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DYNAMIQUE DES PORES DANS DES BICOUCHES LIPIDIQUES ET ENTREE
PASSIVE DE L'ADN DANS UN PORE

P.G. de Gennes

ESPCI
10 rue vauquelin
75005 - Paris

Résumé

Un travail récent de O. Sandre et al. a permis d'observer l'ouverture et la fermeture de pores
des vésicules sous tension. Ces résultats seront rappelés, puis la question de l'entrée d'une
longue chaine d ADN semi flexible dans un tel pore sera discutée dans un langage simple. La
conclusion est plutdt optimiste : il n'est peut-étre pas impossible de faire entrer un gene dans
une cellule bien choisie par électroporation.




REPONSE CELLULAIRE AUX INTERACTIONS ADHESIVES

A. Pierres, P. Eymeric, A. M. Benoliel et P. Bongrand
Laboratoire d'immunologie, unité INSERM 387, Hopital de Sainte-Marguerite, 13009
Marseille

RESUME

L'adhésion d'une cellule a une surface ou & une autre cellule peut influencer sa
capacité de survie, de prolifération ou de différenciation ainsi que l'activation de fonctions
spécifiques. Ces phénoménes semblent parfois liés a 1'étendue de la zone de contact formée.
Le but de cette revue est de discuter les mécanismes mis en jeu dans la formation de cette
zone de contact. Aprés une bréve description de quelques méthodes d'étude (microscopie
électronique, de fluorescence, ou par interférence-réflexion), les paramétres influengant
'étendue et la cinétique de I'étalement sont successivement évoqués. Les données
expérimentales conduisent & poser les questions suivantes : 1°) Est-il possible d'étudier
I'étalement en termes d'équilibres entre des forces adhésives (interactions ligand-técepteur) et
anti-adhésives (répulsion stérique et élasticité de la cellule), 2°) L'étalement de la cellule sur
une surface est-il a la fois déterminé par des phénoménes passifs (fluctuations membranaires)
et actifs (mettant en jeu la motilité cellulaire).

INTRODUCTION

L'adhésion d'une cellule a une surface comporte la formation d'une région de contact
dont I'étendue peut varier considérablement. Comme le montrent les exemples suivants, de
nombreux travaux suggérent que cette étendue peut influencer de manicre déterminante les
conséquences de l'adhésion. Folkman et Moscona (1978) et, plus récemment, Chen et coll.
(1997) ont montré que la capacité de survie et de prolifération de cellules cultivées sur des
surfaces d'adhésivité variable était positivement corrélée a l'aire de contact apparente de ces
cellules et du substrat. Mesher (1992) a étudié l'interaction de lymphocytes T cytotoxiques
avec des particules de latex d'un diamétre variable (1 & 5 pm) recouvertes de molécules
reconnues par les récepteurs lymphocytaires : cet auteur a retrouvé une relation inverse entre
le diamétre des particules et leur capacité d'activer ces cellules, en particulier en induisant un
processus de secrétion. Tl est intéressant de noter qu'il n'était pas possible de compenser la
taille insuffisante des particules les plus petites en augmentant leur nombre, ce qui montre
que l'activation cellulaire était réellement liée a la présence d'une zone de contact étendue et
continue. Les données plus récentes permettent d'interpréter ces résultats en suggérant que les
phénoménes d'activation cellulaire peuvent nécessiter le rassemblement dans une région
donnée de la membrane de plusieurs populations de molécules dont la proximité pourra
entrainer la génération de signaux biochimiques intracellulaires (Grakoui et coll., 1999).

En conséquence, l'étude des mécanismes de formation des régions de contact
intercellulaire comporte un double intérét : d'une part, si l'on veut prédire les conséquences
des interactions adhésives, il peut étre utile de prédire I'étendue de l'étalement que celles-ci
vont déclencher. D'autre part, comme nous le verrons, la formation d'une zone de contact est
un phénoméne rapide et facile & quantifier. Ce processus se préte donc particulérement bien a



une modélisation biophysique, et la mise a I'épreuve des modeéles proposés peut conduire a
poser des questions simples permettant d'améliorer sensiblement notre compréhension du
comportement et de I'organisation cellulaire.

Dans cette bréve revue, aprés avoir rapidement rappelé quelques définitions et
quelques propriétés cellulaires fondamentales, nous évoquerons successivement les méthodes
d'étude de formation d'une région de contact, les mécanismes susceptibles de déterminer la
structure finale d'une région de contact et, enfin, les paramétres déterminant la cinétique de
formation de ces régions.

DEFINITIONS ET PROPRIETES FONDAMENTALES

De nombreuses cellules en suspension ont une forme approximativement sphérique
lorsqu'elles sont observées en microscopie optique classique. Aussitdt aprés leur dépdt sur
une surface convenable, elles peuvent adhérer sans que leur aspect soit substantiellement
modifi¢ (Fig.1). Une étude structurale plus précise, par exemple une observation en
microscopie confocale, pourrait révéler une déformation discréte ressemblant a celle d'une
goutte de liquide déposée sur une surface (Fig.2). Cependant, I'adhésion peut conduire & une
modification qualitative de la forme de la cellule (Fig.3) constituant le phénoméne
d"étalement", dont on pense qu'il met en jeu des déformations actives telles que l'envoi de
lamellipodes.

Figure 1 : Adhésion sans étalement. Une cellule de la lignée monocytaire THP-1 est déposée sur une surface de
verre couverte de fibronectine. Quelques minutes plus tard, la cellule adhére & la surface dont elle ne peut étre
séparée par un lavage doux. Cependant, la forme générale reste sphérique, comme le montre une observation en
microscopie classique. La barre représent 5 um.

Il convient de noter que l'adhésion et 1'étalement sont des processus distincts qui
peuvent €tre séparés expérimentalement. Ainsi, I'étalement de macrophages adhérents & une
surface peut étre diminué & basse température ou en présence de cytochalasine B, un
inhibiteur de T'organisation du cytosquelette d'actine (Rabinovitch et DiStefano, 1973). De
méme, Runyan et coll. (1988) ont montré que des cellules de mélanome devenaient
incapables de s'étaler sur des surfaces de laminine lorsque celles ci avaient été traitées par une
N-glycanase, alors que l'adhésion persistait.



Un deuxiéme point important concerne la nécessité de distinguer les aspects
"microscopique" et "submicroscopique" de I'adhésion. Sur une image de microscopie optique,
les contours d'une cellule apparaissent relativement réguliers et les aires de contact se
présentent comme des lignes de faible courbure. Les déformations liées a I'adhésion semblent
conduire a une augmentation de l'aire de la cellule. Cependant, les observations effectuées en
microscopie électronique (Erickson et Trinkaus, 1976) montrent que les cellules sont
entourées d'une membrane fortement plissée, ce qui leur confére un excés daire leur
permettant de se déformer en présentant une augmentation de I' aire apparente, a V'échelle
micrométrique, alors que laire réelle (submicrométrique) reste constante. De plus,
l'observation en microscopie électronique des zones de confact apparent montre que
l'accolement des membranes peut présenter des différences importantes, dépendant en
particulier de l'importance du stimulus adhésif (Fig.4).

Figure 2 : Observation d'une région de contact en microscopie optique. Des cellules de la lignée phagocytaire
P3881 ont été déposées sur une surface de verre dans un milieu rendu fluorescent par l'introduction d'un conjugué
fluorescent (dextran-FITC). Des images de sections perpendiculaires 4 la lame ont été obtenues au moyen d'un
microscope confocal. La barre représente une longueur de 2,5 pm.

Figure 3 : Etalement cellulaire. Une cellule THP-1 incubée pendant quelques dizaines de minutes & 37°C sur
une surface couverte de fibronectine présente une réorganisation morphologique caractéristique de I'étalement.
La barre représente 5 um.



METHODES D'ETUDE DES REGIONS DE CONTACT CELLULAIRE

Microscopie électronique.
La microscopie électronique constitue la méthode de choix pour étudier les détails
morphologiques des régions de contact avec une résolution de quelques nanometres (Fig. 4).

Figure 4 : observation en microscopie électronique des régions de contact intercellulaire. Des thymocytes de
rat ont été agglutinés en présence de concentrations réduites (0,125 ug/ml, A) ou plus élevées (8 pg/ml, B) de
concanavaline A et observées en microscopie électronique. L'accolement des membranes est incomplet et
concerne des régions limitées en présence de la concentration la plus faible de lectine (A). Au contraire, en
présence d'une concentration plus élevée, les membranes sont parfaitement accolées dans dans régions atteignant
plusieurs um2 (B). D'apres Capo et coll. (1982). La barre noire représente 0,5 um.

On peut citer les trois limitations suivantes :

1°) Cette technique ne permet pas de suivre de maniére continue des cellules vivantes.

2°) 1l est difficile d'exclure la possibilité que les échantillons soient déformés au cours de la
fixation. Par exemple, l'espace intercellulaire pourrait étre modifi€ par le processus de
déshydratation. Certaines comparaisons avec d'autres méthodes permettent cependant de
réduire l'importance de cette critique (Heath, 1982).

3°) Il persiste un certain degré d'incertitude dans la définition des contacts : le fait que la
distance intermembranaire soit inférieure & une valeur seuil ne prouve pas que les membranes
observées interagissent effectivement.

Microscopies de fluorescence.

Les techniques de fluorescence sont extrémement versatiles et nous citons seulement
trois exemples de réalisations :

La technique d'éclairage par des ondes évanescentes (TIRF : total internal reflection
fluorescence) a été utilisée par Gingell et coll. (1985) pour étudier l'interaction de cellules
d'embryon de coeur de poulet et d'une lamelle de verre sur laquelle elles avaient été déposées.
La lamelle était éclairée par la face inférieure au moyen du faisceau lumineux d'un laser
atteignant l'interface verre/milieu de culture avec une incidence correspondant a la réflexion
totale. I en résultait la formation d'une onde évanescente éclairant une région d'épaisseur
submicrométrique au voisinage de l'interface. L'originalité du travail présenté consistait a
introduire dans la solution des marqueurs de volume constitués de molécules de dextran de
masse variable (4.000 ou 157.000 kda) couplées a la fluorescéine. Les auteurs ont constaté
que seules des régions limitées de l'interface cellule/verre excluaient le marqueur le plus petit
(et méme des molécules de fluorescéine isolée), alors que le marqueur de fort potds
moléculaire était exclu de l'ensemble de l'interface. Cette approche permettait donc de
déterminer de maniére relativement directe les régions de contact véritable.Une cartogaphie
de la région de contact cellules-substrat reposant sur l'utilisation d'ondes évanescentes a plus
récemment été reprise par Truskey et coll. (1992).



Alors que la génération d'ondes évanescentes a souvent nécessité la réalisation
d'appareillages particuliers, la microscopie confocale peut permettre dutiliser des marqueurs
de volume suivant un principe analogue : Si le contact des cellules représentées sur la Fig. 2
avec leur substrat est imparfait, on peut espérer détecter la présence de marqueurs de volumes
au niveau de l'interface. S'il est possible de détecter une intensité lumineuse de l'ordre de 10
% de celle de la région la plus brillante, on peut ainsi espérer détecter un espace cellule-
substrat d'une épaisseur de lordre d'un dixiéme de pixel, soit quelques dizaines de
nanometres.

Une méthode extrémement séduisante a récemment été développée par Dustin et coll.
(1996) afin d'observer de maniére directe les interactions moléculaires de cellules lymphoides
et d'une surface modéle constituée d'une bicouche phospholipide plane déposée sur une
lamelle de verre et contenant des molécules fluorescentes (LFA-3), qui étaient des ligands de
récepteurs membranaires des cellules utilisées (CD2). Les molécules LFA-3 étaient mobiles
dans la bicouche et se concentraient dans les régions de contact intercellulaire au fur et a
mesure que l'adhésion se renforgait. Ce phénoméne apportait pour la premiere fois la preuve
de lexistence d'interactions moléculaires dans les régions supposées impliquées dans un
contact cellule/substrat. Les cellules étaient observées en microscopie de fluorescence apres
avoir été déposées sur les lamelles. Cette approche a permis aux auteurs de déterminer une
constante de dissociation effective de l'interaction CD2/LFA-3 sur une surface (soit 21
molécules/pmz). Le potentiel d'une telle approche devrait étre renforcée par le dévelopement
de méthodes d'ingéniériec génétique permettant d'induire l'expression de molécules
fluorescentes fonctionnelles (marquées par des protéines GFP) dans des cellules vivantes
(Wiilfing et coll., 1998). Les deux problémes techniques rencontrés au cours de la mise en
oeuvre de ces méthodes sont essentiellement 1°) la réalisation de marquages ne perturbant pas
le modéle et 2°) la nécessité de réduire I'intensité lumineuse afin de ne pas altérer les cellules
faisant l'objet d'une observation prolongée.

Figure S : Etude en microscopie par interférence-réflextion de I'étalement cellulaires. Des cellules
monocytaires THP-1 ont été déposées sur une surface couverte de fibronectine. Une cellule a été suivie et les
images obtenues aprés environ 1 minute (A), 2 minutes (B), 3 minutes (C) et 7 minutes (D) sont représentées. La
barre blanche correspond & une longueur de 5 pm.

Microscopie par interférence-réflexion (IRM) ou contraste de réflexion.

Cette méthodologie fait l'objet d'un intérét croissant depuis son application par Curtis
(1964) a I'étude de l'adhésion cellulaire. La mise sur le marché d'objectifs bien adaptés et le
développement des techniques de traitement d'image ont rendu son utilisation bien plus aisée
(Verschueren, 1985). Le dispositif de base est constitué par un microscope a fluorescence
inversé. On observe une préparation de cellules déposées sur une lamelle de verre (Fig. 5). On
utilise la configuration classique en épiillumination, mais, a la différence de la fluorescence,
I'éclairage et I'observation sont effectués a la méme longueur d'onde. Le contraste est créé par
les interférences entre les rayons réfléchis par l'interface lamelle-milieu et l'interface milieu-



cellule immédiatement sus-jacente. En premiere approximation (faible incidence), le
décalage de phase entre les deux rayons est €gal & n(1+45/A), ou & est la distance séparant la
membrane de la cellule de la lamelle au point considéré et A est la longueur d'onde de la
lumiére dans la région considérée. Cette méthode a permis d'estimer avec une précision de
l'ordre de 10 nm la distance séparant des vésicules lipidiques d'une surface de verre dans un
domaine compris entre 0 et 100 nm environ (Feder et coll., 1995). Ce domaine convient dont
parfaitement a une étude de l'adhésion. Il faut noter que la détermination absolue des distance
est compliquée par certains artefacts, en particulier la contribution du bord supérieur de la
cellule lorsque l'on observe un fin lamellipode. D'autre part, étant donné la complexité de la
structure membranaire, les estimations absolues de la distance cellule/substrat ne sont pas
totalement fiables et il est bon d'utiliser plusieurs approches complémentaires

Les observations réalisées sur de nombreux systemes cellulaires ont conduit & la
définition classique des "contacts focaux" (focal contacts) se présentant comme des régions
sombres localisées (par exemble, de courts bandes d'une largeur inférieure a une fraction de
micrometre), correspondant & un espace cellule/substrat de I'ordre de 15 nm. On a également
défini des "contacts étroits" (close contacts) correspondant a une distance de l'ordre de 30
nm.

ETENDUE DE L'ETALEMENT A L'EQUILIBRE

Nous allons maintenant aborder la question suivante : quels sont les facteurs qui
déterminent la structure d'une région de contact cellulaire lorsqu'un équilibre est atteint 7 On
peut imaginer au moins deux stratégies pour aborder cette question. Une approche
biophysique peut s'appuyer sur des images ressemblant a la Fig. 2 et suggérer, par analogie
avec l'étalement d'une goutte liquide sur la surface, que 1'état d'équilibre correspond a un
minimum d'énergie libre. Une conception plus proche du raisonnement biologique postulera
que le déclenchement et 1'arrét de 1'étalement sont déterminés par des signaux probablement
engendrés par la stimulaton de récepteurs membranaires spécialisés. Dans ce paragraphe,
nous décrirons successivement quelques données expérimentales et quelques modeles
proposés pour répondre a la question abordée.

Données expérimentales.

De nombreux auteurs ont observé une corrélation positive entre l'étendue de
I'étalement d'une cellule sur une surface et l'intensité du stimulus adhésif, ce qui constitue un
argument en faveur d'une conception biophysique du phénomene observé. Folkman et
Moscona (1978) ont observé (en microscopie optique) une diminution progressive de
I'étalement de cellules endothéliales sur une surface de culture recouverte d'une quantité
croissante d'un polymére anti-adhésif (le poly hydroxy éthyl méthacrylate ou polyHEMA).
Capo et coll. (1982) ont rapporté une corrélation positive entre l'aire de contact intercellulaire
(observée en microscopie électronique) de thymocytes agglutinés par la concanavaline A et la
concentration de lectine. Cette aire était multipliée par 20 lorsque la concentration de
concanavaline A passait de 0,125 pg/ml a 8 pg/ml. Enfin, Mége et coll. (1987) ont analysé
quantitativement des images de microscopie ¢lectronique représentant les aires de contact
entre des macrophages péritonéaux de rat et des hématies modifiées par le glutaraldéhyde (ce
traitement induit leur reconnaissance et leur ingestion par les phagocytes.). Lorsque la charge
électrique (négative) des hématies était diminuée par un traitement a la neuraminidase
(clivant des résidus négatifs d'acide sialique) ou la polylysine (un polycation), I'aire de contact
était substantiellement augmentée, et l'on notait un "lissage" de la paroi des phagocytes au
contact de la surface des hématies.



Cependant, d'autres résultats soulignent l'importance du métabolisme intracellulaire
dans la détermination de I'étalement. On a constaté que I'‘étalement d'une cellule sur une
surface pouvait étre induit par des modifications métaboliques telles que l'inhibition de
certaines kinases (Yoshimura et coll., 1995 ; Haller et al., 1998) ou l'acidification cytosolique
(Demaurex et coll,, 1996). Réciproquement, l'étalement cellulaire a pu étre stimulé en
augmentant l'activité de la molécule Rac (une petite protéine G impliquée dans le contrdle du
cytosquelette) sans modification visible de la densité ou de l'activité des récepteurs d'adhésion
(Dsouzaschorey et coll., 1998), en inhibant la polymérisation des microtubules (ce qui
entrainait une augmentation de la tension corticale : Pletjushkina et coll., 1998), ou en
stimulant la libération de calcium intracytosolique (Pettit & Hallett, 1998).

Modéles théoriques de 1'étalement.

Une approche biophysique de 1'étalement conduit a rechercher 1'état conduisant a une
minimisation de I'énergie d'un complexe cellule-cellule ou cellule substrat en fonction de trois
parametres :

- La tension membranaire susceptible de s'opposer a I'étalement. De multiples travaux ont
été consacrés a la recherche dun modéle mécanique de la cellule. A l'échelle des
déformations importantes susceptibles d'étre impliqué dans I'étalement, on peut mentionner le
modéle de la goutte liquide entourée d'une membrane sous tension constante, s'appliquant
particuliérement aux granulocytes neutrophiles (Evans et Kukan, 1984) et le modéle du cortex
élastique présentant une tension croissante en fonction de I'accroissement de l'aire cellulaire
apparente : ce modéle a été utilisé pour décrire le comportement de cellules myéloides (Mége
et coll., 1987), lymphoides (Foa et coll., 1988) ou fibroblastiques (Thoumine et Ott, 1997).
Cependant, on ne sait pas vraiment si la tension est directement produite par les replis
membranaires ou par des structure cytoplasmiques (cytosquelette) sous<jacentes.

- L'interaction ligand-récepteur impliquant les molécules d'adhésion en présence.

- Les interactions répulsives engendrées par certains constituants de la membrane cellulaire
qui doivent éventuellement étre comprimés ou écartées des régions de contact pour permettre
l'interaction des récepteurs des membranes cellulaires.

Plusieurs modéles ont été proposés pour prédire la structure d'équilibre des cellules
adhérentes. Un modeéle proposé par Bell et coll. (1984) considérait uniquement I'équilibre
entre les interactions attractives de molécules d'adhésion diffusant librement dans la
membrane (et tendant ainsi & étendre la région de contact) et la répulsion engendrée par des
éléments répulsifs fixes. Evans (1985) a retrouvé I'équation classique de Young-Dupre en
considérant l'équilibre entre la tension membranaire et I'énergie d'adhésion. D'autre part, en
observant les déformations d'hématies qu'il séparait avec des micropipettes apreés avoir induit
leur agglutination par une lectine (agglutinine de germe de blé ou WGA), le travail de
séparation des membrane a pu étre estimé a quelques mJ/m2 (Evans et Leung, 1984). Mége et
coll. (1987) ont proposé¢ un modéle local du lissage membranaire en utilisant I'hypothese
suivant laquelle la tension membranaire évaluée & l'échelle du micrométre résultait du
"déplissement” submicrométrique provoqué par l'extension membranaire. L'énergie
d'adhésion des macrophages a des hématies altérées a été estimée a 0.084 mJ/m2, et ce
parametre était augmenté jusqu'a 0,182 mJ/m2 lorsque les charges négatives répulsives
étaient réduites. Enfin; Simson et coll. (1998) ont étudié le détachement de Dictyostelium
déposé sur une surface adhésive et soumis a des forces de détachement hydrodynamiques. La



forme cellulaire était obtenue en microscopie par interférence-réflexion : le travail de
détachement obtenu était de l'ordre de 0,02 mJ/mZ2.

Les données obtenues, dont nous avons cité quelques exemples, suscitent deux
remarques :

D'une part, la notion d'énergie ou de travail d'adhésion doit étre utilisée avec prudence
pour plusieurs raisons : d'une part (Evans et Leung, 1984), L'adhésion cellulaire se comporte
souvent comme un phénomene irréversible, et des parametres trés différents peuvent étre
obtenus suivant que I'on considere le travail d'adhésion ou de déadhésion. D'autre part, du fait
de la mobilité des molécules membranaires, le travail de détachement dépend de l'aire
d'interaction (Evans et Leung, 1984 ; Tozeren et coll., 1989). Enfin, les modéles mécaniques
de la cellule supposent l'absence de mouvements actifs, alors méme que des contraintes
mécaniques peuvent suffire a stimuler les cellules étudiées (Horoyan et coll., 1990). Tl reste a
déterminer si le concept d'énergie d'adhésion peut se révéler utile (citons par exemple Reich
et coll., 1984).

D'autre part, les récents progrés méthodologiques permettent d'espérer d'élaborer et de
tester un modéle d'étalement qui prenne en compte a la fois les propriétés mécaniques de la
cellule, la constante daffinité des systémes ligand-récepteur (Dustin et coll., 1996), la force
engendrée par les structures répulsives membranaires (Kithner et Sackmann, 1996), la
mobilit¢ membranaire des récepteurs (McCloskey et Poo, 1986 ; André et coll., 1990 ;
Wilfing et coll., 1998) et des structures répulsives (Soler et coll., 1997). Ti serait ainsi
possible de déterminer de maniére indépendant tous les paramétres ajustables. Cette approche
serait nécessaire pour savoir si les phénoménes de signalisation regulant les phénoménes
d'étalement agissent par l'intermédiaire d'une modulation des paramétres d'équilibre (tension
membanaire, affinité des récepteurs et en particulier des intégrines) ou si l'approche
biophysique est insuffisante pour rendre compte du phénomeéne d'étalement.

ETUDE CINETIQUE DE L'ETALEMENT

Comme l'avaient souligné Bell et coll. (1984), les modéles thermodynamiques de
l'adhésion n'apportent aucune information sur la cinétique de I'étalement. Tl s'agit d'un
phénomeéne relativement peu connu, et on ne peut affirmer actuellement si l'étalement d'une
cellule sur une surface nécessite des mouvements coordonnés, ou bien si ce processus repose
entiérement sur des mouvements aléatoires de la membrane, qui pourraient étre liés a
I'agitation thermique ou & une activité métabolique.

Etant donné le faible degré d'avancement de ce domaine, nous nous bormnerons a
décrire quelques données expérimentales préliminaires.

La microscopie a interférence réflexion met aisément en évidence les fluctuations
membranaires des hématies (Zilker et coll., 1992) ou de vésicules modéles (Feder et coll.,
1995). Cependant, ces modeles sont trop éloignés des cellules nucléés pour que les
renseignement obtenus puissent étre appliqués directement a I'étude de I'étalement cellulaire.
Dunn et coll. (1997) ont utilisé une technique microinterférométrique originale pour étudier
les fluctuations de la position du bord de fibroblastes étalés sur une surface de verre, ce qui
leur a permis de démontrer l'importance de l'intégrité des microtubules. Yu et coll. (1990) ont
decrit des fluctuations rapides (0,2-30 Hz) a la surface de différentes populations cellulaires :
l'amplitude mesurée était beaucoup plus importante dans le cas des hématies (350-400 nm)
quavec des fibroblastes, des monocytes ou des lymphocytes (20-30 nm). Des travaux
ultérieurs ont montré que l'amplitude des fluctuations pouvaient étre diminuée par des
inhibiteurs de la polymérisation des microtubules ou augmentée par la dihydrocytochalasine
B, connue pour interférer avec les microfilaments d'actine (Mittelman et coll., 1991). Enfin,



les fluctuations des membranes erythrocytaires ont été réduites par une déplétion en ATP
(Tuvia et coll., 1997).

CONCLUSION

Le but de cette revue était de décrire les outils théoriques et expérimentaux
actuellement disponibles pour étudier le phénoméne d'étalement cellulaire. Si de nombreuses
questions restent sans réponse, il semble maintenant possible de tester la validité¢ d'une
approche biophysique pour comprendre la cinétique et la thermodynamique de ce processus.
Les résultats obtenus, outre leur intérét théorique, devraient éclairer des phénomenes
importants résultant de I'adhésion, en particulier la réorganisation du cytosquelette (qui peut
influencer de maniére importante les phénomeénes de transduction) et le processus de
déadhésion.
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ABSTRACT

There is increasing evidence that mechanoreception, pseudo-muscular actuation and analog
computation can be implemented using polyelectrolyte gels and extrinsic polymer conductors,
which posses mechanical and actuation properties analog to living matter. For example,
tactile sensing by skin-analogs made of weakly ionized polymer gels has been reported.
Tonized polymer gels, extrinsic conducting polymers and polycarbon phase have been
analyzed in detail and discussed in view of possible applications in pseudo-muscular
actuation technology.

Introduction

Macromoleular materials of synthetic origin are of ubiquitous use in modern technology.

The peculiar rheological properties and energy transduction characteristics of polymeric
systems make them an high priority target for the development of functional materials. As a
parallel scientific and technical endeavour, biomimetic materials, structures and systems are
emerging as tools that will enable engineering sciences to broaden their classical methods and
techniques.

This lectures reports tutorially about rheological behaviour and transduction properties of
polymer hydrogels and n-electron conjugated conducting polymers with reference to selected
implementations of biomimetic character.

A large variety of applications of these functional materials is under development and reasons
of space dictate us to limit our discussion to the specific topic of mimicking biological
function related to sensorimotor control, i.e, artificial muscles and artificial tactile and
kinestetic systems.

Polymer gels: rheology and mimicry of biostructures

Interest in synthetic hydrogels is stimulated by their remarkable physical, chemical and
mechanical properties, their commercial applications and their ability to mimic biological
gels. Hydrogels are sensitive to a wide range of environmental stimuli; they also exhibit a
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wide range of responses (Tanaka, 1981). Their intrinsic compliance, high water content and
ability to interconvert electrical, chemical and mechanical energy make them suitable for use
as skin-like tactile sensors and muscle-like actuators. The sensitivity of their volume and
hydraulic permeability to solvent composition, temperature, pH and ionic strength make them
suitable as controllable macromolecular separation membranes and drug-delivery systems.
Moreover, some synthetic hydrogels mimic the properties of biological hydrogels, making
them useful to study organizing principles in biology.

Polymeric systems capable of chemical to mechanical energy transduction have been studied
extensively after their discovery in the early fifties (Katchalsky et al., 1960) because of their
scientific, biological and technical importance (Burchard and Murphy, 1990). Only recently,
however, renewed interest in mechanochemistry (or, using current terminology,
chemomechanics) has led to the preparation of chemomechanical gels sensitive to various
stimuli with better mechanical properties and much shorter swelling time constants (Osada,
1987). Recent studies are motivated by the potential use of these polymers to build soft
actuators for drug delivery systems, artificial organs and advanced robotics. "Environmentally
sensitive hydrogels" well represent a class of macromolecular materials leading to intelligent
systems and structures.

As a parallel effort, modeling and characterization techniques of equilibrium and transient
response of synthetic and natural gels (mostly swollen connective tissues) under mechanical,
chemical and electrical stimuli have experienced substantial advances (Grodzinsky, 1983).
The complex interplay of coupled phenomena of chemical, electrical and mechanical nature
occurring in ionized (charged) polymer networks makes description and characterization of
these materials a challenging task, particularly when engineering design specifications and
material processing constraints dictate the use of samples having strictly specified
dimensional range and geometry.

Theoretical models to analyze transient electromechanochemical (ECM) response of
polyelectrolyte gels “have been formulated and their adequacy tested in experiments
performed on samples of biological and synthetic origin. Kinetic equations for chemical and
electrochemical reactions and ion transport have been coupled to formulae governing the
contraction and swelling dynamics of gels. ‘

The dynamics of swelling of a gel can be analyzed by recurring to continuum models which
have their foundations in the poroeleastic theory formulated by Biot in a series of papers (see
Biot, 1955). This theory has been critically reviewed and its applicability to polymer gels
examined by Johnson (1982). Eisemberg and Grodzinsky (1987) developed a continuum
model which applies to charged gels, aimed at describing mechanical transients occurring in
response to changes in the composition of the fluid permeating and surrounding the gel.

A simplified motion equation for diluited gels has also been proposed (Tanaka et al., 1973)
and its validity assessed for some synthetic gels used ECM experiments (Chiarelli and De
Rossi, 1988). The transient mechanical response of a gel element (usually in the form of a
thin strip or fiber) to changes in spatial ionic distribution or composition can be calculated by
using the model of Eisenberg and Grodzinsky.

Soft tissue modeling

Soft natural tissue are made of a solid polymeric matrix made up of collagen, elastin,
muchopolysacharides, whose interstices contains water with ions, nutrients, proteins and
other solutes. This complex, interpenetrated "solid-liquid" structure endowes living tissues
with solid rheological properties and to house diffusional and viscous processes as fluids:
hence the bi-phasic structure is a distinctive element of biological systems. Moreover the
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contemporary presence of a solid and fluid phase make possible the realization of new
phenomena that cannot happen neither in a solid or in a fluid structure such as: compressive
shock adsorption (e.g. in cartilage abruptly submitted to a load), streaming potentials such as
in compressed dermis and bone, proteins filtration (lymphatic system), modulation of cardiac
walls elasticity through its fluid component, etc.. All these phenomena can be ascribed to the
relative motion of fluid within the solid matrix. Looking at the fluid component in soft
biologicaal tissue we observe that it ranges from 80% in cartilage, to 60-70% in dermis,
arterial wall, tendons and ligaments, down to 20% in bone and to 10% in dentin. Other tissues
have a very low cellular component and are basically natural gels; among those vitreous body,
synovial fluid, cornea etc. Recently the properties of white and gray brain tissue and of
chromosomes have been described by means of bi-phasic elasticity.

Basic Equations

Fluid-elastic phenomena of soft tissues are adequately described by elastodynamical
equations of motion of a porous medium, filled by a fluid (Biot, 1956; Tanaka et al., 1979;
Lee et al., 1981; Johnson, 1982; Peters et al., 1988; Mow et al., 1989; Chiarelli et al., 1992 a)
and successfully applied to the viscoelastic behaviour of articular cartilage (Lee et al., 1981,
Mow et al., 1989) and bone (Salzstein et al., 1987).

For sake of simplicity it is commonly assumed the case of an isotropic linearly elastic
materials with solid and fluid constituents individually incompressible, where the inertial
effects can be neglected. In this case the equation of motion reads:

f 0€qq/0t=(k+t4W/3) & €/ OX; OX; (1)

Such a model, based upon general assumptions, has been applied to hydrogel systems with
planar and cylindrical symmetry (Chiarelli et al., 1988, 1992 a).

In the case of dilute gels, where the fluid contents is much higher than the solid one, a
simplified motion equations can be used:

£U,/ &t = b/ x, )

where U; is the displacement vector of a gel element, f is a friction coefficient describing the
viscous interaction of the interstitial fluid through the polymer network and o is the stress
tensor of the gel that in the linear case can be written as

Gij=k8aa6ij+2H(8ij'8aa8ij/3)+a6ij (3)

where k and p are respectively the bulk and the shear elastic modulus of the gel, a is the
chemically induced stress at zero strain (for isotropic materials), §;; is the Kroneker's delta,
€ wo 18 the solid matrix dilatation given by the trace of the strain matrix g;

The development of appropriate material characterization techniques is possible and it is
based upon simple experiments.

We have also shown that for charged hydrogels the friction coefficient f (the inverse of
hydraulic permeability of the porous medium) can be generalized as (f'— K;; Ky, / Ky)!
including the electro-osmotic Onsager coefficients K;; (Katchalsky et. al., 1974).
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By means of this continuous model we have investigated the response of charged hydrogels to
several inputs: free swelling, stress relaxation (Chiarelli et al., 1992 b), creep, pH and
temperature driven swelling.

By means of the above continuum model it can be also calculated the creep elongation, the
streaming potential, the strain and the interstitial fluid pressure across the section of an
arterial wall submitted to a pressure beat and the electromechanical coupling generated by the
interstitial fluid motion in dermis (De Rossi et al., 1988).

At a glance with the theoretical model we observed that viscoelastic relaxation depends also
from the energy dissipation due to the matrix-fluid friction and has a time decay proportional
to the square of the characteristic thickness of the sample departing from the laws of the
classical viscoelasticity (De Rossi et al., 1988).

Pseudomuscular actuators and tactile sensors

The majority of investigated gels undergo chemomechanical conversions by ionization, redox
reaction, or photoisomerization. Other mechanisms such as ion-exchange and phase or order-
disorder transitions also exist. Under direct chemomechanical conversion, polymer gels are
characterized by yielding large displacements and force densities, comparable to those of
muscles. However, in spite of almost two decades of research, the mechanical strength and
response time of these materials still leave much to be desired.

CM conversion process is diffusion regulated, so that the response time may be increased by
forming the gels into very thin fibers and assembling bundles composed of several fibers.

This process poses severe technical problems, not the least of which is breakage of the fibers.
Present efforts in this field aim to provide polymer gels with some sort of electrical drive in
order to render them useful for various applications. In earlier attempts (Hamlen et al., 1965),
metal electrodes were positioned in the gels. More recently, the ECM properties of a polymer
gel with interpenetrating polypyrrole (PPy) electrodes have been studied (Chiarelli et al,
1991). In both cases, although ECM conversion was achieved, the electrochemical coupling
mechanism was inefficient. To date, no experimental evidence related to the feasibility of
electrically triggered, chemically fueled ECM conversion has been reported endowed with
acceptable performance. v ’
Research on dexterous end-effectors and tactile sensors for complex manipulative tasks is of
great interest in the field of advanced robotics (Dario et al., 1985) and to supplement lost
afferent signals due to sensory disfunction or amputation (De Rossi, 1991).

It has been proposed that a water-swollen polyelectrolyte gel could perform dynamic
mechanoelectrical conversion through streaming potentials, a transduction mechanism which
also operates in human skin (De Rossi et al 1988). This class of materials exhibits rheological
characteristics similar to those of human skin under compression.

However, a load sensor that operates by measuring streaming potentials can not detect static
loads since these potentials vanish when mechanical equilibrium is reached. To circumvent
this deficiency, we have conceived a sensor that exploits an equilibrium mechanoelectrical
conversion mechanism (Lazzeri et al. 1989.).

Conducting polymers: rheology and mimicry of biostructures

Conducting polymers (CPs) show, in addition to interesting electrical and optical properties,
active mechanical behavior in response to appropriate electrochemical stimuli (Baughman,
1990).

The crucial event in energy conversion is the variation of ionic doping inside the polymer;
this variation can take place if the polymer is forced by an electric potential to exchange ionic
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species with its surrounding, typically an electrolyte bath, which permeates the polymer
because of its porosity and wettability. During electrochemical doping or de-doping, CPs
undergo length and elastic moduli changes typically associated with notable variations in their
physico-chemical properties. The projected relatively large dimensional changes upon doping
of CPs (from 1% to 10% linear), as compared with piezoelectric polymers, and the high stress
developed (from 1 to 500 MPa) can provide a corresponding increase. in work capacity per
cycle (Baughman, 1990).

These changes can be obtained using voltages which can be more than an order of magnitude
lower than those required to drive electrostatic or piezoelectric micromechanical actuators.
On the other hand, CP actuators typically show slow response; however, time response to
electrical stimulus improves as much as their dimensions are scaled down, rendering
microactuators development an achievable goal (Smela et al., 1995).

Among various CPs potentially showing electromechanical conversion properties, polypyrrole
(PPy) and polyaniline (PANi) have been, by large, more extensively investigated in order to
realize an actuator (Pei, et al. 1993; Otero et al., 1992).

To use CPs in engineering applications it is important to know their mechanical properties
and the parameters governing them. This lecture reports an investigation on the passive
mechanical properties of PPy saturated by a fluid, while an electromechanical
characterization of its actuating properties has also been reported (Chiarelli et al., 1995). In
order to define passive mechanical properties of PPy, we measured the tensile modulus and
Poisson ratio of samples immersed in solution. In relation to the porous nature of the system
we also considered porosity and a coefficient (f) which takes into account the friction
between the solid matrix and fluid when in reciprocal motion.

Then, we proposed a continuum model already successfully used for hydrogels (Chiarelli et
al., 1992 b) to describe the passive mechanical behavior of a conducting polymer film
saturated by a fluid; the model is verified in the specific case of stress-relaxation and "free
swelling" tests, comparing the predictions with experimental results. In order to describe the
electro-mechanical active behavior, a discrete lumped parameter model has been already
proposed by our group through experiments and measurements in stimulated condition (Della
Santa et al., 1997). ‘

The passive, continuum model predicts the evolution and distribution of the elastic strain,
interstitial fluid pressure, total tensile stress and isometric force in the material during a
stress-relaxation experiment. The observed decay in total stress, following a sudden stretch, is
explained primarily by the mechanism of strain induced swelling, except in the early phase
following the initial deformation when the intrinsic viscoelastic behavior of the solid
component plays as important role.

Biomimetic case study: artificial kinestetic systems and pseudo-muscular actuators

Polymeric semiconductors in the form of spun fibers and fiber coating possess
electromechanical trasduction properties suitable for the implementation of smart fabrics
incorporating distributed strain and temperature sensors and contractile actuators.

The key elements for the construction of active polymer electromechanical systems are now
at reach in a form which allows their integration onto wearable garments.

The fabrication of electronic and electromechanical systems onto substrates which are not
only flexible, but ideally conformable to the human body represents a breakthrough in various
areas of application and opens new design possibilities in man-machine interface technology
related to virtual reality, teleoperation, ergonomics and rehabilitation engineering.
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We reported piezo-and thermoresistive conducting polymer coated fabrics with remarkable
transducting properties in terms of strain gauge factor and temperature coefficient of
resistance (De Rossi et al., 1999).

They enable the realization of truly wearable instrumented garments capable of recording
body surface temperature and propioceptive maps with no discomfort for the subject and
negligible motion artifacts caused by sensor-body mechanical mismatch.

A sensorized glove has been fabricated and its use as an artificial kinestetic system is
outlined.

Spun conducting polymer fibers capable of stiffening, shortening and relaxing under
electrochemical stimuli have been fabricated and their actuation properties quantified.

The tensile isometric stress exerted by the contractile fibers can be higher than that typical of
human skeletal muscles, while the linear isotonic strain is of the order of 1%, these
performances being achieved by low voltage drive (< 2 volts) (Mazzoldi et al., 1998).
Incorporation of actuating fibers into the sensing fabric enables it tensing and relaxing and
operating as a wearable exoskeleton.

Carbon nanotubes: new materials for mimicking muscles

Actuators based on carbon nanotubes are single walled nanotube (SWNT) arranged in felt
strips and used as a working electrode in an electrochemical cell (Baughman et al., 1999).
The system use dimensional changes in covalently bonded directions caused by the charge
injection, which originate from quantum chemical and double layer effects.

When we applied a potential difference to the electrode, the electronic charge variation is
compensated by the double layer charge. This behaviour does not require ion intercalation,
which limits the life and rate of faradaic conducting polymer actuators

We describe here our work on this promising new type of actuators based on non-faradaic
electrochemical charge injection.

Operating these actuators in 1M NaCl at low voltages (-0.5 to 1.5 V vs. SCE) we obtain
actuator strains of up to 1%. Although the generated stresses (up to some MPa) are larger than
those generated by those of natural muscles, they are many orders of magnitude lower than
would be obtained for nanotube sheets that fully utilize the mechanical properties of the
individual nanotubes.
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Les modéles microrheologiques autoconsistents décrivent la rhéologie des suspensions
faiblement agrégées en fonction de grandeurs physiques directement accessibles par des
méthodes expérimentales (dimension fractale des agrégats, énergie de surface, temps de
relaxation viscoélastique des particules). Les méthodes rhéo-optique ou rhéo-ultrasonore
constituent ainsi un outil puissant pour analyser les processus de rupture des agrégats sous
cisaillement dans un milieu dense et examiner les hypothéses de milieu effectif. Les mod¢les
microrhéologiques rendent alors compte de la rhéologie des suspensions de globules rouges
agrégés en présence de dextrane. Les phénomeénes de restructuration hydrodynamique peuvent
cependant influer sur la rhéologie de la suspension et induire des effets de mémoire (hystérésis
rhéologique) en particulier pour les particules déformables et les fortes énergies de surface.

I INTRODUCTION .

The prediction of suspension viscosity in concentrated systems is a long standing problem of
important practical interest. Particulate suspensions and droplets dispersions such as paints, ink,
food or biofluids show a variety of nonlinear rheological behavior in relation with the Brownian
motion, the particle volume fraction, the interparticle forces or the deformation of particles in
the flow. Repulsive interactions between particles may lead to .quasi-crystal structures in
concentrated systems while attractive forces induce the formation of clusters and continuous
network above a gelation threshold. NonNewtonian behavior of weakly flocculated suspensions
such as yield stress, shear thinning and thixotropy results from the rupture of the spanning
network and finite clusters when increasing the shear stress [1]. During the four last decades,
structural viscosity models involving an effective volume fraction and a shear dependent
structure parameter were developed [2,3]. Structural models reasonably describe the non
Newtonian behavior of complex fluids under steady state conditions through a rheological index
such as the ratio of limiting viscosities, a characteristic shear stress and exponents accounting for
the non linear shear dependence of the structure [4]. However, the prediction of the non
Newtonian behavior requires knowledge of the structural variables. Fifteen years ago, statistical
models of polymer entanglement [5] and random cluster growth [6,7] have initiated an upsurge
of interest in the rheological properties of aggregated colloids. Within the framework of fractal
aggregation, mean field theories of growth and rupture of fractal clusters were first proposed by
Mills et al [8,9], Sonntag et al [10] and Patel ef al [11] showing a power law dependence of the
viscosity on the shear rate. For aggregated colloidal dispersions, the microrheological models
usually consider the effective medium approximation (the viscosity of the medium around a
cluster is the viscosity of the suspension) and differ from each other by the rheological law for
hard sphere suspensions and the break-up process of aggregates [12-16]. Recent computer
simulations [17,18] and experimental studies [19-22] about the break-up of aggregates in a shear
or elongational flow are often limited to the diluted regime and neglect the hydrodynamic
interactions between flocs.
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In the present paper, an analysis of the nonNewtonian properties of dense suspensions of
reversible clusters is proposed. The steady state viscosity of non Brownian red blood cell
suspensions and the shear break-up of hardened or deformable red cell aggregates was
investigated by rheo-optical and rheo-ultrasonic experiments [23,24]. Light and ultrasound
scattering methods provide a way for examining the shear break-up of flocs in a dense
suspension and the effective medium approximation. From a microrheological model [16] and
measurements of the disaggregation shear stress, the shear-thinning behavior of aggregated red
cell suspensions is described in the low shear regime. In a last section, the shear-induced
restructuration of red cell aggregates is further discussed in relation with the shear history
dependence of the viscosity.

II SHEAR BREAK-UP OF REVERSIBLE FLOCS

1. Equilibrium size of flocs in a shear flow

Above a critical yield stress, the shear thinning behavior of weakly aggregated suspensions
results from the rupture of the spanning network and finite clusters when increasing the shear
stress [1,8-16]. Reversible clusters can grow in a shear field until they reach a maximum stable
size R corresponding to a dynamical equilibrium between formation and shear break-up of the
aggregates. As shown by computer simulations [17,18] and experimental investigations [19,23],
the shear stress dependence of the equilibrium radius R(z) of an isolated fractal cluster obeys

the power law:

RO (/)™ with 03<m<172 )
a

where the critical shear stress 7' ~ I"/a for cluster break-up is related to the surface adhesive
energy I" (adhesive energy per unit contact area) and the characteristic radius a of elementary

particles. The Break-up criterion R3(r)z Cka’lr used by Potanin ef al [14] involves an
unknown fragility parameter C and the spring constant & of the bond between the particles
(second derivative of the pair potential). The fragility of bonds depends on the reversibility of
cluster deformation under the action of external stresses. Soft and rigid clusters represent
extremes possible behavior of aggregates. Rigid clusters are more likely broken into secondary
aggregates of approximately equal parts (large scale fragmentation) since elastic deformations
are transmitted over the whole structure. In the case of soft aggregates, outer chains of size ~ a

are stretched and broken one by one until the cluster reaches a stable size (surface erosion).
A mean field approach gives a scaling law similar to the phenomenological equation (1) with
m = 1/3 for rigid clusters and m = 1/2 for deformable aggregates [16,17]. As a consequence,
irreversible flocculation results in loose and rigid clusters with m ~ 1/3 while weak bonding
energy (reversible flocculation) leads to more compact and deformable aggregates with m ~ 1/2.

2. Rheo-optical study of red cell aggregates

For human red cells of characteristic size a ~ 4 pm much larger than the wavelength 4 of
visible radiations, waves are multiply scattered from a dense suspension and the fractal
dimension of red cell clusters further influences light propagation.

In the weak scattering limit (A << a), the photon diffusion approximation can be used and
the diffuse reflectivity r of optically thick and weakly absorbing random suspension scales as the
ratio of the absorption mean free path /, and the scattering mean free path /. For Mie scatterers,
the elastic mean free path / can be approximated to good accuracy as the inverse of the particle
area § per unit volume. In the case of red cell clusters, the contact area between adjacent cell
surfaces no longer contribute to light scattering since the intercellular distance of about 200 A is
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much less than the light wavelength [25]. The scattering mean free path /, in an aggregated
suspension then scales as the inverse of the scattering area S — S, per unit volume (S. is the

contact area per unit volume between red cells). As the cluster size weakly influences the
absorption cross section per unit volume and the phase diagram of scatterers, we may estimate
the diffuse reflectivity r, of an aggregated suspension from the relation [24]:
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The reflectometric index G = 1-r,/ r ~ S,/ S then scales as the contact area S, per unit
volume between aggregated particles and directly reflects the aggregation extent. For fractal
clusters of fractal dimension D and size R~aN ", the total contact area scales as 24, (R/a-1)"
(4. is the contact area between two particles) and the reflectometric index takes the form [24]:

D
R
2Ac(——lj D
GRy~Se o ) 2 2 3)
S N A A R

where 4 is the particle area. Equations (1) and (3) finally gives the shear stress dependence of
the reflectometric index:
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The shear stress dependence of the diffuse reflectivity 7.(7) of aggregated red cell suspensions
in a Couette flow was investigated with a normally incident He-Ne laser light (1 =0.633 um)
[23]. Dextran macromolecules induces reversible and weak aggregation of red cells [24]. Heat
treatment of red cells further causes irreversible alterations of the endoface membrane proteins
and reduces the membrane deformability without significant change in the surface adhesive
energy [23]. Figure 1 show the shear stress dependence of the reflectometric index
G(7)=1-r.7)/ r for normal and heat treated red cell clusters in dextran polymer solution.
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Figure 1: Shear stress dependence of the reflectometric index G(r) for normal red cells in
1.2g% Dx80-PBS (0.15 < ¢ < 0.75) (a) or heat-treated red cells in 2g% Dx80-PBS (¢ = 0.45)
(b). Solid curves are calculated from equation (4) with D = 2, m = 1/2, AJA = 0.35,
7 =0.37 dyn/em? for 1.2g% Dx80-PBS and 7 = 0.65 dyn/cm” for 2g% Dx80-PBS.
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The reflectometric curves G(7) display no significant dependence on particle volume fraction

¢ or cell deformability since the local shear stress determines the equilibrium size of interacting
flocs in a dense suspension (effective medium approximation).

The fractal dimension of two-dimensional red cell aggregates was determined from optical
imaging of clusters between two glass plates after previous dispersion of the suspension [16].
The fractal dimension D =1.59 +0.03 and D = 1.56 + 0.04 respectively for normal of hardened
red cell clusters in 3g% Dx80-PBS well agrees with the predictions of the RLA model
(D=1.55 for two dimensional clusters) predicting a fractal dimension D ~2 for three dimensional
aggregates [7]. Red cell aggregates undergo irreversible deformation under shear because of the
weak bonding energy and the deformability of biological membranes. In the case of hardened red
cells, clusters likely remain soft since the biconcave shape of erythrocytes allows particles to roll
at their contact points.

Considering soft aggregates (m = 1/2) of fractal dimension D = 2, equation (4) then describes
the reflectometric data with 4./ A ~ na’/ A = 0.35 (@~ 4 pm and 4 ~ 145 pm? for the mean
area of human red cells). Rheo-optical experiments further provide a way to determine
the critical disaggregation shear stress 7 ( 7 = 0.37 N/m’ for red cells in 1.2 g% Dx80-PBS,

T = 0.65 N/m® for 2g% Dx80-PBS). The surface adhesive energy I~ ~T'a is consistent
with earlier estimations based on the equilibrium shape of deformable red cell doublets
( I'~2 10® N/m for red cells in 2g% Dx80) [26].

The large contact area between aggregated deformable particles makes the light reflectometry
very sensitive to red cell aggregation. However, light scattering becomes insensitive to cluster
growth for rigid Mie scatterers only establishing contact points during adhesion (r, ~ r for
S. = 0 (2)). Fortunately, ultrasound scattering provides an alternative way to study the
flocculation process of red cells. Indeed, scattering from particles smaller than the wavelength
becomes more sensitive to cluster size and less influenced by the internal structure of
aggregates.

3. Rheo-ultrasonic study of red cell aggregates

We consider weakly scattering particles or aggregates of size much less than the ultrasound
wavelength 4 (Rayleigh scattering regime) and acoustic properties close to those of the
surrounding liquid. Therefore, the attenuation of the incident ultrasound wave due to viscous
losses is negligible and ultrasound scattering mainly results from the mismatches in the
mechanical properties of continuous and particle phases. In the single scattering regime, the
scattering coefficient ). defined as the power scattered per unit solid angle from a unit volume
then scales as the inverse of the scattering mean free path /, [24]:

Zam~  with L=— 2 and o,=N% )
I n,o, W,

where n, is the average cluster number per unit volume, o and o, the scattering area of a particle
or a cluster respectively and N the mean particle number in a cluster. The packing factor W,
accounts for dependent scattering in dense systems since the increase in correlation among
Rayleigh particles or clusters induces destructive interference of the far field scattered waves and
a decay in the scattered power [27]. From statistical arguments, the packing factor W, scales as
the variance of single particles in a voxel of size ~ 1 and increases linearly with the cluster
volume fraction ¢, (the packing factor increases during cluster growth because each voxel can
gain or loose a larger number of elementary particles) [24]. The dimensionless scattering

coefficient y./y then scales as the average volume R3 of clusters:
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In the Rayleigh scattering regime (R << 1), one can indeed expect no influence of the fractal
dimension upon the shear stress dependence of the scattering coefficient y./y ~ 1+ (7/7)*" (6)
because the wave cannot resolve the internal structure of clusters smaller than a voxel. Far field
coherence effects determine the cluster volume dependence of the scattering coefficient
7./ % thus providing an aggregation index for a suspension of Rayleigh clusters.

Rheo-acoustical experiments were performed for red cells in dextran saline solution.
A 8 MHz piezoelectric ceramic both emits acoustic bursts and detects the backscattered waves
from red cell clusters in a plane-plane flow device (figure 2). Red cells are weak Rayleigh
scatterers when probed with an 8 MHz ultrasound wave of wavelength ~200 pm because of the
likeness of the acoustic properties of cells and saline solution (density and compressibility) [28].
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The shear rate dependence of the backscattering coefficient x, is weakly dependent upon the
gap width which indicates both a linear velocity profile between the plates aud a weak influence
of the marginal layers clear of particles near the walls. The previous dispersion of the suspension
in a rapid flow further cancels out any memory effects. From the measurement of the shear
viscosity, the backscattering coefficient was determined as a function of shear stress and particle
volume fraction for normal or hardened red blood cells in dextran saline solution (figure 3) [24].
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Figure 3 : Dimensionless ultrasonic backscattering coefficient y./y versus the shear stress 7 for
deformable (a) or hardened red cells (b) in 3g% Dx70-PBS (0.15 < ¢ < 0.35). The solid curve is
calculated from equation (6) with m =1/2 and 7 =0.255 N/m? (a) or 7 =0.28 N/m? (b) [24,29].
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Experimental data z.(7) /y, lie on a single curve since the shear stress 7 = u(y)  correctly
accounts for the microrheological conditions around the clusters whatever the particle density or
deformability. Moreover, the master curve x.(7)/ % indicates that coherence effects among
scatterers only involve the average particle volume fraction since the transducer cannot resolve
the structure of aggregates smaller than a voxel. The scattering coefficient further obeys the
scaling law 7./ ~ 1 + (7/7)*" with an exponent m = 1/2 representative of soft clusters either for
deformable or hardened red cells (figure 3) [29].

III SHEAR VISCOSITY OF WEAKLY AGGREGATED SUSPENSIONS

1. Microrheological model

Microrheological models introduce a Newtonian viscosity law z(¢,¢) for hard spheres in
purely hydrodynamic interactions [8-16]. Changes in the effective volume fraction or the
maximum packing fraction ¢ of structural units then determine the non Newtonian behavior of
the suspension.

In the case of particle aggregation, fractal structures fill space and reach a maximum size
R(#) above the gelation threshold @, as a consequence of cluster interpenetration. The infinite

spanning network displays a solid like viscoelasticity behavior and roughly consists in a dense
collection of fractal subclusters or « blobs » of size R(¢) ~a (g/ ¢*)1/ (D-3) packed with a
volume fraction ¢° [5]. The shear break-up of « blobs » determines the yield shear stress 7
through the rupture criterion (1) and the condition R(z,)= R(¢) [8,16]:

1
I T
r, ~ T | ($/¢7)D-3 —1 for ¢ >¢, )

For a fractal dimension D > 2, clusters may be considered as unpermeable with strong
hydrodynamic screening inside the aggregates. The shear viscosity (¢, #) of a weakly
aggregated suspension then follows from the reference rheological law z(g,¢) for hard spheres,
the effective volume fraction ¢,(7) ~ ¢ (R/a)*” of clusters and the break-up criterion (1). The
effective medium approximation T = y,(7) ¥ established from rheo-optical or rheo-ultrasonic
experiments finally gives a nonlinear expression of the shear viscosity. Considering soft clusters
(m = 2) of fractal dimension D = 2 and the reference law 11,(¢., @) = 1o (1-)/(1-¢/$ )* proposed
by Mills and Snabre [8,9], the microrheological model leads to a Casson like behavior [16]:

w/;:‘/a+‘/;z7 (l—%(r'/r)l/zjl/z with p=/to—(#/z*)z— (8)

In the case of deformable particles, the formation of transient anisotropic structures with a
higher maximum packing volume fraction ¢ enhances the nonNewtonian behavior. On the basis
of a Kelvin - Voigt model and a linear expansion of the structure parameter ¢ (y) in terms of the
shear strain gradient in the flow direction, a self consistent approach then gives a non linear
expression of the shear viscosity as a function of a Deborah number 2= y6 (@ is a
characteristic viscoelastic relaxation time of structural units) [16]. Accounting for the non linear
viscoelastic properties of red cell membranes (&y)/6,= (85y) *'*), the shear viscosity (4,7 of
a dense suspension of deformable red cells is given by [16]:
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where ¢o' is the maximum packing fraction around the zero shear rate limit, g, the viscosity of
the intracellular medium and § a constant. The variable (B5y)'?. arises from the specific
viscoelastic nature of the red cell membrane and appears in a phenomenological law proposed by
Quemada [3] and often used to describe blood rheology.

2. Shear viscosity of red cell suspensions

The shear viscosity (g,7) of hardened or deformable red cells in dextran saline solution
was measured in a Couette flow. The suspension is previously dispersed in a rapid flow and then
allowed to relax for 5 minutes. Steady shear experiments were performed by increasing the shear
rate step by step and waiting for steady state before the measurement. Figure 4 shows the shear
rate dependence of the relative viscosity u./u, for red cell volume fraction 0.15 < ¢ < 0.55.
Considering the disaggregation shear stress 7 determined from optical or ultrasonic
experiments, equations (7-9) describe the rheology of red cell suspensions (figure 4) [16]. The
yield stress scales as 7 (¢/ ¢ for soft clusters of fractal dimension D = 2.

In the case of highly concentrated suspensions of deformable red cells (¢> 0.55), the
rheological behavior becomes dominated by the viscoelastic properties of particles [30] and the
shear viscosity is less influenced by the aggregation phenomena since the characteristic size of
the clusters is close from the particle radius. Under high particle concentrations (0.55<¢ < 0.93),
experiments from Picart ef al [31] then show a cubic dependence of the yield stress on red cell
volume fraction.
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Deformable red cells
(o) 1.2 g% Dx70-PBS
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Figure 4: Relative shear viscosity u./u, for hardened or deformable red cells in saline solution
(e) or dextran-PBS (o). Solid curves are calculated from equations (7-9) with D = 2, m = 1/2,
6,=510%s, f=03, =6 cP, 7. = 0.55 N/m’ for 2 g% Dx80-PBS and 7. = 0.2 N/m” for 1.2
g% Dx70-PBS (¢, is derived from the low shear viscosity 1(¢,y ~0) of unaggregated red cells).

3. Shear induced restructuration

Shear induced restructuration of clusters may influence the rheological behavior of a weakly
aggregated suspension [15,32,33]. For deformable red cells, a significant increase of the diffuse
reflectance r,(7) is observed in the intermediate shear stress regime 7~ 107 dyn/cm2 (figure 5)
because of a shear compaction of the aggregates. Hydrodynamic stresses indeed may induce
particle rearrangement in the growing soft fragments and formation of less porous aggregates
[20,33].
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A rapid restructuration process requires a significant increase of the internal energy of the
aggregates and a large adhesive area between adjacent cell membranes [16]. As a consequence,
particle deformability as well as cell adhesiveness are promoting factors in the shear induced
restructuration of clusters. Indeed, the restructuration is no longer observed at short time scale
(~10 mn) for hardened red cell. However, a shear induced compaction of clusters becomes
obeseravable with rigid silica particles after application of the shear for one hour [15].

The restructuration processes lead to time dependent and memory effects in the rheological
behavior of aggregated suspensions [16]. When decreasing step by step the shear rate, the flow
induced compact aggregates persist at low shear stresses (figure 6a) and then result in a low
apparent viscosity (figure 6b). On the other hand, the viscosity in the low shear regime is higher
when the suspension is first dispersed in a rapid flow since a preshearing period eliminates any
memory effects (figure 6) .
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Figure 6: Shear rate dependence of the steady state reflectometric index G(y) (a) and
relative viscosity u.()/u. (b) for deformable red cells in 2g% Dx80-PBS (¢ = 0.45). The
shear rate is either increased (o) or decreased (e) step by step.

A shear induced synaeresis process (network contraction) is further expected for deformable
particles and strong adhesive energy. Both the shear induced restucturation of clusters and the
appearance of a marginal layer clear of particles near the walls then influence the rheology of red
cell suspensions in the low shear regime, as evidenced by Thomas [34] in narrow capillary tubes
or by Cokelet et al [35] in a Couette viscometer. However, the choice of a suitable experimental
procedure cancelling the memory effects strongly reduces space inhomogeneities in the
viscometer gap [16]. For moderate red cell adhesiveness, the shear restructuration of clusters
and the formation of a marginal layer by contraction of the spanning network then remain
negligible. On the other hand, low shear viscosity measurements become very sensitive both to
the rheological history of the suspension and the viscometer geometry for a strong aggregation
of deformable red cells (pathological blood).
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IV CONCLUSION

Rheo-optical or rheo-ultrasonic methods provide a powerful way to study the shear break-up
of fractal aggregates in a flow and describe the rheological behavior of weakly aggregated
suspensions from microrheological models. However, particle deformability and strong
adhesiveness favor a shear induced restructuration of clusters and a contraction of the spanning
network in the low shear regime. The formation of more compact aggregates and the
simultaneous appearance of a region free of particles near the viscometer walls result in shear
history and viscometer geometry dependence.
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Résumé

Les polyméres amphiphiles présentent des propriétés intéressantes en solution aqueuse;
certains d’entre eux donnent une augmentation importante de viscosité en solution semi-
diluée et d’autres forment un gel non covalent. La balance hydrophile-hydrophobe joue un
role prédominant dans les interactions interchaines, dépendant de la densité de charge du
polymére (caractére électrostatique), de la température, de la nature de la substitution
hydrophobe ou de la concentration en sel extérieur.

Dans ce travail nous avons étudié deux systemes :

* les méthylcelluloses qui forment un gel dans des conditions thermodynamgiues
données lorsque des zones hydrophobes fortement substituées sont présentes dans la chaine
macromoléculaire (copolyméres de type a blocs),

* les alkylchitosanes obtenus par substitution de chaines alkyle sur un squelette de
poly-D-glucosamine.

Les relations entre la structure chimique des polysaccharides modifiés et les propriétés
physiques de leurs solutions aqueuses sont discutées.

INTRODUCTION

Les polyméres hydrosolubles autoassociatifs représentent une nouvelle classe de
macromolécules importante d’un point de vue industriel. Ils possedent des caractéristiques
rhéologiques inhabituelles provenant de 1’association intermoléculaire de substituants
hydrophobes [1] incorporés dans la chaine macromoléculaire soit par greffage chimique [2,3]
ou par copolymérisation [4]. Ces associations hydrophobes meénent a la formation d’un réseau
polymeére tridimensionnel.

Pour les polymeéres synthétiques, les divers comportements observés sont maintenant compris,
qualitativement, en termes de nature, nombre et longueur des substituants hydrophobes et
aussi en termes de distribution des substituants le long de la chaine macromoléculaire. Par
contre les polysaccharides souffrent encore d’un manque d’études fondamentales. La
difficulté provient principalement de ’absence de molécules modeles avec une distribution
précise des substituants. La balance hydrophile-hydrophobe joue un réle prépondérant dans
les interactions interchaines dépendant de la densité de charge du polymeére (caractere
électrostatique) ou de la solubilité des polyméres neutres, de la température, de la nature de la
substitution hydrophobe ou de la concentration en sel extérieur.
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Dans ce travail nous avons étudié¢ deux types de polymére, I’un étant neutre avec une
structure de type copolymére & blocs (les méthylcelluloses) et I’autre étant ionique et
possédant des chaines hydrophobes latérales (les alkylchitosanes). La balance hydrophile-
hydrophobe peut étre ajustée par de nombreux paramétres tels que la densité de charge, la
longueur et le nombre de groupements hydrophobes...

GELIFICATION DES METHYLCELLULOSES

Les échantillons industriels de méthylcellulose (MC) préparés selon un procédé en phase
hétérogene présentent une structure hétérogéne constituée de zones fortement substituées
appelées "zones hydrophobes" (formées d’unités tri- ou disubstituées) et de zones moins
substituées appelées "zones hydrophiles" (formées d’unités mono- ou non substituées) [5].
Cette structure se rapproche de celle des copolyméres & blocs. Ils présentent la particularité de
former un gel, sous I’effet d’un chauffage, qui disparait en refroidissant. Le comportement de
ce polymére n’est pas monotone quand la température varie : la viscosité d’une solution
semi-diluée décroit quand la température augmente jusqu’a une valeur critique au-dela de
laquelle la viscosité augmente. Ensuite il est observé la formation d’un gel et ce phénoméne
est associé a ’apparition d’une turbidité indiquant une séparation de phase [6]. Tous ces
phénomenes sont réversibles.

Le diagramme de phase de I’échantillon A4C est trés complexe (figure 1). Un point de trouble
est observé signifiant que la solution aqueuse de méthylcellulose présente une séparation de
phase de type LCST et cette courbe peut étre considérée comme la courbe binodale avec un
minimum correspondant au point critique [7]. Au-dessous de cette courbe une phase
homogene claire est présente alors qu’au dessus la séparation de phase est incompléte due a la
superposition du processus de gélification. La gélification est d’autant plus ralentie que
I’écart a la courbe binodale est faible. Il a été démontré [8] qu’il y a compétition entre la
séparation de phase menant a des régions riches en polymére, et la gélification qui empéche
la mobilité des chaines et donc la croissance des zones denses. Une grande partie du domaine
situ¢ au-dessus de cette courbe binodale peut étre représentée comme étant celle d’un gel
turbide homogene a I’échelle macroscopique. En outre le domaine homogéne apparait comme
¢tant trés complexe lui aussi. I est constitué de deux phases gel séparées par une phase sol.
En régime dilué il n’y a pas de formation de gel, mais pour de hautes températures
(supérieures & 70°C) il y a directement une séparation de phase. Par diffusion de la lumiére
nous avons démontré [9] qu’il n’existait qu’une seule population de molécules isolées de
rayon hydrodynamique de 20 nm pour des températures inférieures a la température critique
au-dela de laquelle un autre type de molécules ayant un rayon hydrodynamique de 200 nm
apparait. Pour une concentration de polymeére de 0,2 g/L la température critique est de 55°C
environ, et & 60°C le nombre d’agrégation est estimé & 200 indiquant qu’environ 5% en masse
du polymére est agrégé. Pour des solutions de faible concentration (c<20 g/L) des expériences
rhéologiques ont été menées sur des solutions de méthylcellulose a 1’équilibre et dans le
régime linéaire de maniére a déterminer la transition sol-gel. Pour une concentration donnée
il a €ét¢ trouvé que la transition sol-gel, lorsque la température augmente, est bien décrite par
un processus de percolation [7]. En effet, 4 basse température, le spectre mécanique est
caractéristique d’une solution visqueuse : le module de stockage G’(w) croit comme o’ et le
module de perte G "(0) comme o', A plus haute température, G’(w) amorce un plateau dans
le domaine des basses fréquences et coupe G"(o) 4 la fréquence w, pour laquelle G’(w,) =
G"(wo) = Gx. Lorsque la température augmente, G’ croit et wyse déplace vers les hautes
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fréquences. La variation Gx(w,) obéit & une loi en puissance avec un exposant A égal a 0,76 et
wo=f(T) est décrite par une loi en puissance avec une valeur de |’exposant z égale a 2,6. Les
valeurs de A et de z sont trés voisines des valeurs obtenues avec des systémes aussi différents
que les alcoolates de silice [10] ou les pectines [11]. Dans le domaine des fortes
concentrations (89 g/L) la transition sol-gel est un procédé dépendant du temps. Il n’est plus
possible de déterminer la transition car les spectres mécaniques, dans le domaine de
fréquence testé, sont complexes et dominés par le temps de relaxation des molécules
enchevétrées. Dans le domaine intermédiaire de concentration, quelle que soit la température
en-dessous de la température de séparation de phase, le comportement viscoélastique est
gouverné par un seul temps de relaxation dans le domaine de fréquence étudié. La transition
sol-gel I serait due a 1’apparition d’hétérogénéités qui, en générant de fortes concentrations
locales de polymére, ménent le systéme en-dessous du seuil de percolation des agrégats
formés. La transition est complétement réversible en température aussi bien qu’en
concentration a une température fixée.
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Figure 2 : Influence de la concentration en
polymére et de la température sur
le module élastique de solutions de A4C

Figure 1 : diagramme de phase de
méthylcellulose A4C (DS=1,7) (ref 8)

Afin d’obtenir des informations complémentaires nous avons complété ces tests rhéologiques
par des tests oscillatoires & une fréquence donnée (1 Hz) durant une rampe de température.
Pour I’échantillon A4C (figure 2), pour une concentration supérieure a 2,5 g/L I’évolution du
module de conservation G’ présente deux vagues distinctes. A basse température la solution
est claire, et dans la gamme 30-50°C un gel faible apparait. Dans cette gamme de temperature
la solution devient progressivement turbide (dépendant de la concentration en polymere).
Ensuite un gel élastique, turbide apparait accompagné d’une forte croissance de la viscosite
au-dela de 60°C, dans I’échelle de temps de 1’expérimentation. La seconde vague, a haute
température, est plus prononcée avec les solutions de plus forte concentration en polymere.
La concentration de 2,5 g/L (qui correspond & un produit ¢[n] de 1,27 a 25°C) peut étre
considérée, pour cet échantillon, comme la concentration critique nécessaire a ’apparition de
la gélification. Le phénoméne de gélification est dépendant du temps [9] et réversible. Apres
gélification lors du chauffage de la solution, les valeurs des modules rhéologiques obtenues
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apres refroidissement de la solution sont exactement les mémes a 20°C avant et aprés le
traitement thermique.

Pour déterminer le rdle de la structure (c’est & dire la répartition des substituants le long de la
chaine macromoléculaire) nous avons préparé des échantillons de méthylcellulose en utilisant
un procédé homogéne [12] afin de permettre une meilleure accessibilité des groupements
hydroxyle au réactif et ainsi obtenir une distribution statistique des substituants le long du
squelette macromoléculaire [13] (tableau I).

Tableau I : Caractérisation des échantillons de méthylcellulose

A4C M12 M18
DS* 1.7 1.5 2.2
% Non S 10 5 9
% MonoS 29 51 12
% DiS 39 29 36
% TriS 22 15 43
M,, (g/mol) 149,000

* Determination par °C n.m.r. dans du DMSO-ds (353K); DS est le degré de substitution
moyen par unité glucose

En utilisant la méme procédure rhéologique nous avons étudié le comportement des
échantillons de polymére préparés de maniére homogéne. Avec les échantillons de faible
degré de substitution (DS<1,5) une seule vague est observée, avec une faible augmentation de
G’ avec la température. De plus la température a laquelle G’ devient égal a G " est déplacée
vers les plus hautes températures d’une valeur de 10 degrés environ. Nous avons observé le
méme phénomene pour un échantillon de méthylcellulose préparé de maniére homogéne
ayant un degré de substitution semblable a celui de I’A4C (M12, DS=1,5, figure 3). Mais pour
I’échantillon de plus fort degré de substitution (M18, DS=2,2) un comportement analogue a
celui de I’A4C est observé avec la présence deux vagues lors de I’évolution de G* avec la
température. Avec ce degré de substitution (2,2) la proportion d’unités trisubstituées est
relativement importante et la présence de blocs de telles unités est trés envisageable. Des
conclusions similaires pourraient étre formulées a partir des expériences de calorimétrie pour
lesquelles un déplacement de la température de gélification est observé, ce phénoméne étant
reli¢ a I’hétérogénéité de la distribution des substituants [14]. Enfin quand des cycles de
température sont comparés pour les échantillons de A4C (DS=1,7) et M18 (DS=2,2) un
hystérese est toujours présent mais la largeur du cycle est plus importante pour le A4C,
démontrant des interactions plus fortes.

La nature hydrophobe des interactions peut étre prouvée en utilisant par exemple la
spectroscopie de fluorescence. Le pyréne est utilisé comme sonde car la structure
vibrationnelle de son spectre d’émission de fluorescence est trés sensible a la polarité de son
environnement. Nous montrons, pour ’échantillon A4C, qu’a une température de 10°C et
une concentration de 2 g/L (figure 4) le pyréne est dans un environnement polaire et qu’au
dela de 50°C des domaines hydrophobes se forment dans lesquels le pyréne vient se placer.
Le comportement rhéologique de cette solution est comparé et une augmentation de viscosité
est observée simultanément. Un déplacement de 10 degrés, entre les observation de
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I’apparition de ces interactions selon ces deux techniques, est observé et il peut étre di au
cisaillement qui perturbe les interactions faibles [15].
Figure 3 : Modules rhéologiques de solution de méthylcellulose homogéne dans I’eau en
fonction de la température (fréquence 1Hz, G’(@), G "(O))
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Figure 4 : Influence de la température sur la fluorescence (rapport 11/13) et la viscosité
relative de solutions de méthylcellulose A4C (solvant : eau, c=2g/L) durant un cycle de
température (@ et X au chauffage, O et + au refroidissement)

A partir de ces résultats nous pouvons affiner le mécanisme de gélification proposé [15]. A
basse concentration et basse température la méthylcellulose est bien dissoute dans I’eau et des
solutions sans agréyats sont obtenues. Quand la température et la concentration augmentent,
pour tous les échantillons de méthylcellulose, des interactions hydrophobes dues a la présence
des groupements méthyle apparaissent. Selon la structure (répartition des substituants et
présence ou non d’unités fortement substituées) ces interactions meénent a une augmentation
de viscosité et quelquefois (dans le cas de présence de zones fortement substituées) a la
formation d’agrégats de percolation menant & un gel clair. A partir des expériences de
calorimétrie [8, 15] il est conclu que les chaines faiblement substituées ne participent pas aux
zones de jonction, mais favorisent leur connection menant a un réseau tridimensionnel. A
forte concentration de polymére des zones pseudo-cristallines se forment lentement a
I’intérieur des zones de jonction. La diffraction des rayons X montre que la structure de ces
"cristallites" est trés proche de celle de cristaux de triméthylcellulose et confirme que les
unités fortement substituées sont impliquées dans ces jonctions [8]. Ceci avait été observe
précédemment par Kato [16] et il semble qu’il soit nécessaire d’avoir de 4 a 8 unités
répétitives pour former ces zones de jonction. Quand la température augmente au dela de la
courbe binodale les fluctuations de concentration générées par la séparation de phase menent
a la formation d’agrégats denses. La croissance de ces agrégats est limitée par la gélification
concomitante qui décroit la mobilité des chaines et donc forme des gels rigides. La
température a laquelle la séparation de phase se forme (ou le gel turbide est observé) dépend
de la concentration en polymére, de la structure chimique mais aussi de la masse molaire
[17]. Quels que soient les échantillons, les mémes étapes sont observées mais les observations
physicochimiques dépendent des caractéristiques de la substitution. Les températures
critiques des changements d’état physique sont déplacées vers les plus hautes températures
quand la répartition des substituants est plus homogene, ou le degré de substitution est plus
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faible, ceci étant dii 4 une quantité plus faible de zones fortement substituées. Dans tous les
cas la présence d’unités trisubstituées est indispensable pour observer le processus de
gélification.

ALKYLCHITOSANE

Le chitosane est dérivé de la chitine par une désacétylation partielle et il est ainsi soluble dans
des conditions acides par protonation du groupement amino présent sur la position C-2. La
charge nette du polymére est controlée par le pH de la solution. Mais les propriétés peuvent
étre modifi€es par alkylation de ce polymére sur la position C-2 (avec différentes densités de
substitution et différentes longueurs de la chaine alkyle) (tableau II). Ainsi la balance entre les
interactions électrostatique et hydrophobe peuvent étre contrélées par la modification
chimique, le pH de la solution et la température.

Tableau II : Caractérisation du chitosane et des dérivés alkylés

Chitosane CC12 CC8 CC10
DA 12 12 2 2
M, 190,000
DS 0.04 0.12 0.12
[n] (mL/g) 765%* 1990%* 1250* 1200*
k 0.35 1.52 1.50 1.92

CCx : chitosane alkylé¢ avec une chaine alkyle en Cx
DA : degré d’acétylation

DS : degré de substitution

* : solvant AcOH 0.3M / AcOH 0.05M, T=20°C

** : sous forme chlorhydrate dans 1’eau, T=5°C

Nous avons démontré qu’au minimum six atomes de carbone sont nécessaires le long de la
chaine alkyle afin d’observer un effet hydrophobe (gélification, augmentation de viscosité)
[18]. Le rdle des interactions hydrophobes sur la viscosité des solutions apparait méme en
solution diluée [19] et a plus fortes concentrations les réles de la concentration en polymére,
du degré d’alkylation et de la longueur des chaines alkyle sont clairement démontrés [20]. Un
exemple est donné sur la figure 5a pour différents dérivés alkylés. L’augmentation de la
viscosité indique clairement la présence d’interactions jusqu’a un comportement de type gel
comme nous ’avons montré a partir de mesures rhéologiques [18]. En outre quand des
interactions hydrophobes existent un comportement non newtonien des solutions de chitosane
modifié est observé en comparaison des solutions originales de chitosane (figure Sb). La
nature hydrophobe de ces interactions est confirmée par les mesures de spectroscopie de
fluorescence. Ces expériences mettent en évidence I’existence d’une concentration critique
au-dela de laquelle la viscosité des solutions augmente rapidement et la fluorescence indique
la formation de domaines hydrophobes dans lesquels le pyréne est localisé; cet effet est
specifique de la présence de chaines alkyle. Les points de jonction pour la formation du
réseau tridimensionnel sont constitués des agrégats de chaines alkyle trés semblables a la
micellisation. La nature hydrophobe de ces interactions est confirmée par leur renforcement
lorsque la température augmente [21] ou addition de sel extérieur [22]. Spécifiquement en
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Viscosité relative

présence de sel extérieur il est bien connu que pour les polyélectrolytes la viscosité décroit a
cause de I’écrantage des charges électrostatiques; c’est la situation du chitosane protoné en
milieu acide. En présence de sel extérieur, a cause de la diminution des répulsions
électrostatiques et de I’augmentation des interactions hyrophobes, les propriétés de type gel
sont renforcées [18].
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Figure 5 : Influence de I’alkylation sur le comportement rhéologique de solutions de dérivés
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b) influence de la vitesse de cisaillement (solvant AcOH 0,2M, ¢=1,5 g/L, T=20°C)

Le degré de charge peut étre aussi diminué par des additions controlées de solution
d’hydroxyde de sodium. Le réle de la fraction de charge nette et de la température a été étudic
(figure 6). Cela permet de moduler la balance électrostatique-hydrophobe. Quand la charge
est diminuée a basse température, la viscosité augmente quand a<0,5 et les interactions
hydrophobes prédominent; la viscosité passe par un maximum puis décroit jusqu’a la
séparation de phase quand a ~ 0,1 - 0,2 pour un polymére CC12. Quand la température
augmente, les interactions hydrophobes sont renforcées, la viscosité est moins affectée et la
séparation de phase provient de plus en plus rapidement; un systtme plus interactif est
observé. A partir de ces données le diagramme de phase de ces polyméres peut étre déduit a

36



une concentration donnée (figure 7). Cette courbe dépend trés largement de la concentration

en polymere et de la substitution.
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Il est possible de préparer des dérivés de polysaccharide amphiphiles en contrdlant leur
structure chimique permettant ainsi de contrdler la balance hydrophile-hydrophobe. Ceci peut
étre obtenu en ajustant les propriétés hydrophiles a partir de la densité de charge (en
modifiant le pH de la solution par exemple) ou le caractére hydrophobe a partir de la
longueur, de la nature et du nombre de groupes hydrophobes que I’on a substitué le long de la
chaine macromoléculaire. En outre nous pouvons préparer des polyméres de type copolymére
a blocs (tel que la méthylcellulose) ou des polyméres greffés (tels que les dérivés du
chitosane). Les propriétés physicochimiques de tels polyméres ont été étudiés. En particulier
nous avons montré qu’une répartition non homogeéne des substituants hydrophobes le long de
la chaine macromoléculaire diminuait la température de gélification. La nature hydrophobe
des interactions a été¢ démontrée et les caractéristiques structurales des zones de jonction
présentes dans les réseaux tridimensionnels ainsi formés ont été déterminées. En conséquence

il est possible d’ajuster la structure chimique de ces dérivés afin d’atteindre les propriétés
requises pour des applications spécifiques. En particulier nous avons démontré I’utilisation
des ces dérivés comme agents tensioactifs [23] ou stabilisants d’émulsion [24].
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Résumé. On étudie dans ce travail les propriétés mécano-dynamiques des réseaux
polymériques interpénétrées (RPI) formées par un composant hydrophobe et un composant
hydrophilique, qui forment hydrogels quand gonflées en eau. Ces matériaux ont eté
employées comme matrices pour une prothése synthétique expérimentale de tendon, qui a eté
essayée avec succés en animaux d’expérimentation (lapins). Les mésures mécano-dynamiques
permettent caractériser la densité des chaines €lastiquement actives dans le réseau et conclure
la nature biphasique du systéme. Pour concentrations du composant hydrophilique plus
élevées que 0.4 la phase hydrophile est continue dans le RPI, et son comportement est
¢éssentialment identique a celui du polymeére pur.

Introduction

Tendons are formed by parallely alligned collagen fibers embedded in a gel-like
mucopolysaccharide/hyaluronic acid matrix. This constitution determines their unique
mechanical features [1]. In order to reproduce these characteristica in a synthetic material we
have made use of polymer composites consisting in a core of threaded, mechanically resistant
fibers, embedded in a surrounding polymer rubber matrix [2]. Recently we have successfully
implanted and tested a prototype of tendon prosthesis in experimentation animals. The
polymer matrix surrounding the fiber core is made out of a hydrogel, some of whose
properties are presented in this paper.

Polymer hydrogels are well known for their medical applications [3]. Their biocompatibility
is determined to a great extent by their ability to imbibe large amounts of water : this serves as
medium for the transport of gases and nutrients, and it confers the surface of implants
adequate interfacial properties by matching the difference of surface energies between the
polymer and the living tissue. However, polymer hydrogels have poor mechanical properties
and thus it becomes imperative to reinforce these materials. Many efforts are directed towards
polymers with microphase-separated morphologies, such as block copolymers, in which
hydrophobic and hydrophilic domains alternate. These multidomain structures seem to favor
blood compatibility, and possess improved mechanical properties since the hydrophobic
domains act as additional physical crosslinks. The alternating hydrophobic/hydrophilic
morphology can be obtained also with interpenetrating polymer networks, IPNs in what
follows. These polymeric systems are composed by two chemically independent polymer
networks which spatially interpenetrate [4]. The phase morphology in these systems depends
on a variety of thermodynamical and kinetic factors affecting their formation process [5], but
once produced it is stable against environmental changes because it is fixed by the crosslinks.
In the present paper we study hydrogels composed by a hydrophilic poly(hydroxyethyl

39



acrylate) network which interpenetrates a hydrophobic poly(ethyl acrylate) network. In these
IPNs the properties sought for in applications, which rest upon water uptake and transport
inside the hydrogel, may be affected by the phase micromorphology (size, distribution and
connectivity of the domains) of the system. We analyze the effect of changing the proportion
of both IPN components upon this morphology and the mechanical properties of the resulting
materials.

Experimental

The networks of poly(ethyl acrylate), PEA in the sequel, and poly(hydroxyethyl acrylate),
PHEA in what follows, were block copolymerized with a 0.01 weight fraction of
ethylenglycol dimethacrylate, EGDMA, serving as crosslinker. Polymerization was UV
initiated (0.0013 w/w benzoin as initiator) at ambient temperature. The sol fraction was
extracted in boiling ethanol, and the samples were dried in vacuo to constant weight. To
produce the IPNs, samples of PEA network were swollen to equilibrium with mixtures of
HEA monomer and ethanol to different concentrations, with added crosslinker and initiator to
the same proportions as in the pure networks. The monomer/solvent mixture completely
swells the first network. Polymerization of the second, PHEA, network was then carried out
in situ as described above. Again, the resulting samples were washed and dried to constant
weight. The weight fraction of PHEA in the IPN was determined by weighing, and is denoted
in the sequel by xpusa . Samples with PHEA weight fraction of 0.37, 0.61, 0.72, and 0.78
were thus obtained, besides both pure homonetworks.

Differential scanning calorimetry experiments were performed on dry samples (xerogels) in a
Mettler TA3000 apparatus, ramping temperature at a rate of 5 K/min from ~120°C to 60°C.
Previously, the sample had been cooled from room temperature to ~130°C at a speed of 40
K/min inside the measuring cell.

Dynamic-mechanical measurements were performed in a Seiko DMS210 apparatus at the
frequency of 1 Hz, in a temperature scan from -130°C to 100°C at a rate of 1 K/min.

Refractive index was measured with a Shibuya Abbe-type refractometer.

Densities of the dry IPNs and of the pure PEA and PHEA homonetworks was determined by
weighing a sample in air and in n-octane. A Mettler AE240 balance with ME33360 accessory
was used.

Equilibrium water sorption isotherms were measured at 40°C by letting the samples
equilibrate in thermostatized sealed desiccators over saturated water solutions of different
salts, which produced known ambient relative humidities, 74 [6]. Assuming ideal gas
behaviour for the vapour phase, 74 can be identified with the activity of water, a. This is done
throughout this paper. The weight of water absorbed by the hydrogels referred to the unit of
mass of the dry xerogel (dry polymer) is denoted by 4, and was determined gravimetrically.

Results and discussion

The sequential IPNs produced in the way just described were macroscopically homogeneous
and transparent, both in their xerogel and hydrogel states. Both facts suggested a good
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interpenetration of the component networks and the homogeneity of the resulting system.
Figure 1 shows the refractive index » of the samples at room temperature, which varies almost
linearly with the IPN composition. The same Figure shows the densities of the samples, also
at room temperature. Here a slight departure from linearity is detected, indicating the
existence of some steric mixing effect (excess specific volume).
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A closer analysis, however, revealed that the IPNs were phase-separated. On Figure 2 the
DSC thermograms of the dry samples, xerogels and pure polymers, are displayed.
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- y - of the dry homonetworks and of the IPNs. The arrows

’_”,.,r/ww identify the glass transition of both phases, and the number
on the thermogram gives the PHEA weight fraction of the
IPN.

temperature / °C

On the thermograms of the IPNs two clearly defined glass transitions are detected, in the same
tem%erature intervals where the respective glass transition of each pure homonetwork occurs
(-16°C for PEA, 11°C for PHEA). The IPNs are thus phase-separated systems, and the
thermal behaviour of each phase corresponds closely to that of each one of the pure
components. This is further supported by the dynamic-mechanical spectra of the samples.
Figure 3 shows the isochronal (1 Hz) thermograms of pure PEA and PHEA, and Figure 4
those of the different IPNs.
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FIGURE 4. (a) Logarithm of the storage modulus, log £’, and (b) logarithm of the
tangent of the loss angle, tan §, as a function of temperature, at 1 Hz, for the different dry
IPNs, identified by the insert.

Only the higher temperature dispersion (the o relaxation, corresponding to the glass
transition) is of our interest here, because it characterizes the immediate environment of the
cooperatively relaxing units and thus, indirectly, the homogeneity of the system. The main
dynamic-mechanical relaxation of PEA is located at around 5°C, that of PHEA around 45°C.
The thermograms of the IPNs show each two clearly resolved relaxation peaks in the same
temperature intervals, whose intensities are proportional to the content of the respective
component. The biphasic nature of the IPNs can thus be safely established. One of the phases
should be thought of as rich in PEA, the other as rich in PHEA. Moreover, some indications
about the morphology of these phases can be further extracted from the results. Figure 5
shows the molar refraction (according to Looyenga’s definition [7]) of the different samples.
This magnitude is a ‘chemical constant’ (independent of temperature) of each substance, and
is seen to remain almost constant for sample compositions greater than xpuea = 0.4,
suggesting the continuity of the PHEA-rich phase from that composition onwards.
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FIGURE 5. Molar refraction R as a function of sample composition.

This conclusion is further supported by the constant value of the water desorption diffusion
coefficient inside the hydrogels of these compositions [8], and by the sorption results
presented in Figure 6.
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FIGURE 6. Water sorption isotherms at 40°C of pure PHEA and the different IPNG,
displayed as mass of absorbed water per unit PHEA mass in the IPN, A’’, against water
activity (relative humidity) a. Samples are identified in the insert. The full line corresponds
to the behaviour predicted by the Guggenheim-Anderson-de Boer equation fitted to the data
of pure PHEA.

If the mass of absorbed water is referred to the unit mass of PHEA in the IPN, the results
show that the isotherms of the different IPNs coincide with that of pure PHEA if xpyga > 0.4,
which can be very satisfyingly described by the equation of Guggenheim, Anderson and de
Boer [9,10]. This means that the specific hydrophilicity of PHEA is not affected by its
interpenetration with the hydrophobic PEA network. Phase continuity of the hydrophilic
phase and its essential identity with pure PHEA is also consistent with the constant value
from xpyga = 0.4 onwards which can be inferred from Figure 1 for the partial specific volume
of PHEA in the IPNs (the relevant points all lie on a straight line). All these experimental
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findings suggest that the phase separation process which must be expected during the
polymerization of the second (PHEA) network because of thermodynamical reasons [5]
cannot be completely impeded by the topological constraints of the first network. Indeed, a
simple calculation based on the mass ratios of crosslinker and monomers permits an
estimation of a mean number of monomeric units between network junctions of 98 in the case
of the PEA network, and 84.5 in the case of the PHEA network. It is clear thus that these 98
monomers between crosslinks of the network polymerized in the first place confer the chains
of this network enough flexibility to be pushed apart by the growing chains of the second
network as the polymerization of this last proceeds. The chains of the first network are thus
forced together into threads and nodules (PEA-rich domains), leaving vacancies occupied by
the chains of the second network (PHEA-rich domains). Because of the mentioned numbers
of monomers between junctions, both types of domains exceed the size of the smallest
cooperatively rearranging region needed to give rise to a polymer’s glass transition, which can
be estimated to be in the order of 2 to 3 nm for many polymers, or, alternatively, of the order
of 4 to 10 kinetic segments [11,12]. In this way, both types of domains exhibit a behaviour
which is essentially similar to that of the corresponding pure polymers.

Conclusions

Polymerization of HEA solutions in a solvent with different concentrations of monomer
inside a PEA network yields sequential IPNs with controllable hydrophilicity, determined by
the final concentration of PHEA in the material. The resulting xerogel is heterogeneous, with
a hydrophobic and a hydrophilic phase. This is reflected by the calorimetric and dynamic-
mechanical thermograms of the IPNs, which show clearly resolved main transitions in the
temperature intervals of both components. The experimental results suggest, moreover, that
the hydrophilic phase is continuous throughout the IPN for weight fractions of PHEA greater
than 0.4, and that it behaves in essentially the same way as does the pure PHEA polymer: it
has the same degree of hydrophilicity, and its partial properties in the IPN (specific volume,
molar refraction) are the same as those of the pure polymer. The inferred micromorphology
of the IPNs, consistent with these experimental findings, is a finely dispersed structure of
hydrophobic (essentially PEA) and hydrophilic (essentially PHEA) microdomains, these last
interconnected for compositions greater than 0.4. These domains arise during the
polymerization of the second network, whose growing chains distort the originally
homogeneously swollen hydrophobic network by pushing apart its chains. The number of
monomeric units between junctions of the network allows for this distortion and the
consequent creation of domains which are each populated mostly by one of the two
component polymers. The size of these domains exceeds the size of the minimal
cooperatively rearranging region giving rise to the glass transition of both homopolymers, and
thus the behaviour of each phase in the IPN ressembles closely that of the corresponding pure
polymer. It can be said that such IPNs are locally in thermodynamic equilibrium (because
they are in their rubbery state), but are globally in a metastable, constrained non-equilibrium
state, because of their formation process.
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RESUME

Les propriétés de "gels fluides" a base de mélanges alginates/pectines (stabilisant pour
boissons acides contenant des particules) et xanthane/caroube, sont étudiées en cisaillement.
Des mesures de propriétés viscoélastiques en régime harmonique permettent a la fois de
caractériser l'existence du réseau de faible module et son évolution éventuelle au cours du
temps ou du refroidissement. L'attention est attirée sur le comportement non linéaire de ce
type de gel aux grandes déformations, mis en évidence aussi bien en régime harmonique que
lors d'essais de déformation a vitesse constante. Ce dernier type de test permet de caractériser
les propriétés du gel a la rupture. La contrainte & la rupture est directement utilisable pour
estimer le pouvoir stabilisant du réseau formé. Le comportement non linéaire peut étre

modélisé par une relation de type équation en puissance (c=ky", n>1).
INTRODUCTION

De trés nombreux produits alimentaires présentent une structure gélifiée, c'est a dire qu'en
dessous de certaines limites de contrainte et de déformation, ils ont les propriétés d'un solide,
au moins aux échelles de temps correspondant a leur usage. Il s'agit de gels physiques
structurés par liaisons de faible énergie. Ils mettent en ceuvre des biopolyméres de nature
protéique ou glucidique, le plus souvent employés en tant qu'agents de texture, seuls ou en
mélange. Une classification des gels obtenus est parfois proposée (voir par exemple Clark &
Ross-Murphy, 1987, Edwards et al., 1987, Ross-Murphy & Shatwell, 1993, Doublier &
Cuvelier, 1996) suivant la nature des interactions impliquées dans la formation du réseau :
établissement de zones de jonctions a partir de segments de chaines étendues ou agrégation de
particules élémentaires plus denses. Certains gels sont parfois qualifiés de "gels faibles" des

l'instant ou leur module d'élasticité est bas (quelques 10°™ de Pa ou moins). Ils sont alors
difficilement démoulables puisqu'ils s'effondrent sous leur propre poids jusqu'a une
déformation supérieure a leur limite de rupture. La gélification du milieu est recherchée dans
ce cas pour la texture obtenue ou pour la stabilisation du milieu vis a vis de la sédimentation
ou du crémage d'¢éléments dispersés. Cette propriété de stabilisation est notamment mise a
profit dans certaines boissons contenant de la pulpe ou d'autres particules ajoutées en
suspension. Les polyosides utilisés dans ce cas en tant qu'agent de texture conduisent a
l'obtention d'un réseau suffisamment résistant pour éviter la sédimentation ou le crémage des
objets dispersés, mais qui n'empéche pas l'écoulement du produit. Celui-ci garde l'apparence
d'un liquide de faible viscosité. De tels produits, dont le marché se développe depuis quelques
années, sont parfois qualifiés de "gels fluides". La caractérisation de ces gels fluides, et donc
la quantification des propriétés fonctionnelles des biopolyméres employés pour les obtenir,
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nécessite I'utilisation de techniques sensibles, adaptées au faible niveau de contrainte concerné.
Il s'agit de mettre en ceuvre les méthodes adaptées a la caractérisation des propriétés
stabilisantes.

Dontula & Macosko (1998) ont présenté récemment quelques résultats portant sur la
caractérisation d'une boisson de ce type par des mesures en régime harmonique et en
écoulement. Nous présentons ici une étude des propriétés de "gels fluides" obtenus 2 partir
d'un mélange alginates/pectines (Flanogen QST 200) particuliérement adapté 4 la stabilisation
des boissons acides (Barey P., brevets SKW 1997, 1999) et d'un autre type de gel faible
obtenu avec un mélange xanthane/caroube en milieu neutre. Il s'agit a la fois d'illustrer I'intérét
des mesures en régime harmonique pour caractériser le réseau dans le domaine des petites
déformations, mais également de rechercher la caractérisation des propriétés dans le domaine
des grandes déformations jusqu'a la rupture.

MATERIELS ET METHODES

Les essais ont été réalisés a l'aide d'un viscolélasticimétre & déformation imposée Rheometric
Scientific RFS II, équipé de cylindres coaxiaux (R1/R2 = 0,95). Les mesures sont effectuées a
20,5°C. Les produits sont préparés a I'avance dans des conditions correspondant a l'usage. Ils
sont prélevés et mis en place dans I'entrefer du corps de mesure a l'aide d'une pipette (7 ml),
de fagon a rendre l'opération la plus répétable possible. L'appareil a été utilisé pour des
mesures en régime harmonique, mais aussi pour des essais de cisaillement a vitesse de
cisaillement constante.

RESULTATS

Le produit mis en place peut étre caractérisé par une mesure des propriétés viscoélastiques en
régime harmonique. La figure 1 montre I’évolution, G’, G** (t), au repos a 20,5°C d’un
mélange alginates/pectines a 0,07%p/p et pH 3.1. Dés les premiéres mesures, réalisées a
1 rad/s, avec une amplitude de déformation de 20%, G’ est supérieur a G, ce qui traduit
I"existence d’un réseau structuré. Cette structure se renforce au cours du temps, G’ augmente,
G’ diminue, I’évolution se poursuit toujours aprés 6h. Le produit, cisaillé au cours de sa mise
en place dans le corps de mesure, montre sa capacité a récupérer trés rapidement puis plus
lentement au repos.
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Figure 1 : Flanogen 0,07%p/p, pH3,1. Figure 2 : Flanogen 0,07%p/p, pH3,I.
Evolution de G’, G’ au repos. Pulsation Spectre en fréquence. Influence de I’ampli-
Irad/s. Amplitude de déformation : 20%. tude de déformation [a) 20% et b) 60%].

47



Un spectre en fréquence, réalisé aprés environ 7 h 30 de repos (Fig. 2, spectre a) met bien en
évidence I’existence du réseau. L’évolution du systéme est alors lente au regard du temps
nécessaire a la réalisation du spectre. G’ est trés supérieur a G’ et trés peu dépendant de la
fréquence. L’allure du spectre correspond a ce qui est classiquement observé pour un gel
physique. La structure du milieu est trés ténue puisque le niveau de module atteint est de
I’ordre de 0,15 Pa. Le produit reste trés facilement "versable", une mesure des propriétés
d’écoulement conduit & une viscosité apparente d’environ 8 mPa.s a 100 s

Pour obtenir un signal mesurable, le suivi de I’évolution du milieu au repos (Fig. 1), comme le
spectre (Fig. 2), ont été réalisés a une amplitude de déformation de 20%. La question se pose
alors de I’existence et de I'étendue du domaine linéaire des propriétés viscoélastiques. Or un
balayage en déformation, réalisé a la fréquence de 1 rad/s (Fig. 3), montre une nette tendance a
une augmentation du module dés les premiéres mesures. Le systtme présente donc des
propriétés non linéaires, sa résistance a la déformation est d’autant plus forte que celle-ci est
élevée, comportement que I’on peut qualifier de rhéodurcissant, méme si ce terme est employé
habituellement pour des systémes beaucoup plus rigides.

Le domaine linéaire, ou la valeur du module est indépendante de I’amplitude de la contrainte ou
de la déformation, est ainsi limité aux faibles déformation (< 10%). Au dela, ’allure générale du
spectre reste la méme, mais le niveau du module dépend de I’amplitude de la déformation
comme le montre le spectre effectué a 60% (Fig. 2, spectre b), logiquement décalé vers le haut,
le vieillissement du produit entre les deux spectres ne peut a lui seul expliquer la différence
observée.
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Figure 3 : Flanogen 0,07%p/p, pH3,1. Evolution de G’ en fonction de I'amplitude de
déformation . Pulsation : 1 rad/s.

Le méme échantillon a également été soumis a un cisaillement & vitesse constante faible (0,05
s"). L’évolution de la contrainte est suivie en fonction du temps, c’est a dire en fonction de la
déformation (Fig. 4). Le réseau gélifié est progressivement mis sous tension jusqu’a sa rupture.
Dans I’exemple choisi, celle-ci se produit pour une contrainte de 0,77 Pa et une déformation
d’environ 110% (y = 1,07). Les mesures en régime harmonique on montré que le
comportement élastique du produit domine (G’>>G”’, déphasage < 10 degrés). La rupture du
gel est nette.

Le comportement non linéaire se manifeste lors de la mise sous tension du réseau avant
rupture et il est possible de comparer I’évolution de la contrainte lors de cet essai a vitesse de
cisaillement constante a 1’évolution de I’amplitude de la contrainte en régime harmonique lors
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du balayage en déformation. Une bonne superposition des résultats est observée (Fig. 4). Le
repos du produit dans le corps de mesure lors de I’essai de rupture est d’environ 10h30.
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Figure 4 : Flanogen 0,07%p/p, pH3,l. Evolution de la contrainte en fonction de Ila
déformation : (—@— ) contrainte mesurée au cours d’un cisaillement a 0,05s™!, (O) contrainte
calculée a partir des mesures en régime harmonique a 1rad/s (méme données que Fig. 3).

La contrainte et la déformation limites correspondant a la rupture peuvent également étre
évaluée a partir d’un essai en régime harmonique a une fréquence donnée en augmentant
progressivement ’amplitude de la déformation (test de linéarité jusqu'a la rupture). Des
résultats du méme ordre sont obtenus pour un produit ayant subi la méme histoire préalable.
Un exemple est donné figure 5. La mesure a été réalisée sur le produit pour un temps de repos
moins long aprés mise en place (2h30), ce qui explique le niveau de module et la contrainte a la
rupture (0,2 Pa) plus faibles. Les propriétés a la rupture dépendent de I’histoire du produit et
notamment du cisaillement subi et du temps repos.
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Figure 5 : Flanogen 0,07%p/p, pH3,1. Evolution de G'a 1 rad/s en fonction de I’amplitude de

déformation jusqu’a rupture; aprés 2h30 de repos dans le corps de mesure.

Deux autres exemples d’essai a la rupture sont donnés ci-dessous pour le méme mélange de
biopolymeéres alginates/pectines (Flanogen QST 200), mais préparé a un pH de 2,9. Le produit
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a également subi une histoire mécanique différente liée a son utilisation (agitation dans le
flacon), il a ensuite été laissé au repos 24h aprés mise en place. Deux concentrations sont
comparées , 0,07 et 0,05% p/p, la seconde choisie volontairement comme faible par rapport a
la fonctionnalité recherchée. Les spectres en fréquence obtenus sont présentés figure 6. Ils
mettent bien en évidence la différence de niveau de structure obtenue pour les deux
concentrations. Le réseau pour 0,05% p/p est a la limite des possibilités de la mesure. Pour
0,07% p/p, Iallure du spectre est comparable a celle qui était observée a pH 3,1, mais le
niveau de G’ est plus faible.

Un essai de cisaillement a vitesse constante, réalisé consécutivement au spectre, pour cette
méme concentration permet de déterminer les propriétés a la rupture. Le gel est trés
déformable puisque la limite de rupture est de prés de 4 (380%). La contrainte de cisaillement
correspondante de 1,3 Pa est plus élevée que dans le cas du gel a pH 3,1 bien que le niveau de
module soit plus faible aux petites déformations (G’=4.10? Pa contre de I’ordre de 0,2 Pa a
pH 3,1). L’essai a la rupture permet également de caractériser le produit a la concentration de
0,05% p/p (Fig. 7) malgré le niveau de contrainte trés faible. La déformation est également trés
élevée (2,15) pour une contrainte d’environ 4.10° Pa.
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Figure 6 : Flanogen pH2,9. Influence de la concentration totale en polymére [(®, ©) 0,07%
p/p, (A,4)0,05% p/p] sur les spectres en fréquence. Amplitude de déformation : 50%.
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Figure 7 : Flanogen pH2,9. Evolution de la contrainte en fonction de la déformation au cours
d’un cisaillement a 0,05s™'. Concentration : a) 0,07% p/p, b) 0,05% p/p.
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Pour tous les produits étudiés, un comportement non linéaire de méme nature est observé
aussi bien lors des mesures en régime harmonique qu’en cisaillement a vitesse constante.

L’utilisation du modéle simple de type relation en puissance entre contrainte (C) et

déformation (y) : 6 = A.yn , permet de décrire les résultats expérimentaux comme le montre la
figure 8 pour les deux produits décrits précédemment (Fig. 7). Il est & noter que le
comportement est linéarisé par I’équation en puissance depuis les faibles déformation jusqu’a
la rupture. L’exposant n>1 permet de quantifier le caractére rhéodurcissant du réseau. Les
valeurs de n observées pour I’ensemble des gels étudiés varient entre 1,5 et 2.

0,07%p/p
107 Lo e P4 S 4

oo
o

0,05%p/p

Contrainte (Pa)

—

aof 1 n=184

10% 10°
Déformation (%)

Figure 8 : Mise en évidence d’une relation en puissance entre contrainte et déformation jusqu’a
la rupture. Méme données que figure 7.

D’autres types de gels faibles peuvent étre obtenus a partir de biopolymeéres et caractérisés de
la méme fagon. Les résultats présentés ci-apres illustrent les propriétés d’un mélange
xanthane/caroube dans les proportions 60/40 a la concentration totale de 0,02% p/p. Les gels
obtenus avec les mélanges xanthane/caroube sont thermoréversibles et peuvent conduire a la
formation d’un réseau gélifié jusqu’a des concentrations trés faibles (0,005% p/p) (Cuvelier &
Launay, 1986, 1988).

La figure 9 présente les spectres en fréquence observés apres mise en place du produit a chaud
et aprés refroidissement dans le corps de mesure. L’établissement d’un réseau gélifié, de
niveau comparable a ceux des gels fluides étudiés par ailleurs, est bien mise en évidence. La
gélification ou la fusion du gel avec la température peuvent étre suivies sans difficulté
particuliére avec cette technique.

Un essai de déformation de cisaillement a vitesse constante pratiqué sur le gel a froid permet
de déterminer ses propriétés a la rupture (Fig. 10). La déformation est de 1’ordre de 2 (200%)
pour une contrainte a la rupture de 0,3 Pa. Le milieu montre également un comportement non
linéaire et la relation contrainte-déformation suit une équation en puissance dont I’exposant est
ici de I’ordre de 1,6.
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Figure 9 : Spectre en fréquence a 70°C et Figure 10 : Evolution de la contrainte en
20,5°C pour un mélange xanthane/caroube fonction de la déformation au cours d’un
de concentration totale 0,02 % p/p en cisaillement 4 0,05s' a 20.5°C pour un
proportion X/C=60/40. mélange xanthane/caroube de concentration

totale 0,02% p/p en proportion X/C=60/40.

CONCLUSION

Les gels fluides peuvent étre caractérisés par des mesures en cisaillement, leur mise en place
étant extrémement facile. Les propriétés du produit dépendent toutefois de son histoire
mécanique et il est trés important de contréler celle-ci, y compris lors des manipulations liées
a la mise en place. La mesure des propriétés rhéologiques en régime harmonique permet de
déterminer le niveau de structure atteint en fonction de I’histoire subie et de suivre le cas
échéant la reprise de structure au cours du temps. La limite des possibilités de caractérisation
est simplement liée a la sensibilité¢ du systéme de mesure.

L’existence d’un comportement non-linéaire dés les faibles déformation doit €tre prise en
compte.

L’essai de cisaillement a vitesse constante faible permet de caractériser les propriétés du
produit a la rupture. Le niveau de contrainte a la rupture (G,,) permet d’estimer la capacité du
réseau a résister aux contraintes qu’exercerait une particule en suspension dans le milieu. Si
I’on considére une particule sphérique de rayon R, dont la différence de densité avec le milieu

est Ap, la particule exerce une force égale a 4mR3Ap.g/3, la contrainte limite exerce sur la
particule une force égale a Gmp.TCRz. La taille maximale que peut avoir une particule restant en

suspension est donc : R = 3. 6, /4.Ap.g (voir Dontula & Macosko, 1999).

Cette approche de la mesure du seuil de rupture est parfois qualifiée de "statique" par rapport
au seuil d’écoulement "dynamique" déterminé par extrapolation de mesures en écoulement.
Elle parait bien adaptée a la caractérisation du pouvoir de suspension du milieu, comme le
décrit un article récent de Rao & Steffe (1997) pour les produits alimentaires. La méthode
"vane" (Dzuy & Boger, 1986) est basée sur la réalisation de ce type de test a vitesse constante
faible avec un mobile en forme d’ailette. Dans la mesure ou le produit adhére aux parois (ce qui
est le cas des gels fluides du type de ceux étudiés ici) et ou il ne contient pas de particules (de
grande taille par rapport a la taille de I’entrefer), une géométrie a cylindres coaxiaux est tout
aussi adaptée et permet un meilleur contrdle du cisaillement du produit. Un double entrefer
permettrait d’augmenter la sensibilité de la mesure.
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Abstract

Polymer blends have been studied to improve the physical properties of the individual
components for industrials applications. In addition to opening up the possibilities for the
applied field, the miscibility of each component polymer is also of interest and importance.
One of the driving forces for the thermodynamic miscibility is, for example, interchain
hydrogen bonds or van der Waals forces. The nature of interchain hydrogen bonds in
cellulosic blends has been extensively studied [1-4].Because of the environmental issues for
nonbiodegradable polymer wastes have arisen, conventional biodegradable polymers such as
cellulose and its derivatives, polyvinyl alcohol have again started to attract attention and
interest. The nature of interchain hydrogen bonds in cellulosic blends has been extensively
studied [1-3]. In chemical gelation, a three-dimensional network forms through permanent
covalent bonds, therefore the obtained gel is not thermoreversible [4]. A physically gelling
material (for example, when the junctions between polymers are hydrogen bonds) also forms
a three-dimensional network. However, the junctions in physical gels are not composed of
permanent chemical bonds, and they are of a thermoreversible nature.

In the present investigation, we have chosen a thermoreversible gel composed with
PVA (polyvinyl alcohol ) and HPMC (hydroxypropylmethylcellulose) as the two component
polymers for the solution-cast film blend to investigate the role of interchain hydrogen bonds
on the rheological properties of the polymers blend. The entire rheological image of this
physically gelling system as a function of the temperature, the molecular weights, the
concentration and the ionic strength has been studied. Increasing the concentration of HPMC
in the polymer blend induces a decrease of the gel point frequency determined using the
crossover of the shear storage modulus G” and loss modulus G”’. The same trend is observed
when the ionic strength is increased. Useful informations were obtained from the critical
frequency of crossover . (where G” and G*” are equal). A critical time, 1., is associated with
o, (1. = 1/w,) which corresponds to a lifetime of the junction of the network at fixed stress
[5]. This lifetime seems to be longer as the concentration of HPMC is raised while the
concentration of PVA is remained constant. As increasing the ionic strength, the lifetime of
the junction increases. Therefore the properties of the gel network are modified and
strengthened in the presence of water structure makers like NaCl which was used to range the
ionic strength.

Introduction

Les hydrogels constitués de polyméres biocompatibles d’origine naturelle ou
synthétique trouvent leur application dans de nombreux domaines industriels, et en particulier
dans I’industrie pharmaceutique. Ces hydrogels peuvent étre a la base de matrices pour la
préparation de formes a libération contrdlée. Du fait de leur aptitude a gonfler en présence
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d’eau ou de liquides biologiques, ils présentent des textures semblables & celle des tissus
humains. La diffusion du principe actif est liée au réseau tridimensionnel de 1’hydrogel et
donc aux interactions entre les chaines macromoléculaires. La modification de la nature de ces
interactions peut favoriser ou altérer la diffusion d’un principe actif. Les applications
industrielles de ces gels dépendent de leurs propriétés viscoélastiques. Si la forme gel apparait
comme le matériau du futur, le développement de ses applications dans les sciences médicales
est limité par le faible nombre de polymeéres biocompatibles. L’étude de gels mixtes, qui
peuvent présenter des caractéristiques uniques, peut déboucher sur de nouvelles applications.

Les hydrogels physiques mixtes sont, dans la majorité des cas, formés par I’association
physique de groupes fonctionnels, entre les chaines macromoléculaires. Les interactions
peuvent se réaliser entre des chaines macromoléculaires de méme type ou de nature différente.
Elles mettent en jeu des liaisons de faible énergie telles que les interactions de Van der Waals,
les interactions hydrophobes, les liaisons hydrogenes... Ce type de liaisons implique que les
connexions ou les jonctions inter-chaines ne soient pas ponctuelles, mais étendues dans
’espace et de structure plus ou moins ordonnée. Ces liaisons physiques entre des
macromolécules de nature différente permettent d’améliorer la miscibilité entre les polymeres
en solution. Cependant, les mélanges de polymeres peuvent montrer un comportement
complexe : transition de phase, séparation de microphases, cristallisation liquide... L’énergie
des jonctions étant faible, les forces assurant la cohésion du réseau sont faibles. Par
conséquence, le réseau peut étre détruit soit par une agitation mécanique, soit par la
température. De ce fait, la plupart des gels physiques sont thermoreversibles.

Dans le travail, ici présenté, le comportement rhéologique d’un gel mixte constitué de
PVA (polyvinylalcool) et de HPMC (hydroxypropylméthylcellulose), K15M, a été étudié en
fonction des concentrations respectives des deux constituants et de la force ionique.

Matériel et méthodes

L’hydrogel mixte constitué de PVA (Aldrich) et de K15M (Colorcon) a été obtenu en
mélangeant a chaud les deux polyméres et en faisant subir au mélange un cycle de
congélation-décongélation. Les mesures rhéologiques ont été réalisées avec un rhéométre a
contrainte imposée Carri-Med CSL 100 travaillant en régime dynamique. Les gels ont éte
étudiés a 20 °C en utilisant un systéme de mesure plan-cone de 4 cm de diamétre, d’angle 2 °,
avec un entrefer de 56 pm. Les gels ont été étudiés dans un intervalle de fréquence allant de
0,01 210 Hz.

Résultats et Discussion

Les tableaux 1 et 2 présentent 1’évolution des modules de conservation G’, et de perte
G, ainsi que la fréquence & laquelle apparait le point gel, dans les gels mixtes, en fonction
des concentrations relatives des deux constituants. Ces évolutions mettent clairement en
évidence les interactions entre les deux polymeres.

On peut observer une diminution brutale des deux modules lorsqu’on passe du gel de
PVA au gel mixte PVA-K15M. On assiste ensuite & une augmentation progressive des deux
modules, lorsque la concentration en K15M augmente de 1% & 2,5%. De la méme maniére, la
fréquence du point gel augmente brutalement en passant du gel de PVA au gel mixte PVA-
K 15M. Cette fréquence diminue ensuite, avec la concentration en K15M.

L’étude des gels de PVA montre que le déphasage 50 quand la féquence
f—>co soulignant ainsi I’importance de la composante élastique dans ces gels. Le caractére
élastique des hydrogels de PVA est attribué a la structure ordonnée de leur réseau. L’élasticité
se manifeste comme la tendance que posséde un matériau soumis & une déformation & réagir
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et 3 s’opposer a cette déformation. Les matériaux réels présentent simultanément deux types
de déformation élastique :

— sans modification de I’entropie du matériau ( caractéristique des matériaux cristallins,
la contrainte ne modifie pas 1’ordre cristallin ), seule I’énergie interne du systeme augmente
par variation des longueurs cristallines et des angles entre ces liaisons. C’est une élasticité
instantanée.

PVA7% |PVA 7% |PVA 7% PVA7% PVA 7%
K15M 1% |K15M 1,5% |K15M 2% [K15M 2,5%
Fréquence du
point gel 0,6 7 5 3 1,4
(Hz)
G’(1 Hz) 104 2 6 15 35
G’’(1 Hz) 56 5 10 19 38
G’ (5 Hz) 140 13 23 49 89
G”’(5 Hz) 57 15 23 45 75
Tableau 1.
PVA10% |PVA 10% [PVA10% |PVA10% |[PVA 10%
K15M 1% |K15M 1,5% |K15M 2% |K15M 2,5%
Fréquence du
point Gel - 4 2 1 0,4
(Hz)
G’(1 Hz) 309 14 24 47 130
G’’(1 Hz) - 130 18 29 43 95
G’ (5Hz) 408 34 66 108 143
G”’(5 Hz) 119 31 55 76 92
Tableau 2.
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= avec modification de I’entropie (caractéristique des polymeéres amorphes constitués par
des chaines macromoléculaires indépendantes). L’énergie interne de telles chaines est
approximativement constante, quelle que soit leur configuration. La contrainte ne modifie
pas I’énergie interne mais provoque une diminution de I’entropie, qui correspond a un effet
d’orientation des chaines. La résultante s’oppose a la diminution d’entropie en tentant de
rétablir I’entropie maximum primitive par un effet thermique de désorientation. En fait
I’état initial n’est jamais totalement récupéré, le systéme retrouve un équilibre a un état
intermédiaire apres un laps de temps. L’élasticité est dite retardée ou différée.

Dans la plupart des cas un comportement prédomine sur I’autre. Les gels de PVA sont
partiellement cristallins, I’ordre moléculaire y est élevé. On y observe clairement la
prédominance d’une élasticité instantanée. L.’addition de la K15M au PV A perturbe et modifie
le réseau organisé du PVA : la K15M provoquerait un certain désordre dans la structure du gel
de PVA. Cette modification est certainement le résultat d’une interaction entre les chaines
macromoléculaires de PVA et de K15M. On peut penser que ces interactions se réalisent par
I’intermédiaire de liaisons secondaires caractéristiques des gels physiques, et notamment des
liaisons hydrogénes.

Figure 1. Variation de la fréquence du pomnt gel en fonction de la

concentration en K15M.
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Le point gel est déterminé par I’intersection de G’ et G*’. Il traduit un changement de
comportement du gel : & partir du point gel, le gel exalte des propriétés élastiques supérieures
aux propriétés visqueuses. La figure 1 présente la variation de la fréquence du point gel des
gels de K15M et des gels mixtes en fonction de la concentration en K15M. L’augmentation de
la concentration en K15M est a ’origine d’une diminution de la fréquence du point gel. Dans
le cas des gels mixtes, un plateau semble étre atteint au voisinage d’une concentration de 2,5%
en K15M. A la fréquence du point gel, on peut associer un temps de vie des jonctions
physiques entre les chaines macromoléculaires. Ce temps de vie est défini comme étant
I’inverse de la fréquence du point gel. Dans ce cas, une diminution de la fréquence du point
gel implique nécessairement une augmentation du temps de vie des jonctions. La variation de
la fréquence du point gel, du gel mixte, est intermédiaire entre les gels des deux polyméres
pris séparément. Cette variation va dans le sens de la formation d’un réseau mixte PVA-
K15M ayant des propriétés viscoélastiques intermédiaires entre le PVA et la K15M. Ce réseau
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ne peut exister que grace aux interactions physiques secondaires, de type liaisons hydrogenes,
entre les chaines macromoléculaires des deux polyméres.

Figure 2. Variation des modules G' et G" du gel mixte PVA
7%-K 15M 2% en fonction de la concentration en NaCl

60
)
50 1|
< 40 J
&
o 30+ —o
& 20 /
© —o—G
10 1 .G
0 : % : z
0 0.0002 0.0004 0.0006 0.0008 0.001
Concentration en NaCl (mol/l)
Figure 3. Variation des modules G' et G" du gel mixte PVA
10%-K 15M 1% en fonction de la concentration en NaCl
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Les figures 2 et 3 montrent ’évolution des modules G’ et G”” a 1 Hz, de deux gels
mixtes en fonction de la concentration en NaCl. On peut noter une augmentation progressive
de ces deux modules lorsque la concentration en NaCl passe de 0 & 0,001 mol I, pour le gel
mixte PVA 10%-K15M 1%, tandis que dans le cas du gel mixte PVA 7%-K15M 2%, cette
augmentation semble atteindre un plateau & partir d’une concentration en NaCl de 0,0001 mol
1. On observe également une diminution de la fréquence a laquelle apparait le point gel. Cette
fréquence varie de 4,3 a 1,7 Hz pour le gel mixte PVA 10%-K15M 1%, lorsque la
concentration en sel varie de 0 2 0,001 mol I". Dans le cas du gel mixte PVA 7%-K15M 2%,
la fréquence du point gel varie de 3,3 2 1,7 Hz quand la concentration en sel passe deOa
0,001 mol I". On constate donc une augmentation du temps de vie des liaisons secondaires
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responsables de la formation et de la structure du réseau mixte. Le chlorure de sodium
posséde des propriétés structurantes, il a tendance a structurer les molécules d’eau a cause de
sa forte enthalpie d’hydratation. Cette structuration du solvant aqueux est probablement a
’origine de 1’augmentation du temps de vie des jonctions entre les chaines
macromoléculaires.

Conclusion
L’étude des propriétés rhéologiques du gel mixte PVA-K15M en fonction de la

concentration en K15M montre que ce gel posséde un comportement viscoélastique
intermédiaire entre les deux polyméres pris séparément. La formation du réseau du gel mixte
est principalement due a 1’établissement de liaisons hydrogénes entre les chaines
macromoléculaires des deux polymeéres. Le temps de vie de ces liaisons augmente en fonction
de la concentration en K15M et en fonction de la force ionique.
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Résumé

Nous avons cherché a mettre en évidence I’influence d’associations interchaines sur le
comportement rhéologique de solutions de hyaluronane. Pour cela, des mesures rhéologiques
en écoulement et en dynamique ont été effectuées en fonction de la concentration en
polymére, de la masse molaire et de ’origine des échantillons. A partir de ces résultats, nous
avons obtenu les lois de variation des principales grandeurs qui caractérisent le comportement
rhéologique des solutions de hyaluronane en fonction de ces parametres. Ces lois sont en bon
accord avec celles prédites par le modéle de de Gennes. Nous avons aussi pu montrer que les
associations interchaines, qui augmentent la masse molaire apparente, modifient en
conséquence les propriétés rhéologiques sans un impact spécifique dii aux associations

Introduction

Le hyaluronane est un polysaccharide présent dans de nombreux tissus d’origine
animale : cordon ombilical, créte de cogs, fluide synovial. Sa biocompatibilité, ses
interactions avec I’eau et les protéines ainsi que ses propriétés viscoélastiques sont tres
importantes pour les applications dans les secteurs tels que la pharmacotechnie et la
cosmétologie (1). Il est actuellement en grande partie produit par voie fermentaire ce qui
permet d’obtenir une plus grande pureté a un moindre coiit. Cependant, la masse molaire de
ces échantillons est généralement inférieure a celle obtenue a partir de hyaluronanes extraits
de crétes de coq ou cordons ombilicaux. Ceci peut étre un handicap dans certaines
applications. De plus, afin d’améliorer encore les propriétés viscoélastiques de ces derniers,
Balazs et al. (2) ont proposé un dérivé faiblement réticulé par du formol lors de son extraction
des crétes de coq.

Dans ce travail, nous présentons une étude rhéologique comparative de différents
échantillons d’origine bactérienne ou extraits de crétes de coq avec et sans réticulation. Ce
travail fait suite a une étude systématique de la viscosité Newtonienne en fonction de la masse
molaire, de la concentration en hyaluronane d’origine bactérienne et de la température (3-4).

Caractéristiques des échantillons et comportement en solution diluée.

Les caractéristiques des différents échantillons de hyaluronane sont données dans le
tableau 1. Les hyaluronanes (HA) d’origine bactérienne sont produits par la société ARD
(Pomacle, France). Le hyaluronane (HE), isolé a partir des crétes de coq (Healon GV), est
fourni en solution a 1,4 % (w/v) dans un tampon physiologique (chlorure de sodium,
phosphate) par Kabi-Pharmacia A.B. (Suéde). Son dérivé, faiblement réticulé par du formol,
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le hylane (HY), est fourni a I’état solide par Biomatrix (Ridgefield, N.J.). La présence
d’associations interchaines (agrégats) dans les échantillons a été estimée, par filtration des
solutions, a 0,4 g/L dans NaCl 0,1M, a travers des membranes dont les porosités vont de 8 a
0,2 um. L’ensemble des solutions de hyaluronane d’origine bactérienne filtre sur membranes
de 0,2 um sans perte de viscosité. Pour les solutions de hylane (HY), une perte de viscosité et
de concentration est obtenue pour des porosités inférieures a 1,2 pm, ce qui permet d’estimer
les dimensions des agrégats de chaines et leur concentration respective (Tableau 2). Les
solutions de healon (HE) ont un comportement intermédiaire avec une filtration difficile a
travers 0,45 um mais sans perte sensible de viscosité et de concentration.

Echantillons M, (x 10°) | [n] (mL/g) kK’ C[n]

HA 03 680 0.40 4.0
035 750 033 45

0,8 1502 0,45 3,6

1 1 850 0,51 3,9

1,3 2100 0,57 34

2,2 3400 0,44 3,9

HY 7-8° 8 200 0,2 1,2

HE 5° 6 400 0,6 3,6

Tableau 1 : Caractéristiques des échantillons utilisés dans NaCl 0,1M et 25°C.
a: valeurs données par le fabricant et confirmées par la relation de Mark-Houwink (K =
0,0336 cm® g et a=0,79) (5)

Diamétre des pores viscosité apres concentration pourcentage en masse
(um) filtration (mPas) apres filtration retenu sur le filtre
8 9 0,39 ~0
3 7.9 0,39 ~0
1,2 7.8 0,38 3
0,8 7,6 0,34 10
0,45 3,5 0,19 38
0,22 1,5 0,09 25

Tableau 2 : Effet de la filtration d’une solution de HY a 0,4g/L dans NaCl 0,1M sur des
membranes de différentes porosités.

Pour les trois sortes d’échantillons, HA, HE et HY, nous avons reporté dans le tableau 1 la
constante de Huggins et le paramétre de recouvrement critique C*[n] a partir duquel la
relation du Huggins ne s’applique plus et qui est estimé comme la limite du régime dilu€. Les
échantillons HA et HE ont, a la précision des mesures prés un comportement semblable; la
constante de Huggins est comprise entre 0,33 et 0,6 et C¥[n] entre 3,4 et 4,5. Le hylane se
différencie des autres échantillons par des valeurs plus faibles de k' et C*[n]. Nous avons
attribué cette différence a la présence des agrégats de grandes dimensions dans cet échantillon
(Tableau 2).

Mesures en écoulement

La viscosité des solutions des différents échantillons a été étudiée en fonction du
gradient de cisaillement et de la concentration dans NaCl 0,1M et & 25°C. La quantité
disponible d’échantillon HE, fourni a 14 g/L, n’a permis de réaliser des mesures qu’a 10 g/L.
A partir des courbes log n en fonction de log y (y la vitesse de cisaillement), nous avons
déterminé la valeur de 1 ¢ au plateau Newtonien, le gradient de cisaillement critique du début
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du comportement viscoélastique, Y., et la pente dans le domaine viscoélastique. Ces valeurs
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ont été utilisées pour tracer les figures 1 a 4.

Figure 1 : Variation de la viscosité relative sur le plateau

Newtonien en fonction de C [n].

Figure 2 : Variation du gradient de cisaillement critique

du début du comportement viscoélastique (y.) avec la

concentration en polymeére

Quel que soit ’échantillon, la viscosité au palier Newtonien est une fonction de C[n]. En
effet, pour HE, la viscosité relative Newtonienne obtenue & 10 g/L est égale 4 5,5 x 10” ce qui
correspond & C[n] = 64, valeur qui caractérise cette solution puisque [n] = 6 400 mL/g.
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Figure 4 : Variation de la pente des courbes log nen
fonction de log y dans le domaine viscoélastique.

Figure 3 : Variation de v avec la
masse molaire
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Dans ce comportement, les échantillons sont donc caractérisés uniquement par la valeur de
leur viscosité intrinséque et non par leur origine. Nous trouvons ainsi dans le domaine semi-
dilué une variation moyenne de la viscosité en C*!. La valeur de ’exposant, plus élevée que
celle prévue par le modeéle de reptation de de Gennes : 3,75 (6,7), peut étre expliquée par le
phénomeéne décrit précédemment, & savoir 1’augmentation de la longueur de persistance des
chaines avec la concentration en hyaluronane, pour interpréter la forte diminution trouvée de
I’énergie d’activation viscosimétrique avec la concentration dans le régime semi-dilué (3,4).
D’ailleurs pour des valeurs de C[n] supérieures a 50, ou I’énergie d’activation
viscosimétrique redevient indépendante de la concentration en polymeére, nous remarquons
une diminution de la pente qui tend alors vers la valeur théorique attendue. La figure 2 donne
un exemple de la variation de y. en fonction de C. Une variation en C? est obtenue aussi bien
pour les échantillons HA que pour le HY. La figure 3 représente la méme grandeur mais en
fonction de la masse molaire 4 la concentration de 10 g/L. Nous obtenons une variation en M’
en incluant le HY et HE. Par suite vy, varie en C>M” quels que soient les échantillons. Cette
variation est a rapprocher de celle prédite par de Gennes en bon solvant (7) si on assimile vl
au plus long temps de relaxation de la solution : t, ~ C"* M®. De nouveau, la différence
trouvée sur I’exposant de concentration peut étre liée au phénomeéne décrit précédemment
(3,4). Nous remarquons (figure 4) que la pente dans le domaine viscoélastique, fonction de
C[n], montre un comportement semblable pour les trois types d’échantillons.

Comportement sous oscillation

Les figures 5 et 6 représentent les courbes maitresses obtenues respectivement avec les
HA et le HE et les HA et le HY. Alors que les courbes du HE sont totalement superposées
avec celles du HA obtenues a 30 g/L (fig. 5), une différence marquée apparait au-dessous du
point de croisement des courbes entre le HY et les HA. (fig.6). Les valeurs des modules pour
le HY sont supérieures. Ce comportement est a relier a celui trouvé dans le domaine dilué et
est attribué a la présence d’agrégats de grandes dimensions, par conséquent aussi a une plus
grande polymolécularité de cet échantillon. A partir de ces courbes maitresses, il a été
possible de déterminer la variation des coefficients de translation ax et a, en fonction de la
concentration et de la masse molaire. Nous obtenons, quels que soient les échantillons , une
variation unique de a, en C>" et de a, en C* en prenant pour origine a, et ay = 1 pour le
spectre mécanique du HA a 39 g/L.
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Figure 5 : Superposition des
spectres mécaniques du HE avec
ceux des HA

Figure 6 : Superposition des spectres mécaniques du HY
avec ceux du HA
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Les valeurs de a, et a, appliquées aux courbes obtenues pour le HE a 10 g/L vérifient ces
variations. De méme, les valeurs des modules G’, et G", au point de croisement sont trouvées
a concentration donnée en polymeére, indépendantes de la masse molaire des échantillons alors
que la fréquence ®, en ce méme point varie en M. Pour cette derniére variation, nous
n’avons pas pu positionner le HE car, 4 la concentration de 10 g/L utilisée, nous n’avons pas
de mesure pour les HA.

A partir de ces variations, nous pouvons déduire que ®, varie en C2M? comme v.. Les
interprétations proposées pour Y, s’appliquent aussi 4 ®,. La valeur des modules au point de
croisement, donc aussi celle au plateau, varie en c*b M°; de nouveau, cette variation est en
accord avec celle prévue par le modéle de de Gennes en bon solvant, G~ C*M" A partir de
ces mesures il est aussi possible de déterminer les caractéristiques du réseau, la masse molaire
moyenne entre deux points d’enchevétrement et la distance moyenne entre les
enchevétrements, en utilisant le module de Schurz (9). Ainsi nous obtenons pour cette
derniére grandeur une variation en C%" de nouveau en accord avec le modéle proposé par de
Gennes en C*”. 11 faut remarquer que ces variations s’appliquent aux échantillons de HA,
HE et HY, si I’on considére pour ces deux derniers les masses molaires moyennes déduites de
la valeur de la viscosité intrinséque ou celles du fabricant. Nous pouvons donc en déduire que
le comportement rhéologique en solutions semi-diluées est globalement impos¢ par la masse
molaire apparente et la viscosité intrinséque des échantillons sans référence a la présence ou
non d’associations interchaines dans ces échantillons au moins tant que celles ci restent
faibles devant les enchevétrements.

Conclusion

Les résultats décrits dans ce travail montrent que le hylane, qui comporte un faible
taux de liaisons interchaines covalentes, peut étre assimilé a un hyaluronane linéaire de tres
forte masse molaire, supérieure & celle de ’échantillon équivalent sans réticulation (Healon).
Cette faible réticulation permet d’élargir et améliorer les applications des hyaluronanes
lorsque le caractére viscosifiant et viscoélastique est recherché, ou de réduire la concentration
en hyaluronane a utiliser pour obtenir un méme effet.
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CARACTERISATION RHEOLOGIQUE DE RESEAUX A BASE DE CHITOSANE
D'INTERET PHARMACEUTIQUE ET BIOMEDICAL

M.N. Khalid, F. Agnely, J.L. Grossiord, G. Couarraze

Laboratmre de Physique Pharmaceutique UMR 8612, 5 rue J. B. Clément.
92296 Chatenay-Malabry Cedex

L'objectif de ce travail est d'évaluer et de comparer les performances de gonflement et les
propriétés mécaniques de différents réseaux a base de chitosane.

Dans un premier temps nous avons synthétisé un réseau covalent de chitosane, ainsi qu'un
réseau semi-interpénétré (semi-IPN) chitosane polyoxyéthyléne (POE). Ce semi-IPN est
constitué d'un réseau covalent de chitosane dans lequel s'interpénétrent les chaines de POE.
Ce dernier polymere interagit avec le réseau covalent de fagon strictement physique.

Nous avons ensuite étudié les propriétés de gonflement en milieu aqueux de ces systémes.
Puis, une étude rhéologique a ét¢ menée sur les hydrogels gonflés en fluage et en oscillation.
D'autre part, le module d'Young de ces systémes a été déterminé en compression uniaxiale et
en indentation. La comparaison des propriétés mécaniques et de gonflement du semi-IPN et
du gel simple de chitosane montre l'intérét de 1'ajout du POE.

L. INTRODUCTION

Le chitosane est un polymére naturel qui suscite actuellement un vif intérét en raison de ses
propriétés physico-chimiques et biologiques intéressantes et de son faible coiit. Sa
biocompatibilité, son action cicatrisante et ses propriétés d'ionisation en milieu acide en font
un candidat de choix pour des systémes de libération contrdlée de médicaments au niveau de
l'estomac ainsi que pour le développement d'implants pour des applications biomédicales
[1,2,3].

Récemment, plusieurs travaux [4-7] ont montré qu'il est encore possible d'améliorer ces
propriétés en synthétisant des réseaux semi-interpénétrés (semi-IPN chitosane-
polyoxyéthyléne (POE)). Il s'agit de réseaux mixtes constitués d'un réseau covalent de
chitosane dans lequel s'interpénétrent les chaines de POE. Il a été montré que le gonflement
de ces réseaux et leurs propriétés de libération d'un principe actif peuvent étre alors modulés
par la teneur et par la masse molaire du POE. Une teneur (en masse) en POE de 20 % et une
masse molaire élevée de 10° g/mol semblent conduire a des résultats optimaux [5].

Dans cette étude, nous avons synthétisé un réseau semi-interpénétré chitosane-POE et un
réseau covalent chitosane de référence. Nous avons étudié leurs propriétés de gonflement, et,
pour la premiére fois, nous avons évalué leurs propriétés mécaniques. Pour cela, nous avons
mené¢ une étude rhéologique sur des hydrogels gonflés en fluage et en oscillation. D'autre part,
le module d'Young de ces systémes a été évalué en compression uniaxiale et en indentation.
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II. Matériel et méthodes
IL. 1. Caractérisation du chitosane

Le chitosane fourni par Sigma, a été caractérisé par son degré de déacétylation et par sa masse
molaire moyenne viscosimétrique.

Le degré de déacétylation du chitosane a ét¢ déterminé par spectroscopie infrarouge a
transformée de Fourier, a I'aide d'un appareil Nicolet impact 420 en utilisant la méthode de
Miya [8]. Cette méthode est particuliérement bien adaptée aux chitosanes faiblement acétylés
et nous permet de déterminer le taux de déacétylation du chitosane utilisée par le rapport des
absorbances de la bande amide a 1662 cm "' et de la bande d'élongation -CH & 2878 cm 1

La masse molaire du chitosane a été déterminée par viscosimétrie capillaire en utilisant un
viscosimétre capillaire SCHOTT-GERATE AVS 400 et un capillaire 53203, AppNr: 90961,
K=0.003134.

Nous avons préparé des solutions de chitosane a 0,1-0,25-0,4-0,5-0,75mg/ml & partir d’une
solution mére de 1 mg/ml, le solvant correspondant au mélange acide acétique 0,1M/NaCl
0,2M.

La solution mére est filtrée sur filtre millipore 0,22 um avant utilisation. La variation de la
viscosité réduite (1.q) st enregistrée, en fonction de la concentration C en chitosane pour des
temps d’écoulement t et t, correspondant respectivement a la solution de polymeére et au
solvant.

t—to
= Eq.1
MNred t0C q

L’extrapolation de M4 & dilution infinie nous permet de déterminer la viscosité intrinseque
[n]. La masse molaire moyenne viscosimétrique Mv est alors calculée a partir de la loi de
Mark-Houwink. Nous avons utilisé les coefficients déterminés par Roberts et Domzky [9],
1982 (obtenus avec le méme solvant que dans notre étude).

Ml =K. (My)*, ou K=1,81.10"dL/g et a = 0,93 Eq.2

Dans cette étude, il est important de tenir compte de la teneur en eau du chitosane dans le
calcul des concentrations. Pour notre échantillon, elle est de 11,3%, taux déterminé par
dessiccation a 100°C jusqu'a poids constant.

IL. 2. Syntheése du semi-IPN et du gel de référence

Le POE de formule générale H-(O-CH,-CH,),-OH est fourni par Aldrich et a une masse
molaire de 10°g/mol. Pour la préparation du semi-IPN, le chitosane est dissous dans I'acide
acétique 0,1M afin d'obtenir une solution a 2% (p/p). La solution de chitosane est filtrée sur
un support switness 25 équipé d'un papier filtre puis placée pendant une nuit dans un
dessiccateur pour éliminer les bulles d'air. Une solution de POE 0,8% (p/p) est préparée dans
I'acide acétique 0,1M. 20 g de la solution de chitosane sont mélangés avec 10 g de la solution
de POE. Ce mélange est placé sous faible agitation pendant 2 heures.

La solution de glyoxal est obtenue aprés chauffage a 60 °C du glyoxal dans l'acide acétique a
0,1M, puis est additionnée goutte a goutte dans le mélange chitosane-POE sous faible
agitation pendant 30 & 35 minutes.
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Le mélange obtenu est placé dans des moules en téflon a température ambiante, jusqu'a
l'obtention d'un gel (pendant environ 2 jours). Le gel obtenu est ensuite découpé en carrés de
20 mm de coté et de 5 mm d'épaisseur, pour I'étude de gonflement, et de 10 mm de c6té et 8
mm d'épaisseur pour les essais en oscillation. Pour les essais en indentation le gel est
cylindrique avec un diamétre de 70 mm et une épaisseur de 20 mm. Dans tous les cas le gel
est alors neutralisé avec une solution de NaOH 0,1M pendant une journée puis lavé avec de
l'eau déionisée pendant deux jours.

Pour I'étude de gonflement, le gel est séché pendant 12 heures a température ambiante puis
pendant S heures a l'étuve a 100 °C. Pour I'étude rhéologique le gel est séché pendant 4 jours a
température ambiante dans un dessiccateur contenant du gel de silice.

Le gel de chitosane de référence se prépare de la méme maniére que le semi-IPN mais sans
ajout de POE (en particulier la méme concentration en glyoxal est utilisée).

II. 3. Etude des propriétés de gonflement
Les propriétés de gonflement des gels (gel de référence et semi-IPN) ont été étudiées a 37°C,

en solution tampon, a pH =1,2 (HCl) ou & pH =7,2 (KH,PO,).
Le degré de gonflement G(t) est évalué a l'aide de la formule :

M(t)-M,

Eq.3
M, 1

G(t) =
M(t) : masse du gel apres un temps t de gonflement.
M : masse de I'échantillon a I'état xérogel

La cinétique de gonflement est suivie grace a la variation de G en fonction du temps. Pour
chaque point de cette courbe de cinétique, 3 €chantillons de gel sont évalués.

IL. 4. Etude des propriétés rhéologiques
Dans cette étude deux tests ont été réalisés :

- Une analyse viscoélastique oscillatoire
- Une analyse en fluage

Un rhéométre Haake RS 100 ((Rhéo) muni d'une géométrie plateau-plateau (diametre = 20
mm, entrefer = 3 mm) a été utilisé. Ces essais ont été réalisés sur des hydrogels gonflés en
milieu acide & pH =1,2, coupés pour obtenir un diamétre de 20 mm et une épaisseur de 5 mm.

IL. 4. 1. Analyse viscoélastique oscillatoire

Ce test consiste a soumettre 1'échantillon a un cisaillement sinusoidal de pulsation ®=27N (N
fréquence de cisaillement). Les paramétres rhéologiques étudiés sont :

- @G, le module de cisaillement
-, le déphasage de la contrainte par rapport a la déformation.
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IL. 4. 2. Analyse en fluage

Ce test consiste a soumettre I'échantillon a l'instant t=0, & une contrainte 1y constante, et a
suivre au cours du temps I'évolution de la déformation résultante y(t). La fonction fluage ou
complaisance J(t) est définie par la relation : J(t)= y(t) /7.

IL. 5. Etude des propriétés mécaniques

Un analyseur de texture TA-XT2 (SMS, Rhéo) a été utilisé en mode de compression, pour des
essais en compression uniaxiale et en indentation.

IL 5. 1. Compression uniaxiale

Les valeurs du module d'Young des hydrogels gonflés & pH=1,2 sont obtenues en
compression uniaxiale a l'aide de l'analyseur de texture TA-XT2. L'appareil est équipé d'un
cylindre de 20 mm de diamétre se déplagant avec une vitesse de compression de 0,1 mm/s.
Les hydrogels gonflés ont un diamétre et une épaisseur de 20 mm. L'échantillon est soumis a
une compression, caractérisée par un déplacement de 2 mm, au court duquel on enregistre les
résultats force-déplacement. La déformation appliquée (<10%) est suffisamment faible pour
que l'on reste dans le domaine linéaire. Le module d'Young est déterminé par la relation :
F-l
STAl Eq. 4
F : force subie par le mobile
lo : épaisseur initiale de 1'échantillon
Al : déplacement (enfoncement du cylindre)
S : surface échantillon en contact avec le mobile

IL S. 2. Analyse en indentation

Ce test est réalisé dans le but de confirmer les résultats obtenus en compression uniaxiale. 11
consiste a appliquer sur un échantillon un mobile indenteur (sphere rigide). Parallélement, la
force de compression nécessaire pour maintenir une indentation constante est enregistrée. Le
diamétre de la sphére est de 12 mm et le gel a 40 mm de diametre et 20 mm d'épaisseur. Le
module d'Young est calculé par la relation de Waters [10] :

2/3 :
g23 =X ) Eq. 5
Rl/ 3‘ d

f(h/r) : fonction adimensionnelle, qui dépend de l'épaisseur h de I'échantillon et du
rayon r du cercle de contact.
d : enfoncement de l'indenteur
R : rayon de l'indenteur
K: constante = (81/256)” 3
F : force subie par l'indenteur

Dans le cas de notre étude I'échantillon pourra étre considéré comme semi-infini, (h/r>10 et
d/r>10). Dans ces conditions f(h/r)=1 et 'équation 5 se simplifie :
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RI / 3. d
II1. Résultats et discussion
HI. 1. Caractérisation du chitosane

Le degré de déacétylation de notre échantillon de chitosane, déterminé par la méthode de
Miya [8] est de 77 %. Par 'extrapolation de la viscosité réduite a dilution infinie, la viscosité
intrinseque du chitosane dans l'acide acétique 0,1M/NaCl 0,2M, est [n]= 981.05 cm’/g. La
masse molaire moyenne viscosimétrique, calculée a l'aide de la loi de Mark-Houwink, est
M,=1,46 10°g/mol.

III. 2. Structure du semi-IPN et du réseau de référence

Dans le semi-IPN, le chitosane est réticulé chimiquement par le glyoxal (réaction entre les
groupements amine du chitosane et les groupements aldéhyde du glyoxal) et les chaines de
POE s'interpénetrent dans ce réseau covalent. Si on compare les valeurs de la masse molaire
moyenne du POE (]Oég/mol) et de la masse molaire moyenne des segments de chitosane entre
deux points de réticulation (46 10° g/mol) on peut envisager que les chaines de POE forment
des enchevétrements autour des chaines de chitosane. A pH neutre, des liaisons hydrogene
pourraient également se former entre les groupements D-glucosamines du chitosane et les
groupements éthers du POE. En effet ce type d'association a ét¢ rapporté par Yao et al. [11,
12] pour des semi-IPN chitosane-polyoxypropyléne. En milieu acide, ces associations
hydrogéne disparaissent en raison de l'ionisation des groupements amine du chitosane. On
peut supposer que la densité de réticulation chimique du réseau chitosane de référence et du
semi-IPN sont similaires car la méme quantité de glyoxal a été utilisée. De plus, les syntheses
ont été réalisées en milieu acide ou les associations hydrogéne entre le chitosane et le POE, si
elles existent, sont dissociées en raison de l'ionisation des groupements amine du chitosane
[11, 13]. Par conséquent, la méme quantit¢é de groupements amine devrait donc Etre
disponible pour réagir avec le glyoxal dans les deux syst¢émes conduisant a des réseaux
covalents de structure similaire. Néanmoins il peut se produire une diminution de la
cristallinité de la matrice de chitosane dans le semi-IPN en raison des associations hydrogene
entre le chitosane et le POE pendant I'étape de séchage du réseau (a pH neutre).

IIL. 3. Propriétés de gonflement

Les résultas obtenus durant I'‘étude de gonflement montrent que le semi-IPN gonfle plus que le
réseau de référence pour les deux pH (1,2 et 7,2) (voir figure 1 et 2).

Ces résultats peuvent s'expliquer par les effets suivants :

- I'effet osmotique du POE, qui est un polymére trés hydrophile

- une réduction de la cristallinité¢ de la matrice de chitosane, qui pourrait étre provoquée par
des associations intermoléculaires entre le chitosane et le POE.

La comparaison des résultats obtenus aux deux pH, montrent que le degré de gonflement est
fortement dépendant du pH. Le degré de gonflement diminue considérablement quand le pH
varie de 1,2 a 7,2, pour les deux types de gels. D'autre part, la cinétique de gonflement est
également influencée par le pH. A pH=7,2 1'équilibre est atteint assez rapidement, alors que,
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pour le semi-IPN a pH=1,2, le gonflement n'atteint pas d'état d'équilibre car apres environ 600
minutes de gonflement on observe une rupture de I'hydrogel. L'influence du pH sur les
propriétés de gonflement des deux types de réseaux peut s'expliquer par les propriétes
suivantes :

- A pH=1,2, les fonctions amines du chitosane sont protonées. Cette ionisation induit des
répulsions électrostatiques entre les chaines du polymére. En méme temps la présence de
contrerio-+ns crée une pression osmotique au sein du réseau. Ces deux effets expliquent les
valeurs trés élevées du degré de gonflement observé. Pour le semi-IPN, l'ionisation des
fonctions amine du chitosane peut induire la dissociation des éventuelles liaisons hydrogene
entre le chitosane et le POE et la relaxation des chaines macromoléculaires.

- A pH=7,2, en l'absence de l'ionisation des groupements amines le gonflement est nettement
moins important.

350 6
Semi-IPN
300 1 Semi-IPN x = 5 [] I }: (] I I
x - []
250 | T - 4] x []
200 - T x x 3 T T 5 2 L = [}
= | [
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100 x =  Gelderéférence
-
0] mm !
-‘
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Figure 1. Courbe de gonflement a pH=1,2 Figure 2. Courbe de gonflement a pH=7,2

II1. 4. Propriétés mécaniques

Les essais mécaniques, réalisés en cisaillement et en compression ont permis de caractériser le
comportement viscoélastique des deux gels. Dans cette étude, les échantillons du gel de
référence et du semi-IPN ont le méme taux de gonflement (G~200).

L'ensemble des résultats obtenus montrent que le semi-IPN a un comportement €lastique
quasi parfait tandis que le réseau de référence se comporte comme un échantillon élastique
mais possede également des propriétés visqueuses. Ainsi, les résultats des essais réalises en
indentation montrent que F** est une fonction linéaire du déplacement (figure 3 et 4). En se
basant sur le modéle théorique de Waters, ceci traduit le caractere élastique prononcé des
deux types de gels. On constate neanmoms que la qualité de la régression lmealre est
légerement meilleure pour le semi-IPN (R?=0,996) que pour le gel de référence (R?=0,987).
Ceci peut suggérer que le caractére élastique du gel de référence est moins idéal que pour le
semi-IPN.

Les essais réalisés en cisaillement ont permis de confirmer et de préciser ces résultats. Ainsi,
lors des essais en oscillation, les valeurs du déphasage & mesurées a une fréquence de 1 Hz est
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référence

de 0,8 ° pour le semi-IPN et de 3,8 ° pour le gel de référence. D'une maniére équivalente,
l'analyse en fluage-recouvrance montre que le semi-IPN est un réseau élastique quasi parfait
tandis que le réseau de référence ne l'est pas. Par exemple, la recouvrance est totale pour le
semi-IPN tandis qu'elle est incompléte de fagon significative pour le réseau de référence.

Dans le tableau I, sont reportées les valeurs du module d'Young E déterminées en
compression uniaxiale et en indentation, et celle du modules de cisaillement G déterminé en
fluage et oscillation. Si on utilise la relation G=E/3, applicable dans le cas d'échantillons
¢lastiques, pour lesquels le coefficient de Poisson est égal & 0,5, nous obtenons un bon accord
entre les analyses en cisaillement et en compression.

déplacement, en indentation, pour le réseau de

Hydrogel G (Pa) Oscillation E (Pa) Indentation E/3 (Pa)
Référence 3.810° 1210° 4.010°
Semi-IPN 1.0 10° 4010° 1.0 10°

Tableau I. Grandeurs rhéologiques obtenues en oscillation et en indentation

Le semi-IPN présente donc des propriétés €lastique améliorées par rapport au réseau de
référence. Comme le réseau covalent de chitosane est similaire dans les deux systémes (méme
densité de réticulation méme degré de gonflement), le renforcement mécanique observé avec
le semi-IPN est dii a la présence des chaines de POE interpénétrées.

IV. CONCLUSION

Un gel semi-IPN chitosane-POE et un gel de chitosane de référence ont été synthétisés. Les
propriétés mécaniques et de gonflement du semi-IPN ont été étudiées et comparées a celles du
gel de référence. La présence du réseau physique formé par le chaines de POE augmente le
caractere €lastique du réseau par rapport au gel de référence. Ceci a été mis en évidence par
exemple par la valeur trés faible du déphasage (6<1°) lors des expériences réalisées en
oscillation et par des valeurs plus élevées du module d'Young. D'autre part, le semi-IPN
présente des propriétés de gonflement, modulables par le pH, accrues par rapport au réseau de
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référence. Ce systéme présente donc un grand potentiel pour des applications en tant
quiimplant ou comme systéme de libération contrdlée d'un principe actif au niveau de
l'estomac.
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Nous présentons une méthode d’étude des micro-environnements cellulaires, et plus
particuliécrement le processus d’adhérence de cellules biologiques sur un support. Le
dispositif mis au point utilise des techniques ultrasonores, et se distingue des méthodes les
plus courantes, toujours destructives [1-2]. Notre méthode, non destructive, non invasive,
autorise le suivi en temps réel du mécanisme d’adhésion. Elle permet ainsi de caractériser les
propriétés des cellules adhérentes en fonction :

¢ de la nature du support et,

¢ des modifications biologiques induites dans des cellules en culture.

Principe des mesures

Les propriétés électro-acoustiques d’un systéme piézo électrique, tel un résonateur a quartz,
sont modifiées en fonction des paramétres mécaniques du film immobilisé sur sa surface.
L’onde acoustique de cisaillement en volume permet d’explorer les propriétés viscoélastiques
au voisinage de I’interface du résonateur [3-4]. La profondeur de pénétration de cette onde, de
Pordre de 2 pm, est inférieure & 1’épaisseur de la cellule. De ce fait, la méthode proposée
fournit des informations sur I’adhésion de la cellule sur son support.

Culture cellulaire

Les cellules sont issues d’une lignée d’adénocarcinome ovarien humain. Elles sont cultivées
en milieu RPMI 1640 (Eurobio) complété avec 10% de sérum de veau foetal, 2 mM de
glutamine, 2,7 g/l de bicarbonate de sodium et des antibiotiques, dans une étuve & atmosphére
humide a 37°C et 5% de CO, (95% d’air). Les cellules sont ensuite décollées par un
traitement enzymatique (0,1% de trypsine 1 mM EDTA Eurobio) durant 5 mn puis lavées,
centrifugées a 150 g et comptées (hématimétre de Malassez). Les cellules sont ensuite
ensemencées dans la cellule de mesure.

Systéme expérimental

Analyseur de réseau

Figure 1 : schéma de principe de la mesure a I’aide d’un résonateur a quartz.

Les premiéres mesures ont été effectuées a 1’aide d’un résonateur & quartz, de coupe AT, dont
la fréquence de résonance nominale est 6 MHz (CQE, Troyes). Les électrodes circulaires, en
or, ont un diamétre de 5 mm. Le liquide de culture (200 pl) avec ses cellules en suspension
(600 000 environ) est déposé sur le résonateur & quartz. Le systéme de mesure est placé dans
une chambre de culture & 37°C, dans une atmosphére a4 5% de CO, afin de permettre le
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développement des cellules ensemencées. L’admittance électrique du résonateur est mesurée
a ’aide d’un analyseur de réseau (HP 4195A) en fonction du temps, I’instant de remplissage
étant pris comme référence des temps.

Résultats et discussions
Les propriétés mécaniques du milieu exploré sont déduites de la théorie de Martin [5] et du
modéle électrique de Butterworth Van Dyke (BVD) équivalent au résonateur. La résistance
motionnelle R, refléte I’amortissement du quartz chargé par le film.

Pour un film uniforme de masse volumique p et de viscosité 1, R se met sous la forme :

' R=AJpn+B,

ou A et B sont des constantes. La valeur R est estimée par un ajustement au modeéle théorique
de BVD.
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Figure 2 : Evolution de la résistance motionnelle en fonction du temps.

La figure 2 montre une évolution typique de R en fonction du temps. On remarque deux
zones :

¢ la premiére, ou R varie linéairement en fonction du temps,

¢ suivi d’un plateau au bout d’une heure environ.

Dans les conditions expérimentales, 1’épaisseur du milieu de culture est d’environ 2 mm, la
phase de sédimentation est trés rapide et n’a pas été représentée sur la figure. La partie
croissante représente le phénomeéne d’accrochage des cellules initialement sphériques, et leur
étalement progressif sur le support.

Aprés cette phase (une heure environ), la monocouche de cellules est devenue homogene ce
qui se traduit par une valeur constante de R.
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Conclusion

Ces résultats préliminaires montrent la pertinence de la méthode pour I’étude de I’adhérence
des cellules sur un support. Nous présenterons les résultats obtenus en remplagant 1’or en
contact avec les cellules biologiques par un matériau tels que les polyméres biocompatibiles
ou des surfaces métalliques habituellement utilisées dans la fabrication de prothéses.
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Résumé

Plusieurs auteurs ont montré le rdle fondamental du cytosquelette dans le
comportement mécanique de la cellule vivante. Nous avons étudié¢ ’influence de la tension
interne cellulaire sur la rigidité du cytosquelette (CSQ). Dans le modele biologique, la tonicité
de la cellule en culture est modifiée en dépolymérisant par la cytochalasine D le réseau de
filaments d’actine constituant le CSQ. Dans le modéle théorique ou une structure de
tenségrité a 30 éléments est utilisée, la modification de la tension interne a ét¢ obtenue en
changeant l'allongement initial des cables prétendus de la structure (absence de forces
extérieures). L’effet des variations de tension interne sur la rigidité de la cellule a été étudié
en comparant (i) la rigidité de cellules dont le réseau d'actine était dépolymérisé ou non a la
cytochalasine D mesurée par magnétocytométrie et (ii) la rigidité de la structure calculée par
le modéle théorique. Ces résultats biologiques sont en accord avec ceux obtenus par le modele
théorique en considérant que 1’état de déformation des cébles traduit I’état de tension interne
de la structure. Ces hypothéses se justifient avec les observations faites par microscopie
confocale sur la cellule.

Introduction

De nombreux travaux ont montré I’importance du comportement mécanique de la
cellule vivante dans les processus biologiques tels que la prolifération, la migration et la
morphogenése [1,2]. Les plus récentes études montrent que la réponse mécanique de la
cellule est étroitement liée aux propriétés mécaniques et géométriques du cytosquelette
(CSQ). Ce demnier forme un réseau dense de filaments prétendus interconnectés de fagon
dense. La forme et la rigidité cellulaires dépendent de la réorganisation des filaments
cytosquelettiques qui interagissent entre eux ainsi qu’avec la matrice extracellulaire et les
cellules voisines. Dans cette étude, nous proposons d’analyser I’influence de la prétension
interne sur la rigidité globale du cytosquelette. Pour ce faire, nous avons développé un
modéle biologique qui consiste & modifier la tonicit¢é de la cellule en culture en
dépolymérisant le réseau de filaments d’actine avec de faibles concentrations de cytochalasine
D (cyto D). Un modéle théorique basé sur une structure de tenségrité a 30 éléments permet de
prendre en compte les grandeurs géométriques caractéristiques du cytosquelette,
I’arrangement spatial et ’équilibre entre les éléments en tension et ceux en compression
(notamment les filaments d’actine et les microtubules).

Méthode

* Modéle théorique
Une structure élémentaire composée de 6 barres rigides comprimées par 24 cébles
prétendus constitue le modéle théorique étudié (voir Fig. 1). Ce modéle a déja été utilisé pour

\

analyser le comportement mécanique en quasi-statique des cellules & petites et grandes
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déformations [3,4]. La structure est attachée a un support rigide par 3 extrémités des éléments
barres formant le plan de base inférieur (nceuds {1,2,3}). Dans ces conditions de liaison, nous
étudions la déformation de la structure en appliquant des efforts extérieurs sur les 3 nceuds
formant le plan supérieur de la structure (nceuds {10,11,12}).

-

3 .
traction

Figure 1: Structure de tenségrité a 6 barres
comprimées par 24 cdbles élastiques prétendus.
La structure est fixée a sa base par 3 neuds (N=3),
simulant des conditions constantes d’attachement

5 de la cellule a la matrice extracellulaire. La
simulation de différentes conditions d’attachement
avec les cellules avoisinantes est obtenue en
imposant dans le modéle la non-mobilité des
neeuds {4,5,6} (N=6), et {7,8,9} (N=9).

La structure a 30 éléments de longueurs initiales constantes a été testée en petites
déformations en imposant dans le modéle un nombre varié de nceuds non-mobiles (N=3 :
nceuds {1,2,3} fixés, N =4 : nceuds {1,2,3,4} fixés, N=6 : nceuds {4,5,6} fixés, N=9 : nceuds
{7,8,9} fixés), simulant ainsi différentes conditions d’attachement avec les cellules
avoisinantes et/ou la matrice extracellulaire. La tension interne de la structure provient de
I’état d’extension des cables. La tension initiale définie a I’état de référence de la structure
(avant application des forces extérieures) varie dans cette étude linéairement avec ’extension
initiale des cdbles €. La rigidité de la structure globale définie par un module d’élasticité
€quivalent est déterminée par le rapport entre une contrainte extérieure appliquée et la
déformation globale de la structure. De par leurs définitions, le module d’élasticité équivalent
et la tension interne de la structure sont deux grandeurs physiquement indépendantes.

* Modéle biologique

Le modéle biologique utilisé consiste a cultiver des cellules épithéliales alvéolaires
A549 (American Type Culture Collection, Rockville, MD) a sub-confluences, traitées a la
cytochalasine D (concentration :1pg/ml) dans le but de modifier la tension interne du
cytosquelette. En effet, cette drogue qui se lie spécifiquement aux extrémités a croissance
rapide des filaments d’actine, empéche leur polymérisation, provoquant une rupture du réseau
d’actine. A I’instar d’autres auteurs [5,6], nous postulons dans cette étude que I’effet de doses
modérées de cyto D se traduit essentiellement par une diminution de la tension interne
associées a la rupture du réseau, sans pour autant affecter fortement les conditions
d’attachement et donc la forme cellulaire.

La rigidité des cellules en culture a été évaluée au moyen d’une nouvelle méthode de
micromanipulation appelée magnétocytométric [1,7]. Cette méthode utilise des billes
ferromagnétiques spécifiquement fixées sur les récepteurs transmembranaires de type
intégrine en relation avec le cytosquelette. Les billes étant au préalable magnétisées dans un
champ de forte intensité (0,15 Tesla), la déformation du cytosquelette résulte de la mise en
rotation des billes qui subissent un couple magnétique produit par un champ perpendiculaire
de plus faible amplitude (6 mTesla).
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Résultats et Discussion

Les résultats théoriques de la figure 2 montrent la relation existant entre (1) le module
d’élasticité équivalent de la structure de tenségrité normalisé par le module d’Young des
cables et (2) le nombre de nceuds fixes, pour différentes valeurs d’extension initiale des
cébles. Il apparait une tendance a I’augmentation de la rigidité globale lorsque le nombre de
nceuds fixes augmente. Cette augmentation de la rigidité globale cesse a partir d’un seuil
correspondant a six nceuds fixes N=6. Par ailleurs, la rigidité de la structure augmente avec
I'extension initiale des cables (g,) qui définit I'état de tension de la structure de tenségrité
avant I’application d’efforts extérieurs. Nous avons montré dans une précédente €tude une
augmentation modérée de la rigidité associée a des augmentations importantes de l'extension
initiale des cables [4].

Nombre de noeuds fixes N
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
x 0,01 % ; : | } % % | { J.
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Figure 2 : Relation logarithmique (E*-N) d’une structure de tenségrité
a 6 barres et 24 cdbles pour différent nombre de neeuds non mobiles.

Les résultats biologiques de la figure 3, obtenus sur des cellules épithéliales, montrent
une diminution de la rigidité ainsi que de la rigidification du cytosquelette aprés
dépolymérisation du réseau de filaments d’actine. La rigidité de la cellule est définie par le
rapport entre la contrainte appliquée et la déformation cellulaire et la rigidification est définie
par la pente de la relation « rigidité-contrainte ».
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Figure 3 : Résultats expérimentaux comparant la rigidité cellulaire
de cellules épithéliales traitées et non traitées a la cytochalasine D.

Dans les deux modéles, l'augmentation de la rigidité structurale est associée a une
augmentation de la tension interne et 4 un plus grand degré de dépendance avec
l'environnement. La dépendance avec I'environnement (résultats biologiques non montrés) est
représentée dans le modéle théorique par un nombre croissant de nceuds fixes.

Le traitement & la cytochalasine D des cellules épithéliales effectué a de faibles
concentration et temps d'incubation, provoque la dépolymérisation des filaments d'actine avec
un effet minimal sur la taille cellulaire et les conditions d'attachement cellule-matrice
extracellulaire. De ce fait, l'altération de la rigidité et de la réponse mécanique des cellules
traitées a la cyto D résulteraient de la rupture du réseau d'actine bien que les réseaux de
microtubules et de filaments intermédiaires gardent leur intégrité. L'effet de la cyto D semble
essentiellement réduire la tension interne du cytosquelette par la rupture de continuité du
réseau d'actine.

Si on considére que le cytosquelette ne change pas de taille et que les conditions
d'attachement & la matrice extracellulaire sont peu altérées par le traitement a la cyto D, il
nous est permis d'analyser la rigidité globale de la structure de tenségrité dans une condition
de liaison donnée et en variant uniquement l'extension initiale des cables. La longueur initiale
des éléments dans le modéle théorique était gardée constante. Le module d’élasticité
équivalent de la structure augmentant avec la prétension des cébles, permet d’interpréter la
baisse de rigidité globale des cellules vivantes.

Conclusion
Nous avons montré dans la présente étude que le modele de tenségrité permettait
d'interpréter les variations de la rigidité cellulaire en fonction de la tension interne du

cytosquelette. Cependant le modéle développé dans cette étude utilisant une structure de
tenségrité a 30 éléments est trés simplifié comparée a la complexité de l'architecture
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cytosquelettique. D'autres études basées sur des structures plus proches de la morphologie
cellulaire sont nécessaires pour justifier les hypothéses émises et prendre en compte la
dynamique de la cellule. Le modele de tenségrité peut ainsi étre utilis¢ comme un modéle de
connaissance permettant de définir les grandeurs caractéristiques pertinentes, d'associer les
propriétés locales des éléments aux propriétés globales de la structure et de décrire la
mécanique des cellules vivantes.
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RESUME

L'agrégation des globules rouges joue une rdle important in vivo et in vitro dans des
conditions de bas taux de cisaillement. Celle-ci peut étre estimée par rhéométrie a bas
cisaillement, mais les mesures expérimentales sont perturbées et présentent une décroissance
de la contrainte mesurée, au cours du temps, due aux effets de glissement et de migration.
Apres avoir mis au point un systéme de mesure a parois intérieures et extérieures rugueuses
(170 pm de rugosité), les influences de I'hématocrite, des taux de cisaillement et de
fibrinogéne ont été examinées (de 10° s' a 3.107 s7). Une étude systématique a été
également réalisée sur 10 patients sclérodermiques, la microstructure des échantillons au
repos €tant observée en microscopie optique. Les résultats obtenus renforcent I'hypothése
qu'un processus anormal d'organisation des globules rouges pourrait étre responsable de
complications circulatoires in vivo.

INTRODUCTION

L'intérét clinique de la rhéométrie & bas cisaillement s'est considérablement accru depuis le
travail de Chien et al. (1970) qui ont attribué I'augmentation de viscosité a bas cisaillement a
l'agrégation des globules rouges en présence de macromolécules plasmatiques. Le sang peut
étre considéré comme un gel physique percolant, au sein duquel les amas bi-dimensionnels
(rouleaux) ou tridimensionnels (agrégats) formés a bas cisaillement peuvent étre désagrégés
quand le taux de cisaillement augmente. Le fibrinogéne a souvent ét¢ considéré comme la
protéine la plus important dans l'agrégation (Maeda et al., 1986; Shiga et al., 1983; Game et
al., 1996) car elle a une large taille (48 nm).

Plusieurs techniques expérimentales ont été proposées pour étudier l'agrégation, dont la
transmission de lumi¢re (Schmidt-Schonbein et al., 1972), la rétrodiffusion (Donner et al.,
1988). Ces techniques donnent des indices d'agrégation et des seuils de désagrégation, mais
sont limitées a des cisaillements supérieurs a 5 s et sont représentatives de processus
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d'agrégation rapide. Une meilleure compréhension du mécanisme de formation des rouleaux a
pu étre faite par rhéoscopie (Shiga et al., 1983; Chen et al., 1996) mais a bas hématocrite. A
plus bas cisaillement et & hématocrite physiologique, la formation de larges agrégats et d'un
réseau continu a été observée (Copley et al.,, 1975). Ces mesures ont un intérét physio-
pathologique, puisqu'on peut penser, & partir de ces observations, que le sang possede un seuil
d'écoulement, directement relié 4 sa microstructure et & la formation d'agrégats. Cependant,
les mesures rhéométriques avec des surfaces conventionnelles (parois lisses) présentent une
décroissance de contrainte durant la durée du cisaillement (Cokelet et al., 1963; Cokelet 1972;
Merrill et al., 1969), dont l'origine a été attribuée a la formation d'une couche plasmatique aux
parois du rhéométre. Plus largement, ces problémes expérimentaux sont rencontrés sur de
nombreuses suspensions (Barnes et al, 1995) et sont représentatifs du glissement de
I'échantillon le long des parois du rhéométre et de la migration des particules sous
cisaillement, Aprés avoir proposé un dispositif expérimental permettant de limiter les effets
du glissement, en utilisant des parois rugueuses (Picart et al., 1998), I'étude de l'importance
relative de différents facteurs, tels que I'hématocrite et la concentration en fibrinogéne
(suspensions artificiellement préparées), puis I'application a des cas cliniques, sur 10 patients
sclérodermiques sont ici présentées. Le but de la présente étude est de tester la dépendance de
la décroissance de contrainte au taux de fibrinogéne et a 'hématocrite, puis, aprés avoir trouveé
les conditions optimales d'étude de sangs pathologiques, d'appliquer la méthode sur des sangs
de patients sclérodermiques. Des observations microscopiques des échantillons ont ét¢ faites
au repos afin de mieux comprendre les résultats sur la base de la microstructure.

METHODES EXPERIMENTALES.

Préparation des échantillons sanguins. Le sang des donneurs sains (CTS Grenoble) a été
prélevé par véniponcture et anticoagulé avec de I'EDTA. Le plasma était préleve apres
centrifugation 4 3000 tr.min pendant 10 min. Pour les suspensions artificielles, les globules
était lavés deux fois dans du tampon phosphate (PBS, pH=7.4) et suspendues a deux
nouvelles concentrations fixées a 0.45 et 0.60, dans du tampon contenant de l'albumine (50
g/l) et du fibrinogéne (4, 7, 10 g/l). Ces hématocrites ont été choisis pour représenter i)
I'hématocrite physiologique ii) une suspension plus concentrée au sein de laquelle les
interactions individuelles sont augmentées. L'albumine et le fibrinogéne étaient dilués dans le
PBS avant la mise en suspension des globules rouges et la concentration en fibrinogeéne était
vérifiée a la fin de l'opération par la méthode de thermocoagulation (Foster et al., 1959). Les
valeurs finales (3.0, 4.5, 6.5 g/l) étaient de 25 & 30 % plus basses que prévues, probablement
en raison d'une absorption du fibrinogéne sur les globules ou sur les parois du tube. Les
hématocrites finaux, contrlés par un appareil Coulter (Coultronics) étaient de 44% +1% et
57% + 1%.

En ce qui concerne I'étude sur les sangs pathologiques, les 10 patientes étaient atteintes de
sclérodermie systémique et présentaient des capillaires péri unguéaux anormaux (pathologie
atteignant le territoire microcirculatoire). Les échantillons étaient préparés par resuspension
des globules dans le plasma natif, a 0.45 et 0.60. De hautes concentrations sont suspectees
étre présentes lors de stases microcirculatoires (zones d'écoulement ralenti). Des mesures a
bas hématocrites auraient été intéressantes mais n'ont pas été possibles en raison de la limite
en sensibilité du rhéometre.
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Rhéométrie. Les mesures de contraintes ont été faites en utilisant un rhéometre coaxial de
type Contraves Low shear 40, a vitesse imposée. Toutes les mesures ont ét€ acquises avec des
outils fabriqués sur mesure, et rendus rugueux par le collage de carbure de silicium sur les
parois internes et externes. L'évaluation du dispositif a déja été présentée en détail (Picart et
al., 1997). La rugosité de surface, mesurée a l'aide d'un profilometre, était de 170 um. Pour
cette géométrie, la contrainte théorique minimale mesurable est de 0.57 mPa, La calibration a
été réalisée a l'aide d'huile silicone de viscosité connue. La température était régulée a 25°C.
L'acquisition des données a bas cisaillement était automatisée.

Méthodologie. Aprés centrage du cylindre avec de l'eau distillée, les mesures étaient faites a
haut cisaillement (> 0.3 s™") par cisaillement décroissant de 100 a 3.10% s en huit pas, en
lisant la valeur stationnaire a chaque palier. Pour les cisaillements inférieurs, la procédure
était accomplie : i) pré-cisaillement a 30 s-1; ii) courte période de repos (10s); iii) application
d'un taux de cisaillement donné pendant une période donnée (Table 1). L'échantillon était
agité entre chaque acquisition. Les résultats étaient analysés en terme de déformation totale et
non en fonction du temps (déformation totale = taux de cisaitllement que multiplie la durée ;
Y= Y X ty), paramétre adimensionnel. Deux parameétres ¢taient extraits des courbes
expérimentales : 6, et pp (Fig. 1).
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Fig 1. (A) Procédure d'acquisition des données avec un pré-cisaillement de 30 s! (les valeurs du-taux de
cisaillement sont données dans le tableau 1). (B) Courbes expérimentales tracées en terme de contrainte en
fonction de la déformation totale. Les paramétres o, et pp pouvaient étre ainsi déduits (contrainte maximale et
pendte de décroissance)

Y () Durée (to en min) | Déformation (y X t )
103 20 1.2

3x10-3 15 27
102 5 3

3x10-2 3 59

Table 1. Conditions expérimentales d'acquisition des données a bas cisaillement. Le temps d'acquisition et la
déformation totale correspondante (y = y x to) ont été choisis de telle sorte que le temps total de procédure
n'excéde pas 50 min.

Paramétres biochimiques. Les concentrations en protéines ont été mesurées par la méthode
standard d'électrophorése de protéines.

Observations microscopiques. Les échantillons ont été observés avec un microscope (Zeiss,
Axioskop) et des objectifs x10 (0.25 NA), et x40 & immersion (1.0 NA). Une goutte était
déposée entre lame et lamelle. Des résultats préliminaires aprés traitement d'image ont permis
de quantifier les structures formées et d'évaluer la largeur des branches du réseau.
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Les analyses statistiques ont ét¢ menées avec le logiciel SPSS (7.01) et les différences
évaluées avec un test Mann-Whitney. Pour évaluer la relation entre la contrainte seuil et les
protéines plasmatiques, le coefficient de détermination (carré du coefficient de corrélation) a
été considéré comme la proportion de variance totale expliquée par le taux de protéines.

RESULTATS

Influence de la concentration en fibrinogéne. Les courbes de contrainte en fonction de la
déformation présentaient de grandes différences en fonction de la concentration en
fibrinogéne, 4 0.57 et 0.44 (Fig.2). La courbe correspondant & [Fb]=6.5 g/l présentait la plus
forte décroissance au cours du temps.

Influence du taux de cisaillement. Aux hématocrites étudiés, aucune décroissance n'était
observée pour une [Fb]= 3.0 g/l sur la gamme de cisaillement étudiée. Pour la [Fb] 45 ¢/l la
décroissance de contrainte était significative aux c1sa111ements inférieurs a 1072 s mais non au
dessus. En revanche, un cisaillement de 3x107 s était nécessaire pour que les effets de
migration et de glissements soient limités pour la [Fb]=6.5 g/l (Fig. 3).

Validité des mesures rhéométriques.

L'acquisition des courbes contrainte-déformation en fonction des différents paramétres a
permis de construire la table de validité des mesures rhéométriques. La mesure de contrainte
était considérée fiable quand la décroissance était inférieure 4 0.2 mPa par unit¢ de
déformation. La tableau 2 résume les conditions de validité des mesures en fonction de
I'hématocrite, du taux de fibrinogéne, du taux de cisaillement, pour le systtme a parois
rugueuses utilisé dans cette étude. Par exemple, les mesures a hématocrite 0.57 et [Fb]=6.5 g/l
étaient fiables pour des cisaillements supérieurs a 107 s, alors qu'a 0.44, un taux de
cisaillement de 3x107 s était requis.

H(%) | Fog/L | 103! | 351031 | 1025! | 3x102s
1 z
3 NM NM s
44 4.5 NM NM 3
65 | NM NM 5
3
57 4.5

6.5

[ 0s 1 15 2 25 3
DEFORMATION TOTALE

Table 2. Domaines de validité de la mesure de contrainte pour une | Fig. 2. Contramte en fonction de la
surface de rugosité 170 pum en fonction du taux de cisaillement, de | déformation & 102 s pour un échantillon a
I'hématocrite, de la concentration en fibrinogéne. Les cases grises | hématocrite 0.44 et trois concentrations en
représentent les mesures pour lesquelles la décroissance est|fibrinogéne 3.0 , 4.5 et 6.5 g/L. Une
supérieure & 0.2 mPa par unité de déformation, les cases NM (non | décroissance de contrainte significative était
mesuré) représentent la gamme dans laquelle aucune mesure n'était | présente pour [Fb]=4.5 et 6.5 g/L.
possible en raison des limites en sensibilité du rhéometre.
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qour un échantillon a hématocrite 0.57 ditferents taux de

Figure 3. Contrainte en fonction de la déformation
, et (O) 3x107 s'l, pour trois concentrations 5A) 3g/l (B)

cisaillement (@) 102 s'l, (A) 3x107 § , (®) 102 s

4.5 g/, (C) 6.5 g/l

Les observations microscopiques au repos ont donné des informations sur la microstructure
des échantillons (Fig. 4). Pour une concentration en fibrinogéne de 3.0 g/l, I'échantillon était
formé de petit rouleaux épars trés peu connectés. Leur longueur était de I'ordre de 10 a 20 pm.
A 4.5 g/1, les rouleaux étaient plus longs et interconnectés. Des structures en branches étaient
visibles, de longueur 30 4 50 um. A 6.5 g/, 1'échantillon avait percolé et un réseau continu de

[Fb] = 6.5 g/l — index de structure = 4.2

Figure 4. Images binaires (grossissement x160) pour trois échantillons a différentes concentrations en
fibrinogéne.

Courbes de contrainte-déformation pour des patients sclérodermiques. Les valeurs de
contrainte maximale étaient significativement plus élevées chez les sclérodermiques. Pour la
quasi-totalité des sujets, la contrainte atteignait une valeur stable, y compris au cisaillement de
107 s™'; c'est cette valeur de contrainte que nous avons considérée pour estimer le seuil de
contrainte. Cependant, chez quelques patients, la décroissance de contrainte €tait prononcee
aux deux plus bas cisaillements (Fig, 5). Par conséquent, dans ce cas, la contrainte seuil a €t¢
estimée comme étant la valeur extrapolée a déformation 0.
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Fllgure 5. Contrainte en fonction de la déformation & hématocrite 0.60 pour les cisaillements inférieurs a 3x10
s pour (A) un témoin sain (B) un patient sclérodermique. Pour ce patient, les effets de migration et de
glissement étaient trés prononcés mais limités aux taux de cisaillement supérieurs a 3x107 57
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La valeur du seuil de contrainte était supérieure de 56% chez les sclérodermiques (p=0.03;
Fig. 6A). La corrélation entre les protéines plasmatiques et la contrainte seuil était
significative, la meilleure corrélation étant obtenue pour le rapport albumine / globulines (R=-
0.81, Fig. 6B). Les observations microscopiques ont mis en évidence des organisations
structurales différentes pour les sangs dont le comportement rhéologique était anormal. La
figure 7 présente quatre échantillons (A) un témoin, (B) le patient 7 dont le comportement
rhéométrique est proche de celui des témoins, (C) le patient 6 et (D) le patient 9 dont les
courbes contrainte-déformation présentaient les plus fortes décroissances. Pour ces
échantillons, contrairement aux rouleaux linéaires observés pour les sangs témoins, les
structures formées étaient plus cohésives et non linéaires. Les amas étaient reliés par plusieurs
connexions.

16 e 16 16

—m . : _?clu-qdmniqum ® Patient 6 ®  Scierodermique
e - | O Témolns ]
-~ 12 3 4n %
& . <~ nl . o ]
& 5 Patient
= L ] . .
3 st 48 & 0| ]
2 . : E .
g . b4 g . ]
s b4 ] o ]
5 4 b 14 S o e O
o
N-10 N-10 A ¢+ o 8\ B 1
<
© o
o 1) ‘ . L .
1 15 2 25 3
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Figure 6. (A) Contrainte seuil & 0.60 pour les patients sclérodermiques et les témoins. Chaque point représente
un sujet. contrainte seuil était significativement plus élevée pour les sclérodermiques (N, nombre de sujets). (B)
Corrélation entre le taux de protéines plasmatiques (rapport albumine sur globulines) et la contrainte seuil (R=-
0.81).

Figure 7. Photographie d'échantillons sanguins au grossissement x640. (A) témoin 5 & hématocrite 0.37. (B)
patient sclérodermique 7 & 0.38. (C) patient sclérodermique 6 & 0.40. Des amas de globules rouges compactés
sont visibles. (D) patient 9 a hématocrite 0.45. Les agrégats sont compacts.

DISCUSSION

Validité des mesures. L'étude de la décroissance de contrainte au cours de la période de
cisaillement a permis de définir la zone de validité des mesures pour des suspensions
artificielles (Table 2) ainsi que pour des sangs pathologiques. La décroissance de contrainte a
été attribuée, dans le passé, a la sédimentation (Quemada et al., 1981) et a la migration sous
cisaillement (Cokelet, 1972). Ainsi, il est important de comparer la constante de temps de la
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formation d'agrégats au constante de temps des différents phénomeénes physiques présents. A
0.60, la sédimentation est négligeable, et ne peut €tre responsable de la décroissance de
contrainte observée pour les échantillons & fort taux de fibrinogéne. Par ailleurs, il a été
montré que cette décroissance dépend de la nature de la surface (Picart, 1997), suggérant que
d'autres facteurs interviennent. Le rdle des interactions globules-globules et globules-parois
dans ces conditions semble étre crucial. Les résultats suggerent que 'exclusion physique des
structures pres des parois, conduisant a la décroissance de contrainte, dépend de I'échelle de
longueur de la microstructure par rapport a la rugosité de paroi. Cette échelle de longueur,
dans l'échantillon, dépend de son hématocrite, du taux de fibrinogeéne, et du taux de
cisaillement. Cela implique que les études réalisées sur des échantillons & concentration
élevée en protéines doivent étre conduites trés prudemment.

Pour une concentration en fibrinogene donnée, les effets perturbateurs diminuaient quand la
taux de cisaillement est augmenté, ce qui peut expliquer pourquoi d'autres études se sont
limitées & des taux de cisaillement bien supérieurs (Rampling, 1990). Ceci va dans le sens
d'une diminution de la taille des agrégats et des rouleaux quand le taux de cisaillement
augmente, ainsi qu'il I'a été montré a bas hématocrite (Chen et al., 1996) et par modélisation
(Murata et Secomb, 1988).

Une augmentation d'hématocrite contribue également a limiter les effets instationnaires. Pour
les patients sclérodermiques, ceci a permis une estimation de la valeur de la contrainte seuil a
0.57. Ce seuil peut étre 1égérement sous-estimé comparé a sa valeur au repos, car une plus
longue période d'acquisition peut étre requise pour atteindre une valeur stationnaire (> 20
min).

Réle des facteurs plasmatiques et cellulaires. Les résultats montrent que la contrainte seuil et
les niveaux de contrainte étaient plus élevés chez les patients sclérodermiques et pour des
sangs a forte concentration en fibrinogéne. Parall¢lement, les observations microscopiques ont
montré la présence de gros agrégats et amas, comparativement aux rouleaux linéaires
observés pour les sangs témoins, Ces résultats, certes préliminaires, demandent & étre
approfondis.

Le role exact des protéines plasmatiques est difficile a évaluer. Bien que le rdle primordial du
fibrinogéne ait été évoqué (Maeda et Shiga, 1986), sa concentration n'explique que 25% de la
variance de la contrainte seuil chez les sclérodermiques, alors que le rapport
albumine/globuline en explique 64%. Ces protéines avaient déja été pressenties pour jouer un
role important (Donner et al., 1988).

De plus, les différences entre groupes étaient plus prononcées a concentration 0,60 qu'a 0.45,
indiquant que les facteurs cellulaires peuvent également affecter les propriétés des globules
rouges et influencer leur agrégation. Récemment, une étude in vivo (Pries et al., 1997)
indiquait que la couche macromoléculaire (glycocalyx) a la surface du globule, contribue
significativement a la résistance au flux microcirculatoire in vivo et qu'elle pourrait étre
affectée par la modification de la composition protéique.

Importance de l'agrégation in vivo. Bien qu'il soit difficile d'extrapoler le processus se
produisant dans un rhéométre a celui présent dans de petits vaisseaux, ou le cisaillement et la
contrainte seuil pourraient étre supérieurs (Lipowsky et al., 1978). Méme si la formation de
réseau ne peut se produire en raison des contraintes géométriques, une étude récente a mis en
évidence que l'agrégation est le facteur principal influengant la conductance vasculaire et qu'il
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la réduit de 50% pour un flux normal (Cabel et al., 1997). De plus, des observations in vivo
ont montré la présence d'une couche centrale de globules rouges entourée d'une couche
pariétale déplétée en cellules (Tateishi et al., 1994), ce qui signifie que le taux de cisaillement
effectif au sein de la couche centrale est bien plus bas. Si la formation d'agrégats est favorisée,
telle qu'il l'apparait pour des échantillons a forte concentration en fibrinogéne (Fig. 4), des
problémes d'écoulement pourraient survenir,

En ce qui concerne les patients sclérodermiques, une agrégation accrue pourrait initier le
ralentissement circulatoire, puis conduire & une stase. In vivo, de telles complications
microcirculatoires ont été observées chez des sclérodermiques, chez lesquels les capillaires
sont anormaux et géants (Carpentier et Maricq, 1990 ; Hahn et al., 1995). Ainsi, si des
désordres rhéologiques s'ajoutent aux anomalies vasculaires, on peut penser qu'une contrainte
seuil élevée sera un facteur contribuant & la réduction de perfusion tissulaire conduisant a
l'ischémie. Ainsi, il parait important de prendre en compte la dimension rhéologique dans le
traitement de cette pathologie.

CONCLUSIONS

L'influence de plusieurs paramétres (hématocrite, taux de fibrinogéne et de cisaillement) a ét¢é
évaluée sur les mesures rhéomeétriques a bas cisaillement, faites avec des cylindres a parois
rugueuses. Les courbes de contrainte — déformation ont permis de caractériser la décroissance
de la contrainte au cours de la période de cisaillement, quand celle-ci était présente, et de
définir une zone de validité des mesures rthéométriques. Deux applications ont été présentees :
la premiére concerne des suspensions artificielles 4 forte concentration en fibrinogéne, pour
lesquelles différents états d'agrégations ont été observés, la deuxiéme a porté sur I'étude de cas
cliniques (patients sclérodermiques); il a ét¢ montré que ceux-ci présentaient un contrainte
seuil & hématocrite 0.60 significativement plus élevée que pour les témoins et que la variation
du seuil était bien corrélée au rapport des protéines albumine / globulines. Ces résultats
renforcent I'hypothése d'un processus anormal d'organisation des globules rouges chez les
sclérodermiques, qui pourrait étre responsable de complications ischémiques de la maladie.
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Résumé

A partir d’'une méthode simple et rapide d’usinage d’éprouvettes parallélépipédiques
dans un grain, on propose une étude du comportement rhéologique de I’albumen du.blé a
partir d’essais de compression jusqu'a rupture, d’essais de fluage et de relaxation.

Les essais de compression ont été menés pour analyser ’effet de la variété (Soft, hard,
dur), de la vitrosité ( vitreux ou farineux) et de la teneur en eau

Les essais de fluage et relaxation ont été effectués afin de préciser le comportement
viscoplastique de certaines variétés de blé (hard vitreux et dur vitreux). Cette étude conduit a
I’élaboration de modéles d’écoulement viscoplastique lorsque se manifeste un fluage
secondaire ou primaire. La teneur en eau influe fortement sur la ductilité et joue un role
d’agent plastifiant.

Introduction

La dureté et la vitrosité sont des propriétés de 1’albumen utilisées pour caractériser sa
texture. La vitrosité est une propriété optique déterminée par le degré de translucidité de
I’albumen. Les grains vitreux apparaissent avec un albumen compact et translucide alors que
les grains farineux se présentent avec un albumen blanc d’apparence farineuse et opaque. La
dureté est une caractéristique mécanique traduisant 1'état de cohésion du grain, elle se
manifeste a travers le degré de friabilité de I’albumen et se mesure par la taille des fragments
résultants d’un broyage d’un lot de grains dans des conditions normalisées [1]. C’est ainsi que
’on peut distinguer les blés durs des blés tendres et, au sein de ces derniers, le blé hard du blé
soft. La vitrosité est liée aux conditions de culture alors que la dureté est controlée par le
patrimoine génétique de la plante.

A partir d’'une série d'essais de compression sur l'albumen farineux et vitreux de
différentes variétés de blés (soft, hard et dur), nous avons tenté de clarifier les notions de
vitrosité et de dureté a partir des caractéristiques mécaniques de I’albumen.

L'albumen vitreux de certaines variétés de blé présente parfois une grande ductilité
avant la rupture. La présence de ductilité, qui permet de retarder la fissuration dans l'albumen
est un phénoméne de plasticité a4 grande déformation et nous avons voulu préciser davantage
la nature de cette plasticité par des essais de fluage et de relaxation.

Matériels et Méthodes

Variétés de blés utilisées
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Pour cette étude nous avons sélectionné deux variétés de blé tendre: wune soft
(Triticum aestivum cv.Scipion) et une hard (T.aestivum cv. Baroudeur) et une variété de blé
dur (T.durum cv. Nefer).

Usinage des éprouvettes

A partir d’une méthode simple et rapide d’usinage par abrasion d’éprouvettes dans un
grain de blé décrite en [3], nous avons tiré des échantillons d’albumen farineux et vitreux des
différentes variétés. Les éprouvettes parallélépipédiques qui correspondent a la dernier €tape
d’usinage (figure 1) sont utilisés par la suite pour tous les essais. La figure | présente
également la position des éprouvettes dans le grain de blé.

figure 1 : Différentes étapes dans l'usinage d'éprouvettes d'albumen vitreux et farineux.
Position des éprouvettes a I’intérieur du grain

Conditionnement des éprouyettes en teneur en eau

Pour réguler la teneur en eau, les éprouvettes sont placées dans des enceintes fermées,
régulées en température, au-dessus de solutions saturées de sels régulant 'humidité relative de
l'air. Nous avons conditionné les échantillons a une température de 30°C pour des valeurs de
I'humidité relative (HR) suivante : 52% (Na2Cr207), 63% (NaNo2), 75% (Nacl ) et 85%
(KCI), ce qui correspond a des teneurs en eau de I’albumen de 12, 15, 17 et 22 %.

Machine d’essai et essais mécaniques

Pour I'ensemble des essais quasi-statiques, nous avons utilisé I’analyseur de texture
TAXT?2/25, qui peut supporter une charge maximale de 25 daN. Des essais de compression
uniaxiale non confinée, des essais de fluage et des essais de relaxation ont été réalisés sur des
échantillons parallélépipédiques.

Présentation des résultats

Essais de compression : influence de I’origine génétique et des conditions culturales

Sur les figures 2 et 3 les courbes sont paramétrées par la dureté : D(dur), H(hard), S
(soft). Ces courbes correspondent a une teneur en eau de 12%. La figure 2 correspond a de
I’albumen farineux alors que la figure 3 a de I’albumen vitreux.

A 12% les figure 2 et 3 montrent clairement que les propriétés rhéologiques de I’albumen
du grain sont influencées a la fois par I’origine génétique et par la vitrosité des grains.
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Figure 3 : Courbes moyennes de
compression de l'albumen vitreux des
différentes varietés de blé ( D :dur (Nefer),
H : hard (Baroudeur) et S : soft (Scipion).

w =12%

Figure 2 : Courbes moyennes de
compression de 1'albumen farineux des
différentes varietés de blé ( D :dur (Nefer),
H : hard (Baroudeur) et S : soft (Scipion).
w=12%

Dans les deux cas, albumen farineux ou albumen vitreux, il y a une nette influence de
l'origine variétale du blé sur les courbes de compression. C’est ainsi que le module d’¢lasticité
(E) d’un blé soft (Scipion) varie du simple au double par rapport a un blé hard (Baroudeur) et
du simple au triple par rapport & un blé dur (Nefer). La contrainte maximale de rupture(Cryp) et
I’énergie de rupture (Wrup) sont influencées de maniére trés significative 2 la fois par I’origine
génétique et par I'état de vitrosité (tableau I).

Quel que soit son état de vitrosité, le blé soft (Scipion) se caractérise par un
comportement €lastique avec une rupture de type fragile. Les blés farineux présentent une
rupture fragile quelle que soit la dureté. L’albumen vitreux du blé hard (Baroudeur) et
I’albumen vitreux du blé dur (Nefer) présentent un domaine plastique bien marqué et la
rupture est de type ductile.

L’albumen posséde des caractéristiques mécaniques propres a sa vari€t€ et ceci qu’il
soit dans un état farineux ou vitreux. Ainsi le module d’élasticité de I’albumen d’un blé hard
entierement vitreux est toujours inférieur au module d’élasticité de I’albumen d’un blé dur
méme entiérement farineux, il en est de méme entre blés soft et hard. Par ailleurs le blé dur se
différencie des autres variété par I’allure de la courbe de compression qui développe une
plage de plasticité beaucoup plus importante.
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variété vitrosit€ |W  |E (Gpa) [orup Wrup Erup (%) |Os (MPa)
(%) (MPa) |(MJ/m?)
Soft Farineux | 12% 0,25 13,3 0,32 4,5 10
( Scipion )
17 % 0,2 11 0,54 6,7 9
vitreux 12% 0,3 32,5 1,78 11 30
17% 0,4 23 0,71 5 19
hard Farineux | 12% 0,55 22,5 0,7 5,5 18
( Baroudeur)
17% 0,45 22 0,44 6 18
vitreux 12% 0,8 62 3,26 9 35
15% 0,55 42 3 13 25
17% 0,5 41 2,94 13 25
22% 0,4 20 1,05 15 9
dur Farineux | 12% 1,25 43 1,1 5,5 35
( Nefer)
17% 0,9 26 0,84 4 25
vitreux 12% 4,6 93 7,35 10 45
17% 2,2 49 2,89 8 25
o : limite élastique E : module d’élasticité W.p © énergie de rupture
Onp « Contrainte de rupture Enp * déformation a la rupture

Tableau I : Valeurs moyennes des différentes caractéristiques mécaniques de 1’albumen (la
moyenne est prise sur 4 a 8 essais)

Essais de compression : influence de la teneur en eau

Pour étudier I’influence de la teneur en eau sur les propriétés mécaniques de I’albumen
nous avons effectué des essais de compression sur I’albumen vitreux du blé hard a 12, 15, 17
et 22% de teneur en eau (figure 4).

La courbe moyenne de compression de l'albumen vitreux a 12% montre une partie
lin€aire jusqu'a une limite élastique de I’ordre de 35 MPa, ensuite le matériau présente un état
de déformation plastique jusqu'a la rupture. A 15 et 17% on observe un comportement similaire
a celui de 12% avec une légeére augmentation du domaine plastique. Il n'y a pas de différences
significatives entre les courbes a 15 et & 17 %. Par contre 2 22% on observe un comportement 2
la compression complétement différent qui se traduit par un écoulement important ainsi qu'une
chute des valeurs des autres caractéristiques. Le matériau a tendance a s’écouler.
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Figure 4 : Courbes moyennes de compression de I'albumen vitreux du Baroudeur (hard) a

12, 15, 17 et 22 % de teneur en eau.

Pour cette variété les essais effectués permettent de donner une évolution de
caractéristiques mécaniques avec la teneur en eau entre 12 et 22% (figure 5). Les lois
expérimentales exprimées en puissance de la teneur en eau sont les suivantes :

E=1222 W"'2(Wen %)
Orp = 5851 W'#' (W en %)

0.9 1 E(Gpa)
0. | o E=t2223 W® 7070w
07 1 R? = 0.9594 60 - Orp= 5851.6 W 11!
. 50 R% = 0.942
0.5 40 A *
0.4 -
30
0.3
0.2 - 20 1
0.1 10 4
0 . . - . . . 0 . . . . . .
0 5 10 15 20 25 30 0 5 10 15 20 25 30
W (%) W (%)

Figure 5 : Variation de E et 6pen fonction de la teneur en eau

L’eau posséde un rdle classiquement lubrifiant ou plastifiant, traduit par une baisse de la
contrainte de rupture et du module d’élasticité et un accroissement de la déformation a la
rupture.

Essais de fluage et de relaxation — Lois de conportement

Les essais de compression ont mis en évidence la présence d’une plasticité importante
de I’albumen vitreux du blé hard et dur (figure 3). Dans ce qui suit on va essayer d'une part,
établir des lois de comportement de l'albumen a travers des essais de fluage et de relaxation
et, d'autre part, étudier l'influence de la teneur en eau sur ces lois de comportement.
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Essais de fluage

Dans le cas de la viscoplasticité, qui est le point de vue adopté ici, la courbe de fluage

présente généralement trois phases

- Une premiére phase de fluage primaire au cour de laquelle la vitesse de fluagee,,,

initialement trés grande, diminue.
- Une phase de fluage secondaire (ou stationnaire) pendant laquelle la vitesse de

fluage €

stat

est pratiquement constante

- Une phase de fluage tertiaire ou la vitesse augmente jusqu‘a la rupture.
Par la suite on abordera essenticllement le fluage secondaire pour établir les lois
expérimentales et nous les généraliseront aux états transitoires grace au concept de la

contrainte interne (G;) [4].

Sur la figure 6 sont présentés les différents réseaux de fluage concernant les blés hard
vitreux et dur vitreux 2 12 et 17 % de teneur en eau. Ces courbes expérimentales sont
paramétrées par la contrainte appliquée (Ga).
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Figure 6 : Courbes de fluages pour le blé hard vitreux a 12% (a) et 17% ( c) et pour le blé dur
vitreux a 12 % (b) et 17% (d).



Les essais de fluage effectués sur les deux variétés a 12% (figures 6(a) et 6(b))
montrent le méme type de réseau a savoir la persistance d 'un fluage primaire aux faibles
charges et 1’apparition d ’états stationnaires aux fortes charges. Le réseau du blé dur est
mieux définis que celui du blé hard, cependant aux fortes charges les états stationnaires sont
limités par du fluage tertiaire qui amene le matériau a rupture. Notons qu’aux faibles charges
la déformation ne dépasse pas 5% alors qu’aux fortes charges elle peut atteindre 15%, ce seuil
de type viscoplastique est cependant plus marqué pour le blé hard.

Les réseaux de courbes de fluage obtenues pour les deux variétés a 17% (figures 6(c)
et 6(d)) montrent que le comportement du blé dur n’est pas modifié, il y a toujours apparition
d’états stationnaires. Le blé hard présente un réseau de fluage a 17 % différent du 12% : le
fluage primaire persiste tout au long de I’essai méme aux fortes charges. Le réseau est marqué
par un seuil viscoplastique avec apparition d’une déformation plastique instantanée
importante de I'ordre de 20% a 40MPa.

Essais de relaxation

La courbe de relaxation représente I'évolution en fonction du temps de la contrainte
appliquée pour une déformation constante imposée. Cette courbe ne présente pas
généralement de rupture de pente qui pourrait permettre de situer des phases caractéristiques.
On constate en général que la contrainte tend vers une limite, caractéristique du matériau et de
la déformation imposée appelée contrainte interne relaxée (oi) [4]. Les essais de relaxation
effectués sur de 1’albumen du blé dur & 17% (figure 7) montrent que la contrainte interne est
évolutive en fonction du chargement et qu’ensuite elle se stabilise a la valeur de 34MPa.

o (MPa)

50 +
45 1

40

35 F°

30

25 T

20 } ! + ! } { t(s)

Figure 7 : Courbes de relaxation du blé dur vitreux a 17%

Le matériau subit un durcissement durant la déformation qui évolue en fonction du
chargement, il rentre ensuite dans un état d *équilibre ou la structure se restaure autant qu’elle
durcit, la contrainte interne devient alors constante. Ce comportement en relaxation justifie
une loi cinématique, qui tient compte de 1 *évolution de 1 état de dureté de la structure [4] :

6, =hé-r
avec h: terme qui dépend du niveau de déformation et qui traduit le durcissement
structurale
r : terme qui dépend du niveau de la contrainte interne et qui traduit la restauration
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Lois de comportement
A partir des essais de fluage et de relaxation nous allons tenter d’établir des lois

permettant de décrire de maniére quantitative le comportement du matériau dans le domaine
viscoplastique. L’analyse des réseaux de fluages représentés figures 6-a, 6-b et 6-d montre
qu’aux faibles charges on observe essentiellement du fluage primaire. Pour les fortes charges
I’écoulement stationnaire est nettement plus marqué, en effet la période de fluage primaire a
diminué et le fluage stationnaire s’étale sur de longues périodes. La figure 7 montre qu’aux
faibles charges la structure subit un durcissement isotrope qui engendre un €tat de contrainte
interne ©; évolutif tandis qu’aux fortes charges, ou les états stationnaires sont possibles, la
structure est en équilibre ce qui correspond & une contrainte interne constante [4]. Les points
expérimentaux sont représentés figure 8.

O (MPa)
40 T
30 +
9,
20 +
10 +
0 } I # |
20 30 40 50 60

O, (MPa)

Figure 8 : Evolution de la contrainte interne en fonction de la contrainte appliquée.(albumen
du blé dur a 17%)

Dans les deux cas, fortes ou faibles charges, la vitesse d’écoulement au fluage n’est
pas contrdlée par la contrainte appliquée(o,), mais par la contrainte dite effective (Cefr)
définie par :
Oeff= Oa - i

Nous avons représenté figure (9) I'évolution de la vitesse de déformation en fluage
stationnaire en fonction de la contrainte effective. Une loi d’écoulement viscoplastique unique
apparatt, elle est de la forme :

Eqat = 2.07x10_”(<5eﬁr)6 avec £, (s7") €t Oerr (MPa)
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Figure 9 : Loi d'‘écoulement en régime stationnaire en Gess

Pour ce type de blé on peut donc utiliser pour tous les états viscoplastiques une loi
constitutive du type cinématique 2 une seule variable interne prenant en compte le parametre

de dureté :
¢, =207x10"(c,) avec & =hg, —r

Les termes h et r n’ont pu étre identifiés a ce jour par nos expériences, seule I'existence de G;
variable de dureté a été mise en évidence ainsi que son évolution (figure 7).

De la méme maniéere on obtient pour

- le blé hard 2 12% :
. -8 4
£, =921x10™ (o)

- le blé dur vitreux a 12% :

¢, =3310" (0,)"

Avec des expressions identiques pour la contrainte interne
6,=hé¢ -1

Sur la figure 6-c on peut constater 2 travers le réseau de fluage du blé hard vitreux a
17% 1’importance du fluage primaire, qui semble se manifester tout au long de Iessai. On ne
voit pas apparaitre d’états stationnaires comme pour les autres structures d’albumen.. Comme
on peut le voir sur la figure 10, dans une représentation en echelle logarithmique, la
déformation viscoplastique varie lineairement en fonction du temps. Ce comportement peut
étre traduit par une loi du type Andrade [4]:

M
M+N(oa)N M+N

€, = t

P M (K

Par dérivation, cette loi peut se mettre sous la forme :

6, = stp}{v[ évp%\l
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Figure 10: Courbes isochrones du blé hard vitreux a 17%

Les pentes des différentes droites de la figure 10 donnent accés au terme M/(M+N). Ce
réseau montre qu'il est nécessaire de tenir compte de I'évolution de l'exposant M/(M+N) en
fonction du chargement, comme cela est représenté sur la figurell :

M
M+N
06T

051
0.4+

0371

02+ M
— _=0875-175 1072 x G(MPa)
+N

0.1+ M

0 + + + —  g.(Mpa
0 10 20 30 40 a(Mpa)

Figure 11 : Evolution du coefficient en fonction du chargement

La loi obtenue est de la forme :

M _0875-17510% x G,
M+N

La loi de type Andrade peut s’écrire :
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MN In(o,) +cst
N

(= /M 7

de sorte que la représentation du prermer membre en fonction de In(c,) donne le coefficient
(M*N)/(M+N). La figure 12 fait apparaitre deux droites dont Pintersection donne une
contrainte seuil de 30MPa déja mise en évidence sur le réseau de fluage.
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Figure 12 : Mise en évidence de la contrainte seuil de type viscoplastique

L’exposant (M*N)/(M+N) est de l'ordre de 5 au dessous de la contrainte seuil et de
I’ordre de 15 au dessus de cette contrainte. Pour décrire par une loi unique le fluage primaire,
pour les fortes charges, on effectue le changement de variable G, en G, — Gseuil- Pour les fortes
charges, la loi de comportement s’écrit alors :

M
N
€. = M+N (0, = Ogeuil t M*N
YOl M K

avec cette forme de loi, ’exposant (M*N)/(M+N) est égale a 5, c’est a dire du méme ordre de
grandeur qu'aux faibles charges. On déduit de la figure 13 les expressions de M et N :
5
"0.875-1.75><caetM’o.125+1.7510'2><on

Rappelons que N exprime la sensibilité de la contrainte a la vitesse de déformation et M
la sensibilité de la contrainte a la déformation visqueuse.

On peut considérer que I'albumen vitreux du blé hard Baroudeur a 17 % développe une
déformation visqueuse importante surtout a forte charge au dela du seuil de 30MPa. A faible
charge il s'agit plutdt d'une viscoplasticité conduisant & des déformations plus faibles (figure
6-b). La loi du type d'Andrade représente bien le fluage primaire a condition de tenir compte
des variations de M et N en fonction du chargement et d'introduire un seuil de viscoplasticité.
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Conclusion

Les essais de compression présentés dans ce travail constituent une base de données
originale sur les propriétés mécaniques de I'albumen du blé. Pour la simulation du
fractionnement, on dispose de valeurs numériques: module d’élasticité, limite élastique,
limite de rupture. Il a été mis en évidence deux comportement type en compression : fragile et
ductile. Le comportement fragile est a associer a une structure farineuse de I'albumen alors
que le comportement ductile est a relier a une structure vitreuse. Notons une exception pour le
blé soft (Scipion) qui présente un comportement fragile quel que soit son état de vitrosité. La
vitrosité est associée a la porosité de I’albumen ; nous pensons que le caractere fragile observé
est a relier 2 la surface de liaisons entre amidon et protéines. La ductilité qui est a associer a
une structure plus homogéne joue un rdle important dans la répartition de la taille des
fractions. Un blé ductile conduit a des particules plus grosses qu’un blé fragile.

Pour une variété de blé donnée pour laquelle on peut supposer que la liaison amidon-
protéines est la méme quel que soit le degré de vitrosité, on observe une différence de
comportement lié & la compacité. L’albumen de blé farineux présente une structure peu
compacte avec une plus faible surface d’adhésion amidon-protéines. Son comportement
fragile constaté lors des essais de compression, peut tre attribué a la rupture quasi simultanée
des liaisons, ce qui élimine pratiquement le domaine plastique.

Par contre pour la méme variété a I’état vitreux, du fait de la compacité, méme apres
rupture de certaines liaisons, il y a, pour une sollicitation en compression, transmission des
efforts entre les différents composants ce qui permet a la structure de développer de la
ductilité. Il serait intéressant d’analyser le comportement en traction, car dans ce cas, les
efforts de traction ne peuvent étre transmis a travers une fissure.

L’effet simultané de la vitrosité et de la dureté semble difficile a déterminer par des
essais de compression car les effets de la force surfacique (liée a la dureté) et de la surface de
liaisons (liée a la vitrosité) peuvent se combiner.

La teneur en eau joue un rdle central dans le comportement aussi bien dans le domaine
élastique que dans le domaine plastique. Une augmentation de teneur en eau abaisse les
caractéristiques mécaniques et augmente la ductilité en compression simple. Dans le domaine
plastique on observe un changement marqué de comportement au voisinage de 17% pour le
blé hard.

Les essais viscoplastiques montrent deux types de comportement :

- apparition d’un état stationnaire avec une contrainte interne évolutive, c’est le cas
du blé hard a 12% et du blé dur a 12 et 17%.
- persistance d’un état transitoire qui correspond au cas du blé hard a 17%.

Dans le cas de la présence d’un état stationnaire, le comportement en fluage primaire est
a attribuer a la présence de microdéfauts [2]. Durant la phase de fluage primaire, la structure
se consolide, les microdéfauts se réduisent ce qui s’accompagne d’un durcissement de la
structure et d’une baisse de la vitesse de déformation. Aux faibles charges la contrainte
interne n’atteint pas un niveau suffisant pour se stabiliser. Aux fortes charges la contrainte
interne se stabilise a une valeur seuil de saturation et les contraintes dans les constituants et
les forces d’adhésion sont alors sollicitées. C’est le cas du blé dur a 12% et 17% et du blé hard
a12%.

Dans le cas ol le'matériau reste dans un état transitoire, observé pour le blé hard a 17%,
I'influence de la teneur en eau est prépondérante et modifie de fagon sensible le
comportement ; la contrainte interne évolue sans atteindre un seuil, on rentre dans un état
plastique ol la déformation importante est due simultanément aux microdéfauts et aux
déformations de la matrice de protéines.
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Résumé

Des dérivés amphiphiles d’un polysaccharide polyanionique naturel, le hyaluronate de
sodium, constituant majeur de la matrice cartilagineuse, ont €été préparés en fixant
chimiquement des chaines alkyle longues (12 et 18 carbones) sur le squelette polymére par
I’intermédiaire de liaisons ester. Le comportement en solution aqueuse de ces dénvés a été
étudié par rhéologie, principalement en régime semi-dilué. En solution aqueuse (NaCl 0.15 N)
a 8¢/l et a 37°C, le hyaluronate modifi¢ HA-C;,-5 présente un comportement rhéologique
comparable a celui du liquide synovial sain et peut étre considéré comme candidat a une
utilisation en tant que fluide de viscosupplémentation. Dans les mémes conditions, le
hyaluronate modifié HA-C,s-2 présente un comportement de type hydrogel compatible avec
une utilisation en tant que biomatériau de comblement de 1ésions du cartilage. Ces systemes
ont démontré une bonne stabilité dans des conditions typiques d’utilisation, malgré une
certaine sensibilité a la stérilisation.

Introduction

Le cartilage est un tissu conjonctif avascularisé et non innervé dont le role est d ‘assurer le
glissement harmonieux entre les piéces osseuses articulaires. Il est constitué d’une matrice
extracellulaire composée d’eau, de collagéne (qui détermine sa forme et son volume) et de
protéoglycanes fixés sur des chaines de hyaluronates (qui déterminent ses caractéristiques
viscoélastiques), matrice dans laquelle sont éparpillées des cellules appelées chondrocytes qui
assurent tant la dégradation comme le renouvellement de ses constituants. Le cartilage est en
contact avec le liquide synovial qui assure la lubrification et ’absorption des chocs. Ce
liquide est principalement constitué d’une solution aqueuse de chaines de hyaluronate de
haute masse molaire ( 2.10°-7.10° g/mol) et de protéines [1].

Les pathologies ostéoarticulaires, dont I’arthrose, aboutissent généralement a une dégradation
progressive du cartilage et du liquide synovial se traduisant par une dégénérescence osseuse
irréversible. Parmi les traitements récents de la pathologie arthrosique, figure la
viscosupplémentation de I’articulation [2] qui consiste en une injection intra-articulaire d’un
fluide visqueux a base de hyaluronate ou de ses dérivés réticulés (hylanes) pour des effets a
plus long terme [3]. La viscosupplémentation ne permet cependant qu’un soulagement a un
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stade précoce de la pathologie, lorsqu’il n’y a pas encore de Iésion cartilagineuse. Dans ce
dernier cas, il convient de recourir a des biomatériaux de comblement.

Depuis quelques années, les recherches de biomatériaux de comblement sont axées sur
'utilisation d’hydrogels synthétiques ou d’origine naturelle qui présentent l’avantage
d’utiliser I’eau de la méme fagon que le cartilage : sous I’action d’une contrainte mécanique,
I’hydrogel relargue de I’eau et absorbe le choc ; lors de la relaxation de la contrainte, ’eau est
réabsorbée et le volume initial récupéré. Sur le plan biologique, les hydrogels d’alginate
obtenus par gélification de I’alginate en présence d’ions calcium sont malheureusement peu
biodégradables dans I’organisme. C’est pourquoi il est préférable d’envisager utiliser des
polyméres naturels déja présents dans I’articulation, comme les hyaluronates qui sont
totalement biocompatibles et biorésorbables.

L’intérét des hyaluronates dans 1’élaboration d’un fluide de supplémentation ou dans la
conception d’un biomatériau de comblement est double car, d’une part ce polysaccharide
posséde de remarquables propriétés rhéologiques en solution aqueuse, et d’autre part sur le
plan biologique il agit sur I’activité de synthése et de prolifération des chondrocytes par
I’intermédiaire de récepteurs membranaires spécifiques [4].

Les hyaluronates peuvent étre obtenus de deux fagons :

- par extraction de différents tissus conjonctifs auquel cas la molécule posséde une masse
molaire élevée compatible avec son utilisation dans un fluide de viscosupplémentation et
avec 1’élaboration d’un hydrogel de comblement, cependant cette molécule reste associée
a des protéines animales ;

- par fermentation 4 partir de la bactérie Streptococcus Zooepidemicus [5]. Cette méthode
permet un rendement d’extraction important (6 a 10g de hyaluronate de sodium par kg de
moit de fermentation) et un polysaccharide dépourvu de protéines. Les masses molaires
sont cependant beaucoup plus faibles, de 1’ordre de 0.5.10° g/mol, ce qui constitue un
inconvénient significatif.

L’ objectif de ce travail consiste 4 modifier chimiquement des hyaluronates de masse molaire
équivalente a celle des polysaccharides produits par fermentation, pour obtenir des dérivés
amphiphiles de ces hyaluronates possédant un caractére associatif qui leur confére des
propriétés rhéologiques en solution aqueuse compatibles avec leur utilisation en tant que
fluide de viscosupplémentation et biomatériau de comblement des lésions du cartilage.

Synthése et caractérisation des dérivés associatifs du hyaluronate de sodium

Le hyaluronate de sodium utilisé est fourni par ACROS Organics (USA). Sa masse molaire
moyenne en masse, _1\7[-w = 480 000 g/mol , avec un indice de polymolécularité de I’ordre de 2,
a été déterminée par chromatographie d’exclusion stérique couplée a un photodiffusiometre
laser multiangle SEC-MALLS. Sa viscosité intrinseque, T]]= 930 ml/g , dans NaCl 0.15 N a

37°C , a été déterminée par viscosimétrie capillaire. Le pH d’une solution de hyaluronate de
sodium a 10 g/l dans ce méme solvant est de 6.7. Le taux d’humidité de la poudre de
hyaluronate de sodium est d’environ 15% en masse.
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La synthése utilisée pour modifier chimiquement le hyaluronate de sodium est trés largement
inspirée des brevets de Della Valle et al. [6] :

traitement par résine Dowex 50*8 échangeuse de cations conditionnée en H' (2.5 meq
H'/g). Une solution aqueuse du hyaluronate de sodium & 10 g/l est mise en contact avec la
résine ( stoechiométrie 6/1 en mol H'/mol de fonctions carboxylate) pendant 15 minutes,
puis filtrée pour récupérer le polymére sous forme acide ;

- la forme acide est ensuite neutralisée par I’hydroxyde de tétrabutylammonium (TBAOH)
jusqu’a pH 7, puis lyophilisée ;

le sel de tétrabutylammonium du hyaluronate est dissous dans le diméthylsulfoxyde
(DMSO) a raison de 1% m/v . Les chaines alkyle longues bromées ( C;;H,sBr ou
C,sH37Br ) sont ajoutées en quantité adéquate selon le taux de substitution recherché. La
réaction d’estérification a lieu en milieu homogene dans le DMSO, ce qui augment la
réactivité des espéces en présence et conduit, en principe, a une répartition statistique des
groupements hydrophobes sur le squelette polysaccharidique [7]. Le temps de réaction est
fixé arbitrairement a 24 heures.

Le mélange réactionnel est ensuite dialysé, a ’aide d’une membrane en cellulose
régénérée de seuil de coupure 6000-8000 g/mol, pendant 5 jours contre de 1’eau distillée
contenant un bactéricide ( NaN3 , 0.04% m/v ), puis 2 jours contre de I’eau distillée seule.
La dialyse permet d’éliminer les traces de dérivé bromé n’ayant pas réagi ainsi que le
solvant polaire aprotique DMSO. Elle permet également 1’échange cationique TBA"/Na"
par I’'intermédiaire de 1’azide de sodium NaNj .

Le dérivé final, sous forme de sel de sodium, obtenu apres lyophilisation, est stocké a 4°C.

La figure 1 ci-dessous illustre de fagon schématique la voie de synthése utilisée.

neutralisation
& I’hydroxyde de tétrabutylammonium
acidification par
passage sur une résinc/y Acide hyaluronique > Hyaluronate de tétrabutylammonium

Dowex

1) dissolution dans le DMSO
2) ajout d’un dérivé C Br(n=12 ou 18)
3) 24 h de réaction

Hyaluronate de sodium

Hyaluronate de
sodium modifié par
des chaines alkyle
longues (HA-C,-x)

1) dialyse
2) lyophilisation

Figure 1 : Voie de synthése des hyaluronates de sodium associatifs

Afin d’évaluer l’influence des conditions opératoires sur la stabilit¢ chimique et
conformationnelle du squelette polysaccharidique, une synthése sans ajout de dérivé bromé a
été effectuée et a fourni ce que nous avons convenu d’appeler un polymeére controle HAc par
opposition au polymére parent HA . La masse molaire a été réduite de 10% environ, soit

M, = 440 000 g/mol , et I’indice de polymolécularité est réduit & environ 1.7 . Parmi les
différents polymeres associatifs que nous avons obtenus, nous n’en retiendrons que deux,
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HA-Ci2-5 ( chaine alkyle en C, et taux de fixation de 5% ) et HA-C5-2 ( chaine alkyle en
Cs et taux de fixation de 2% ). Le taux de fixation a été déterminé par une méthode basée sur
un dosage par chromatographie en phase gazeuse [8]. Le tableau 1 rapporte les viscosités
intrinséques et les coefficients de Huggins correspondants de ces polyméres, déterminés par
viscosimétrie capillaire, dans les mémes conditions ( solutions aqueuses, NaCl 0.15 N, 37°C).

Viscosité intrinséque | Coefficient de | Masse molaire | Indice de
[T]] en ml/g Hukggins M—w en g/mol polymolécularité
H
HA 930 0.4 480 000 2.0
HAc 820 0.3 440 000 1.7
HA-Cy3-5 270 5.7 440 000 1.7
HA-Cy5-2 170 4.5 440 000 1.7

Tableau 1.- Caractéristiques moléculaires des hyaluronates

La diminution de la viscosité intrinséque du polymére controle par rapport a celle du
polymeére parent est due & la dégradation chimique subie par le polymére lors de la synthese,
et confirme les résultats obtenus sur les masses molaires. Les conditions de synthése ne
semblent cependant pas affecter les interactions de paires, comme I’indiquent les valeurs des
coefficients de Huggins, caractéristiques d’un polymére en bon solvant. En ce qui concerne
les polyméres modifiés, leur viscosité intrinséque dans les mémes conditions sont nettement
inférieures a celles des polyméres parent ou contrdle. Ce résultat classique est dii aux
associations hydrophobes intramoléculaires qui tendent a stabiliser les macromolécules dans
des conformations plus compactes. D’autre part, les valeurs élevées des coefficients de
Huggins sont le reflet d’interactions préférentielles de type polymeére/polymére,
éventuellement combinées a des associations intermoléculaires [9].

La concentration C" correspondant 4 la transition entre les régimes dilués et semi-dilués a été
évaluée 4 environ 1 g/ pour les hyaluronates parents et contrdles. En revanche, pour les
hyaluronates modifiés, le changement de régime intervient a une concentration critique
nettement plus faible : pour les solutions aqueuses & 0.15 N NaCl et 37°C , la concentration
critique avec HA-Cy,-5 est de 0.05 g/l tandis qu’avec HA-C5-2 , elle est de 0.01 g/1.
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Propriétés rhéologiques en régime semi-dilué

Les propriétés rhéologiques ont été déterminées a I’aide d’un rhéometre RFS II (Rheometric
Scientific, USA), en écoulement de cisaillement en régimes permanent et oscillatoire.

La figure 1 illustre les comportements visqueux comparés de liquides synoviaux sain,
dégénéré et inflammatoire, ainsi que ceux de solutions aqueuses de hyaluronates de sodium de

Viscositén (Pa.s)

0,01 3 Ry

Ty

T e L w42 e
1E-3 0,01 0,1 1 10 100 1000

Vitesse de cisaillement (s-1)

Figure 1.- Comportements visqueux comparés : liquide synovial sain (—),dégénéré(---),
inflammatoire(...)[10]. Solutions aqueuses,NaCl 0.15 N et 37°C, de hyaluronate de masse
molaire 480 000g/mol a 8 g/l (p) [ce travail], de hyaluronate de masse molaire 2.1 0° g/mol a

10 g/l (@)[11].

différentes masses molaires. La dégradation du comportement visqueux occasionnée par les
pathologies est particuliérement prononcée. 1l est clair que les hyaluronates de masse molaire
modérée ne sont pas capables de générer des viscosités suffisantes a des concentrations
d’environ 8 a 10g /1, alors que les hyaluronates de haute masse molaire seraient adaptés si ce
n’était de la présence de protéines animales associées. A titre de comparaison, la viscosité a
faible vitesse de cisaillement d’une solution aqueuse (NaCl 0.15 N, 37°C) de HA-C,,-5 est de
40 Pa.s, soit tout a fait équivalente a celle du liquide synovial sain, d’ou son choix en vue de
I’élaboration d’un fluide de viscosupplémentation, alors qu’une solution aqueuse, dans les
mémes conditions de salinité et de température, de HA-C;s-2 présente une viscosité a faible
vitesse de cisaillement de 5000 Pa.s. La figure 2 présente quant a elle les spectres mécaniques
en cisaillement oscillatoire de faible amplitude, c’est-a-dire dans le domaine de viscoélasticité
linéaire, pour les mémes fluides. La encore la dégradation du spectre mécanique due aux
pathologies arthrosiques est significative. Les fréquences approximatives de marche et de
course correspondant aux mouvements de I’articulation du genou sont indiquées afin de

permettre de mieux apprécier les variations des valeurs des modules élastique (G') et

visqueux (G" ) lorsque le liquide synovial se dégrade. Comme dans le cas du comportement
visqueux, les hyaluronates de masse molaire modérée ne sont pas adaptés, contrairement aux
hyaluronates de masse molaire élevée, ces derniers ayant 1’inconvénient d’€tre associés avec

des protéines animales. '
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Figure 2.- Spectres mécaniques comparés : liquide synovial sain (G'—,G" —), dégénéré
(G' -, G"- - -),inflammatoire (G'..,G"...) [12]. Solutions aqueuses, NaCl 0.15 N et
37°C, de hyaluronate de masse molaire 480 000 g/mol a 8 g/l ( G' & G" #) [ce travail], de
hyaluronate de masse molaire 2.10° g/mol a 10 g/l (G' &, G" &) [13].
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Figure 3.- Spectres mécaniques comparés : liquide synovial sain ( G —,G"—) [12].

Solutions aqueuses, NaCl 0.15 N et 37°C, de hyaluronate HA de masse molaire 480 000
gmol a8 g/l (G' &d, G" ), de hyaluronate associatif HA-C1>-5a8 g/l ( G'pG'n.

La figure 3 montre qu’une solution aqueuse (NaCl 0.15 N et 37°C) a 8 g/l de hyaluronate de
sodium d’une masse molaire de 440 000 g/mol modifié hydrophobiquement par greffage de
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chaines alkyle en C), et avec un taux de fixation de 5% présente un spectre mécanique tout a
fait comparable & celui du liquide synovial sain. Cette méme solution, ayant une viscosité a
faible vitesse de déformation elle aussi comparable a celle du liquide synovial sain (voir plus
haut), peut donc étre considérée comme candidat potentiel pour devenir un liquide de
viscosupplémentation. Ce n’est pas le cas pour le méme type de solution préparée avec un
hyaluronate de sodium auquel on a greffé des chaines alkyle plus longues et en moins grande
quantité, ¢’est-a-dire le HA-C15-2, comme I’indique la figure 4. Le spectre mécanique, dans la
plage de fréquence considérée, est caractéristique d’un comportement de type gel, avec un
module élastique indépendant de la fréquence et beaucoup plus important que le module
visqueux. Compte tenu de la valeur de la viscosité de cette « solution » & faible vitesse de
cisaillement (voir plus haut), il est envisageable de I’utiliser plutét comme matériau de
comblement. '

100

DDDDD
o o O
104 O

0,1

G' et G* (Pa)

0,01

1E-3 °

1E4 Ay
0,1 1 10 100

o (rad/s)

Figure 4.- Spectres mécaniques comparés : liquide synovial sain ( G —,G"—) [12]
Solutions aqueuses, NaCl 0.15 N et 37°C, de hyaluronate HA de masse molaire 480 000
g/mol a8 g/l (G' & G" ), de hyaluronate associatif HA-C15-2a8 g/l (G' 5,G" ).

Les fluides de viscosupplémentation et les biomatériaux de comblement doivent non
seulement pouvoir s’éliminer de I’organisme en un temps compatible avec le processus de
réparation, mais aussi étre facilement conservés, avant utilisation, sous une forme préte a
I’emploi. Les tests de vieillissement que nous avons réalisés tant dans des conditions d’usage
(37°C pendant 40 jours) que de stockage (4°C pendant 1 an) n’ont montré que trés peu de
modifications des caractéristiques rhéologiques. Outre ces aspects de stabilité, un point
important du cahier des charges de ces systémes concerne leur stérilisation, par exemple par
autoclavage (20 minutes a4 121°C sous une atmosphére saturée d’eau). La figure 5 montre
I’effet de 1’autoclavage sur les propriétés rhéologiques et en particulier sur le spectre
mécanique de la solution de HA-C),-5 a 8 g/l ; le déplacement du point de croisement des
modules vers les fréquences plus élevées témoigne d’une diminution de la masse molaire sans
changement de I’indice de polymolécularité. Dans les mémes conditions d’autoclavage, une
solution de hyaluronate parent subit la méme modification de spectre ; dans ce dernier cas,
nous avons pu vérifier que la masse molaire avait été divisée par 2, alors que I’indice de
polymolécularité était resté inchangé [8]. Pour ce qui est de I’hydrogel de hyaluronate de
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sodium HA-C;s-2, non montré ici, I’autoclavage occasionne une diminution substantielle des
modules, cependant les caractéristiques de gel semblent perdurer [8]. Nous avons pu vérifier
que I’autoclavage provoquait la rupture de liaisons de la chaine principale du polysaccharide
et que les liaisons ester n’étaient pas affectées. Par conséquent, il est permis de penser que,
pour pallier les effets de ’autoclavage, il serait possible de moduler les comportements
rhéologiques en faisant varier certains paramétres comme les concentrations par exemple.
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Figure 5.- Effet de I'autoclavage sur le spectre mécanique d’une solution aqueuse (NaCl 0.15
N et 37°C) de hyaluronate HA-C>-5 a 8 g/l : avant autoclavage ( G' o, G" A ), aprés
autoclavage (G' p,G" x).

Conclusions

Deux dérivés amphiphiles du hyaluronate de sodium ont été obtenus par immobilisation
covalente par I’intermédiaire de liaisons ester de chaines hydrophobes de 12 et 18 carbones
sur le squelette polysaccharidique hydrophile. Une solution aqueuse a 8 g/l (régime semi-
dilué) du dérivé amphiphile en Cy, s’est révélée susceptible de pouvoir étre utilisée en tant
que fluide de viscosupplémentation dans les pathologies arthrosiques, alors qu’une solution
aqueuse a 8 g/l (régime semi-dilué) du dérivé amphiphile en Cg s’est révélée plus apte a jouer
le role d’un biomatériau de comblement des lésions du cartilage. La stérilisation par
autoclavage causant une dégradation sensible des propriétés de ces systémes, il convient d’y
remédier, soit par une modification des niveaux de concentration, soit par I’utilisation d’une
technique stérilisatrice moins dégradante. Aprés des études in vitro qui ont démontré leur
caractére biocompatible et non toxique [8], il reste a entreprendre les études in vivo.
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Résumé

Nous proposons un modéle mathématique pour décrire le comportement du muscle
cardiaque, structure qui est constituée d'un matériau actif, orthotrope, quasi-incompressible et
hyperélastique et dont la dynamique reléve de la mécanique des grandes déformations. Une
telle formulation permet une approche quantitative des phénoménes physiologiques liés aux
processus d'activations électrique et biochimique des fibres musculaires dans les tissus
biologiques mous, mais plus généralement s'avére bien adaptée a I'analyse des effets liés a la
croissance, au remodelage et a la réparation tissulaires.

I Introduction

Les lois de comportement hyperélastique proposées actuellement pour décrire le
comportement des tissus biologiques contractiles (Taber, 1991; Oddou et Ohayon, 1998)
utilisent un tenseur de transfert ®p, pour caractériser la cinématique de la contraction
musculaire. L'utilisation d'une telle transformation s'avére étre source d'erreur car "non
élastique". En effet, cette formulation, basée sur des concepts intuitifs, ne traduit pas le champ
des déplacements de particules matérielles d'un milieu élastique a propriétés rhéologiques
maintenues constantes. Afin d'y remédier, nous proposons une nouvelle approche qui peut étre
vue comme une extension en théorie des grandes déformations de la loi de comportement
active écrite en élasticité linéaire par Ohayon et Chadwick (1988) et qui traduit les variations
de rhéologie de la fibre musculaire durant son activation au cours du cycle cardiaque. Il est a
remarquer que dans l'approche ici présentée, l'accent est porté sur la description de la
dynamique 2 I'échelle temporelle du battement cardiaque et ne prend pas en compte les effets
spécifiques liés 4 la genése ou au remodelage du matériau, ceux-ci induisant un état de
référence dont la configuration est due a I'histoire antérieure de 1'organe considéré et est par
ailleurs caractérisé par la présence de contraintes résiduelles.

II Modéle rhéologique proposé
I1.1 Interprétation physique du modéle

La figure 1 schématise les différentes configurations présentées par le muscle lors de
son fonctionnement en contraction. Partant du muscle dans sa configuration passive 2



contraintes nulles (état P ou Tp = 0), I'activité électrique musculaire est modélisée par deux
transformations: la premiere (donnant 1'état virtuel A,) modifie uniquement la rhéologie du
myocarde tout en conservant la configuration géométrique 1(<I)PA = I) et la valeur des

contraintes internes (T, = 0) et la deuxieme (F4 4 = ©p,Pp, = &)P 4) contracte les fibres
musculaires sans variation de rhéologie (passag€ de A, a A( tf). A linverse de la premiere

transformation @, , , la deuxieéme F, , est "élastique”.
PA, A A q

Enfin, la pressurisation de la structure creuse induit un chargement en traction de 1'‘€chantillon
musculaire activé a I'état A et conduit a la configuration C ol T, # 0. Remarquons que dans
cette approche nous utilisons aussi un tenseur de transfert ®p, , mais ce dernier est
completement défini (@p, = I) car la modification géométrique d 1'échantillon due 2 la
contraction des fibres est erftierement prise en charge par la transformation élastique F 4 4 De
plus, la transformation non élastique ®p utilisée doit €tre vue comme la transformation
élgsthue FAOC car Op- = FA.O.C'(DPA = FAOC' Cette dgrnlére remarque est importante
puisqu'elle nous permet de définir le fenseur°des contraintes de Cauchy a partir de la
transformation non élastique ®@p - (Eq.2).

A

P B0 C

\(D‘Z =1 Fu
/AOC"
0

B0
T A0=O

A

Figure 1
Schématisation des différentes configurations considérées

pour simuler la contraction d'un échantillon de muscle cardiaque

I1.2 Expression mathématique de la loi de comportement

La rhéologie du myocarde (ou muscle cardiaque) actif que nous utilisons est
caractérisée par une seule fonction d'énergic W(Ep) exprimée par unité de volume du seul
état de référence P (état passif et libre de contraintes). Cette fonction s'exprime en fonction
des composantes du tenseur des déformations de Green-Lagrange Ep- ou C est la
configuration du muscle dans son état actif et chargé. De plus nous distinguons bien dans cette
fonction la contribution des différents constituants :
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t fib fib
W) = wg;i + szlls + B W 4o (1)

ou les termes W n;z;t , W f;l; et W fib sont dus respectivement a la présence de la matrice de
collagéne et despcomposgntes passive et active des fibres myocardiques. L'équation 1 tient
compte d'une fonction d'activation B(t) bornée (0 < B(t) < 1, ou t est le temps) qui n'est autre
que le degré d'activation électrique du muscle. Ainsi le dernier terme de 'Eq.(1) traduit la
variation de la loi de comportement durant le cycle cardiaque et ne représente qu'une partie du
phénomene physique engendré par l'activation électrique du myocarde. La deuxiéme partie

apparait directement dans l'expression du tenseur des contraintes de Cauchy 1, a I'état C:

oW
e =Ppc 35, Top. -pe 1+B® Ty fefe @)

ol @p~ est le tenseur gradient de la transformation pour le passage de l'état P a l'état C ,
T(DPC est sa transposé, po est le multiplicateur de Lagrange qui permet d'assurer
l'incompressibilité du milieu (det @p-= 1), L est le tenseur identité, T, est la tension maximale
que peut délivrer la fibre & son zéro d'élongation, fo est le vecteur directeur unitaire de la fibre
a I'état C, et le symbole représente le produit tensoriel. Le dernier terme du membre de
droite de I'équation précédente traduit le deuxiéme phénomene physique lié a l'activation des
fibres musculaires qui est la contrainte engendrée par la contraction de ces dernicres dans
leurs directions.

III Domaines d’application

N\ oz

Cette approche a été utilisée avec succes sur les modélisations des comportements
mécaniques du cceur adulte et feetal (Cai, 1998), et des vaisseaux sanguins (Teppaz, 1999).
Elle est applicable a tous les tissus biologiques contractiles afin de mieux comprendre le
fonctionnement mécanique de la structure en condition physiologique.
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Résumé

Au sein d’un cadre de développement déterminé par l'espéce, appelé plan ligneux, ’anatomie
d’un arbre s’exprime différemment selon le génotype, la sylviculture, la vitesse de croissance, les
besoins de réorientation... L’enjeu de ’approche déterministe est de comprendre afin de prédire
les changements de propriétés liés a ces modifications. Elle situe I’anatomie a la charniére entre
forét (résultat du mode de production) et bois matériau (déterminisme des propriétés).

Cette approche requiert la description de la morphologie du milieu poreux et la mesure, grace a
des dispositifs spécifiques, des propriétés des constituants microscopiques.

Afin de se rapprocher au mieux de la structure réelle du matériau, les calculs d'homogénéisation
sont effectués sur des maillages générés a partir d'images réelles d'échantillons (microscope
optique et imagerie X). Les résultats présentés ici sont limités au retrait et au comportement
élastique orthotrope. Deux changements d'échelle sont abordés : de la paroi cellulaire aux tissus
et des tissus a l'accroissement annuel.

1. INTRODUCTION

Les arbres sont des végétaux a croissance secondaire : les méristémes primaires mettent en place
la structure et l'architecture de l'arbre (croissance primaire de la plante) & la suite de quoi un
méristéme secondaire, le cambium, présent sur toute la périphérie de la tige, forme des couches
successives par division cellulaire et met en place un systéme vasculaire par différenciation
cellulaire. La plupart des cellules ainsi formées vivront quelques semaines seulement, a la suite
de quoi la paroi lignifiée est mise en place. Seules les cellules de parenchyme resteront vivantes
de nombreuses années. Elles seront responsables de la duraminisation du bois qui est souvent
marquée par un changement de couleur et qui confére & certaines essences leur durabilité
naturelle. Le bois matériau est le produit de cette croissance secondaire (Fig. 1).

Chaque essence ligneuse a un mode de développement spécifique de ses tissus, appelé plan
ligneux, qui permet & l'anatomiste averti de reconnaitre une essence parmi plusieurs milliers
d'espéces répertoriées. Par ailleurs, au sein du méme plan ligneux, la proportion et la répartition
de tissus varient en fonction du génotype et des conditions de développement de la plante.

Les travaux présentés ici s'inscrivent dans une thématique générale de prédiction du
comportement macroscopique du bois a partir de ces mécanismes d'élaboration dans l'arbre. En
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plus d'une meilleure maitrise de la variabilité inter et intra spécifique du bois, I'enjeu de cette
approche est une meilleure compréhension du déterminisme des propriétés du matériau produit
par l'arbre.

L'objectif est de procurer aux scientifiques et aux gestionnaires une possibilité de simulation
particuliérement bienvenue pour traiter I'échelle de temps propre 4 la forét (effet d'un choix de
sylviculture, sélection génétique, caractérisation d'essences tropicales...). Rappelons qu'il faut
environ deux siécles pour obtenir un chéne en dge d'exploitation.

Age de l'arbre

ECORCE MOELLE
Age des cellules du xyleme

-
v

Lignification
Mise en place de la
paroi cellulaire du
bois

Activité cambiale
Division, élongation,
différenciation

Duraminisation
Mise en place du
bois de caeur

Observation et
simulateur de
l'activité cambiale

Analyse chimique et
mesures physiques

Propriétés
microscopiques
Parois des différents
tissus

Morphologie
Agencement cellulaire et
répartition des tissus

Homogénéisation
Prédiction des propriétés du
matériau

Figure 1 — De l'élaboration du bois dans l'arbre au matériau d'ingénieur.

2. CHANGEMENT D'ECHELLE

L'approche présentée briévement en introduction situe I'anatomie du bois a la charniére entre le
fonctionnement biologique de l'arbre et les propriétés du matériau et utilise le changement
d'échelle comme outil de prédilection. Parmi les nombreuses échelles d'observation possibles du
matériau bois, la figure 2 illustre les deux changements abordés ci-apres.

A quelques nuances prés, la technique utilisée dans ce travail est 'homogénéisation appliquée a
un milieu hétérogéne supposé périodique [Suquet 1985, Sanchez-Hubert et Sanchez-Palencia
1992, Hornung 1997]. Bien entendu, en dépit de la régularité de sa structure imposée par le
fonctionnement du cambium, le bois n'est pas exactement périodique : la détermination de la
cellule unité (Ie volume élémentaire représentatif du milieu poreux) est I'une des questions
importantes. Le milieu est défini classiquement a partir de deux coordonnées d'espace supposée
indépendantes : x pour la position macroscopique et y pour la position microscopique.
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En gardant & l'esprit que le retrait/gonflement du bois est un caractére technologique trés
important, la formulation classique d'équilibre mécanique prend le gonflement en considération
[Perré, 1998]. A 1'échelle de la cellule de base représentative, les conditions aux limites font
intervenir la périodicité du probléme qui peut donc étre formulé comme suit :

0y, =0

Oy = Qyy {ekl(u) - Sle}

_ (1]

o.n anti - periodique
e(u) periodique

o : tenseur de contraintes

a : tenseur des propriétés élastiques

e : tenseur des déformations résultant du champ de déplacement u
s : tenseur des déformations dues au gonflement

n : vecteur unité normal aux bords

H : teneur en eau liée (eau responsable du retrait)

L

Tronc Cernes annuels Tissus

Figure 2 - Exemple de différentes échelles d'observation du matériau bois (chéne).

Les problémes a résoudre sur la cellule de base et I'expression des propriétés macroscopiques
sont obtenus en identifiant les puissances de €, petit parametre, rapport entre dimension
macroscopique et dimension microscopique. L'hypothése d'élasticité linéaire permet de
rechercher le champ de déplacement a l'ordre 1, u® sous la forme d'une combinaison linéaire des

champs macroscopiques u'” et H :
u® = gMe @)+ wH [1]

Gréace a la linéarité de la formulation, les solutions élémentaires &met w ne dépendent pas de la
variable macroscopique x. Chacune est calculée par la résolution d'un probléme correspondant a
un champ macroscopique sans dimension :

e, () =11 = 1(8,8,, + 6,s6,,) et H® =0 pour les problémes km associés a £
e, (u®)=0et H =1 pour le probléme associé a w

Finalement, il faut résoudre les problémes suivants sur la cellule unitaire représentative :

117



(2]

%[aijkxekx(w)] = —quf[aijkxskx] (3]
j j

La connaissance de chacune de ces solutions permet de calculer les propriétés macroscopiques; la
plus commune des formules concerne les propriétés €lastiques :

kh
Aijkn = <aijkh> + (aij amCyam (& ))
Coefficient Moyenne des coefficients Terme [4]
= +
homogénéisé microscopiques correcteur

L'équation 5 montre que les propriétés macroscopiques sont les moyennes des propri€tés
microscopiques sur la cellule de base auxquelles il faut ajouter un terme correcteur défini par les

solutions élémentaires §m. Ce dernier représente l'effet de la morphologie sur les propriétés
macroscopiques considérées.

La solution élémentaire relative au gonflement ne fournit pas directement le gonflement
macroscopique mais le champ de contraintes macroscopiques Q; qui l'accompagne en
considérant que le champ de déformation, lui, reste nul :

Qi = (@ijkneykn (W)Y~ (ijknSin) (5]

Le gonflement macroscopique Sj est alors obtenu par inversion en supposant que le tenseur des
contraintes macroscopiques reste nul :

Sin = (Ajn) ' Q; [6]

Dans le cadre de ce travail, cette formulation est traitée en deux dimensions. Dans le cas de
milieux cellulaires (premier changement d'échelle), les vides ne sont pas maillés. Pour éviter de
traiter les nombreuses charges linéiques qui apparaissent aux interfaces, nous avons utilisé une
formulation en champs de déplacement a déformation périodique [Léné, 1984] en considérant
deux plans de symétrie sur la cellule de base (le plan est pavé par symétrie, en "dépliant" la
cellule). Le cas du retrait sur milieu cellulaire, juste abordé ci-dessous, étend ce principe a des
cellule de base incapables de paver le plan.

Ces techniques permettent donc de prédire les propriétés macroscopiques d'un matériau a partir
de la morphologie et des propriétés des éléments constitutifs microscopiques. Cependant, en dépit
de son apparence séduisante, il faut garder a l'esprit que cette approche a deux exigences :

e Décrire la morphologie des hétérogénéités microscopiques,

o Obtenir les propriétés des constituants de base.

Par rapport & ces deux exigences, le matériau bois a deux caractéristiques majeures :
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e Un avantage : son anatomie est telle qu'il est assez facile de passer d'une image 4 la structure
tridimensionnelle : pour de nombreuses propriétés, une bonne approximation de la structure
est simplement obtenue en négligeant les variations longitudinales du plan ligneux.

e Un inconvénient : les propriétés des constituants de base ne sont pas connues (contrairement
aux matériaux composites artificiels par exemple). Ces propriétés doivent étre mesurées, le
plus souvent en développant des dispositifs spécifiques.

Un code d'éléments finis, nommé MorphoPore, a été écrit spécialement développé en Fortran 90
afin de calculer les solutions des différents problémes a résoudre sur la cellule de base [Perré
1998]. Ce code se présente sous la forme d'une application Windows. Il permet de visualiser les
maillages et les solutions et calcule les propriétés macroscopiques. Des conditions aux limites de
symétrie sont utilisées pour les problémes cellulaires et des conditions périodiques pour le calcul
d'un accroissement annuel.

3. DE LA PAROI CELLULAIRE AU TISSU

L'étude des tissus, c'est-a-dire de leur agencement cellulaire, est une échelle clé qui permet de
relier les travaux effectués au niveau de la paroi, échelle encore proche des macromolécules
constitutives du bois et 1'échelle des constituants anatomiques, qui permet deJa de deviner a quot
ressemble le matériau macroscopique. :

Le maillage de la structure est construit directement & partir d'images microscopiques de bois et
les problémes mathématiques sont résolus par la méthode des éléments finis. Dans cette partie, le
maillage est simplement construit en transformant chaque pixel situé dans la partie solide en un
élément Q4 du maillage. Cette approche conduit & des maillages gigantesques (jusqu'a 200 000
degrés de liberté) et a des temps de calculs de l'ordre de I'heure, mais permet de passer assez
simplement d'images microscopiques au calcul numérique.

Largeur

Module d’Young calculé
4+“—>

p

A ' vy etk A

Largeur

Figure 3 — Effet de la taille de la cellule unité sur la propriété macroscopique calculée. Le champ
de l'image est de 800 x 800 ,um (d'aprés Farruggia 1998)
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Tout d'abord, des calculs préliminaires ont permis de préciser la taille de la cellule de base. En
maillant une partie plus ou moins grande d'une image, il est possible de constater la convergence
des propriétés macroscopiques en fonction de la taille (Fig. 3). Les propriétés deviennent stables
pour une extension radiale relativement faible, tandis que I'extension tangentielle doit étre plus
importante (une dizaine de rangées de trachéides est nécessaire). '
Parmi les résultats importants, mentionnons la trés bonne prédiction par le calcul des rapports
d'anisotropie transverse mesurés par essais de traction sur des micro-échantillons dans la zone
initiale d'épicéa. Les coefficients de Poisson sont également trés bien prédits :

—Ei& ~ 4 VRT ® 1.1 VTR ¥ 0.3

Ep
Sachant que tous ces calculs sont effectués en supposant que le comportement des parois
cellulaires est isotrope dans le plan RT, la qualité de la prédiction peut surprendre. Elle dénote en
fait I'importance de I'agencement cellulaire sur les propriétés macroscopiques. L'important
rapport d'anisotropie ainsi que les différences de coefficient de Poisson résultent d'un agencement
ordonné dans la direction radiale (toutes les trachéides proviennent de la division cellulaire de la
méme cellule initiale du cambium) et d'un agencement plutdt aléatoire dans la direction
tangentielle (I'observation d'une coupe anatomique montre que les rangées voisines ne semblent
pas synchronisées, sauf dans le bois final).

£04 04 V04 V4 | g4
Porosité Densitsé R T VOl vo.% RT V%}l{ V04 TR RT
(kg m™) 01 01 RT R 01 TR 01 0.1
& Ep" | Er VRT ViR | ORT
0.8 300 1.15 | 1.19 | 109 | 1.02 | 093 | 034 | 0.33 | 097 1.23
04 900 108 | 106 1008|014 1.75 | 0.11 | 0.18 | 1.71 1.17

Tableau 1 - Influence du coefficient de Poisson de la paroi(0,1 et 0,4) sur les propriétés
homogénéisées transverses notées E'* ,G"* et v'*

6000

e
i

Er (Mpa)
/ |
o]
Module d'Young
transverse de la paroi (GPa)

4000 r \

—u— Modéle identifié

2000 | s Mesure T

.“A'A

0 200 400 600 800 1000
Densité (kgm'3)

Figure 4 - Identification du module d’Young transverse de la paroi sur un cerne de 12 mm
(d'aprés Farruggia 1998)
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Enfin, puisque les propriétés macroscopiques dépendent trés peu du coefficient de Poisson de la
paroi (ceci est particuliérement vrai pour une forte porosité, c'est-a-dire dans le bois initial,
tableau 1), toutes les propriétés élastiques macroscopiques dépendent d'un seul paramétre
microscopique : le module d'Young de la paroi. Ainsi, en utilisant 4 la fois les mesures effectuées
sous microscope et les calculs d'homogénéisation, il est possible de définir le module d'Young
microscopique qui permet d'obtenir les bonnes valeurs au niveau de I'agencement cellulaire
(Fig. 4). Du fait de l'isotropie supposée de la paroi cellulaire, les valeurs indiquées doivent étre
considérées comme "valeurs équivalentes" pour des parois sollicitées essentiellement en flexion.

Le cas du retrait d'un agencement cellulaire ne peut pas étre traité avec de telles hypothéses :
I'hypothése d'un retrait homogéne et isotrope de la phase solide se traduit directement par un
retrait isotrope de la méme valeur au niveau macroscopique. Les outils de passage de 1'image au
maillage ont été modifiés afin de prendre en considération une structure qui aurait deux
constituants homogénes (lamelle mitoyenne et paroi), isotrope pour la premiére et anisotrope
pour la seconde. La direction locale d'anisotropie est calculée de proche en proche a partir de la
tangente au contour des cellules. L'anisotropie de la seconde couche a un effet inattendu : en
conséquence a I'agencement ordonné selon la direction radiale, elle oblige les cellules a changer
de forme durant le retrait. Ceci constitue une nouvelle explication de I'anisotropie macroscopique.

4. DES TISSUS A L'ACCROISSEMENT ANNUEL -
Un second changement d'échelle permet de passer d'un assemblage de tissus a quelques
accroissements annuels, clest a dire au bois massif dit "parfait”", celui qui est utilisé pour
caractériser les propriétés technologiques. Une essence au plan ligneux trés hétérogene, le chéne,
est utilisée pour illustrer la méthode.

v' la nature et la répartition des tissus sont obtenues grice a un dispositif d'imagerie X congu
et développé dans notre laboratoire,

v les propriétés microscopiques des principaux éléments constitutifs du plan ligneux du
chéne ont été mesurés. Pour chacun des tissus considérés, les propriétés élastiques (modules
d'Young, coefficients de Poisson) sont mesurées grice 4 une machine de traction placée sous un
microscope [Badel et Perré, 1999]. Le champ local de déformation est calculé par comparaison
d'images. Les coefficients de retrait sont déterminés par imageric X d'échantillons
microscopiques conditionnés a differents états hydriques. '

Figure 5 : Aprés distinction des différentes plages de tissus sur l'image (a), leur contour est
vectorisé. Le maillage par éléments finis (b) est généré a partir de cette information.
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L'image par rayons X de I'échantillon renseigne directement sur la densité locale du bois. Ainsi,
le contour des tissus est-il assez facile a repérer. Le maillage numérique est obtenu par
segmentation d'image et transfert des contours a un mailleur (Fig. 5). Nous avons utilisé
EASYMESH, logiciel écrit par Bojan Niceno. Sa souplesse d'utilisation en fait un outil tres
adapté a la structure complexe du bois.

La figure 6 montre un exemple de calcul d'homogénéisation effectu¢ sur un accroissement annuel
de chéne par le programme MorphoPore. 4 problémes d'homogénéisation sont calculés (3 pour la
mécanique et 1 pour le gonflement). Bien entendu, les propriétes microscopiques (propriétés
élastiques et coefficients de retrait) affectées a chacun des constituants sont issues de mesures
microscopiques.

(b)

oy
(d) S
PONRANY =5 572 7 2 S I RO O

Figure 6 : Représentation des 4 termes correcteurs calculés. Les trois premiers (a, b, ¢
correspondent aux problémes mécaniques (respectivement : 11, 22 et 12) et le dernier (d) au
probléme du retrait.

Les outils présentés ici ont été développés dans le souci de s'adapter a la variabilité naturelle de
différents plans ligneux (variabilité inter-spécifique), mais aussi a la variabilité naturelle de
l'expression du méme plan ligneux (variabilité intra-spécifique). Afin dillustrer I'une des
applications possibles, nous proposons la comparaison de deux cernes €laborés dans le méme
arbre sur deux années successives. Le premier accroissement annuel a une largeur couramment
rencontrée chez le chéne, de l'ordre de 1.4 mm, alors que celui produit I'année suivante montre
une vitesse de croissance environ 3 fois plus importante, probablement 4 la suite d'une forte
éclaircie du peuplement forestier (Fig. 7).
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croissance lente

croissance rapide

Croissance lente

Croissance rapide (+ 190%)

Propriétés  |LR-MP) 1517 1856 (+22%)
e |Er (MPa) 771 1201 (+55%)
q Ex/Er 1.97 1.54 (-21%)

o (% /%) 0.1728 0.2152 (+26%)

dfzzfge‘:‘;it ar (% /%) 0.3230 0.3985 (+24%)
o/ og 1.87 1.85 (-0.9%)

Figure 7 : Calcul des propriétés homogénéisées de deux cernes annuels du méme arbre a vitesse
de croissance trés différente. Les propriétés des tissus sont supposées identiques dans les deux

Dans cet exemple, la différence de structure est due a la vitesse de croissance. L'ensemble des
propriétés augmente lorsque la vitesse de croissance augmente. Cette tendance est bien connue
chez le chéne, puisque c'est essentiellement la partie de bois d'été, plus dense, qui augmente
lorsque l'accroissement augmente. Le principal intérét du calcul est de quantifier ces tendances.
Le retrait augmente de l'ordre de 25%, tant en radial qu'en tangentiel. L'ordre de grandeur est le
méme pour le module d'Young radial, tandis que le module d'Young tangentiel augmente de plus
de 50%. Cet effet doit étre attribué au role de renfort joué dans cette direction par les plages de
fibre. Le role de ces tissus est moindre dans la direction radiale parce qu'ils sont placés en série

cas.

avec les gros vaisseaux, zone peu dense et peu rigide.
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5. CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Une approche déterministe est appliquée au bois afin de mieux comprendre le role des
mécanismes d'élaboration de la matiére ligneuse dans l'arbre sur les propriétés macroscopiques du
matériau. L'anatomie se situe au cceur de l'approche, a la fois résultat du fonctionnement du
cambium dans l'arbre et description morphologique du matériau. Deux changements d'échelle ont
été présentés : de la paroi cellulaire au tissu et des tissus a I'accroissement annuel.

Au niveau cellulaire, la mise en place des cellules par division cellulaire d'une initiale conduit a
des arrangements de cellules ordonnés dans la direction radiale. Il en résulte une anisotropie
marquée de la structure, mesurée sur micro-échantillons et prédit par le calcul dhomogénéisation.
Au niveau de l'accroissement annuel, nous avons montré sur un exemple l'effet de la vitesse de
croissance de l'arbre (accroissement en rayon di a la croissance secondaire) sur les propriétés du
bois.

L'application de ce type de méthode au bois est récente. De nombreuses études sont encore
nécessaires avant de pouvoir exprimer son potentiel. Vers 'amont, le développement d'un outil de
simulation de l'activité cambiale, simple outil d'aide a la réflexion, est envisageé. Vers l'aval, une
validation expérimentale de la méthode et I'étude d'autres propriétés, notamment de transfert, est
envisagée. Enfin, il ne faut pas oublier que le comportement mécanique différé du bois est d'une
importance capitale pour les procédés de transformation. Il est donc envisage d'étendre cette
approche a des comportements non linéaires : viscoélastique et mécano-sorptif. Il est d'ailleurs
probable que cette approche nous oblige & aborder un autre changement d'échelle, afin de se
rapprocher des macromolécules constitutives du bois.
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ETUDE DES PROPRIETES RHEOLOGIQUES EN MODE ECOULEMENT,
FLUAGE ET OSCILLATION DE SUSPENSIONS AQUEUSES CONCENTREES DE
KAOLIN

N. Fourati et D. Léger
Laboratoire des Matériaux Minéraux, Conservatoire National des Arts et Métiers,
292, Rue Saint Martin, 75141 Paris cedex 03, FRANCE

Résumé

Notre étude entreprise a 1’aide d’un rhéomeétre a contrainte imposée porte sur 1'analyse
du comportement rhéologique en mode écoulement, fluage et oscillation de suspensions
aqueuses concentrées de kaolin.

L’allure des rhéogrammes d’écoulement et les variations des seuils associés
renseignent sur les modes d’association et la nature des liaisons interparticulaires. L’évolution
des seuils en fonction de la force ionique avant le point isoélectrique des bords, PIB, passe par
un maximum dans un intervalle de concentration en €lectrolyte pour lequel la floculation est
maximale.

Les résultats des essais en fluage ont permis de montrer que selon la valeur de la
contrainte appliquée, le comportement des suspensions est de type viscoélastique solide ou
liquide.

Les essais dynamiques a fréquence imposée ont permis d’identifier la plage de
viscoélasticité linéaire, et de mieux appréhender I’effet de la force ionique sur les paramétres
viscoélastiques G’ et G”’.

I — Introduction

Les Kaolins sont des aluminosilicates hydratés qui se présentent sous la forme de
particules lamellaires hexagonales résultant de I’empilement de feuillets élémentaires
constitués d’une couche de tétraédres de silice reposant sur une couche d’octaédres d’alumine.
La cohésion entre feuillets est assurée par des liaisons hydrogene stables. Les surfaces basales
(faces) portent des charges négatives tandis que les surfaces latérales (bords) peuvent
présenter des charges 2 la fois positives et négatives entre pH 3 et pH 9.

Dans cet article, nous analysons le comportement des suspensions aqueuses
concentrées de kaolin par le biais de mesures rhéologiques en mode écoulement, fluage et
oscillation sans pré-cisaillement donc sans destruction préalable du matériau.

Dans une premiére partic nous analysons les rhéogrammes en mode écoulement a
savoir l’existence d’un seuil d’écoulement, suivi d’une rhéofluidification puis d’un
comportement rhéologique apparemment antithixotrope aux forts cisaillements. Nous
montrons ensuite que 1’application de i cycles successifs de charge — décharge sur un méme
échantillon met en évidence deux « types » de seuils : - un seuil de charge 7, et — un seuil de

décharge 7, . En étudiant par la suite la variation des seuils d’écoulement en fonction de force
ionique (Ref. 1), il apparait qu’avant le PIB, une augmentation de la force ionique entraine
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d’abord un accroissement des valeurs des seuils d’écoulement puis ensuite leur diminution.
Ce résultat peut s'interpréter par la prise en compte du caractére collectif ou localisé des forces
d’interactions entre les doubles couches.

L’analyse des courbes de fluage pour des taux de contraintes croissants a permis de
révéler trois régimes distincts. Leur étude permet de caractériser la destruction progressive des
agrégats par des lois d’écoulement simples et par I’introduction d’un coefficient de friction.

Dans la derniére partie nous examinons le comportement des suspensions concentrées
de kaolin 2 travers des mesures rhéologiques en mode oscillation. Les balayages en contrainte
4 fréquence imposée ont permis d’identifier la plage de visco€lasticité linéaire et de mieux
appréhender 1’effet de la force ionique sur les modules d’élasticit¢ G* et de perte G”’. En
étudiant ensuite les variations de G’ et de G’ en fonction de la fréquence a contrainte
oscillante constante et a différentes forces ioniques, nous corroborons les résultats obtenus en
mode écoulement a savoir que selon la valeur de la force ionique les forces d’interaction entre

doubles couches peuvent avoir soit un caractere collectif soit un caractere localis€.

II - Préparation du kaolin, Appareillage et méthode expérimentale.

Le Kaolin d’Arvor utilisé dans cette étude est initialement aggloméré sous forme de
granules de diamétre de ’ordre du cm. L’analyse chimique et minéralogique indique une
composition moyenne de 47,15% de silice, 37.6% d’alumine, ainsi que quelques traces
d’oxydes minéraux tels que I’oxyde de potassium et I’oxyde de fer IIL.

L’appareil employé dans notre étude est un rhéométre rotatif plan cdne a contrainte
imposée (TA Instruments CSLiy)- La téte de mesure a été équipée d’un cone en acier
inoxydable de 2°00°29”’ d'ouverture et de 6 cm de diamétre pour un entrefer de 65 pm.

Afin d’obtenir des caractéristiques reproductibles, les échantillons de poudre ont subi
un délaminage pendant 3 minutes. Le diamétre médian des particules est de 5 pm. Les
suspensions ont été préparées avec de 1’eau ultra pure selon le protocole suivant : - dégazage
de la poudre dans une enceinte a vide munie d’une pompe a eau; - imbibition puis
homogénéisation durant 20 mn sous vide a I’aide d’un agitateur magnétique; - mise au repos
dans un bain thermostaté (20 0,05° C') pendant 20 mn.

III - En mode écoulement

Les résultats présentés dans cette partie concernent des essais effectués sur des
suspensions aqueuses fraichement préparées de kaolin (C = 40% en poids de matiere séche).
Les rhéogrammes 1 =f(¢) enregistrés correspondent a des cycles de charge - décharge

appliquées de 0 2 40 Pa pendant 2 mn, et inversement.
III - I - Rhéogrammes d’écoulement en milieu acide

Il — 1 — a — Résultats expérimentaux

En milieu acide les suspensions sont floculées. Les rhéogrammes en charge présentent
systématiquement un seuil d’écoulement suivi par une rhéofluidification (fig. 1). Le
comportement rhéologique global dépend de la valeur de la vitesse de cisaillement € atteinte.
A faible cisaillement, on observe un caractére rhéologique thixotrope qui se manifeste par
I’existence d’une boucle dextrogyre sur le graphe t=f(¢). A fort cisaillement, (fig. 1), le

comportement rhéologique est apparemment antithixotrope (boucle lévogyre).
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Il — 1 —b — Interprétation

Les propriétés de surface des particules de kaolin et leur morphologie ont une grande
importance pour la compréhension des anomalies observées dans le comportement
rhéologique de leurs suspensions. Le comportement rhéofluidifiant (fig.1) est généralement
attribué 2 la désagrégation progressive de la suspension floculée puis a I’alignement des
particules (Ref. 1). A faible cisaillement on observe un caractére rhéologique thixotrope (fig.
1) qui indique le passage réversible d’un état structuré a un état déstructuré. A fort
cisaillement I’équilibre dynamique se déplace dans le sens d’une rupture rapide et continue
des agrégats, ce qui conduit a une forte individualisation des particules leur conférant aussi

une forte capacité d’association.

III - 2 - Structuration et déstructuration d’une suspension de kaolin sous contrainte.
Il — 2 — a — Résultats expérimentaux

Des travaux antérieurs réalisés par J. F."QUILFEN (Ref. 2) sur des suspensions
concentrées de kaolin (C = 40% en poids de matiere séche) en milieu acide, ont permis de
montrer que I’application de six charges successives sur un méme échantillon provoque
d’abord une augmentation du seuil d’écoulement et ensuite une stabilisation de celui — ci.

Le graphe de la fig. 2 présente les résultats d’un essai de charge 1/décharge 1/charge 2
aux petits temps. Il apparait que le seuil de la charge 2, 7, , est 1égérement supérieur au seuil

de la décharge 1, 7, , et que ces deux seuils sont inférieurs a 7, .

Un essai de trois cycles successifs de charge — décharge portés sur un méme
échantillon (fig. 3) montre que chaque cycle est caractérisé par deux seuils : - un seuil de
charge 7, et — un seuil de décharge 7, 1<i<3. La fig. 3 révele que

Tpp = Tpy = Tpy €L QUE Ty = Ty < Tgy-

Il — 2 — b — Interprétation

Au cours d’un essai de charge, la suspension se déstructure progressivement ce qui
induit la formation d’agrégats de plus en plus petits mais ayant un potentiel d’association de
plus en plus élevé. En conséquence la charge induit une structuration potentielle, les
particules individualisées interagissant davantage entre elles que les gros agrégats, c’est ce qui
fait que I’application de charges successives augmente le seuil d’écoulement (Ref. 3).

En appliquant un cycle de charge - décharge de 0 a 7 Pa et inversement, on rompt
d’abord la structure quasi — continue de la suspension, caractérisée par un seuil 7, jusqu’a ce
qu’elle soit réduite a I’état de particules, ou de flocs, élémentaires, en relachant ensuite la
contrainte les particules s’agrégent peu a peu en formant des flocs interconnectés de tailles
croissantes. Ce réseau nouvellement formé n’est pas quasi — continu comme a I’origine, il
correspond donc 2 un nouvel état d’organisation caractérisé par un seuil 7}, inférieur a 7.

L’essai de chargel / déchargel / charge2 (fig. 2) permet de confirmer I’existence d’une
nouvelle organisation des particules. En effet, la charge 2 sollicite un matériau qui n’a pas eu
le temps nécessaire pour retrouver sa structure initiale, c’est ce qui fait que 7, soit inférieur a

7. D’autre part cette charge 2, appliquée immédiatement apreés la décharge 1, induit une

structuration potentielle de la suspension cisaillée ce qui se traduit par 7., > 7p, .

Les variations des seuils d’écoulement aprés trois cycles successifs de charge/décharge
(fig. 3) confirment les résultats antérieurs et permettent de distinguer trois structures de la
suspension :
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- une structure initiale continue de type «chéteau de cartes » caractérisée par une valeur
élevée du seuil, 7,
- une structure beaucoup moins rigide que la premiere ; qui se forme a la suite de chaque
décharge et qui est caractérisée par un seuil 7, constant (on a en effet 7, = 7, = 7p;)
- une structure intermédiaire caractéristique des matériaux ayant subi un cycle de
charge/décharge, son seuil est tel que : 7, < 7¢; ;4 < 7¢y- ’
Les boucles d’hystérésis successives portées sur un méme échantillon sont donc d’un
grand intérét puisqu’elles permettent de mettre rapidement en €vidence les phénomenes de
restructuration et le caractére réversible (ou irréversible) des destructions.

III - 3 - Influence de la force ionique
D’aprés nos travaux antérieurs (Ref. 1), I'influence croissante de la force ionique I sur

la stabilité des suspensions aqueuses de kaolin entraine un comportement complexe avant le
PIB, marqué par un seuil maximal dans le domaine 4107 -10"*M (fig. 4). Nous avons

interprété ceci par le fait que pour I = 1072 M, la force ionique est forte et la compression des
doubles couches importante ce qui favorise les forces attractives de Van-der-Waals ajoutées a
I’interaction bord-face. Au dela une augmentation de I ne provoque plus le rapprochement des
particules mais écrante les charges de bords et de faces ; le seuil diminue avec I. Au contraire,
en dega de I~ 4.107 le seuil augmente avec I. Nous avons aussi mentionné (Ref. 1) qu’a
faible force ionique la liaison interparticulaire est de type collectif. L’augmentation de I
génére une compression des doubles couches électriques, donc favorise les interactions de
Van-der-Waals. De plus le caractére localisé des liaisons augmente et avec lui la capacité de
réassociation des particules et des agrégats libérés par le cisaillement. Ces deux circonstances
font que le seuil augmente avec L

IV - En mode Fluage
IV — 1 -~ Résultats expérimentaux
Les résultats présentés dans cette section concernent des essais effectués sur des

suspensions aqueuses & C = 35, 38 et 40% en poids de matiere séche. L'étude a porté sur
l'analyse du comportement rhéologique de ces suspensions cisaillées chaque fois a de faibles
niveaux de contrainte (typiquement 7 <20 Pa). Les conclusions se rapportent a ce domaine
de contrainte. Les courbes de déformation £(f) sont caractérisées par une contrainte 7, qui

fixe la limite entre un comportement de type solide et un comportement de type liquide (Ref.
4, Fig. 5). Pour 7 < 7;, la suspension cisaillée se comporte comme un solide viscoélastique :
la déformation prend une valeur finie quand t—>c. Pour 7>7,, le comportement
rhéologique du matériau peut se décomposer en trois étapes successives (Fig. 6) auxquelles on
peut conventionnellement associer trois segments de droite d,, d;, etd,.

Afin d’interpréter le comportement en fluage et de le relier a la déstructuration progressive du
matériau, nous avons étudié trois régions spécifiques de ces courbes correspondant aux droites
d,,d,, etd,. Leur pente donne la vitesse de déformation instantanée & des suspensions

immédiatement apres le seuil (pente p,), dans la région intermédiaire (pente p,), et
dans la limite asymptotique de I’écoulement (pente p,). Ces pentes ont €té analysées en
fonction de la contrainte appliquée.

Etape 1 :
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Le tracé de p, en fonction de 7 (Fig. 7) montre que p, varie linéairement avec 7 ;
cependant la droite p,(z) coupe I’axe des contraintes en une valeur finie 7, non nulle, avec
To < Tg.

Etape 2 :

L’analyse de la courbe p,(7) (Fig. 8) montre que le comportement rhéologique du matériau
sous charge n’est plus linéaire, mais rhéofluidifiant. Les données ont été analysées avec une
loi de puissance de type p,(7)= pl(r— T, )"

Etape 3 :

La courbe p,(7) (Fig.9) redevient celle d’une droite, qui coupe I’axe des contraintes en une
valeur finie 7§ qui est sensiblement du méme ordre que 7. Les droites p,(7) pour différents

taux de matiére séche ont la méme pente qui correspond a I’inverse de la viscosité instantanée.

IV — 2 — Interprétations

Les pentes des diverses droites d,,d,, etd, donnent la vitesse de déformation
instantanée £ des suspensions. Ces pentes ont été analysées en fonction de la contrainte
appliquée. Cette méthode indirecte permet de s’affranchir des effets de cinétique de mise en
charge que I’on aurait par exemple dans les essais d’écoulement.

Etape 1 :
Le tracé de p, en fonction de 7 (Fig. 7) montre qu’immédiatement apres le seuil en

fluage 7,, le comportement du matériau est pseudo-newtonien : p, = ¢, varie linéairement
avec 7 ; cependant la droite p,(7) coupe I’axe des contraintes en une valeur finie 7, non
nulle, avec 7, < 7, . Ce paramdtre 7, tire son origine de la friction entre les gros agrégats qui
se sont formés lors de la rupture de la suspension.

Etape 2 :
L’analyse de la courbe p,(r) (Fig. 8) montre que le comportement rhéologique du

matériau sous charge n’est plus linéaire, mais rhéofluidifiant. Ceci correspond bien a I'image
d’une destructuration progressive de la suspension. En identifiant p, a £, et en notant que 7,

traduit la limite entre le comportement solide et le comportement liquide, ce qui implique
p,(r,)=0, on aboutit 2 p,(z)=p;(r—7,)" (Ref. 4)
Etape 3 :

Les agrégats pendant la phase 2 ont pratiquement tous été détruits. A I’étape 3, la
suspension consiste en une dispersion de particules trés individualisées dans le solvant. Ces
particules interagissent entre elles mais les interactions ne concourent plus statistiquement a la
recréation d’agrégats. Pendant cette phase, I’écoulement est caractéristique d’un systtme qui
ne subit plus d’évolution structurale : la courbe p,(7) (Fig.9) redevient celle d’une droite

comme dans la phase 1. Les droites p,(7) pour différents taux de matiere seéche ont la méme
pente qui correspond 2 I'inverse de la viscosité instantanée. Ceci traduit le fait que cette
viscosité est entierement gouvernée par I’interaction entre les particules individualisées dans
la suspension complétement déstructurée.

V - En mode oscillation
V — 1 — Résultats expérimentaux
V - 1 — a - Balayage en contrainte
En dehors des expériences de fluage, il existe, en viscoélasticité linéaire, un autre type
d’expérience qui présente un intérét fondamental et qui consiste a étudier les suspensions de
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facon dynamique en leur imposant une contrainte 7 = 7, sin(wt) qui varie de maniére
sinusoidale au cours du temps avec une pulsation o = 2af fixée. Ainsi, pour caractériser le
comportement viscoélastique on a commencé par étudier les variations des modules de
conservation G’ et de perte G’ en fonction de 7, par le biais d’un balayage logarithmique en
contrainte (de 0.1 A 50 Pa) a fréquence imposée, f = 1Hz, et a force ionique contrdlée
I=10"2M (fig. 10). Au cours de cet essai les temps de mesure et d’équilibrage sont constants
et sont égaux 2 5s. Nous constatons que pour 7, < 7, les propriétés rhéologiques du matériau
sont indépendantes de la contrainte, les modules évoluent peu et G* > G™. Au dela de ce
niveau de contrainte critique et pour 7, <7y < 7., 7_étant le point de croisement pour
lequel G’ = G, le comportement du matériau n’est plus linéaire et les modules de
conservation et de perte diminuent, mais on a toujours G’ > G’. Lorsque T, <7 <7, le
module de perte G”* devient supérieur au module d’élasticité G’ ; I’évolution de ces deux
modules se fait comme suit : une chute suivit par un palier (secondaire). Au dela de r et sur
tout le domaine de contrainte étudié les modules G’ et G’’ chutent brusquement et deviennent

quasiment nuls.

L’influence de la force ionique sur le comportement rhéologique a été étudiée a partir des
résultats présentés dans les figures 11 —a, 11 - b et 12 qui montrent qu’une augmentation de la
force ionique du milieu entraine : - un accroissement des modules G’ et G** (figs. 11 —aet 11 -
b), - une diminution de I’amplitude de la déformation (fig. 12).

V- 1-b - Balayage en fréquence
En se placant dans le domaine viscoélastique linéaire, on a effectué un balayage
logarithmique en fréquence (de 30 2 0.03 Hz) a contrainte oscillante imposée (7o, = 0.8 Pa) et

a force ionique constante I = 102 M (fig. 13). Les mémes temps de mesure et d’équilibrage
ont été conservés. Cette expérience nous a permis de vérifier le caractére a dominance
élastique de la suspension a savoir que G’ > G’’ et que les spectres obtenus sont peu sensible a
la fréquence (fig. 13).

La caractérisation de I’influence du contenu ionique sur le comportement rhéologique a été
aussi étudiée (figs. 14 et 15). Ces figures montrent tout d’abord qu’un accroissement de la
force ionique entraine une augmentation des valeurs de G’ et de G™.

Elles montrent aussi qu’a faible force ionique I1<10~ 2M, les variations de G’ (fig. 14) et de
G’’ (fig. 15) sont pratiquement indépendantes de la fréquence. Au dela de I = 102 M, on
observe des oscillations marquées sur I’ensemble de la gamme de fréquence étudiée. Ces
oscillations s’atténuent au fur et 2 mesure que la force ionique baisse.

Remarquons aussi que le graphe de G’’ présente une combinaison de ces deux aspects a

I =102M.

V — 2 - Interprétations
Les expériences réalisées en mode oscillation ont pour but de mieux comprendre

I’évolution de la structure des suspensions de kaolin. Par structure, on entend une association
de particules (des plaquettes de kaolin en I’occurrence) interconnectées en un réseau continu
tridimensionnel susceptible de transmettre des forces €lastiques en réponse a une déformation
(Ref. 15). Parmi les fonctions rhéologiques adaptées a la caractérisation de la structure d’une
suspension 2 caractére viscoélastique on cite le module €élastique G’ et le module de perte G’
dont la fig. 10 présente les évolutions en fonction de la contrainte oscillatoire a fréquence et a
force ionique constante. Cette figure permet de montrer que : - lorsque 0< 7, <7, G etG”
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sont indépendants de I’amplitude de la contrainte appliquée et le systéme se comporte comme
un solide viscoélastique linéaire caractérisé par G’ > G’’, - le régime de contrainte

intermédiaire 7, < 7, < 7, marque la transition entre le comportement viscoélastique solide
linéaire et le comportement viscoélastique solide non linéaire. Le second palier observé au
dela de r; (fig. 10), correspond 2 la stabilisation de la structure cisaillée. Ce comportement
est le résultat d’un équilibre dynamique entre la rupture des agrégats sous contrainte et leur
réagrégation. Au dela du second palier et pour 7, > z',: la suspension se fluidifie de maniere

irréversible. Le comportement est alors viscoélastique liquide.

Les balayages en contrainte ont montré aussi que 1’augmentation de la force ionique
entraine une augmentation importante des modules G’ (fig. 11-a) et G’* (fig. 11-b). Un tel
comportement a déja été observé sur les suspensions de bentonite (Ref. 5). La fig. 12 montre
parallélement qu’une augmentation de la force ionique entraine une diminution de I’amplitude
de la déformation. Ces résultats corroborent nos interprétations antérieures a savoir qu’a faible
force ionique la liaison interparticulaire est de type collectif, elle autorise par conséquent une
plus grande aptitude 2 la déformation (comportement analogue a celui des caoutchoucs).
L’augmentation de I génére un caractére localisé des liaisons, la structure de la suspension est
alors plus dense et plus rigide ce qui explique le fait que les déformations sont moins
importantes.

Les balayages en fréquence 2 contrainte oscillatoire constante (figs. 14 et 15) montrent
que : - a faible force ionique, les valeurs de G’ et de G’* sont peu sensibles a la fréquence et
que G*’ << G’, ce qui caractérise les systémes structurés (Ref. 5), - aux fortes forces ioniques,
les spectres de G’ et de G*’ présentent des oscillations caractéristiques des systémes non
structurés.

L’aspect particulier du graphe de G a I = 102M (fig. 15) est di a ce que cette force

ionique (I = 102 M ) marque le passage entre le caractére localisé et le caractére collectif des
liaisons interparticulaires. Ce résultat est en parfait accord avec celui présenté en mode
écoulement (fig. 4).

Conclusion

L’étude du comportement rhéologique de suspensions aqueuses concentrées de Kaolin
par le biais des rhéogrammes d’écoulement, de fluage et d’oscillation nous a permis
d’analyser leur comportement microstructural sous charge et la nature des liaisons
interparticulaires.

En mode écoulement, nous avons montré qu’une/éharge induit une structuration
potentielle, et que des boucles d’hystérésis successives pottées sur un méme échantillon sont
d’un grand intérét puisqu’elles permettent de mettre rapidement en évidence les phénomenes
de restructuration et le caractére réversible (ou irréversible) des destructions. Nous avons
montré aussi qu’aux pH acides, la courbe de variation des seuils en fonction de la force
jonique n’est pas monotone mais passe par un maximum dans un domaine bien défini. Ce
comportement a été attribué a la modification progressive de la nature des liaisons
interparticulaires qui passe d’un état globalement collectif & un état individualisé et localisé.

Les courbes de fluage sont caractérisées par une transition entre un régime
viscoélastique solide et un régime viscoélastique liquide. Dans ce dernier cas, le
comportement du matériau peut se décomposer en trois étapes successives pour lesquelles
nous avons déterminé des lois d’écoulement simples. Chaque étape correspond a une
transformation progressive de la suspension.

Les résultats obtenus en mode oscillation corroborent les interprétations déja
présentées dans les modes écoulement et fluage. Les balayages en contraintes ont permis de
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définir trois contraintes critiques, 7, qui correspond au seuil d’écoulement de la suspension,

7. qui traduit le passage a un état d’équilibre dynamique caractérisé par une succession de

ruptures et de réformation de liaisons au sein de la suspension et 7, qui marque la
fluidification de maniére irréversible de la suspension. En étudiant ensuite les variations de G’
et de G’ en fonction de la fréquence a contrainte oscillante constante et a différentes forces
ioniques, nous corroborons les résultats obtenus en mode écoulement a savoir que selon la
valeur de la force ionique les forces d’interaction entre doubles couches peuvent avoir soit un
caractére collectif soit un caractere localisé.
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Fig. 3 : 3 cycles de Charge/Décharge portés Fig. 4 Evolution des seuils d’écoulement
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Pamplitude de la déformation en fonction
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UNE APPROCHE DIMENSIONNELLE DES ECOULEMENTS GRANULAIRES
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Résumé : On propose ici une approche dimensionnelle permettant de modéliser le
comportement des écoulements 2 surface libre de matériaux granulaires secs non-modeles. A
partir de considérations purement géométriques on identifie d'abord trois régimes d'écoulement
correspondant 2 différentes gammes de concentrations solides. On montre ensuite que pour les
régimes non statiques la loi de comportement peut s'écrire sous une forme simple mais
dépendante de la fraction solide au sein de I'écoulement, dont la valeur résulte alors de
I'équilibre entre les forces de pesanteur et les forces dispersives. Ce modele prédit des
expressions pour la vitesse moyenne et des conditions pour les transitions (abruptes) entre
régimes conformes aux résultats expérimentaux. Dans ce cadre l'épaisseur critique en dessous
de laquelle le matériau ne s'écoule pas constitue une caractéristique intrinseque du matériau
pouvant étre utilisée pour prédire la vitesse d'écoulement. B

1. Introduction

Les écoulements granulaires possédent des caractéristiques macroscopiques proches des
écoulements de liquides ordinaires. Pourtant on ne dispose pas a I'heure actuelle de modeles ou
de techniques capables de déterminer, comme pour un fluide, la loi de comportement d'une
poudre dans une gamme de vitesses relativement large, loi qui pourra ensuite étre injectée dans
les équations du mouvement afin de prédire les caractéristiques d'un écoulement quelconque.
Les poudres font en effet partie de la famille des suspensions granulaires [1] pour lesquelles la
loi de comportement est fondamentalement non locale, c'est-a-dire qu'elle dépend des
contraintes externes (notamment normales), des conditions de drainage aux interfaces et de la
dilatance du milieu granulaire en cours d'écoulement. Ces phénomenes, qui sont habituellement
pris en compte pour les solides, résultent des interactions fortes entre grains d'un bout a l'autre
de 1'échantillon. Cependant le caractére déformable a volonté de ce réseau d'interactions lui
procure aussi un caractére fluide. Seuls des régimes extrémes sont pour I'instant bien maitrisés,
soit d'un point de vue essentiellement empirique, c'est le cas des écoulements tres lents (quasi-
statiques) dans le cadre de la mécanique des sols, soit d'un point de vue théorique, c'est le cas
des écoulements trés agités souvent décrits par la théorie cinétique des gaz. Les écoulements
dans les régimes intermédiaires sont pourtant ceux qui sont le plus souvent rencontrés en
pratique. De nombreux travaux expérimentaux ou numériques se sont intéressé a des
écoulements de matériaux modeles (disques ou spheres de taille uniforme) mettant en jeu des
contacts relativement simples. On propose ici un modele simple fondé sur des considérations
physiques qui permet de prédire les propriétés générales des écoulements granulaires a surface
libre. Ce modele fournit une justification physique aux résultats de Pouliquen [2] indiquant que
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I'épaisseur critique (h) en dessous de laquelle le matériau ne s'écoule pas constitue une
caractéristique intrinseque du matériau pouvant étre utilisée pour prédire la vitesse
d'écoulement. La courbe hg(i) pourrait alors constituer l'équivalent, pour le matériau
granulaire, de la loi de comportement pour un fluide.

2. Les différents régimes

Contrairement 2 la plupart des travaux théoriques précédents on considére un matériau
granulaire non-modele, c'est-a-dire tel que la taille et la forme des particules ne sont pas
uniformes. On perd ainsi la possibilité de décrire les arrangements locaux des particules. En
revanche, pour une concentration solide donnée au cours d'un écoulement bien développé et
permanent, toutes les configurations de particules interviennent de la méme fagon (le désordre
est total) au sein d'un volume suffisamment large, ou de maniere équivalente pendant une
période suffisamment longue en un point donné. Dans ces conditions la moyenne (spatiale ou
temporelle) de la fraction solide (¢) est le seul parameétre pertinent pour décrire I'état du
matériau d'un point de vue géométrique. Paradoxalement il peut ainsi étre plus facile
d'interpréter les propriétés macroscopiques a partir des propriétés physiques pour des milieux
granulaires non-modéles. Notre approche dimensionnelle requiert tout de méme I'utilisation
d'une taille caractéristique des particules (r) et d'une distance caractéristique entre les centres
des particules (b =r(¢, /@) ol ¢, estla concentration d'entassement maximale). Puisque
b=r pour ¢= ¢, lavaleurde r dépend de la définition de ¢,,, qui sera donnée plus loin. En
fait ces définitions ne sont pertinentes que si la taille et la forme des particules ne varient pas
trop largement autour de leurs valeur moyennes, ce qui constitue aussi une hypothése
essentielle pour éviter la ségrégation en cours d'écoulement. On admet que les particules sont
rigides et que la masse volumique et la viscosité du fluide sont négligeables. On suppose en
outre que les particules sont suffisamment grosses et les conditions d'écoulement telles que les
contacts entre particules induisent seulement des frottements ou des chocs et que ces deux
phénomenes peuvent étre clairement distingués.

On s'intéresse ici uniquement a des écoulements en cisaillement simple (gradient de vitesse Y)
sous l'action de la pesanteur (g). Toute déformation du milieu granulaire est associée au
mouvement relatif de particules voisines, ce qui induit des effets frictionnels ou collisionnels.
Dans ces conditions le comportement mécanique du matériau est directement li€ aux évolutions
des positions relatives des grains dans l'espace, qui peuvent étre correctement décrites au
travers des évolutions de ¢. Notons au passage que ceci est vrai parce que I'écoulement est
bien développé, ce qui n'est pas le cas en général en mécanique des sols ol la configuration des
particules joue aussi un rdle crucial. Cependant notre description reste valable pour le régime
statique (A) atteint aprés I'arrét naturel d'un écoulement granulaire en cisaillement simple bien
développé : I'état du matériau peut encore étre décrit par un seul parametre ¢,. Il semble alors
naturel de définir ¢, comme ¢,.

Durant la phase ultime d'écoulement avant ce régime les particules tendent a tomber dans des
vides formés par les particules voisines situées en dessous d'elles. Inversement, quand un
matériau au repos est (méme trés lentement) cisaillé, les particules situées dans une couche
paralléle au plan incliné doivent en permanence surmonter des particules de la couche située en
dessous. Il en résulte que ¢ doit étre supérieur a une valeur critique ¢, (< @,) pour qu'un
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