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PROCEDE ET DISPOSITIF DE TRANSFERT DE MASSE D'AU
MOINS UN CONSTITUANT , D' UNE PHASE LIQUIDE A UNE AUTRE
PHASE LIQUIDE, AVEC SEPARATION DE CES DEUX PHASES DANS
CE MEME'DISPOSITIF ' 7 )
La présente invention se—rapporte d un procédé relatif
3 des opérations de transfert de masse et elle vise plus spé-.
cialement un’ procédé et un dispositif permettant d'effectuer
le transfert d'au moins un " constituant ,:d'une phase 1li-
quide & une autre phase liquide, ces deux phases &tant prati-
quement non miscibles. ' 7 7
Les phénoménes de transfert de massé se rencontrent
partout dans la nature et ils ont une cgrande 1mportance dans
toutes les branches de la science nure et de la 501ence appli-
quée. L'expression "transfert de masse" se rapporte au déplace-
ment de molécules ou.d'éléments fluides, provoqué- par un
certain potentiel ou une "force d'entrainement". Le transfert
de masse comprend la diffusion moléculaire, 1le transport par:
convection et le mélange pur et simple. Il est en jeu chaque
fois que se produit une réaction chimique, que ce soit dans
un réacteur industriel, dans une installation biologique ou
dans un laboratoire de'recherche. Les substances gue l'on veut
faire réagir doivent &tre réunies si'l‘on veut que la réaction
ait lieu. Dans de nombreux cas, la réaction se ralentit ou' 7
méme s'arréte si 1'on ne retire pas le ou lesiproduits'fournis
par la réaction. La vitesse de transfert de masse peut'déter—
miner complé&tement la conversion chlmlque lorsque les produits
en réaction doivent passer d'une’ phase d l'autre pour que cette
réaction puisse se produire. Dans le cas d'une reactlon réver-
sible, on améliore la conversion si l'on retire de fagdn con-
tinue le produit désiré, par transfert de masse vers une secon-
de phase dans laquelle aucune réaction n'a lieu. En outre, les
vitesses relatives de traﬁsfert.dé‘masse des divers corps en
réaction et des produits obtenus peuvent jouer un grand rdle
sur la sélectivité lorsque plusieurs réactions simultanées
sont en jeu. ] o
En principe, des opérations dertransfert'delnasse et
de séparation peuvent étre censées se produire entre uné phase
immobilisée fixe et une phase liquide mobile (comme:par'exemple
dans les operatlons d'échange d'ions) ou entre deux phases
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liquides (comme par exemple dans les opérations d'extraction
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liquide-liquide). Il est;bien\connu que la séparation de
telles phases représente 1l'une des opérations les plus impor-
tantes et les pldé critiques dahs de nombreux procédés de
laboratoire et industriels. 7 -

Les opérations entre phasesrliquides qui~font inter-
venir,lerﬁransfert de masse s'effectuent en général dans des
récipients dans lesquels, apr&s un mélange ou un contact in-
times entre une phaSe et 1l'autre, on laisse ces deux phases
se séparer et on les retire. Comme récipient de laboratoire
connu pour une telle destination, on peut citer des sééara—
teurs en forme d'entonnoir. L'un des inconvéniénts7de tels
séparateurs réside dans le fait que la séparation des deux
phases nécessite des opérations manuelles importantes. A
1'échelle industrielle, oniéohnait'deuxrtypes Principaux
d'équipement : 1) 1les mélangeurs-décanteurs et 2) les colon-
nes. Ces deux types d'équipement visent 4 assurer une grande
surface de contact entre phases, étant donné que la vitesse -
de transfert du constituant distribué est directement propor-
tionnelle & cette surface. Le choix du type d'égquipement con-
venable dépend du procédé appliqué pour mettre en contact les
phases,liquideé. En mélangeant les deux phases par subdivision
et:dispersion de 1l'une des phases, on constitue de nouvelles
Surfaqés avec transfert rapide-dursoluté;déns,la grande surfa-
ce de contact. La facilité avecrlaquelle,s'efféctte’le'mélange
dépend-de la tension d'interface entre les deux,phases, des

masses spécifiques relatives de ces deux phases et de la vis-

- cosité de chacune des phases. La séparation des deux phases
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aprés leur mise en pcontact peut s'effectuer par gravité ou ".
sous l'effet de la force centrifuge. La facilité avec laquelle
s'effectue la séparation des deux phases est fonction avant tout
de la différence entre les masses spécifiques de ces phases et
leursviscosités et les opérations de séparation risquent d'étre
rendues beaucoup plus difficiles par la présence d'impuretés,
car celles-ci sont susceptibles de stabiliéer les émulsions.
C'est en particulier le cas avec les mélangeurs—-décanteurs.

Un autre procédé permettant d'obtenir une‘grande'surfa—

ce de contact consiste a4 faire couler 1'une des rhases devant '
1'autre, sans essayer de mélanger les deux phases. Le matériel
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servant 3 mettre les deux phases en—contact'joue'également le
role de separateur car le mélange des deux phases est. ev1ter.
Ce procédé repose sur 1' augmentation de longueur,du,trajet
d'écoulement en vue de,l'obteﬁtion'd‘une'grande,SurfaCe'de.
contact et il consomme normalementfmoins'd'énergiegque le . -

=

procédé selon lequelrles deux phaseSVSe mélangent l'une & N

1'autre, comme c'est le cas avec le type d'é&quipement précé-

dent. On peut obtenir une plus'grénde surface.de:COntact1entre
phases en faisant circuler lesldeux—phases liquides-éfcontfefw-
courant ou dans le méme sens dans desitubesrou_conduits hori-
zontaux (la phase de moindre deﬂsité ciréulant a la partie
supérieure du tube) ou dans des fubes ou conduitsrverticaux
(la phase la plus dense descendant le long de la- par01 du

tube tandis que la phase la moins dense monte dans 1la partle
centrale du tube). Avec le matériel horlzontal aussi blen
qu'avec le matériel vertlcal, on obtlent une plus grande sur-
face de contact en donnant a l'lnstalletlon une longueurressez
grande. Il en es£ ainsi par exemple avec les insﬁellationsrdu ”
type 3 colonnes. Mais ces deux types d'installations d'exf

traction liquide-liquide présentent divers inconvénients.

C'est ainsi par exeemple que dans le cas de mélangeurs déqeh-

teurs, au cours de l'opération d'agitation, par laquelle'l'un
des liquides se disperse dans 1'autre, 1'agitation ihtense ou
1'écoulement turbulent rendent en général dlfflClle 1! opera— .
tion ultérieure de séparatlon dans le decanteur des phases '
liquides, en raison des faibles dlmen51ons et de la grande

stabilité des gouttelettes de la phase dlspersee. Il en resulte '

que la séparation s'effectue trés- lentement et nécessite desrr

récipients de grandes dimensions. Dans le cas de. colonnes, la,

‘capacité de 1'installation se trouve limitde par le fait que

les vitesses d'écoulemenf des deux phases‘doivent &tre assez
faibles pour empé&cher ces phases de se'mélahget»l'une'éel'autre;
étant donné que le contact et la séparetion des phases se
produisent,dans le méme élément. La conclusion que l?on peut
tirer sur le principe des'opéretions de transfertrde ‘masse

est qu'il est important que les phases se mélangent 1nt1mement
afin que 1l'on puisse obtenir un transfert efflcace d'un ou"

=~

plusieurs constituants, d'une phase i une autre.
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A la connalssance du demandeur, le procede de transfert'
de masse selon 1'1nventlon n'est pas antériorisé. -

Un dlsp051t1f a serlngue en “forme d ampoule comportant
une plece cyllndrlque et muni d'un plston creux qui peut se
deplacer dans cette piéce cyl;ndrlque et qui, en coulissant,
vient s'appliquer contre la paroi ihtériauré_de'lfampoule,
est décrit dans le brevet des Etats—Unis—d'Amérique!2.524.362.
Lorsque l'on pousse ce'pistoardans la piéce cylindrique, le

liquide s'é@coule par le passage longitudinal creux pratiqué

-

dans le piston et il ressort par une aiguille 51tuee a l'ex-
trémité de cette ampoule. )

‘ Le brevet des Etats-Unls d'Amérique 3. 512. 948, qui
repose sur le méme- pr1nc1pe, decrlt un- dlSpOSltlf flltrant a
tube & essal comportant, au lleu du piston décrit c1—dessus,

un plongeur creux muni d'un fond,poreux gui- joue le rdle de

'flltre; Des appllcatlons prec1ses reposant sur. le principe de

T

ce dlsp051tlf ont é&té décrites ultérieurement 3 propos de la
séparation de fractions dgréané dans un grand nombre de brevets
des Etats-Unis d'Amérique etlde demandes de brevets allemands.
Comme publlcatlons caracterlsthues, on peut citer les brevets
allemands 2.415. 618 et 2.454.918 ou 1es brevets correspondants
déposés aux Etats-Unis d,Amerlque (brevet 4.021.352) et en
Grande - Bretagne (brevet 1.508.844). Conformément 3 ces
brevets, les quantités de sang7cqagu1é, qui sont séparées

par préciﬁitationaou Par centrifﬁgation danérla fraction de'

- forte densité des globules rouges et dans le plasma sanguln

de falble densité, sont introduites dans un rec1p1ent cyllndrl- .

-

que. On pousse un piston creux, muni & sa partle inférieure
d'un disque, par exemple en verre fritté, en le faisant des-
cendre dans ce récipient cyiindrique, jusqu'a ce qu il arrive

T
d l'interface entre les deux fractions sans toutef01s attein-

. dre cet 1nterface¢rAf1n de pouvoir recueillir la fraction de

sang de plus faible densité (le plasma) qui s'écoule par

* - - -
l'ouverture supérieure du piston, on prévoit un ré&cipient
35

récepteurrau—dessus.durrécipientrcylindrique, I1 conﬁientjde 
prendre des précautidns particuliéréS110quue 1'onrfait_fonc-,'
tionner ce dispositif, afin d'éviter qﬁerles deux phase§>he,

se mélangent au cours de la descenfe du piston et, par suite,

que'l’on n'obtiennélqu'gneAélimination partielle du plasma.
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La présente invention vise : .

. - un procédé permettant d'effectuer le transfert de
masse et la séparation,physiquerde deux phases liquides dans
le méme récipient, éventuellement de fagon'quantitative;

- un dispositif simple permettant d'effectueur le-
transfert de masse et la séparation physique de deux phases
liquides, ce dispositif possédant une trés éfandé Souplesse
d'application aussi bien pour des opérations de laboratoire
que pour des opérations industrielles, soit & petiterécheile,
en mettant en jeu simplement quelques~millimétres cube$, soit
3 grande échelle, en mettant en jeu des centaines ou méme des
milliers de litres. : ‘ .

De fagon plus précise, l'invention a pour objet un
dispositif permettant d'effectuer le transfert de masse d'un
ou de plusieurs constituants, d'une phase liquide 3 une autre
phase liquide, avec séparation physique de ces deux phases,
les deux opérations s'effectuant dans les mémes éléments, ce
dispositif étant caractérisé par le fait'qufil comporte un .
réservoir-mélangeur (A) dans lequel est maintenu fermement
un mélangeur-séparateur (B) percé d'au moins un canal [(®)
suivant son axe vertical, ce mélangeur-séparateur (B) ayént,
3 son extré&mité supérieure, la forme d'un récipient collec-
teur (E) dans lequel s'accumule et se transpose matériellement
la phase liquide supérieure provenant durréservoirFmélangeur
(A) et aspirée par le canal (C) lorsque l'on pousse ce mélan-
geur-séparateur (B) dans le réServoit—mélangeur (A)> .

' On peut donner au réservoir-mélangeur (A) toute,forme
géométrique convenable. La forme du mélangeur-séparateur (B)
dépend de celle du réservoir-mélangeur  (A).

Le dispositif selon l'invention présente une grande
souplesse d'utilisation dans de nombreux procédés qui compor-
tent des opérations de transfertde masse. On décrira plﬁé
spécialement son application au procédé d'extraction par
solvant et au procédé d'essai immunologique, en insistant sur
ce dernier; mais il est bien entendu que la description qui
va suivre n'est nullement limitative et que le dispositif '

" selon l'invention n'est pas destiné uniquement a des essais

immunologiques. La demande de brevet des Etats-Unis d'Amérique
SN 124.691 au nom du demandeur décrit 1l'application d'un
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~ procédé d'extraction liquide-liquide pour des essais précis

de liaison. On constate, dans la demande de brevet que 1l'on

vient de citer, que, moyennant l'utilisation d'un solvant
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convenable et dans des conditions bien déterminées, on peut.
obtenir un procédé permettant derséparér les ligands combinés
et le ligahd libre dans des essais immunologiques} sans nuire’
fécheusementrhi'au pouvoir de liaison de la protéine de liai-
son, ni & l'équilibre protéine-de’liaison-liganﬂ. CommeAsi-
gnalé dans la demande de brevet gque l'on vient de citer, le
procédé convient en particulier 3 des essais de radio-immunolo-
gie, dans les cas ol il ne convient de procéder 3 une sépara-
tion physique, le comptage de l‘isotope émettant des rayons-
gamma s'effectuant dans la phase correspondante, combinée ou
libre. Toutefois, dans les essais 1mmunologlques non homogenes,
il convient en général de separer un éntlgéne libre marqué
d'avec celui qui est 1li€ & un anticorps donné. Un procédé idé-
al devrait non seulement assurer une séparation nette de ces
constituants, mais &galement ne ?as étre influencé par des
fluides biologiques ou autres substances non spécifiques du
mélange reactlonnel Dans la technique antérieéure, on connait
les catégories suivantes de procédés de séparation de fractions

rcomblnees et de fractions libres : =

1) Procédés electrophorethues et chromato—électropho—

rétiques; ' ’ '
7 2) Filtration de gel; ,

3) Précipitation non spec1f1que de complexes d'hormones
et de protelnes,

4) Immuno—pre01p1tatlon de complexes solubles d'hormones.
et de protéines;

5) Absorption d'hormones en phase solide; et

6) Absorption d'antlcorps en phase solide:

Les procédés indiqués ci-dessus présentent tous de
trés graves inconvénients. C'est ainsi par exemple que lé

chromato-&lectrophor@se exige beaucoup de place et demande

‘beaucoup de temps. Si lfonrveutwobtenir des séparations bien
nettes et de trés bons résultats, il convient d'effectuer ces

séparations dans des chambres froides oudans de grands réfri-

‘gérateurs, mais 1l'on n'a pas toujours de tels appareils & sa-

disposition. Les compteurs 3 bande, nécessaires dans ce procédé,
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ont tendance & tomber .en panne et la plupart d'entre eux fonc-
tionnent mal avec 1;iode—125.,Etant donhé,que ia majeure\partie
des papiers ont une capacité limitée, en'général moiné aé”
200 mm3, les activités spécifiques &levées de 1' hormone mar—

~quée sont nécessaires en vue d'un comptage prec1s.

Il n'est pas question d env1sager la flltratlon de- gel
étant donné que la préparation de colonnesrlndlvlduelles exi-
ge beaucoup de temps et de place.rbe plus, le rassemblement des
effluents sortant des colonnes nece551te une forte attentlonrl '
de la part de 1l'opérateur..

' Dans la prec1p1tatlon non spec1f1que des complexes
d'hormones et de protéines, des quant1tes~tres,lmportantes
d'antigénes libres peuvent &tre occluses dans le précipité,. et
des changements de condition méme légers risquent de modifier
le degré de séparation.” La durée de}trevail rde'l'opérateur,'
méme dans les formes améliorées de ce procédé,'eemble,étpee ]
plus grande qu'avec certains des autres procédés envisagé;, et'
les résultats qui ont été publiés ne semblent pas representer
une amélioration suffisante pour Justlfler ce procede.

L' 1mmuno—prec1p1tatlon des complexes antlgenes antlcorps
présente de nombreux inconvénients ;. 7

(a) Il faut beaucoup d'hablleté'ef'de soin'pour 1l'as-
piration ou la décantation de la solutlon qui surnage. Le
précipité peut éventuellement &tre emprlsonne dans une mem—r
brane de fibrine au nlveau du menlsque et &tre rejete ‘par
inadvertance. 7 _ o ,

(b) Le sérum humain risque de géner d‘uﬁ,grandenombre
de fagons la réaction des anticorps secOndaires.,Cerfains
anticorps secondaires subissent, avec 1a,globﬁline gamma
humaine, une :éaction'croiséersuffiSahte pour:que'la précipi-
tation du premier anticorps ee trouve atténuéew'Il peut se
produire des variations- 1mportantes du degre a’ 1mmuno-prec:|.p1-
tation entre le sérum et’le plasma heparlnlse.i -

Les procédés reposant sur l'absorptlon en pﬁase’SOlider
de l'antigéne libre (par exemple 1'utilisa£ion;de charbon de
bois, de résine, de silice, de florisil) présentent cet
inconvénient que le complexe antigéne—anticorps liés risque-
&galement d'dtre 1ié sur l'absorbant'solide. UnrproCédé récent

et @légant en ce qui concerne 1l'absorption en phase solide.
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d'anticorps consiste i faire absorber_des anticqrps par desi
tﬁbes eh natiére plastiéue. A cette fin, on prépare un grand.
nombre -de tubes munis d'un revétement. La prégaration et le

stockage d'un grand nombre de tels tubes représentent un gros -

inconvénient, en plus du fait que ces tubes sont sensibles aux

variations de la teneur du serum en protéines. : °
‘Le procédé selon l'lnventlon est d'une mise en oeuvre

trés simple et il donne des résultats trés précis. En outre, -

1'ensemble du disposiﬁif, en raison de’son prix de revient

peu €levé, peut trds bien n'étre utilisé qu'une seule fois.

Le procédé de mise en oeuvre de la présente invention

-

" est trés simple. On considérera d titre d'exemple, une solu-

15

20

25

30

35

tion agueuse renfermant un soluté sqlﬁble dans un solvant
organique non miscible & 1'eau. Onvintroduit-cettersolution
aqueuse dans le réservoirﬁmélangeuri(A),jusqu'a.ce qu'elle
occupe environ un quart du volume de ce résefvoir.VOn ajoute,
dans ce méme réservoir (A), un solvant organique approprié,
non miscible 3 l'eau. La quantité derselvant organique a
ajouter peut varier en fonctioh de la capacité de ce réservoir
mélangeur. La masse spécifique de ce solvant peut,étre'supé¥

~

rieure ou inférieure & celle de la solution. aqueuse. On mélan-

'ge ensuite intimement les deux phases en déplacant dans un

sens et dans 1'autre le separateur—melangeur dans le réservoir-
mélangeur (A). On peut eventuellement .assurer un tel melange

-

également & l'aide d'un melangeur—v;brateurrou,d unragltateur
magnétique ou encore a l;aide de tout autre dispositif mélan—
geur approprié, 1l'opération &tant de faible durée. Aprds cette
opération de mélange; on laisseﬁle syst&me reposer pendant un
temps convenable, et l'on obtient alors les -deux phases non
miSciBles, d savoir la'phase supérieure et la phase inférieure.
On enfonce le méléngeur—séparatetr (B) et la phase supérieure
liquide parvient, parrl'intermédiaire.du,can51 (C),dans'le
récipient collecteur (E). On pousse le mélangeun-séparateur (B)
jusqu'a ce qu'il atteigne 1'interface, ce qui a pour effet de
chasser complétement la phase supérieure qui contient le so-
luté qui &était présent. dans la phase'aqueuse. Cette'phase
supérieure ainsi séparée peut alors étre envoyée dans un
dispositif de mesure appropri&, en vue de la détermination de

la quantité de soluté provenant de la phase inférieure trans-
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férée dans la phase supérieure. On peut procéder i la méme
opération de mesure avec la'phase_inférieure qui est'demeurée
dans le réservoir-mélangeur (A). Si le soluté qui &tait
initialement présent dans la phase aqueuse est un radio=
isotope émettant des rayons gamma, 1'opéra£ion s'effectue
comme ihdiqué ci-dessus, toute 1l'installation étant disposée
dans le réservoir d'un compteﬁr de gamma, de telle'sorte'que
seules les radiations provenant de-la phase qui est demeurée
dans le réservoir-mélangeur (A) sont comptées. Etant donné
que le comptage total des radiations est connu a 1'avance, la
quantité demeurant dans la phase inférieure du'réservdir—
mélangeur (A) fait connaitre le degré'de'répartitidn du soluté
constitué par un radio-isotope émettant des rayons gamma, entre
les deux phases. Un tel procédé d'analyse se révéle particu-
lidrement utile lorsqu'on 1'applique au-développement des ’
essais immunologiques destinés a la détection de trés faibles
concentrations de substances chimiques dans des fluldes
biologiques. D'aprés la nomenclature bien connue de ces sub—-
stances chlmlques, on peut con51derer les groupes: suivants en
vue de leur analyse :
Alcaloides, tels que : morphiné, codéine, dihydroéodéine, -

héroine, oxymorphone, métopon,,phdi—

codine, etc. o
Bartiburates, par ex.: véronal, luminal, séconal, phénobarbi-

tal, barbital, etc. '

' . Stéroides, estrogénes, tels'que : B -estradiol, estrone, es- -

30

35

tridl, 170 -&thyinyl estradiol etc.,
androgénes, progestogénes, hormones
: adrénocorticales, etc.

Cannabinoides et leurs métabolites.

Vitamines, tels que : caroﬁéne, riboflavine, thiémine, niaci-
ne, acide ascorbique, tocophérol, phy4
tyl - i 4 - naphtoquinone, etc.

Acides aminés et polypeptides. .

Sucres y compris les saccharides et les poly-saccharldes.'

Tranquilisants, tels que : méprobamate, vallum, oxazépame,
phénotiazines, etc.
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En plus des hapténes indiqués ci—deésus, on peut
appliquer, dans le procédé selon l'invention, un certain
nombre d'autres composés, comme par'exemple : la cocaine,
la prostaglandine, les antibiotiques'comme la pénicilline,
la chloromycétine, l'actinomycétine et les acides nucléiques
et les nucléotides; les insecticides, les fongicides, les
bactériocides et les nématocides comme le malathion et les
carbamates. D'une fagon générale, les éntigénes,,les hapténes
et leurs anticorps, les hormones,les V{%amines,-les drogues,
les métabolites et leurs récepteurs ainsi que les matériaﬁx
de liaison peuvent &tre déterminés 3 1l'aide du procédé selon
l'inventionu'- -
Parmi les constituants & déterminer, on peut citer les

suivants :

Ty éompensé , VMohtée de Ty
Cortisol 7 Insuline

Digoxine ' © Tri-iodothyronine
Folate ‘Thyroxine (T, total)
h GH - T S H.

Le procédé selon l'invention convient également par-
ticuliérement bieh dans le cas oll 1'agent marqueur est un
corps fluorescent, les mesures &tant alors effectuées & l1l'ai-
de d'un spectrom@tre approprié. Lorsque 1'agent marqueur de
l'essai est un radio-isotope émettant des rayons gamma, comme

par exemple 1'iode-125 et que la phase supérieure est un

solvant organique, la phase aqueuse présente dans le réservoir-

mélangeur (A) aprés séParation'par le .séparateur-mélangeur (B),
renferme le complexe anticorps-antig®ne, et 1l'on peut intro-
duire tout 1'ensemble du disbositif dans le réservoir du
compteur gamma de manié&re que seule la phase inférieure soit
soumise 3 comptage dans l'instrument. La mé&me remarque s'ap-
plique si la phase inférieure est un solvant organique, au-
quel cas, en introduisant tout l'ensemble du dispositif dans
le réservoir du compteur -gamma, on obtient le comptage du
ligant libre transféré sur le solvant organique._

Ce procédé convient & toutes opérations d'essais
immunologiques, comme par exemple les essais de radio-immuno-
légie, les essais de radicaux libres, les essais immhnologi—

ques par fluorescence, les essais immunologiques d'enzymes
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ou les essais immunologiques de métaux>(comme déerits &ans
le brevet des Etats-Unis d'Amérique 4.205.952. )Ii est trés
avantageux en partlculler d'utiliser le dlsp051t1f selon
l'invention avec les divers appareils dlsponlbles sur le '
marché pour ces opérations. : 7 . '7

Une autre application possibie’du dispositif selon -
1'invention réside dans la- separatlon de 1° antlgene libre
d'avec le complexe d'antigéne et ar antlcorps liés dans le.

.cas de protéines, de globules ou 4 eutres composes ‘de poids

moléculaire élevé, si l'on utilise deux polymé&res solubles
dans l'eau mais incompatibles ehtre-eu#, pour'favoriser le
non mélange. Cela donne deux phases aqueuses“entre”1esquelles
peuvent se répartir diverses espdces. Un tel phénoméne a &té
décrit dans des publieations-techniques'(P.A, Albertson et
divers, dans la revue Nature, 184, 1465 1959; G;'Johhson et

-divers, Hur. J. Biochem. 33, 379, 1973). Les couples,de

polyméres non compatibles sont nombreux {(voir par exemple

A Dobry et divers, : Journal Polym. 'Sci; 2,90, 1947)
dispositif et leprocédé selon l'1nventlon peuvent etre uti-
lisés pour séparer les deux phases aqueuses non melangees,

de la manlere_decrlte ci-dessus. Ce procédé et ce dispositif
conviennent trds bien &galement en spectrométrie d'absorption
atomique, pour l'analyse de trace de métaux. On a sogient
besoin de faire appel & une opération d'extraction, dans
laﬁuellé le solvant organique contient unvagent de chélation
destiné a extraire les ions métal du milieu aqueux. L'utili-
sation du dispositif selon 1l'invention fournit un moyen trés
simple et trés efficace d'extraction et, aprés séparation de
la phase organique dans-le récipient collecteur (E) de ce
dispositif, on peut utiliser cette phase organique directement
en vue des mesures d'absorption atomique. Le dispositif selon
1'invention pourrait facilement faire partie d'installations
automatiques d'injection d'échantillons dans des spectromdtres
d'absorption atomique. ) - )

Le dispositif et 1le procede selon 1! 1nventlon sont
simples du point de vue technique, rapldes et peu coﬁteux et
on doit considérer ce procédé comme parfait pour,lfextraction -
liquide-liquide d'une fagon générale ef, plus spéeialement,
pour les essais immunologiques. En vue de mettre en évidence
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le besoin ressenti depuis lcngtemps par les SPécialistes,
d'un tel dlSpOSltlf et d'un- tel procede décrits ci-dessus, on '
peut avantageusement citer un manuel bien connu 1nt1tule .
"Principles of competltlve proteln—blndlng assays" de
W.D. Odell et W.H. Daughaday; J. P Llpplncott Cie, Phlladel-.'
phla et Toronto Editeurs, 1971, Chapltre XI, page 303, ouvra-
ge dans lequel on peut lire : '
"le fait que 1l'on ait propose un si grand nombre de

procédés de séparation est la preuve d'une certaine insuf-i

fisance des procédés connus”

- Or, il semgle que le'précédé §e16n 1l'invention se
rapptoéhe le plus possible des c0ndi£ions.dp pfocédé?idéal,
en tout cas beaucoup mieux que n'importe quel des procédés
connus. , - N 7 7

D'autres caractéristiques et avantages de lfihvention_
ressortiront de la description qui va suivre, faite en regard
des dessins annexés: et donnant, 3 titre explicatif mais nul-
lement limitatif, diverses formes de réalisation du disposi-
tif selon 1'invention. . : ' : .

Sur ces dessins, la figﬁre 1 représenté; de facgon

‘schématique, une forme de réalisation du dispositif selon

- 1'invention;

25

30

35

‘du dispositif selon 1'invention; et

La figure 2 represente une variante du dispositif de
la figure 1; .

La figure 3 représente une autre forme de réalisation
du:dispositif*éelon,1'invention; ) ’

La figure 4 représente encore‘une'autre'fbrme de
réalisation du dispositif selon l'invention; ) -

La figufe 5 représente une nouvelle forme de réalisation .

La figure 6 est constituée par des courbes dont la |
51gn1flcat10n sera précisée plus loin. o

Le d1$p0$1t1f selon 1'invention, selon la forme de
réalisation représentée sur la figure 1, comprend quatre &lé-
ments principaux, & savoir : un'réservoii—mélaggeur (2) , un
mélangeur-séparateur (B), un récipient-collecteur (E) et un
bouchon (S). Ce bouchon (S) peut occupex -une position de '
fermeture ou une position d'ouverture. De fagon plus prec1se

la figure la,represente le dispositif aveq deux phases liqui--
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des, a savoir la phase supérieure (U) et la phase infériéure7
(L) telles qu'elles se présentent'avant 1'opération de -
transfert de masse; la,figure lb:montfe le mélangéu;—sépara—
teur (B) enfoncé complétement dans le réservoir—mélangegr'(A),
les deux phases &tant alors mélahgées intimément l'une 3
1'autre. Au cours des mbuveﬁenfs de va-et-vient de Ce'mélan—
geur-séparateur (B), le bouchon (S) est en p051tlon de ferme-.
ture, ce qui permet la formation de vide dans le melangeur—
réservoir (A) et une augmentation de pression dans le réci-
pient-collecteur (E). La combinaison de ces deux effets as—
sure un mélange tré&s efficace et, par suite, un transfert de
masse trés poussé. A la fin de 1'opération de mélange, on
laisse le mélangeur-séparateur (B) enrposition hauté (figure
1a), le bouchon (S) &tant en position_a'ouvefture pour'déf'
tendre la pression de l'air, et on laisse les liquideé'du'
mélange se séparer spontanement en une Pphase’ superleure et
une phase inférieure. La figure lc montre ce dlSpOSltlf tel
qu'il se présente lorsque l'on a poussé le melangeur—sepa:a—
teur (B) dans le réservoir-mélangeur (A), aprés séparation
des deux phases liquides en une phase supérieure'(U) et une
phase inférieure (L). On. peut enfoncer 1e'mé1angeur—sépara—

s

teur (B) jusqu'a la hauteur convenable de fagon qu'il ne
demeure que'peﬁ ou pas du touf de phase supérieure dans le
canal (C). Le bouchon (S) &tant en position'd'oﬁverture; on
peut déverser la phase liquide supérieure (U),a volonté dans
n'importe quel autre-récipient. Aucune fraction des phasesr
qui demeurent dans le canal»(c) ne se déverse au cours de’
cette extraction de la phase supérieure (U), en raison du
vide formé dans le réservoir-mélangeur (A)' '
Sur la figure 2 qui représente, comme 51gnale plus
haut, une variante du dlSPOSltlf de la fiqure 1, le canal (C)
n'occupe pas toute la longueur du melangeur—separateur (B) .
De fagon plus précise, les figures 2a, 2b et 2c montpent
le fonctionnement du dispositif tel que décrit 3 propos de
la figure 1. Le dispositif représenté sur ces flgures montre
également un bouchon (S) d'un type différent.

Dans la forme de réalisation du dispositif selon
1'invention représenté sur la figure 3, seule la partie

inférieure (Bb) du mélangeur-séparateur (B) est retenue

'
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fortement dans le réservoir—mélangeur'(A). De plus, on voit
que ce réservoir-mélangeur (A) comporte une &chelle gradude
(G) en vue des mesures volumiques. Il est bien entendu
gu'une telle graduation pourrait &tre prévue dans les autres
formes de réalisation représehtées’sur:les autres- figures.
La partie (Bb) fortement enfoncée qui fait partie du mélan-
geur-séparateur (B), pourrait &tre montée de maniére telle
que l1l'on puisse la remplaéer,,soit par vissage, soit par
tout autre procédé.'L‘état dans lequel se trouve le disposi-
tif selon l'invention sur la figure 3a correspond aux figures
la et 2a, et 1'état de ce dispositif correspondant & la fi-
gure 3c correspond aux figures 1lc et 2c.

La forme de réalisation représentée sur la‘figure 4
comporte une construction complementalre dont le rdle est
de rendre encore plus facile le glissement du séparateur--

mélangeur (B) dans le reserv01r-melangeur (A) Cette nouvelle

. forme de réalisation du dispositif selon l'invention convient

20

25

30

35

dans les cas oii ce dispositif est en un matériau dont le
coefficient de frottement est assez &levé. Dans cette forme

de réalisation, le ré&servoir-mélangeur (Ac) représenté sur

la figure 4b présente au mbihs deux rainures longitudinales

de guidage, pratiquées dans les parois de ce réservoir-mélan-
geur. La figure 4c est une coupe transvefsale de ce réservoir-
mélangeur (Ac) avec quatre de tellesrrainures lbngitudinales.
Le mélangeur-séparateur (Bc) tel que représenté sur la

figure 4a doit comportér un certain nombre de,saillieé,
représentées en coupe sur la figure 4d. Le nombre de ces
saillies du mélangeur—séparaﬁeur 4é doit correspondfe‘au
nombre des rainures longitudinales du réservpir-mélangeur'(Ac).
Lorsque l'on enfonce ce mélangeur-séparateur (Bc) dans le
réservoir-mélangeur (Ac), on obtient le méme ajustage qu'avec
le dispositif de la figure 1. , )

Le dispositif selon 1l'invention, dans la forme de réa-
lisation représentée sur la figure 5, comprend, lui aussi,
quatre éléments principaux, a savoir : un réservoir-mélangeur
(a), un séparateur—mélangéur (B), un récipient-collecteur (E)
et un bouchon (S). Il est prévu déux Variantés du mélangeur-
séparateur (B). Suivant 1'une de ces variantes, le récipient-
collecteur (E) fait partie du mélangeﬁr-séparatéur (B) , tandis .
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que, selon 1'autre .variante, lé récipient-collecteﬁr (E)f,"
peut étre séparé d'avec le mélangeur-séparateur (BY.’L? '
mélangeur-séparateur (B ou B') est muni, & sa base,.d'ﬁnﬂ
élément d'étanchéité gqui peut gliSSerrle 10@9 des parois
intérieures du réservoir-mélangeur (Af. Cet éléméﬁtrd‘étan-
chéité comporte au moins un trou'traVersant toute son &pais- .
seur, ce trou &tant raccbrdé au canal (C). On peut faire
varier la position et lemode de fabrication de cet élémént
d'étanchéité sans sortir du éadre de l'inventipn; Selon une
forme de réalisation, cet &lément d'&tanchéité est_uh,jdint,
torique T en caoutchouc tréversé,»de part en part, par un
trou et destiné a glisserrle long-des,parois intérieures du
réservoir-mélangeur (A). Si l‘on enfonée le'mélangeﬁrFsép§r§— 
teur (B),le liquide de la céuche,sﬁpériéure esf asgiré;dahsﬂ'{
ce trou et dans le canal (C) et ilrs'a¢cumule>dané le'réci-'>
pient collecteur (E). Selon une autre forme de réé;isétidn,,
le joint torigue en caoutchouc est mohté un péu*auédéssﬁs}de
la base du séparateur-mélangeurf(B), de telle fag@nrque lé
caoutchouc ne soit pas au contact de la phase'liquiderinféé
rieure provenant du réservoir—mélahgeur (a) . Dans ce cas, on
peut utiliser n'importe quel sorterdé caoutchouc. Lé'bouchoh_
(8) , qui a pour rdle de fermer le récipieht4CO'lle¢teur (E ou
E'), est muni d'un couvercle intérieur perforé, les trous de
ce couvercle permettant aux gouttes defliqﬁide,entnainéés de
revenir dans le récipient-collecteur (E). Ces trous (Y)
peuvent, bien éntendu,‘avoir n'imp0rterquelle-forme'éﬁ n'im-
porte quelle dimension sans que cela—géne.le,fonctionhement’,
du dispositif. Le fdnctionnement~de,cette fofme de réalisa-
tion du dispositif est analogue a celui’du dispositif de la
figure 1. ' ' 7

Comme on l'a déjad signalé au début de cette descrip-
tion, le dispositif selon 1l'invention peut ébnétituér_uﬁ '

_équipement trés commode, d'une fagon générale dans le domaine

de l'extraction liquide-liquide, soit & granae échelle,-soit
8 petite &chelle. A petite échelié, on peut utiliser ce.
dispositif pour les recherches fondamentales'de,filtration de -
solvants ou pour la détermination des ¢onditions 1imites des
coefficients de séparation d'un solvant donné. A grénde &chel-

le, ce dispositif ne le c&de en rien, ni au mélangeurs-
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décanteurs cla551ques, ni aux colonnes de type connu, en
raison de l'efficacité du transfert en masse obtenu.
Parmi les principaux avantages du dispositif selon )
1'invention, il convient de mentlonner 1’ absence totale Ge

communication hydraullque et la separatlon de 1l'opération de

mélange 4' avec l'aspiration, chacune de ces-deux;Qperatlons
“pouvant s'effectuer indépendamment de 1'autre conformément

a ses propres'conditions,'de telle sorte qu'il n'y ait aucun
risque de mélange par reflux. En 4'autres termes,. le dispo- '
sitif selon 1'invention assure le transfert en masse treés
efficace que 1'on obtient d'une fagon'générale,a,l'aide d'un
mélangeur, mais, en méme temps, ce dispositif'est exempt des
inconvénients presentes par un dlsp051t1f melqngeur. On peut
faire varier 3 volonté la forme des &€léments de ce dlSpOSltlf ’
selon 1' 1nvent10n, pour qu il conv1enne a chaque- cas’ prec1s.
On peut faire varier 3 volonté les volumes ‘du réservoir- '

mélangeur (A) et du recipient-boliécteur (E) en fonctionrdes

volumes des deux phases liquides en jeu dans. le procédé de

séparation considéré. L'&lément (E) peut &tre un récipient-
collecteur ayant une forme et des_dimensions gquelconque, - a -
condition toutefois’qu‘“ une certaine hauteur au-dessus de-
1'extrémité superleure du mélangeur-séparateur (B), il ait
une largeur supérieure au diamétre exterleur du réservoir-
mélangeur (A), de maniére que l on pulsse recuellllr un
volume donné de liquide. :

Selon une forme de reallsatlon, on 1nterca1e une bague
entre 1'extrémité supérieure du réservoir-mélangeur (A) et
1'élément collecteur (E),fcétte bague pouvaht-glisser'le long
du mélangeur-séparateur fB)'et; de la sorte{ déterminer le
niveau d'enfoncement dans ce mélangeur—séparateﬁr,-et, par
conséqﬁent 1l'interface entre les deux phases liquides, ce qui
permet de chasser complétement,la phase supérieure du réser- '
voir-mélangeﬁr (2) . Selon le méme~principe, on pourrait inter-

- caler deux ou plusieurs bagues en diverses positions de

35

l'inferfage.'Une bague de ce genre, désignéé par la référence
D, est représentée sur les:figures 1, 2 et 4.

Un. autre avantage que presente -1'invention, tient au
falt que le dispositif selon l'invention peut &tre installé

sur une série 4’ apparells susceptibles d'etre_fac11ement
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automatisés sans nécessiter d'installations“agxiliaires com-
plexes. ' , ' 7 '

Le dispositif selon'l'ihvention peut étré en tout
matériau neutre, par exemple en verre, en polyéthyléne'ou'en
toute autre matiére plastique convenable et méme en métal, pour
certaines applications spéciales. :

On donnera ci-aprés plusieurs exemples de ﬁise eﬁ oeu-
vre du procédé de séparation de deux phases liquidéS-éppli—
qué 3 des essais d'immunologie, pour lesquels une séparatioh-
trés nette est indispensable; mais bien -entendu le procede
selon 1l'invention ne se limite pas 3 ce domaine..

Pour simplifier, dans les exemples qui vont suivre’
on désignera le d1590$1t1f de separatlon et 4' extractlon de
liguides selon ‘1'invention par l'express1on 'séparateurs”
et 1l'on appellera "tubes A" du séparateur, le 7
réservoir-mélangeur (A), et “"mélangeur B" du séparatéurr
tout l'ensemble (B) de l4 description et des figures. o )
Exemple 1. ETUDES DU RENDEMENT DE L'EXTRACTION AVEC LE SEPA-

RATEUR. ET UTILISATION DE TRACTEURS 'RASIO-f‘H
' ISOTOPIQUES. o

Pour savoir si un solvant ou un mélange de solvants

conviennent bien pour l‘extraction d'un composé~d'une'sblu-
tion aqueuse, le processus suivant fournlt ‘des resultats

trés rapides et trés précis. On utilise douze "tubes A" du
séparateur, numérotés de 1 & 12. Dans chagque tube A,

on introduit 500 mm3 d'une solution,tamppn de phdsphate'EDTA,
puis 200 mm3 d'une solution rgnfgrmant un dérivé de digoxine :
marquée avec le radio-isotope iode—125 (on prépare cette
solution en reconstituant un dérivé dé digoxine—I—125, dis-
ponible dans le commerce (Ames) a l'aide de 12 ml’dertampon
au phosphate EDTA, d'un pH égal'a 7,4, renfermant 1,2 g de
phosphate disodique et 0,6 d'EDTA dlsodlque dans 100 ml

d'eau désionisée) . On mesuré'la rad10act1v1te,dans.les,tubes
Al & 12 3 1'aide d'un compteur gamma; on effectue deux fois
chaque opération de comptage; chaque fois pendant'30 seéondes.
Puis dans chaque tube A, on ajoute 1,4 ml de solvants de la
manidre suivante : N - o
(a) tubes 1 et 2 : alcool tert-amyl; (b) tubes 3 et 4 :un
mélange d'alcool tert-amyl et de cétone méthyl-isobutyle
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(MIBK) dans le rapport volumique de 9/1; (c) tubes 5 et 6 :
alcool tert-amyl/MIBK, dans leirapport volumique 3/1; (d4) '
tubes 7 et 8 : alcool tert-amyl/MIBK, dans 1e'rapport 1/1;

(e) tubes 9 et iQ : MIBK et (f) tubes 11 et 12 : &ther tert-

butyl (tous les solvants et mélanges'dé solvants indiqués
ci~dessus ont &té au préalable équilibrés-au moyen du méme.
tampon au phosphate EDTA). , , '

Aprés avoir ajouté les solvants, on introduit le
mélangeur-séparateur (B) du séparateur comme un bouchon
& la partie supérieure de chacun des tubes A 1 a 12, puis on
soumet chacun de ces séparéteurs - assembl&s & une agi;_
tation tourbillonnaire pendant 30 secondes. (A condition
d'utiliser un plateau convenable, on peut provoquer cette
agitation tourbillonnaire en méme temps poﬁr tous les sépa-
rateurs ). Aprés ce mélange tourbilldnnaire; on laisse
reposer les s@parateurs p.e n d a'n t 10 mn, et il se
forme alors une phase llqulde supérieure et une phase liquide
inférieure. Puis on introduit doucement le mélangeur-sépara-
teur (B) de chacun des séparateurs 1 3 12 dans le tube
A, le plus loin possible. Les séparateurs utilisé&s pour
ces expériences ont &té congus de manidére que, lorsqu'on a
poussé le séparateuf (B) au maximum, il demeure 0,5 ml de
la phase liquide inférieure dans le tube A, 0,2 ml dans le
canal C et la totalité de la phase supérieure (a savoir
1,4 ml) dans le récipient-collecteur (E) . On introduit alors

chacun des séparateurs 1 a 12 dans le réservoir du
~compteur gamma et on mesure la rad10act1v1te de la phase

inférieure (qui demeure dans le tube A) de la méme maniére
que précédemment, & savoir deux fois:pour chaque tube, pen-
dant 30 secondes & chaque fois. ' )
Les résultats, reportés au tableau 1 suivant, indiquent
que la précision des mesures est extrémement satisfaisante.
Les expériences effedtﬁéés—pour,déterminer la prédision de
ces mesures indiquent:qu‘en raison des différences de cons-—
truction des compteurs gamma, il peut y avoir une variation
atteignant 1% dans la précision de la détermination du ren-

dement de 1°' extractlon.'
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Rendement de 1'extraction déterminé & 1'aide de sébatateurs'

de 1'invention proposée.

5 Solvants d' N° qu Totaux Canﬁx@es
desamp? en phase

tages aqwﬂseamﬁsi
'sépmkwba1
tert-amyl 1 . 26204 1299
10 21c001/ 1 26131 1360
2 26770 1403
2 26842 1340
‘tert-amyl .3 26165 1670
1> alcool/ 3 26219 1626
MIBK 4° 26178 1343
(9/1) 4 26350 1380
tert-amyl 5 26397 1426
0 alcooly 5 26631 1461
MIBK 6 26474 1402
(3/1) 6 26073 1388
tert-amyl 7 26104 1848
25 alcool/ 7 26291 1391
MIBK § 26215 . 1458
(1/1) 8 26797 1528
30 MIBK 9 26123 3332
9 26290 3308
10 26491 3347
10 26559 3312
g5 CSFERUEYL 9 26191 2332
méthyle 11 26592 2201
ther 12 26032 2435
12 26311 2360

extraction tube

aqueuse .

'4.9
5.2

5.3
5.1

(%]

vt
.

5.4
5.5

5.3

w
w

7.0

7.2

5.5
5.8

12.7

12.6

12.7
- 12.6

.9

8.4
9.2
£ 10.0

- (en )
- 95.1
94.8
< 947
© 94.9

93.7
93.8

- 94,9

- 94.8

94.6

- 94.5

94.7
94,7

©93.0

92.8 .

94.5

94.2

8.3
87.4
§7.3

87.4

9121
. 91.6

1 90.8 -

3 de rédﬂxxii— Rendement moy.
" vité restante de 1'ex-
dsikipmﬁe,} itﬁxxian'

94.8+ 02

94.3+06

94.6+0.1

~ 93.6+0.9

- 87.3+0.¢

90.9+0.7

1 90.0
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Exemple 2. ETUDES DU RENDEMENT DE L'EXTRACTION A L'AIDE DU
SEPARATEUR , ET UTILISATION DE TRACTEURS
FLUORESCENTS .

‘Une expérience analogue 3 celle décrite & l'exemple 1

montre la possibi;itéld'utiliser pour les mesures la phase
supérieure, séparée dans le rédipienf-cdllecteur (E) du
séparateur . Les données indiquées décrivent l'utilisa-

tion de traceurs fluorescents pour déterminer le rendement
d'extraction de solvants, mals il est bien entendu que ces
données peuvent trés bien s'appliquer i d'autres détermina-
tions, eomme par exemple 3 des essdis immgnologiques non-
isotopiques utilisant des marqueurs fluorescents ou d'autres 7
agents marqueurs nen-isotopiQues ainsi que des marqueﬁrs
radio-isotopiques, s'il s'agit de regler la fractlon libre.

_ On prépare deux solutlons de type standard de Rhoda-
mine B 5 x 10 4M, 1l'une dans de l'eau distillée deux fois et
l'autre dans de 1l'alcool tert-amyl. On utilise ces solutions

pour la dilution, de manidre 3 obtenir desrsolutions possé-
danﬁ les concentrations désirées, 5 x 10—5M, 4,5 x IQ_SM,
4,0 x 1074, 2,5 x 107°M, 2,25 x 107°M, 2,0 x 10™°M,

1,0 x 107°M et 0,5 x 10-5M1 Onrobtientrdes courbes d'&talon-

nage avec ces solutions en utilisant un modele Perkin-Helmer

'MPF-44B. Un spectrophotometre a fluorescence ayant une

longueur d'onde d'excitation de 430 nm et une longueur
d'onde d'émission de 615 nm. )

- On utilise 14 "tubes A" du\séparateur,, numérotés
de 1 & 16. Dans les tubes liet 2, utilisés comme commandes,
on introduit 0,7 ml d'eau. Puis, dans les tubes 3 i 16, on
introduit 0,7 ml des solutions ihdiquées ci-dessus de Rhoda-
mine B dans de l'eau, chacune des sept concentrations indi- -

quées ci-dessus &tant utilisées deux fois. On ajoute ensuite

1,4 ml d'alcool tert-amyl (préalablement saturé d'eau) i

chacun des tubes A 1 3 16. 7 ,
'On introduit un mélangeur B du séparateur - = comme

un bouchon 3 la partie supérieure de chacun des tubes g,'puis

on soumet lartotalité des seize ensembles de séparateurs

34 une agitation tourbillonnaire pendant 20 secondes.

Aprés un repos de 10 minutes, on introdﬁit le mélangeur B de

chacun des ensembles 1 3 16 doucement dans les tubes A, com-

-
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me expliqué & 1l'exemple 1. On déverse'dans unercellule de
spectrophotometre la phase superleure ‘qui a pénétré dans le
récipient-collecteur (E) de chacun des separateurs et
on mesure le signal fluorescert. On détermine la concentra-
tion de la Rhodamine B dans chacun des tﬁbes, d’aprés une
courbe d'étalonnage, en intérpélant le signal de fluorescence

, obtenu comme indiqué ci-dessus et en prenant en considération

le coefficient de dilution (2/1) utilisé dans 1'expérience
ci-dessus. Les résultats indiquent’que l'extraction de 1la

-

Rhodamine B dans le solvant & l'alcool tert-amyl s est
effectuée avec un rendement de 90 i 93%.
On pourrait &ventuellement, dans 1'expérience ci-

dessus, construire un séparateur de maniére telle que
le récipient-collecteur (E) du mé langeur (B) soit une Piéce
distincte, par exemple en quartz ou en pirex ou en tout autre
matériau convenant & des mesures de fluorescence, ce réci-
pient-collecteur (E) &tant fixé au separateur—melangeur (B)
avant l'opération de séparation des phases. Aprés cette sepa—
ration des phases, la phase supérieure étant dans le rec1p1ent'
collecteur (E), on peut installer tout 1° ensemble dans
une cellule modifiée du spectrophotom&tre & fluorescence.
Cela dispenserait de déverser la phase supérieure dahs la
cellule et tout l'ensemble des opérations pourrait facilement
atre automatisé. Comme précisé au premier paragraphe du pré--
sent exemple, on pourrait faire appel au-méme processus sji,
par exemple, on utilisait comme traceur un matériau marque 7
au tritium. A la suite de la séparation des phases, la phase
supérieure contenue dans le récipient collecteur, d'ot a &té -
extrait le traceur marqué au tritium, peut &tre déversée dans
le liquide & scintillation et introduite dans un compteur a
scintillation en vue de mesures de rad10act1v1te.
Exemple 3. ESSAIS RADIO~-IMMUNOLOGIQUES A LA DIGOXINE EFFECTUES -

A L'AIDE DU SEPARATEUR DE L'INVENTION. '

‘En vue de démontrer les possibilités, la sfireté de

fonctionnement, la simplicité et la facilité,de marche et
autres avantages du séparateur dans les essais d'im-
munologie, on procéde 3 deux experlences paralléles :

(a) on utilise un appareil dlsponlble sur le marché pour les

~

e€ssais de radio-immunologie i la digoxine RIALYZE, marque’
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déposée (Ames) en employant des tubes de chromatographie
comme dispositif de séparation pour séparer les fractions
libres des fractions liées; '
(b) on utilise les mémes réactifs mais le principe de l'essai
repose sur l'utilisation du séparateur de 1'invention.
On reconstitue tous_les €léments de l'appareil con-
formément au mode d'emploi de cet appareil. Les tubes &
essal sont marqués en double pour les comptages totaux,
normes A, B, C, D, et E. De plus, on marque I, II et ITT
des tubes & essai en double pour chaque sé&rum de contrdle
DADE (TRI-YAC, marqgue déposée, contrdles d'essai de radio-
immunologie & trois niveaux, niveau I, niveau II, et niveau
1. '
Dans le cas de l'installation 3 séparateur
paralléle, on marque les tubés A du séparateur en double
pour les comptages totaux, norme z8ro et normes A, B, C, D et
E. De plus, on marque en triple (I, IE et III) les tubes A
du séparateur pour chaque _sérum de contrdle DADE.
_ On introduit dans les tubes de 1l'essai 100 mm3 du
réactif reconstitué a‘la'digoxine I-125. On ajoute 50 mm3.
de tampon aux tubes de comptage totaux et de norme zéro. Aux
tubes standards convenablement,maxqués,roh ajoute 50 mm3 de
chaque norme et 1l'on ajoute 50 mm3 de chaque sérum de contrd-
le aux tubes marqués I, II et IIT. ,
On -introduit 100 mm3,d'antisérum.reconstitué'dans
tous les tubes, & l'exception du tube de comptage total, dans
leqtel on introduit 100 mm3 du tampon. On chauffe tous  les
tubes pendant 20 minutes 3 la température ambiante. Aprés
ce chauffage, on soumet chacun des jeux aux opérations dif-
férentes suivantes : , , - ,
(a) Dans chaque tube d'essai de 1l'appareil RIALYZE, on intro-
duit un tube de chromatogréphie et on laisse reposer pendant
10 minutes, puis on ajoute 0,8 ml de tampon. & chague tube
et on laisse reposer encore pendant 10 minutes. On soumet
alors les tubes 3@ un comptage de radiocactivité dans un
compteur gamma. ' } : .
(b) Dans chacun des tubes A de 1‘appareil, ~on introduitA
350 mm3'de tampon (pour le réglage en volume) , puis on ajoute

1,4 ml du mélange de solvant d'extraction, & savoir le mé-
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lange alcool tert-amylt/MIBK, dansfla_proportion 3/1,
préalablement saturé'pér le tampon,’OQ introduit un mélangeurr_
B du sépafateur comme bouchon i la partie subérieure |
de chacun des tubes A et on soumet tous les ensembles sépara-.

5 teurs 3 une agitation 'tburbillonnaire " pendant 30}$e-"

condes. , 7 T

On laisse reposer ces ensemblés pendant 10 minutes
(en vue de la séparation des'phasesrliquides, puis on intro-
duit doucement le mélangeur B de chaquerehsemble dans

10 le tube A, le plus loin poséible\ On installe les ensembles
dans le réservoir du compteur rqémma afin dejmésurer
la radioactivité de la phase aqueuse—Qui'demeure au fond du
tube A. On calcule les résﬁltats,du comptage de radioactivité
sous la forme li&/total en ce Qui'concerne l’appareil;RIALYZEj

15 (comme indiqué dans le mode é'emploi de Cet—aPPAreii)'ét,SOus

. la forme lié/1lié zero, pour le systéme de 1°' 1nvent10n.

On reporte les résultats des deux experlences sur- le
papier quadrillé de.l‘apparell enVfonctlon,du'logarlthme de,
la concentration en digoxine (figure 6), sur laquelle la

20 courbe & points ndirsrcorrespond'a 1'appareil séparateur
et la courbe & points blancs cbrrespond a l'appare11
Ames. Des courbes de ce graphique, on tlre les teneurs en
digoxine (ng/ml) des sérums de contrdle. Les tableaux 2 et 3
résument les valeurs moyennes de - tous les résultats et des
25 comp051tlons des valeurs des sérums de controle trouvees
l'aide de ces appareils et d'autres appane1ls du;commerce,
Comme on peut le constatef d'aprés les coﬁrbes&de'la'figure 6
et d'aprés les valeurs de la concentration en d1gox1ne dé- -
terminées pour les sérums de contrdle, le separateur
30 donne de trés bons résultats pour les essais i la- dlgOXlne.
TABLEAU 2. COMPARAISON D'ESSAIS DE RADIO-IMMUNOLOGIE A
7 L'IODE-125, POUR LiAP?AREiL RIALYZE (AMES) ET
POUR LE DISPOSITIF SEPARATEUR o

Normes Conc. de ~ Appareil RIALYZE SEPARATEUR
35 . digoxine Valeur moyénne_ ' Valeur'moyeﬁné en
(ng/m1) libre (en $)(F/T) % B/Bo
A - 0,6 , 33,6 _ 77,0
B 1,0 48,1 67,0

c 2,0 65,8 . - 46,3
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D 2,8 75,7 ' © 39,3~
E 4,6 83,8 : 27,9
Contrdle Niveau I 40,5 - 67,8
Sérum : NiveauvII - 61,5 . . 47,6
' Niveau III 72,7 : - 37,6

TABLEAU 3. VALEURS DE CONTROLE DE REFERENCE (ng/ml) CALCULEES
) D'APRES LES RESULTATS FOURNIS PAR LE TABLEAU 2 ET
PAR 1A FIGURE 6 ET COMPARAISON AVEC- LES VALEURS
" DADE' PUBLIEES. :
- Contrdle Appareil Separateur'DADE Gamme  de valeurs pour

DADE RIALYZE DATA~ CORNING  KALESTA D (3H).
(AMES) ~ Tope (I-125) - Quantitope
' - _Immunoph . »
Niv. I 0,78 0,92 0,71-1,06 0,64-1,04 .0,77-1,37
Niv. IT 1,65 2,05 "1,55-2,17 1,40-2,10 1,48-2,4

Niv. III 2,6 . 3,0  2,64-3,49.2,3-3;5  2,33-3,52
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REVENDICATIONS :
1. Dispositif permettant d'effectuer le transfe:t,de 7

masse d'un ou de plusieurs constituants, d'une phase liquide
& une autre phase liquide, avec séparation physique de ces
deux phases, les deux opérations s'effectuant dans.ies mémes
8léments, ce dispositif &tant caractérisé par le fait qu'il
comporte un réservoir?mélangeur (n) dans,léquel est maintenu
fermement un mélangeur-séparateur (B) percé d’'au moins un
canal (C) suivant son axe vertical, ce mélangeur-séparateur
(B) ayant, & son extrémité supérieure, la forme d"un réci-
pient collecteur (E) dans lequel s'accumule et se transpose
matériellement la phase liquide supérieure provenant du
réservoir-mélangeur (A) et aspirée par le canal (C) iorsgue
l'on pousse ce mélangeur-séparateur (B) dans le réservoir-
mélangeur (A). ' '

2. Dlsp051t1f selon la revendication 1 caracterlse
par le fait que le melangeur—separateur (B) comporte, a sa
base, un élément d'é&tanchéité présentant au moins un trou

‘qui le traverse dans toute son épaiséeur, ledit trou é&tant

raccordé au canal (C).

3. Dispositif selon la revendicétion 2 caractérisé
par le fait que cet €lément d'é@tanchéité peut glisser le
long des parois intérieures du réservoir?mélangeur (A), en
demeurant bien au contact desdites parois intérieures de ce
reserv01r-mélangeur. 7 ' '

4, Dispositif selon la Bvendlcatlon 2 caracterlse
par le fait que ledit &lément 4' &tanchéité consiste en un
joint torique en caoutchouc percé d'un alésage raccordé au
canal (C), ledit joint torique pouvant coulisser le long. des
parois intérieures du résefvoirFmélangeur (pn) .

5. Dispositif selon la revendication 1 caractérisé
par le fait que seule la partie inférieure du séparateur-
mélangeur (B) est introduite fortement dans le réservoir- . .

mélangeur (A4).

6. DlSpOSltlf selon- la revendlcatlon 1 caracterlse
par le fait que le canal (C) ne traverse que la partle in-
férieure de 1l’axe vertical du separateur—melangeur (B .

7. Dispositif selon la revendication 1'carac£érisé'
par le fait que ledit réservoir-mélangeur (A) comporte au .

.



10

15

2471204

26
moins deux rainures longitudinales percées dans ses parois,
le nombre de ces rainures étant &gal 3 celﬁi des saillies
ou protubérances du mélangeur-séparateur (B), ce qui permet
d ce mélangeur-séparateur (B) de glisser plus facilement dans
le réservoir-mélangeur (A). '

8. Dispositif seleon 1'une quelconque des révendications
143 7, caract8risé par le fait que le réservoir-mélangeur (A)
est de forme cylindrigue. ' '

' 9. Dispositif selon 1'une quelconque des revendications
1 & 7, caractérisé par le fait que le m€langeur-réservoir (A)
comporte une &chelle graduée destinée a4 des mesures de volu-
me. ) ' '

10. Dispositif selon 1l'une gquelconque des revendica-
tions 1 & 7, caractérisé par le fait qu'une bague D est
intercalée entre 1l'extrémité supérieure du mélangeur-réser-—
voir (a) et le fécipient—collecteur {E) , cette bague pouvant

glisser le long du mélangeur-séparateur (B) en déterminant

_ la longueur sur laquelle le mélangeur-séparateur a pénétré

20

25

30

35

dans le réservoir-mélangeur (A). o ,

'11. Dispositif selon 1l'une quelconque des revendica-
tions 1 3 7 caractérisé par.le fait que la lérgeur'de ce
récipient-collecteur (E) est supérieure au diamétre extérieur
du réservoir-mélangeur (A) & une certaine hauteurrau-dessus
ded'éxtrémité.supérieure du,mélangeur—séparateurf(Bj.

12. Dispositif selon 1'une quelconque des revendica-
tions 1 & 7, caractérisé par le fait qu‘il:est en un matériau
inerte ou neutre. E o _

13. Dispositif selon la revendication 7 caractérisé
par le fait que ce matériau inerte est du verre, du poly-
éthyléne ou touteautre matidre plastiQue convenable ou encore
un métal. -

14. Procédé permettant d'effectuer 1le transfert en
masse d'un ou plusieurs constituaﬁts, d'une phase i une autre -
phase, avec ultérieurement séparation physique de ces deﬁx
phases, ce transfert -4 masse et cette séparation physique
s'effectuant dans le méme dispositif, ce procédé &tant carac-
térisé par le fait qu‘il consiste 3 introduire dans le réser-
voir-mélangeur (A) les deux liquides devant venir en contact,
a8 mélanger les constituants; & laisser se former 1'interface
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entre ces deux.liquides, et & enfoncer le mélangeur-sépara- .

" teur (B) jusqu'au niveau désiré, la phase supérieure liquide -

€tant introduite dans le récipient-collecteur V(E)‘ par as-—.
piration dans le canal (C). .

15. Procédé selon 1é,révendication 14,'appliqué & des
essais d'immunologie. ‘ ' -

16. Procédé selon la revendication 15, caractérisé
par le fait que l'essai d’immunologierest'ﬁn essai de radio-
immunologie, un essai de radicaux 1ibres,run essai d'immuno-
logie par fluorescence, un essai d'immunologie d enzymes ou
un essai 4'immunologie par metaux. ', '

17. Procédé selon 1l'une quelconque desrevendications
14 & 16, mis en oeuvre arl'alde d'un appareil & essai 4d'im-
munologie. ' : ' .

18. Procédé selon 1l'une quelconque des revendlcatlons
14 a 16, mis en oeuvrée de fagon automatique.

19. Procédé selon 1'une quelconque des revendlcatlonS'

14

i

18, appliqué 3 la digoxine. -

20. Procédé selon 1 une quelconoue des revendlcatlons
14 3 18, appliqué & l'estradiol, & la progestérone, ou i la
testostérone. o o 'u

21. Procédé selon 1l'une quelconqﬁe des réVendicaticns
14

i

16, appliqué a T,. , , - S ,
22, Procédé selon l'une quelconque des mvendications

14 & 18 appliqué a T,. . ' - 7 7

23. Procédé selon l'une quelconque des revendications

\

o

14 § 18 appliqué des barbiturates‘
24. Procédé selon 1'une quelcqnqué des réVendicatibns'

-~

14 18 appligué a des cannabinoides.

fur

25.  Procédé selon l'une qﬁelconqﬁe des revendicationS'
14 3 16 appliqué 3 la morphine. 7 ' o -
' 26. Appareil destiné i des essais'de radio—immunologie,
d des essais de radicaux libres, a des essais d!' umnunologle
par fluorescence, i des essais d' 1mmunolog1e at enzymes ou 3
des essais d'immunologie par métaux, comportant le dlSpOSltlf

selon 1'une quelconque des revendlcatlons 1a 13 destlne a
effectuer des transferts de masse.
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