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Introduction

Le  traitement  des  pathologies  les  plus  lourdes  s'appuie  essentiellement

aujourd'hui sur les biothérapeutiques. Les biothérapeutiques comprennent à la fois

l'utilisation  de  substances  biologiques  telles  que  les  anticorps,  les  facteurs  de

croissance ou d'autres dérivés protéiques ((1),  (2)). Toutefois, ex-vivo, les protéines

ont  une  forte  tendance  à  se  dégrader  ((3),  (4),  (5)).  Cette  dégradation  peut  se

traduire notamment par la formation d'agrégats ((6)), ou par une fragmentation, ce

qui  se traduit  par  une altération de l'effet  souhaité,  ainsi  qu'une immunogénécité

accrue.

Dans ce contexte, la purification de macromolécules est devenue un enjeu

économique  majeur.  Cet  enjeu  économique  repose  en particulier  sur  l'emploi  de

techniques séparatives, telles que l'ultracentrifugation analytique, ou les techniques

chromatographiques comme la chromatographie d'exclusion stérique. 

L'ultracentrifugation analytique est actuellement la technique de référence, et

offre une fourchette de séparation allant de la centaine de Daltons jusqu'à plusieurs

centaines de millions de Daltons ((7), (8)) (1 Dalton = 1 g.mol-1). Elle permet en outre

de mesurer un certain nombre de paramètres tels que la masse moléculaire et le

coefficient de diffusion.

La chromatographie d'exclusion stérique,  est  l'une des techniques les plus

couramment utilisées aujourd'hui en raison de sa relative facilité d'utilisation, et a

donné  lieu  à  un  développement  technologique  soutenu  (notamment  après  la

première introduction commerciale d'insuline recombinante en 1982) ((9)). Toutefois,

son principe de fonctionnement recèle un certain nombre de limitations, telles que

l'interaction des solutés avec la phase stationnaire et le stress de cisaillement sur les

macromolécules ((6)).

Depuis quelques années,  une nouvelle  famille  de méthodes de séparation

émerge, regroupées sous le terme de fractionnement par couplage flux-force ((10)).

Ces techniques séparatives en phase liquide utilisent l'appareillage de base de la

chromatographie liquide (pompes et systèmes de détection), mais s'appuient sur les

mécanismes de convection-diffusion des espèces à séparer dans un canal capillaire
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de géométrie adaptée, soumis à l'action d'un champ externe perpendiculaire. On y

dénote un certain nombre de sous-techniques que l'on peut classer soit en fonction

du  mode  de  séparation,  soit  en  fonction  du  champ  externe.  Aujourd'hui,  pour

l'analyse  des  macromolécules  comme  les  protéines,  les  techniques  de

fractionnement  par  couplage  flux-force  à  champ  hydrodynamique  sont  en  plein

développement ((11)).

Cet exposé traitera dans un premier temps de la description des différentes

techniques en flux hydrodynamiques (symétrique, asymétrique et en fibre creuse).

Dans  un  second  chapitre,  nous  explorerons  une  partie  des  problèmes  liés  à

l'élaboration de ces techniques. Puis  dans un troisième chapitre, nous envisagerons

la mise en œuvre de ces méthodes sur  le plan expérimental  (anticorps à usage

thérapeutique).  Puis  nous  présenterons  quelques  résultats  dans  le  cadre  d'une

exploration des propriétés de la technique en fibre creuse à des fins de contrôle de

qualité des anticorps. Des essais sur billes de latex seront également présentés.
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1. Le fractionnement par couplage flux-force à flux 

hydrodynamique

Le fractionnement par couplage flux-force est une technique visant à séparer

des particules de petite taille (allant de l'échelle du nanomètre jusqu'à l'échelle du

micron), par l'application d'un flux laminaire de liquide sur la longueur d'un canal,

associé à une force latérale qui peut être de natures diverses : gravitationnelle (par

sédimentation ou par centrifugation), thermique, ou hydrodynamique, pour ne citer

que les plus répandues.

Dans  cette  première  partie,  les  différents  principes  mis  en  jeu  en  FFF

hydrodynamique  seront  abordés,  en  soulignant  les  spécificités  de  chaque  sous-

technique,  enfin,  la  technique de fractionnement en fibre creuse sera décrite,  en

fonction de ses particularités.

1.1. Théories et principes de base

1.1.1. Mode d'élution normal (Brownien)

1.1.1.1. Description

Dans ce mode d'élution, les forces de diffusion browniennes sont les  plus

importantes. On part du principe que plus le coefficient de diffusion d'une particule

est élevé, plus celle-ci est de petite taille et sera sujette à son mouvement brownien

propre.  Le champ appliqué a pour  effet  de diriger  les  particules vers la  paroi  d'

accumulation, ce phénomène est appelé l'effet de convection. Cet effet est contré par

la diffusion brownienne, comme le montre la figure 1.
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Figure 1: Représentation du mode d'élution normal dans un canal de FFF

La résultante des 2 effets (convection et diffusion) permet la formation d'un

profil  de concentration transversal des particules dans l'épaisseur du canal, notée

« w ». En l'absence de flux longitudinal, le flux tangentiel (J(x)) sur chaque particule

présente dans le canal, entraîné par le champ est résumé par l'équation suivante

((12), (13)) :

J (x)=U (x)×C(x )−D(x )×( dC(x )dx )  (1)

J(x): Vitesse des particules dans l'épaisseur du canal (cm.mol.s-1.L-1) 
(résultante de l'effet du flux tangentiel et de l'effet de la diffusion 
brownienne)

x: Distance par rapport à la paroi d'accumulation (cm)

U(x): Vitesse du flux tangentiel appliqué à la distance x (cm.s-1)

C(x): Concentration des particules à la distance x
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D(x): Coefficient de diffusion Brownien (correspondant à un couple 
particule-fluide) des particules situées à la distance x (cm².s-1)(Loi de 
Fick) 

Figure 2: Mélange de 2 types de composés macromoléculaires circulant au sein d'un canal
de FFF, sans l'influence du champ latéral et avec l'influence du champ latéral. 

Le coefficient de diffusion Brownien d'une particule s'exprime en fonction de

ses caractéristiques et de celles du fluide considéré à travers la Formule d'Einstein :

D=( R
6×π×N A )×(

T
(η×rH ))=(

k
6×π )×( T

(η×rH)) (2)

D=
kT

6 π ηrH
=

kT
3 π ηdH

=
kT
f (3)
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D: Coefficient de diffusion Brownien (m².s-1)

R: Constante des gaz parfaits (8,3144621 J.mol-1.K-1)

π: Constante Pi (3,1415.......)

NA: Constante d'Avogadro (6,0221412927×1023 mol−1)

T: Température (en degrés Kelvin)

η: Viscosité du fluide (en Pa.s)

rH: Rayon hydrodynamique de la particule (en m)

dH: Diamètre hydrodynamique de la particule (en m)

k: Constante de Boltzmann (1,3806488×10-23 J.K-1)

f : Coefficient de friction (ici, pour une particule supposée sphérique)

La force appliquée par le champ est donnée par la loi de Stokes ((14)) :

|F|=3π ηdH|U|=f⋅|U| ⇔ |U|=
|F|
f
=
|F|⋅D
k⋅T

(4)

A l'équilibre,  la  résultante  J(x)  est  nulle  et  l'équation  (1)  se  simplifie.  On

obtiendra ainsi ((13)):

U (x)×C(x )=D(x )×( dC(x )dx ) (5)

En transformant l'équation (4), on peut exprimer C(x)/C0 par :
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( C (x)C0 )=e
( x×UD )
⇔C(x )=C 0⋅e

( x×UD ) (6)

C0: Concentration des particules sur la paroi d'accumulation

Au vu des sens des vecteurs de vitesses correspondant respectivement à x

(mouvement Brownien) et à U (champ latéral appliqué), x correspond à une grandeur

positive  et  U  correspond  à  une  grandeur  négative  (il  est  alors  noté  en  valeur

absolue). On peut donc réécrire l'équation de cette façon:

C( x)=C0⋅e
−x⋅|U|/D (7)

A partir de là, on peut dégager 2 paramètres capitaux en FFF.

Le premier paramètre est le paramètre de rétention λ, correspondant à:

λ=
D

|U|⋅w
=
kT
|F|⋅w

(8)

Il s'agit d'un paramètre essentiel, car il permet d'établir la relation entre le profil

de concentrations à l'intérieur du canal et le paramètre discriminant X de l'analyte

concerné à travers l'expression de |F| ((13)) correspondant à la technique employée

(dans le cas de la FFF hydrodynamique, il s'agit du diamètre hydrodynamique « dH »)

((13)). De plus, il  a une signification physique : il  définit la distance entre la paroi

d'accumulation et le centre de gravité du nuage de particules de l'analyte concerné

par rapport à l'épaisseur du canal ((15)). 

En transformant l'équation (7), on obtient ainsi l'équation suivante :
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C( x)=C0⋅e
−x / λ⋅w (9)

En poursuivant la transformation de l'équation obtenue, on obtient :

C( x)=C0⋅e
−x/ λ⋅w

⇔ ln( C (x)C0
)= −xλ⋅w ⇔

x
w
=−λ⋅ln ( C (x )C0

)
⇒ s=−λ⋅ln( C(x )C0 )

(10)

Le paramètre x/w correspondant alors à une coordonnée réduite notée « s ». Cette

relation est matérialisée par la courbe suivante :

Figure 3: Expression de l'équation (10) pour différentes valeurs de λ ((13))

Le  second  paramètre,  que  l'on  appellera  "ℓ",  correspond  à  une  valeur  de

longueur appelée la constante d'espace de la distribution exponentielle transverse

des concentrations d'un analyte donné ((13)). Une démonstration plus complète de
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cette formule a été théorisée par Krantz ((16)). Il est aussi possible d'exprimer ℓ en

fonction de la force appliquée F ((10)) :

ℓ=
D
|U|
=
kT
|F|

(11)

On peut ainsi transformer les équations (8) et (9) :

λ=
D

|U|⋅w
=
kT
|F|⋅w

=
ℓ
w

(12)

C( x)=C0⋅e
−x/ λ⋅w
=C 0⋅e

−x / ℓ (13)

Bien que l'analyte soit (pour des raisons évidentes) obligatoirement compris

dans  l'épaisseur  w  du  canal,  il  peut  arriver  que  ℓ  soit  supérieur  à  w,  et  par

conséquent, que λ soit supérieur à 1. Dans ce cas, le champ n'a plus d'influence sur

l'analyte et celui-ci est alors dispersé uniformément dans la lumière du canal ((13)).

Dans  la  littérature,  ℓ est  abusivement  assimilée  à  l'épaisseur  moyenne  du

nuage  de  particules  pour  un  soluté  donné,  ce  qui  n'est  pas  tout  à  fait  vrai.  La

véritable notation de l'épaisseur  moyenne du nuage de particules pour  un soluté

donné est « xcg » (ou « ℓe », selon les publications ((15))). Cette valeur est obtenue

par la résolution de l'intégrale suivante ((15)) :

xcg=
∫
0

w

x⋅C(x )dx

∫
0

w

C(x )dx

(14)
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La position « xcg » correspond ainsi à la position du centre de gravité du nuage

de particules du soluté concerné (d'où l'indice « cg », signifiant « center of gravity »),

ce qui signifie que la moitié de la concentration en particules de soluté concerné se

situe  sous  ce  point,  et  que  l'autre  moitié  se  situe  au-dessus.  Ainsi,  cette  valeur

correspond  au premier moment (ou mode) du nuage de particules de soluté donné. 

La  valeur  de  coordonnée  réduite  « scg »  (notée  aussi  « λe »,  selon  les

publications ((15))) correspondante est ((13), (15)) : 

scg=
xcg
w
=λ−

e−1 /λ

1−e−1 /λ
(15)

Les valeurs limites de scg pour des valeurs extrêmes de λ correspondent ainsi

à :

lim
λ→0
scg=λ ⇒ xcg=ℓ

lim
λ→∞
scg=

1
2
⇒ xcg=

w
2

(16)
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Figure 4: Expression de l'équation (15) pour différentes valeurs de λ ((13))

En clair, plus λ sera proche de 0 (la valeur maximale admise de λ étant égale

à 0,2 (correspondant à 3,4 % d'erreur sur scg (figure 4)), plus le nuage de particules

de soluté sera comprimé contre la  paroi  d'accumulation (et  sera par  conséquent

retenu  par  le  champ  latéral),  et  plus  ℓ  sera  proche  de  xcg (vérifiant  ainsi

l'approximation du premier moment employée couramment dans la littérature).

1.1.1.2. Théorie de la rétention en mode Brownien

De façon analogue à la chromatographie, la rétention des analytes est définie

par leur facteur de rétention ("retention ratio" en anglais), défini par les expressions

suivantes:
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R=
Ѵ
⟨v z⟩
=
t 0
t r
=
V 0

V r
(17)

Ѵ: Vitesse moyenne de migration de l'espèce dans le canal de 
séparation (distance/temps)

<vz>: Vitesse longitudinale moyenne du liquide vecteur dans le canal 
de séparation (distance/temps)

t0: Temps d'élution moyen de particules théoriques n'interagissant pas 
avec le champ tangentiel et se déplaçant par conséquent à la même 
vitesse que la vitesse moyenne du liquide vecteur (par analogie avec la 
chromatographie liquide, cela correspondrait au temps de rétention du 
pic de volume mort)

tr: Temps d'élution moyen d'une suspension de particules d'un analyte

V0: Volume d'élution moyen de particules théoriques n'interagissant pas 
avec le champ tangentiel et se déplaçant par conséquent à la même 
vitesse que la vitesse moyenne du liquide vecteur (par analogie avec la 
chromatographie liquide, cela correspondrait au pic de volume mort)

Vr: Volume d'élution moyen d'une suspension de particules d'un analyte

D'après  Giddings  et  al.  ((17)),  la  résolution  des  équations  de  Stokes

correspondant  à  un  écoulement  laminaire  dans  un  canal  de  FFF  de  section

rectangulaire est la suivante:

v (x )=6 ⟨v z⟩[( xw )−( xw )
2

] (18)

v(x): Vitesse du flux longitudinal en un coordonnée "x" de la section du 
canal

<vz>:  Vitesse longitudinale moyenne du liquide vecteur dans le canal 
de séparation

w: Epaisseur du canal
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En supposant l'homogénéité de la distribution de vitesse et l'état d'équilibre de

la distribution des différents analytes à l'intérieur du canal, et en imaginant la section

d'un canal de séparation de FFF et en prenant chaque élément correspondant à un

même analyte, on obtiendrait l'équation suivante:

Ѵ=
Σ(ci .v i)

Σ c i
(19)

Ѵ: Vitesse moyenne de l'analyte à travers la section de canal

ci: Concentration des éléments de l'analyte dans une zone virtuelle 
(notée "i") de la section du canal

vi: Vitesse longitudinale du liquide porteur dans une zone virtuelle (notée "i") 
de la section du canal

Figure 5: Exemple de représentation des zones virtuelles et des vecteurs de vitesse
associés, sur la surface de la lumière d'un canal rectangulaire.
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En intégrant cette équation, on obtient:

Ѵ=
∫cv dA
∫ c dA

(20)

A: Aire de la section du canal rectangulaire (A = b.w; où b est la largeur 
du canal, et w est l'épaisseur du canal)

En tenant compte de la répartition (suivant une loi exponentielle) à l'équilibre

des particules dans l'épaisseur du canal, on obtient:

Ѵ=
6 ⟨v ⟩∫

0

w

exp(−xℓ )(
x
w
−
x ²
w ² ) dx

∫
0

w

exp(−xℓ ) dx
(21)

En appliquant cette équation au ratio de rétention R = Ѵ/<v>, on obtient:

R=
( 6w∫0

w

exp(−xℓ ) x dx)−( 6
w ²
∫
0

w

exp(−xℓ ) x ²dx)
(∫

0

w

exp(−xℓ ) dx)
(22)

En intégrant chacun des termes et en tenant compte du fait que λ =  ℓ/w, on

obtient la formule:
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R=6 λ( coth( 1
2 λ )−2λ) (23)

Cette équation est l'équation fondamentale caractérisant la rétention du mode

d'élution Brownien. On remarque que quand λ tend vers 0 (et donc que la demi-

épaisseur  ℓ du nuage de particules de l'analyte concerné tend vers 0, et que par

conséquent, le coefficient de diffusion D reste suffisamment élevé afin de pouvoir

former un nuage de particules, sans l'être exagérément au point  de ne plus être

influencé par le champ tangentiel), on observe que le paramètre ( coth( 1
2 λ )−2 λ)

tend vers 1, et que le ratio de rétention est exprimé par une relation linéaire avec λ:

R=6 λ=
6 ℓ
w
=

6 kT
|F|

(24)

Figure 6: Variation du ratio de rétention en fonction de la valeur  λ, selon l'équation (23) (trait
plein), et selon l'équation linéaire approchée (24) (hachures) ((17))
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Dans la plupart des cas, on considère que R=6λ.

On peut dégager à partir de R un autre paramètre important, qui est le niveau

de rétention, RL ((18)) (également appelé coefficient de rétention « kR » ((13))). Ce

paramètre a l'avantage d'être plus intuitif et simple d'utilisation que R.

RL=
t r
t 0

(25)

1.1.1.3. Relation entre coefficient de diffusion et masse 

moléculaire

Avant toute chose, il  convient de revenir à l'équation (3), qui correspond à

l'équation d'Einstein-Smoluchowski :

D=
kT
f

(26)

Il  a été démontré que le paramètre f (il  s'agit  pour rappel du coefficient de

friction d'une particule dans un milieu donné, il est également noté « ξ » selon les

sources ((19)))dépend de la forme de la particule ((19))
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Figure 7: Formules des coefficients de friction corrigés en fonction de la forme ((19))

Obtenir  de  telles  approximations  (y  compris  l'équation  de  Stokes  pour  les

particules sphériques) nécessite toutefois la résolution d'équations complexes ((20)). 

Pour simplifier la situation, il  est admis que le coefficient de diffusion d'une

particule  est  relié  à  la  masse  moléculaire  de  cette  particule  selon  une  loi  de

puissance ((19), (21), (22)) :

D=A⋅(MW )
B (27)

Les paramètres A et B sont reliés notamment aux conditions expérimentales et

à la forme de la particule. En pratique, des techniques de calcul informatique sont

nécessaires pour les obtenir.
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L'adjonction d'un champ latéral compliquera la donne, comme il sera vu plus

loin.

1.1.1.4. Effet de la forme de la particule sur les résultats 

obtenus

Plusieurs publications montrent aujourd'hui l'impact de la forme des particules

sur les résultats obtenus en FFF ((23), (24), (25), (18)). C'est pour cette raison que le

diamètre  des  particules,  calculé  par  les  formules  courantes  utilisées  en  FFF  ou

mesuré par les systèmes de détection approprié (système à dispersion de lumière tel

que MALS ou DLS) est un diamètre dit « hydrodynamique » : il  s'agit du diamètre

qu'une particule aurait dans le milieu concerné si celle-ci était sphérique ((23)). Ainsi,

il a été démontré que l'élution de particules en forme de bâtonnets (nano-rods) ou en

forme de disque nécessitait  l'application de facteurs correctifs  ((13)).  Notamment,

lorsque  la  longueur  du  bâtonnet  ou  le  diamètre  du  disque  (assimilables  a  une

dimension  caractéristique  de  la  particule)  atteignait  une  longueur  proche  du

micromètre, l'effet du champ finissait par compromettre la rotation libre des particules

(effet stérique spécifique), qui du même coup, s'alignaient parallèlement au champ

((25), (13)). Ce cas de figure n'est toutefois qu'un exemple relativement simple.

Le cas des particules non-sphériques implique de prendre en compte, selon

Gadjos et Brenner ((24), (26)), l'aire totale de la surface de la sphère occupée par la

rotation de la  particule  si  elle  n'avait  pas de restriction (notée As),  et  l'aire  de la

fraction  de  la  surface  de  cette  sphère  réellement  couverte  par  la  rotation  de  la

particule (notée A(x)), selon le ratio d'angle solide suivant (noté α(x)) :

A (x)
A s
=α(x) (28)

La prise en compte de ce ratio dans les calculs de concentrations se fera de la

façon suivante ((26)) :
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C( x)=C0⋅e
−x / ℓ
⋅
A( x)
A s
=C0⋅e

−x / ℓ
⋅α(x) (29)

où le rapport α(x) sera déterminé par la géométrie de la particule.

L'effet aura un impact sur le ratio de rétention de la façon suivante ((26)) :

R=[w⋅∫
0

a

C0⋅e
−x /ℓ
⋅
A(x )
A s
⋅v (x)dx + w⋅∫

a

w

C0⋅e
−x /ℓ
⋅v (x )dx ]

×[∫
0

a

C0⋅e
−x/ ℓ
⋅
A (x)
A s

dx +∫
a

w

C0⋅e
−x/ ℓdx ]×∫

0

w

v (x)dx

(30)

Après intégration, l'expression obtenue donnera R en fonction de a et  ℓ  et

reflétera l'altération de R en fonction de la géométrie de la particule.

Ainsi, pour une particule en forme de bâtonnet, on obtiendra les expressions

suivantes :

A (x)
A s
=

4 π⋅sin(θ)
4 π

=
x
a (31)

a : Demi-longueur du bâtonnet

θ : Angle formé par le bâtonnet avec la paroi d'accumulation

C( x)=C0⋅e
−x/ ℓ
⋅
x
a

(32)

C(x): Concentration des particules à la distance x
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C0 : Concentration des particules à la paroi d'accumulation

a : Demi-longueur du bâtonnet

ℓ : Approximation de la valeur de l'épaisseur du nuage de particules

R=
6 ℓ
w
⋅[ 2− a/ℓ

(ex/ ℓ−1) ] (33)

R : Ratio de rétention

w : Epaisseur du canal de séparation

a : Demi-longueur du bâtonnet

ℓ : Approximation de la valeur de l'épaisseur du nuage de particules

Figure 8: Aperçu du comportement d'une particule en forme de bâtonnet (nano-rod) en FFF
((25))

De  même,  pour  une  particule  en  forme  de  disque,  on  obtiendra  les

expressions suivantes :
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A (x)
A s
=

4 π⋅(1−cos (θ))
4 π

=[1−√ 1−( xa )
2

] (34)

a : Rayon du disque

θ : Angle formé par le disque avec la paroi d'accumulation

C( x)=C0⋅e
−x / ℓ
⋅[1−√ 1−( xa )

2

] (35)

Figure 9: Aperçu du comportement d'une particule en forme de disque en FFF ((25))

Cet effet, en perturbant de fait les temps de rétention, implique que la FFF

hydrodynamique (et plus généralement les techniques de FFF) ont la possibilité de

discriminer les particules selon leur forme. Cela pose toutefois plusieurs questions,

notamment  sur  les  qualités  intrinsèques  des  particules  susceptibles  de  servir  à

l'étalonnage de l'appareillage, et sur les moyens de détection à utiliser pour confirmer

cette discrimination de forme ((6)).
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1.1.1.5. Résolution et sélectivité

La  sélectivité  sur  le  diamètre  entre  2  particules  est  donnée  par  l'équation

suivante ((27), (28)) :

Sd=
d ln( tr)

d ln(dH )
(36)

La résolution entre 2 pics est définie en FFF par l'équation suivante ((29), (27),

(30)) :

RS=
√ N
4
×Sd×

δdH
dH

(37)

N : Nombre de plateaux moyen entre les 2 pics

Sd : Sélectivité entre les 2 pics (basée sur le diamètre)

δdH : Différence de diamètre hydrodynamique entre les particules 
associées aux 2 pics

dH : Moyenne des diamètres hydrodynamiques des particules associées aux 2
pics

Une autre équation existe ((31)) :

RS=
1
4
×
Δ R
R
×( LH )

(1 /2 )

=
√ N
4
×
Δ R
R

(38)

ΔR : Différence entre les ratios de rétention des composés 
correspondant à chacun des 2 pics
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R : Moyenne des ratios de rétention des composés correspondant à 
chacun des 2 pics

L : Longueur du canal de séparation

H : Moyenne des hauteurs équivalentes à un plateau théorique de 
chacun des 2 pics

N : Nombre de plateaux moyen entre les 2 pics

Le  pouvoir  de  séparation,  en  FFF,  est  déterminé  à  partir  du  pouvoir  de

fractionnement (noté Fd), qui correspond à l'équation suivante ((27), (32)) :

Fd=
RS
δdH /dH

(39)

RS : Résolution entre 2 pics

δdH : Différence de diamètre hydrodynamique entre les particules 
associées aux 2 pics

dH : Moyenne des diamètres hydrodynamiques des particules associées aux 2
pics

Fd correspond à la résolution spécifique entre 2 particules dont le diamètre

hydrodynamique varie selon la grandeur relative δdH /dH ((15)). Par conséquent, il

tendra vers 0 à l'approche du point d'inversion stérique ((15)).

1.1.1.6. Théorie des plateaux, de l'élargissement des pics, de 

la dispersion des particules et du non-équilibre

En  fractionnement  par  couplage  flux-force,  lors  de  l'impact  consécutif  du

champ latéral avec le profil parabolique de l'écoulement longitudinal, les particules

sont continuellement partitionnées entre les divers états de vitesses longitudinales.

Les  changements  de  concentrations  localisées  qui  en  résultent  au  temps  « t »
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bouleversent  continuellement l'état  d'équilibre obtenu au temps « t-1 » ((17)).  Cet

effet  est  appelé  « non-équilibre ».  Ce  phénomène  de  transfert  entre  bandes  de

vitesses différentes est la base de l'élargissement des bandes ((15)). 

La dispersion des pics obtenus en sortie de colonne est définie par le nombre

de plateaux théoriques du canal de séparation (et son évolution).

Dans  toutes  les  techniques  chromatographiques,  le  nombre  de  plateaux

théoriques (N) correspond à l'équation suivante :

N=
L
H

(40)

La définition de la hauteur  équivalente à un plateau théorique (H),  valable

dans  toutes  les  techniques  chromatographiques  (techniques  de  FFF  comprises)

correspond à l'équation suivante :

H=σ
2

L
(41)

σ² : Variance du pic

L : Longueur du canal de séparation

En FFF, elle correspond à l'équation suivante ((33), (34)) :

H = σ
2

L
=

2D
R ⟨ v̄ ⟩

+
ψ(λ)⋅ℓ2 R ⟨ v̄ ⟩

D
+∑ H i = H c+H end+H r (42)

Le premier terme de l'équation (Hc) correspond à la diffusion longitudinale d'un

analyte.
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D : Coefficient de diffusion hydrodynamique

R : Ratio de rétention

<v> : Vitesse longitudinale moyenne du liquide porteur

Le second terme de l'équation (Hend) correspond aux plateaux théoriques issus

du processus de non-équilibre. Il peut être réécrit sous 2 formes ((35)) :

H=
ψ⋅ℓ2⋅Ѵ
D
=
χ⋅w2
⋅⟨ v̄ ⟩
D

(43)

χ  et  ψ  sont  des  coefficients  dont  la  démonstration  mathématique  a  été

effectuée  par  Giddings et  al.  ((35)),  et  sont  en  général  utilisés  sous des formes

approchées, χa et ψa  :

χa=24 λ3( 1−10λ+28 λ2

1−2λ )≃24λ3 pour λ≪1 (44)

ψa=
4 (1−10λ+28λ2

)

(1−2λ)2
≃4 pour λ≪1 (45)

Le troisième terme (ΣHi, ou Hr) correspond aux plateaux théoriques générés

par  des  effets  parasites  résiduels.  En  général,  ils  sont  considérés  comme

négligeables ((33)).
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Ainsi, en réécrivant l'équation de la hauteur d'un plateau théorique à partir de

l'équation (17), on obtient ((33), (36), (37)) :

H=
2D
Ѵ
+

4⋅ℓ2Ѵ
D
=
B
Ѵ
+CѴ (46)

B : Paramètre de diffusion longitudinale

C : Coefficient de non-équilibre

Ainsi, plus la rétention d'un composé est élevée (R bas, λ bas,  ℓ  basse,  Ѵ

basse), plus la contribution de l'effet de non-équilibre sera basse, jusqu'à atteindre

une valeur nulle. De fait, la hauteur équivalente à un plateau théorique diminuera

vers une valeur finie ne dépendant plus que de la diffusion longitudinale (dépendante

de D et de Ѵ).

Dans les techniques de FFF, en raison du profil parabolique des vitesses du

liquide dans le canal, les solutés les plus retenus sont associés à un élargissement

de leurs pics de rétention. Cet effet d'élargissement de bandes est proportionnel à

l'effet de non-équilibre ((35). En outre, cela se traduit par un effet de dilution (plus de

volume de  liquide  nécessaire  pour  éluer  les  solutés  les  plus  retenus).  De  façon

idéale, un soluté élué sortira sous la forme d'une gaussienne d'écart-type « σ ». La

concentration  « c »  d'une  masse  « m »  de  soluté  présente  à  l'intérieur  d'un  pic

correspond à ((31), (36)) :

c=
m

4 σ V̇ out
(47)

VVout : Débit de sortie longitudinal du canal de séparation

En transformant l'équation, on obtient ((31), (36)) :
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c=
m

4V r
×( LH )

(1/2)

=
√ N
4
×
m
V r

(48)

Il a été noté plus haut que plus l'élution avance, plus la hauteur équivalente à

un plateau théorique évoluera vers une valeur fixe (N n'augmentera plus), et, d'autre

part, plus le volume de rétention augmentera ((38)). Ces deux effets entraînent une

dilution progressive des solutés les plus retenus.

A partir de là, il a été envisagé des tentatives pour optimiser la séparation des

analytes.

1.1.1.7. Processus de relaxation – Notion de relaxation 

primaire

En pratique, une élution en conditions de simple circulation du liquide à travers

le canal de séparation donnera de mauvais résultats, tout d'abord pour une raison

assez simple attenant au volume mort du canal de séparation ((39)). Ce volume se

situe en général dans une fourchette de 200 à 1000 µL. L'injection d'un échantillon

en FFF, comme dans toutes les techniques de chromatographie liquide, met en jeu le

remplissage  d'une  boucle  d'un  volume  déterminé  fixée  sur  une  valve  de  type

Rhéodyne (qui se trouve alors en position dite de remplissage), dont la rotation en

position d'injection permettra l'injection du contenu de la boucle à l'intérieur de la

colonne chromatographique, ou, dans le cas présent, du canal de séparation. Ces

boucles ont en général un volume compris entre 10 µL et 100 µL. Dans les cas

extrêmes, une injection de 100 µL (le volume en lui-même ne suffit pas, la quantité

de soluté est à prendre en compte) suffit à occuper une portion considérable de ce

canal (sans compter les volumes morts liés aux capillaires de connexion, qui devront

être les plus réduits possibles), ce qui, dans les pires scénarios, peut conduire à une

occupation complète du canal depuis son point d'entrée jusqu'à son point de sortie.

Dans  tous  les  cas,  si  une  élution  était  effectuée  aussitôt  après  l'injection,  une
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proportion non négligeable de l'échantillon se trouverait à l'entrée du canal et à la

sortie du canal. Une séparation dans ces conditions conduirait de fait inévitablement

à une séparation insuffisante et à un élargissement très important des pics obtenus

au détecteur.

Une théorie issue de la chromatographie illustre bien ce phénomène, selon

laquelle le temps nécessaire à la génération d'un plateau théorique (tp) est théorisé

par le modèle suivant ((40), (33)) :

t p=
4 ℓ ²
D

(49)

Si un nombre particulier de plateaux est à atteindre, il faudra ajuster ce temps

en fonction :

t=N⋅t p=
4Nℓ ²
D

(50)

Ce temps est supérieur à la durée d'un run de FFF, d'où l'intérêt d'immobiliser

ou neutraliser le flux longitudinal, en ne conservant que le champ latéral, afin d'agir

sur l'épaisseur  ℓ du nuage de particules et d'accélérer la vitesse de génération du

nombre de plateaux théoriques. Ce temps d'immobilisation du champ longitudinal est

appelé temps de relaxation (trel)  (Note :  Ce temps est souvent  noté « τ » dans la

littérature mais peut alors être abusivement confondu avec le temps de décroissance

du champ en programmation de flux, noté de la même manière).

Ainsi, dans des conditions de simple circulation du liquide sur la longueur du

canal  de  séparation,  il  est  en  réalité  quasi  impossible  d'obtenir  des  nuages  de

particules distincts ((41)). De fait, le nombre de plateaux obtenu lors de la circulation
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des analytes à l'intérieur du canal de séparation sera très limité.  En réalité, l'état

d'équilibre n'est obtenu qu'après un certain temps ((40),  (42),  (43)), dans lequel les

épaisseurs « ℓ » des nuages de particules des divers analytes devront atteindre leur

hauteur minimale, afin de générer des plateaux théoriques supplémentaires ((40),

(33)).

Le temps de relaxation, noté « trel », correspond au temps moyen de trajet,

sous l'influence du champ latéral, des particules jusqu'au centre de gravité de quasi-

équilibre, noté « xeq ». La théorie détaillant l'obtention de ce temps a été élaborée par

Hovingh et al. ((43)). Il est obtenu par l'équation suivante ((15), (43), (40), (29), (44)) :

t rel=
w2
λ

D ( 12−λ+ 1
e1 /λ
−1 )≈

w ²⋅λ
D
=
w
U
=
ℓ⋅w
D

(51)

Après un temps de relaxation déterminé, le nuage de particules atteint une

certaine longueur à l'intérieur du canal, notée h0 ((29)).

h0=⟨vz⟩ trel (52)

<vz> correspond à la vitesse longitudinale moyenne du liquide porteur en un

point z déterminé de la longueur du canal. Dans le cas le plus simple (canal de FFF

symétrique rectangulaire), elle est constante sur toute la longueur du canal ((36)) et

correspond à :

⟨vz ⟩=
V̇ out
b×w

=⟨ v̄ ⟩ (53)

VVout : Débit de sortie longitudinal du canal de séparation

b : Largeur du canal
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w : Epaisseur du canal

<v> : Vitesse moyenne du liquide porteur (mesurée en sortie de canal)

Figure 10: Vue de côté d'un canal de FFF, avec les profils de trajectoire des particules lors
de la relaxation. La zone grisée représente la distribution du nuage de particules après

relaxation ((29)).

La contribution de la relaxation à la modification de la hauteur des plateaux

théoriques est théorisée par l'équation suivante ((43)) :

H rel=
17
140
×
n⋅h0

2

L
(54)

n : Valeur correspondant au nombre de processus de relaxation. Est 

égal à 1 dans les techniques de FFF en flux hydrodynamique.

Après la relaxation, le nuage de particules partira du point « z » de la longueur

du canal où la relaxation s'est effectuée. Ce point à tout intérêt à être le plus proche

possible de l'entrée du canal de séparation. L'écart entre le point « 0 » et le point

« z » du canal de séparation devra être pris en compte lors des mesures du temps
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de  volume  mort  (qui  deviendra  alors  « tz »)  et  le  temps  de  rétention  en  fin  de

manipulation.

En pratique, selon la technique employée, il existe plusieurs moyens d'obtenir

cet effet. 

1.1.1.8. Théories de l'optimisation de la FFF

L'idée de base était d'ajuster la vitesse d'élution afin d'obtenir la plus petite

hauteur équivalente à un plateau théorique.

Une séparation est optimale à partir du moment où la hauteur d'un plateau

théorique  atteint  une  valeur  minimale  (Hmin),  et  où  la  vitesse  d'un  analyte

monodisperse (Ѵ) ((33)) atteint une valeur maximale (Ѵopt)

En dérivant l'expression, on obtient :

Ѵopt=√ B/C=
D
ℓ √ 2

(55)

Hmin=2 √ BC=ℓ √ 32 (56)

ℓ n'est toutefois pas une grandeur mesurable, il  est toutefois possible de la

convertir  en données mesurables (telles que R et w) grâce à l'équation (24).  On

obtient  alors  l'équation  suivante,  montrant  que  la  hauteur  minimale  d'un  plateau

théorique diminue rapidement pour  des épaisseurs de canal  extrêmement faibles

(l'épaisseur du canal a donc tout intérêt à être la plus faible possible) et pour les

composés les plus retenus (R faible) :
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Hmin=
√ 32
6
×Rw=0,94⋅Rw (57)

Pour la vitesse optimale du nuage d'analyte concerné, on obtient l'équation

suivante, qui montre qu'elle devra être élevée pour les analytes les plus retenus, et

basse pour les analytes les moins retenus :

Ѵopt=
6D
Rw √ 2

=√ 18⋅D
Rw

(58)

En pratique, la vitesse optimale moyenne du liquide porteur serait ((33)) :

⟨ v̄opt ⟩=
U
R √ 2

(59)

1.1.1.9. La FFF programmée  - Notion de relaxation 

secondaire

A partir de là, l'idée de programmer la vitesse longitudinale du liquide porteur

et l'intensité de la force du champ ont été abordées. L'idée n'est pas nouvelle et a été

appliquée aux techniques de FFF thermiques et de sédimentation.

La loi universelle de programmation de ces paramètres au cours du temps

correspond à l'équation suivante ((15)) :
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L=∫
0

t r

Ѵdt=∫
0

tr

R ⟨ v̄ ⟩ dt (60)

L : Longueur du système

tr : Temps de rétention d'un analyte

R : Ratio de rétention d'un composé

Ѵ: Vitesse longitudinale moyenne d'un composé

<v> : Vitesse longitudinale moyenne du liquide porteur

1.1.1.9.1. Programmation de la vitesse longitudinale

L'une des premières approches était d'augmenter la vitesse longitudinale sur

la  durée en maintenant  le  champ tangentiel  constant  afin  de  pouvoir  couvrir  les

vitesses optimales d'élution de chaque analyte ((38), (33)).

La théorie générale de la programmation de la vitesse correspond à l'équation

universelle de programmation modifiée de cette façon :

L
R
=∫

0

tr

⟨ v̄ ⟩dt ⇔
L⋅V r
V 0

=∫
0

tr

⟨ v̄ ⟩ dt (61)

Ainsi, d'après Giddings et al. ((38)), la dépendance de la hauteur équivalente à

un plateau théorique moyenne en fonction du temps de rétention donnera l'équation

suivante :
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H̄=

A∫
0

t r

⟨ v̄ ⟩2dt

(V 0 /L)
γ
⋅(∫

0

tr

⟨ v̄ ⟩dt)
(γ+1)

(62)

A : Constante

γ : Exposant variant entre 2 et 2,67

Toutefois, le fait de varier la vitesse a un effet difficilement appréciable d'un

type d'équipement à l'autre ((38)).

1.1.1.9.2. Programmation de champ

Une autre approche consiste à diminuer la force du champ latéral sur la durée

afin de permettre aux analytes les plus ralentis de passer progressivement à des

couloirs de vitesses longitudinales supérieures et ainsi d'être élués plus rapidement

((31),  (12),  (45)). L'idée a été imaginée dès 1966, dès la naissance des techniques

de FFF ((46)), et développée dans les FFF thermique ((47), (48)) et de sédimentation

((49), (32)), puis en FFF symétrique ((31)).

La théorie générale de la programmation du champ correspond à l'équation

universelle de programmation modifiée de cette façon :

L
⟨ v̄ ⟩
=∫

0

t r

Rdt ⇔ t 0=∫
0

tr

Rdt (63)

Quand le champ décroît durant l'élution (en gardant une vitesse longitudinale

moyenne constante), le ratio de rétention change en raison de la dépendance de λ à
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la force du champ (voir équation (8)). Cet effet correspond à la relaxation secondaire

((15)).

On obtient ainsi la relation suivante ((15), (43)) :

λ=λ0×( V̇ c 0V̇ c ) (64)

λ0 : Valeur de λ au réglage de débit tangentiel initial

VVc0 : Débit tangentiel initial

λ : Nouvelle valeur de λ obtenue après passage du débit tangentiel à la 
nouvelle valeur VVc

La décroissance du champ peut être faite de plusieurs manières :

- Step-Wise

Dans  cette  situation,  le  champ  tangentiel  est  diminué  par  paliers,  en

maintenant la vitesse longitudinale constante ((50)).

- Linéaire

Dans cette situation, le champ (ici, le débit tangentiel) est maintenu constant à

une certaine valeur (VVc(0)) sur une certaine période notée t1, puis est réduit de façon

linéaire en fonction du temps jusqu'à une valeur nulle, sur un intervalle de temps tp.

L'équation de base caractérisant ce mode de décroissance est ((15), (31)) :

V̇ c(t )=V̇ c(0)( t p−(t−t1)t p ) (65)

VVc(t) : Débit tangentiel au temps « t »

VVc(0) : Débit tangentiel de départ
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t1 : Période de maintien du débit tangentiel initial VVc(0)

tp : Période de réduction linéaire du débit  tangentiel

Le  temps  de  rétention  sera  ainsi  modifié  en  conséquence  (l'équation  est

valable si le mode stérique est négligeable) :

t r=t 1+ t p(1−exp(−(t r0−t1)/ tp)) (66)

tr0 : Temps de rétention du composé en l'absence de modification du 
débit tangentiel initial

tr : Temps de rétention du composé après décroissance du débit 
tangentiel initial

Le champ tangentiel étant modifié, le coefficient de diffusion l'est également

((31)) :

D=
V̇ c(0)⋅w

2

6⋅V̇ out ( t1+t p⋅ln(
t p

t1+t p−t ))
(−1)

(67)

- Parabolique 

Ce mode de décroissance est censé être plus progressif que le mode linéaire.

Il  est  surtout  utilisé  en  FFF  par  sédimentation  ((15),  (32)).   L'équation  de  base

caractérisant ce mode de décroissance est :

S t=S0( t p−(t−t 1)t p )
2

(68)
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St : Force du champ latéral au temps « t »

S0 : Force du champ latéral de départ

t1 : Période de maintien du champ latéral initial S0

tp : Période de réduction linéaire du champ latéral

Jusqu'ici, il n'a pas été utilisé pour les techniques en flux hydrodynamique. Il

est cité ici pour mémoire.

- Exponentielle

Dans cette situation, le champ (ici, le débit tangentiel) est maintenu constant à

une certaine valeur (Vc(0)) sur une certaine période notée t1, puis est réduit de façon

exponentielle en fonction du temps selon une constante de temps notée « τ » ((15),

(31), (51), (52)). L'équation de base caractérisant ce mode de décroissance est ((15),

(31)) :

V̇ c(t )=V̇ c(0)⋅exp(−(t−t 1)τ ) (69)

VVc(t) : Débit tangentiel au temps « t »

VVc(0) : Débit tangentiel de départ

t1 : Période de maintien du débit tangentiel initial VVc(0)

τ : Constante de temps

Le temps de rétention correspondra alors à :
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t r=t 1+ τ⋅ln( 1
2λ0

(1−B
(1/2)
)) (70)

où B correspond à :

B=1−
2(t 0−6 t r⋅α)

3 τ
+4 λ0( t 1τ −1)+4 λ0

2( 1−( 2t 1τ )) (71)

Toutefois,  en  mode  Brownien,  la  valeur  α  (correspondant  à  la  taille  d'une

particule isolée) est négligeable. De même, λ0 est très inférieure à 1. Pour simplifier

encore le problème, on pourra même prendre une valeur t1 égale à τ. On obtiendra

donc pour B :

B≈1−
2 t 0
3 τ

(72)

Le coefficient de diffusion des particules sera également modifié ((31)) :

D=
V̇ c(0)⋅w

2

6⋅V̇ out
⋅(t1+ τ(e

(t r−t 0)/ τ−1))(−1) (73)

- Décroissance par puissance

L'idée derrière cette forme de décroissance était de maintenir un pouvoir de

fractionnement constant pour les particules de grand diamètre ((15)). Toutefois, ce
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mode  de  décroissance  est  amené  à  connaître  de  plus  en  plus  d'applications.

L'équation de base caractérisant ce mode de décroissance est :

V̇ c(t )=V̇ c(0)( t 1−t at−ta )
p

(74)

VVc(t) : Débit tangentiel au temps « t »

VVc(0) : Débit tangentiel de départ

t1 : Période de maintien du débit tangentiel initial VVc(0)

p : Puissance (>0)

ta étant  un  paramètre  asymptotique  de  temps  déterminant  le  degré  de

courbure de la courbe de décroissance ((53)).

1.1.2. Mode d'élution stérique/hyperlayer

1.1.2.1. Description

Figure 11: Représentation du mode d'élution stérique (au sens strict) dans un canal de FFF

Lorsque les particules constituant un analyte atteindront une certaine taille (de

100 nm à 1 µm selon la force du champ ((54))), la situation changera. Ainsi, le mode
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d'élution Brownien ne s'appliquera plus, et le mode d'élution stérique s'appliquera

alors. Dans ce mode, la valeur  ℓ correspondant au déplacement brownien moyen

(ou, plus simplement, à l'épaisseur du nuage de particules, décrite dans le mode

d'élution  brownien)  devient  inférieure  au  rayon  des  particules.  Les  particules  ne

formeront  plus  de  nuage  et  les  différences  de  vitesse  d'élution  se  feront

exclusivement sur la taille des particules prises isolément.

A partir de ce postulat, un nouveau modèle d'élution a été mis au point par

Giddings ((55)). Dans ce modèle, la taille importante d'une particule implique une

séparation entre la surface d'accumulation et le centre de gravité de la particule.

Dans le cas d'une particule sphérique, cette distance, notée "a", correspond au rayon

de la particule. Il est également considéré dans ce modèle que le centre de gravité

de  la  particule  subit  des  transferts  browniens  sur  une  section  de  canal  réduite

"accessible"  au  centre  de  gravité  de  ladite  particule  ("accessible  core"  ou  "core"

selon les termes de Giddings), la section "inaccessible" du canal correspondant alors

à la couche d'exclusion ("exclusion layer"), dont l'épaisseur est déterminée par la

grandeur "a" ((55)).

De cette façon, on peut dégager le paramètre suivant, noté α:

α=
a
w

(75)

Figure 12: Déplacement d'une particule sphérique dans un canal de FFF selon le mode
stérique ((55))
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a: Epaisseur de la couche d'exclusion (dans le cas d'une particule 
sphérique, correspond au rayon de la particule)

w: Epaisseur du canal de séparation

Le "core"  peut  alors être  considéré comme un canal  de séparation à part

entière, avec ses paramètres et ses dimensions propres.

La  vitesse  du  liquide  régnant  aux  limites  du  "core"  (v0)  est  obtenue  en

remplaçant dans l'équation (18) la valeur "x" par la valeur "a":

v0
=6 ⟨v ⟩ [( aw )−( aw )

2

]⇔6 ⟨v ⟩ (α−α 2
) (76)

La  vitesse moyenne  du liquide  circulant  au  sein  du  "core"  (<vc>)peut  être

résumée par l'équation suivante:

⟨vc ⟩=( 1
w−2a ) ∫a

w−a

(v−v0
)dx (77)

En intégrant l'équation, on obtient:

⟨ vc⟩
⟨v ⟩
=(1−2α)2 (78)

Etant donné que le canal de séparation principal (canal-"parent", en quelque

sorte) et le "core" sont considérés comme 2 canaux de séparation à part entière,
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deux ratios de rétention pourront être obtenus: un pour le "core" (Rc) et un pour le

canal-parent (R)

Ainsi, la vitesse moyenne des particules (Ѵ) dans le canal-parent correspond

à l'équation suivante:

Ѵ=v0+Rc⋅⟨vc ⟩ (79)

De ce fait, le ratio de rétention obtenu pour le canal-parent sera:

R=
Ѵ
⟨v ⟩
=
v0
+Rc⋅⟨vc ⟩
⟨ v ⟩

(80)

En substituant les équations précédentes, on obtient:

R=
Ѵ
⟨v ⟩
=
v0
+Rc⋅⟨vc ⟩
⟨ v ⟩

=
(6 ⟨ v ⟩(α−α2

))

⟨v ⟩
+
Rc⋅⟨v c⟩
⟨v ⟩

(81)

⇒R=6(α−α2
)+Rc×( ⟨v

c
⟩

⟨v ⟩ ) (82)

⇒R=6(α−α2)+R c×(1−2α )2 (83)
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A partir de là, il est également utile de déterminer un autre ratio de rétention,

appelé le ratio de rétention idéal (R id). Cette valeur correspond au ratio de rétention

dans les conditions hypothétiques où le centre de gravité de la particule serait en

contact  avec  la  paroi  du  canal  (on  imagine  alors  que  la  particule  suit  un  mode

d'élution brownien). Ce ratio est ainsi associé à une valeur λ "idéale" (λ id):

λid=
D
U⋅w

(84)

Où, comme dans le mode brownien:

D: Coefficient de diffusion Brownien des particules (les particules ayant 
une taille de l'ordre du micromètre, celui-ci sera par conséquent 
extrêmement faible)  

U: Vitesse du flux tangentiel appliqué

w: Epaisseur du canal de séparation

En reprenant l'équation appropriée, on obtient:

Rid=6 λ id( coth( 1
2λ id)−2λ id) (85)

L'épaisseur du "core" a une valeur égale à w-2a (voir figure 9), d'où:

w−2a=w−2αw=w(1−2α) (86)

On aura ainsi, d'après Giddings:

λc=
λ id

(1−2α)2
(87)

Le ratio de rétention obtenu pour le "core" sera ainsi:
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Rc=6 λc( coth( 1

2 λc )−2 λc) (88)

En combinant les équations, on obtient ((28)):

R=6 (α−α 2
)+6 λ id(1−2α)( coth( 1−2α

2 λid )−
2 λ id

1−2α ) (89)

Ce qui correspond en réalité à l'équation universelle régissant les techniques

de fractionnement par couplage flux-force.

Par approximation, cela donne l'équation suivante:

R=6 α+6 λ (90)

En  fait,  lorsque  le  diamètre  des  particules  augmente,  α  augmente  et  λ

diminue. A partir d'un certain diamètre, ces deux paramètres seront tous les deux

significatifs (voire se compenseront complètement) et aucune séparation ne se fera à

ce moment-là. A partir de là, on passera en mode stérique, ce qui se traduira par un

effet  inverse  du  mode  brownien:  plus  le  diamètre  des  particules  augmente,  les

particules les plus massives sortiront plus tôt, par augmentation du facteur α, qui fera

augmenter le ratio de rétention R (λ, ou plutôt λid, sera alors négligeable) ((28), (56)).

Cela signifie qu'en théorie, le seuil d'inversion stérique est atteint lorsque λ=α. 

En réalité, il a été démontré ((28)) que les particules éluées en mode stérique

ne sont pas directement en contact avec la paroi d'accumulation. Au contact de la

paroi, la vitesse des particules est en réalité réduite en raison d'une "contre-poussée"

longitudinale (opposée au flux longitudinal) liée à la viscosité du liquide. Cet effet à
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également  tendance  à  soulever  les  particules  de  la  paroi  d'accumulation,  d'où

l'appellation "hyperlayer". 

Figure 13: Représentation du mode d'élution stérique/hyperlayer dans un canal de FFF

A partir de là, on peut introduire un nouveau paramètre (sans dimension) dans

l'équation,  appelé γ,  qui  correspond à un facteur  de correction lié  aux forces de

poussée  hydrodynamiques  ayant  tendance  à  éloigner  les  particules  de  la  paroi

d'accumulation. La nature de ces forces est toutefois encore mal  comprise ((57),

(15)) 

On obtient ainsi l'équation suivante ((28), (15)):

R=6 γ (α−α2
)+6 λ(1−2α)( coth( 1−2α

2 λ )−
2 λ

1−2α ) (91)

Qui donnera, par approximation :

R=6 γα+6 λ (92)

Il a été démontré que le facteur γ dépendait de la force du flux longitudinal, de

celle du flux tangentiel, du diamètre des particules et de l'épaisseur du canal ((58),

(59),  (54)),  mais  dépend  aussi  d'un  grand  nombre  d'autres  paramètres

MONGY Marc Marcel Stéphane | Thèse d'exercice (Mémoire de DES-IPR) | Université de Limoges | Mai 2016 60

z

x

y

http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/2.0/fr/


hydrodynamiques  encore  non  élucidés,  ainsi  que  de  la  technique  employée.  La

théorie a été approfondie pour les techniques de fractionnement par couplage flux-

force à champ thermique et par sédimentation, mais les paramètres obtenus restent

encore  obscurs.  Quant  aux  techniques  à  flux  tangentiel  hydrodynamique,  les

données sont encore insuffisantes.

1.1.2.2. Seuil d'inversion stérique

Au final,  on en conclut  que le  ratio  de rétention évolue de cette  façon en

fonction de la taille et de la force du champ ((54)):

Figure 14: Illustration de la variation du ratio de rétention en fonction de la taille des
particules, et de la région de transition stérique ((54)).

On en conclut que pour un même ratio de rétention, deux types de particules

peuvent être décrites: un type de particules par le mode brownien, l'autre type, par le

mode stérique. On observe également que le ratio de rétention atteint son minimum

lors de l'inversion stérique. 

Il  a  également  été  observé  expérimentalement  qu'au  voisinage  du  seuil

d'inversion  stérique  (zone  grisée  de  la  courbe),  le  ratio  de  rétention  ne  varie

quasiment  plus et qu'en conséquence, la séparation n'est  plus effective.  Ainsi,  la

sélectivité  sera faible  à quasi-nulle  sur  une certaine échelle  de tailles,  ce qui  se

traduira  sur  le  fractogramme  par  un  faux  pic,  suivi  d'une  ligne  de  base  (car

théoriquement,  plus  aucune  particule  ne  sera  présente  dans  la  chambre  de

séparation).
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L'effet a été observé en FFF de sédimentation et en Flow-FFF ((60)). 

1.2. Les différentes techniques mettant en jeu un flux 

hydrodynamique

1.2.1. Le fractionnement par couplage flux-force à flux symétrique 

(SF4)

Il s'agit de la technique de base en matière de FFF hydrodynamique. Dans

cette technique,  le champ longitudinal  est généré par un flux liquidien issu d'une

pompe, et le champ latéral est généré par un flux liquidien issu d'une autre pompe.

La chambre de séparation (ou canal de séparation) est constituée de 2 frittés poreux

séparés d'une espacement d'une très faible hauteur. Le fritté du bas est recouvert

d'une  membrane  d'ultrafiltration,  qui  (théoriquement)  ne  laissera  circuler  que  le

liquide porteur contenu dans la chambre, mais pas les constituants de l'échantillon.

Les 2 frittés sont de forme rectangulaire, les extrémités de chaque fritté sont toutefois

triangulaires afin d'assurer la régularité des débits d'entrée et de sortie du canal de

séparation  ((61)).  Le  flux  latéral  entrera  de  façon  perpendiculaire  à  travers  la

chambre par le fritté supérieur et en ressortira à la fois par le fritté inférieur et par la

sortie longitudinale de la chambre. Les différents constituants de l'échantillon seront

placés dans le flux selon les principes évoqués plus haut et élués vers un détecteur

et/ou un dispositif de collection de fractions afin d'être caractérisés plus en détail.
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Figure 15: Représentation d'un canal de FFF symétrique ((62))

1.2.1.1. Profils de vitesses

Dans le cadre d'un canal de FFF symétrique, la vitesse longitudinale moyenne

du liquide porteur en un point z donné du canal correspond à ((29), (36)) :

⟨vz ⟩=
V̇ out
b×w
=
L
t0
=⟨ v̄ ⟩ (93)

VVout : Débit de sortie longitudinal du canal de séparation

b : Largeur du canal

w : Epaisseur du canal

L : Longueur du canal

t0 : Temps de volume mort
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Dans un canal de FFF symétrique (rectangulaire, cela va sans dire), <vz> est

constante et correspond ainsi à la vitesse longitudinale moyenne du liquide porteur

dans la totalité du canal (notée <v>).

Un canal de FFF symétrique fait  intervenir une entrée de fluide issu d'une

autre pompe pour  exercer  le  flux latéral.  Au niveau de l'entrée latérale  ((63)),  la

vitesse  du  flux  latéral  correspond  à  u0,  et  à  u1 à  la  sortie  latérale  (les  valeurs

intermédiaires correspondant à u(x)). Ce gradient de vitesses est notamment liée à

des anomalies de perméabilité entre les parois (il est toutefois possible de faire varier

ce paramètre artificiellement lors des injections)

Giddings  et  al.  ((63))  ont  déterminé  que  la  vitesse  du  flux  latéral  sur  la

longueur du canal donnait l'équation suivante:

d ⟨v ⟩
dz
=
u0−u1

w
(94)

Le  profil  de  vitesses  du  liquide  porteur  étant  parabolique,  la  vitesse

longitudinale en tout point x de l'épaisseur du canal est donnée par l'équation (18).

Ainsi, la vitesse latérale (tangentielle) en tout point du canal est donnée par

l'équation suivante, obtenue après balance des masses entre les 2 frittés ((63)) :

ux=u0+(u1−u0)( 3x
2

w2 −
2 x3

w3 ) (95)

ux : Vitesse du flux tangentiel en tout point x de l'épaisseur du canal

u0 : Vitesse du flux tangentiel au fritté d'entrée

u1 : Vitesse du flux tangentiel au fritté de sortie

x : Position déterminée sur l'épaisseur du canal de séparation
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w : Epaisseur du canal

La  vitesse  longitudinale  moyenne  à  l'intérieur  du  canal  est  obtenue  après

transformations des équations précédentes. La démonstration a été effectuée par

Giddings et al. ((63)):

⟨vz ⟩=⟨v0⟩+
u0−u1

w
×z (96)

<vz>: Vitesse moyenne du liquide en une certaine coordonnée "z" de la 
longueur du canal

<v0>: Vitesse moyenne du liquide à l'entrée du canal de séparation

u0: Vitesse du flux tangentiel au fritté d'entrée

u1: Vitesse du flux tangentiel au fritté de sortie

1.2.1.2. Relaxation

Figure 16: Vue de côté d'un canal de FFF en position de relaxation ((64))

En FFF symétrique, le flux longitudinal et le flux tangentiel étant générés par 2

pompes séparées, il suffit de détourner à l'aide d'une valve le liquide de la pompe

générant  le flux longitudinal  en laissant  tourner  celle  générant  le  flux radial,  puis
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d'injecter l'échantillon dans le canal. Cette technique simple provient d'ailleurs des

techniques de FFF thermiques et de sédimentation.

Cette  méthode  est  appelée  Stop-Flow  ((43),  (38),  (40),  (64),  (29)).  Cette

méthode, bien que simple en théorie, n'est toutefois pas sans défauts, car d'une part,

elle  est  peu  pratique  sur  le  plan  expérimental,  et  d'autre  part,  car  il  a  été

expérimentalement démontré qu'elle était susceptible d'entraîner des instabilités de

la ligne de base et diverses anomalies des pics obtenus, en plus de potentialiser le

risque d'adsorption sur la membrane d'accumulation ((64), (65), (29), (34)).

De  ce  fait,  des  méthodes  dites  Stopless-Flow  sont  apparues ((44),  (40)),

permettant une relaxation de l'échantillon tout au long de sa circulation à travers le

canal, sans interruption de flux. Un des avantages de ce mode de relaxation est de

limiter sérieusement l'adhésion des particules à la membrane de séparation ((34),

(41)) par effet de cisaillement entre la collision de deux flux (voir plus bas) combinés

lors du processus de relaxation ((41)). Toutefois, tout comme en chromatographie

d'exclusion stérique (où l'effet de cisaillement est lié à la collision entre la circulation

de la phase mobile et de la phase stationnaire), cet effet peut abîmer les particules

les plus fragiles,  ce qui  nécessite un certain compromis entre les débits des flux

appliqués.

Pour  la  FFF  symétrique,  2  configurations  ont  été  imaginées  ((34)),  la

configuration Stopless-Flow/Split-Inlet ((29)), dans laquelle le flux longitudinal entrant

est partagé en 2 par un « diviseur » (voir figure 17a), l'un des flux (sample inlet),

poussant  l'échantillon,  l'autre  (carrier  inlet)  faisant  circuler  du  liquide  pousseur

comprimant  l'échantillon  selon  une  ligne  imaginaire  (inlet  splitting  plane).  L'autre

configuration est la configuration Stopless-Flow/Frit-Inlet  (Frit-Inlet  Flow Field-Flow

Fractionation ou FI-Fl. FFF), où une partie frittée située après l'entrée d'échantillon

permet l'entrée de liquide qui comprimera l'échantillon (figure 17b).
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Figure 17: Illustration schématique de la relxation hydrodynamique dans un système Split-
Inlet (a) et dans un système Frit-Inlet (b) ((34))

La  configuration  Stopless-Flow/Frit-Inlet  a  pour  avantages  de  réduire  la

fourchette de variation des forces de cisaillement lors des variations des débits mais

a  pour  principal  inconvénient  d'augmenter   le  phénomène  d'élargissement  des

bandes  ((41),  (15))  (ce  qui  explique  pourquoi  la  technique  Stop-Flow  reste

quelquefois  prisée).  Des  variantes  de  canal  de  type  « Frit-Outlet »  (partie  frittée

positionnée  en  sortie  permettant  une  sortie  latérale  de  liquide  porteur)  ont  été

conçues ((40),  (41)) afin de concentrer les échantillons sur les couches de vitesses

supérieures avant leur passage devant le détecteur. Ainsi, des canaux combinant les

2 caractéristiques ont également été conçus ((66)).
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Figure 18: Vue éclatée d'un canal de séparation symétrique de FFF ((34))

1.2.2. Le fractionnement par couplage flux-force à flux 

asymétrique  (AF4)

Dès 1987 ((67)), il a été remarqué que la FFF symétrique présentait certains

inconvénients.  Tout  d'abord,  la  complexité  de  l'installation  (une  pompe  était

nécessaire pour générer le débit axial, une autre était nécessaire pour générer le

débit tangentiel). Ensuite, la FFF symétrique posait des problèmes de reproductibilité

des résultats, qui pouvaient s'expliquer par les hétérogénéités de perméabilité entre

les frittés d'entrée et de sortie tangentiels ((67)) liées à leur processus de fabrication. 

De ce fait,  un nouveau design de canal de séparation a été imaginé dans

lequel  le  fritté  supérieur  serait  remplacé  par  une  simple  plaque  de  verre  ou  de

plexiglas (supprimant de fait  la nécessité d'une deuxième pompe pour générer le

champ tangentiel). Ainsi, le champ tangentiel serait généré par la sortie de liquide par

le fritté recouvert par la membrane d'ultrafiltration. La technique obtenue présente

plusieurs  avantages,  à  savoir  la  simplification  de  l'appareillage,  la  réduction  des

incertitudes  liées  à  l'hétérogénéité  entre  les  frittés,  et  surtout,  la  possibilité  de
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visualiser directement le déroulement de la séparation,  notamment la position du

point de focalisation, par le biais de la plaque supérieure. Ainsi est née la technique

de fractionnement par couplage flux-force à flux asymétrique, dans laquelle le champ

longitudinal, et le champ latéral sont générés par la même pompe.

1.2.2.1. Relaxation

Dès 1987, pour la FFF asymétrique, une méthode équivalente à la méthode

Stop-Flow a  été  imaginée.  Toutefois,  si  l'on  arrête  le  flux  longitudinal  dans cette

technique, le champ tangentiel est de fait supprimé. Un artifice à toutefois été obtenu

en détournant à l'aide d'un système de valves lors de la relaxation, une partie du flux

longitudinal  et  en le faisant  entrer  par  la sortie de la  chambre de séparation.  Le

processus exact est connu sous l'appellation de focalisation ((68)). En faisant varier

le débit longitudinal d'entrée de chambre de séparation et le débit longitudinal entrant

par la sortie de la chambre de séparation, il est possible de moduler la position de la

chambre où l'échantillon s'accumulera ((67)) (figure 19A).

Il existe un cas particulier de ce mode de focalisation appelé la relaxation par

flux inversé (« reverse flow relaxation » ou « opposing flow relaxation ») où le flux

longitudinal  d'entrée  de  chambre  est  supprimé  ((67)),  et  où  par  conséquent,  la

focalisation se fait précisément à l'entrée de la chambre (figure 19B).
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Figure 19: Différentes configurations de focalisation en FFF asymétrique ((67))

Toutefois, tout comme la méthode Stop-Flow en FFF symétrique, la méthode

de relaxation par focalisation, une fois employée en pratique, avait pour inconvénient

de déformer les pics (effet  de tailing) et de décaler leurs temps de rétention.  Les

méthodes Stopless-Flow ont ainsi été appliquées à la technique de FFF asymétrique.

Les  canaux  de  séparation  asymétriques  ont  été  modifiés  en  conséquence,  par

exemple pour la configuration Stopless-Flow/Frit-Inlet  ((65),  (69),  (70),  (71))  où la

paroi de déplétion du canal (opposée à la paroi d'accumulation) dont le début (côté

de  l'entrée  de  flux  longitudinal)  a  été  remplacé  par  un  fritté  ((34),  (68)).  Cette

configuration en Frit-Inlet  de la FFF asymétrique permet,  à l'instar de la Frit-Inlet

Flow-FFF,  permet de réduire les temps de relaxation et d'analyse, de réduire les

interactions avec la membrane et de concentrer l'échantillon in-situ ((61)).  
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Figure 20: Représentation d'un canal de FFF asymétrique rectangulaire en configuration Frit-
Inlet (a) et représentation du mode de relaxation hydrodynamique (b) ((65))

Figure 21: Plusieurs versions de la configuration Frit-Inlet des canaux de FFF ((41))

Au final, cette technique a obtenu assez rapidement quelques succès, et a été

sujette à bon nombre d'améliorations, notamment au sujet des matériaux constituant

la chambre de séparation, améliorant ainsi sa compatibilité avec certains solutés ou
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certains solvants (notamment organiques). La conception même de la chambre a pu

être améliorée : historiquement, les espaceurs située entre les parois des canaux de

FFF étaient sciés ou sculptés à partir  d'une plaque (en général  de Teflon) d'une

épaisseur définie (en FFF symétrique, deux morceaux étaient sciés aux dimensions

voulues, placés de chaque longueur d'une des parois,  en asymétrique, la plaque

étant sculptée et évidée) l'assemblage étant ensuite fixé sur l'autre paroi par perçage

puis vissage (autant que possible la colle est évitée), toute la chambre étant ensuite

consolidée  de  façon  à  éviter  les  fuites,  ce  procédé  était  assez  fastidieux  et

contraignant  (notamment  en  raison  du  choix  restreint  des  différentes  épaisseurs

possibles des espaceurs). Ce procédé a par conséquent fini par être remplacé (dans

le cas de la FFF asymétrique) par une méthode de gravure directe d'une cavité sur la

surface même de la paroi imperméable de la chambre de séparation, permettant un

choix plus large d'épaisseurs  de canal, et une réduction du problème de fuites liées

au nombre de pièces assemblées et  au  nombre  de  défauts  possibles  des  dites

pièces. Pour finir, des tentatives de miniaturisation ont été effectuées.

Dans les techniques chromatographiques en général, la miniaturisation des

instrumentations a plusieurs avantages, à savoir la diminution de la consommation

en phase mobile, la réduction des coûts de fabrication, ainsi que l'amélioration de la

facilité  de  couplage  avec  d'autres  méthodes  d'analyse,  la  possibilité  d'utiliser  un

volume plus faible d'échantillon, et l'utilisation de débits plus faibles.

Des tentatives de miniaturisation ont été appliquées à toutes les techniques

de  fractionnement  par  couplage  flux-force,  tout  d'abord  par  la  réduction  de  la

dimension  des  canaux  de  séparation,  avec  des  résultats  mitigés  pour  les  FFF

électriques et thermiques.

La miniaturisation de la technique de fractionnement par couplage flux-force

en flux asymétrique a été expérimentée en 2004 par Moon et al. ((72)) avec succès

sur des protéines et de l'ADN, avec l'emploi de débits de l'ordre du µL/min.
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Figure 22: Vue schématique (a) et photographie (b) d'un canal de FFF asymétrique
(configuration Frit-Inlet) miniaturisé ((72))

1.2.2.2. Détermination du temps de volume mort (t0)

En temps normal, le temps de volume mort t0 correspond a cette équation

((36)) :

t 0=∫
0

L

( dz⟨v z⟩)=
V 0

V̇ c
×ln( 1+ V̇ cV̇ out ) (97)

Le  volume  mort  (V0)  est  obtenu  en  multipliant  la  valeur  de  l'aire  de  la

membrane de séparation par la hauteur du séparateur (w). 
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Il s'agit de la formule standard pour les canaux asymétriques rectangulaires.

Toutefois, en pratique, les extrémités des canaux sont triangulaires, et l'échantillon

part généralement du point de focalisation (z').

Ainsi, on obtiendra :

t 0=∫
z '

L

( dz⟨v z⟩ )=
V 0

V̇ c
×ln(1+( V̇ cV̇ out (1−w((b0 z '−

((z ')2(b0−bL))

(2 L) )− y )
V 0

))) (98)

b0 : Largeur à l'entrée du canal

bL : Largeur à la sortie du canal

L : Longueur du canal

z' : Position du point de focalisation

VVc : Débit de liquide sortant par la sortie tangentielle du canal

VVout : Débit de liquide sortant par la sortie longitudinale du canal

V0 : Volume géométrique du canal (volume mort)

w : Epaisseur (hauteur) du canal de séparation

y : Aire des pièces triangulaires coupées au début du canal

Qui, une fois simplifié, donnera :

t 0=
V 0

V̇ c
×ln( 1+ V̇ cV̇ out ( 1−

A(z ')− y
A tot )) (99)

A(z') : Aire de la paroi d'accumulation allant du point d'entrée de liquide 
jusqu'au point de focalisation (z')

Atot :  Aire totale de la paroi d'accumulation
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1.2.2.3. Problématiques liées à la vitesse et à la conception 

des canaux

Les premiers modèles de canaux de séparation ont été conçus sur la base

d'un  canal  de  FFF  symétrique,  c'est  à  dire  rectangulaire  (et  équipé  d'extrémités

d'entrée et de sortie triangulaires). Dès les premiers essais ((67)), cette approche

comporta  un  inconvénient  avec  l'utilisation  des  canaux  de  formes  rectangulaires

similaires à ceux utilisés en FFF symétrique, celui lié à la perte de débit en sortie

latérale. 

Le calcul des profils de vitesse (linéaire et tangentielle) en tout point du canal

s'effectue selon la théorie d'équilibre des masses ((63), (67))

En FFF symétrique, l'application de cette approche donnait le profil de vitesse

linéaire suivant :

⟨vz ⟩=⟨v0⟩+
u0−u1

w
×z (100)

<vz>: Vitesse moyenne du liquide en une certaine coordonnée "z" de la 
longueur du canal

<v0>: Vitesse moyenne du liquide à l'entrée du canal de séparation

u0: Vitesse du flux tangentiel au fritté d'entrée

u1: Vitesse du flux tangentiel au fritté de sortie (paroi d'accumulation)

En FFF asymétrique, le champ tangentiel étant généré par la fuite de liquide

par la membrane de séparation, on obtient ((63), (67)) :

⟨vz ⟩=⟨v0⟩+
−|u0|
w
×z (101)
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<vz>: Vitesse moyenne du liquide en une certaine coordonnée "z" de la 
longueur du canal

<v0>: Vitesse moyenne du liquide à l'entrée du canal de séparation

u0: Vitesse du flux tangentiel au fritté de sortie (paroi d'accumulation) 
(possède une valeur « négative » en raison de la fuite de liquide)

Cet  effet,  en  entraînant  une  importante  perte  en  débit  de  sortie  ((67)),

entraîne un allongement important des temps de rétention des solutés. Cet effet est

amplifié par la longueur, ce qui, dans les cas extrêmes, empêche complètement la

sortie de certains solutés.  

Aussi, la vitesse tangentielle en tout point x de l'épaisseur du canal donnera :

ux=−|u0|( 1−3x2

w2 +
2 x3

w3 ) (102)

ux : Vitesse du flux tangentiel en tout point x de l'épaisseur du canal

u0 : Vitesse du flux tangentiel au fritté de sortie

x : Position déterminée sur l'épaisseur du canal de séparation

w : Epaisseur du canal

Dès 1991, l'hypothèse selon laquelle la fabrication et l'utilisation de canaux de

forme trapézoïdale pourrait permettre de compenser la perte de débit entraînée par

la sortie latérale et  de permettre une vitesse linéaire constante  ((36),  (73))  a été

émise. 
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Figure 23: Géométries rectangulaire et trapézoïdale des canaux de FFF asymétrique ((36))

Dans  un  canal  de  forme  trapézoidale  ((36)),  la  perte  de  vitesse  est

compensée par un étranglement progressif du canal sur sa longueur, limitant ainsi la

perte de débit de sortie.

Ainsi, la vitesse longitudinale moyenne en tout point z donné de la longueur

du canal du liquide pousseur correspond à : 

⟨vz ⟩=
V̇ i n−|u0| A(z )
w⋅b(z)

(103)

<vz> : Vitesse longitudinale moyenne du liquide en tout point z donné 
de la longueur du canal

VVin : Débit de liquide entrant dans le canal

w : Epaisseur (hauteur) du canal de séparation

|u0|  correspond  à  la  vitesse  tangentielle  du  liquide  au  contact  de  la  paroi

d'accumulation, ce qui correspond à l'équation suivante :
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|u0|=
V̇ c⋅w

V 0

(104)

VVc : Débit de liquide sortant par la sortie tangentielle (« cross-
flow » en anglais) du canal

V0 : Volume géométrique du canal (volume mort)

b(z) correspond à la largeur du canal au point z considéré, et correspond à

l'équation suivante :

b(z )=b0−
z (b0−bL)

L
(105)

b0 : Largeur à l'entrée du canal

bL : Largeur à la sortie du canal

L : Longueur du canal

z : Longueur allant de l'entrée du canal au point z considéré

A(z)  correspond  ainsi  à  l'aire  de  la  paroi  d'accumulation  allant  du  point

d'entrée de liquide jusqu'au point z considéré, et correspond à l'équation suivante :

A (z )=∫
0

z

b(z )dz=b0⋅z−
z2(b0−bL)

2L
(106)

Il  a  été  démontré  expérimentalement  en  1991  par  Litzen  et  al.  ((36)),  en

comparant les gradients de vitesse normalisés obtenues sur des canaux de FFF

asymétriques rectangulaires et trapézoïdaux de longueurs identiques soumis a des

MONGY Marc Marcel Stéphane | Thèse d'exercice (Mémoire de DES-IPR) | Université de Limoges | Mai 2016 78

http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/2.0/fr/


ratios de débits identiques (la méthodologie complète a été décrite par Litzen et al.

((36)),  Williams  ((74)),  et  Ahn  et  al.  ((73))),  qu'un  canal  asymétrique  de  forme

trapézoïdale  permettait  de  corriger,  dans  une  certaine  mesure,  la  perte  de  débit

observée lors de l'emploi de canaux asymétriques rectangulaires, en maintenant une

certaine  tenue  de  vitesse  longitudinale,  sans  pour  autant  réussir  à  la  maintenir

constante (une augmentation de la vitesse longitudinale a même pu être observée

sous certaines conditions) ((36), (74)).

Figure 24:  Comparaison des gradients de vitesse sur la longueur dans un canal de FFF
symétrique rectangulaire (trait continu), asymétrique rectangulaire (petits points) et

asymétrique trapézoïdal (pointillés longs) ((36)).
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Figure 25:  3 canaux de FFF asymétrique de géométries différentes et de volumes
identiques ((73)).

Dès  1997  (bien  que  l'idée  ait  été  évoquée  par  Giddings  en  1992),  l'idée

d'utiliser  un  canal  de  séparation  asymétrique  dont  la  largeur  diminue  de  façon

exponentielle sur sa longueur a été théorisée par Williams ((74)). La modélisation

des profils de vitesse d'un tel canal a été effectuée par Déjardin ((75), (76)). L'idée a

été concrétisée avec succès en 2010 par Ahn et al. ((73)) sur des billes de latex.

Toutefois, l'idée n'apporte pas d'amélioration concernant le problème d'élargissement

des bandes ((18)), et les canaux asymétriques trapézoïdaux restent les standards

actuels en matière de FFF hydrodynamique.
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Figure 26: Comparaison des gradients de vitesse sur la longueur dans un canal de FFF
symétrique rectangulaire, asymétrique trapézoïdal et asymétrique exponentiel ((73))

1.2.2.4. Détermination des temps de rétention (tr) théoriques

En l'absence de focalisation, le temps de rétention théorique sera ((61)) :

t r=
V r
V̇ c
×ln( 1+ V̇ cV̇ out )=

w
6D
×ln( 1+ V̇ cV̇ out ) (107)

Vr : Volume de rétention

En pratique toutefois, sachant que le mélange d'analytes part depuis le point

de focalisation (z'), l'équation du temps de rétention théorique sera :

t r=
V r
V̇ c
×ln( 1+ V̇ cV̇ out ( 1−

A( z ')− y
A tot )) (108)
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y :  correspond  aux  aires  des  parties  « retirées »  du  canal  lors  de  sa

conception (aires hachurées sur la figure (23)).

Qui donnera ainsi ((77)) :

t r=
w2

6D( coth( 1
2λ )−2λ)

×ln( 1+ V̇ cV̇ out ( 1−
A(z ')− y
A tot )) (109)

t r=
w2

6D
×ln( 1+ V̇ cV̇ out ( 1−

A (z ' )− y
Atot )) si λ proche de0 (110)

L'équation du temps de rétention pourra aussi s'écrire ((78), (67)) :

t r=
w2

6D
×ln(

z '
L
−( V̇ c+V̇ outV̇ c )
( 1− V̇ c+V̇ outV̇ c ) ) (111)

1.2.2.5. Programmation de champ et de vitesse

A  l'instar  des  autres  techniques,  des  essais  de  programmation  ont  été

effectués dès 2002 par Moon et al. ((79)). Toutefois, l'emploi d'un canal asymétrique

pose quelques problèmes dans le sens où modifier l'une des valeurs de débit (VVin,
VVout, VVc) fait varier les 2 autres. Le temps de volume mort (modifié en fonction du

temps  de  décroissance  du  champ  latéral)  peut  alors  être  matérialisé  par  les

expressions suivantes (V0 correspondant au volume mort du canal) ((79), (80)) :
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Si l'on fait varier VVout et VVc, on aura l'équation suivante :

t 0( t)=
V 0

V̇ c (t)
ln( V̇ out (t)+V̇ c (t)V̇ out (t) ) (112)

Si l'on fait varier VVin et VVc, on aura l'équation suivante :

t 0( t)=
V 0

V̇ c (t)
ln( V̇ i n(t)
V̇ i n( t)−V̇ c (t)) (113)

Ainsi, la vitesse longitudinale moyenne en fonction de la position z et du temps

t pourra être écrite de 2 façons différentes selon les débits modifiés :

Si l'on fait varier VVout et VVc, on aura l'équation suivante :

⟨vz ⟩(t )=
V̇ out (t)+V̇ c (t)[1−A( z)/A tot ]

w⋅b (z)
(114)

Si l'on fait varier VVin et VVc, on aura l'équation suivante :

⟨vz ⟩(t )=
V̇ i n( t)−V̇ c (t) [V (z )/V 0]

w⋅b(z )
(115)

Tous  les  modes  de  programmation  sont  utilisables  en  FFF  asymétrique.

Toutefois, il n'existe le plus souvent pas de formule simple pour les calculs de temps

de rétention et ces derniers requièrent des solutions numériques pour la résolution

des intégrales correspondantes :
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Si l'on fait varier VVout et VVc, on aura l'équation suivante :

w ²
6D
=∫

0

tr V̇ out (t )

V̇ c (t)
exp( 6Dtw ² ) dt (116)

Si l'on fait varier VVin et VVc, on aura l'équation suivante :

w ²
6D

exp( 6D t rw ² )=∫0
tr V̇ i n(t)

V̇ c (t)
exp( 6Dtw ² ) dt (117)

La seule exception proposant une formule relativement simple pour le calcul

des temps de rétention est la configuration impliquant la modification de VVout et VVc, en

mode de décroissance exponentiel  uniquement.  L'équation a été développée par

Kirkland et al. ((78)) :

t r=τ+(
τ

1+
6D τ
w ² )

ln {1+[( L−zL ⋅ V̇ cV̇ out )⋅( 1+ w ²
6D τ ) ]+[ w ²

6D τ
( e
−6 D τ
w ² −1)] } (118)
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1.2.3. Le fractionnement par couplage flux-force en fibre creuse

Figure 27: Vue schématique d'une fibre creuse ((81))

La technique de fractionnement par couplage flux-force en fibre creuse a été

expérimentée pour la première fois en 1974 par Lee et al. ((82)). L'idée avait pour but

de  pouvoir  concevoir  des  chambres  de  séparation  moins  complexes  et  peu

coûteuses (donc potentiellement à usage unique, à défaut facilement remplaçables)

tout en gommant au maximum les inconvénients de la technique asymétrique (les

micro-aspérités  potentiellement  présentes  après  usinage  du  canal  pouvaient

perturber  la  reproductibilité  des pics),  le  tout  en réduisant  le  volume interne des

canaux de séparation.

Les fibres creuses utilisées sont issues de cartouches de filtration. Elles sont

en général constituées  de céramique (les fibres creuses sont alors obtenues par

frittage),  ou  le  plus  souvent  de  polymères  tels  que  la  polysulfone  ou  le

polyacrylonitrile.

La fibre est enchâssée dans un morceau de tubulure, percé à un endroit de sa

longueur, afin de permettre la sortie tangentielle de liquide.

Etant donné que la section de la fibre est circulaire, le champ tangentiel (ou

latéral, « cross-flow » en anglais) est souvent appelé « champ radial » (en référence

au rayon de la fibre). En pratique, cela ne fait toutefois pas de différence.

MONGY Marc Marcel Stéphane | Thèse d'exercice (Mémoire de DES-IPR) | Université de Limoges | Mai 2016 85

http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/2.0/fr/


Cette technique fonctionne sur un mode asymétrique, ce qui signifie que le

champ radial est généré par la sortie latérale de liquide de la fibre creuse. Toutefois,

la perte de vitesse longitudinale engendrée par la perte de liquide ne peut pas être ici

compensée par  une modification des dimensions du canal  de  séparation,  ce  qui

signifie qu'il s'agit en réalité d'une technique dérivée de la FFF asymétrique en canal

rectangulaire.

1.2.3.1. Théories

Les théories sur la rétention en fibre creuse ont été développées par Lee et al.

((81)) ainsi que Jönsson et al. ((56)).

La chambre de séparation (avec à l'intérieur la fibre creuse, notée HF) peut

être schématisée de cette façon :

Figure 28: Vue schématisée des débits mis en œuvre à l'intérieur d'une fibre creuse ((56))

F1 (VVin) correspond au débit de liquide porteur sortant de la pompe P1. F2 (VVrad)

correspond  au  débit  de  liquide  sortant  par  la  sortie  radiale  de  la  chambre  de

séparation. Dans le cas présent, sa valeur est fixée par une pompe notée P 2 (bien

qu'elle puisse être réglée par le biais d'une valve). F0 (VVout) correspond au débit de

liquide sortant par la sortie axiale de la chambre.

Ainsi :
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V̇ i n=V̇ out+V̇ rad (119)

Dans ce système cylindrique, L correspond à la longueur utile de la fibre, R

correspond au rayon de la fibre, la coordonnée z correspond à un point donné de la

longueur de la fibre, la coordonnée r correspond à un point donné du rayon de la

fibre.

Figure 29: Référentiel de coordonnées mis en œuvre en FFF en fibre creuse ((56))

1.2.3.2. Profils de vitesse à l'intérieur de la fibre creuse

D'après  Kozinski  et  al.((83),  (56)),  en  raison  de  la  chute  de  pression

occasionnée par  la  sortie  radiale  de liquide,  la  vitesse longitudinale moyenne du

liquide chutera progressivement tout au long de la fibre. Par conséquent, sa valeur

en un certain point z de la longueur de la fibre correspond à:

⟨vz ⟩=⟨v0⟩−
2ur(R f ,0)

R f α
×(1−e−α z) (120)

<vz> : Vitesse longitudinale moyenne du liquide en un point z 
déterminé de la longueur de la fibre

<v0> : Vitesse longitudinale moyenne du liquide en début de fibre (où 
z=0)
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ur(Rf,0) : Vitesse radiale (au contact de la membrane) du liquide en 
début de fibre

Rf : Rayon de la fibre

avec la valeur α correspondant à :

α=( ηβR f3 )
1 /2

(121)

η : Viscosité du liquide

β : Perméabilité de la fibre (correspond au débit de liquide obtenu à 
travers une surface de 1 cm² à une différence de pression équivalente à 
1-atm) 

Rf : Rayon de la fibre

La vitesse radiale au contact de la membrane décroît également avec z :

ur(R f , z)=ur(R f ,0)e
−α z (122)

De fait, le profil de vitesses associé à la vitesse radiale correspond à :

ur(r , z )=ur(R f , z)( 2 rRf−( rRf )
3

) (123)

r : correspond à toute coordonnée située sur le rayon de la fibre (de 0 à R f)
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En  considérant  que  la  circulation  du  liquide  à  travers  suive  un  profil

parabolique, la vitesse longitudinale en tout point de coordonnées (r, z) de la fibre

correspondra à :

v z(r , z)=vz (0, z )(1−( rR f )
2

) (124)

La vitesse longitudinale moyenne en fonction de z correspond, selon Giddings

et al. ((56)) à :

⟨vz ⟩=
1
2
×vz(0, z ) (125)

Il est possible de calculer certains paramètres grâce aux débits mis en jeu (VVin,
VVout, VVrad) :

V̇ i n=⟨v0⟩×π⋅Rf
2
⇔ ⟨v0⟩=

V̇ i n
π⋅R f

2 (126)

V̇ rad=2π∫
0

L

ur (Rf , z)dz = 2π∫
0

L

ur (Rf ,0)e
−α z

=
2π Rf⋅ur (R f ,0)

(α)
×(1−e−α L)

⇒ur(R f ,0)=
V̇ rad×α

2 πR f×(1−e−α L)

(127)
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Au final, en modifiant l'équation (120), on obtient :

⟨vz ⟩=
V̇ i n
π⋅R f

2−
2
R f α
×( V̇ rad×α

2π Rf×(1−e−α L) )×(1−e−α z)

=
V̇ in
π⋅R f

2−
V̇ rad
π⋅Rf

2×( 1−e−αz

1−e−α L )
⇒⟨v z⟩=

V̇ i n−V̇ rad×(z /L)

π⋅R f
2

(128)

1.2.3.3. Plateaux théoriques et temps de rétention

Le nombre de plateaux théoriques est obtenu par une approche différente de

la théorie du non-équilibre chère aux techniques de FFF et  de chromatographie.

L'approche utilisée ici est basée sur la théorie de la dispersion généralisée de Taylor

(« general Taylor dispersion theory ») et dépend du nombre de Péclet longitudinal de

la membrane ((84), (56), (85)). Ce dernier est défini (dans les techniques de FFF en

fibre creuse) par l'équation suivante :

Pe=
ur(R f , z)⋅R f

D
(129)

ur(Rf, z) : Vitesse radiale (au contact de la membrane) du liquide en un 
point « z » donné de la fibre

Rf : Rayon de la fibre

D : Coefficient de diffusion de l'analyte concerné

Le nombre de plateaux théoriques pour  une fibre idéale est  obtenu après

résolution de l'équation suivante ((56)) :
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N=t r⋅
D⋅Pe ²
4R ²
⋅
( 1− 4

Pe
+

72
Pe ²
−...)

( 1− 24
Pe
+...)

(130)

Pour des valeurs de Pe suffisantes (supérieures ou égales à 50 ((56))),  le

nombre de plateaux théoriques est approché par l'équation suivante :

N=
ūr ²

4 D
⋅t r (131)

En réalité, la théorie de la dispersion généralisée est applicable à toutes les

techniques de FFF. Elle a été appliquée aux techniques en champ acoustique ((86)),

et électrique ((87)). Une approche basée sur cette théorie a été mise en œuvre par

Subramanian et al. ((88)) pour les techniques en flux hydrodynamique. Les résultats

obtenus par  cette  théorie  complexe sont  voisins de ceux obtenus par  l'approche

chromatographique de Giddings.

1.2.3.4. Focalisation/Relaxation

Le processus employé actuellement est inspiré du processus de focalisation

de la technique asymétrique ((67)). En faisant varier le débit longitudinal d'entrée de

chambre de séparation et le débit longitudinal entrant par la sortie de la chambre de

séparation,  il  est  possible  de  moduler  la  position  de  la  chambre  où  l'échantillon

s'accumulera. Cette position est notée ζ (zéta) ((56)).
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Figure 30: Schéma du processus de focalisation à l'intérieur d'une fibre creuse ((56))

A la position zéta, la vitesse longitudinale moyenne du liquide porteur (<uζ>)

est nulle ((56)). On obtient donc :

⟨vζ⟩=0⇔0=⟨v0⟩−
2ur(R f ,0)

R f α
×(1−e−αζ)

⇔⟨v0⟩=
2ur(R f ,0)
R f α

×(1−e−αζ)
(132)

En position de focalisation, du liquide porteur entre par la sortie longitudinale

du canal de séparation. Celui-ci dispose d'un vitesse longitudinale propre, notée « -

<vL> » (le symbole négatif est utilisé en raison du sens de circulation inversé)

⟨vζ⟩=0⇔0=−⟨vL⟩−
2ur (Rf , L)

R f α
×(1−e−α(L−ζ))

⇔−⟨vL⟩=
2ur (R f , L)
R f α

×(1−e−α(L−ζ))
(133)

La vitesse radiale au niveau de la membrane au point ζ (u r(Rf, ζ)) correspond

ainsi à ((56)) :
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ur(R f ,ζ)=ur(R f ,0)e
−αζ
=ur(R f , L)e

−α( L−ζ) (134)

On définit ρ comme étant le ratio entre le débit de liquide entrant par l'entrée

longitudinale de la fibre (VVin, noté F1 dans les figures (28) et (30)) et le débit de liquide

entrant par la sortie longitudinale de la fibre (F0,  ou plutôt  -F0 en raison du sens

inversé)

ρ=
F1

−F0

=
⟨v0⟩

−⟨v L⟩
=

2ur(R f ,0)
R f α

×(1−e−αζ)

2ur(R f , L)
Rf α

×(1−e−α(L−ζ))

=
ur(R f ,0)×(1−e−α ζ)

ur(R f , L)×(1−e−α(L−ζ))
(135)

⇒ρ=
ur(R f ,0)×(1−e−α ζ)

( ur (Rf ,0)×e−αζ

e−α(L−ζ) )×(1−e−α(L−ζ))

=
(1−e−α ζ)×e−α(L−ζ)

(1−e−α(L−ζ)×e−α ζ) (136)

Ainsi,  en simplifiant  l'expression,  la  position du point  de focalisation sur  la

longueur de la fibre correspondra à ((56)) :

ζ=
L×ρ

1+ρ+Lα(1−ρ)2
(137)

A partir de là, il est possible d'adapter le réglage du débit radial (VVrad, noté F2

dans la figure (28)) en vu d'obtenir  les conditions de relaxation nécessaires ((56)) :
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F2=ur(R f ,ζ)⋅2π R f⋅[L+α2⋅(ζ
2−(L−ζ)2)] (138)

Et par conséquent de connaître le réglage du débit d'entrée (VVin, noté F1) à

appliquer ((56)) :

F1=F2⋅(
ρ

1+ρ ) (139)

Toutefois, le calcul de ces paramètres nécessite de connaître la valeur de α,

dont le calcul (équation (121)) nécessite de connaître la perméabilité de la fibre, ce

qui est loin d'être une évidence. Une piste pour y arriver a été proposée par Griffiths

et al. ((89)).

1.2.3.5. Temps de focalisation nécessaire

Selon Jönsson et al. ((56)), le temps de focalisation nécessaire correspond au

temps nécessaire au champ radial pour transporter une particule depuis le centre de

la lumière de la fibre (r=0) jusque  à la paroi interne de la fibre creuse (r=R f)

Ce  temps  (noté  trel)  est  obtenu  après  intégration  de  l'expression  suivante.

Toutefois,  la  vitesse radiale  au  centre  de  la  fibre  (ur(0,z))  est  nulle,  ce  qui  rend

l'intégration  théoriquement  impossible.  Aussi,  Jönsson  et  al.  ont  contourné  le

problème en utilisant une valeur proche de zéro, à savoir r0 (arbitrairement fixée à

Rf.10-4).

t rel=∫
r0

Rf

( dr
ur (r , z ))=

−R f
4ur(r , z )

×ln( (r0 /R f )
2

2−(r0/Rf )
2 ) (140)
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Le résultat obtenu pour r0 = Rf.10-4 correspond à :

t rel=5×( Rf
ur(r , z )) (141)

En remplaçant ur(r,z) par les équations (117) et (126), on obtient :

t rel=5×( Rf
ur(r , z ))=5×( R f×(2π Rf⋅(1−e−α L))

V̇ rad⋅α⋅e
−α z )=10×( V 0(1−e−α L)

V̇ rad⋅α⋅e
−α z ) (142)

1.2.3.6. Détermination du temps de volume mort (t0) et du 

volume mort de la fibre

Le temps de circulation d'un soluté non retenu à travers la longueur de la fibre

(temps de volume mort) est calculé de cette façon ((81)) :

t 0=
V 0

V̇ rad
×ln ( V̇ i nV̇ out )=

V 0

V̇ rad
×ln ( V̇ i n

V̇ i n−V̇ rad ) (143)

Toutefois, les fibres creuses constituées de polymères (la polysulfone étant

l'un des pires exemples ((81),  (90))) prennent du volume une fois humides, ce qui

complique drastiquement le calcul de Rf, de L, et par conséquent du volume mort V0

de la fibre.

Une méthode permettant d'estimer le volume mort est d'injecter un soluté non

retenu  à  travers  la  fibre  creuse.  Cette  méthode,  déjà  expérimentée  en  FFF
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asymétrique ((67),  (91)) est toutefois déconseillée ((18)) car très imprécise et non

validée.

1.2.3.6.1. Temps de rétention théorique

Le temps de rétention d'un analyte à l'intérieur d'une fibre creuse (dans le

mode brownien) correspond à l'équation suivante ((92), (85)) :

t r=
R f

2

8D
×ln( V̇ i nV̇ out )=

R f
2

8D
×ln ( ⟨v0⟩

⟨v L⟩ ) (144)

Toutefois, sachant que le soluté n'est en général pas élué depuis le début de

la fibre, mais plutôt depuis le point de focalisation, on obtiendra l'équation suivante

((93), (90)) :

t r=
R f

2

8D
×ln( ⟨ vζ⟩⟨v L⟩ )=

Rf
2

8D
×ln( V̇ i n−(ζ /L)⋅V̇ radV̇ out ) (145)

La démonstration de ces formules a été effectuée par Jönsson et al. ((56))

1.2.3.6.2. Programmation de champ radial et de vitesse

Des essais de séparation en fibre creuse avec décroissance programmée du

champ radial ont été effectués dès 1989 avec une décroissance linéaire par Carlshaf

et  al.  ((94)).  D'autres  essais  notables  ont  eu  lieu  dès  2005  en  fibre  creuse  de

céramique, avec cette fois-ci une décroissance exponentielle du champ, par Kok et

al. ((52)).
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2. Problèmes pratiques liés à l'application des techniques 

de FFF hydrodynamique

Les  techniques  de  fractionnement  par  couplage  flux-force  en  flux

hydrodynamique s'appliquent aux espèces de dimensions allant du nanomètre au

micromètre  dispersées  en  milieu  liquide,  ce  qui  correspond  à  la  définition  d'un

colloïde.  Par  conséquent,  dans  cette  partie,  nous  aborderons  la  définition  des

colloïdes, le comportement des colloïdes en milieu liquide, ainsi que la nature des

interactions mises en jeu.

2.1. Définition d'un colloïde

Au sens strict du terme, un colloïde est un système dans lequel des molécules

ou des particules polymoléculaires dispersées dans un milieu ont dans au moins une

direction une dimension comprise entre 1 nm et 1 µm, ou que des discontinuités de

ce système sont retrouvées à des distances de cet ordre ((95)). Il peut arriver que le

terme de « colloïde » désigne abusivement la substance dispersée.

A ce titre, plusieurs systèmes considérés comme colloïdaux existent, selon la

nature de l'élément dispersé, et celle du milieu de dispersion ((96)) :

Tableau 1: Aperçu des différents types de colloïdes ((96))
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Dans le cadre des techniques de fractionnement par couplage flux-force, seuls

les  systèmes  « liquide-solide »  (le  milieu  de  dispersion  étant  un  liquide  et  les

particules dispersées étant solides, s'entend) (ou « sols ») seront considérés.

Cette configuration englobe un large panel de préparations pharmaceutiques,

alimentaires,  industrielles,  de  matrices  biologiques,  et  d'équilibres  chimiques

naturels.

2.2. Les interactions mises en jeu dans les hydrocolloïdes

2.2.1. Les forces de Van der Waals

Les forces de Van der Waals sont une famille d'interactions (nommée à partir

du chimiste hollandais du même nom) regroupant l'ensemble des forces attractives

ou répulsives entre plusieurs entités moléculaires différentes, ou au sein d'une seule

entité moléculaire, autres que celles liées aux liaisons covalentes, aux doublets non-

liants, aux liaisons hydrogène, ou celles liées aux interactions électrostatiques des

ions ou des groupements ionisés entre eux ou avec des molécules neutres ((95)). 

On distingue les interactions suivantes :

2.2.1.1. Forces de Keesom

Ces  forces  proviennent  de  l'attraction  entre  dipôles  permanents.  Des

molécules  de  cette  nature,  lorsqu'elles  sont  sujettes  au  mouvement  brownien,

s'orientent spontanément (selon les lois de la thermodynamique) afin de permettre

l'attraction,  en  conséquence,  ces  forces  sont  considérées  comme  attractives.

L'équation permettant le calcul  de l'énergie mise en jeu lors de l'interaction entre

deux dipôles permanents est la suivante ((97), (98), (99)) :
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V Keesom=−
C Keesom
r6

CKeesom=
2⋅µ1

2
⋅µ2

2

3(4 πε0)
2
⋅k B⋅T

⇔ V Keesom=−
2⋅µ1

2
⋅µ2

2

3(4 πε0)
2
⋅k B⋅T⋅r

6

(146)

μ1 : Moment dipolaire du premier dipôle permanent (en 
Coulombs.mètres (C.m))

μ2 : Moment dipolaire du second dipôle permanent (en 
Coulombs.mètres (C.m))

π : Pi (3,1415...)

ε0 : Permittivité du vide (8,854 187 817... × 10−12 F/m)

kB : Constante de Boltzmann (1,3806488(13)×10−23 J/K)

T : Température (en degrés Kelvin)

r : Distance entre les dipôles permanents concernés (m)

Cette valeur est toutefois valable dans le vide. Si les interactions entre dipôles

permanents ont lieu dans un milieu homogène (un liquide, par exemple, dans le cas

des suspensions colloïdales),  la  permittivité  relative  du milieu  (notée « εr »,  sans

unité) est à prendre en compte. On obtient ainsi l'équation suivante ((99)) :

V Keesom=−
2⋅µ1

2
⋅µ2

2

3 (4 πε0εr)
2
⋅k B⋅T⋅r

6 (147)

2.2.1.2. Forces de Debye

Ces  forces  proviennent  des  interactions  entre  dipôle  permanent  et  dipôle

induit (molécule initialement neutre polarisée par la proximité d'un dipôle permanent).
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Figure 31: Forces de Debye ((100))

L'équation permettant le calcul de l'énergie mise en jeu lors de l'interaction

entre un dipôle permanent et un dipôle induit est la suivante ((97), (98), (99)) :

V Debye=−
CDebye
r6

CDebye=
µ1

2
⋅α2

(4 πε0)
2 ⇔ V Debye=−

µ1
2
⋅α2

(4 πε0)
2
⋅r6

(148)

Il existe une variante de cette équation dans laquelle la molécule neutre est

remplacée  par  une  molécule  polaire  ou  une  molécule  neutre  dont  le  cortège

électronique a spontanément formé un dipôle induit transitoire (donc possédant un

moment  dipolaire  noté  μ2)  pouvant  modifier  elle  même  la  polarité  du  dipôle

permanent (celui-ci est ainsi polarisable et possède sa propre polarisabilité α1)

CDebye=
µ1

2
⋅α2+µ2

2
⋅α1

(4πε0)
2 ⇔ V Debye=−

µ1
2
⋅α2+µ2

2
⋅α1

(4 πε0)
2
⋅r6

(149)

μ1 : Moment dipolaire du dipôle permanent (en Coulombs.mètres (C.m))

μ2 : Moment dipolaire de la molécule neutre/polaire (en 
Coulombs.mètres (C.m))

α1 : Polarisabilité du dipôle permanent (C.m².V-1)

α2 : Polarisabilité de la molécule neutre/polaire (C.m².V-1)
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π : Pi (3,1415...)

ε0 : Permittivité du vide (8,854 187 817... × 10−12 F/m)

r : Distance entre les dipôles permanents concernés (m)

Cette valeur est toutefois valable dans le vide. Si les interactions entre dipôle

permanent  et  dipôle  induit  ont  lieu  dans  un  milieu  homogène  (un  liquide,  par

exemple, dans le cas des suspensions colloïdales), la permittivité relative du milieu

(notée  « εr »,  sans  unité)  est  à  prendre  en  compte.  On  obtient  ainsi  l'équation

suivante ((99)) :

CDebye=
µ1

2
⋅α2+µ2

2
⋅α1

(4πε0)
2 ⇔ V Debye=−

µ1
2
⋅α2+µ2

2
⋅α1

(4πε0ε r)
2
⋅r 6 (150)

2.2.1.3. Forces de London

Ces  forces  proviennent  des  interactions  entre  deux  dipôles  induits.  Toute

molécule  possède  un  cortège  électronique.  Les  fluctuations  de  ce  cortège

électronique à une fréquence élevée entraînent l'apparition d'un moment dipolaire

transitoire, dont la direction change continuellement en fonction de cette fréquence

d'oscillation, entraînant la polarisation d'une molécule voisine. En conséquence, ces

forces ont une origine quantique ((99)), contrairement aux deux autres forces citées

précédemment. 
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Figure 32: Forces de London ((101))

L'équation permettant le calcul de l'énergie mise en jeu lors de l'interaction

entre deux dipôles induits dans le vide est la suivante ((99)) :

CLondon=−
3h
2
×
ν1⋅ν2
ν1+ν2

×
α1⋅α2

(4 πε0)
2

⇔ V London=−
3h
2
×
ν1⋅ν2

ν1+ν2
×
α1⋅α2

(4 πε0)
2
⋅r6

(151)

h : Constante de Planck

ν1 : Fréquence de vibration du cortège électronique du dipôle induit 1 
(en s-1)

ν2 : Fréquence de vibration du cortège électronique du dipôle induit 2 
(en s-1)

La prise en compte du milieu de dispersion ne se fait pas par le biais de la

constante diélectrique du milieu (contrairement aux forces de Keesom et de Debye)

et se fera par le biais de la formule de MacLahlan ((99)) :

V London=−
3h
4 π
×
ω1⋅ω2

(ω1+ω2)
×
α1(0)⋅α2(0)

(4πε0)
2
⋅r6

(152)
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α1(0) : Polarisabilité dans le vide du dipôle induit 1 (C.m².V-1)

α2(0) : Polarisabilité dans le vide du dipôle induit 2 (C.m².V-1)

ω1 : Fréquence angulaire de vibration du cortège électronique du dipôle 
induit 1 (s-1)

ω2 : Fréquence angulaire de vibration du cortège électronique du dipôle 
induit 2 (s-1)

où la fréquence angulaire correspond à :

ω=2πν (153)

2.2.1.4. Bilan des interactions de Van der Waals

Les forces de Keesom, Debye et London sont additives. Toutefois, dans le cas

de la dispersion d'objets macroscopiques dans un milieu (de dimensions allant du

nanomètre jusqu'au visible, comme dans le cas des suspensions colloïdales), il est

nécessaire  d'intégrer  l'équation  avec les  volumes des objets  concernés dans les

interactions, et par conséquent de prendre en compte leurs formes. Dans tous les

cas,  l'intégration  de  ces  interactions  introduit  une  nouvelle  valeur  appelée  la

constante d'Hamaker. 

La constante d'Hamaker correspondant à l'interaction entre 2 entités notées

« i » et  « j » (par exemple, une particule et son milieu environnant)  correspond à

l'équation suivante ((102)) :

A ij=π
2
×C×ρi×ρ j (154)

C : Paramètre C (CKeesom + CDebye + Clondon)
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ρi : Nombre d'atomes par unité de volume pour l'entité i

ρj : Nombre d'atomes par unité de volume pour l'entité j

La constante d'Hamaker peut être notée « Aij » ou « Aijk » selon le nombre et

le type d'entités (particules, solvant, paroi…) concernées. En FFF, il sera courant de

retrouver dans la littérature les combinaisons « A12 », « A123 », « A11 », « A121 »…, les

indices correspondant généralement à :

1 : Le constituant de la particule

2 : Le milieu (solvant, tampon…)

3 : La paroi d'accumulation, ou, selon le contexte, le constituant d'une 

autre particule

Il  existe  autant  de  constantes  d'Hamaker  qu'il  existe  de  combinaisons.

D'ailleurs,  au  sens  strict  du  terme,  la  « constante »  d'Hamaker  n'est  même  pas

constante : sa valeur réelle varie en fonction d'effets de retard (liés aux interactions

de London ((99),  (13)) eux-mêmes liés à la distance entre les entités (notamment,

entre  2  particules  ou  entre  une  particule  et  la  paroi  d'accumulation).  Ainsi,  la

constante  d'Hamaker  décroît  en  fonction  de  la  distance  et  des  variations

significatives de cette constante s'observent sur des variations de distance de l'ordre

du nanomètre ((13)). Plus d'informations sont disponibles dans la littérature ((103)).

Plusieurs approximations de l'énergie potentielle de Van der Waals existent

selon les différentes combinaisons concernées. Dans le cadre de la FFF, seules les

interactions particule-particule et particule-surface sont à considérer. 

Ainsi,  l'énergie  potentielle  (ou  énergie  libre)  de  Van  der  Waals  entre  2

particules (considérées ici  comme sphériques)  de rayons différents  correspond à

l'équation suivante ((97)) :
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Figure 33: Schéma des forces de Van der Waals s'exerçant sur 2 particules sphériques de
rayons différents ((97))

WVdW . p− p=−
AHamaker

3
×[ R1⋅R2

z2−(R1+R2)
2+

R1⋅R2

z2−(R1−R2)
2 +

1
2
⋅ln( z

2
−(R1+R2)

2

z2−(R1−R2)
2 )]

⇒W VdW . p− p=−
AHamaker

6
×[ 2⋅R1⋅R2

z2−(R1+R2)
2+

2⋅R1⋅R2

z2−(R1−R2)
2+ ln ( z

2
−(R1+R2)

2

z2−(R1−R2)
2 )]

(155)

L'énergie potentielle (ou énergie libre) de Van der Waals entre 2 particules

(considérées ici comme sphériques) de rayons identiques correspond à l'équation

suivante ((97), (104), (13)) :

Figure 34: Schéma des interactions de Van der Waals sur des particules sphériques de
rayons identiques ((97))
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W VdW . p−p=−
AHamaker

3
×[ R2

z2−(2R)2
+
R2

z2
+

1
2
⋅ln( z

2−(2R)2

z2 )]
⇒WVdW . p−p=−

AHamaker
6
×[ 2⋅R2

z2−4 R2+
2⋅R2

z2
+ ln( z

2−4 R2

z2 )]
⇒W VdW . p−p=−

AHamaker
6
×[ 2⋅R2

(2R+ l)2−4R2+
2⋅R2

(2R+l)2
+ ln((2 R+l)

2−4 R2

(2R+l)2 )]
⇒W VdW . p−p=−

AHamaker
6
×[ 2⋅R2

(4R2+l2+4 Rl)−4R2+
2⋅R2

(2R+l)2
+ ln((4 R

2+l2+4 Rl)−4R2

(2R+ l)2 )]
⇒W VdW . p−p=−

AHamaker
6
×[ 2⋅R2

l
2
+4 Rl

+
2⋅R2

(2R+ l)
2+ ln( l

2
+4 Rl

(2R+l)
2 )]

(156)

L'énergie  libre  de  Van  der  Waals  entre  une  particule  (considérée  comme

sphérique) et la paroi d'accumulation correspond à l'équation suivante ((97), (104)) :

Figure 35: Schéma des interactions de Van der Waals entre une particule sphérique et une
surface plane ((97))

WVdW . p−w=−
A Hamaker

6
×( Rl + R

2R+l
+ln( l

2 R+l )) (157)
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En  se  référant  aux  notations  couramment  employées  en  FFF  (« x »,

correspondant à la distance entre la paroi d'accumulation et le centre d'une particule,

et « a », correspondant au rayon de la particule, en faisant l'approximation que celle-

ci soit sphérique), on obtient l'équation ((104), (13)) :

WVdW . p−w=−
A Hamaker

6
×( ax−a+ a

x+a
+ln( x−ax+a )) (158)

Lorsque x tend vers a (la particule se rapproche de la paroi d'accumulation),

l'équation devient ((13)) :

lim
x→a
W VdW . p−w=−

AHamaker×a

6(x−a)
(159)

La force de Van der Waals exercée sur une particule est obtenue en dérivant

l'énergie potentielle par rapport à la distance x ((13)) :

FVdW . p−w=−
dW VdW

dx
=−

2×AHamaker×a
3

3 (x2
−a2
)
2 (160)

Lorsque x tend vers a (la particule se rapproche de la paroi d'accumulation),

l'équation devient ((13)) :

lim
x→a
FVdW . p−w=−

A Hamaker×a

6(x−a)2
(161)
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2.2.2. Les forces électrostatiques

Lorsque tout corps est plongé dans un liquide polaire, la surface du corps et

les  molécules  de  soluté  environnantes  se  polarisent.  La  charge  de  la  surface

(négative (le plus souvent) ou positive), constituée principalement de groupements

de  surface  dissociés,  d'ions  adsorbés  sur  la  surface  ou  substitués  plus  en

profondeur,  est  alors  compensée  une  couche  d'ions  dite  diffuse  (aussi  appelée

couche de Gouy-Chapman) regroupant alors des contre-ions. Très souvent, il existe

entre la surface du corps en contact avec le liquide et la couche diffuse une couche

dite de Stern, correspondant à une couche de contre-ions faisant écran.

Figure 36: Représentation schématique des différentes couches d'ions impliquées dans les
interactions électrostatiques en solution aqueuse ((105))
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Plusieurs  modèles  se  sont  succédés  pour  expliquer  la  formation  de  ces

couches d'ions. Le premier étant celui d'Helmholtz (ayant assimilé l'interface à un

condensateur séparant les charges positives et négatives) ((106)). Le modèle le plus

utilisé  aujourd'hui  est  celui  de  Gouy-Chapman,  prolongé par  le  modèle  de Stern

((107)). Le modèle de Gouy-Chapman implique que les ions de signe opposé à la

charge  de  la  surface  subissent  un  phénomène d'attraction  électrostatique  par  la

surface, mais subissent également un phénomène brownien ayant tendance à les en

éloigner. De même, les contre-ions et co-ions associés, de charge identique à celle

de la surface, subissent un phénomène de répulsion électrostatique, les éloignant

naturellement de la membrane,  et  subissent également l'influence du mouvement

brownien,  les rapprochant de la membrane. De fait,  un état  d'équilibre se forme,

matérialisé  par  la  loi  de  distribution  des  concentrations  des  ions  de  Boltzmann

((108)) :

c i=c i ,∞exp (− z i⋅e⋅Ψk⋅T )=c i ,∞exp (−
zi⋅F⋅Ψ

R⋅T ) (162)

ci, ∞ : Concentration en ions « i » contenue dans la solution (en pratique, 
suffisamment éloignés de la surface pour être en dehors de l'influence 
de son potentiel Ψ, qui sera alors considéré comme nul)

zi : Valence de l'ion « i » concerné

e : Valeur de la charge élémentaire électronique (1,60217653(14).10-19 

C)

k : Constante de Boltzmann (1,3806488(13).10-23 J.K-1)

F : Constante de Faraday (96485,3365(21) C.mol-1) (F = NA x e)

R : Constante des gaz parfaits (8,3144598(48) J.K-1.mol-1)

Ψ : Potentiel de la région où se situent les ions concernés (en Volts (V) 
(V=J.C-1))

De  même,  le  potentiel  électrique  associé  à  cette  distribution  des  ions  est

matérialisé par l'équation de distribution de Poisson, où la notation nabla ( )  au carré∇
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correspond  à  une  fonction  de  dérivées  partielles  sur  trois  dimensions  (f(x,y,z))

((108)) :

∇
2
Ψ=

1
ε0⋅εr∑

i

z i⋅e⋅c i=−
e
ε0⋅εr∑

i

zi⋅c i ,∞exp(− z i⋅e⋅Ψk⋅T ) (163)

Cette  équation différentielle  n'a pas de solution. Une solution ne peut  être

obtenue que si une approximation est concédée. Ainsi intervient l'approximation de

Debye-Hückel  ((99))  (celle-ci  implique  qu'autour  d'un  ion  se  trouvent  un  grand

nombre de charges opposées ((109))).

On  obtient,  dans  le  cas  des  solutions  d'électrolytes  symétriques  (les  ions

positifs et  négatifs comportent le même nombre de charges, comme dans le cas

d'une solution de chlorure de sodium (Na+ + Cl-)) l'équation suivante :

∇2Ψ=κ2⋅Ψ (164)

dont la solution correspond à :

Ψ=Ψ s⋅e
−κ⋅x (165)

Dans  le  cas  des  solutions  d'électrolytes  asymétriques  (les  ions  positifs  et

négatifs comportent des nombres de charges différents, comme dans le cas d'une

solution de chlorure de calcium (Ca2+ +  2Cl-))  ,  l'approximation de Debye-Hückel

donne une équation plus complexe :

∇
2
Ψ=

2 zeci ,∞
ε0 εr
⋅sinh( zeΨkT ) (166)
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dont la solution correspond alors à l'équation de Gouy-Chapman :

Ψ=
2kT
ze
⋅ln( 1+e

−κ x⋅tanh( zeΨs4kT )
1−e−κ x⋅tanh( zeΨ s4 kT ) ) ⇔ tanh ( zeΨ4 kT )= tanh( zeΨ s4kT )⋅e−κx (167)

Dans les 2 cas, la valeur κ correspond à :

κ=√( e
2
⋅∑
i

zi
2
⋅c i ,∞

ε0⋅εr⋅k⋅T )=√( 2e2⋅I n
ε0⋅εr⋅k⋅T )

(168)

L'inverse de κ correspond à la longueur de Debye (quelquefois notée lD) et In

correspond à la force ionique créée par tous les ions de la solution :

I n=
1
2∑i

zi
2
⋅c i ,∞ (169)

Le modèle de Stern implique quant  à  lui  qu'une partie  des contre-ions se

concentre sur la surface pour former une troisième couche appelée la couche de

Stern, les autres contre-ions formant la couche diffuse (appelée aussi couche de

Gouy-Chapman) ((99)).

Le potentiel entre la surface et la couche de Stern correspond au potentiel de

surface (noté Ψs).

Le  potentiel  entre  la  couche  diffuse  et  l'extérieur  de  la  couche  de  Stern

correspond  au  potentiel  de  Stern  (noté  Ψd).  Sa  mesure  est  inaccessible  et  est

estimée par le potentiel zéta (noté ζ), qui est le potentiel de la surface de cisaillement

entre la couche de Stern et la couche diffuse.
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Lors de l'interaction entre deux particules identiques, les couches d'ions entre

les surfaces vont interagir (phénomène d'overlapping) ((110)) et verront leur potentiel

se modifier (entraînant l'apparition d'entropie s'ajoutant elle-même à l'énergie libre) et

exercer généralement une action de répulsion, les surfaces des 2 particules portant

des  charges  de  même  polarité  (cela  se  compliquera  dans  le  cas  de  particules

différentes ou de l'interaction d'une particule avec une paroi).

Le potentiel zéta est un bon indicateur de la stabilité d'une suspension et est

mesurable par des techniques électrophorétiques ((111)) (des détecteurs spéciaux

permettent de le mesurer « en ligne », à la sortie du canal de séparation). Plus la

valeur absolue de celui-ci est élevée, plus la suspension sera stable. D'une façon

générale, plus la salinité augmente, plus les particules auront tendance à s'attirer et

plus la suspension colloïdale sera instable et aura tendance à floculer ((112), (113)).

2.2.3. La théorie DLVO

La théorie de la stabilité des colloïdes a été mise au point dans les années

1940 par Derjaguin, Landau, Vervey et Overbeek, d'où l'appellation de théorie DLVO

((114)). Celle-ci repose sur l'effet combiné des forces de Van der Waals et de celles

liées aux couches ioniques se formant sur les surfaces en contact avec le liquide.Les

forces de Van der Waals et les forces électrostatiques liées aux couches d'ions sont

additives. Toute la difficulté réside alors dans le fait de savoir si le bilan des forces ira

dans le sens de l'attraction entre les différents corps ou au contraire, dans le sens de

la  répulsion.  La  théorie  DLVO  à  pour  objectif  d'apporter  une  réponse  à  cette

problématique ((114)).

Cette  théorie  a  d'abord  été  formulée  pour  l'agrégation  de  deux  particules

identiques, ou homo-agrégation (configuration symétrique), puis a été reprise pour

l'agrégation de deux particules différentes (hétéro-agrégation) ou pour l'interaction de

particules  contre  une  surface  plane  (ces  deux  derniers  cas  correspondent  à  un

système asymétrique)

Les forces en présence étant  additives,  l'énergie  libre  par  unité  de  région

correspondra à l'équation suivante :
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W (h)=WVdW (h)+W dl(h) (170)

Figure 37: Aperçu de la résultante issue des forces (majoritairement attractives) de Van der
Waals et des forces (répulsives) liées aux couches ioniques en fonction de la distance entre

2 corps ((114)) 

Dans le cas d'un système symétrique à deux particules identiques, quand la

somme des 2 composantes sera positive (en raison du signe positif  associé à la

valeur de l'interaction répulsive des forces répulsives liées aux couches ioniques), les

particules  se  repousseront,  permettant  ainsi  d'obtenir  une  suspension  colloïdale

stable a contrario, quand la somme des 2 composantes sera négative (en raison du

signe  négatif  de  la  composante  attractive  des  forces  de  Van  der  Waals),  les

particules  s'attireront,  entraînant  ainsi  une  agrégation  des  particules  en  dimères,

avec la  formation  de plus  gros  agrégats  dès  lors  que  le  processus se  poursuit,

jusqu'à entraîner une sédimentation de la suspension.

Sans  entrer  dans  les  détails  sur  la  théorie  DLVO,  la  mesure  de  la  force

exercée entre deux corps se fait par l'intermédiaire de l'approximation de Derjaguin

((115), (116), (117), (118)), qui se limite à l'estimation de la force exercée entre deux
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particules. L'approximation de Derjaguin est suffisante pour les espèces dont la taille

est de l'ordre du micron, mais est insuffisante pour les tailles inférieures ((115)).

2.3. Influence de ces interactions sur l'emploi des techniques

de fractionnement par couplage flux-force

Les théories ci-dessus ne seront applicables, dans le meilleur des cas, que

pour les situations les plus simples. Des moyens informatiques seront nécessaires,

et les situations plus complexes font encore l'objet d'études aujourd'hui.

En pratique, il est extrêmement difficile de faire la part des choses entre les

différents  phénomènes,  que  ce  soit  pour  les  interactions  particule-particule  ou

particule-membrane, ainsi qu'entre leurs impacts respectifs sur la mesure des temps

de rétention, des coefficients de diffusion, et des diamètres hydrodynamiques des

différents analytes.

Les membranes employées dans les techniques de FFF ne sont au sens strict

pas destinées à cet usage et sont principalement destinées à l'ultrafiltration et à la

purification  de  l'eau.  Dans  ces  disciplines,  les  phénomènes  de  colmatage  des

membranes sont un véritable problème, lié au phénomènes décrits ci-dessus. En

conséquence, ces phénomènes ont été étudiés dans la science des membranes en

vue d'en limiter l'influence. De fait, il est instructif de s'intéresser aux résultats de ces

études dans le cadre des techniques de FFF, ou les interactions particule-particule et

particule-membrane représentent  l'une des pierres angulaires dans l'interprétation

des résultats qui en découlent.
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2.3.1. Interactions particule-membrane

2.3.1.1. Description des membranes et frittés

Les membranes utilisées dans les techniques symétriques et asymétriques

sont fabriquées de façon industrielle et fournies sous forme de feuillets, et ajustées

par  la  suite  à  la  géométrie  du  canal  ((15)).  Elles  se  caractérisent  par  plusieurs

propriétés. Tout d'abord, leur structure (symétrique,  asymétrique, ou composite), le

ou les matériaux (si la structure de la membrane est composite) les constituant, la

taille  de  leurs  pores  et  leur  processus  de  fabrication  ((119)),  ou  encore  leur

hydrophilie.

Les frittés utilisés sont composés de céramique ou d'acier inoxydable et sont

obtenus par fusion partielle des particules de céramique ou d'acier,  suffisamment

pour que les particules se soudent entre elles au niveau de leurs points de contact,

en laissant de l'espacement entre elles mais sans aller jusqu'à la fusion complète. En

général, la porosité de ces frittés se situe entre 2 et 5 µm et ces derniers doivent être

parfaitement plats. Très peu d'informations sont disponibles sur les frittés. En temps

normal,  ces  derniers  ne  font  que  supporter  la  membrane,  par  conséquent,  les

caractéristiques des frittés sont peu significatives par rapport à celle des membranes.

Toutefois,  quelques  essais  (un  peu  anecdotiques)  de  FFF  symétrique  ont  été

effectués sans membrane, directement sur les frittés ((120), (121)) de céramique de

faible porosité (autour de la valeur de 1 µm), dont la surface a été soigneusement

polie, en mode stérique-hyperlayer uniquement. L'idée de base était de supprimer la

membrane pour éviter toute interaction des particules avec la paroi d'accumulation. Il

semblerait que le rendement de récupération soit légèrement amélioré par rapport à

la FFF sur membrane.

Dans le cas de la technique en fibre creuse, les manipulateurs ont longtemps

été contraints de construire leur propre instrumentation. Dans la plupart des cas, les

fibres obtenues étaient issues de cartouches de filtration produites industriellement.

Ces membranes ont  strictement  les mêmes caractéristiques,  et  donc les mêmes

avantages et inconvénients que les membranes planes évoquées plus haut pour les

FFF  symétriques  et  asymétriques,  ce  qui  génère  déjà  une  énorme  quantité

d'inconvénients.
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Historiquement,  les  premières  fibres  utilisées  étaient  constituées  de

polysulfone. Elles sont encore utilisées aujourd'hui, notamment pour la fabrication

artisanale de canaux de séparation, notamment en raison de leur faible coût. Elles

sont  fabriquées  par  la  méthode  de  séparation  de  phase  sèche/phase  humide

(Dry/wet phase separation) ((122)). Le principal inconvénient des fibres creuses de

polymère est leur capacité à gonfler une fois humide (entraînant une augmentation

de son diamètre interne), cet effet étant encore accentué par la pression exercée sur

la fibre par le champ radial. L'effet a été mis en évidence en HF-FFF par Lee et al.

((81), (93)). D'après une étude menée par Shukla et al. ((123)), le gonflement est le

plus marqué lors de l'utilisation de solvants polaires, en raison de leur constante

diélectrique élevée. compliquant de fait les calculs de R f et L. Cet effet s'observe

également  dans  les  techniques  symétrique  et  asymétrique,  où  la  membrane  a

tendance a gonfler vers l'intérieur du canal, ce qui limite la précision de la mesure

des petites  épaisseurs  de canal  ((18)).  Les  solvants  apolaires,  de  leur  côté,  ont

tendance à détériorer l'intégrité de la fibre.

De plus, comme les membranes, les fibres creuses constituées de polymère

nécessitent un conditionnement avant utilisation. La procédure de conditionnement

employée a un impact sur la perméabilité de la fibre ainsi que son élasticité et sa

résistance  à  la  pression  ((123),  (85)).  D'autres  facteurs  entraînent  une  usure

prématurée,  comme  le  pH  extrême  de  certains  liquides.  Les  fibres  creuses  de

céramique sont par conséquent préférables. Des fibres creuses de céramique ont

été utilisées dès 2005 par Kok et al. ((52)).

De manière générale, les membranes d'ultrafiltration peuvent être constituées

de plusieurs types de matériaux. Elles sont en général constituées de polymères, ou

encore de céramique (elles sont alors obtenues par frittage) ((124)).
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La taille des pores de la membrane déterminera son usage final :

Tableau 2: Procédés de fabrication et usages de différentes membranes poreuses ((119))

Figure 38: Structure de différentes membranes ((119))
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La porosité de la membrane n'est pas uniforme, et les tailles des pores ne

sont que des ordres de grandeur, aussi on se référera plutôt au MWCO (Molecular

Weight Cut-Off, ou plus simplement abrégé « Cut-off »), qui correspondra à la plus

faible masse moléculaire retenue à 90 % parla membrane (la définition n'est toutefois

pas standardisée et ce pourcentage peut descendre jusqu'à 80%). Le choix du cut-

off  est important,  car il  détermine la taille à partir  de laquelle les analytes seront

éliminés par le flux latéral (en général, le choix se fait de 5000 à 30000 Da, 10000 Da

étant en général un bon compromis).

Ainsi,  dans  les  techniques  de  fractionnement  par  couplage  flux-force

hydrodynamiques,  seules  les  membranes  d'ultrafiltration  sont  utilisées.  On  se

concentrera donc sur celles-ci. Dans le cas des membranes polymériques, un large

choix  de  polymères  est  disponible :  les  plus  connus  étant  la  polysulfone  et  le

polyacrylonitrile.
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Tableau 3: Structure moléculaire et caractéristiques thermiques de plusieurs constituants
monomériques des membranes d'ultrafiltration ((125))

Quelle que soit la technique, plusieurs problèmes concernant les membranes

se sont posés.

Le premier étant la fixation d'analytes, plus ou moins forte avec la membrane.

Cet effet a été longtemps documenté en FFF, et il est avéré que le phénomène est lié

à une grande quantité de facteurs, contrôlables ou non. Ce problème entraîne d'une

part,  la  perte  d'échantillons  (préjudiciable  si  des  traces  sont  recherchées),  une
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contamination potentielle des injections suivantes par relargage de la membrane, et

à  terme,  une  altération  de  la  perméabilité  de  la  membrane.  Ce  problème

d'interactions  est  déjà  connu  dans  les  autres  applications  nécessitant  des

membranes d'ultrafiltration, et plusieurs facteurs ont été dégagés.

Le deuxième problème correspond à la réaction de la membrane vis à vis du

solvant. Il  existe deux natures de solvant : aqueux, ou organique, et chacune des

deux pose un bon nombre de problèmes. Les membranes constituées de polymères

seront particulièrement fragiles vis à vis des solvants organiques. Quel que soit le

solvant,  les  membranes  de  polymère  auront  également  tendance  à  gonfler  vers

l'intérieur du canal de séparation, entraînant des biais dans la mesure de l'épaisseur

du canal  et  le  calcul  du  volume mort  ((18),  (77),  (126)).  De plus,  en  raison des

différents  processus  de  fabrication  des  membranes,  il  apparaît  que  chaque

combinaison membrane-solvant-soluté est un cas particulier ((126)).

Le  vrai  problème  de  la  FFF  est  que  les  différentes  unités  de  recherche

travaillent sur des matériels différents, des chambres de séparation fabriquées dans

leurs propres ateliers selon leurs moyens,  constituées de matériaux pas toujours

précisés,  avec  des  membranes  d'ultrafiltration  qui,  à  la  base,  n'ont  jamais  été

particulièrement étudiées pour leurs performances dans cette technique séparative,

pas toujours décrites dans la littérature (et quand elles le sont, souvent de manière

insuffisante),  avec des liquides porteurs divers et  variés,  avec des protocoles de

conditionnement divers et variés, sur des analytes tout aussi divers et variés (billes

de polystyrène, nanoparticules métalliques, protéines de natures diverses, ribosomes

de plantes,  acides nucléiques,  bactéries,  sédiments  de  rivière,  eaux  polluées…),

insuffisamment  caractérisées  (l'immense  complexité  des phénomènes  mis  en  jeu

dans les colloïdes, brièvement abordée ci-dessus, y est pour beaucoup, ainsi que le

panel très limité et onéreux des moyens de caractérisation existants, et qui n'offriront

le plus souvent qu'une information parcellaire sur les analytes en question) ( (127)).

Toutefois, certaines revues de FFF et d'ultrafiltration semblent dégager des éléments

constants.  Il  est  a  noter  que  les  problèmes d'interactions  particule-membrane  et

particule-particule sont liés aux mêmes causes (interactions de Van der Waals et

interactions  ioniques)  et  sont  par  conséquent  virtuellement  impossibles  à  traiter
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séparément : la plupart des paramètres cités ci-dessous affecteront les deux types

d'interaction.

2.3.1.2. Effet du champ latéral

L'application d'un champ latéral fort augmente la rétention mais potentialise le

risque d'adsorption définitive d'analytes sur la membrane. La plupart des publications

sur la FFF mentionnent cet état de fait ((18), (77)).

2.3.1.3. Effets liés au liquide porteur

2.3.1.3.1. pH du liquide porteur

De l'adsorption définitive d'analytes sur la membrane a été observée à tous

les pH ((92)).  Toutefois,  des études démontrent  ((128),  (129))  que la plupart  des

protéines s'adsorbent en grande quantité sur la surface de la membrane lorsque le

pH du liquide porteur s'approche du point isoélectrique des protéines concernées,

aussi bien en FFF qu'en ultrafiltration. Il semblerait que généralement, un pH bas soit

plus propice à l'adhésion particule-membrane et particule-particule, en raison de la

prévalence d'interactions hydrophobes et électrostatiques favorables ((130)).

2.3.1.3.2. Composition du liquide porteur

Il a été observé plus haut que les forces de Van der Waals et les interactions

électrostatiques liées aux couches d'ions affectaient les interactions entre particules

mais  aussi  les  interactions  avec  les  surfaces,  dont  la  paroi  d'accumulation.  Les

interactions  particule-surface  commencent  seulement  à  être  étudiées

expérimentalement  en  FFF  hydrodynamique.   La  saturation  en  sels  augmente

l'agrégation  particule-membrane  et  l'agrégation  entre  particules  ((129),  (23))

L'utilisation de détergents anioniques est susceptible d'entraîner son adsorption sur

la  membrane par  leur  chaîne carbonée et  d'augmenter  la  proportion  de charges
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négatives sur la membrane (les membranes étant dans la plupart des cas chargés

négativement)  et  de  favoriser  l'adsorption  de  particules  neutres  ou  chargées

positivement  ((131),  (130))  (mais  de  repousser  vers  la  lumière  du  canal  de

séparation les particules chargées négativement,  diminuant  de fait  leur  temps de

rétention). D'autres ions sont susceptibles d'agir par des mécanismes particuliers tels

que les ions calcium (par formation de ponts ioniques) ((132)). D'autres substances

sont  également  susceptibles  de  limiter  les  interactions  particule-particule  ou

particule-membrane, telles que l'arginine (et dans une moindre mesure, la proline).

Ces substances sont susceptibles d'être intéressantes en raison de leur effet non-

dénaturant vis-à-vis des protéines. L'effet antiagrégant de ces acides aminés est déjà

connu  en  chromatographie  d'exclusion  stérique  ((133),  (9),  (134))  et  en

biotechnologies  (bien  qu'un  effet  pro-agrégant  ait  été  observé  dans  des

circonstances particulières) ((135)), malgré le fait que son mode d'action soit encore

incomplètement élucidé (l'hypothèse la plus couramment admise est la facilitation de

l'établissement d'interactions hydrophobes entre les analytes) ((136)).

2.3.1.4. Effets liés à la membrane

2.3.1.4.1.1. Rugosité et imperfections de surface

Cette  fixation  peut  se  traduire  par  un  simple  effet  d'immobilisation  sur  la

membrane, lié à l'application du flux latéral, entraînant les analytes vers la membrane

d'ultrafiltration et en piégeant une partie dans le réseau de fibres de la surface de la

membrane ((18)). Cet effet peut être contré par une diminution du flux latéral en fin

de manipulation.

Toutefois, elle peut également se traduire par la fixation définitive d'analytes

sur la membrane. Cet effet est en général visible au niveau du point de focalisation et

en conditions d'élution lors de l'utilisation de champs latéraux de force élevée, en

partie en raison de la compression du nuage de particules contre la membrane. De

fait,  il  peut se produire des interactions particule-particule ou particule-membrane,

réversibles ou non, perturbant l'estimation des quantités réelles d'analytes présentes

dans l'échantillon ((18)).
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2.3.1.4.1.2. Composition chimique de la membrane et 

fonctionnalisation des groupements libres de la surface de 

la membrane

La composition chimique de la membrane a une influence sur l'adsorption des

analytes. Ainsi, une étude menée par Kassalainen et Williams ((92)) a montré que

des analytes tels que de la sérum-albumine bovine et des gamma-globulines étaient

plus adsorbés sur une membrane de polyéthersulfone que sur une membrane de

cellulose régénérée. Les membranes les plus hydrophobes sont les plus enclines à

être atteintes par ce phénomène ((125)). Il existe dans la science des membranes

des procédures destinées à greffer des groupements hydrophiles, le traitement se

fera alors par le biais d'un prétraitement par un surfactant hydrophile ou par procédé

enzymatique, ou par greffage de groupements par la chaleur, les rayonnements UV

ou  par  processus  chimique  (polymérisation  interfaciale  ou  greffage  de  groupes

-SO3H, -F, -OH) .Un autre moyen consiste à préparer directement des membranes

ayant  des propriétés hydrophiles,  en  intégrant  une substance hydrophile  dans le

processus.  Toutefois,  cela  ne résume que les procédés les  plus simples  ((119)).

L'idée de modifier chimiquement les groupements exposés de la surface interne du

canal de séparation a été appliquée avec succès en FFF gravitationnelle et a été

avancée  pour  la  FFF en fibre  creuse par  Reschiglian  et  al.  ((137),  (138)).  Si  le

concept de fonctionnalisation des membranes a potentiellement sa place en FFF, il

amène toutefois d'autres problèmes, comme celui de la stabilité des groupements

greffés sur la durée et dans des conditions d'utilisation variées ((139)), et de l'impact

éventuel des groupements « décrochés » de la membrane sur les constituants de

l'échantillon et sur le signal fourni par le système de détection.
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2.3.1.4.2. Etat d'ionisation

D'une  manière  générale,  les  membranes  sont  chargées  négativement  en

milieu  aqueux.  Exceptionnellement,  des  membranes  ont  déjà  été  chargées

positivement dans des essais d'ultrafiltration. Ainsi, Miyama et al. ((140)), après avoir

chargé  positivement  une  membrane  de  polyacrylonitrile  au  DMF

(Diméthylformamide),  ont  observé  une  attraction  sur  la  membrane  des

macromolécules  d'albumine chargées négativement.  D'autres  essais  effectués  en

2006  par  Zydney  et  al.  ((141))  sur  de  membranes  d'ultrafiltration  de polysulfone

préalablement chargées positivement par des fonctions ammonium quaternaires vont

dans  le  même  sens.  De  même,  il  a  été  constaté  en  FFF  hydrodynamique  par

Bendixen et  al.  ((142))  que des particules chargées positivement sont  totalement

fixées sur une membrane chargée négativement.

2.3.1.5. Un détournement un peu original de la FFF

Toutes ces caractéristiques ont  toutefois  donné un usage plus original  aux

techniques de fractionnement par couplage flux-force, celui de mesurer la résistance

au  colmatage  d'une  membrane  déterminée  à  un  soluté  déterminé,  dans  des

conditions définies à l'avance ((143), (144)).

La FFF a été pour la première fois été étudiée dans ce contexte dès 2001 par

Hartmann et al. ((132)). Une approche appliquant la modélisation de la circulation

d'un  soluté  connu  dans  un  canal  de  FFF  « idéal »  et  sa  comparaison  avec  les

résultats obtenus en situation réelle a été avancée dès 2006 ((145)).

Ces résultats ont pour but de déterminer les propriétés des fibres les moins

propices à l'adhésion des particules, notamment dans les techniques de purification

de  l'eau.  Toutefois,  les  résultats  issus  de  ces  approches  seront  d'une  extrême

importance dans l'établissement de normes de conception des futures membranes

de FFF,  des futures substances d'étalonnage,  ainsi  que dans l'établissement des

futurs protocoles de séparation.

MONGY Marc Marcel Stéphane | Thèse d'exercice (Mémoire de DES-IPR) | Université de Limoges | Mai 2016 124

http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/2.0/fr/


2.3.2. Interactions particule-particule

Comme  cité  précédemment,  les  particules  en  suspension  interagissent

également entre elles. Une partie des problèmes liés aux interactions entre particules

a été abordée dans la partie précédente (tout du moins sur le plan pratique) traitant

des  interactions  particule-membrane,  les  problèmes  en  question  étant  liés  aux

mêmes interactions. Plusieurs revues ont déjà examiné l'étendue de ce problème

(non-exclusif aux techniques de FFF) sur le plan analytique ((6), (146), (147)).

A partir d'une certaine concentration, ce phénomène est significatif au point de

perturber  le  profil  exponentiel  de  répartition  des  concentrations.  Ce  phénomène

s'observe tout particulièrement à proximité de la paroi d'accumulation et pour  les

solutés les plus retenus ((13)).

En théorie, l'importance de ces interactions peut être estimée en prenant en

compte la distance entre 2 particules et le volume de la fraction d'analyte concerné

(volume correspondant aux analytes seuls), avec l'équation suivante ((13)) :

l
d
=

1
2
⋅
e8ϕ

ϕ
1/3 Γ( 43 ,8ϕ)−1 (171)

l : Distance entre les 2 particules concernées

d :  Diamètre  d'une  particule  (supposée  sphérique,  pour  une  suspension  
homogène)

φ : Volume de la fraction de l'analyte concerné dans la solution (volume de 
matière)

Le  paramètre  Г  correspond  à  une  fonction  gamma incomplète  définie  par

l'équation ((13)) :

Γ(a , z)=∫
z

∞

t a−1 e−t dt (172)
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Plus  φ  augmente,  plus  la  distance  entre  les  particules  diminue,  ce  qui

augmente d'autant plus la force des interactions de Van der Waals, et de celles liées

aux couches d'ions.

La valeur φ est (théoriquement) obtenue par l'équation suivante ((13)) :

ϕ=c⋅v p (173)

c : Nombre de particules par unité de volume de suspension (concentration 
« localisée » de particules)

vp : Volume d'une seule particule

A l'état d'équilibre entre la force du champ et le mouvement brownien, le flux

net s'exerçant sur les particules est nul. 

Par  conséquent,  en  transformant  l'équation  (5)  de  manière  à  prendre  en

compte le nombre de particules par unité de volume et en exprimant le mouvement

brownien par la pression osmotique localisée, on obtient ((13), (148)) :

F⋅c−
dΠ
dx
=0 (174)

F : Force du champ appliquée

c : Nombre de particules par unité de volume de suspension (concentration  
« localisée » de particules)

П : Pression osmotique localisée

x : Position x dans l'épaisseur de la chambre

La  solution  admet  une  certaine  compressibilité  osmotique,  notée  Z.

L'équation, assez similaire à celle des gaz parfaits, est la suivante ((13)) :
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Z= Π
k⋅T⋅c

=
Π⋅v p
ϕ⋅k⋅T

(175)

Π : Pression osmotique localisée

c : Nombre de particules par unité de volume de suspension (concentration  
« localisée » de particules)

vp : Volume d'une seule particule

k : Constante de Boltzmann 

T : Température

Sous l'effet du champ, la valeur φ varie entre le centre de la lumière du canal

et la paroi d'accumulation. Au contact de la paroi d'accumulation, celle-ci est notée

« φ0 ». La relation entre φ et φ0 correspond à l'équation suivante :

F(ϕ)=F(ϕ0)−
s
λ

(176)

Les  paramètres  λ  et  s  correspondant  aux  paramètres  de  rétention  (voir

équations (8) à (16)), F correspond à une fonction de φ exprimée par la formule

suivante :

dF
dϕ
=

1
ϕ⋅
∂(ϕZ)
∂ ϕ (177)

L'expression  de  F  peut  être  considérablement  simplifiée  par  l'emploi

d'approximations telles que celles de Carnahan-Starling ((13),  (149)) et en faisant

l'hypothèse que les particules sont sphériques, sont non-déformables en suspension
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et ne sont sujettes à aucune interaction (on exclut donc les interactions de Van der

Waals et les interactions électrostatiques liées aux couches d'ions) autres que les

interactions stériques (purement physiques, liées au volume des particules) (modèle

des sphères dures) ((149)).

F(ϕ)=ln(ϕ)+
3−ϕ
(1−ϕ) ³

(178)

De même, il est possible d'établir un lien entre φ, s et λ ((13)) :

−
s
λ
=ln (

ϕ
ϕ0 )+[ 1

(1−ϕ)2
−

1

(1−ϕ0)
2 ]+2[ 1

(1−ϕ)3
−

1

(1−ϕ0)
3 ] (179)

On peut également dégager une valeur moyenne du volume de la fraction de

l'analyte concerné dans la lumière du canal ((13), (149)) :

⟨ϕ⟩=∫
0

1

ϕds=λ[ϕ0Z (ϕ0)−ϕ1Z (ϕ1)] (180)

La valeur φ1 correspond au volume de la fraction de l'analyte concerné au

contact de la paroi de déplétion.

D'une manière générale, les valeurs de φ sont obtenues à partir de méthodes

informatiques en tenant compte du diamètre effectif des particules et en prenant en

compte  les  variations  d'interactions  selon  la  distance  entre  les  particules  ((149),

(115), (13))
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Le fait d'appliquer un champ entraîne également l'apparition de gradients de

viscosité (liés aux concentrations transitionnelles en particules), abaissant la vitesse

des analytes, modifiant de fait les temps de rétention ((13)). Cette modification de la

viscosité est dépendante de φ selon une relation complexe, approchée par l'équation

suivante ((13)), valable uniquement pour le modèle des sphères dures :

η
η0
=

1

(1−ϕ−0,35ϕ⋅√1−( 0,7404−ϕ0,7404 )
2

)
2,5

(181)

η : Viscosité « altérée » par l'analyte

η0 : Viscosité du liquide porteur

φ : Volume de la fraction de l'analyte concerné dans la solution (volume de 
matière)

Cette équation ne prend toutefois pas en compte les interactions de Van der

Waals ou celles liées aux couches d'ions (hypothèse des sphères dures)

Expérimentalement,  il  apparaît  que  la  rétention  augmente  avec  <φ>  (le

phénomène  est  assez  bien  modélisé  par  les  équations  ci-dessus)  et  avec  la

concentration  (ce  phénomène  n'est  toutefois  pas  élucidé  par  les  tentatives  de

modélisation citées ci-dessus et serait lié aux forces de Van der Waals et interactions

électrostatiques liées aux couches d'ions) ((13)). Un effet de saturation s'observera

toujours malgré les éventuelles précautions prises en raison de la compression des

analytes par le champ latéral,  entraînant un effet  de tailing sur les pics observés

((147)).

Il apparaît qu'il est quelquefois judicieux de travailler avec des suspensions de

très faible concentration (toutefois sans réel indice sur ce qu'on appelle une « faible »

concentration,  donc  à  déterminer  à  l'essai,  et  dépendra  probablement  de  la

technique et de la nature de l'échantillon) et de travailler à des niveaux de rétention

relativement  faibles  pour  limiter  les  effets  liés  aux  interactions  entre  particules,
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potentialisés par la compression de l'échantillon ((150)). Le choix du liquide porteur

et de la force ionique sera également capital : une force ionique trop élevée pourra

entraîner une agrégation des particules entre-elles ou contre la membrane, tandis

qu'une force ionique trop faible favorisera la répulsion électrostatique entre particules

et entraînera des mauvaises estimations des temps de rétention ou des dimensions

des particules (et par extension, de tout autre donnée susceptible d'être extraite des

fractogrammes) ((147)). Toutefois les éventuelles modifications de conformation des

analytes seront à prendre en compte lors des changements de ces conditions.
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3. Mise en place expérimentale

3.1. Anticorps issus d'un réactif de biochimie

3.1.1. Matériels et méthodes

3.1.1.1. Matériel de chromatographie liquide haute 

performance, connectique, procédures d'utilisation

Le matériel  décrit  est  similaire  à celui  décrit  dans d'autres  publications du

laboratoire. Un dégazeur en ligne à vide a été placé entre le réservoir de liquide

porteur  et  la  pompe  d'HPLC,  et  à  fonctionné  constamment  au  cours  des

manipulations.

De l'eau bi-distillée (produite au laboratoire de chimie analytique par osmose

inverse) et du PBS Duelbecco ont été utilisés. Ces liquides ont subi une sonication

de 15 minutes avant la purge de la pompe et ont été remplacés chaque semaine.

Le système d'HPLC utilisé pour faire circuler le liquide à l'intérieur du système

et pour la détection est constitué d'une pompe ThermoScientific Spectra Systems P-

1500 et d'un détecteur UV ThermoScientific Spectra Systems UV150. La longueur

d'onde a été fixée à 280 nm.

L'injection  est  effectuée  par  le  biais  d'une  valve  à  six  ports  Valco-VICI,

contrôlée manuellement par un actuateur à 2 positions, où la position d'injection (A)

permet  d'injecter  un  volume  d'échantillon  correspondant  à  celui  de  la  boucle

d'injection, et la position d'élution (B) permet son élution vers l'intérieur de la fibre

creuse. 

2 boucles d'injection ont été utilisées :

- La première étant de 31,21 µL

- La seconde étant de 5,252 µL
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Une valve  SS-SS1 VH (Nupro,  Willoughby,  OH,  USA)  dont  le  zéro  a  été

ajustée à la butée à été utilisée pour contrôler le flux radial.

2 valves électroniques Rhéodyne MXII Series (notées VA et VB, voir figure 39)

pilotées par un script  LabView, par l'intermédiaire d'un boîtier de commande National

Instruments  NI-USB-6008  ont  été  utilisées  afin  de  permuter  le  système  entre  la

position de focalisation et la position d'élution.

Figure 39: Schéma du montage de FFF utilisé ((151))
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Les  tubulures  de  connexion  ont  été  choisies  de  manière  à  réduire  au

maximum les volumes morts et   les modifications de pression lors des permutations

de valves.

Une procédure similaire à celle déjà décrite par Moon et Reschiglian ((152)) a

été mise en place pour l'injection de l'échantillon.

Une injection se déroule en 2 étapes :

- La phase d'injection, avec l'injection de l'échantillon dans le système, 

déjà en position de focalisation

- La phase d'élution, avec le passage des valves VA et VB en position 

d'élution et la libération de l'échantillon vers la lumière de la fibre.

3.1.1.2. Chambre de séparation

Les  chambres  de  séparation  décrites  ont  été  assemblées  au  sein  du

laboratoire  de  Chimie  Analytique.  Le  montage  commence  avec  le  choix  du

composant principal, à savoir la fibre creuse, qui est composée ici de polysulfone,

avec un seuil  de  coupure  (cut-off)  de  30 000 Daltons,  (UFB-30,  Romicon,  Koch

International,  Lyon,  France).  Les  fibres  ont  été  isolées  à  partir  d'une  cartouche

d'ulrafiltration Romicon UFB-30-5A, GE Healthcare (Europe GmbH Branch France/

24 Avenue de l'Europe CS 20529/F-78457 Velizy-Villacoublay CEDEX/ France).

2 chambres de séparation ont été montées :

- La première a été concue avec une fibre de 0,5 cm de diamètre à sec (UFP-

30-C-4MA) et d'une longueur effective de 24,5 cm (volume interne à sec = 48,1 µL).

La  fibre  est  enchâssée  dans  un  morceau  de  tubulure  de  Tefzel  de  25,5  cm de

longueur  (Diamètre  externe :1/8  de  pouce,  Diamètre  interne :1,55  mm),  et  est

maintenue en place avec 2 morceaux de tubulure Tefzel de 0,5 cm de long chacune

(Diamètre externe : 1/16 de pouce, Diamètre interne : 0,75 mm) aux 2 extrémités. 2

capillaires PEEK de 12 cm de longueur chacun (360 µm de diamètre externe, 100
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µm de diamètre interne)  ont  été insérés à  chaque extrémité  de  la  fibre  sur  une

longueur de 0,5 cm, puis sertis par un assemblement de ferrules (Upchurch).

- La seconde a été concue avec une fibre de 0,9 cm de diamètre à sec et

d'une longueur effective de 17 cm (volume interne à sec = 108,1 µL). La fibre est

enchâssée dans un morceau de tubulure de PEEK de 17 cm de longueur (Diamètre

externe :1/8 de pouce,  Diamètre interne :1,60 mm), et est maintenue en place avec

2 morceaux de tubulure Tefzel de 0,5 cm de long chacune (Diamètre externe : 1/16

de pouce, Diamètre interne : 0,75 mm) aux 2 extrémités. 2 capillaires PEEK de 12

cm de longueur chacun (1/32 de pouce de diamètre externe, 125 µm de diamètre

interne pour le capillaire branché côté pompe, et 1/32 de pouce de diamètre externe,

90 µm de diamètre interne pour le capillaire branché côté détecteur) ont été insérés à

chaque  extrémité  de  la  fibre  sur  une  longueur  de  0,5  cm,  puis  sertis  par  un

assemblement de ferrules (Upchurch).

Figure 40: Aperçus d'une chambre de séparation de HF-FFF. (A) Tube conteneur (PEEK ou
Tefzel) (1/8 in. OD × 0.080 ID) (1) avec sa fibre creuse (2) et ses capillaires de connectique

(3). (B) Section transversale d'une chambre de séparation. (C) Schéma des différents
composants de la chambre de séparation ((151))
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3.1.1.3. Echantillons

Les solutions proviennent de kits de réactifs de dosage du peptide C utilisés

sur  un  automate  Roche COBAS.  La notice  de la  solution  utilisée  indique qu'elle

contient  des  anticorps  anti-peptide  C biotinylés  monoclonaux  de  souris  (sans  en

préciser la nature) et que ces derniers sont titrés à une concentration de 1mg/L. 2

solutions en fin de vie ont été sorties de l'automate et placés en chambre froide

(6°C). Une des solutions a vieilli pendant 2 ans et 4 mois, l'autre a vieilli pendant 9

jours. 

3.1.1.4. Procédures

- Pour la solution datant de 2 ans et 4 mois

La solution-mère a été diluée à 0,625 mg/L dans de l'eau distillée avant d'être

passée en FFF et en SEC. La chambre de séparation utilisée était celle équipée

d'une fibre de 17 cm de longueur pour 0,9 cm de diamètre interne à sec. La boucle

d'injection utilisée était celle de 49,873 µL (ce qui correspond à une masse théorique

d'anticorps de 31,2 ng). La solution diluée à été passée avec comme liquide porteur

l'eau distillée, puis avec le PBS Duelbecco.

Le débit de la pompe a été fixé à 0,1 mL/min, le débit de sortie axiale a été

fixé à 0,05 mL/min, le débit de sortie radiale a été fixé à 0,05 mL/min. Le temps de

focalisation a été fixé à 5 min. Un autre essai à eu lieu avec un débit de sortie axiale

fixé à 0,02 mL/min et un débit de sortie radiale fixé à 0,08 mL/min.

La solution diluée a été également passée en SEC à travers une colonne

Phenomenex  BioSep-SEC-s3000,  de  300  mm  de  longueur  et  de  7,80  mm  de

diamètre interne. Le débit de la pompe au cours du run était fixé à 0,8 mL/min. La

phase mobile utilisée était du PBS Duelbecco.
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- Pour la solution datant de 9 jours

Un certain  délai  s'est  écoulé entre  l'utilisation des 2 solutions et  quelques

ajustements liés à l'évolution de la procédure ont été appliqués.

La solution-mère a été utilisée telle quelle (1 mg/L) avant d'être passée en

FFF et  en  électrophorèse.  La  chambre  de  séparation  utilisée  était  celle  équipée

d'une fibre de 24,5 cm de longueur pour 0,5 cm de diamètre interne à sec. La boucle

d'injection utilisée était celle de 5,25 µL (ce qui correspond à une masse d'anticorps

de  5,25  ng).  La  solution  diluée  à  été  passée  avec  comme liquide  porteur  l'eau

distillée uniquement.

Le débit de la pompe a été fixé à 0,1 mL/min, le débit de sortie axiale a été

fixé à 0,02 mL/min, le débit de sortie radiale a été fixé à 0,08 mL/min. Le temps de

focalisation a été fixé à 25 min (à un débit de 0,1 mL/min). 3 fractions ainsi que le pic

de volume mort ont été collectés en sortie de détecteur.

Le  pic  de  volume  mort  était  compris  entre  un  temps  de  1  minute  après

l'injection et un temps de 3 minutes, 30 seconds après l'injection.

La première fraction a été prélevée entre un temps de 3 minutes, 30 secondes

après injection et un temps de 20 minutes après injection.

La deuxième fraction a été prélevée entre un temps de 20 minutes après

injection et un temps de 48 minutes, 30 secondes après injection.

La  troisième  fraction  a  été  prélevée  entre  un  temps  de  48  minutes,  30

secondes après injection et un temps de 87 minutes après injection.

Un échantillon de 5,25 µL de solution utilisée et les 3 fractions + celle du pic

de  volume  mort  obtenues  en  FFF  ont  été  également  ensuite précipités  par  un

mélange d'acétone (10 % du volume d'échantillon initial) et d'acide trichloracétique

(TCA)(20 %  du  volume  d'échantillon  initial),  à  -20°C  pendant  1  heure,  puis

centrifugés 10 min à 14000 tours/min à 4°C. Le surnageant à été éliminé et le solide

obtenu à été lavé à 2 reprise avec de l'acétone afin d'éliminer toute trace d'acide
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trichloracétique.  Ensuite,  l'acétone  a  été  éliminé  et  le  solide  obtenu  à  subi  un

séchage, puis à été réhydraté dans 10 µL de tampon approprié.

Le gel  utilisé était  un gel  standard de polyacrylamide,  non dénaturant.  Un

marqueur de taille standardisé (Precision Plus Protein WesternC standards) à été

injecté sur le gel, puis les échantillons techniqués ont été injectés, puis l'étape de

migration a pris place et a duré 1 heure sous une tension de 130 V.

Ensuite, le gel a subi une étape de coloration selon la méthode au Bleu de

Coomassie Blue. D'abord, le gel obtenu après migration est placé dans un bain de

solution  fixante  (50 %  de  méthanol,  10 %   d'acide  acétique  glacial,  40 %  d'eau

distillée) durant 1 heure sous agitation légère. Le gel est ensuite transféré vers un

bain de solution de coloration (0,1 % de Bleu (brillant) de Coomassie R-250, 50 % de

méthanol, 10 % d'acide acétique glacial, le reste de la solution étant de l'eau distillée)

pendant  20 minutes sous agitation légère. Puis le gel est ensuite transféré vers un

bain de solution de décoloration (40 % de méthanol, 10 % d'acide acétique glacial,

50 % d'eau distillée) jusqu'à ce que le fond du gel soit incolore (approximativement 1

heure),  le  gel  est  ensuite  stocké dans une solution de stockage (solution à 5 %

d'acide acétique glacial dans l'eau distillée) jusqu'à l'analyse.
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3.1.1.5. Résultats et discussions

On obtient les résultats suivants :

Figure 41: Comparaison des niveaux de rétention (Vr/V0) obtenus dans différentes
conditions

Figure 42: Passage en chromatographie d'exclusion stérique de la solution d'anticorps de 2
ans et 4 mois (courbe rouge). La courbe bleue correspond au mélange de protéines

d'étalonnage.

Sur  le  chromatogramme de  SEC d'une  solution  d'anticorps  anti-peptide  C

ancienne  (2  ans  et  4  mois),  on  observe  la  présence  de  plusieurs  choses.  Tout
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d'abord, la présence de fragments d'une taille approximative de 5000 Daltons. On

observe également la présence de fragments d'une taille approximative de 68000

Daltons, en quantité importante. On observe également sur le chromatogramme de

SEC la présence d'éléments d'une taille approximative de 122000 Daltons, ce qui, à

priori, ne correspond pas à la taille d'une IgG (une IgG ayant une masse moléculaire

d'environ  150000  Daltons).  Toutefois,  selon  d'autres  sources,  des  anticorps   On

observe  également  la  présence  d'éléments  d'une taille  approximative  de 317000

Daltons,  ce  qui  pourrait  correspondre  à  priori  à  des  multimères  des  anticorps

injectés.  En  comparant  les  2  figures,  on  observe  qu'elles  donnent  la  même

information, et en observant de plus près le fractogramme, on peut penser que des

agrégats  de  plus  grande  taille  existe  (par  déconvolution).  Toutefois,  si  c'est

effectivement le cas, il est possible que ces derniers soient impossibles à mettre en

évidence en SEC, la SEC étant connue pour empêcher le passage des plus gros

agrégats et même d’entraîner leur fractionnement en éléments de plus petite taille.

Sur  le  fractogramme de cette  solution,  on  observe la  présence du pic  de

volume  mort  puis  de  2  pics  successifs.  Intuitivement,  on  pourrait  penser  que  le

premier pourrait correspondre au monomère, et le deuxième, à un dimère, et à une

faible  quantité  de  polymères de  plus  haut  poids  moléculaire.  Il  n'y  avait  aucune

chance de voir les fragments de très faible taille (5000 Daltons) en FFF, le cut-off de

la fibre étant de 30000 Daltons. Toutefois, il est à priori possible que ces fragments

aient été formés par l'application de forces de cisaillement sur les immunoglobulines

en SEC, probablement de la même façon que les fragments de 68000 Daltons. 
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Figure 43: Passage en électrophorèse de la solution d'anticorps anti-peptide C datant de 9
jours, ainsi que des fractions issues de la FFF.

En observant l’électrophorèse d’une solution d'anticorps anti-peptide C plus

récente (9 jours), on observe la présence en quantité importante d'éléments d'une

masse  moléculaire  approximative  de  100000  Daltons,  correspondant

vraisemblablement aux anticorps anti-peptide C biotinylés monomériques. En temps

normal, la masse moléculaire d'une IgG monomérique se situe autour de 150000

Daltons. Cela pourrait s'expliquer par une séparation du fragment constant (Fc) de

l'IgG (d'une masse moléculaire approximative de 50000 Daltons) par le fabricant, le

fragment  constant  pouvant  potentiellement  perturber  certains  dosages

d'immunoélectrochimie. On observe également la présence d'éléments d'une masse

moléculaire de 150000 Daltons, correspondant peut-être à de l'IgG anti-peptide C

native (dont le fragment constant n'a pas été séparé). Tout en haut du gel, tout près
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du point d'injection, on note la présence en quantité importante d'éléments dont la

masse moléculaire dépasse celle des marqueurs de taille, ce qui correspondrait à

des agrégats  d'IgG de grande taille.  On  notera  aussi  l'épaisseur  importante  des

spots, qui correspond à une saturation du gel, ce qui ne concorde pas avec la faible

masse d'anticorps injectée en électrophorèse (5,25 ng).

Cette solution a été passée en FFF,  le volume mort et  3 fractions ont été

récupérées.

Dans la partie correspondant au volume mort, on n'observe pas grand-chose,

à part de légères traces d'éléments de masses moléculaires de 100000 Daltons et de

150000 Daltons.

Dans la partie correspondant à la fraction 1, on observe des traces plus nettes

d'éléments de masse moléculaire de 100000 Daltons. Rien d'autre n'est observable.

Dans la partie correspondant à la fraction 2, on observe des traces d'éléments

de  masse  moléculaire  de  100000  Daltons,  ainsi  que  des  éléments  de  masse

moléculaire importante, dépassant celle des marqueurs de taille.

Dans la partie correspondant à la fraction 3, on observe de très faibles traces

d'éléments  de  masse  moléculaire  de  100000  Daltons,  et  des  traces  nettement

visibles d'éléments de masse moléculaire importante.

Cela montre que la FFF a entraîné une séparation. Toutefois, étant donné la

présence  dans  la  fraction  2  d'éléments  de  masse  moléculaire  de  100000  Da  et

d'éléments de masse moléculaire supérieure à 250000 Da, on peut imaginer qu'un

pic  (ou  une  bosse)  sur  un  fractogramme ne  correspond  pas  à  un  seul  type  de

macromolécule,  mais  plutôt  à  un  continuum  entre  éléments  de  petite  taille  et

éléments de plus grande taille.

En dépit du fait que la séparation selon la masse molaire à bel et bien eu lieu,

il  apparaît  que le contenu réel  du vial  de réactif  est  complexe à identifier.  Après

entretien avec un membre du personnel de Roche (ingénieur à la maintenance des

automates COBAS),  il  s'avère  que  la  composition  des  réactifs  n'est  connue que
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d'une poignée de personnes, et que la plupart des constituants (pouvant atteindre la

quarantaine de produits par vial de réactif) est tenue secrète.

En réalité,  la littérature montre qu'il  existe un grand nombre de techniques

d'ingéniérie ((153)) permettant d'améliorer les capacités des anticorps (spécificité et

avidité, entre autres), et qu'au final, on ne peut être sûr de rien sur la constitution de

l'échantillon injecté ni de ses réactions au vieillissement.

On note également une forte différence de teinte à l'électrophorèse entre les

spots obtenus avec l'échantillon injecté directement en électrophorèse et les spots

obtenus  pour  les  différentes  fractions.  Cela  peut  s'expliquer  par  un  phénomène

d'adsorption des IgG sur la membrane, qui est un phénomène régulièrement observé

dans  les  techniques  de  FFF,  probablement  encore  aggravé  par  le  temps  de

focalisation important (25 min).

Aussi, il est contestable de chercher à comparer les résultats obtenus avec 2

techniques différentes (SEC et électrophorèse), sur des résultats obtenus avec des

configurations différentes de la technique de fractionnement par couplage flux-force

en  fibre  creuse.  En  réalité,  ces  manipulations  n'étaient  pas  supposées  être

superposables et un concours de circonstances a forcé la situation. En réalité, un

autre  but  était  poursuivi,  qui  était  la  recherche  des  conditions  optimales  de

séparation.

3.2. Cas d'un anticorps à visée thérapeutique : le Cétuximab

Le cancer colorectal est l’un des cancers les plus courants dans le monde

((154)). Le traitement contre le cancer colorectal fait appel à une chimiothérapie en

association  avec  l’anticorps  monoclonal,  le  cétuximab  (Erbitux)  qui  est  une

immunoglobuline chimérique (humaine/murine) de type IgG1. 
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Figure 44: Photo commerciale d'un vial de Cetuximab

Cet anticorps monoclonal chimérique est dirigé contre le récepteur du facteur

de croissance épidermique humaine (EGFR) ((155)). L’anticorps inhibe de ce fait la

voie de signalisation de l’EGRF en se fixant au domaine extracellulaire du récepteur

de  manière  spécifique.  Son  poids  moléculaire  est  d’environ  152  kDa.  L’intérêt

clinique du cétuximab a été démontré récemment dans une méta-analyse par Li et

coll((154)) où l’efficacité de l’anticorps serait liée à l’expression d’un protéine kinase

G codée par le gène KRAS, située en amont de la voie de signalisation de l’EGFR.

L’expression  du  phénotype  sauvage  du  gène  KRAS  serait  un  biomarqueur  non

négligeable dans le traitement du cancer. 

3.2.1. Matériel et méthodes

3.2.1.1. Matériel de chromatographie liquide haute 

performance, connectique, procédures d'utilisation

Le matériel  décrit  est  similaire  à celui  décrit  dans d'autres  publications du

laboratoire.

3 types de liquide porteur ont été utilisés :
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- De l'eau bi-distillée (produite au laboratoire de chimie analytique par osmose 

inverse)

- Du PBS Duelbecco (Gibco Inc, Grand Island, NY, USA)

-  Du  PBS  Duelbecco  (Gibco  Inc,  Grand  Island,  NY,  USA)  additionné  de

chlorure de sodium (Prolabo, Fontenay Sous-Bois,  France) de façon à ce que la

concentration en chlorure de sodium ajouté y atteigne 4 g/L. 

Ces liquides ont  subi  une  sonication  de 15  minutes  avant  la  purge de  la

pompe et  ont  été remplacés chaque semaine.  Lors des changements  de liquide

porteur, le liquide nouvellement installé a été passé pendant 1 heure à un débit de

0,2 mL/min avant toute injection d'échantillon.

Le système d'HPLC utilisé pour faire circuler le liquide à l'intérieur du système

et pour la détection est constitué d'une pompe ThermoScientific Spectra Systems P-

1000XR et d'un détecteur UV ThermoScientific Spectra Systems UV150. La longueur

d'onde a été fixée à 254 nm. Les données reçues par le détecteur ont été acquises

par le biais d'un boîtier d'acquisition Keithley M-1111 et traitées par le logiciel d'HPLC

Azur 5.0.

3 valves électroniques Rhéodyne MXP7920 (Rheodyne, Cotati, CA, USA) de

6 ports chacune ont été installées. 2 d'entre elles (notées VA et VB, voir figure) ont

été  utilisées  afin  de  permuter  le  système  entre  la  position  de  focalisation  et  la

position d'élution. L'injection est effectuée par le biais de la troisième valve (VC). Les

3  valves  étaient  pilotées  par  l'intermédiaire  d'un  boîtier  de  commande  National

Instruments  NI-USB-6008  ont  été  utilisées  afin  de  permuter  le  système  entre  la

position de focalisation et la position d'élution. Le montage permettait  deux modes

d’élution : une élution avec un temps de focalisation/relaxation (voir schéma figure

39A) et une élution directe sans focalisation (figure 39B). Lors d’une élution avec un

temps  de  relaxation,  les  valves  de  focalisation  étaient  placées  en  position  de

relaxation (figure 39A).Une fois le temps de relaxation écoulé, la configuration des

valves basculait en position d’élution de l’échantillon (voir figure 39B). 

La boucle d'injection utilisée sur la valve d'injection (VC) était de 2,95 µL.
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3.2.1.2. Chambre de séparation

Les  chambres  de  séparation  décrites  ont  été  assemblées  au  sein  du

laboratoire  de  Chimie  Analytique.  Le  montage  commence  avec  le  choix  du

composant principal, à savoir la fibre creuse, qui est composée ici de polysulfone,

avec un seuil  de  coupure  (cut-off)  de  30 000 Daltons,  (UFB-30,  Romicon,  Koch

International,  Lyon,  France).  Les  fibres  ont  été  isolées  à  partir  d'une  cartouche

d'ulrafiltration Romicon UFB-30-5A, GE Healthcare (Europe GmbH Branch France/

24 Avenue de l'Europe CS 20529/F-78457 Velizy-Villacoublay CEDEX/ France).

La chambre a été concue avec une fibre de 0,5 cm de diamètre à sec (UFP-

30-C-4MA) et d'une longueur effective de 18,5 cm (volume interne à sec = 36,3 µL).

La  fibre  est  enchâssée  dans  un  morceau  de  tubulure  de  Tefzel  de  19,5  cm de

longueur  (Diamètre  externe :1/8  de  pouce,  Diamètre  interne :1,55  mm),  et  est

maintenue en place avec 2 morceaux de tubulure Tefzel de 0,5 cm de long chacune

(Diamètre externe : 1/16 de pouce, Diamètre interne : 0,75 mm) aux 2 extrémités. 2

capillaires PEEK de 15 cm de longueur chacun (360 µm de diamètre externe, 150

µm  de  diamètre  interne  côté  pompe,  360  µm de  diamètre  externe,  100  µm  de

diamètre interne côté détecteur) ont été insérés à chaque extrémité de la fibre sur

une longueur de 0,5 cm, puis sertis par un assemblement de ferrules (Upchurch).

3.2.1.3. Echantillon

La  solution  utilisée  est  une  solution  reconstituée  de  Cetuximab  titrée  à  5

mg/mL utilisée en routine hospitalière, usagée, issue d'un retour en pharmacie après

utilisation  (la  solution  n'est  jamais  utilisée  complètement  et  des  surplus  sont

régulièrement retournés en PUI). 

3.2.2. Résultats et discussion

La solution-mère a été utilisée telle quelle au moment d'être passée en FFF.

La boucle d'injection utilisée était celle de 2,95 µL (ce qui correspond à une masse
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théorique d'anticorps de 14,75 µg). La solution à d'abord été passée avec comme

liquide porteur l'eau distillée.

Le débit de la pompe a d'abord été fixé à 0,2 mL/min, le débit de sortie axiale

a été fixé à 0,072  mL/min, le débit de sortie radiale a été fixé à 0,132 mL/min, en

l'absence de focalisation. L'échantillon a été injecté à plusieurs reprises afin de tester

la répétabilité du système.

L'étude de répétabilité a donné les résultats suivants :

Figure 45: Premiers profils d'élution du cétuximab (injections de « conditionnement »)

On observe sur la figure 45 que les pics correspondant au volume mort, qui

correspond aux pics pour lesquels aucun analyte n’est théoriquement retenu par la

colonne de séparation), se retrouvent au même temps d’élution. Les pics du volume

mort sont confondus ce qui conforte un premier aspect de répétabilité lié au temps

d’élution  du volume mort.  On observe un second pic  d’élution,  qui  correspond à

l’anticorps monoclonal, dans les 3 injections. Toutefois, le cétuximab n’est pas élué

au même temps lors de 3 injections et les signaux corrigés correspondant ne sont

pas  répétables  dans  ces  premières  injections  (figure  45).  Cette  non-répétabilité
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s’avère transitoire comme le montreront les figures suivantes. On peut considérer

qu’une étape de conditionnement de la fibre par une première succession d'injections

est à prendre en compte pour les procédures d'injection ultérieures.  

A la suite du conditionnement de la fibre neuve, la répétabilité des injections

est étudiée dans la figure 46 dans les mêmes conditions expérimentales. 

Figure 46: Essais de répétabilité après les injections de conditionnement

On note qu’entre les résultats des figure 45 et 46, une répétabilité est obtenue

rapidement et durablement, ce qui est montré par la superposition des 3 profils. La

fibre  creuse  permet  donc  d’éluer  de  façon  reproductible  le  cétuximab  dans  les

conditions étudiées. On retrouve les pics du volume mort et les pics correspondants

à l’anticorps au même temps d’élutions respectifs. En effet,  les profils d’injections

tendent à se confondre à un faible débit d’entrée (0,2 mL/min). 

Dans un second temps, des essais ont été effectués en modifiant le débit de

la pompe, sans modifier les ratios de débits de sortie obtenus : Ainsi, le débit de la

pompe a été fixé à 0,4 mL/min (le débit de sortie axiale ayant été alors mesuré à
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0,124  mL/min  (moyenne  sur  3  injections)  et  le  débit  de  sortie  radiale  ayant  été

mesuré  à  0,272  mL/min  (moyenne  sur  3  injections)),  puis  après  3  injections  en

l'absence de focalisation, a été réglé à 0,5 mL/min (le débit de sortie axiale ayant été

mesuré à 0,179 mL/min (moyenne sur 3 injections) et le débit de sortie radiale ayant

été mesuré à 0,347 mL/min (moyenne sur 3 injections).

Débit d'entrée Débit axial Débit radial Ratio débit

radial/débit axial

0,2 mL/min 0,072 mL/min 0,132 mL/min 1,833

0,4 mL/min 0,124 mL/min 0,272 mL/min 2,194

0,5 mL/min 0,179 mL/min 0,347 mL/min 1,939

Tableau 4 : Mesures des débits et ratios de débits

Figure 47: Répétition d'injections de cétuximab en FFF après modification du débit d'entrée
de la pompe

Les mesures de temps ont  été transformées en niveaux de rétention (voir

formule (25)  et figure 48).
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Figure 48: Profils d'élution corrigés par le niveau de rétention pour chaque débit d'entrée

Dans un troisième temps, l'effet de la phase mobile a été étudié. Le débit de la

pompe  a  été  fixé  à  0,2  mL/min.  Toujours  sans  focalisation,  3  injections  ont  été

effectuées sous PBS, et 3 injections ont été effectuées sous PBS avec chlorure de

sodium ajouté.

Figure 49: Elution du cétuximab dans du PBS (A) et dans du PBS additionné de chlorure de
sodium pour atteindre une concentration en chlorure de sodium ajouté de 4g/L (B)
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Figure 50: Profils d'élution du cétuximab dans les 3 liquides porteurs étudiés, corrigés par le
niveau de rétention

On observe que dans tous les cas, le niveau de rétention est supérieur à 3,3

(ce  qui  correspond à un λ  <  0,05)  ((156)),  ce  qui  démontre  que le  système est

efficace pour la séparation.  

On  observe  également  que  l'osmolarité  du  liquide  porteur  à  tendance  à

allonger les temps de rétention des pics. Toutefois, étant donné ce qui a été observé

dans la littérature sur l'impact de l'osmolarité sur les interactions particule-membrane

et  particule-particule,  cet  effet  est  probablement  dû  à  un  effet  combiné  de

l'association  entre  macromolécules  de  cétuximab  et  à  l'interaction  de

macromolécules de cétuximab avec la membrane.

Pour  finir,  la  durée  de  la  focalisation  a  été  étudiée,  sous  eau  distillée

uniquement. La position de focalisation a été estimée à 50 % de la longueur de la

fibre creuse. 7 valeurs de temps ont été sélectionnées : 4 secondes, 8 secondes, 24

secondes,  32  secondes,  40  secondes,  64  secondes  et  88  secondes.  Le  débit
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d'entrée de la pompe a été fixé à 0,2 mL/min et les valeurs des débits de sortie axiale

et radiale correspondent aux valeurs du tableau 4.

Figure 51: Effet de différents temps de focalisation sur l'élution du cétuximab

On  observe  qu'une  modification  du  temps  de  focalisation  a  un  impact

significatif sur la résolution et l'élargissement des pics, ainsi que sur l'aire sous la

courbe du pic de volume mort. 
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3.3. Essais sur billes de latex

3.3.1. Matériel et méthodes

3.3.1.1. Matériel de chromatographie liquide haute 

performance, connectique, procédures d'utilisation

Le matériel  décrit  est  similaire  à celui  décrit  dans d'autres  publications du

laboratoire. 

Du  PBS Duelbecco  a  été  utilisé.  Ce  liquide  a  subi  une  sonication  de  15

minutes avant la purge de la pompe et a été remplacé chaque semaine.

Le système d'HPLC utilisé pour faire circuler le liquide à l'intérieur du système

et pour la détection est constitué d'une pompe ThermoScientific Spectra Systems P-

1500 et d'un détecteur UV ThermoScientific Spectra Systems UV150. La longueur

d'onde a été fixée à 280 nm.

L'injection  est  effectuée  par  le  biais  d'une  valve  à  six  ports  Valco-VICI,

contrôlée manuellement par un actuateur à 2 positions, où la position d'injection (A)

permet  d'injecter  un  volume  d'échantillon  correspondant  à  celui  de  la  boucle

d'injection, et la position d'élution (B) permet son élution vers l'intérieur de la fibre

creuse. Une boucle d'injection de 23,07 µL a été utilisée.

Une  valve  SS-SS1 VH (Nupro,  Willoughby,  OH,  USA)  dont  le  zéro  a  été

ajustée à la butée à été utilisée pour contrôler le flux radial.

2 valves électroniques Rhéodyne MXII Series (notées VA et VB, voir figure 39)

pilotées par un script  LabView, par l'intermédiaire d'un boîtier de commande National

Instruments  NI-USB-6008  ont  été  utilisées  afin  de  permuter  le  système  entre  la

position de focalisation et la position d'élution.

Les  tubulures  de  connexion  ont  été  choisies  de  manière  à  réduire  au

maximum les volumes morts et   les modifications de pression lors des permutations

de valves.
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Une procédure similaire à celle déjà décrite par Moon et Reschiglian ((152)) a

été mise en place pour l'injection de l'échantillon.

Une injection se déroule en 2 étapes :

- La phase d'injection, avec l'injection de l'échantillon dans le système, 

déjà en position de focalisation

- La phase d'élution, avec le passage des valves VA et VB en position d'élution

et la libération de l'échantillon vers la lumière de la fibre.

3.3.1.2. Chambre de séparation

Les  chambres  de  séparation  décrites  ont  été  assemblées  au  sein  du

laboratoire  de  Chimie  Analytique.  Le  montage  commence  avec  le  choix  du

composant principal, à savoir la fibre creuse, qui est composée ici de polysulfone,

avec un seuil  de  coupure  (cut-off)  de  30 000 Daltons,  (UFB-30,  Romicon,  Koch

International,  Lyon,  France).  Les  fibres  ont  été  isolées  à  partir  d'une  cartouche

d'ulrafiltration Romicon UFB-30-5A, GE Healthcare (Europe GmbH Branch France/

24 Avenue de l'Europe CS 20529/F-78457 Velizy-Villacoublay CEDEX/ France).

La chambre de séparation  utilisée a été concue avec une fibre de 0,5 cm de

diamètre à sec (UFP-30-C-4MA) et  d'une longueur effective de 23,5 cm (volume

interne à sec = 48,1 µL). La fibre est enchâssée dans un morceau de tubulure de

Tefzel  de  24,5  cm  de  longueur  (Diamètre  externe :1/8  de  pouce,  Diamètre

interne :1,55 mm), et est maintenue en place avec 2 morceaux de tubulure Tefzel de

0,5 cm de long chacune (Diamètre externe : 1/16 de pouce, Diamètre interne : 0,75

mm) aux 2 extrémités. 2 capillaires PEEK de 10 cm de longueur chacun (360 µm de

diamètre externe, 100 µm de diamètre interne) ont été insérés à chaque extrémité de

la fibre sur une longueur de 0,5 cm, puis sertis par un assemblement de ferrules

(Upchurch).
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3.3.1.3. Echantillons

Les échantillons utilisés étaient des billes de contrôle (constituées de latex de

polystyrène) utilisées dans l'établissement du contrôle de l'exactitude des mesures

de taille d'un appareil  appelé Coulter (modèle N4 Plus) utilisant  le principe de la

dispersion de lumière pour établir des mesures de taille. Des billes de latex de 50 nm

de diamètre et de 100 nm de diamètre ont été passées en FFF sur notre chaîne. Les

suspensions  se  présentent  sous  la  forme d'un  liquide  trouble.  Un  surfactant  est

présent  dans  la  suspension  afin  d'éviter  la  floculation/sédimentation  des

suspensions.

Un échantillon de suspension de billes de 50 nm a été utilisé tel  quel,  un

échantillon de suspension de billes de 100 nm de diamètre l'a été également.

Un mélange des 2 suspensions à volume égal a été également passé.

3.3.2. Résultats et discussion

Le débit de la pompe a d'abord été fixé à 0,2 mL/min, le débit de sortie axiale

a été mesuré à 0,151 mL/min, le débit de sortie radiale a été mesuré à 0,053 mL/min,

avec 10 min de focalisation. La localisation du point de focalisation a été estimée a la

moitié de la longueur de la fibre.

Les résultats suivants, matérialisés par la figure 52, ont été obtenus.
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Figure 52: Temps de rétention obtenus après un passage en FFF de billes de 50 nm de
diamètre, de billes de 100 nm de diamètre et d'un mélange des deux

On peut noter que les temps de rétention obtenus pour le mélange des billes

de 50 nm et de 100 nm de diamètre correspond aux temps de rétention obtenus pour

les passages séparés des suspensions des billes de 50 et de 100 nm de diamètre.

Dans un second temps, des essais ont été effectués sur le mélange de billes

de 50 et de 100 nm de diamètre, dans les mêmes conditions, avec un temps de

focalisation identique, en modifiant le débit de la pompe, sans modifier le débit de

sortie radiale (ou,  tout du moins,  en le conservant  au maximum au voisinage de

0,053 mL/min). Ainsi, le débit de la pompe a été fixé à 0,1 mL/min et la valve de

sortie radiale à été rajustée. Le débit de sortie axiale à été alors mesuré à 0,042

mL/min, et le débit de sortie radiale à été mesuré à 0,06 mL/min. La courbe obtenue

a été superposée avec celle obtenue à la figure 52.
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Figure 53: Comparaison des profils obtenus après un passage en FFF du mélange de billes
de 50 nm de diamètre et de billes de 100 nm de diamètre, à des débits de pompe de 0,1
mL/min (courbe bleue) et de 0,2 mL/min (courbe verte), avec des débits de sortie radiale

voisins

Une  comparaison  entre  les  2  essais  montre  qu'avec  un  débit  radial

comparable, un débit axial fort donne une résolution médiocre entre les pics, mais

entraîne  la formation de pics plus fins sur le fractogramme, pour un résultat obtenu

avec un temps de manipulation plus court. A contrario, un débit axial faible donnera

une très bonne résolution entre les pics, mais entraînera la formation de pics plus

larges,  pour  un  temps  de  manipulation  considérablement  allongé.  En  outre,  on

observe qu'après calcul des rapports des temps de rétention pour les 2 essais (100

nm/50 nm), ceux-ci sont quasi-identiques.

Les hauteurs des pics sont difficilement interprétables, les signaux obtenus en

spectrométrie  UV  dépendent  à  la  fois  de  l'absorbance  à  la  longueur  d'onde

concernée  mais  aussi  de  la  turbidimétrie,  qui  dépend  de  la  valeur  du  rayon

hydrodynamique mais aussi de la forme des particules. Les coffrets de billes de latex

ne comprennent aucune valeur de concentration, et on part d'un à priori selon lequel

les particules sont sphériques.
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Conclusion

Au final, difficile de conclure quelque chose. Il est admis depuis les années 60

que  les  techniques  de  fractionnement  par  couplage  flux-force  en  flux

hydrodynamique  permettent  la  séparation  de  macromolécules,  de  particules,  de

corps, de dimensions allant du nanomètre au micromètre. Ce qui est toutefois sûr est

que la FFF est un ensemble de techniques dont le principe est en apparence simple,

mais  dont  la  multitude de phénomènes physico-chimiques  mis  en  jeu  complique

sérieusement la donne. La théorie et les formules élaborées par Giddings et d'autres

chimistes de renom expliquent énormément de choses, mais eux-mêmes admettent

les  limites  de  ces  théories  en  impliquant  l'utilisation  d'approximations  (particules

sphériques, profil parabolique du flux (ce qui en pratique n'est d'ailleurs pas toujours

vrai)  ((13)))  sur  ces  phénomènes.  La  compréhension  de  ces  phénomènes

nécessitera l'intégration d'une connaissance extensive de la mécanique des fluides,

du comportement des particules en suspension, de la façon dont elles interagissent

entre  elles,  avec  leur  milieu,  avec  les  surfaces.  Les  techniques  de  modélisation

informatique associées à la compréhension de ces phénomènes ne s'appliquent que

dans des cas relativement simples. La diversité des mécanismes mis en jeu induit de

fait  une  forte  versatilité  de  cet  ensemble  de  techniques,  et  un  énorme  potentiel

d'informations a récolter,  ainsi  qu'un grand nombre de questions :  quel  est le but

exact de la méthode, quels seront les résultats à obtenir, quels sont les paramètres

(potentiellement) gênants (la quantité est incommensurable au vu des mécanismes

mis en jeu), dans quelle mesure seront-ils gênants, quel moyens de détection utiliser

pour la récupération des données, comment les interpréter… Les réponses à ces

questions sont loin d'être une évidence à l'heure actuelle.

A partir de là, on peut commencer à répondre à certaines questions abordées

dans l'introduction. La FFF hydrodynamique a été présentée comme une alternative

simple  et  peu coûteuse à  d'autres  méthodes de référence à la  chromatographie

d'exclusion stérique et à l'ultracentrifugation analytique.

Au risque de me répéter, la quantité de phénomènes physico-chimiques mis

en jeu lors d'un run font voler l'argument de la simplicité en éclats. Il n'existe pas de

méthode simple : uniquement des compromis, par exemple entre l'utilisation d'une

MONGY Marc Marcel Stéphane | Thèse d'exercice (Mémoire de DES-IPR) | Université de Limoges | Mai 2016 157

http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/2.0/fr/


certaine phase mobile, de l'application d'un certain débit de pompe, de l'application

d'une  certaine  force  de  champ  (directement  liée  au  débit  de  sortie  latérale)  de

l'utilisation  d'un  certain  type  de  membrane  aux  caractéristiques  plus  ou  moins

définies (matière, mode de fabrication, traitement physico-chimique préalable...)et de

leur  impact  sur  la  modification  de  conformation  ou  d'agrégation,  définitive  ou

transitoire (un facteur encore très variable selon les conditions) ((6)) des particules

ou  macromolécules  analysées,  et  par  conséquent,  de  leur  forme,  de  leur

hydrophobie,  des  interactions  attractives  ou  répulsives  entre  elles,  avec  d'autres

analytes  (avec  toutes  les  modifications  que  cela  est  susceptible  d'infliger  au

coefficient de diffusion ou au temps de rétention), avec les parois de la chambre de

séparation…  sans  parler  de  l'influence  d'autres  paramètres  souvent  négligés

(température…). La membrane est également sujette à des altérations sur la durée

(formation d'une couche de résidus obstruant les pores,  dilatation ou contraction,

gonflement de la structure, usure…), ce qui pose des questions sur la répétabilité, la

reproductibilité  des essais,  et  surtout  sur  la  réelle  nature  du cahier  des charges

auquel devraient souscrire les membranes utilisées. Sans parler des systèmes de

détection : type de détecteur (le détecteur UV étant l'exemple le plus couramment

utilisé, la valeur qu'il produit dépend de l'absorbance liée à la loi de Beer-Lambert,

mais qui dans le cadre des particules et des macromolécules, dépend également de

la turbidimétrie, liée intimement à la forme et à la taille des particules) et surtout du

volume mort de la cellule de détection. Le prétraitement des échantillons les plus

complexes sera également un problème à prendre en compte.

On en arrive au deuxième argument, le coût, annoncé comme bas. Mis à part

le coût de l'appareillage standard d'HPLC, les chambres de séparation ne coûtent

apparemment pas grand-chose, étant donné que le plus souvent, les équipes ont

construit leur propre matériel (ce qui a posé au départ quelque problèmes de fuites

liées à la fiabilité des assemblages). Les membranes en elles-même ne coûtaient

pas grand-chose,  étant récupérées sur des appareils d'ultrafiltration. Le problème

est  que  ces  membranes  n'ont  jamais  été  étudiées  pour  la  FFF,  et  que  par

conséquent, un cahier des charges sera à définir pour chaque membrane en fonction

de son application voulue (type de membrane, de traitement, durabilité, résistance,

rigidité). Une telle dynamique a été observée pour les colonnes de chromatographie

(les  premiers  modèles  étaient  construits  en  interne,  alors  qu'aujourd'hui,  certains
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modèles construits industriellement atteignent le millier d'euros). Le coût risque donc

d'être en réalité plus complexe à estimer.

Quant au fait de servir d'alternative à la chromatographie d'exclusion stérique,

il  est  peu  probable.  La  chromatographie  d'exclusion  stérique  est  suffisamment

rentrée dans les mœurs et les protocoles d'utilisation fiables sont légion. Le problème

des  interactions  particule-particule  et  particule-phase  stationnaire  (ou  particule-

membrane dans le cas de la FFF) est présent dans tous les cas. Quant au problème

de cisaillement, il n'est significatif en chromatographie d'exclusion stérique que pour

les polymères les plus gros (autour de 670000 Da, à ajuster selon la concentration

de  l'échantillon  et  les  conditions  de  départ)  (157)).  L'intérêt  de  la  FFF

hydrodynamique résidera probablement dans l'étude des nanoparticules artificielles

ou naturelles telles que les exosomes (ce qui ouvre des perspectives en matière de

diagnostic)

Au final, l'amélioration des techniques de FFF dépendra d'une prise en charge

pluridisciplinaire regroupant diverses disciplines telles que la thermodynamique, la

science des membranes, l'informatique (pour la modélisation)… La chimie analytique

est relativement secondaire dans le sens où l'intérêt de l'analyste est d'utiliser une

technique robuste et fiable en vu d'obtenir un résultat donné selon une procédure

donnée.  
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Résumé :

Le traitement des pathologies les plus lourdes s'appuie essentiellement aujourd'hui sur les
biothérapeutiques.  Les biothérapeutiques comprennent à la fois l'utilisation de substances
biologiques  telles  que  les  anticorps,  les  facteurs  de  croissance  ou  d'autres  dérivés
protéiques.  Dans  ce  contexte,  la  purification  de  macromolécules  est  devenue  un  enjeu
économique majeur. Cet enjeu économique repose en particulier sur l'emploi de techniques
séparatives, telles que l'ultracentrifugation analytique, ou les techniques chromatographiques
comme la  chromatographie  d'exclusion  stérique.  Depuis  quelques  années,  une  nouvelle
famille de méthodes de séparation émerge, regroupées sous le terme de fractionnement par
couplage flux-force. L'objectif  de ce travail est d'évaluer la mise en place et les difficultés
inhérentes  à  ce  type  de  techniques  en  pratique  courante.  Dans  ce  contexte,  il  faut
reconnaître qu'un grand nombre de facteurs de perturbation sont actuellement encore non
maîtrisés  et  que  l'amélioration  de ces  différents  points  nécessitera  une  prise  en  charge
pluridisciplinaire.

Mots  clés  :  [Fractionnement  par  couplage  flux-force,  Technique  analytique,  Technique
séparative, Colloïdes, Ultrafiltration, Membranes]

[Flow Field-Flow Fractionation – A study on the application of the hollow-fiber

flow field-flow fractionation technique]

Abstract :

Tackling  with  the heaviest  diseases  essentially  relies  on  biotherapeutics.  Biotherapeutics
include  the use of  biological  substances like  antibodies,  growth factors,  or  other  protein
derivatives.  In  this  context,  purification  of  macromolecules  became  one  of  the  biggest
economic stakes, which mainly rely on the use of separative techniques, such as analytical
ultracentrifugation, or size-exclusion chromatography. In the recent years, a promising new
family of  separative methods regrouped under the term of “field-flow fractionation”, springs
up.  The main  purpose of  this  work  is  the  evaluation  of  the  setting  up and the inherent
difficulties potentially met by a regular user. In this context, a lot of troublesome points are
not controlled and coping with those problems will need a multidisciplinary management. 

Keywords : [Field-Flow Fractionation, Analytical  technique, Separative technique, Colloids,
Ultrafiltration, Membranes]
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