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Résumé

Ce travail porte sur I’étude de la diffusion de solutés macromoléculaires (des pullulanes de
masse moléculaire M,, comprise entre 780 et 788 000 g.mol™) dans des particules sphériques
de gels d’alginate de calcium de fraction volumique ®p variable. La variation de M,, et ®p a
ainsi permis de balayer une large gamme de situations expérimentales par I’intermédiaire de
variations de la taille du soluté et de la densité du réseau.

Le suivi des cinétiques de diffusion a été réalise grace a la mise en ceuvre de 3 types d’essais :
suivi apres dosage de prélévements au cours du temps, essais sans prélévement par utilisation
d’une boucle d’analyse et utilisation de colonnes de laboratoires. Les essais en systeme fermé
avec boucle d’analyse ont fait I’objet d’une étude de I’effet perturbateur de la boucle
conduisant a la définition de domaines de travail adaptés (ou I’erreur reste acceptable).
D’autre part, une analyse de sensibilit¢ de paramétre a conduit a la détermination d’un
optimum des cinétiques de diffusion pour la détermination du coefficient de diffusion.

L’ application de ces recommandations au systeme alginate/pullulane a permis I’estimation
des parametres diffusionnels tandis que diverses méthodes ont été utilisées pour la
caractérisation du gel et du soluté. Ces deux niveaux d’étude du systéme (structure/transfert)
ont finalement été associés dans le but de la modélisation prédictive de relations
structure/parametres diffusionnels afin de permettre la conception rationnelle de systemes a
libération contrdlée. Parmi les nombreux modeles testés, une description correcte a pu étre
obtenue, tant pour les coefficient de partition que pour les coefficients de diffusion, avec une
approche de type hydrodynamique postulant I’existence de pores de dimension caractéristique
Ip.

Mots-clés : alginate de calcium, hydrogel, macromolécules, diffusion, partition, relation
propriété/structure, méthodologie, libération, incorporation

Abstract

This study deals with diffusion of macromolecules (pullulans with a large range of molecular
weights standing from 780 to 788 000 g.mol™) into spherical particles of calcium alginate
hydrogel. Thanks to variations of polymer volumic fraction in the hydrogel and of solute
molecular weight, different experimental situations have been experimented.

Measurements of diffusion kinetics have been performed with 3 independent methods which
have demonstrated various adaptability to this situation: uptake experiments using or not an
analysis loop and column experiments. This assays showed that uptake experiments with an
analysis loop is more convenient. Effect of the analytic loop on the results has been studied
and lead to the definition of experimental recommendations. Moreover, a parameters
sensibility analysis enables the determination of an optimum of sensibility for diffusion
coefficient determination.

Applying these recommendations, diffusion and partition coefficients have been estimated.
Characterisation of the system alginate/pullulan and transfert data were used to modelling
relationships between structural and diffusional properties. Both results obtained in diffusion
and partition showed that a hydrodynamic approach postulating a porous model for the gel
gave the best adequation between models and experiments.

Key-words: calcium alginate hydrogels, macromolecules, diffusion, partition, modelling
diffusional behavior/structural properties, methodology, release, uptake
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Introduction Générale

Entre liquide et solide, un état intermédiaire se retrouve dans de multiples applications : le gel.
Si des exemples de gels viennent a I’esprit de chacun, une définition unanime de cet état de la
matiére est moins aisée. En effet, les gels se référent a un groupe extrémement large de
produits caractérisés par le mélange d’une matiere colloidale et d’un liquide.

Ce type d’état de la matiére se rencontre fréquemment dans les domaines médical et
pharmaceutique : on les retrouve dans divers systemes de libération contrblée, depuis les
patchs jusqu’aux gels gastriques ou aux lentilles de contact. Parmi ces derniers, la catégorie
des hydrogels dans lesquels le liquide de gonflement est de I’eau, est particulierement adaptee
au domaine du vivant, notamment du fait de la trés grande proportion d’eau qui leur confere
des propriétés de biocompatibilite. Les hydrogels, caractérisés par la stabilité des liaisons
mises en jeu dans la formation du réseau tridimensionnel, sont un matériau d’intérét dans le
domaine de I’ingénierie tissulaire [Drury, 2003]. En effet, on peut considérer que la plupart
des tissus des organismes, exception faite des tissus durs comme les dents et les os, sont
formés d’eau majoritairement. Pour autant, ils conservent leur forme dans I’eau et peuvent,
par conséquent, étre considérés comme des gels. Il apparait, des lors, tout naturel que les gels
soient d’excellents candidats dans les applications d’ingénierie tissulaire. Leurs applications y
sont multiples : on peut citer des exemples d’utilisation comme matériau de comblement
(Iésions arthrosiques, par exemple) dont la structure tridimensionnelle stimule la prolifération
cellulaire ou comme vecteur de principes actifs.

De méme, avec I’essor des nanotechnologies, certaines études pharmaceutiques se sont
orientées vers la mise en ceuvre de « gels intelligents » [Peppas, 1993]. Ces gels, aptes a des
réponses adaptées aux stimuli de leur environnement trouvent leurs applications notamment
dans le domaine médical. A titre d’exemple, une variation de pH entrainant un gonflement du
gel permet la libération d’insuline. Ces travaux devraient permettre de remplacer les injections
classiques par des prises par voie orale moins contraignantes [Foss, 2004]. D’autres gels sont
sensibles a la température, a des irradiations ou des variations de la force ionique [Peppas,
1993].

Un point commun apparait pour I’ensemble de ces domaines d’application des gels : leur
développement réside dans une problématique commune : la compréhension du transport de
macromolécules (ADN, protéines, liposomes, etc...) dans des gels complexes dans le but
d’une conception raisonnée d’un systéeme a la délivrance adaptée. Pour parvenir a cet objectif,
des problématiques de deux ordres sont & considérer : la caractérisation des hydrogels et la
mesure précise des coefficients de diffusion.

En effet, il apparait que le parameétre clé influengant la diffusion d’un soluté dans un gel est le
rapport de la taille du soluté a la maille du réseau formé par le gel (Figure 1). Le déplacement
d’un soluté au sein d’un gel sera, en effet, d’autant plus lent que le soluté sera encombrant et
le réseau dense. A ce titre, I’étude de la diffusion de solutés dans les hydrogels implique des
essais sur une large gamme de tailles de solutés et de maillages du réseau. En outre, des
parameétres tels que I’affinité entre gel et soluté peuvent intervenir dans le transfert de matiére.
Découpler ces effets de ceux liés aux parametres structuraux est par conséquent indispensable,
pour établir des relations propriétés structure et traiter méthodologiquement ce probleme. Il
apparait donc qu’une série de critéres devra étre remplie par le couple gel/soluté utilisé de
facon a en faire un systeme « modeéle ». L’énoncé de ces critéres ainsi que le choix d’un
systeme adapté a ce travail (systéeme alginate de calcium/pullulane) fera ainsi I’objet de la
premiére partie du chapitre 1.



Theése MAZENS D., 2005 Introduction Générale Page 8

ls

Figure 1 : Représentation schématique des principaux parameétres intervenant dans le processus de
diffusion de solutés dans les gels.

D’autre part, la détermination des parametres diffusionnels devra étre conduite avec une
méthodologie adaptée de facon a appliquer les méthodes classiques de mesure dans les
liquides a ce type de systémes. La précision des mesures est en effet un point clé deés lors que
des relations propriétés/structure sont a établir tandis que la littérature permet de répertorier
des variations s’échelonnant sur plusieurs ordres de grandeurs dans la mesure des coefficients
de diffusion. Par parameétre diffusionnel, nous entendons, a la fois, mesure de donnees a
I’équilibre, sous la forme du coefficient de partage, et mesure au cours de la cinétique de
diffusion via I’estimation du coefficient de diffusion. Ces différents parametres seront decrits
au chapitre |, partie B et C. La derniére partie de ce chapitre se propose de réaliser un tour
d’horizon des différentes méthodes expérimentales permettant d’accéder aux coefficients de
diffusion dans les gels afin de sélectionner les méthodes mises en ceuvre pour cette etude.

La caractérisation du couple soluté/gel choisi est présentée au chapitre Ill. Ce chapitre
permettra d’insister sur les difficultés actuelles de caractérisation, notamment en ce qui
concerne le gel.

La méthodologie étant au cceur de la détermination du coefficient de diffusion, elle fera
I’objet d’un chapitre a part entiére dans lequel des recommandations seront formulées, tant au
niveau expérimental qu’au niveau de I’exploitation des données. Ces recommandations seront
le fruit de la mise en ceuvre d’une analyse de sensibilité de parameétre et de I’étude par
simulation du systéeme expérimental permettant d’accéder aux coefficients de diffusion de
macromolécules dans I’hydrogel.

Par souci de méthodologie, le partage des macromolécules entre la phase gel et la solution
environnante a été traité de maniere indépendante. Les résultats de cette étude sont présentés
au chapitre 1V. L utilisation de la caractérisation du systéme réalisée au chapitre 1l aboutit a
une évaluation du caractere prédictif des modeles de partage de la littérature. Devant les
difficultés importantes rencontrées dans la caractérisation du gel, notamment, cette étude est
traitée sous le jour d’une analyse de sensibilité de parametres appliquée aux différents
modeles. Ceci permettra de mettre en exergue I’effet de la mésestimation des divers
parameétres sur les prédictions des modeéles. En outre, I’utilisation des modeéles de la littérature
fournira une indication sur le type de représentation le mieux adapté a la modélisation de nos
données expérimentales.

L’étude du transfert diffusionnel fait finalement I’objet du chapitre V dans lequel les
recommandations énoncées au chapitre |11 sont appliquées et donnent accés aux coefficients
de diffusion du pullulane dans I’alginate de calcium. Afin de traiter les résultats obtenus, une
analyse semi-empirique est, dans un premier temps, proposée. Les valeurs de ces coefficients
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sont ensuite testées de facon a évaluer le caractére prédictif des modeles de la littérature. Et
leur comparaison permet, comme a I’équilibre, de déterminer quelle approche est la plus a
méme de décrire nos données expérimentales. Il sera ainsi possible d’établir un paralléle entre
les résultats obtenus a I’équilibre et en diffusion.

Ainsi, pour satisfaire les exigences de ce sujet, trois laboratoires du groupe ENSIC ont été mis
a contribution : le Laboratoire des Sciences du Génie Chimique (UPR-CNRS 6811) pour
I’approche méthodologique associée a la détermination des coefficients de diffusion en
systeme fermé et en colonne, le Laboratoire de Chimie Physique Macromoléculaire (LCPM,
UMR-CNRS 7568) pour la caractérisation des biopolymeres constituant notre systéme
d’étude et le Centre de Génie des Milieux Rhéologiquement Complexes (GEMICQ) pour sa
compétence dans le domaine des systemes complexes et du génie des produits.
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Introduction

Ce premier chapitre, constitue une revue bibliographique concernant les différents aspects de
I’étude des mécanismes de transfert des solutés macromoléculaires dans les gels.

Dans un premier temps, le choix du systéme expérimental sera discuté grace a une étude
bibliographique portant sur les gels envisageables en tant que matrice et sur les solutés. Cette
revue permettra de déterminer le couple gel/soluté le mieux adapté a ce travail.

Les concepts a la base de la description des équilibres de partage seront ensuite
sommairement commentés grace a la distinction entre les deux approches descriptives du
systeme : solution homogene ou milieu hétérogene.

La diffusion sera abordée du point de vue de sa description phénoménologique et de sa
conceptualisation mathématique.

Dans une derniere partie, les différentes méthodes envisageables pour la détermination de
coefficients de diffusion dans les gels seront répertoriées et leur analyse critique permettra de
définir la méthode qui sera employée dans la suite de ce travail.

A I’issue de ce chapitre, le systeme expérimental ainsi que les méthodes mises en ceuvre par la
suite seront definis tout comme les concepts clés de la diffusion et du partage de solutés
macromoléculaires dans les gels Cette revue nous permettra finalement de formuler les
objectifs et les problématiques de cette recherche.
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A/ Systeme

|. Entre liquide et solide : le gel
I.1. Définition

Gel n.m. (lat. gelu) 11.1. CHIM. Mélange d’une matiere colloidale et d’un liquide qui se
forme spontanement par floculation et coagulation. 2. Produit de beauté & une seule phase,
généralement translucide et de consistance molle.[Le Petit Larousse illustré].

Les gels, un quatrieme état de la matiére ? Matiere étrange [Science et Vie, 2004]? Parfois
également qualifié de matiére molle [Papon, 2001], le gel a fait I’objet de différentes
définitions.

C’est notamment a cause de la diversité des apparences qu’il peut prendre que le gel est
parfois difficile a définir. Un gel fortement gonflé s’apparente a divers égards a un liquide ;
par exemple, le coefficient de diffusion de petits solutés est tres éleve, proche de celui du
soluté dans le solvant pur. Au contraire, certains gels ont des comportements mecaniques
similaires a ceux des solides : ils peuvent étre découpés et I’application d’une contrainte se
traduit par leur déformation.

Cependant, il semble que I’on puisse s’accorder a le caractériser comme un état dans lequel
un reseau tridimensionnel est capable d’absorber un solvant en gonflant jusqu’a un certain
degré sans toutefois se dissoudre.

Le réseau tridimensionnel du gel est obtenu par des pontages (physiques ou chimiques) entre
les chaines de polymeére (Figure 2). Ainsi, les pontages existant dans un gel et lui conférant
une structure tridimensionnelle ne sont pas forcément dus a des liaisons covalentes fortes mais
peuvent étre induits par des liaisons hydrogenes ou toute autre réticulation physique. Ces
pontages conduisent ainsi a une structure ou les chaines de polymeéres n’en forment qu’une et
le gel acquiert son caractére insoluble.

~

- (a) (b)

Figure 2 : Représentation schématique de gels obtenus par réticulation chimique (a) et réticulation
physique (b).

La deuxiéme caractéristique du gel est son gonflement au contact avec un solvant. Ce
gonflement est indépendant de la quantité de liquide en contact avec le gel : le degré de
gonflement est gouverné par un équilibre entre solvant et polymere et il est limité par la
structure du réseau tridimensionnel du gel. Cette propriété le situe particulierement comme un
intermédiaire entre les états liquide et solide et démontre a quel point il est difficile de le
définir. Ce constat purement descriptif sera développé dans la partie B de ce chapitre dans
laquelle nous verrons que cette ambivalence de comportement du gel conduit, dans leur
modélisation a des visions antagonistes, basées soit sur une vision proche de la solution, soit
au contraire proche du solide poreux.
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1.2 Transition sol-gel

“Sol-gel transition = the transition of a suspension of solid particles in a liquid (sol) to a
apparent solid, jelly-like material (gel) [TUPAC Compendium of chemical terminology
(199N)1”

En fonction de la concentration d’une solution de polymere, différents régimes peuvent étre
rencontres (Figure 3). Une solution diluée est caractérisee par des chaines macromoléculaires
occupant un volume propre, sans interaction intermoléculaire. Lorsque la concentration
augmente, on atteint une concentration critique (notée C*) a partir de laquelle les chaines
polymeres commencent a se chevaucher. Enfin, pour les solutions dont la concentration est
supérieure a C* (appelées solutions semi-diluées), les chaines s’interpénétrent. Si la
concentration est encore accrue, le régime concentré est finalement atteint.

Figure 3 : Effet de la concentration en polymere sur la structure d’une solution polymére. De gauche a
droite : solution diluée, début du recouvrement (C~C¥*) et solution semi-diluée.

Si les forces attractives ne suffisent pas a compenser I’entropie de dispersion, on a affaire a un
systeme microdispersé (un sol) et a I’inverse on observe une floculation ou méme une
précipitation. Lorsque la précipitation n’a pas lieu, un réseau tridimensionnel de
macromolécules se forme : c’est le phénomeéne de gélification.

Dans une solution de polyélectrolyte (polymeére chargé tel que I’alginate), des forces
antagonistes sont mises en jeu : des forces attractives, essentiellement intermoléculaires, de
nature polaire, complexantes ou ioniques et des forces répulsives liées a I’entropie de
dispersion des chaines polymeres dues a la grande affinité des polymeres pour I’eau. Dans ce
cas, les transitions de régime ne sont pas seulement liées a des variations de concentration
mais sont influencées par la concentration en espéces ioniques en solution.

1.3 Hydrogels

L’hydrogel est un type particulier de gel formé par un réseau tridimensionnel de polymeéres
hydrophiles dans lequel le solvant de gonflement est de I’eau. Sa principale caractéristique est
sa capacité a gonfler en présence d’eau et a se contracter lorsque celle-ci s’évapore. Cette
propriété est, bien entendu, liée a la nature et la densité des chaines constituant le réseau.
Suivant la nature des pontages mis en ceuvre dans le réseau, il est possible de distinguer les
hydogels « chimiques » et les hydrogels « physiques ». Dans les hydrogels chimiques, des
liaisons covalentes assurent la cohésion du gel et, I’équilibre de gonflement est, en grande
partie, déterminé par le taux de réticulation.

Les hydrogels « physiques » présentent, quant a eux, des pontages ioniques, des interactions
de type Van der Walls ou des interactions électrostatiques. lls sont réputés plus hétérogénes
que les hydrogels chimiques a cause de la presence de larges domaines d’enchevétrement de
chaines. Un cas particulier est celui des polyélectrolytes qui, combinés avec un ion
multivalent de charge opposée, peuvent former un hydrogel physique connu sous le nom
« d’hydrogel ionotropique » et dont I’alginate de calcium constitue un exemple.
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Il Criteres de choix du systeme opeératoire

1.1 La matrice gel

I11.1.a Caractéristiques recherchées

Les gels sont largement présents dans la vie quotidienne (patch, gels alimentaires, gels
pharmaceutiques...) et des phénomeénes de transfert de matiere conditionnent, le plus souvent,
leurs domaines d’application. Les problématiques du transfert de solutés macromoléculaires
dans les gels suscitent a ce titre un grand intérét. Certains criteres sont donc requis quant au
choix du gel afin que celui-ci s’apparente a un systeme modeéle. Etant donné les parametres
d’intérét pour ce type d’étude, a savoir, le ratio entre la taille des mailles du réseau (notée &)
et le rayon du soluté (rs), la matrice gel devrait idéalement pouvoir comporter une large
gamme de taux de gonflement de fagon a couvrir toutes sortes de structures de gel, du plus
lache au plus dense (Figure 4), tout en permettant une caractérisation de la taille des mailles.

Figure 4 : Schématisation d’une densification du réseau par augmentation de la concentration en
polymére.

11.1.b Matrices envisageables

Les études traitant des problématiques de diffusion dans les gels utilisent fréquemment des
gels chromatographiques commerciaux. On peut citer le Superose [Hussain, 1991 ; Dubin,
1993] permettant des séparations entre 1 000 et 5 000 000 Da, dans des systémes a pression
intermédiaire. Le Superdex présente une meilleure sélectivité sur des gammes de masses
moléculaires entre 100 et 600 000 Da et supporte de hautes pressions. Le Sepharose
[Moussaoui, 1992] et le Sephadex connus pour la séparation des petits peptides ou autres
petites biomolécules et le dessalement [Moussaoui, 1990] ont également été utilisés. Ces gels
commerciaux se présentent sous forme de poudres de faible granulométrie de I’ordre de la
dizaine ou de la centaine de microns. Ils sont donc parfaitement adaptés a des études en lit
fixe de type chromatographique. Par contre, leur faible granulométrie est un inconvénient
dans le cas de protocoles en systeme fermé avec recirculation ou prélevements pour lesquels
I’acces au surnageant isolé n’est plus possible.

Le cas de solutions de polymeéres concentrées (au-dessus de C*) a été également traité, les
polymeres rencontrés étant I’alcool poly(vinylique) (PVA), le dextrane [Amsden, 2002] , le
poly(éthylene oxyde) (PEO) ou le guar [Cheng, 2002]. Cependant, dans le cas de solutions de
polymere, les methodes analytiques de suivi de diffusion sont plus lourdes, mettant
fréiqguemment en jeu des méthodes RMN ou de retour de fluorescence aprés
photoblanchiment. En outre, I’accés a des maillages trés serrés du réseau est limité par la
solubilité du systeme.
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L alginate de calcium a fait I’objet de plusieurs études [Amsden, 1998 ; Amsden, 2001] tout
comme les gels d’agarose [Johnson, 1996 ; Johnston, 1999] ou les gels de polyacrylamide
[Williams, 1998]. Ces gels permettent la formation d’objets massiques homogénes facilement
utilisables dans des suivis d’incorporation ou de libération de solutés. Notre choix s’est tourné
vers les gels d’alginate de calcium permettant une mise en forme aisée, un travail en solvant
aqueux et une large gamme de fractions volumiques. En outre, la chimie de I’alginate laisse la
possibilité d’envisager des réticulations chimiques. Cependant, la caractérisation directe de la
taille des mailles du réseau n’est pas aisee. Les seules informations relatives a la structure de
ce type de gels sont indirectes et feront I’objet d’une analyse détaillée au chapitre 1. En tout
état de cause, un parameétre caractéristique restera accessible : la fraction volumique en
polymére ®p du gel. Celle-ci, beaucoup plus simple d’acces, est d’ailleurs préférée dans
nombre de modéles de diffusion au parametre de maille &.

11.2 Le soluté

11.2.a Caractéristiques recherchées

Le choix du soluté doit, lui aussi, répondre a un cahier des charges précis afin de pouvoir
tester les modeéles de la littérature et apporter des informations sur les mécanismes de
diffusion de macromolécules. Des solutés isomoléculaires sont requis, ce qui permet de
définir une espece diffusante par son rayon moyen. Pour maintenir constantes les interactions
soluté/matrice, quelle que soit la taille du soluté, il est primordial de choisir une famille
d’homologues. Celle-ci devra également presenter une large gamme de masses moléculaires
afin de balayer un large spectre de ratios rs/&. On veillera en outre a choisir un soluté peu ou
pas interactif avec le gel. Etant donnée la matrice gel choisie, il devra étre soluble dans I’eau
et préférentiellement non chargé. Enfin, la concentration en soluté devra étre suffisamment
faible pour pouvoir se placer dans des conditions de solution idéale.

11.2.b Solutés envisageables

Dans la littérature, de nombreux solutés ont été testés mais le plus souvent, ceux-ci
n’appartenant pas a une famille d’homologues, il est impossible de s’assurer de la constance
des interactions soluté/matrice. Des protéines telles que I’albumine (BSA), I’ovalbumine ont
été employées. Des séries de protéines de 13 700 a 669 000 g/mol constituées de ribonucléase,
lysozyme, myoglobine, b-lactoglobuline, albumine, b-globuline, catalase, apoferritine et
thyroglobuline ont été également utilisées [Dubin, 1993]. Ces travaux ont ainsi démontré
I’importance des interactions solutés/matrice et leur variabilité en fonction des couples mis en
jeu. L’illustration d’interactions répulsives ou attractives y est faite par I’intermédiaire de
déviations de ces solutés par rapport aux courbes de calibration de chromatographie
d’exclusion stérique.

Les polysaccharides sont également fréquemment rencontrés. Le dextrane, de structure
lineaire légérement branchée, est le plus utilisé mais il présente I’inconvénient d’étre souvent
polymoléculaire sous sa forme commerciale, nécessitant des étapes préliminaires afin
d’obtenir des fractions monomoléculaires [Williams, 1998 ; Poitevin, 1998]. Il sera utilise,
dans ce travail pour certains essais de mise au point. Les ficolls de structure rigide et
globulaire sont largement étudiés mais présentent le méme inconvenient que les dextranes : ils
requiérent un traitement préalable de fractionnement [Kosto, 2004; Hussain, 1991].

Afin de s’affranchir de tout probléme de polymolécularité, le choix du soluté s’est porté sur
des kits de calibration pour chromatographie d’exclusion stérique (SEC). Divers solutés sous
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cette présentation sont disponibles dans le commerce : polystyréne, polyméthylméthacrylate,
polyéthyléne (linéaire ou branché), polyéthyléne glycol, polysaccharides... Parmi ces solutés,
seuls les polysaccharides sont solubles en milieu aqueux. Le choix de I’alginate de calcium
obligeant & travailler en milieu aqueux (0,1 mol.L™ en NaCl et 0,1 mol.L™ en CaCl.), nous
avons donc choisi comme soluté modele le pullulane. Outre, les problémes de solubilité, sa
nature polysaccharidique identique a celle de I’alginate permet d’éliminer les interactions
entre le soluté et la matrice.
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[1l. Choix du systeme d’étude: Alginate de
Calcium/Pullulane

I11.1. L alginate de calcium

111.1.a. L alginate de sodium

Par le terme alginate, sont désignés I’ensemble des polysaccharides appartenant a la famille
des copolymeres constitués des résidus de I’acide D-mannuronique et de I’acide L-
guluronique, dans des proportions et des arrangements séquentiels différents.

L alginate de sodium est un polysaccharide linéaire, polyanionique, naturel, extrait des algues
brunes (voir Figure 5 et Figure 6). Au niveau industriel, il est essentiellement issu de certaines
espéces d’algues brunes : Macrocystis pyrifera aux Etats-Unis, Laminaria digitata, Laminaria
hyperborea ou encore Ascophyllum nodosum en Europe. L’alginate est le polysaccharide le
plus abondant de ces organismes, constituant plus de 40% de leur poids sec.

Figure 5 : De gauche a droite : Macrocystis pyrifera (a), Laminaria hyperborea (b) et Laminaria digitaria (c)
(illustrations :sites internet oceanlight, lebrusc, sh-roscoff)

Figure 6 : Répartition géographique des algues utilisées industriellement pour la production d’alginate
(illustration : site internet fmcbiopolymers)
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Des bactéries telles que la bactérie aérobie fixatrice d’azote Azotobacter vinelandii et la
bactérie pathogéne opportuniste Pseudomonas aeruginosa produisent également de I’alginate.
Cependant, seules les bactéries A. vinelandii produisent des alginates présentant des structures
de type copolymeres en blocs.

Généralement, le prix de I’alginate issu des algues brunes est inférieur a celui d’origine
microbienne mais la production du premier est soumise aux conditions climatiques, a la
pollution, c’est pourquoi la commercialisation d’alginate microbien issu d’A. vinelandii se
développe [Saude, 2002]. Par ailleurs, certaines applications requiérent une parfaite maitrise
de la structure de la chaine polymeére, point que permettent les récents progrés en génomique
sur les bactéries A. vinelandii [Ertesvag, 1998].

En présence de cations divalents, tels que le calcium, I’alginate peut former des gels dont la
force et les propriétés sont notamment corrélées a la proportion et la longueur des blocs
d’acide L-guluronique (blocs poly-G) de la chaine polymeére [Martinsen, 1987]. De méme, ses
propriétés rhéologiques sont trés dépendantes de la structure de la chaine copolymere.
L alginate de sodium est ainsi utilisé comme gélifiant ou viscosifiant dans un large domaine
d’applications industrielles. 1l est frequemment employé pour I’encapsulation des cellules ou
des enzymes. On le retrouve notamment sous les appellations E400 (acide alginique) dans les
glaces, E401 (alginate de sodium) et E402 (alginate de potassium) dans les desserts, les
créemes, les nappages, E403 (alginate d’ammonium) dans les charcuteries, E404 (alginate de
calcium) dans les créemes glacées et E405 (alginate de propylene glycol) dans les sauces pour
accompagnement d'entremets, produits de nettoyage antimousse, anti-redéposition...

111.1.b. Structure de I’acide alginique

L’acide alginique est un polysaccharide constitué de deux unités acides uroniques [Fischer,
1955] : I’acide D-mannuronique (noté M) et son épimeére en Cs, I’acide L-guluronique (noté
G) associés en 1—4, selon un enchainement régulier de trois types de blocs [Ertesvag, 1998]
(voir Figure 7) :

- des blocs homopolymeres de résidus d’acide mannuronique, notés —-M-M-M- ;

- des blocs homopolymeéres de résidus d’acide guluronique, notés —-G-G-G- ;

- des blocs de résidus d’acides mannuronique et guluronigue, notés -M-G-M-G-.

L’occurrence et la proportion des unités uroniques sont déterminées par I’origine des algues
dont I’alginate est extrait [Saude, 2002], mais, également de nombreux autres facteurs tels que
la date de la récolte, les conditions climatiques, la localisation dans I’algue [Bruneton, 1993].
Comme le montre la Figure 7, il existe des différences structurales importantes entre les
différents types de blocs. Les blocs -M-G- sont les plus flexibles et plus solubles aux bas pH
que les deux autres types de blocs. Les blocs poly-G forment des chaines rigides et deux blocs
poly-G de plus de 6 résidus peuvent se lier et former une structure « egg-box », en présence
de cations divalents (Ca*™, Ba'™, Sr'"), conduisant a la formation d’un gel [Grant, 1973].
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Figure 7 : Structure de a) I’acide -D mannuronique, b) I’acide a-L guluronique et c) I’alginate.

I11.1.c. Propriétés physico-chimiques des alginates en solution : formation des gels
d’alginate de calcium

Les propriétés structurales de I’acide alginique, dont, notamment, la proportion et
I’occurrence des résidus mannuroniques et guluroniques, influencent directement ses
propriétés physico-chimiques. En milieu aqueux, les alginates présentent des propriétés
rhéologiques modulables, notamment par variation de la concentration (Figure 8).
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Figure 8 : Effet de la concentration sur la viscosité de solutions de I’alginate de calcium utilisé dans ce
travail.

Les alginates possédent, en outre, des propriétés gélifiantes utilisées, dans notre cas, pour la
mise en forme de billes de gel. Les interactions a I’origine des propriétés gélifiantes de
polysaccharides tels que I’alginate ont été décrites par le modéle « egg-box » [Grant, 1973].
Dans le cas des alginates, cette gélification est induite par un processus dans lequel sont
impliqués des blocs de résidus guluroniques (poly-G). Ce mécanisme se traduit par I’échange
d’ions sodium présents sur I’acide guluronique de I’alginate par des cations divalents. En
effet, les ions calcium s’associent préférentiellement aux blocs d’acide guluronique car leur
conformation spatiale est plus propice a une chélation plus forte. Les ions calcium sont alors
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retenus dans une boite et interagissent avec les fonctions carboxylates et les atomes d’oxygéne
des fonctions hydroxyles. Un réseau tridimensionnel se forme, du fait des enchainements
réguliers de type « egg-box » reliés entre eux par des segments poly-M ou poly-M-G- (Figure
9).

Figure 9 : Représentation schématique de la formation d’egg-box (illustration : site internet
fmcbiopolymers).

Lorsque I’alginate est utilisé sous forme de gel, les paramétres physico-chimiques
d’importance sont, bien évidemment, la force du gel, mais également, la densité du réseau, les
phénomeénes de gonflement/rétrécissement. 1l existe une dépendance entre la tenue mécanique
d’un gel d’alginate et la densité du réseau polymere le constituant. Par ailleurs, les gels
obtenus a partir d’alginate riche en résidus guluroniques présentent les propriétés
rhéologiques les plus élevées et les vitesses de diffusion de solutés les plus grandes
[Martinsen, 1992]. Une explication de ce comportement est que le taux important d’acide
guluronique, avec de longs blocs poly-G et de courts segments élastiques est responsable de la
formation d’un réseau ouvert, rigide et statique, par rapport a un réseau contenant un faible
taux de résidus guluroniques, avec de longs segments élastiques et caractérisé par des
enchevétrements et une structure dynamique (Figure 10).

Figure 10 : Modeles de structures proposées pour des réseaux de gels formés a partir d’alginate possédant
des blocs d’acide guluronique de longueur différente : a gauche, taux de G élevé ; a droite, taux de M
élevé.
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111.1.d. Technigues de gélification

Deux types de mécanismes de gélification sont possibles : la gélification par diffusion ou par
dialyse et la gélification interne [Neiser, 1999].

Dans le cas de la gélification par diffusion, les ions calcium diffusent au sein de la solution
d’alginate ou bien a travers une membrane a dialyse (cette derniere voie est notamment
appliquée pour la mise en forme de gels de plus grande taille). La gélification par diffusion est
utilisée pour I’obtention de billes, fibres et films d’alginate, lorsque le gel est employé dans
I’immobilisation cellulaire ou dans des applications liées a la restructuration des aliments.

La gélification interne est, quant a elle, frequemment employée dans I’industrie alimentaire
ou pour la réalisation de milieux de culture de cellules végétales. Une forme inactive de I’ion
calcium est mélangée a la solution d’alginate, ainsi qu’un agent retardateur a partir duquel la
libération d’ions H* conduit a I’activation du cation chélatant au sein méme du mélange de
polymere, d’ou I’appellation gélification interne [Draget, 1997].

Si la gélification est réalisée a partir d’ions calcium, trois états de gel peuvent étre distingués
en fonction de la concentration en calcium et en alginate (Figure 11). Pour les trés faibles
concentrations en alginate, il se forme un microgel (gel ne pouvant percoler) caractérisé par
des agrégats de gel provoquant la diminution de la viscosité du gel. A de fortes concentrations
en calcium, un phénomeéne de synérese (séparation du liquide d’un gel) se produit conduisant
a un taux de gonflement moindre et une expulsion d’eau du réseau. Pour les concentrations
intermédiaires, les macromolécules se réarrangent pour former un réseau tridimensionnel (gel
continu). Nous nous placerons dans ce travail & des concentrations en calcium de 0,1 mol.L™
et des solutions d’alginate comprises entre 0,5 et 1,7 % dans I’eau, ce qui nous situe dans le
domaine des gels continus.
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Figure 11 : Diagramme de phases alginate/ Ca®* [Rastello, 2002].

En outre, I’expérience montre que des gels formés dans une solution ne contenant que des
ions calcium sont inhomogenes car, du fait de la diffusion, la gélification se produit de
I’extérieur vers I’intérieur de la bille conduisant la migration du polymeére vers la zone de
gélification et a I’apparition d’un gradient de concentration en alginate a I’intérieur du gel.
Dans le cas d’études portant sur la diffusion, il est important de disposer de gels homogénes.
C’est pourquoi du chlorure de sodium est ajouté a la solution de chlorure de calcium ainsi
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qu’a la solution d’alginate. De ce fait, I’équilibre des charges entre la solution d’alginate et la
solution de chlorure de calcium évite le déplacement de I’alginate vers la zone de gélification.

111.2 Le pullulane

Le pullulane est un polysaccharide, produit extracellulaire du champignon Aureobasidium
pullulans (Figure 12), composé d’une chaine macromoléculaire neutre linéaire et flexible.
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Figure 12 : Aerobasidium pullulans (illustration: site internet mold-help)

Il s’agit d’un a-D-glucane avec des liaisons a-1-6 linéaires, incluant des molécules de
maltotriose et de maltotréalose liées en a-1,4 (Figure 13). De par sa structure linéaire, il est
tres hydrosoluble. Il a été démontré [Kato, 1984] que le pullulane se présentait, en milieu
aqueux, sous la forme d’une pelote statistique ; cependant, la conformation des pullulanes de
faible masse moléculaire reste incertaine.
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Figure 13 : Structure de la molécule de pullulane.

Ses propriétés en font un excellent candidat pour des applications dans la cosmétique,
I’alimentaire et I’industrie pharmaceutique. L’intérét majeur du pullulane réside dans sa
capacité a former des films ou des fibres élastiques résistants. Le pullulane et ses dérivés
peuvent, ainsi, étre utilises comme agent d’enrobage dans I’alimentaire (au Japon application
en solution directement sur I’aliment conduisant & la formation d’une couche inodore et
incolore), matériau d’emballage ou en papeterie [Lazaridou, 2003]. Une application
potentielle en tant qu’agent d’encapsulation est également envisageable [Selim, 2000].

Le pullulane présente, en outre, une résistance a I’a-amylase qui permet son utilisation dans
I’alimentation basse-calorie et en remplacement de graisses dans les préparations alimentaires.
Il est, donc, comme la cellulose et la pectine, non digestible.

Le pullulane existe dans une tres large gamme de masses moléculaires, caractéristique
intéressante dans I’étude de la diffusion de solutés macromoléculaires, car permettant de
balayer une large gamme de tailles d’especes diffusantes sans modification des interactions
avec le systéme.

Enfin, sa nature polysaccharidique (comme I’alginate) assure des interactions nulles ou faibles
entre le soluté et le gel.
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B/ Problématique générale

|. Partition de polymeres dans un gel

1.1 Définition du coefficient de partition

Le coefficient de partition d’un soluté entre deux phases, noté Kp, est défini comme le rapport
des concentrations (ou autres quantités de matiére : masse, volume...) de ce soluté dans
chacune des phases a I’équilibre.

Il peut étre utilisé pour caractériser la situation d’équilibre d’un systéme tel que le systeme
alginate/pullulane/eau, c’est-a-dire composé d’un gel d’alginate gonflé d’une solution saline
dans lequel peut diffuser une espece en solution, le pullulane.

® & & Soluté soluble dans

le solvant S @ . & @ v | ;:()(:Btc:ntration en
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de partition _&____Q; ----- - - Ceel
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Figure 14 : Représentation schématique de I’équilibre de partage d’un polymére entre une solution et un
gel gonflé.

Le coefficient de partition (Kp, sans unité) est défini comme le rapport de la concentration en
soluté dans le gel (notée Cg) sur la concentration en soluté dans la solution
environnante (notée Cs):

C

el
KP - Csol (Il)

1.2 Interprétation : Approche systéeme homogene ou hétérogéne ?

La difficulté de description des gels a déja fait I’objet de remarques au début de ce chapitre,
du point de vue, trés descriptif, de sa définition. Cette difficulté se retrouve dans le
formalisme employé dans I’interprétation des caractéristiques de partage en fonction des
propriétés du milieu. A ce titre, deux approches différentes se rencontrent dans la littérature, a
rapprocher de la description macroscopique et situant les gels a la charniére entre les états
liquide et solide... Dans cette partie, I’approche de type solution (systeme homogéne) basée
sur les travaux de Flory sur la thermodynamique des équilibres en solution sera brievement
abordée, dans un premier temps. Puis, dans une seconde partie, I’approche hétérogeéne,
illustrée par les travaux de Giddings, sera présentee avec une terminologie proche de celle des
solides et ou interviennent les notions de pore ou de maille de réseau.
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1.2.a Approche homogéne ou solution

Le systéme peut d’abord étre considéré sous la forme homogéne d’une solution. Ce type de
vision n’envisage pas I’agencement moléculaire supposé de la matrice qui est entierement
caractérisée comme élément d’un systéme ternaire composé d’un solvant, d’un soluté et d’un
polymere (le gel).

Si les mélanges de petites molécules peuvent étre déecrits par la loi de Raoult pour les
solutions idéales, les solutions de polymere présentent une nette déviation par rapport a
I’idéalité. Ceci est d’autant plus vrai que la masse du polymere est élevée. D’aprés la loi de
Raoult, I’activité a; du solvant dans une solution doit étre égale a sa fraction molaire x;. Dans
une solution binaire composée d’un solvant et d’un polymere de grande masse moléculaire,
une tres faible fraction massique de solvant est suffisante pour obtenir une fraction molaire x;
en solvant proche de I’unité. Dans ce cas, la pression partielle du solvant devrait étre proche
de celle du solvant pur, si la loi de Raoult était vérifiée. Ceci n’est pas confirmé par
I’expérience : les solutions dans lesquelles le soluté est un polymere de grande masse
moléculaire présentent de forts écarts a I’idealité. Pour des concentrations supérieures a
quelques pourcents, les déviations par rapport a I’idéalité deviennent telles que les lois basées
sur I’hypothése des solutions ideales sont inutiles. De nouvelles approches sont alors
nécessaires pour corréler les propriétés thermodynamiques de ces solutions.

Flory et Huggins ont développé, indépendamment, dans les années 1940, la théorie du réseau
afin de rendre compte de ce cas particulier. Le systeme est représenté (Figure 15) par un
réseau de No=N1+rN, cellules identiques ou I’indice 1 se référe au solvant et 2 au polymere.
Ces cellules sont agencées suivant le nombre de coordination z (par exemple, z=6 pour un
réseau cubique). Les chaines polymeéres sont supposées de masse molaire identique (polymere
homomoléculaire) et composees de r segments identiques definis par le rapport des volumes
molaires du polymére et du solvant. La chaine est supposée parfaitement flexible (en
particulier, a partir du troisieme segment, la chaine peut se replier sur elle-méme). Chaque
cellule du réseau peut contenir une molécule de solvant ou un segment de la chaine de
polymere.

L’ entropie de mélange est obtenue en évaluant le nombre de conformations accessibles par
une chaine de polymeére dans le réseau vide. Les macromolécules sont ainsi ajoutees les unes
apres les autres et le calcul d’entropie est effectué en tenant compte du nombre décroissant de
possibilités de conformations dans le réseau. Le solvant vient ensuite compléter le réseau
donnant une représentation schématique de la solution. Le taux d’occupation reste quasi
inchangé lors de I’ajout progressif d’une nouvelle chaine (valable a fort taux de remplissage
seulement) et le mélange se fait a volume constant.
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Figure 15 : Théorie du réseau : représentation de segments d’une chaine polymére agencés dans un réseau
liquide.
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Si on part d’une situation schématique représentée par la Figure 15, ou j molécules de
polymere sont censées occuper j.r cellules d’un réseau (r est le nombre de segments de la
chaine). La méthode développée par Flory consiste a etudier les possibilités d’insérer
successivement les n segments d’une j+1°™ chaine de polymére dans le réseau. Le premier
segment peut ainsi étre inséré dans les No-r.j cellules vacantes. Le deuxieme pourra occuper
une des cellules voisines, soit z possibilités (égales au degré de coordination). Le troisiéme
segment, comme les suivants, n’aura que z-1 possibilités. Dans ce cas, le nombre de
possibilités de placer les r segments est :

w=(N,-r.jlz(z-1)" (1.2)
Ceci n’est valable que si les j premiéres chaines polymere n’affectent pas I’insertion de la
j+1°™. Or, la présence des j chaines restreint la possibilité d’arrangements. Flory suppose
alors que la probabilité pour qu’une des cellules contigués de la nouvelle chaine soit occupée
par un segment d’une autre chaine est proportionnelle au taux de remplissage du réseau. Le
nombre de sites disponibles pour la molécule est donc:

r-1

Via :(No _r-j)-z-(z_l)r_z 1_[N()N;r'jj (1.3)

Le calcul aboutit finalement a I’expression suivante :

o o) gt () () ”

Le premier facteur correspond donc au nombre d’arrangements possibles en I’absence
d’interférences intermoléculaires, le second terme est un facteur correctif tenant compte des
compétitions entre les différentes chaines de polymere pour un site donné, le troisieme traduit
I’effet de dilution du solvant qui augmente le volume a disposition et donc, le nombre de sites
possibles.

L’entropie de mélange A4Sy, d’origine combinatoire, est donnée, moyennant plusieurs
simplifications, par I’expression :

AS,, :_kB(N1In¢1+N2|n¢2) (1.5)

ou ¢ et ¢ sont les fractions volumiques en solvant et polymére, respectivement et kg la
constante de Boltzmann.

La relation 1.5 révéle une analogie intéressante avec I’entropie de mélange idéale. Les
fractions molaires utilisées dans le cas de solutions ideales sont remplacées par des fractions
volumiques lorsque les molécules ont des tailles différentes. Le cas des solutions ideales n’est
valable que lorsque les volumes molaires du soluté et du solvant sont égaux. On peut donc en
déduire que le cas idéal n’est qu’un cas particulier de I’expression générale de mélange.
L’entropie du systeme est inférieure a celle du modéle monomérique décrit précédemment et
diminue drastiquement avec une augmentation de la longueur des chaines du polymére. En
effet, le nombre de conformations possible est limité par les segments d’une méme molécule
de polymere, lesquels doivent occuper des cellules adjacentes.
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Cette approche suppose, cependant, un certain nombre d’approximations et de limitations.
Nous avons supposé, implicitement, que la répartition des segments et du soluté était
entierement aléatoire. Si des interactions préférentielles existent entre especes, la probabilité
d’arrangement dans les cellules se trouvera modifiée. Les expressions de I’entropie de
mélange ont été modifiées, a cet effet, par Orr et Guggenheim qui ont pris en compte
I’influence des interactions préférentielles. 1l a ainsi été démontré un effet significatif de cette
répartition non aléatoire sur I’entropie de mélange devant d’autres approximations.

L’ arrangement aléatoire des chaines dans le réseau impose également que I’enthalpie de
mélange soit faible devant I’agitation thermique, ce qui n’est possible que pour des couples
polymeére/solvant a interaction faible.

La théorie de base de Flory-Huggins considere que la formation d’une solution ne demande ni
ne dégage d’énergie (AH,=0). L’énergie libre de Gibbs peut donc étre résolue uniquement par
la mesure de I’entropie de mélange. L’énergie libre de Gibbs est alors donnée par I’équation :

AG, =kgT(N,Ing, +N,Ing,) (1.6)

Flory et Huggins completent leur traitement en considérant que le mélange a pour effet de
créer des hétérocontacts solvant/polymére au détriment de contacts solvant/solvant ou
polymere/polymere. L’enthalpie de mélange provient de la formation de la totalité des
hétérocontacts dans la solution puisqu’un segment bénéficie de z-2 cellules pour établir un
contact solvant/segment et que la probabilité pour qu’une de ces cellules soit occupée par une
molécule de solvant est ¢;. On peut noter que cette derniére hypothése n’est valable que pour
les degrés de coordination z éleves. Elle revient a considérer que les cellules du réseau
possedent une probabilité identique de contenir une molécule de solvant ou de soluté et que
celle-ci est égale a la fraction volumique de solvant dans le mélange. AH, peut s’écrire
simplement :

AHm:AW-(Z—Z)-r-N2-¢1:AW-(2—2)-[%j (1.7)

ou Aw correspond au changement d’énergie par hétérocontact créeé.
Définissons, maintenant, le paramétre d’interaction solvant polymere de Flory-Huggins :

_Aw-(z2-2) (1.8)
T

Finalement, I’expression de I’enthalpie de mélange, produit de I’énergie d’interaction d’une
paire solvant/polymere par la probabilité d’occurrence de ce type de paire peut s’écrire :

AH_ =KT.y.N,.¢, =KT.x.r.N,.¢ (1.9)
En conséquence, I’enthalpie libre de mélange s’écrit :
AG, =kT.(N,Ing, + N, Ing, + ».N,.¢,) (1.10)
Notre systeme expérimental se situe a un degré de complexité supplémentaire. En effet, la

partition d’un soluté macromoléculaire entre un gel et un solvant correspond a un systéeme
ternaire tel que celui représenté schématique a la Figure 16. Le solvant correspond aux ronds
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blancs tandis que les deux polymeres (gel et soluté) sont représentés par des ronds gris ou
noirs.
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Figure 16 : Représentation schématique d’un systeme ternaire composé d’un gel, d’un solvant et d’un
soluté macromoléculaire.

Ce cas a été traité par Brooks et al. [Brooks, 2000] en application a la chromatographie
d’exclusion stérique. Ces auteurs ont souligné que les théories décrivant la chromatographie
d’exclusion stérique expliquent généralement la partition a partir de limitations géométriques.
Ils proposent, au contraire, un développement théorique basé sur le calcul du coefficient de
partition a partir d’un modeéle thermodynamique pour I’énergie libre de mélange d’un soluté
avec une phase gel.

Le coefficient de partage est exprimé comme le rapport des fractions volumiques en soluté
dans les phases gel et la solution environnante :

Deel VM. vm
K. = *© _—ex solité y |1 — solvant __ 4+ ) 111
P ¢50|uﬁ0n p Vmsowam P Vmge| X solvant/ soluté del/solute ( )
En posant :
X = Xsovant/solute — del/soluté (I 12)

Et, en supposant le volume molaire du gel infini, I’équation 11 peut étre simplifiee :

In KP ~ Vmsoluté CDP(]'_Z) (|13)
solvant

Par ailleurs, le rapport des volumes molaires du solvant et du soluté, est supposé égal a une
fonction de la masse molaire du soluté:

Vmsoluté

—Solte_ o
Vmsolvant ! (I 14)

Finalement I’expression du coefficient de partage est:
INK, c M, @, (1~ 7) (1.15)
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1.2.b Approche hétérogéne du systéme

De nombreux auteurs ont utilisé une vision trés différente de la situation d’équilibre d’un
soluté entre un liquide et un gel basée sur une approche hétérogéne du systeme.
Giddings [Giddings, 1968] decrit par exemple la matrice comme une structure poreuse dans
laguelle I’équilibre de partition de solutés sphériques s’établit entre le gel et la solution du
surnageant (Figure 17). La notion de coefficient de partage y est déclinee en termes de ratio
de volume accessible a un soluté de rayon a sur le volume total de pore, sur des criteres
géométriques.
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Figure 17 : Partition de sphéres entre le surnageant et un pore cylindrique idéal. Les spheres exclues du
volume de pore car elles se superposent au pore apparaissent non coloriées [Giddings, 1991].

Le coefficient de distribution au sein du pore est donné par une relation entre a le rayon de la
sphére et d, le diamétre de pore (ou ry le rayon hydrodynamique et rp le rayon de pore avec
notre systéeme de notation) :

« _ Volumeaccessible _ (3d,-a)L _ | 2 i (1% i (1.16)
volumevrai z(id, )L

L’evolution du coefficient de partage d’un soluté pour différents systemes caractérisables par
un rayon de soluté et un rayon de pore est présentée Figure 18.
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Figure 18 : Graphe représentant Ky en fonction du rayon hydrodynamique du soluté pour différents
rayons de pore de la matrice d’apres le modele de Giddings.
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Pour des représentations plus complexes du soluté (cigare ou chaine flexible déployée), le
phénomeéne d’exclusion est lié non seulement a la proximité du cloisonnement du pore mais
également a I’orientation du soluté. La Figure 19 représente ce genre de situations d’un point
de vue schématique.
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Figure 19 : Vue schématique des configurations autorisées ou non de solutés de formes variées dans un
pore (d’aprés Giddings [Giddings, 1968]).

Dans ces cas, le coefficient de partage ne peut plus étre considéré comme un simple ratio de
volumes. A la place, Kp devient le rapport de volumes dans un espace dans lequel toutes les
positions, conformations et orientations sont a considérer. La complexité de ce type de
problémes est accrue et néanmoins d’intérét dans nombre d’applications.

Différentes approches ont été developpées pour prendre en compte certaines de ces situations
avec la méme vision hétérogene du systéme. Elles font intervenir des modélisations diverses
de la matrice (fibreuse ou poreuse) et du soluté (rigide sphérique, flexible...). Ces théories
feront I’objet d’une présentation plus détaillée dans le chapitre IV dédié aux résultats de
partition obtenus pour le pullulane dans les gels d’alginate de calcium.
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I1. Diffusion dans les gels

I1.1 Phénomene de diffusion : généralités

Un exemple expérimental bien connu consiste a verser des cristaux de permanganate de
potassium dans un récipient rempli d’eau. Le permanganate se dissout, dans un premier temps
en formant, a la proximité du cristal, une solution violet sombre. Puis, il est possible de suivre
la diffusion du permanganate dans I’eau par la progression de la zone violette en solution
(Figure 20).

t=0h t=7h t=12h

Figure 20 : Visualisation du phénomene de diffusion du permanganate de potassium dans I’eau
(illustrations : site internet chem.yorku).

Considérons le cas genéral d’une solution de molécules. Si, & un certain instant, par suite
d’une perturbation extérieure ou d’une fluctuation quelconque, la proportion de soluté n’est
pas parfaitement uniforme dans I’espace de la solution, un flux de molécules non nul apparait
qui tend a rétablir I’uniformité des concentrations. Il s’agit d’une observation macroscopique
du phénomene de diffusion.

La rapidité a laquelle le systeme rétablit I’homogénéité des concentrations est fonction de
plusieurs parameétres parmi lesquels le type de milieu dans lequel le soluté va diffuser. Une
illustration de cette dépendance au milieu est donnée par la Figure 21 ou du permanganate de
potassium a été déposé au méme instant dans deux milieux différents : de I’eau sur la partie
gauche et un gel d’agar sur la droite. Il apparait que la diffusion a été retardée dans le cas du

gel.

Figure 21 : Comparatif de diffusion du KMnO, a gauche dans de I’eau, a droite dans un gel d’Agar
(illustration : site internet sciweb.hfcc.net).
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Enfin, le type de soluté influence lui aussi la vitesse de diffusion. Le Tableau 1 donne les
ordres de grandeur des vitesses de diffusion dans divers milieux.

Temps H,O/Air H,O/EtOH H,/Fer
1 seconde 300 pum 4 um 1pum
1minute 4cm 30 um 6 um
1 heure 30 cm 300 pum 50 um

Tableau 1 : Valeur de progression de front de diffusion dans différents milieux [Favre, 2002].

Intéressons-nous, aprés ces observations macroscopiques, a leur origine moléculaire. Le
phénomene de diffusion est, en effet, di aux mouvements moléculaires des especes. Or, les
mouvements au hasard de molécules supposent que celles-ci n’ont pas de direction
préférentielle de déplacement et on a vu que le phénomeéne diffusif était lié a I’établissement
d’un flux dans le sens opposé au gradient de concentration. Ces deux phénomeénes a priori
antagonistes peuvent étre réconciliés si on considére une section séparant deux fines zones A
et B de volume identique (voir Figure 22). Bien qu’on ne puisse pas dire quelle molécule va
bouger et dans quelle direction pendant un intervalle de temps donné, on peut affirmer, qu’en
moyenne, une fraction des molécules de A va traverser cette frontiere artificielle et qu’une
méme fraction de molécules de B va, elle aussi traverser en sens inverse, dans le méme
intervalle. Par conséquent, si un des éléments (A, par exemple) est plus riche en soluté que
I’autre, il y aura un flux net de celui-ci de la zone la plus concentrée vers la zone la plus
pauvre en soluté, résultant des mouvements moléculaires aléatoires.
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Figure 22 : Représentation schématique du mouvement brownien lors d’un processus de diffusion, les
fleches caractérisent le flux global de chacune des espéces lorsqu’on considére que 4 molécules sont
échangées entre les deux compartiments.

Dans cette partie, le traitement des phénomenes de diffusion par la loi de Fick sera présenté.
Nous soulignerons également, les différences entre les types de parameétres diffusionnels
rencontrés dans la littérature. Enfin, des cas de diffusion de complexité accrue seront évoqués
avant de définir le cadre de nos travaux et nos objectifs.

11.2 Approche de la diffusion par Fick

Les travaux les plus anciens dans le domaine de la diffusion remontent aux années 1830 ou
Thomas Graham démontra expérimentalement que le flux de matiere causé par la diffusion
était proportionnel au gradient de concentration dans le milieu.

Quelques années plus tard, Fick a permis une seconde grande avancée dans le domaine en
découvrant I’analogie entre diffusion et conduction thermique. En d’autres termes, il s’est
proposé de traiter la diffusion sur les mémes bases mathématiques que les lois de Fourier.
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L hypothese sur laquelle reposent les lois mathématiques relatives a la diffusion dans des
milieux isotropes est une proportionnalité entre flux du soluté par unité de surface et gradient
de concentration normal & la section définissant les deux régions considérées. L’expression du
flux molaire N dans le cas d’un mélange binaire de A et B est :

oc,

N, =-D (1.17)
OX

+%,(N,+N;)

Na est le flux (mol.m?.s?*) de AversB: N, =C,u

Xa st la fraction molaire de A
Ca est la concentration en soluté (mol.m™)
u est la vitesse de déplacement globale dans le référentiel (m.s™)

Le premier terme du membre de droite que nous noterons F par la suite est le flux de soluté
attribuable a la diffusion moléculaire (de Fick) tandis que le second est lié au mouvement
d’ensemble de convection.

Dans le cas de la diffusion de Fick, on suppose que F=Na d’ou:

E-_D oC (1.18)
OX
Ceci est vérifié a la condition que la contre diffusion soit équimolaire :
N, =-N, (1.19)

F est le flux de soluté par unité de surface (mol.m?s™),

C la concentration en soluté (mol.m™®),

D est le coefficient de diffusion (m?.s™) de I"espéce diffusante,

x la coordonnée d’espace normale a la section (m) ou longueur de diffusion.

Lorsque le composé B est immobile, seul un flux net de A est observé. Ce cas s’apparente
bien a notre situation pour laquelle nous travaillerons, en outre, a de trés faibles fractions
molaires de A. Dans ce cas également, on peut supposer que le flux est :

oC (1.18)

F=-D—
OX

Le signe négatif est lié au fait que le flux de matiere s’établit dans le sens opposé au gradient
de concentration. Cette relation est valable en I’absence de convection, dans un milieu
isotrope homogene pour lequel la structure et les propriétés diffusionnelles sont constantes
dans I’environnement proche et dans des conditions isothermes et isobares. Dans les cas
favorables (par exemple, milieu fortement dilué), le coefficient de diffusion peut étre
considéré comme indépendant de la concentration.

Comme Fourier pour la conduction, Fick a également défini une équation de conservation que
I’on peut retrouver a partir de I’expression du flux. Soit, en coordonnées spheriques :

D 2
ﬁziz i(Drzﬁ}r—_l i(D sin9§j+ — 8(2: (1.20)
ot re|or or ) sin@ o6 00 ) sin“6 o¢

Si la diffusion est purement radiale, on retrouve I’équation en une dimension en régime
transitoire souvent appelée deuxiéme loi de Fick [Cussler, 1984 ; Crank, 1975 ; Bird, 2002] :
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ot

(1.21)

oC 0’C 2aC
=D st ——
or r or

La résolution de cette équation sera abordée dans le chapitre V consacre a la diffusion.

Il est important de souligner que le coefficient de diffusion du soluté a dilution infinie, noté
Do, dépend fortement de la température dans le milieu. A ce titre, I’équation de Stokes
Einstein est souvent utilisée pour quantifier la variation du celui-ci avec la température :

kgT

D, =
67214, 1,

(1.22)

avec kg la constante de Boltzmann (1,3807.10% J.K™),
T température absolue (K),

Mo Viscosité du solvant (Pa.s),

ry rayon hydrodynamique du solute (m).

Dans le cadre de ce travail une correction de température pourra étre effectuée, pour obtenir
Do(T), par cette méthode, lors du traitement des résultats.

Dans le cas ou le soluté diffuse dans un gel et non plus en milieu aqueux, I’équation de Fick
peut étre adaptée par la définition d’un nouveau coefficient de diffusion, noté D et
caracteéristique du couple soluté/gel :
oC
F=-D—. 1.23
or (123)

Dans ce cas, la concentration en soluté et le flux de matiére sont ramenés au volume ou a la
masse de gel.

Ce coefficient traduira I’accroissement du trajet diffusionnel effectif dans le réseau de gel.
Ainsi, la plupart des résultats de diffusion dans ce type de milieu seront présentés sous la
forme du rapport D/D, permettant de comparer le flux de diffusion dans le gel a celui en
milieu aqueux.

Nombre de modeéles se proposent, a cet effet, de prédire les valeurs de ce rapport a partir de
données structurelles concernant le soluté et la matrice gel. Les parametres requis dans ce type
d’approche sont la taille du soluté (rayon ou diamétre) et concernant le gel, sa porosité (si le
gel est assimilé a un milieu poreux) ou une taille de maille, un rayon de fibre (s’il est
considéré comme fibreux). Ces modeles propriétés /structure seront envisagés dans le détail
dans le chapitre V de ce manuscrit.

11.3 Diffusion non fickienne

Il a été souligné que le domaine d’application de la diffusion de Fick se restreint au cas des
gaz et des liquides fortement dilués. Au fur et a mesure que I’on s’éloigne de ces situations, la
complexité des phénomeénes s’accroit et d’autres approches sont requises pour la modélisation
des mécanismes diffusionels mis en jeu. C’est notamment le cas pour les polymeres vitreux
lorsque I’espéce diffusante génére un gonflement important de la matrice, se traduisant par
des modifications structurales importantes. Finalement, la comparaison des vitesses relatives
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de diffusion et de relaxation du polymeére s’avére utile pour classifier les types de mécanismes
de diffusion :
- Cas 1 ou diffusion fickienne quand la vitesse de diffusion est beaucoup plus faible
que les mécanismes de relaxation
- Cas 2, c’est I’autre extréme pour laquelle la diffusion est beaucoup plus rapide que
la relaxation du systéme
- Cas 3 ou diffusion anormale ou non-fickienne qui se produit pour des vitesses de
diffusion et de relaxation comparables.

De nombreux exemples expérimentaux sont rencontrés dans la littérature. De facgon
schématique, on peut regrouper les différents types de comportements par la Figure 23.

Fickian Pseudo-Fickian
(a) (d)
x-- Sigmoid Two-stage D
(b) © C
B
A

t—

Figure 23 : Courbes de sorption désorption non-fickiennes compareées a des courbes vérifiant la loi de Fick
[Rogers, 1965].

Divers modeles mathématiques ont été développés dans le but de décrire ces situations
diffusionnelles. Toutefois, aucun ne permet de décrire avec succes la diversité des
observations expérimentales.

Ce type de comportement sera, en principe, évité dans notre étude, en nous plagant a des
niveaux de concentration suffisamment faibles ne générant pas de variations du gonflement
des hydrogels.
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I11. Méthodes de mesure des parametres de diffusion

Dans cette partie nos aborderons les methodes généralement mises en ceuvre pour la
détermination du coefficient de diffusion de solutés dans les gels. Nous ne développerons pas
le cas de la détermination du coefficient de partage étant donné que celui-ci est accessible par
simple mesure des concentrations en soluté dans le surnageant a I’instant initial et a
I’équilibre. La problématique de ces mesures est donc purement liée a la détection du soluté.
Au contraire, la détermination de D est beaucoup plus complexe et le choix d’une méthode
adaptee est un point crucial de I’étude.

111.1 Méthodes a gradient de concentration en régime stationnaire

111.1.a Cellule a diaphragme en régime permanent ou pseudo permanent

Il s’agit d’une méthode ancienne dont les débuts datent des mesures de diffusion dans les
liquides pour lesquelles un diaphragme en verre poreux était utilisé.

On retrouve ce type de méthode adapté a la diffusion de sels dans les gels de silice dés 1934
[Patrick et Allan, 1934]. Le montage de ces auteurs est schématisé Figure 24.

Figure 24 : Ancétre des cellules a diaphragme [Patrick, 1934].

Ces méthodes [Reinhart et al., 1984] sont adaptées de la méthode de Colton et
Kaufmann/Leonard. Deux cellules parfaitement agitées et remplies du solvant sont séparées
par une membrane du matériau au sein duquel la diffusion d’un soluté soluble dans le solvant
veut étre étudiee (voir Figure 24 et Figure 25).

Chacune des cellules est donc munie d’un dispositif d’agitation et le systéme est contrdolé
thermiquement. Les membranes ayant, la plupart du temps, des propriétés mecaniques
limitées, celles-ci seront maintenues entre les deux cellules par un fritté dont I’influence sera
prise en compte dans les calculs. On peut noter qu’une des difficultés de la méthode est la
mise en forme de membranes d’épaisseur constante et de propriétés homogenes.

Ce type de méthode requiert un flux de matiére constant entre les deux compartiments.
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Figure 25 : Exemple de cellule a diaphragme [Reinhart, 1984].
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Figure 26 : Autre exemple de cellule a diaphragme avec suivi de la concentration dans chacune des cellules

[Dinh, 1992].

Dans le cas de la méthode en régime permanent strict, un courant a concentration constante
balaye la cellule amont tandis que la cellule aval est balayée par un flux & concentration nulle.
La méthode pseudo-stationnaire autorise, quant a elle, de faibles variations de concentration.

111.2 Méthodes a gradient de concentration en régime transitoire

111.2.a Méthode du temps retard ou Time-lag

La concentration dans le compartiment donneur est constante et le deuxiéme compartiment est
initialement vierge de soluté. On s’intéresse, cette fois-ci, a la courte période apres atteinte du
régime stationnaire. Le gradient de concentration dans ce type de systéme peut étre
schématisé Figure 27.
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Figure 27 : Méthode du temps retard : gradient de concentration dans le gel.

Dans cette méthode, on suppose qu’il n’y a pas de résistance au transfert (ou qu’elle est
négligeable) dans la couche limite entre la solution et la membrane. On suppose que les
concentrations dans les deux compartiments restent constantes bien que le soluté diffuse de
I’'une vers I'autre Cette approximation sera justifiée pour des compartiments suffisamment
grands pour lesquels les variations de concentration seront négligeables.

Le processus de diffusion transitoire au sein du gel est gouverné par I’équation différentielle
(avec D, le coefficient de diffusion) :

oC 0°C
—=D 1.25
ot ox? (1.25)
Les conditions aux limites sont donc :
C=C, pour x=0
2 P (1.26)
C=C, pour x=I
Si I’espéce diffusante est initialement absente de la membrane, on peut écrire :
C=0 0<x<l| pour t=0 (1.27)

La solution de I’équation différentielle est, avec ces conditions aux limites et la condition
initiale :
2 Cycosnz—Cy o Nx —-Dn’z’t

X
czcl+(c2—cl)T+;z . e —r (1.28)
n=1

Le plus souvent, la concentration étant nulle dans le compartiment receveur, cette expression
peut étre simplifiée (C,=0).
| —x Zi_Cl . nax  —Dn’z*t

+— sin ex 1.29
e T (129)

C=C,

En différenciant cette équation, le flux instantané dans la chambre peut étre exprimé par
intégration entre t = 0 et ts et en multipliant par I’aire A de la membrane, on peut obtenir la
quantité totale de soluté transférée a travers la membrane a t;. Pour des temps suffisamment
longs, les termes d’ordre supérieur peuvent étre négligés et obtient une relation linéaire entre
la quantité totale de soluté Qs et le temps :
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ADC,(, I*
Qs = | (ts GDj (1.30)

Par conséquent, le tracé de Qi en fonction du temps coupe I’axe des temps en t=1°/6D.
L’interception de la partie linéaire du profil expérimental avec I’axe des temps est connu sous
I’appellation de « time lag ». Le coefficient de diffusion est obtenu par mesure du time lag et
de I’épaisseur du gel (Figure 28).

20
{ Glucose dans Alginate de Calcium [Hannoun et al., 1986]
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Figure 28 : Exemple de résultat par la méthode du temps retard pour la diffusion de glucose dans de
I’alginate de calcium a 2% [ d’aprés Hannoun et al., 1986].

111.2.b Incorporation/libération dans des gels contenus dans un systéme agité

Ce type d’expérimentation se propose de mesurer le coefficient de diffusion en suivant la
cinétique d’incorporation ou de libération d’un soluté dans un gel lui-méme dispersé dans une
solution agitée. La cinétique est obtenue par suivi de la concentration en soluté dans le liquide
de dispersion.

On distinguera les méthodes d’incorporation pour lesquelles la concentration en soluté va
s’accroitre dans le gel et les méthodes de libération pour lesquelles on assistera a un
épuisement ou une diminution de la quantité de soluté initialement présente dans le gel. La
forme du gel utilisé est également variable : géométrie sphérique [Petersen, 1991 ; Westrin,
1991], cylindres, disques ou plaques. La solution dans laquelle le gel est dispersé peut étre de
volume fini ou assimilable a un volume infini (en d’autres termes, on supposera qu’il n’y a
pas de variation de la concentration). Ce type de méthode présente I’avantage de se situer au
plus prés de la réalité des applications des systemes étudiés.

111.2.c Profil de concentration dans des plagues semi infinies

Dans la méthode précédente, on se proposait un suivi dans le temps de la concentration en
espece diffusante. Dans cette méthode, c’est un suivi dans I’espace qui sera réalisé. Un gel
initialement vierge d’espece diffusante est mis en contact avec une solution contenant le
soluté.
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Cette méthode peut étre destructive ou non, en fonction des méthodes analytiques de mesure
de la concentration en solute.

Dans le cas de la méthode destructive, le gel est sectionné en tranches en vue d’une analyse
ultérieure. Un exemple est présenté Figure 29 ou le suivi du taux d’humidité entre deux
cylindres de gels est utilise a des fins de modélisation de I’humidification de formes
alimentaires.
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Figure 29 : Exemple de méthode destructive pour le suivi du taux d’humidité dans deux cylindres de gel
initialement a taux d’humidité différents [Boudhrioua, 2003].

Les méthodes non destructives sont avantageuses car elles sont répétables sur un méme
échantillon et permettent une réutilisation du gel. Les clichés obtenus par Lewus et al. sont
présentés Figure 30. Cette étude a été menée sur des gels a base de poly(acrylamide) et le
soluté est du cytochrome c coloré grace a une protéine cationique de couleur rouge. La
méthode de dosage est basée sur une analyse d’image. Les images numérisées sont analysées
en niveaux de gris apres avoir réalisé un étalonnage des niveaux de gris par des solutions de
concentration connue.

t=4 h

0.0

t=8h

Distance into gel (mm)

T

Figure 30 : Images du front de diffusion du cytochrome ¢ dans un gel et courbes de profil de concentration
associées [Lewus et al., 2002].
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Nombre de techniques analytiques peuvent étre associées a ce type d’essais: retour de
fluorescence apres photo blanchiment (Fluorescence Recovery After Photobleaching ou
FRAP) [Poitevin et Wahl, 1998], [Cheng, 2002], Adsorption UV Visible, Fixation de sondes,
Interférométrie laser holographique, Imagerie a Résonance Magnétique (IRM), FT-PGSE
(Fourier Transform Pulsed Gradient Spin Echo).

Dans notre cas, la difficulté principale de ce type de méthode réside dans la possibilité de
mettre en forme des gels d’alginate homogeénes et de taille importante. La méthode visuelle
par microscopie reste toutefois séduisante et a fait I’objet d’essais préliminaires par marquage
du pullulane par des sondes fluorescentes afin de réaliser dans I’avenir des suivis par
microscopie de fluorescence.

111.2.d Couples finis

Contrairement aux méthodes précédentes qui sont basées sur la mesure de profils de
concentration en solution et des profils dans I’espace dans le gel en fonction du temps, la
méthode des couples finis utilise la mesure de la concentration moyenne d’une plaque
initialement vierge de soluté et mise en contact d’une plaque contenant le diffusant. Ce type
de méthode a été utilise par Spalding [Spalding, 1973] qui souhaitait s’affranchir de
phénomenes de convection en mesurant la diffusion dans des gels dans le but d’accéder aux
coefficients de diffusion en solution.

111.2.e Divers

Des méthodes tres variées ont fait I’objet d’études beaucoup plus ponctuelles. C’est le cas de
mesures par des électrodes recouvertes d’une fine couche du gel dans lequel on souhaite
estimer la diffusion d’un soluté quantifiable par voie électrolytique. Renneberg et al. ont
utilisé des électrodes recouvertes de divers gels (dont de I’alginate de calcium) afin de
mesurer la diffusivité de I’oxygene dans ces matrices. Les résultats sont rapides mais
I’inconvénient de la méthode est qu’elle se limite au soluté quantifiable par I’électrode utilisée
[Renneberg, 1988].

111.2.f Méthodes indirectes

Toutes les méthodes présentées précédemment sont mises en ceuvre de sorte que la diffusion
soit le seul phénomene observé. Cependant, il existe un certain nombre de méthodes
indirectes dans lesquelles les observations résultent de la combinaison de plusieurs
phénomenes physiques ou chimiques. Un exemple bien connu est I’exploitation des courbes
de percée en chromatographie. Dans ce cas, le calcul des coefficients de diffusion requiert de
prendre en compte I’hydrodynamique de la colonne.

Si certains auteurs [Westrin, 1994] reportent une difficulté extréme quant a I’estimation
correcte de coefficients de diffusion, cette méthode présente sans conteste I’avantage de
permettre de tester dans un méme systeme toute une série de solutés dans un délai trés court.
Cette méthode a, en outre, été utilisée pour étudier le transport d’ions dans des hydrogels
d’alginate [van Beinum, 1999].
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111.3 Méthodes instrumentales

Des méthodes instrumentales ont fait leur apparition dans les applications liées a la diffusion
dans les gels. Elles ont I’avantage de la rapidité d’exécution, d’étre non destructives et la
plupart du temps, d’utiliser de faibles volumes de réactifs. En outre, elles évitent les
prélevements et les analyses consécutives, ce qui leur donne une grande précision par rapport
aux méthodes conventionnelles. Cependant, les équipements sont lourds et les compétences
techniques importantes pour leur utilisation et, inconvénient majeur, les systemes d’études
doivent étre bien choisis pour étre applicables a ces méthodes innovantes.

111.3.a Fourier Transform Pulsed Gradient Spin Echo (FT-PGSE)

Les méthodes de résonance magnétique nucléaire ont été largement employées depuis les
années 1950. Différentes variantes de la méthode ont été rencontrées, depuis. Cependant, a
I’heure actuelle, la plus largement répandue est connue sous I’acronyme FT-PGSE pour
Fourier transform pulsed-gradient spin-echo. Le revue bibliographique de Stilbs [Stilbs, 1987]
fournit les développements théoriques a la base de la méthode et en souligne les avantages.

111.3.b Diffusion de la lumiére dynamique

Il s’agit de I’ensemble des méthodes de diffusion de la lumiére qui fournissent des
informations sur la dynamique des molécules. Le principe de ces méthodes est I’étude de
I’effet de particules ou de molécules en solution sur un faisceau de lumiére laser cohérent et
monochromatique. En analysant la fréquence de la lumiére diffusée par les particules (ou les
macromolécules), on peut avoir acces au coefficient de diffusion. Cependant, ce type de
méthode reste destiné a des tailles de solutés importantes [Westrin, 1994].

111.3.c Spectroscopie de relaxation holographique

La méthode d’interférométrie holographique est basée sur la visualisation de variations
d’indice de réfraction (sous la forme de franges d’interférences) dues a des modifications de
la concentration. Par I’intermédiaire de la loi de Fick, ces variations de concentration peuvent
étre reliees a un coefficient de diffusion. En effet, en mesurant les distances auxquelles les
franges apparaissent et le temps entre lesquels les variations de concentration se produisent,
on a acces a la diffusivité.

Cette méthode présente un avantage par rapport aux methodes conventionnelles : il n’est pas
nécessaire de mesurer la concentration. De plus, elle posséde des points forts par rapport aux
autres méthodes holographiques : plus simple, elle ne requiert pas, en outre, de cellules de
qualité optique supérieure, les inhomogénéités ne produisant pas de perturbation des mesures.
Cette méthode a été appliquée par Ruiz-Bevia et al. [Ruiz, 1989] a la détermination de la
diffusivité du glucose dans des gels d’alginate de calcium.

Le prédécesseur de I’interférométrie holographique est le FRAP (retour de fluorescence apreés
photoblanchiment). Dans cette méthode, le dispositif est constitué d’un faisceau lumineux
sortant du laser divisé en deux. Le premier faisceau contenant la majorité de I’énergie et
pouvant étre blogué par un obturateur, est le faisceau de photoblanchiment. Le second,
atténue, est le faisceau d’interrogation.

Il est possible de diviser le processus de FRAP en trois étapes. Dans un premier temps, le
faisceau d’interrogation éclaire un volume de la solution a étudier et contenant le fluorophore.
La longueur d’onde d’excitation est choisie de fagon a coincider avec la bande d’absorption
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de celui-ci. Dans cette premiére phase, la fluorescence initiale émise par le fluorophore est
enregistrée.

Ensuite, le faisceau de blanchiment est activé pendant un temps tres faible (inférieur au temps
de transport du processus a étudier). Il en résulte une destruction rapide et irréversible du
fluorophore contenu dans ce volume.

Finalement, dans la troisieme étape, le faisceau d’interrogation est a nouveau utilisé. On
enregistre le retour de la fluorescence excitée par ce faisceau. Une information sur la diffusion
des molécules fluorescentes est ainsi obtenue.

Ce type de méthode a été utilisé sur divers systemes. On peut citer les travaux de Poitevin et
Wahl [Poitevin, 1998] et la these de Moussaoui [Moussaoui, 1990] sur des gels commerciaux
de séparose et de séphadex. Plus récemment, Cheng et Prud’homme ont utilisé cette technique
sur des solutions de guar [Cheng, 2002].

I11.4 Bilan des méthodes et choix pour notre systéeme

Méthode Colt de Temps total ~ Temps total Essais Type de coefficient ~ Commentaires
I’équipement (€) minimum intensif simultanés de diffusion
(h) (h)
Cellule a diaphragme, <1000 5 2 Peu D, et De*
régime permanent
Cellule a diaphragme, <1000 5 2 Peu D et D*
time-lag
Chargement/ Libération <500 1 1 Peu D et D*
en solution agitée
Profils de concentration, <500 10 1 Nombreux D et D*
destructi
f
Profil de concentration, <15000 5 2 Aucun D Gels transparents

Interférométrie laser
holographique

Couples fini <500 1 1 Nombreux D et D*
s
FT-PGSE <100000 0,5 0,5 Aucun D* Solutés petits ou
intermédiaires,
autres limitations
de systemes
Diffusion de lumiére <100000 0,5 0,5 Aucun D Gels transparents,
dynamique trés gros solutés
Colonnes <1000 5 1 Aucun D

chromatographiques

Tableau 2 : Bilan des méthodes a disposition en terme de temps, codt et nécessités [Westrin, 1994]

D= est le coefficient de diffusion d’un traceur dans le gel, défini comme D, en supposant un gradient de
concentration tres faible voire nul comme c’est le cas en self diffusion (soit un systéme homogeéne en
concentration), D, est le coefficient de diffusion effective.

Dans le tableau récapitulatif (Tableau 2), les colts indiqués ne tiennent pas compte du prix
des solutés et gels, le temps minimum est le temps d’un essai pour un coefficient de diffusion
de 10.10° m?s™ et un diamétre ou une épaisseur de gel de 2 mm. Le temps total intensif
correspond au temps employé par I’opérateur. Une indication est également donnée sur la
possibilité de conduire des essais en parallele.

Notre choix s’est porté vers la méthode d’incorporation de soluté dans des billes en solution
agitée dont le colt d’équipement est limité et la mise en ceuvre relativement simple. La revue
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bibliographique précédente nous a, cependant, permis de souligner la nécessité d’une
méthodologie soignée afin de limiter les erreurs. L alginate ayant été choisi comme matrice
gel, il s’est avéré que le plus simple serait de I’utiliser sous forme de billes. Du point de vue
méthodologique, ce choix est également intéressant car la méthode a parfois été contestée.
Des auteurs comme Itamunoala et al. (1988) soulignent que des erreurs de 29 a 600% peuvent
étre commises avec cette mise en forme. D’autres auteurs estiment, au contraire, qu’il est
possible de réduire ces erreurs [Petersen et al., 1991] et ce, grace a une méthodologie
appropriée. En outre, la facilité de mise en ceuvre est un argument incontestable et il serait
dommage de se priver de ce type de méthode sous prétexte que des erreurs importantes
peuvent étre commises si la méthodologie utilisée est inadaptée. La méthodologie concernant
ces essais a donc fait I’objet d’une étude préliminaire présentée au chapitre Ill afin de se
placer dans des conditions optimales pour la détermination de D.

La mise en forme des gels se fait sous forme de billes sphériques et on choisira de travailler
en chargement. Les billes initialement vierges de soluté seront chargées en pullulane et le
suivi de ce processus se fera par mesure de la concentration en soluté dans le liquide
surnageant au moyen d’un dosage en ligne, grace a un réfractométre ou, apres préléevements
via un dosage colorimétrique.

Une seconde méthode, indirecte, sera également testée grace a des essais en colonne
chromatographique, avec le méme type de detecteur. Pour ce faire, les outils de la
chromatographie monoconstituant sont utilisés afin de découpler I’hydrodynamique de la
colonne et la diffusion.

Ces meéthodes feront I’objet d’une description détaillée et d’une analyse méthodologique dans
les chapitres 11l et V.



These MAZENS D., 2005 Chapitre | Page 43

C/ Bilan et objectifs du travail

Ce premier chapitre nous permet finalement de décrire dans le détail les objectifs de ce travail
en dressant le bilan de cette étude bibliographique. Trois axes principaux peuvent étre
dégagés : expérimental, méthodologique et prédictif.

1°" objectif : Compléter la connaissance expérimentale du probléme. (Amélioration du
choix du systeme modele et étude des domaines correspondants aux grandes masses
moléculaires de solutés et aux faibles fractions volumiques dans les hydrogels)

Ce premier objectif peut se résumer par les recommandations faites par Muhr et Blanshard
[Muhr, 1982] qui soulignent le faible nombre de données expérimentales concernant la
diffusion de solutés macromoléculaires dans les gels. Ce faible nombre de données est
notamment lié a la difficulté de détermination de D dans ces systemes. En effet, le transfert de
solutés dans les gels a fait I’objet de nombreux travaux comme en témoignent les données
existantes a I’équilibre mais les données de diffusion restent plus rares.

C’est dans cette optiqgue que la Figure 31 recense un certain nombre de résultats
expérimentaux de partage d’un soluté macromoléculaire entre une phase aqueuse et un gel de
polymere. Ce graphe traduit, au contraire, le grand nombre d’études conduites dans le
domaine du partage.

@ K 6%, Williams, 1998, PA 6% et dextranes
@ K 8%, Williams, 1998, PA 8% et dextranes
@ K 10%, Williams, 1998, PA 10% et dextranes
A * K SEC, Hussain, 1991, Superose et Ficolls
08 A * K SEC Pullulan, Hussain, 1991, Superose et Pullulane
! # A K SEC proteine pH 7, Dubin, 1993, Superose 6 et Proteines pH 7
| Ay A K SEC ph7 a10, Dubin, 1993, superose 6 et Pullulane
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Figure 31 : Données de la littérature concernant le partage de molécules dans des gels.

Cependant, si notre attention se porte sur les solutés étudiés, ceux-ci ont, le plus souvent, des
tailles de I’ordre de la dizaine de nanometres mais jamais au-dela de 20 nm. Or, dans nombre
d’applications, les rayons des solutés considérés peuvent atteindre facilement 30 nm. A titre
d’exemple, depuis I’essor des nanotechnologies, les solutés et autres particules de ces ordres
de grandeur se sont multipliés, d’ou I’intérét porté au transfert de matiere de macromolécules.
Ces échelles nous situent au cceur des problématiques liées aux macromolécules telles que les
virus, le matériel génétique, les polymeéres.
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En outre, les protéines sont largement utilisées dans les études de partage (Figure 31). Elles
ont certes un avantage incontestable quant a leur isomolécularité et leurs formes et tailles
parfaitement définies. Par contre, il existera autant d’interactions avec le gel que de types de
protéines. En ce qui concerne les matrices gels, la plupart de celles étudiées sont fortement
réticulées. Il serait intéressant, a ce titre, de tester I’effet d’un gel plus lache sur I’équilibre de
partage et la robustesse des modeles face a cette situation peu étudiée.

C’est grace a ces observations et a la recherche bibliographique présentée dans ce chapitre
gue nous nous sommes orientés vers le choix du couple hydrogel d’alginate de
calcium/pullulane pour étudier la diffusion de macromolécules dans les gels. L’étude sera
notamment étendue aux faibles fractions volumiques en polymeére dans le gel et aux grands
rayons de solutés de facon a compléter les donnees de partition de la littérature par
I’exploration de la partie correspondante de la Figure 31 du coefficient de partage en fonction
du rayon des solutes. De méme, les mesures en diffusion viendront compléter la connaissance
de la diffusion de macromolécules dans les gels.

2°™ objectif : Evaluer le caractére prédictif des modéles de la littérature.

S’il apparait intéressant d’accumuler les données diffusionnelles pour compléter la littérature,
il est également légitime de se demander & quelles fins... Tout d’abord, en raison d’enjeux
tres appliqués, car les gels sont au cceur d’applications de la vie quotidienne pour lesquelles
les problématiques de transfert de matiére sont primordiales.

Et, si les applications sont nombreuses, des efforts restent a accomplir dans la compréhension
et la prédiction de la diffusion dans les gels afin d’étre en mesure de concevoir des matrices
adaptées a leurs applications. Un autre objectif de ce travail est donc I’évaluation du caractere
prédictif de modéles de la littérature en jaugeant leurs qualités et leurs faiblesses et avec le
souci de proposer des pistes pour leur amélioration. Des modeles efficaces permettraient en
effet, une meilleure conception a priori des matériaux en fonction des applications visées.

3*™ objectif : Analyse méthodologique critique.

Pour tester correctement ces modeéles, il est indispensable de posséder des données
experimentales fiables tant du point de vue de la structure du systéme que des propriétés de
transfert du soluté dans le gel. Ces pré-requis sont a la base d’un autre objectif de travail lié a
I’analyse critique de la méthodologie d’accés aux parameétres diffusionnels tant du point de
vue expérimental que du traitement des donnees.

Que ce soit au niveau de I’évaluation de la structure des gels ou de la détermination des
coefficients de diffusion, les données de la littérature sont parfois tres dispersées suivant les
auteurs. De méme, on a vu que, méme du point de vue théorique, les modeles peuvent avoir
des représentations du systeme gel/soluté/solvant tres divergentes... Devant ce constat, hous
avons entrepris un travail méthodologique aux divers niveaux de cette étude. La difficulté
principale de I’étude de la partition de solutés dans les gels réside ainsi essentiellement dans la
caractérisation du systeme (traitée au chapitre I1) tandis que I’étude de la diffusion cumule les
difficultés de caractérisation du systeme et d’estimation de D. A ce titre, la revue
bibliographique sur les méthodes de détermination du coefficient de diffusion dans les gels
nous a permis de sélectionner deux méthodes, I’une bien adaptée a notre cas : la méthode
d’incorporation en solution agitée et une seconde plus prospective avec des colonnes garnies
de billes d’alginate. En outre, partage et diffusion feront I’objet de mesures indépendantes



These MAZENS D., 2005 Chapitre | Page 45

étant donné que le coefficient de partage est requis lors de I’estimation de D. Cette pratique
n’est pas généralisée car D et Kp sont accessibles par un seul et méme essai : I’équilibre
permet de déterminer Kp qui peut ensuite étre utilisé pour estimer D. Toutefois, les obtenir
indépendamment permet d’éviter le cumul des erreurs.

Une approche méthodologique devra donc étre mise en ceuvre au niveau expérimental pour :
- la caractérisation du systéme,
- la détermination des coefficients de partage et de diffusion.

Sur un plan plus théorique, cette méthodologie se retrouvera dans :
- le traitement des données brutes,
- I’utilisation des modéles de la littérature.
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Conclusion

Cette étude bibliographique a permis d’aboutir au choix du systeme expérimental retenu pour
ce travail. Le gel choisi est I’alginate de calcium. Celui-ci présente I’avantage d’autoriser de
grandes variations de la fraction volumigue en polymeére par I’intermédiaire de la
concentration en polymere dans la solution mére utilisée pour la mise en ceuvre du gel.
L’alginate a, par ailleurs, fait I’objet d’un grand nombre d’études et, a ce titre, il est
relativement bien connu. Il est, en outre, fréqguemment utilisé dans des applications liées a la
libération contrdlée, thématique proche des problémes de transfert de macromolécules qui
nous intéressent dans ce travail.

Concernant le solute, c’est le pullulane qui a été choisi car il satisfait I’ensemble des critéres
en faisant un excellent candidat a I’étude de la diffusion de macromolécules. Il est disponible
sur une large gamme de masses moléculaires (700 & 800 000 g.mol™) tout en présentant une
tres faible polymolécularité. Il est, en outre non chargé, et la possibilité d’utiliser des
polymeres homologues nous assure de limiter I’effet d’interactions entre soluté et matrice.
Enfin, soluble en milieux aqueux, il est parfaitement adapté pour une association avec
I’alginate de calcium et son dosage sera possible via les nombreuses méthodes adaptées aux
polysaccharides.

Le systéme expérimental ayant été défini, la suite du chapitre a été consacré a la
familiarisation avec les concepts liés a la partition et a la diffusion dans les gels qui seront
réutilisés pour cette étude.

Enfin, méme si les techniques de mesure de la diffusion dans les gaz et les liquides sont
nombreuses et maintenant classiques, leur adaptation au cas des gels n’est pas toujours
aisée. La partie B.lll de ce chapitre en dresse le bilan et conduit au choix des méthodes les
mieux adaptées a notre cas.

A I’issue de ce chapitre, il apparait que notre problématique devra s’articuler autour de trois
objectifs : expérimental, méthodologique et prédictif. Chacun de ces objectifs mettra en jeu
deux axes principaux : d’une part, la caractérisation fine de la structure de I’alginate de
calcium et du pullulane et d’autre part la détermination des parameétres de diffusion et de
partage pour ce couple soluté/gel. Une fois ces deux objectifs remplis, leur confrontation
devrait permettre d’établir des relations propriétés / structure a des fins prédictives. Le
chapitre 11 s’intéressera donc a la caractérisation de I’alginate et du pullulane utilisés dans
ce travail.
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Introduction

Dans ce chapitre, nous nous attacherons a définir et caractériser le systeme modeéle choisi
afin d’appréhender les mécanismes de transfert de solutés macromoléculaires dans les
hydrogels. Une des finalités de ce travail est I’établissement de relations propriétés-structure.
Ainsi, la connaissance de la structure du milieu étudié prend une importance majeure. Etant
donné la complexité des gels et les difficultés de caractérisation de telles matrices, une
premiére étape a consisté a répertorier les différents couples soluté/gel envisageables (voir
Chapitre 1). Les techniques de caractérisation appliquées a ce systéme seront décrites dans ce
chapitre et conduiront, a défaut d’une description parfaite, a une série d’informations
permettant une caractérisation du systeme Alginate/Pullulane. Le paramétre fondamental en
diffusion étant le ratio de la taille du soluté a la maille du réseau, nous insisterons
particulierement sur le lien théorique entre ce parametre de maille (ou le rayon de pore) et la
fraction volumique. En ce qui concerne le soluté, sa dimension caractéristique sera définie
par le rayon hydrodynamique ou le rayon de giration suivant I’approche considérée.

La premiére partie sera, en conséquence, consacrée a la mise en forme des gels d’alginate de
calcium. La deuxiéme partie abordera la caractérisation des différents eléments du systeme :
alginate de sodium a la base de la mise en forme des hydrogels, gels d’alginate de calcium et
pullulanes.



These MAZENS D., 2005 Chapitre 1l Page 51

A/ Mise en forme des gels d’alginate

Avant méme d’envisager la caractérisation de la matrice gel, il convient de définir un
protocole de mise en forme des hydrogels, parfaitement répétable. Cette partie se propose de
décrire la mise au point de ce protocole et les précautions assurant I’nomogénéité des lots
utilisés. Par ailleurs, la chimie de I’alginate permet I’utilisation de gels chimiques dont la
synthése sera ensuite décrite.

I. Gels physiques

Ce premier type de gels est celui que nous utiliserons dans la plupart des essais. La formation
des gels physiques d’alginate de calcium résulte directement de la formation de « egg-box ».
Nous avons veillé a définir un protocole le plus reproductible possible et avec le souci
d’obtenir des gels homogénes. Nous verrons que si cet objectif est atteint pour des objets de
petite taille, certaines précautions devront étre prises dans le cas de gels de plus grandes
dimensions.

I.1 Préparation des solutions

L alginate de sodium est dissous dans une solution de chlorure de sodium 0,1 mol.L™ et placé
sous agitation vigoureuse pendant 24 heures. La solution visqueuse obtenue peut parfois
contenir de fines bulles d’air. Afin de les éliminer, la solution d’alginate est stockée au repos
une nuit car I’usage des ultrasons a cet effet risquerait d’induire des ruptures de chaine
polymere.

La solution de chlorure de sodium utilisée pour dissoudre I’alginate de sodium, préparée en
grande quantité, sert de solution de base pour la préparation de la solution calcique (0,1
mol.L™ NaCl; 0,1 mol.L™" CaCl,). Ceci permet de maintenir une concentration constante en
NacCl entre la solution d’alginate et la solution calcique dans laquelle les gels d’alginate sont
mis en forme. Cette précaution associée a une concentration modérée en chlorure de calcium
[Bouffar, 1989] permet de s’assurer d’une plus grande homogénéité du gel [Rastello et al.,
2004]. En effet, lors de la formation du gel, le front de gélification se déplace vers le centre de
la bille tandis que les chaines d’alginate se déplacent en sens inverse, depuis le coeur vers la
périphérie des billes. Si le déplacement des chaines est plus rapide que la gélification, la
concentration en polymere est hétérogéne dans la bille. L ajout de chlorure de sodium permet
d’accroitre I’enchevétrement des chaines et de ralentir leur migration favorisant ainsi une
homogénéité du gel.

1.2 Mise en forme
Différentes géométries ont été mises en ceuvre en fonction de I’utilisation du gel. Les
protocoles offrant la possibilité de former des objets aussi divers que des films, des billes ou

des cylindres sont décrits dans cette partie.

1.2.a Gels sous forme de billes

Afin de former des billes de gel d’alginate, la solution d’alginate de sodium est versée goutte
a goutte dans la solution calcique en maintenant une agitation modérée de facon a éviter la
coalescence des billes récemment formées. Le dispositif expérimental utilisé est représenté
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par la Figure 32 (a). Il est composé d’un pousse-seringue muni d’une seringue et d’une
aiguille tronquée afin de former des billes parfaitement sphériques. Des vérifications de la
forme et la taille des billes ont été effectuées et seront présentées dans la partie destinée a la
caractérisation des gels d’alginate de calcium. L’aiguille est placée a 5¢cm environ de la
surface afin d’éviter des déformations importantes des gouttes qui conduiraient a des billes
irréguliéres.

(a) (b)

Figure 32: Montage pour la fabrication de billes d’alginate de calcium (a) et billes d’alginate de calcium
apreés gélification (b).

1.2.b Gels sous forme de films

Ce type de présentation des gels d’alginate est utilisé pour les mesures rhéologiques. Des
cassettes de dialyse sont utilisées afin de mettre en forme les films de gel.

La solution d’alginate de sodium est coulée dans la cassette (constituée de deux cadres et de
deux feuilles de membrane de dialyse) en veillant & ne pas générer des bulles d’air qui
provoqueraient des hétérogénéités supplémentaires durant la phase de gélification. Les
cassettes sont ensuite placées dans un bécher contenant la solution de NaCl et CaCl, sous
agitation pendant le temps nécessaire a la formation du gel (Figure 33). Les gels obtenus
seront finalement découpés suivant les dimensions requises par la taille des plateaux du
rhéometre.
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Papier a dialyse

Papier a dialyse
Cadre Cadre
creux n°l] creux n°2

-

Assemblage des feuilles de membrane de
dialyse (entre lesquelles I’alginate de sodium Gel
est coulé) dans le cadre d’alginate

So|uti6n NaCl /CaCl,

Figure 33 : Protocole de mise en forme des films d’alginate de calcium.

1.2.c Gels sous forme de cylindres

Comme précédemment, le gel est coulé sans genérer de bulles mais, dans ce cas, des boudins
de dialyse noués sont utilisés et mis en contact avec la solution calcique (Figure 34).

Figure 34 : Protocole de mise en forme des cylindres d’alginate de calcium.

1.3 Durée de gélification

La durée optimale de la période de gelification a été déterminée via des mesures de taux de
gonflement conduites apres des périodes variables de gélification dans la solution calcique.
Les résultats (Figure 35) montrent qu’une période d’au moins 48 heures permet de
s’affranchir de problémes de variation du taux de gonflement susceptibles de fausser les essais
de diffusion, dans le cas des gels sous forme de billes. Pour des gels plus massifs tels que les
films et les cylindres, cette durée devra bien évidemment étre accrue.
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Figure 35 : Evolution de la fraction massique en polymeére dans les billes en fonction du temps pour trois
gels d’alginate de calcium de fraction volumique comprise entre 0,0108 et 0,0276.

I1. Gels chimiques et gels mixtes
11.1 Objectifs

La chimie de I’acide alginique permet d’envisager la formation de gels chimiques par réaction
sur les fonctions carboxyliques du polymere. Cette modification chimique a pour but de
modifier les propriétés structurales de I’alginate et de tester leur effet éventuel sur le partage.
Les variations structurales attendues sont une rigidité variable des chaines d’alginate dans le
gel mais le risque de telles modifications est de générer des variations d’affinité entre soluté et
matrice gel. Ces différents parameétres seront approchés par des essais en rhéologie et la
mesure de coefficients de partage dans les gels chimiques.

Par ailleurs, la mesure du parametre de maille des réseaux repose sur un certain hombre
d’hypotheses qui font que les gels chimiques sont mieux adaptés a I’utilisation de modéles
développés dans la littérature. C’est également a ce titre qu’il était attrayant d’envisager la
synthese de gels chimiques d’alginate. Cependant, les difficultés de quantification du taux de
réticulation chimique, requis dans les modeéles, nous ont conduit a abandonner cet objectif et a
nous contenter de mesures de partition.

Un autre objectif était, par la formation d’un réseau chimique, de s’offrir la possibilité de
travailler avec des solvants différents permettant de moduler au maximum le taux de
gonflement du réseau et donc la taille des mailles de la matrice gel. Ceci a pu étre initié dans
les essais de partition grace a la synthese de gels chimiques. Comme nous I’avons préciseé, ces
gels ont été peu caractérisés (pas de dosage du taux de réticulation) et par conséquent, les
résultats obtenus sont qualitatifs et constituent la base de perspectives a ce travail.

Lee et al. ont réticulé un alginate polyG (poly L-guluronique) avec de I’acide adipique
dihydrazine. Ces auteurs ont montré que les propriétés rhéologiques ainsi que le taux de
gonflement de ces gels chimiques pouvaient étre contrdlés par le biais de la longueur des
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chaines polymeres et du degré de réticulation du réseau. Ces observations pouvant étre reliées
a une modification de la structure du gel correspondent donc parfaitement a nos objectifs de
travail, ce qui nous a conduit a envisager cette voie de synthese.

1.2 Protocole de synthese : réticulation chimique de I’alginate par I’acide adipique
diydrazine

I11.2.a Préparation des solutions

Le tampon MES/NaCl 0,1mol.L™ pH 6 (Morpholine Ethane Sulfonic Acid, Sigma) est
préparé en pesant les poudres et en les dissolvant sous agitation dans un volume d’eau
distillée. La solution est ajustée & pH 6 en ajoutant de la soude & 1 mol.L™". Le volume de la
solution finale est ajusté de fagon & obtenir un tampon contenant 0,1 mol.L™ de NaCl.

L alginate est mis en solution dans le tampon MES de fagon & obtenir une solution & 25 g.L™.
L’ agitation est maintenue pendant 24 heures puis la solution est stockée une nuit au
réfrigérateur au repos afin d’éliminer les bulles d’air.

L’agent de couplage (EDC: 1-[3-(dimethylethylamino)propyl]-3-ethylcarbodiimide
hydrochloride (Aldrich) ) permettant d’initier la réaction est mis en solution dans le tampon
MES.

De la méme fagon, les solutions de NHS (N-hydroxysuccinimide (Sigma)) et de AAD (Adipic
Acid Dihydrate (Sigma)) sont préparées par dissolution des poudres dans le tampon MES.

11.2.b Protocole de synthése

CO0- Na+

AAD NH—R
o=C
NH—R

g ﬁ—N H—R—NH ——Cvv

! !

Alginate réticulé

Figure 36 : Schéma réactionnel du greffage chimique d’un gel d’alginate.

A une masse connue de la solution d’alginate & 25 g.L™ sont ajoutés des volumes connus de la
solution de NHS puis d’EDC selon la stoechiométrie une mole de NHS pour 2 moles de
COO- et une mole d’EDC par mole de COO-. Ce mélange est agité pendant 30 minutes.

Un volume exactement connu de la solution d’AAD est ajouté selon le taux de réticulation
visé (théorique car le dosage du taux de réticulation n’a pas pu étre mis au point) et le
mélange est complété avec du tampon MES de sorte a obtenir une concentration finale en
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alginate de 17 g.L™. La durée de réaction est de 48 heures pour les films et de 72 heures pour
les cylindres.
Les gels obtenus sont rincés au tampon MES (4 fois en 48 heures).

Pour le cas particulier ou une géométrie sous forme de billes est visée, les billes seront
préalablement formées par réticulation physique dans une solution calcique. La réticulation
chimique sera donc conduite sur des billes déja formées et conduira a la formation de gels
mixtes. Un lavage final par une solution de citrate permettra, ensuite, d’éliminer au besoin les
jonctions physiques permettant ainsi I’obtention de billes de gels chimiques.

Dans les autres mises en formes, a I’issue de la réticulation chimique, le gel chimique est mis
en contact, pendant au moins 48 heures avec une solution calcique (NaCl 0,1 mol.L™, CaCl,
0,1 mol.L™).
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B/ Caractéerisation du systeme

La caractérisation du systéeme expérimental est une étape clé de ce travail étant donné qu’un
de nos objectifs est I’établissement de relations entre propriétés diffusionnelles et de partage
et parametres structuraux du systéme alginate de calcium/pullulane.

Dans cette optique, nous avons accordé une importance toute particuliére a la caractérisation
de notre systéme dans le but, notamment, d’estimer la taille de la maille du réseau de gel (€).
Les différentes méthodes d’acces ont été recensées, mais aucune n’a pu fournir de résultats
entierement satisfaisants, nous contraignant, comme I’ensemble des auteurs de la littérature
travaillant sur ces systemes, a utiliser des parameétres accessibles tels que la fraction
volumique en polymere et a formuler des hypothéses quant a la structure supposée du gel.
Dans cette partie, les efforts de caractérisation du soluté et du gel mis en ceuvre seront
présentés. Les limites des méthodes a disposition seront soulignées, notamment en ce qui
concerne le gel.

|. L alginate de sodium

Cette premiére série de caractérisation concerne le produit de départ utilisé dans la mise en
forme des gels et non directement le gel. Elle servira notamment a s’assurer que I’alginate
utilisé peut étre comparé aux données de la littérature dans le domaine et a nous permettre, en
cas de similarité, d’exploiter les mesures de certains auteurs dans cette étude.

1.1 Taux d’humidité

Une masse connue d’alginate est placée dans une étuve a 80°C pendant 24 heures. Apres
retour a la température ambiante, I’alginate sec est pesé et le pourcentage d’humidité peut étre
calculé.

Le pourcentage d’humidité de I’alginate utilisé a été mesuré par extrait sec et estimé a environ
9%. La connaissance du taux d’humidité permet de corriger les masses d’alginate pesées lors
de la préparation des solutions servant a la préparation des gels. Les concentrations seront, par
la suite, exprimées en masse d’alginate sec par masse de solution.

1.2 Mesure, par diffusion de la lumiére multiangle, de la masse molaire de I’alginate

La détermination de la masse molaire de I’alginate peut étre reéalisée par differentes
techniques. Par chromatographie d’exclusion stérique (SEC), des informations sur la
distribution des masses molaires peuvent étre obtenues mais cette technique requiert
I’utilisation d’étalons tels que le pullulane ou le dextrane [Ci et al., 1999]. L’électrophorese
capillaire a également été utilisée [Stefansson, 1999]. Cependant, la méthode la plus
fréquemment utilisée a I’heure actuelle est I’association de la chromatographie d’exclusion
stérique (SEC) a la diffusion de la lumiere multiangle (MALLS), notée SEC-MALLS. Elle
donne accés aux masses molaires moyennes en nombre M, et en masse M,, ainsi qu’aux
profils de distribution pour les polymeres polymoléculaires, sans qu’il soit necessaire
d’effectuer un étalonnage préliminaire. Les fondements théoriques a la base de cette méthode
sont présentés Annexe 1.1
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1.2.a Appareillage

Le diffusiométre laser multiangle (MALLS pour Multi Angle Laser Light Scattering) est
associé a une série de colonnes chromatographiques d’exclusion stérique.

Figure 37 : Diffusiométre Laser Multi-Angle (MALLS).

Le systéme de chromatographie d’exclusion stérique est constitué d’une pompe Waters 590,
d’un dégazeur (Degazys DG 1310, Uniflow), d’une boucle d’injection (200 pL) et d’une série
de colonnes PL aquagel (Polymer Laboratories) avec une pré-colonne de méme type.

A la sortie des colonnes, le photodiffusiométre (Wyatt Technology Corporation) termine le
montage (Figure 37). La longueur d’onde du laser est fixée a 690 nm (par le constructeur) et
trois photodiodes mesurent I’intensité de la lumiere diffusée a 45, 90 et 140°. Un détecteur
d’indice de réfraction de marque Waters permet une double détection.

1.2.b Protocole expérimental

Le poids sec des échantillons ayant été déterminé, des solutions de concentration précise
peuvent &tre préparées. L’éluant NaNO; 0,1 mol.L™ est préparé avec de I’eau milliQ (systéme
de filtration Millipore) puis filtré sur membrane Millipore de 0,1 um. Il a été vérifié dans des
études préalables que les polymeres éetaient élués de fagcon quantitative. Le débit de la pompe
est fixé & 0,7 mL.min™ et 24 heures sont nécessaires pour que le systéme soit & I’équilibre.
Les solutions de polymere sont prépareées la veille de fagon a obtenir une complete
dissolution, & une concentration de 1 g.L™". Elles sont filtrées avant injection sur des filtres
Millex GS (Millipore) de 0,22 um. Chaque solution est injectée deux fois.

L’ alginate de sodium utilisé dans cette étude a été fourni par la société SIGMA (Alginic Acid,
Sodium Salt, Medium Viscosity). Cet alginate est issu de I’algue Macrocystis pyrifera et
appartient aux lots 111K0005 et 50K0180. Une analyse par chromatographie d’exclusion
stérique couplée a la diffusion de lumiére aux petits angles fournit des masses molaires
moyennes en masse de 300 000 g.mol™ et 240 000 g.mol™, respectivement. Les alginates,
sujets a des dégradations bactériennes [Draget, 2000], ont été analysés plusieurs fois au cours
de ce travail afin de s’assurer que la masse moléculaire n’avait pas diminué au cours du
temps. Aucune dégradation n’a été détectée.
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1.3 Caractérisation structurale par dichroisme circulaire

Les fondements théoriques de la méthode sont rappelés Annexe I1.2.

1.3.a Matériel et conditions expérimentales

Les mesures de dichroisme circulaire ont été réalisées sur dichrographe CD6™ (Jobin Yvon
Optics & Spectroscopy) au Laboratoire de maturation des ARN et Enzymologie Moléculaire
de I’Université Henri Poincaré de Nancy.

Les solutions d’alginate ont été préparées dans de I’eau ultra-pure (milliQ, systeme de
filtration Millipore).

Les mesures ont été réalisées a température ambiante, en faisant varier la longueur d’onde de
190 a 300 nm par pas de 2 nm, pour un temps d’intégration de 0,2 s. Pour chaque solution,
nous avons effectué 5 spectres. Le spectre utilisé pour les calculs est la résultante de la
moyenne de ces 5 enregistrements. De méme, nous avons mesuré le spectre de I’eau dont le

spectre moyen sera retranché a celui de la solution d’alginate. Cette opération permet
d’obtenir le spectre de I’alginate seul (Figure 39).

1.3.b Application au lot d’alginate utilisé dans cette étude

A

woof /|

200

~2000

Figure 38 : Spectres de dichroisme circulaire de blocs poly-guluroniques (— —) de blocs poly-
mannuroniques (- - -) et d’un alginate de composition M/G=29/71 (- . - . -) dans I’eau [Morris, 1980]

D’apres les travaux de Morris et al., il est possible d’interpréter les spectres de dichroisme
circulaire des alginates en terme de rapport M/G. Pour ce faire, il convient de mesurer (voir
Figure 38) la hauteur du pic positif (notée p) situé a 200 nm et celle du pic négatif situé vers
212 nm (noté t). La Figure 39 donne le spectre de dichroisme circulaire de I’alginate utilisé
dans le cadre de cette étude. Connaissant le rapport p/t, il est possible de remonter au rapport



These MAZENS D., 2005 Chapitre 1l Page 60

M/G grace aux courbes de corrélation proposées par ces auteurs. La courbe de corrélation
utilisée est représentée Figure 40.
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Figure 39 : Spectre de dichroisme circulaire de I’alginate étudié
(t=-0,00040892 p=-0,00029537 p/t=0,72).
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Figure 40 : Courbes de corrélation [Morris, 1980].

Dans notre cas p/t=0,72 et les courbes de corrélation permettent d’estimer M/G a 1,45.
L alginate de sodium utilisé est donc composé de 59% de résidus 3-D mannuroniques et de 41
% de motifs a-L guluroniques. Il s’agit de pourcentages conformes a ceux rencontrés pour
des alginates d’origine Macrocystis pyrifera.

1.4 Caractérisation par RMN 'H aprés dépolymérisation enzymatique partielle
Cette étude a éte realisee au Centre de Recherche sur les Macromolécules Végétales

(CERMAYV) de I’Université Joseph Fourier a Grenoble, grace a la collaboration de M. Alain
Heyraud, directeur de recherche dans I’équipe Structure et Fonction des Polysaccharides.
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1.4.a Hydrolyse enzymatique

Par dégradation enzymatique des alginates, il est possible de caractériser plus précisément
leur structure et, notamment, de remonter a des informations concernant la longueur des blocs
mannuroniques (MM), guluroniques (GG) et alternés (MG).

La lyase poly B-D-mannuronate, spécifique des liaisons B-D-mannuroniques des blocs (MM),
fournit des oligosaccharides (DP 2 a 4). Les blocs guluroniques ne sont pas dégrades.

1.4.b Résonance magnétique nucléaire (R.M.N.)

La résonance magnetique du proton permet de déterminer la séquence et la composition en
acides uroniques des alginates. Le rapport mannuronate/guluronate (M/G) est obtenu a partir
des intensités des signaux des protons anomeres [Grasdalen et al., 1979]. En travaillant a haut
champ (300MHz ou 400mHz), il est méme possible d’obtenir des informations sur les triplets
centrés guluronates et sur les doublets GG [Bouffar- Roupe, 1989].

Les travaux de these de Bouffar-Roupe ont permis, grace a la RMN du proton et du carbone
sur les oligomeres modeles, de mettre en évidence les signaux caractéristiques de ces
enchainements.

1.4.c Application au lot d’alginate utilisé dans cette étude

L’étude conduite sur I’alginate utilisé dans nos travaux conduit a un rapport M/G de I’ordre de
1,80 ou 1,85 soit 65 % de résidus B-D mannuroniques et 35 % de motifs a-L guluroniques
(résultats proches de ceux obtenus par dichroisme) avec environ 50% des unités guluronates
liées a une unité mannuronate.

Ceci est en accord avec une structure constituée de blocs M, entre lesquels s’intercalent des
zones ou se succedent des alternances M-G et des domaines G-G relativement courts (3 a 5
unités). Par conséquent, I’alginate utilisé posséde environ 20 % de motifs M-G, 20 % de
motifs G-G et 60% de M-M. Si on considére des domaines G-G de I’ordre de 3 a 5 unités,
ceci correspond a 5% de pontages. On se trouve donc dans une configuration avec de longs
segments élastiques et un réseau ouvert comme ceux représentés au Chapitre | figure 10. Le
maillage du réseau de gel est donc directement lié a I’enchevétrement des chaines de
polymere, a I’image de I’enchevétrement dans les solutions de concentration supérieure a C*.

En outre, ces methodes (RMN, dichroisme) permettent de vérifier que le lot d’alginate de
calcium utilisé est conforme a ceux rencontrés dans la littérature. Ainsi, certains parametres
relatifs a I’alginate et proposés par des auteurs pourront étre exploités également dans notre
cas.
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I1. Les gels d’alginate

Un des objectifs de notre travail était de proposer, dans cette partie, des élements de
caractérisation fins de la matrice gel dans le but de les relier, dans un second temps, aux
parameétres de diffusion mesurés en vue de I’établissement de relations propriétés structures.
En d’autres termes, il s’agissait de déterminer &, le paramétre de maille du réseau ou rp dans
le cas d’une approche de type milieu poreux.

I1.1 Préambule : détermination de &ou rp : mythe ou realité ?

Cet objectif est lié a un constat d’échec de la littérature a I’heure actuelle a pouvoir décrire
avec précision les gels tels que I’alginate de calcium. Un bilan des approches théoriques de la
littérature peut étre proposé, traduisant la multitude des approches et la dispersion des valeurs
obtenues pour un méme type de gel.

Quelques-unes de ces valeurs sont représentées Figure 41 et permettent de démontrer que des
variations importantes sont rencontrées pour un méme type de gel. Cette variabilité est
d’autant plus grande lorsque I’on compare différents types de gels. En d’autres termes, il
apparait difficile, si ce n’est impossible, de corréler a priori fraction volumique et grandeur
caractéristique du réseau, avec les modéles de la littérature.

1

Henninck, 1996 (hydrogels de dextrane)
e - Park, 1990 (gels de PA)

. A Haggerty, 1988 (gels de PA)
100 o i ® White et Dorion, 1961 (gels de PA)
3 Krajewska et Olech, 1996 (membrane de chitosane)
4 — - — De Gennes (1979) solutions concentrées

--+- - De Gennes (1979) solutions diluées
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Figure 41 : Relation entre taille des mailles du réseau ou des pores et fraction volumique en polymere dans
le gel : données de la littérature.

e Haggerty et al. (1988) ont estimé le parametre de maille de leur gel a partir de
mesures du module élastique grace a la relation :

G'N o’
- A 1.1
& ( = vo/vg] (1.1)

avec Na, le nombre d’Avogadro,
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G’, le module élastique mesuré,
R, la constante des gaz parfaits,
Vo/Vy est un facteur correctif faisant intervenir le rapport des volumes de gel gonflé ou non.

e White et Dorion [White, 1961] ont estimé ce rayon de pore via des mesures de
perméabilité. Dans un premier temps, le coefficient de trainée de Faxen (Fx) est déterminé a
partir des coefficients de diffusion du soluté dans le gel (D) et dans I’eau pure (Do), de la
fraction volumique en eau (1-®p) et d’un facteur de tortuosité (h) :

D:M (11.2)

Fx peut étre corrélé au rayon de pore du gel (rp) par I’intermédiaire du rayon du soluté (rs) :

3 5
F,=1-2104] = |+2,00 &= | —095( s (11.3)
rp rp rp

Ces auteurs ont supposé un facteur de tortuosité de 1. Par minimisation des écarts entre D
donné par la relation et la valeur expérimentale, un rayon de pore (Figure 42) issu
d’ajustement a été estimé par ces auteurs.

Figure 42 : Représentation schématique du gel « poreux ».

e La corrélation de Park et al. (1990) [Park, 1990] est obtenue grace a la mesure de
coefficients de diffusion collective (D.) par spectroscopie a corrélation de photons (PCS). Ces
auteurs indiquent qu’il a, en effet, été montré que ce coefficient de diffusion était en
correspondance avec la formule de Stokes-Einstein :

_ kBT
© b

(11.4)

Le parametre & (Figure 43) est ainsi obtenu expérimentalement. Cette estimation de & (donné
en A) est corrélée a la concentration en polymére (g.mL™) dans le gel et fournit la relation :

£=12,6C 0% (11.5)

polymere

LT

Figure 43 : Représentation schématique du gel « réseau fibreux »faisant apparaitre le parametre de maille

E.
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e Henninck et al. ont estimé le paramétre de maille a partir de la théorie de Flory-
Rehner en utilisant des mesures de gonflement et les équations suivantes :

- o

ol /T, est la distance entre deux points de jonctions du gel et ®p la fraction volumique en

polymere a I’équilibre de gonflement. \/F?dépend de la masse moléculaire entre deux points
de réticulation M :

£=0,071(0,) % /M, (I.7)
Finalement, M. peut étre calculée en utilisant la relation de Peppas et Merrill (1976) :

12 (pvin@-o,)+v,, + 50,7 (11.8)

M. M, o, 1(o,
UZ,I’ T Al T
UZ,r 2 UZ,r

M, est la masse moléculaire moyenne en nombre du polymere avant réticulation,

v est le volume spécifique du polymere,

V1 est le volume molaire du solvant,

x, est le paramétre d’interaction de Flory polymére/solvant,

vy et @, sont les fractions volumiques en polymeére avant (immédiatement aprés

réticulation) et aprés gonflement.

Hennink et al. ont commenté les valeurs de taille de maille obtenues par cette approche et ont
conclu que celles-ci étaient trés certainement sous-estimées. Cette approche repose en effet
sur un certain nombre d’hypothéses qui peuvent I’éloigner de la réalité physique de nombre
de gels. Par exemple, elle suppose une fonctionalité de 4 pour I’ensemble des points de
réticulation (Figure 44).

Figure 44 : Représentation du réseau avec une fonctionnalité de 4.

e Krajewska et Olech (1996) ont utilisé I’équation de Renkin, sugposant un gel poreux
(Figure 42) et utilisant le ratio du coefficient de perméabilité (P en cm?.s™) au coefficient de
diffusion dans la solution (D en cm?.s™) et n le nombre de pore par A? de membrane:

g:mrpzf(q) (11.9)
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avec .
f (@ - (-0 (-2105+ 2,0870° ~1.7070° +0.7260°) (11.10)
1-0,759¢°
ou
i
a="_" (11.12)

i

Dans cette approche, le gel est supposé constitué de pores de taille identique dans lesquels
diffuse le soluté.

e Le modele de « blob » développé par de Gennes permet de quantifier le taux de
gonflement d’une chaine de polymere. D’aprés de Gennes, pour des solutions de polymeére
semi-diluées, caractérisées par des fractions volumiques ®p < 0,01 , on peut relier & a ®p
selon :

Erd, (11.12)

Des travaux tendent a démontrer que cette relation s’applique aux gels fortement gonflés
[Canal et Peppas, 1989].

Aux fortes concentrations en polymere, cette loi d’échelle devient :
Erd, (1.13)

Par conséquent, notre objectif d’associer a une fraction volumique en polymeére dans le gel,
une taille de maille, semble difficile. La figure 10 montre bien que suivant la méthode
employeée des écarts de plusieurs décades sont répertoriés. En outre, ces différentes approches
utilisent des visions tres différentes du gel et des hypotheses simplificatrices fortes quant a sa
structure conduisent a penser que la confrontation des modeéles a la réalité est difficile pour
certains gels. Conscients de la difficulté de la caracterisation, nous avons toutefois abordé
cette problématique expérimentale en répertoriant et en testant, lorsque cela était possible, les
diverses méthodes a notre disposition. Les résultats de cette caractérisation sont présentés
dans cette partie méme s’ils ont conduit seulement a une vision qualitative de la matrice.

11.2 Mesure de la taille des billes, reproductibilité

La taille des billes utilisées pour les études de cinetique de diffusion est un parameétre
d’importance pour une détermination précise des parameétres de transport, notamment. La
mesure de taille a été, dans un premier temps, conduite a I’aide d’un microscope optique
équipé d’une regle graduée sur un échantillon représentatif de billes. La précision de la
méthode de mise en ceuvre est estimée par I’écart type (Figure 45).
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Figure 45 : Répartition de la taille des billes formées par goutte a goutte dans une solution calcique.

Afin de compléter ces mesures, une étude d’analyse d’image de cliches représentant un
échantillon de 20 g de billes a €té entreprise pour trois concentrations en polymeére dans le gel.

11.3 Fraction volumique en polymere dans le gel

Lors de chaque mise en forme de gels d’alginate, le taux de gonflement 6 (sans unité) est
mesuré de facon a avoir acces a la fraction massique en polymere dans les gels. Il est défini de
la facon suivante :

0 _ mfin de gélation (“ 14)
minitiale

Ou:

Méin de gélation : Masse des 50 billes en fin de gélation.

Minitiate - Masse de la solution d’alginate utilisée pour former 50 billes.

Chaque mesure est conduite trois fois et les résultats présentés correspondent a la valeur
moyenne. Ce taux de gonflement permet de calculer la fraction massique ¢, (g d’alginate.(g
de gel)™) de polymére dans le gel, connaissant la concentration de la solution d’alginate de
sodium de départ (notée [AA] en g.g™):

[AA] (11.15)

="y

Dans la plupart des modeles, la proportion de polymere dans le gel est exprimée par la
fraction volumique @ (cm®.cm™). Celle-ci est accessible par la connaissance du volume
spécifique de I’alginate de calcium, v = 0,6 cm®/g [Amsden, 1998] et en supposant la masse
volumique du gel d’alginate de calcium égale a celle de I’eau:

D, =vp, (11.16)
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11.4 Evaluation de I’hétérogénéité des gels cylindriques

La mise en forme des gels s’accompagne le plus souvent de I’apparition de zones hétérogenes.
Bien visibles, dans le cas de piéces massiques comme les cylindres ou un canal apparait
parfois au centre, cette hétérogénéité est plus difficile a estimer pour les objets de faible
volume. Afin d’évaluer I'importance des hétérogénéités de concentration des gels, des
mesures d’extrait sec de cylindres concentriques découpés a partir des cylindres mis en forme
ont été conduites. Chaque histogramme correspond a un cylindre ou a la portion de gel entre
deux cylindres sur lequel a été effectué I’extrait sec (Figure 46).
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Figure 46 : Evolution de la concentration en polymeére en fonction du rayon dans le cas d’un cylindre
centimétrique.

Ces essais tendent a mettre en évidence I’existence d’un gradient de concentration en
polymere du centre a la périphérie des cylindres. Ce type d’hétérogéneité affectera surtout les
objets de taille conséquente et on peut supposer que les billes de taille millimétrique
présenteront une concentration a peu prés constante suivant la distance a leur centre. Par
ailleurs, cette méthode via la mesure des extraits secs en différents points n’est pas réalisable
pour de plus petits objets. Des essais de microscopie pourraient étre envisagés afin de
quantifier ces disparités de concentration dans le cas des billes. Une méthode optimale
permettant d’évaluer le profil de concentration a été proposée par Thu et al [Thu, 1997]. Ces
auteurs ont obtenu une cartographie (Figure 47) de la concentration en calcium dans le gel par
SRIXE (synchrotron-radiation induced X-ray emission).
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Figure 47 : Résultats des clichés SRIXE [Thu et al., 1997] de billes d’alginate mises en forme dans une
solution 100mM de Ca** (a) et dans une solution de Na* (75mM) et Ca?* (20mM) (b).

Les résultats présentés par ces auteurs démontrent, par une cartographie des ions calcium dans
les billes de gel, la présence d’hétérogénéités de concentration lorsque les conditions de
préparations ne sont pas optimisées. En effet, lorsque les ions calcium diffusent au sein de la
goutte de solution d’alginate de sodium, le pontage rapide du Ca®* formant le réseau provoque
I’établissement d’un front de gélification qui évolue depuis la périphérie vers le cceur de la
bille tandis que les chaines d’alginate progressent en sens inverse, générant une zone de
déplétion au cceur de la bille. Globalement, le gradient de concentration en polymere dans la
bille résulte donc de la différence entre les vitesses de diffusion des chaines et des ions Ca?*.
Cependant, une formulation adéquate permet de limiter les hétérogénéités de la matrice.
L utilisation dalginate de haut poids moléculaire, avec des concentrations élevées en Ca®*
impliqués dans la gélification et I’ajout d’ions Na® non impliqués dans la gélification
permettent de limiter la migration des chaines d’alginate vers la périphérie des billes.

11.5 Rheéologie de gels d’alginate de calcium

Cette étude rhéologique sommaire a été entreprise dans le but de recueillir deux types
d’informations liées a la taille des mailles du réseau et a la comparaison des temps
caractéristiques de diffusion et de relaxation du réseau. Ce dernier point est particuliérement
important étant donné que, dans la plupart des modéles, le réseau est considéré comme
statique. La vérification expérimentale via la détermination des temps caractéristiques du
réseau est donc particulierement intéressante a ce titre. Cependant, les résultats obtenus se
sont avérés qualitatifs : il est possible de faire un classement relatif des gels, les uns par
rapport aux autres mais en déduire une valeur de taille de maille ou de temps caractéristique
reste illusoire.

I11.5.a Objectifs de I’étude rhéologique

Pour les longues chaines, le module élastique G’ est indépendant de la longueur des chaines
de polymeres. Par conséquent, pour des chaines flexibles, G’ mesure essentiellement le
nombre de points d’enchevétrement du réseau transitoire. Le module est souvent exprimé en
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fonction de I’intervalle moyen entre deux points d’enchevétrement par unité de volume le

long d’une chaine N, de la température T et de la concentration C. Cette expression [De

Gennes, 1979] traduit bien la relation existant entre module élastique et nombre de points
d’enchevétrement :

, CT

G'=—— (11.17)

Dans le cas d’une solution semi-diluée, De Gennes propose une relation entre G’ et une taille

de maille du réseau notee & :
G'=

N (11.18)

Par conséquent, pour un volume donné de gel, un taux de réticulation croissant peut étre
associé a une taille de maille plus faible et un module accru. Si on est capable, pour un gel
bien connu, de mesurer N et G’, alors on doit pouvoir, en théorie, en déduire un parametre
caractéristique du maillage du réseau.

Des modeles permettent (voir relation 11.8), par ailleurs, de calculer une longueur moyenne M,
entre des nceuds de réticulations chimiques & partir d’une étude du taux de gonflement (Flory
et Rehner (1943) modifié par Peppas et Merrill (1976)).

Cette expression se réduit & I’expression de Flory et Rehner lorsque v,,=1, c’est-a-dire quand
les réticulations sont introduites a I’état solide.

Par contre, il n’existe pas d’expression permettant de déduire N, dans le cas de gels
physiques. C’est une des raisons pour laquelle nous avions envisage la synthése de gels
chimiques d’alginate. En effet, leur gélification permet souvent un dosage du taux de
réticulation qui devrait permettre d’accéder a la taille des mailles du réseau avec la
méthodologie décrite.

Le second objectif de cette étude est la détermination de temps caractéristiques de relaxation
du réseau. En effet, comme nous I’avons évoqué dans le paragraphe dédié a la diffusion non-
fickienne, la comparaison des temps de diffusion et de relaxation du réseau fournit des
informations de choix dans la compréhension des mécanismes de transport mis en jeu. En
outre, la plupart des modeles supposant le réseau comme statique, il était intéressant de
verifier la validité de cette hypothese.

11.5.b Dispositif expérimental

Une difficulté largement rencontrée lors de I’étude des propriétés de gels forts par rhéologie
est le glissement de ceux-ci sur le plan du rhéometre. Afin de remédier a ce probleme,
plusieurs options sont fréquemment envisagées. Les plateaux du rhéomeétre peuvent étre
recouverts de papier de verre afin d’accroitre la rugosité de ceux-ci et de maintenir le gel.
Cette solution s’avere souvent insuffisante et présente I’inconvénient de modifier I’état
d’humidité du gel dont le solvant risque d’étre absorbé par le papier.

Une autre possibilité consiste a strier les plateaux du rhéomeétre. Ceci résout les problemes
d’absorption du solvant mais les asperités des plateaux ne sont pas suffisantes dans le cas de
nos gels.
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Nous avons donc envisagé une nouvelle méthode, a notre connaissance jamais rapportée a ce
jour. Les plateaux de rhéometre ont été munis de fines aiguilles de 2 mm de longueur
disposées régulierement sur chacun des plateaux (Figure 48). En outre, le plateau inférieur
présente une geometrie particuliére en forme de récipient avec des rebords permettant de
couler du solvant autour du gel et de limiter I’évaporation du solvant contenu dans le gel.

Figure 48 : Plan d’un plateau de rhéomeétre avec position des aiguilles (Pascal Beaurain, Atelier LSGC).

11.5.c Conduite des essais

Les gels utilisés dans I’étude rhéologique sont des films ou des découpes de cylindres
d’alginate de calcium.

De la sorte, deux types d’essais ont été conduits afin de satisfaire chacun de nos objectifs.
Dans un premier temps, la mesure des modules élastiques a pu étre réalisée. Des exemples de
rhéogrammes sont présentés Figure 49.
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Figure 49 : Rhéogrammes de deux gels physiques d’alginate de calcium de fraction volumique en
polymere différentes.

Notre premier objectif était la détermination de &. Cependant, comme nous I’avons précisé au
début de ce chapitre, le dosage du taux de réticulation du gel chimique n’a pas été possible.
Ne connaissant pas N, il est impossible d’estimer la taille des mailles du réseau via la relation
de Peppas, bien que nous ayons résolu le probléme de la mesure du module élastique des gels
(cf. Figure 49). Nous vérifions, par contre, que le module élastique est accru avec le taux de
réticulation supposé dans le cas des gels chimiques et avec la fraction en polymére dans le cas
de gels physiques, ce qui confirme la potentialité de la démarche sur des gels modéles plus
simples que les alginates.

Haggety et al. [Haggerty, 1988] proposent une autre relation permettant d’estimer & a partir
du module élastique et du gonflement du gel (équation 11.1).

L application numérique a notre systeme (gels physiques) donne des rayons de pores de 17
nm et 7 nm pour les gels de fraction volumique ®p de 0,0108 et 0,0276, respectivement.

Afin d’accéder aux temps de relaxation, des essais de relaxation ont été conduits sur différents
gels. L allure générale des courbes obtenues est présentée a la Figure 50.
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Figure 50 : Courbe de relaxation pour un gel physique d’alginate de calcium a 0,0276.

En ce qui concerne les temps caractéristiques de relaxation, la conclusion est tout aussi
décevante. Les courbes de relaxation ne montrent pas d’épaulements synonymes de temps
caractéristiques marques (cf. Figure 50). La modélisation de la relaxation reste possible par
des exponentielles étendues. Mais, rapprocher les temps caractéristiques de modélisation a des
grandeurs physiques du systeme est impossible. Ces temps n’ont d’autre valeur que celle de
grandeurs d’ajustement.

11.6 Microscopie électronique a balayage

Afin de visualiser la structure des billes d’alginate, des essais ont été conduits en microscopie
électronique a balayage. Cette méthode requiert cependant un traitement préalable de cryo-
lyophilisation de I’échantillon de gel afin de figer sa structure et d’obtenir un produit sec. Le
gel est congelé dans I’azote liquide puis, lyophilisé pendant au moins 48 heures. Le protocole
de congélation est I’étape critique de la méthode. Des études conduites sur des systémes
similaires [Shapiro et Cohen, 1997 ; Chung et al., 2002] ont démontré que son protocole et
notamment le gradient thermique appliqué conduisent a des structures trés différentes. Deux
types de régimes de congélation sont ainsi décrits : le premier, rapide, utilisant de I’azote
liquide conduit a des pores de faible taille, tandis que le second, plus long, utilisant un
congélateur a —20°C forme des pores plus larges. Ces différences sont expliquées par la
différence de transfert thermique. La taille des pores étant contr6lée par la taille des cristaux
de glace formés, il vient que, plus la congélation se fait rapidement, plus les cristaux sont
petits et la porosite fine.

La Figure 51 présente les résultats obtenus par Chung et al., sur des éponges composées de
mélanges alginate/chitosane ayant subi des protocoles de congélation différents.
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Figure 51 : Eponges de mélanges alginate/chitosane ayant subi des congélations & différentes
températures : (a) —20°C, (b) —=70°C, (c) azote liquide [Chung et al., 1997].

Ces travaux incitent, par conséquent, a la plus grande prudence quant aux conclusions
formulées suite a des observations par MEB. Ces observations ne peuvent, en aucun cas, étre
considérées comme représentatives de la structure du gel a I’état humide étant donné les
perturbations générées par le protocole de préparation des échantillons. Il est cependant
intéressant de préciser qu’une structure poreuse homogene est obtenue dans le cas d’une
congélation a I’azote liquide contrairement aux autres protocoles présentés. Dans nos
observations microscopiques (Figure 52), la structure observée traduit des tailles de pores
variables et du méme ordre de grandeur que les essais de Chung et al. pour un procédé de
congélation équivalent. Cependant, connaissant les perturbations subies par le gel pendant sa
préparation, il est impossible de relier I’ordre de grandeur des pores observé a un rayon de
pore en phase humide.

- | v ) ; i
Figure 52 : Observation par microscopie électronique a balayage de nos billes d’alginate de calcium
lyophilisées aprés congélation dans I’azote liquide.

Une autre technique microscopique aurait pu étre envisagée. La microscopie électronique a
transmission (TEM) a, en effet, souvent été mise a profit dans la description d’arrangements
moléculaires tels que les micelles de tensio-actifs, ou méme les gels. Cependant, le probléme
de la préparation des échantillons reste entier: on ne peut s’affranchir des perturbations
infligées au gel lors de celle-ci. Le protocole habituel [Walkenstrom et al., 2003] requiert une
étape de déshydratation du gel dans une série de solutions d’éthanol de concentration
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croissante. L’éthanol, qui modifie certainement le degré de gonflement du gel, est ensuite
remplacé par une résine époxy qui polymérise a 60°C. Finalement, les billes ainsi préparées
sont sectionnées au microtome en fines lamelles de 70 nm environ avant d’étre colorées a
I’acide périodique, thiosemicarbazide et silver-proteinate (PA-TSC-SP).

Figure 53 : Clichés TEM réalisés sur des gels de mélanges Alginate/pectine a 1,5% en masse, & 20°C et
pour trois grossissements différents [Walkenstrom et al., 2003].

On voit qu’il apparait, malgré le protocole de préparation complexe, difficile de déduire de
ces clichés un ordre de grandeur de la taille des mailles du réseau, tout du moins pour I’usage
que I’on souhaite en faire. Ces clichés fort utiles pour estimer, par exemple, les effets d’une
formulation, sur la structure globale restent difficilement exploitables a des fins de
caractérisation fine des gels. Et, I’inconvénient majeur de la méthode est lié a la préparation
de I’échantillon dont on peut craindre qu’elle modifie quelque peu la structure du réseau.
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[11. Le pullulane

Le choix du soluté utilisé dans cette étude constitue un enjeu d’importance car celui-ci doit
répondre a plusieurs attentes. Le pullulane a été choisi car il présente, sous sa forme
commerciale, une monomolécularité suffisante. 1l est disponible sous forme de kits de
calibration (Polymer Laboratories) mettant a disposition une large gamme de masses
moléculaires (de 780 & 788000 g.mol™). Enfin, I’utilisation de polymeéres issus de la méme
famille d’homologues permet de maintenir constantes les interactions entre soluté et matrice
gel. Ces caractéristiques font du pullulane un soluté de choix pour I’étude de cinétiques de
diffusion en fonction des parametres structuraux du systéme. En outre, le pullulane est un
polysaccharide neutre dont la structure ne sera pas influencée par les variations de force
ionique du milieu et, sa nature polysaccharidique, tout comme I’alginate, permet d’éviter des
interactions soluté/matrice.

111.1 Masse moléculaire

Les masses moléculaires utilisées dans les calculs sont celles données par le certificat du
fournisseur (Tableau 3). Elles ont été veérifiees pour certains pullulanes de la série par
chromatographie d’exclusion stérique couplée a la diffusion de la lumiére aux petits angles
(SEC-MALLS). Cette méthode est décrite en détail dans la partie 1.2 de ce chapitre.

My (g.mol™) Indice de polymolécularité
788000 1.23
404000 1.13
212000 1.13
112000 1.12
47300 1.06
22800 1.07
11800 1.10
5900 1.09
Tableau 3 : Données du fournisseur utilisées dans les calculs : masse moléculaire et polymolécularité
associee.

Mw(g/mol)  My(g/mol)  Indice de polymolécularité
Fournisseur SEC-MALLS

212000 203 800 1,0
205 200 1,0
404000 406 100 1,0
410 200 1,0
788000 722700 1,0
724 300 1,0

Tableau 4 : Veérifications par SEC-MALLS de la masse moléculaire et de I’indice de polymoléculariteé.

Le pullulane P788 présente, d’apres le fournisseur (Tableau 3) une moins bonne
isomolécularité que les autres polysaccharides de la série. A ce titre, nous avons effectué une
verification de son indice de polydispersité (Tableau 4). Les résultats expérimentaux donnent
un indice conforme a nos attentes (proche de I’unité). Cependant, les résultats obtenus
pourront étre discutés, en tenant compte de cette particularite, dans la partie traitant du partage
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et de la diffusion des solutés. Nous retiendrons les données fournisseurs comme base de nos
calculs.

I11.2 Mesure du rayon du soluté

111.2.a Rayon hydrodynamique et rayon de giration

Afin de caractériser la taille de macromolécules en solution, plusieurs rayons peuvent étre
définis. Les modeles de partition et de diffusion n’utilisent pas, de fagon systématique, un seul
de ces rayons, les théories a la base de ces modéles reposant sur des descriptions variables du
soluté. C’est pourquoi il est nécessaire de connaitre, pour I’ensemble des solutés, les valeurs
de ces deux rayons.

La définition du rayon de giration est basée sur une approche probabiliste de I’agencement
d’une chaine de polymére supposée constituée de N segments de longueur I. Ce type de
théorie n’est valable pour la description du comportement des polymeéres que dans le cas des
tres longues chaines. Il est défini comme la moyenne au carré des distances au centre de
gravité de la pelote de polymere.

Le rayon hydrodynamique ou rayon de Stokes est defini en considérant la macromolécule
comme une sphere indéformable de coefficient de friction équivalent.

111.2.b Méthode de mesure du rayon de giration

La diffusion de la lumiére multiangle permet, a partir de la réalisation d’un diagramme de
Zimm, d’accéder a la masse molaire M du soluté considéré comme isomoléculaire ainsi qu’au
second coefficient du viriel A,. Ces données permettent finalement d’accéder au rayon de
giration moyen (voir §1.2).

Dans notre cas, lorsque le rayon de giration sera requis dans la modélisation, nous utiliserons
les données fournies par Kato et al. [Kato et al., 1984] qui corrélent le rayon de giration, ry
(exprimé en nm) & la masse molaire moyenne en masse M, (en g.mol™) avec la relation :

r,=147.10%Mm,* (11.19)

Dans certains cas, des modeles requiérent deux paramétres associés au rayon de giration : la
longueur de persistance | et n le nombre de segment de longueur I du polymere considéré. Ce
parameétre parfois appelé longueur du segment de Kuhn, est accessible expérimentalement et il
est possible de calculer le nombre de segments n grace a la définition du rayon de giration :

r, :[wr | (11.20)

La plupart des auteurs s’accordent, pour le pullulane, a une longueur de persistance | de 1,6
nm [Adolphi et Kulicke, 1997 ; Muroga et al., 1987]. C’est la valeur que nous utiliserons pour
les calculs présentés dans ce travail.

Les valeurs calculées pour notre série de pullulanes sont présentées dans le Tableau 5.
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My (@.mol™)  ry(nm) n

180 0,30 1
738 0,68 2
5900 2,26 12
11800 3,38 27
22800 4,95 58
47300 7,56 134

112000 12,47 364
212000 18,05 764
405000 26,28 1619
788000 38,66 3504

Tableau 5 : Calcul du rayon de giration a partir de la relation de Kato et al. et du nombre de segments
pour une longueur de persistance de 1,6 nm.

111.2.c Méthode expérimentale de mesure des rayons hydrodynamiques

Les rayons hydrodynamiques ont été, par ailleurs, mesurés au laboratoire par I’utilisation d’un
granulometre a rétrodiffusion hautes performances (High Performance Particule Sizer ou
HPPS, Figure 54). Cette méthode convient particulierement pour la mesure des tailles de
protéines et de macromolécules en solution qui nécessite une grande sensibilité. Equipé d’un
laser hélium-néon, le HPPS dispose d’une sensibilité supérieure aux lasers a diodes qui
souffrent d’une plus grande dispersion du faisceau, d’une moindre cohérence et donc d’une
répétabilité inférieure.

Figure 54 : Granulométre a rétrodiffusion hautes performances (HPPS).

Les essais ont été conduits sur les solutions préalablement filtrées de facon a éliminer
d’éventuelles impuretés. Les pullulanes ont été dissous dans une solution saline (0,1 mol.L™
NaCl, 0,1 mol.L™* CaCl,) identique & celle dans laquelle sont réalisés nos essais. L’indice de
réfraction de la solution saline a été estimé a 1,337 [Leyendekkers et Hunter, 1977] afin de
réaliser les calculs présentés Tableau 6.
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Myw (9/mol)  ryexp (NM)

P788 788000 32,1
P404 404000 18,2
P212 212000 17,0
P112 112000 10,0

P47 47300 6,3

P22 22800 51

P11 11800 3,7

P5 5900 2,6

Tableau 6 : Données expérimentales HPPS (chacun des points correspond a la moyenne de plusieurs
essais).

40

y = 0,0225¢%5%

@& HPPS (moyenne)
+ moyenne + écart type
- movenne - écart type
FPuissance (HPPS (moyenne),
—Puissance (Kato, 1984)
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0 100000 200000 300000 400000 500000 600000 700000 800000 900000

M., (g.mol™)

Figure 55 : Comparaison entre la corrélation obtenue via mesures HPPS et celle fournie par Kato et al.
(1984).

Dans la suite de cette étude les rayons hydrodynamiques seront estimés a partir de la
corrélation fournie par Kato et al. (1984) étant donné que nos mesures sont suffisamment bien
modélisées par le modéle proposé par ces auteurs (Figure 55) :

R, =0,0225.M % (11.21)

My, (g/mol) ry (nm)

pP788 788000 26,2
P404 404000 18,5
P212 212000 13,2
P112 112000 9,5
P47 47300 6,0
P22 22800 4,2
P11 11800 2,9
PS 5900 2,1

Tableau 7 : Rayons hydrodynamiques calculés par la relation de Kato et al. et utilisés pour les calculs.

On peut noter (Tableau 7) que, pour le pullulane P788, les rayons hydrodynamiques simulés
et mesurés sont trés différents. Nous garderons, en premiére approche, comme valeur du
rayon, la valeur simulée, en vérifiant, a I’heure des discussions, que ce choix ne conduit pas a
des conclusions erronées.
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Conclusion

Dans notre approche de la problématique de la diffusion des macromolécules dans les
hydrogels d’alginate de calcium, nous avons souhaité traiter la caractérisation avec la méme
méthodologie et la méme rigueur que la détermination des parametres de diffusion. La
finalité de cette étude étant la compréhension des mécanismes de diffusion par des relations
entre propriétés diffusionnelles et structure du systéeme, nous avons voulu estimer aussi
précisément chacun des deux aspects a mettre en relation.

Cependant, les difficultés pressenties par I’examen de données de la littérature imprécises
quand il s’agit de déterminer les tailles de mailles ou les rayons de pores de matrices gels se
sont confirmées dans le cas de la caractérisation expérimentale de I’alginate de calcium.

Notre étude expérimentale de la caractérisation des hydrogels d’alginate de calcium ne nous
a pas permis de mesurer directement un parametre de maille et les modéles de la littérature
n’ont pas démontré suffisamment d’efficacité pour leur accorder un caractére prédictif strict.
Par conséquent, le gel a été caractérisé, en premiere approche, par la fraction volumique en
polymere. A ce titre, la fraction massique en polymere est estimée en supposant le volume
spécifique de I’alginate sec égal & 0,6 cm®.g™. Cette valeur de la littérature peut étre
présumée valable dans le cas de I’alginate utilisé dans cette étude car les analyses de
caractérisation de I’alginate (RMN, dichroisme...) ont montré qu’il était comparable a ceux
de la littérature.

D’autres données macroscopiques (taille des billes, homogénéité radiale, rhéologie...) ont été
compilées de facon a s’assurer de la constance des propriétés des gels mis en ceuvre et en vue
de I’obtention de données de diffusion comparables d’un lot de gel mis en forme a I’autre.

Le soluté a été plus facilement caractérisé, par I’intermédiaire des rayons de giration (rg) et
hydrodynamique (ru). rq a été déterminé expérimentalement par HPPS et comparé aux
relations de la littérature entre M,, et ry avec une bonne adéquation. Seul le pullulane de
masse moléculaire la plus élevée s’écarte de la relation proposée par Kato et al. La
particularité de ce dernier pullulane se retrouve également dans I’indice de polymolécularité
relativement élevé affecté a ce produit par le fournisseur. Le pullulane P788 fera donc I’objet
d’une attention particuliére lors de la discussion des résultats de facon a ne pas tirer de
conclusion hative le concernant.

Le rayon du soluté peut donc étre représenté par deux valeurs différentes (ry ou ry). Cette
ambiguité est palpable dans la littérature ou les deux rayons se retrouvent parfois assimilés
sous le nom de rayon de soluté rs. Cependant les deux rayons ne représentent pas la méme
réalité physique. Nous tacherons, donc, par la suite, de justifier I’utilisation de I’un ou de
I’autre. Si on considére, trés simplement que le soluté est assimilable a une sphére rigide, le
rayon de soluté sera pris égal au rayon hydrodynamique. Cette hypothése se préte
particulierement bien au cas de protéines. Par contre, pour des macromolécules telles que
celles utilisées dans cette étude, le choix est plus discutable. Cette discussion sera abordée
dans la présentation des résultats de partage et de diffusion lorsque les propriétés
diffusionnelles seront reliées a la structure du systeme.



Theése MAZENS D., 2005 Table des Figures Page 80

Table des Figures

Figure 1: Montage pour la fabrication de billes d’alginate de calcium (a) et billes d’alginate de

calcium apres gelification (10).........cooeeii i 52
Figure 2 : Protocole de mise en forme des films d’alginate de calcium. ...........ccococviriinennn. 53
Figure 3 : Protocole de mise en forme des cylindres d’alginate de calcium. .............ccccoeeveeee. 53

Figure 4 : Evolution de la fraction massique en polymere dans les billes en fonction du temps
pour trois gels d’alginate de calcium de fraction volumique comprise entre 0,0108 et

0,0276. ..ottt b et e ettt benbenbeebeereeneeneenes 54
Figure 5 : Schéma réactionnel du greffage chimique d’un gel d’alginate. ............cccccevvvrnennee. 55
Figure 6 : Diffusiometre Laser Multi-Angle (MALLS). ..o 58
Figure 7 : Spectres de dichroisme circulaire de blocs poly-guluroniques (— —) de blocs

poly-mannuroniques (- - -) et d’un alginate de composition M/G=29/71 (- . - . -) dans

788U [IMOITIS, 1980] ....eiiiiiieiieieie et bbbt 59
Figure 8: Spectre de dichroisme circulaire de I’alginate étudié

(t=-0,00040892 p=-0,00029537 P/t =0,72). cceererrurruerirrrerririesreneeeeiesie e et re e 60
Figure 9 : Courbes de corrélation [Morris, 1980]. .......ccceveiieiieieiicse e 60
Figure 10 : Relation entre taille des mailles du réseau ou des pores et fraction volumique en

polymere dans le gel : données de la ltterature. ..........ccceeeevriieiic e 62
Figure 11 : Représentation schématique du gel « POreUX ». .....cc.cevveviiierieeie e 63
Figure 12: Représentation schématique du gel «réseau fibreux »faisant apparaitre le

parametre de MAIIIE &. ..o s 63
Figure 13 : Représentation du réseau avec une fonctionnalite de 4...........cccoovevvieivccvceenne, 64
Figure 14 : Répartition de la taille des billes formées par goutte a goutte dans une solution

(o7= 1[0 o =SS SSSSSRSTSSN 66
Figure 15 : Evolution de la concentration en polymére en fonction du rayon dans le cas d’un

CYHINAre CENLIMEALIIQUE. .....eieee ettt e ae e snaenne s 67

Figure 16 : Résultats des clichés SRIXE [Thu et al., 1997] de billes d’alginate mises en forme
dans une solution 100mM de Ca®* (a) et dans une solution de Na* (75mM) et Ca®*

(20MIM) (D). 1.ttt et ettt ettt benreeneeneeneas 68
Figure 17 : Plan d’un plateau de rhéometre avec position des aiguilles (Pascal Beaurain,
ATEHEE LSGC). ottt ettt bbbt sbe b sre e be et e sneenne s 70
Figure 18: Rhéogrammes de deux gels physiques d’alginate de calcium de fraction
volumique en polymere diffErentes. ........ooviiiiiiiiecee s 71

Figure 19 : Courbe de relaxation pour un gel physique d’alginate de calcium a 0,0276......... 72
Figure 20 : Eponges de mélanges alginate/chitosane ayant subi des congélations a différentes

températures : (a) —20°C, (b) —70°C, (c) azote liquide [Chung et al., 1997]. .................. 73
Figure 21 : Observation par microscopie électronique a balayage de nos billes d’alginate de
calcium lyophilisées aprés congélation dans I’azote liquide..........c.cccevvevevieeneereiieennnn 73
Figure 22 :Clichés TEM réalisés sur des gels de mélanges Alginate/pectine a 1,5% en masse,
a 20°C et pour trois grossissements différents [Walkenstrém et al., 2003]..................... 74
Figure 23 : Granulometre a rétrodiffusion hautes performances (HPPS). .........cccccoovviviiviienns 77

Figure 24 : Comparaison entre la corrélation obtenue via mesures HPPS et celle fournie par
Kato €t @l. (1984). ..ot 78



Thése MAZENS D. 2005 Liste des Tableaux Page 81

Liste des Tableaux

Tableau 1: Données du fournisseur utilisées dans les calculs: masse moléculaire et

POIYMOIECUIANITE ASSOCIBE. .....iveivieiieiieieie ettt eneas 75
Tableau 2 :Vérifications par SEC-MALLS de la masse moléculaire et de I’indice de
POIYMOIECUIAIITE. ...ttt eneas 75
Tableau 3 : Calcul du rayon de giration a partir de la relation de Kato et al. et du nombre de
segments pour une longueur de persistance de 1,6 NM. ........cccevviiiieiie e 77
Tableau 4 : Donnees expérimentales HPPS (chacun des points correspond a la moyenne de
PIUSTBUIS BSSAIS). ...vevietieie it sttt sttt ettt sttt et e st e b et e s be e beesbe s e nbeenbesneenbeente e 78

Tableau 5 : Rayons hydrodynamiques calculés par la relation de Kato et al. et utilises pour les
CAUICUIS. et b ettt et et e b e e sbe et b e be et nne et 78



These MAZENS D. 2005

Chapitre 111

Etude méthodologique appliquée a
I’estimation des parametres
diffusionnels




These MAZENS D. 2005 Chapitre 111 Page 82

Introduction

Une des problématiques de ce travail est I’approche méthodologique de la détermination des
parametres diffusionnels, dans le but d’une estimation précise des coefficients de partage et
de diffusion. La difficulté d’accés au coefficient de diffusion fait qu’une approche
méthodologique est particuliérement importante pour ce parametre.

Ce chapitre s’intéressera, par conséquent, a la démarche mise en ceuvre pour I’estimation des
valeurs de D dans le cas du transfert diffusionnel de pullulanes dans les hydrogels d’alginate
de calcium. Les deux méthodes sélectionnées a I’issue de la revue bibliographique seront
analysées successivement.

Dans un premier temps, la méthode en systeme fermé avec boucle d’analyse, mettant en
ceuvre un suivi de I’incorporation du soluté dans des particules de gel dispersees, sera
abordée sous deux angles. Du point de vue expérimental, I’influence d’une boucle d’analyse
sera etudiée et conduira a des recommandations afin d’en limiter les effets. Une analyse de
sensibilité de parametres permettra, par ailleurs, la définition d’une démarche lors de
I’exploitation des cinétiques de diffusion.

Dans un second temps, des essais en colonnes ont été envisagés, dans le but, notamment,
d’une meilleure estimation des coefficients de diffusion des solutés de masse moléculaire
élevée pour lesquels les temps de manipulations rendent les essais en systeme fermeé moins
précis.
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PARTIE 1 Methode par incorporation de soluté
dans des particules spheriques de gel dispersées en
systeme ferme

A/ Détermination des coefficients de diffusion par la
méthode avec particules sphériques dispersees en
systeme fermé

I. Préambule: choix de la Ilibération ou de
I’incorporation

Une des méthodes classiquement utilisée pour la détermination de coefficients de diffusion
dans les gels est basée sur le suivi de la cinétique du soluté dans des billes de gels dispersées
dans un solvant en milieu parfaitement agite.

Deux possibilités sont envisageables pour I’étude de la diffusion d’un soluté dans I’hydrogel :
soit une étude en libération pour laquelle le gel devra étre préalablement chargé en soluté, soit
au contraire, un suivi de I’incorporation du soluté dans le gel. L’étude en libération présente
I’avantage de se conformer a la réalité des applications courantes telles que la libération
contr6lée d’un principe actif dans I’organisme mais requiert la connaissance de la
concentration initiale en soluté dans le gel, ce qui n’est pas toujours aisé. Le suivi de
I’incorporation permet, quant lui, une meilleure maitrise des conditions initiales, c’est
pourquoi nous avons choisi cette voie expérimentale en s’assurant, dans un premier temps,
que la diffusion est le seul mécanisme mis en jeu grace a une incorporation suivie d’une
libération a partir des mémes billes.

II. Méthodologie de détermination de D via une
cinétique de diffusion

Lorsque la diffusion se produit dans des spheres, selon la deuxiéme loi de Fick, pour une
géomeétrie sphérique, I’évolution de la concentration suit la relation :

oC D(azc 2 GCJ ()

I + -
ot or? ror

D est le coefficient de diffusion du soluté dans le gel, supposé constant.
Si on effectue le changement de variable :

u=Cr (1n.2)
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Il est possible de se ramener a un probleme linéaire :
ou _o%
—=D

=D— 1.3
ot or? (-3)
Cette écriture permet de résoudre immédiatement les cas simples de transfert radial dans des
spheres. Deux types de résolutions sont alors envisageables: soit numérique avec un
programme d’optimisation permettant de déterminer D, soit par une résolution analytique
(aprés Vvérification des hypothéses simplificatrices : volume infini ou non).

I1.1. Résolution analytique : volume infini de solution

Ce premier cas, le plus simple, correspond a une concentration a la surface du gel constante
car la variation de concentration est faible, si elle est ramenée au volume de solution. La
méthodologie présentée dans cette partie sera donc valable seulement pour les cas ou le
volume de solution est grand devant celui des billes. Dans ce cas unique, la concentration en
soluté dans la solution pourra étre considérée comme constante.

Si, comme précédemment, on effectue la substitution u=Cr, le systéme d’équations se raméne
a:

%“: DZ% (111.4)
Avec les conditions aux limites et la condition initiale :
u=0, r=0, t>0, (1.5)
u=aC,, r=a, t>0, (11.6)
u=rf(t), t=0, O<r<a (111.7)

ou Coy est la concentration constante a la surface de la sphére. Ce systéme est similaire aux
équations de diffusion a travers un plan d’épaisseur a dont les limites se situent a r=0 et r=a
avec une concentration nulle et aCy, respectivement, soit un profil linéaire de concentration
dans la bille.

La solution correspondante, dans le cas de la libération d’un soluté, est donnée par

I’expression :
M, =6(Dtj {;:‘hzZierfcﬂ}—s%t (111.8)
n=1

M a? VDt a

o0

L’ équation se simplifie pour M/M.<0,9 :
M (Dt} 1) _Dt
— =6 — | «—=-3— 1.9
M, (aj {&} a’ (9

Dans ce cas, deux types de résolutions analytiques sont envisageables pour remonter au
coefficient de diffusion.
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La premiére méthode utilise la pente aux temps courts. En effet, pour M/M..<0,2, on peut
faire I’approximation suivante :
M D
— =6 t2
M ra

I

(111.10)

La Figure 56 présente le tracé des relations proposées par Crank pour les temps courts et les
deux simplifications pour M/M.,<0,9 et M/M..<0,2.

1.0 o
08 -
06 -
E
=
= 04
02
- Crank simplifié (1er terme)
Crank simplifié (deux premiers termes)
0.0 7 T v T v T v 1
0 500 1000 1500 2000

Temps (s)

Figure 56 : Comparaison des deux solutions de Crank simplifiées, pour M/M,,<0,9 et M/M.,<0,2, dans le
cas d’une libération de soluté.

Une seconde possibilité consiste a linéariser I’équation pour M/M.<0,9 :

M
A/'w ;E\/E_g,ﬂz\/; (111.12)
T

Jt a a

Cette linéarisation permet d’acceder au coefficient de diffusion de deux fagons : soit par
I’ordonnée a I’origine de la fonction linéarisee, soit par la pente de cette méme courbe. Cette
méthode de linéarisation présente I’avantage, par rapport a la méthode de la pente aux temps
courts d’utiliser davantage de points expérimentaux et non pas seulement les points initiaux
souvent entachés d’erreurs expérimentales.

11.2. Résolutions analytiques : volume fini de solution

Si le gel est en contact avec une solution dont le volume est, cette fois, fini, la concentration
en solution va chuter fortement au fur et a mesure de la diffusion de celui-ci dans le gel. Si la
solution est parfaitement agitée, la concentration en solution dépend uniquement du temps et
suit un principe de conservation de la quantité de soluté totale entre le gel et la solution. Ce
cas de figure est trés utile expérimentalement car il permet, par un suivi de la concentration
homogeéne en solution, de déduire la vitesse de diffusion.
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Considérons la diffusion d’un soluté depuis une solution parfaitement agitée de volume limité
Vs (en L) vers une sphére initialement vierge de soluté de rayon a (en m). La quantité totale
de soluté M; dans la sphére aprés un temps t (en s) peut étre exprimée en rapport avec la
quantité correspondante au bout d’un temps infini M., par la relation [Crank, 1975] :

1 iGa (a+1 exp( qut/az)

11.12
Y/ 1 9+905+qn ( )
Ou les gy, sont les racines de :
39
tanq, = L
d, 3t ot (111.13)
Et,
a=—Vs 111.14
4ra’K, (1.14)

Si plusieurs spheres (d’un volume total Vg ) sont en contact avec un volume de solution Vg,
la fraction de soluté incorporé (fractional uptake) notée o devient :

Vsol

o= W (111.15)

gel
Avec Kp, coefficient de partition du soluté entre les phases liquide et gel a I’équilibre.

C’est dans ce cas de figure que seront réalisés nos essais. La détermination du coefficient de
diffusion se fera donc en utilisant cette solution, basée sur la résolution de la loi de Fick par la
méthode de séparation des variables [Crank, 1975]. Le coefficient de partage ayant été
déterminé expérimentalement dans la partie destinée a I’étude du partage du pullulane, celui-
ci pourra étre imposé et le seul parametre d’ajustement sera le coefficient de diffusion D.
L ajustement se fera grace a une minimisation de la somme des carrés des écarts relatifs entre
points expérimentaux et modéle. On supposera, en outre, que les coefficients de diffusion et
de partition sont constants avec la concentration en soluté.

La méthodologie d’acces au coefficient de diffusion ayant été exposee, le paragraphe suivant
s’intéressera aux erreurs expérimentales associées a ce type d’expériences sur la base,
notamment, d’étude rencontrées dans la littérature et complétées de calculs de sensibilité de
parametre.

II1. Erreurs expérimentales associées: mises en
garde de la littéerature et sensibilité de parametres

Les sources d’erreur fréguemment rencontrées sont de deux ordres principalement :
expérimentales ou liées a I’exploitation des données. Harland et Peppas [Harland, 1993]
proposent un résumé des erreurs les plus fréqguemment rencontrées. Ils insistent notamment
sur les erreurs expérimentales pouvant survenir a cause d’un montage mal adapté : une
agitation insuffisante, par exemple. De méme, I’utilisation de solutions trop concentrées en
soluté peut induire une dépendance en concentration du coefficient de diffusion. Enfin, dans
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le cadre de ce travail, il est important de préciser que nous nous placerons dans le cas de
solutions trés fortement diluées. L’expulsion de solvant restera donc extrémement faible pour
que I’hypothése d’une absence de gonflement ou de déformation du gel puisse étre faite. Ce
pré-requis nous éloigne donc clairement des problématiques liées a la déshydratation de
matrices alimentaires par exemple. Ces précautions permettent de négliger les effets de
gonflement/rétrécissement de la matrice sources d’un terme convectif [Chaussi, 2001].
L’expérimentateur est également un point crucial dans ce type de manipulations et les erreurs
dont il est la source sont cumulatives : erreurs sur les volumes prélevés (également liées a
I’appareillage de prelévement utilise), erreurs de chronométrage (incertitudes sur les points de
prélevement), incertitude sur les quantités de solution et de gel mis en contact, sur la
technique de dosage...

I11.1. Influence des prélevements

Les protocoles avec prises d’échantillons sont particulierement générateurs d’erreurs
expérimentales. En effet, les prélevements en régime transitoire perturbent la diffusion par
une modification de la concentration locale. Cette modification conduit a une diminution du
gradient de concentration et donc a une réduction de la diffusion.

La quantification de ces effets a fait I’objet de travaux préliminaires [Castel, 2002] résumés
par la Figure 57. Celle-ci compare les cinétiques obtenues avec et sans prise d’échantillon,
dans le cas d’une libération de soluté depuis des billes de gel dans une solution de
concentration initialement nulle.

L’erreur consécutive sur I’estimation de D a été estimée a 7 % pour une fraction prélevée de
20 % du volume initial de solution et réduite a 5 % lorsque 10 % sont prélevés. Ces résultats
ont été obtenus avec la méthode de linéarisation de Crank simplifiée.
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Figure 57 : Influence de prises d’échantillon sur M/M,, par simulation. L’évolution de la concentration
normée correspond a la libération du soluté dans une solution de concentration initialement nulle.

Dans le cadre de cette thése, ces erreurs ont été éliminées grace au développement d’une autre
méthode sans prélevement dont I’erreur consécutive a I’utilisation d’une boucle d’analyse sera
estimée dans la suite de ce chapitre.
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111.2. Sensibilité a M/My, : Cas du volume fini de solution

Ce cas a été traité en partie par Petersen et al. [Petersen, 1991] dont le propos était de
réexaminer I’analyse d’erreur effectuée par Itamunoala [Itamunoala, 1987] dans le but de
démontrer, que, grace a I’utilisation de conditions expérimentales adéquates, la méthode du
chargement de billes en dispersion dans un solvant conduisait a des erreurs du méme ordre
que pour les autres méthodes.

Ces auteurs ont montré que I’erreur relative de D par rapport a C était une fonction linéaire du
parametre o :

— = =f(a) (111.16)

De fait, afin de minimiser I’erreur sur D, ces auteurs préconisent de travailler dans des
conditions ou a est le plus faible possible. Par conséquent, et pour des raisons expérimentales,
le ratio Vsoi/Vgel Sera pris égal a la valeur minimale permettant la dispersion des billes étant
donné que Kp est imposé par le couple alginate/pullulane considéré.

Une fois a fixé, il convient de poursuivre I’étude afin de déterminer la zone de concentration
pour laquelle I’estimation D est la plus fiable. Nous supposons, pour ces calculs, o = 1, dans
un premier temps.

Le calcul de la différentielle de M/M., par rapport & D donne la relation :

2
d M 6.o.(c +1)exp(— Daqz”tJ

M, | o5t
dD - S 9+9ax+q’a’

(IN.17)

a

Ce calcul permet de tracer I’erreur relative de M/M., par rapport a D (Figure 58), tracé obtenu
en sommant les 6 premiers termes de la série, pour o = 1 et a =1 mm.
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Figure 58 : Erreur relative de M/M,, a D en fonction de M/M,, pour différentes valeurs du coefficient de
diffusion et dans le cas d’une libération, pour o = 1.
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La Figure 58 montre un optimum de la courbe, signifiant une zone de sensibilité maximale. I
apparait également que cet optimum est indépendant du coefficient de diffusion du soluté
dans le gel. Ce premier résultat intéressant montre que certains des points de la cinétique

présentent une grande sensibilité a D, correspondant a un domaine pour lequel les erreurs se
trouveront par contre maximisées.

Dans notre cas, comme nous |I’avons précisé au debut de ce chapitre, nous avons choisi de

travailler en incorporation. L’évolution de la concentration en solution est alors donnée par la
relation :

6.(a+1 exp( qut/az)
=1+ 1.1
Z_ll 9+9x+q’a’ (111.18)
Par conséquent le calcul de la différentielle de M/M., par rapport a D fournit la relation :

2
a M 6.(cx +1)exp| — qu"t

Moy ot a (111.19)

dD ~ 3’ 9+9a +q’a’ '

a

Les calculs présentés a la Figure 59 ont été obtenus en sommant les 6 premiers termes de la
série, pour oo = 1 et a =1 mm. Les résultats de cette étude démontrent que dans le cas d’un
volume fini de solution, il existe également un domaine de concentration pour lequel la
variation de M/M., par rapport a D est maximale et cet optimum est indépendant du
coefficient de diffusion comme I’illustre la Figure 59. Ce maximum de sensibilité de M/M.,
correspond domaine de sensibilité accrue pour I’estimation du coefficient de diffusion. Pour
I’ensemble des coefficients de diffusion et a = 1, celui-ci se situe aux environs de 1,2-1,25
pour le rapport M/M...
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Figure 59 : Sensibilité relative de M/M,, a D en fonction de M/M,, pour différentes valeurs du coefficient de
diffusion et dans le cas d’une incorporation, pour a. = 1.
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La Figure 60 montre, pour un coefficient de diffusion donné et différents a, que le domaine
optimal varie entre 1 et 1,3. Ceci confirme que les points initiaux de la cinétique ne sont pas
ceux pour lesquels la sensibilité de la détermination de D est optimale et qu’il vaut mieux
prendre des points intermédiaires pour estimer D.
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Figure 60 : Erreur relative pour D=1.10""m%s™, D= 1.10"m?s™ et différents a, dans le cas d’une
incorporation.

La zone optimale de détermination de D est donc indépendante du coefficient de diffusion
mais variable en fonction du paramétre a.

Ces résultats se retrouvent dans le cas de la libération comme le montre la Figure 61,
conduisant également a des courbes a optimum indépendant de D mais fonction de a.
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Figure 61 : Erreur relative pour D=1.10°m?s?, D= 1.10"m%s et D= 1.10™"m?s™, & différents a, dans le
cas d’une libération.
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Ces résultats sont d’intérét du point de vue méthodologique car ils permettent de définir une
zone en fonction de parametres du systeme pour laquelle la sensibilité de détermination de D
est accrue. Cependant, I’invariance de ce résultat a D apparait tout a fait surprenante au vu de
M
d—

I’expression de la dérivée. L’élimination de ce parametre dans I’expression de = est loin

d’étre triviale analytiquement. A défaut, d’avoir pu le démontrer analytiqguement, les courbes
numériques illustrent bien cette invariance dont on ne peut dire si elle n’est pas simplement le
fait de I’ordre de grandeur attribué a D dans nos applications.

Cette premiére partie a permis d’aborder les erreurs liées au traitement des résultats dans le
cas classique d’essais dans lesquels la diffusion est estimée dans un systéme ou des billes sont
dispersées dans un volume de solution contenu dans un réacteur parfaitement agité. 1l a été
démontré qu’une zone de la courbe de cinétique peut étre définie afin de minimiser I’erreur
sur I’estimation du coefficient de diffusion. Ce résultat sera utilisé dans le traitement des
cinétiques expérimentales a partir d’un calcul préalable de o, permettant de définir les points
de la courbe de chargement utilisés pour I’optimisation permettant la détermination de D.
L’erreur consécutive de prélevements en cours d’essais a, par ailleurs, été calculée. Afin
d’éliminer cette source d’erreurs, une autre méthode a été mise au point dans le cadre de ce
travail : une méthode mettant en jeu une boucle d’analyse en continu. La partie suivante se
propose de réaliser une estimation de I’erreur méthode liée a I’utilisation de cette boucle
d’analyse (Figure 62), bien que, dans la plupart des travaux de la littérature, on se contente de
supposer que le faible volume de celle-ci devant le volume de solution autorise a négliger son
influence.

B/ Estimation de I’erreur méthode par simulation
dans le cas d’un systeme ferme avec boucle d’analyse

I. Hlustration de I’effet perturbateur de la boucle
d’analyse

La distribution des temps de séjour dans un systeme fermé avec recirculation se traduit par un
pic de concentration de traceur suivi d’un amortissement progressif avant I’atteinte d’un
équilibre correspondant a la concentration moyenne dans le systeme et obtenu lorsque le
mélange est réalisé dans la boucle et le réacteur.

Afin de Vérifier si la prise en compte de la boucle d’analyse était nécessaire, des essais ont été
réalisés dans notre systeme, en I’absence de diffusion. Ces essais ont été conduits dans un
batch contenant 20 mL de solution saline et gréce a un tracage au dextrane dont le signal est
semblable a celui du pullulane. Les signaux de concentration obtenus pour différents debits
sont présentés Figure 63 et Figure 64.
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Figure 62 : Schématisation d’un montage avec boucle d’analyse et allure de la courbe de diffusion
attendue en I’absence d’effet de la boucle.
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Figure 63 : Distribution des Temps de Séjour (DTS) expérimentale en I’absence de billes et a différents
débits suite a une injection de dextrane.
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Figure 64 : Zoom sur la DTS expérimentale en I’absence de billes et a différents débits.
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Dans le cas testé, les conditions de volumes sont telles que I’effet est peu marqué. Cependant,
la perturbation, méme trés faible doit certainement étre prise en compte car le signal obtenu,
dans le cas d’un essai avec diffusion, sera la combinaison de I’effet de dilution de la boucle,
du retard lié aux capillaires et de la diffusion. En aucun cas, les points initiaux, fréqguemment
utilisés dans les méthodes classiques, ne pourront I’étre tels quels.

Cet effet perturbateur de la boucle d’analyse a été peu décrit dans la littérature ou le nombre
de montages de ce type est, pourtant, important. A notre connaissance, seuls les travaux de
Brown et Chitumbo [Brown, 1975] mentionnent I’effet de celle-ci sur leurs cinétiques avec un
exemple d’enregistrement (voir Figure 65). En outre, la présentation des courbes de diffusion
brutes dans les travaux de ce type est rarissime, ce qui ne permet donc pas de recenser
d’autres exemples.
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Figure 65 : Enregistrement d’un profil de concentration d’éthanol en fonction du temps pour un montage
de type cellule de diffusion équipé d’une recirculation [Brown, 1973].

Brown et Chitumbo associent la décroissance initiale et brutale a une phase de mélange a
I’intérieur du systéeme de circulation de la solution. Cependant, ces auteurs n’indiquent pas de
méthodologie de traitement particuliére pour ces courbes « perturbées». On peut donc
supposer que leur traitement des données n’en tient pas compte.

Afin de définir la méthodologie optimale de détermination des coefficients de diffusion et
d’estimer précisément si ces perturbations generent des erreurs sur D, une modélisation du
systeme a été realisee.

Par ailleurs, ces essais préliminaires ont permis de mesurer le temps retard (ou le volume des
capillaires avant le réfractométre) entre le point de prélevement et le réfractometre. Par cette
méthode, le volume des capillaires avant le détecteur a été estimé a 1,54 mL, soit, pour un
débit classique de 2 mL.min™, un temps retard d’environ 46 s. La totalité du circuit est
estimee a 2mL.

I1. Principe de modélisation du systeme expérimental

I1.1 Schéma du montage et principe du modéle

Le montage expérimental étudié dans cette partie est schématisé a la Figure 66. Le réacteur
dans lequel est étudiée la diffusion du soluté dans la dispersion de billes est identique a ceux
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dont il est fait référence dans les protocoles classiques. La seule différence vient de la
présence d’une boucle d’analyse, permettant un suivi en continu de la concentration dans la
solution grace a un détecteur (detecteur d’indice de réfraction, par exemple) placé en série
dans la boucle.

La représentation schématique du montage expérimental permet de souligner les différences
entre les concentrations a un instant t, en divers points du montage (C; au point de
prélevement, C, dans le réfractométre et C; au retour dans le réacteur). 1l est évident que ces
différences sont liées au temps retard entre ces divers éléments, et plus particuliérement entre
Cs, concentration dans le batch que nous souhaitons suivre, et C,, concentration donnée par le
réfractometre et a laquelle correspondent les enregistrements.

[ C3 Cl
| |

’

Y DRL

Réacteur

Figure 66 : Schéma simplifié du montage avec localisation des différentes concentrations.

Outre cet effet « retard » induit par la boucle d’analyse, celle-ci est responsable d’une dilution
instantanée étant donné que Cj est différente de C; a tout instant du mécanisme transitoire. |l
peut s’avérer tentant de négliger cette dilution continue sous prétexte que le volume de la
boucle d’analyse est faible devant celui du réacteur.

Cependant le tracage présenté Figure 63 et Figure 64, ainsi que les travaux de Brown et
Chitumbo, ont démontré que ces effets de dilution et de retard dus a la boucle d’étalonnage
sont visibles lors de I’enregistrement. Dans le but de vérifier si cet artefact induit des
variations lors du calcul du coefficient de diffusion a partir des cinétiques expérimentales, le
systeme a été modélisé.

L hydrodynamique dans les capillaires et le détecteur d’indice de réfraction est supposée de
type piston et le réacteur parfaitement agité. L’écoulement dans les capillaires peut étre
considéré comme de type piston étant donné que le diametre des capillaires est tres inférieur a
leur longueur. En outre, le tracage DTS a montré que la réponse a un échelon était quasiment
un retard pur, caractéristique de ce type d’écoulement. Les capillaires sont modélisés par une
cascade de n réacteurs parfaitement agités et le terme d’accumulation dans chacun de ces
réacteurs s’écrit :

dC, ~ nQ ~
TERRY c,.-c)) (111.20)

boucle

V est le volume de capillaires et Q le débit de flux dans la boucle d’analyse.
Une valeur de 50 mélangeurs pour modéliser le piston a été utilisée dans nos modélisations.
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L’équation de bilan sur chaque mélangeur est résolue numériquement par le modele classique
des mélangeurs en cascade utilisant une méthode predicteur-correcteur initialisée par une
subroutine de Runge-Kutta du 3°™ ordre.

La diffusion du soluté dans des billes considérées comme parfaitement sphériques et
homogénes peut étre décrite par la loi de Fick.

Chague bille est modelisée par 50 cellules représentant des couches concentriques d’épaisseur
constante (Figure 67). Il a été démontré que 50 cellules étaient suffisantes pour assurer une
erreur numérique minimale liée a la discrétisation. Le flux de matiere F entre les cellules est
calculé grace a la discrétisation de la 1°° loi de Fick (avec A I’aire de contact entre deux
cellules en m?) :

AC
F =-DA (1n.212)
Ar
| | Ck (t) |
> [Jq ——> - - - —> 4 —> - --—> IJ<1 LS
Cra(t) Ci (1) Cy(t)

Figure 67 : Modélisation d’une bille par une cascade de réacteurs parfaitement agités (RPA).

1.2 Paramétres du modele

Une premiére série de paramétres est liée aux dimensions du systeme : volume de solution,
nombre de billes, diamétre des billes, volume de la boucle d’analyse, débit de recirculation.
Les concentrations initiales dans la solution ainsi que dans les billes sont également requises.
Des données utilisées dans la résolution, telles que le nombre de mélangeurs dans la cascade
de RPA représentant les capillaires, sont entrées par I’utilisateur. Ces parametres de
discrétisation seront choisis de fagcon a minimiser I’erreur numérique.

Le coefficient de partage K, ainsi que le coefficient de diffusion sont initialisés pour
caracteériser I’équilibre consécutif a la cinétique de diffusion du systéeme étudié.

11.3 Simulations préliminaires de I’hydrodynamique

L hydrodynamique du modeéle a été testée, dans un premier temps. Le nombre de mélangeurs
de la cascade de RPA a été fixé a 50 pour un compromis de temps de calcul et de précision
attendue. Des exemples de simulations obtenues pour des volumes variables de boucle
d’analyse sont représentés Figure 68.
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Figure 68 : Courbes simulées en I’absence de diffusion et pour différents volumes de la boucle d’analyse
(de 2 @20 mL) pour 22,5 mL de solution.

La figure simulée (Figure 68) montre que méme pour les volumes de boucle d’analyse réduits,
de faibles oscillations apparaissent dans les instants initiaux. Si une diffusion est mise en
ceuvre dans ce type de montage, la présence de ces oscillations au début des cinétiques, risque
de géneérer des erreurs sur I’estimation des coefficients de diffusion d’autant plus que certaines
méthodes utilisent préférentiellement les points initiaux pour mesurer D. La présence
d’artéfacts dus a cette boucle sur les courbes expérimentales ayant été démontrée, il convient
de quantifier son influence sur la mesure des coefficients de diffusion en utilisant les
méthodologies décrites dans la premiére partie de ce chapitre.

La seconde éetape de validation consiste a trouver un moyen d’extraire le coefficient de
diffusion des courbes expérimentales de Cy(t). L’observation des courbes C(t) modélisées
pour divers débits de recirculation tend a montrer que pour des temps supérieurs a deux fois le
temps de recirculation, les courbes Cy(t) et Cy(t) se superposent (une fois les corrections de
dilution faites). Cependant, si on raisonne expérimentalement, dans certains cas, les points
supérieurs a deux fois le temps de recirculation présentent des variations de concentration trop
faibles car on se situe alors quasiment sur le plateau de I’équilibre. L’idée est donc d’utiliser

les points de Cy(t) compris entre t,.;cuaion = % et t., et d’ajuster le coefficient de diffusion

D sur le modele de Crank en volume fini. Par la suite, les courbes simulées de C,(t) sont donc
utilisées comme des courbes expérimentales classiques afin de calculer par la résolution de
Crank pour les volumes finis, le coefficient de diffusion et de vérifier si cette valeur est

identique a celle entrée dans le modéle.

Cette démarche de calcul a été testée sur les courbes de C,(t) simulées. Les coefficients de
diffusion ont été calculés par la résolution de Crank pour les volumes finis appliquée aux
points compris entre le temps de recirculation et le temps a I’équilibre, avec pour parametre
d’ajustement le coefficient de diffusion. La méthode s’est avérée extrémement robuste vu que
nous retrouvons le coefficient de diffusion utilisé dans la simulation.

Par conséquent, I’ensemble des résultats présentés par la suite a été obtenu a partir d’un

ajustement sur les points situés entre trecirculation €t to
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L’intérét de cette étude est de fournir une évaluation de I’erreur commise sur D, sans modifier
la méthodologie classique pour le calcul du coefficient de diffusion lors du chargement de

billes dispersées dans un volume fini de solution.
[11. Estimation de I’erreur méethode par simulation

I11.1. Simulations préliminaires

Pour différents D et différents ratios Vpoucie/Vsolutions «l’erreur méthode » peut étre quantifiée
en appliquant la méthodologie décrite Partie A aux courbes simulées. L’erreur méthode est
nulle si les coefficients de diffusion ainsi obtenus (notés Do) sont les mémes que ceux entrés

comme parameétre de simulation et notés Djp.
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Figure 69 : Comparatifs de courbes pour des ratios Vpoueie/ Vsolution Variables : (& gauche) D=1.10° m%s™?;
(a droite) D=1.10M"m?s™.

La Figure 69 illustre I’effet perturbateur de la boucle d’analyse. Plus le volume de boucle
d’analyse est grand, plus les oscillations sont fortes et I’amortissement retardé. De méme, la
perturbation modifie d’autant plus la cinétique obtenue que celle-ci est rapide.

Une premiére série de simulations a permis I’étude du cas suivant : 20 mL de solution pour 20
mL de gel et un débit dans la boucle d’analyse de 2 mL.min™. Le tableau 1 fournit un
récapitulatif indiquant I’erreur méthode sur le calcul du coefficient pour les points entre
trecircutation=Vhoucle/ Q €t t.., pour différents coefficients de diffusion et volumes de boucle.

Erreur (D,-D,,)/D,*100 (%)

I/boude (mL)
4 10 20
10° 30 39 36
D, (m%s™) 107 8 8 27
10" 1 1 0

Tableau 8 : Estimation de I’erreur entre Dy, et Do, avec un domaine [trecircutation ; twl-

Il apparait clairement que les conditions de procédé sont déterminantes dans I’estimation de
coefficients de diffusion précis. L’effet conjugué des parameétres procédés et de la vitesse de
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diffusion des solutés illustré par les premieres simulations a guidé le choix des parametres
clés dans I’analyse de ce probleme : le coefficient de diffusion, le volume relatif de la boucle
d’analyse et du volume de solution dans le réacteur ainsi que le débit de circulation dans la
boucle d’analyse. Cette premiére étape de simulation nous a ainsi conduit a la définition d’un
parametre caractéristique du systeme.

I11.2 Définition d’un parameétre caractéristique du probleme

Au vu des simulations numériques, un parametre (t) a pu étre défini correspondant au rapport
du temps de diffusion au temps de recirculation du fluide dans la boucle d’analyse :

r= Dtrecirculation (| | | 22)

2
a
ol D est le coefficient de diffusion du soluté dans le gel (m?.s™) ;
trecirculation €St le temps de renouvellement de la boucle d’analyse au débit considéré (s) :

V,

trecirculation = % (| ] 23)

a est le diamétre des billes d’alginate (m).

La Figure 70 présente les valeurs de I’erreur en fonction de ce critére. Elle montre qu’il existe
une relation entre t et I’erreur sur D. Ceci permet donc de se fixer une limite du critere en
dessous de laquelle I’erreur méthode sera jugée acceptable. Dans le cas de données
expérimentales, il conviendra, par conséquent, de se placer avec des parametres procédés
(volume de boucle, débit) favorables a une bonne estimation du coefficient de diffusion par un
calcul préalable du critére.
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Figure 70 : Pourcentage d’erreur sur D en fonction du rapport des temps caractéristiques de diffusion et
de recirculation, pour un volume de solution de 22,5 mL et des volumes de boucle et D variables.

Si I’accroissement du critere se traduit généralement par une augmentation de I’erreur sur
I’estimation de D, certains cas ne suivent pas parfaitement cette régle. En effet, la présence
d’oscillations, au lieu d’accroitre I’erreur, peut la diminuer par compensations. Par
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consequent, le calcul du critére ne saurait étre suffisant et I’utilisateur sera attentif a la
présence d’oscillations sur un enregistrement de cinétique de diffusion, oscillations
caractéristiques du dimensionnement du systéme. Si celui-ci conduit a la présence
d’oscillations, le traitement des données ne pourra se faire par les méthodes classiques
présentées dans le cadre de ce travail et la détermination de D devra forcément étre
numérique.

Afin d’éviter ce cas, il a donc été décidé de se placer dans les conditions pour lesquelles
I’erreur sur D reste acceptable en dimensionnant notre systeme expérimental de facon a éviter
I’apparition de ces oscillations et a des faibles valeurs du critere propose.

Le systeme expérimental mis en ceuvre est composé d’une boucle de 2 mL pour un débit de
percolation de 2 mL.min™. Dans le cas du systtme alginate de calcium pullulane, nous
attendons des coefficients de diffusion compris entre 1.10%° m?s? et 1.10™ m?s™. Le
Tableau 9 présente le calcul du critére pour cette plage de coefficients de diffusion.

Coefficient de

diffusion (m?/s)  Citere
1107 0,006
110" 0,0006
110" 0,00006
110" 0,000006

Tableau 9 : Critére attendu pour différents coefficients de diffusion, une boucle de 2mL et un débit de
percolation de 2 mL.min"et des billes de 2 mm de diamétre.

Ce rapide calcul des critéres permet, par comparaison avec la Figure 70, de s’assurer que le
dimensionnement de notre systéme ne sera pas source d’erreurs importantes du point de vue
expérimental.
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PARTIE 2 Méthode en colonne chromatographique

Les parametres diffusionnels d’un soluté sont également accessibles par des méthodes
indirectes (voir Chapitre ). Dans cette catégorie de méthodes, des phénomeénes autres que la
diffusion entrent en jeu et doivent étre isolés afin d’accéder aux parameétres diffusionnels.
Dans le cas des méthodes chromatographiques, I’hydrodynamique des colonnes est a
considérer afin de decoupler celle-ci de la diffusion. A ce propos, Westrin [Westrin, 1994]
qualifie ce type de méthode d’inadaptée pour la mesure de coefficients de diffusion dans les
gels, sans toutefois, apporter d’éléments précis appuyant cette affirmation. Un de nos
objectifs, sera donc de préciser la faisabilité de la méthode au cas des gels d’alginate de
calcium. Les principales approches permettant de traiter ce probleme seront abordées dans la
deuxieme partie de ce chapitre
Nous nous intéresserons, dans cette partie, au cas des colonnes garnies. La colonne est
constituée d’un tube de verre généralement rempli de particules solides qui vont former un lit
fixe. Ce lit fixe est parcouru par un fluide vecteur qui sert a transporter les solutés a separer.
Le fluide vecteur et les solutés constituent la phase mobile. Les hypotheses de base de ce type
d’approche sont :

- un débit constant de fluide porteur,

- une température constante,

- une pression uniforme le long de la colonne.
Classiquement, ce type de montage est utilisé pour étudier le transport en milieu naturel
[Tevissen, 1993 ;Benhabib, 2005], en chromatographie inverse lors du transport de gaz dans
des polymeres [Faridi, 1994], dans le cas des adsorbants [Ouvrard, 2001] ou de la
chromatographie d’échange d’ions. Dans cette étude, la phase immobile sera constituée de
billes d’hydrogel d’alginate de calcium et, a ce titre, présentera une originalité par rapport
aux systéemes généralement utilisés. De méme, la large gamme de masses moléculaires, et
notamment les masses moléculaires importantes conférent un autre caractere attractif a ces
essais. Les résultats présentés dans ce chapitre sont, a ce titre, exploratoires et permettront
de poser les jalons d’études ultérieures en soulignant les limitations actuelles du protocole.
Afin de traiter ce type de probléme, deux approches principales permettant de modéliser
I’écoulement en vue d’une caractérisation macroscopique peuvent étre adoptées. La premiére
consiste a considérer le milieu comme parfaitement homogéne et a y appliquer les lois de la
mecanique des milieux continus via les équations de Navier-Stokes et la loi de Darcy. La
seconde approche, dite « systémique », s’appuie sur la dynamique de systemes. Elle peut
utiliser des modeéles continus ou étagés. Cette derniére approche est la plus répandue en
génie des procédés et utilise généralement le modele étagé pour lequel le systeme est
représenté par une série d’éléments homogénes. C’est ce dernier cas que nous avons envisagé
dans notre travail.
Dans un premier temps, les mécanismes de transport mis en jeu seront décrits a I’echelle
d’une bille puis les outils de modélisation du transport en colonne seront abordés.

|. Les phénomenes de transfert

Quelle que soit I’intensité d’agitation ou la vitesse d’écoulement, I’interface gel/liquide est
tapissee d’une couche de liquide d’épaisseur ¢ au travers de laquelle le soluté ne peut pénétrer
que par diffusion moléculaire (théorie de la couche limite). En systéme fermé, pour limiter la
résistance au transfert externe, des conditions de vitesse d’agitation sont mises en ceuvre pour
que I’écoulement a proximité des billes soit suffisamment turbulent.
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Dans le cas de colonnes remplies de billes d’alginate, la situation est similaire : le liquide
s’écoulant entre les billes devra posséder une vitesse suffisante pour que la couche visqueuse
soit réduite et le temps de transfert externe non limitant.

La densité de flux de transfert (mol.m?.s™) du sein du liquide & I’interface est donnée par la
loi de Fick :
oC
F=-D,— 111.24
0 (111.24)

avec Dy le coefficient de diffusion moléculaire du soluté a dilution infinie.

On lui prefere, cependant, le plus souvent, le modéle simple de la couche de diffusion dit
«modele du film » ou le profil de concentration est remplacé par un profil linéaire dans un
film de liquide d’épaisseur 5. Si on note Cp, la concentration dans le liquide (m pour phase
mobile) et Cim, la concentration a I’interface, on obtient I’expression de la densité de flux :

—C. 111.25
F :%Do ( )
Couche
visqueuse
Cm
Liquide
CgeI
-

Figure 71 : Modélisation du transfert externe : théorie du film.

Considérons maintenant le flux total arrivant sur un agrégat de volume V, et de surface
externe Sp. Il est possible d’écrire I’égalité entre le flux diffusionnel et I’accumulation de
soluté dans le gel (Cqel représente la concentration moyenne en soluté dans le gel) :

dC,,

e (111.26)

_(Cm _Cgel)sp =V

Soit en définissant I, la longueur caractéristique de I’agrégat comme le rapport de V, par Sp:

_ |5 dcgel
"=t (111.27)

Le temps caractéristique de transfert externe est ainsi défini par la relation [Villermaux,
1981] :

t,=—02 (I11.28)
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Afin d’estimer ce temps caractéristique, il est nécessaire de connaitre I’épaisseur du film
liquide . Pour ce faire, des corrélations empiriques existent, géneralement données sous la
forme d’une relation entre le nombre de Sherwood (Sh), le nombre de Reynolds (Re), le
nombre de Schmidt (Sc) et la porosité ¢ :

Sh=A+BRe"Sc" (111.29)
Avec les expressions suivantes des rapports adimensionnels :
2a

Sh=— 111.30
5 (111.30)

pU,.2a
Re, =# (111.31)

MU

Sc= 111.32
1D, ( )

Ou aest le rayon moyen des particules, o est la masse volumique du liquide, u; est la vitesse
d’écoulement du fluide et x sa viscosité.

Différentes relations entre ces trois rapports adimensionnels existent dans la littérature en
fonction du régime d’écoulement dans le milieu poreux ou le lit fixe (Tableau 5).

Pour un nombre de Reynolds compris entre 10 et 1000, proposée par Ranz et Levenspiel
[Kunii, 1969]

Sh=2+18Re’” Sc” (I11.33)

Pour un nombre de Reynolds entre 3 et 10000, la relation de Wakao-Funazkri (1978) peut étre
utilisée :

Sh=2+11Re%® Sc* (11.34)

Si Re—>0, la corrélation de Nelson et Galloway (1975) est fréquemment employée :

1 1 Y06 y
Sh—(l_g)% [(1—5)% I ; jReSc (111.35)

Enfin, pour un Reynolds faible (compris entre 0,0015 et 55), on peut citer la relation de
Wilson-Geankoplis (1966) :

109
&

Sh Re®%% 5¢%® (111.36)

Ces auteurs proposent pour Re compris entre 55 et 1050, cette expression :

Sh= 0,25 Re%6 g 033 (111.37)

g
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Equation Reynolds Phase Référence
0.5
Sh=1.15 "&| gco Re>1 Gaz/Liquide G208y, AIChE J., 6, 460
£ (1960)
B 06 o033 4 - Wakao et Funazkri, Chem.
Sh=2.0+1.1Re™" Sc 3<Re<10 Gaz/Liquide Eng. Sci., 33, 1375 (1978)
1-¢ )% 033 0.3 - Kataoka et al., J. chem. Eng.
Sh =1.85(Tj Re™ Sc Re<40 Liquide Japan, 5, 132 (1972)
- 1.09 033033 - Wilson et Geankoplis, Ind.
Sh= & Re™ S 0.0015<Re<55 Liquide Eng. Fundam., 5, 9 (1972)
0.25 Wilson et Geankoplis, Ind.
Sh=—""Re%% §¢°* 55<Re<1050  Liquide Eng. Chem. Fundam., 5, 9
¢ (1966)

Tableau 10 : Tableau récapitulatif des corrélations pour le coefficient de transfert externe dans les lits
d’adsorbants [Perry, 1998]

Ces corrélations illustrent la dépendance du nombre de Sherwood a la vitesse du fluide ainsi
qu’a ses proprietés physiques et au diametre des grains. Connaissant Sh, il est finalement
possible de calculer le temps de transfert externe te :

2aV
t, = - (I11.38)
D,S,Sh

p

Si t, est grand, la résistance au transfert dans la couche limite est prépondérante.

Le transfert interne concerne, quant a lui, le transfert du soluté dans la particule de gel par
diffusion moléculaire. C’est ce transfert que nous cherchons a estimer dans les essais en
colonne de laboratoire.

Pour une sphere, on obtient, a partir du bilan de matiere, une estimation de ce temps de
transfert interne :

4a?
t =
60D,

(I11.39)

Dans le transport au sein de la colonne, ces deux mécanismes peuvent, en réalité, étre couplés
et leur modélisation en devient plus complexe.

t, =t +t, (111.40)

On cherche donc a se placer dans le cas ou seul le mécanisme de transfert interne impose sa
propre cinétique (il s’agit du processus limitant) et il est le seul a devoir étre pris en compte :
les autres étapes étant considérées a I’équilibre.

Le calcul des différents temps caractéristiques, rarement possible, permet de déterminer quel
est le mécanisme limitant. Le plus souvent, c’est par la variation des conditions opératoires
que I’on parvient a discerner I’étape limitante. Le tableau 4 regroupe des expressions
permettant de déterminer I’étape limitante.
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Propriété de ty Etape limitante

5 Externe

t|\/|~U|_-O'
tw~l*  (1,0<1<1,5) Externe

ty~1? Interne

Tableau 11 : Récapitulatif des variations de ty, en fonction de I’étape limitante.

Des variations du débit de I’éluant seront envisagées dans notre cas.

II. Aspect théorique: les modeles de transport
linéaire en colonne

I1.1 Theorie de la distribution des temps de s¢jour (DTS)

11.1.a Généralités sur la distribution des temps de séjour

La théorie de la distribution des temps de séjour (DTS) est basée sur une approche
« systémique » abordée initialement par Danckwerts [Danckwert, 1953] qui a proposé de
décrire les écoulements a partir de fonctions de distribution facilement accessibles a
I’expérience. Le concept de DTS est directement lié aux notions d’&ge interne et d’espérance
de vie des molécules dans un systeme [Villermaux, 1993]. Cette théorie va nous permettre
d’exploiter les courbes de percées utilisées pour I’étude de notre systeme.

L’ecoulement est représenté par la distribution des temps de sejour E(ts) telle que E(ts)dts est
la fraction de débit de sortie contenant des molécules d’age compris entre t et t+dt; :

Et) =8

o0

fcat (111.41)

Les conditions de normation conduisent a : J‘E(ts)dts =1
0

Comme toutes les distributions, la DTS peut étre caractérisée par ses moments. Le moment
d’ordre n u,est défini comme :

ynzngagms (111.42)
0

En pratique, on utilise principalement le moment d’ordre 1, p,; (représente le temps de séjour
moyen) et I’écart type o*:

;ﬁ:TgEagms (111.43)

o” = 1, — il = [ (t, — ) E(t,)dt, (111.44)
0
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11.1.b Mesure de la DTS

La mesure de DTS dans une colonne de laboratoire consiste en I’enregistrement du signal de
sortie consécutif a I’injection d’un traceur non interactif dans la colonne et en la comparaison
des signaux a I’entrée (signal d’injection) et a la sortie du systeme. Le signal d’entrée peut
étre de nature différente mais les plus fréeqguemment utilisés sont I’injection-échelon et
I’injection impulsion. Dans tout ce travail, le signal d’entrée est une injection impulsionnelle.
Afin d’estimer le temps de séjour moyen et la variance, dans le cas de signaux dissymétriques
comme les nétres, on utilisera le calcul numérique des intégrales definitions exprimées au
paragraphe I.1.a.

L’obtention de cette DTS permet également de détecter des problemes de remplissage de la
colonne tels que les zones mortes, les volumes stagnants ou les chemins préférentiels par
comparaison des moments aux données geométriques du milieu.

11.2 Modeéles théoriques de caractérisation des écoulements en colonne

Hypotheses du modele :

e La colonne de section S contient une fraction de solide ®p, uniformément répartie et
de porosité ouverte homogeéne ¢

e La porosité ouverte est totalement accessible au fluide par convection et le milieu est
saturé (0in=0). De fait, la fraction mobile 6, est égale a la porosité : On=¢ ;

e Le fluide est incompressible ;

e Le débit volumique est constant ;

e Latempérature est constante.

11.2.a Modeéle continu

Hypothéses supplémentaires :

e Le flux de matiére est la somme d’un terme convectif et d’un terme dispersif :
F=65u,C+F* (111.45)
ol u, est la vitesse interstitielle (m.s™).

e Par analogie avec la loi de Fick, le flux de dispersion F* s’écrit :
F*=—£SE£ (111.46)
OX
ou E est le coefficient de dispersion hydrodynamique, en général dépendant de la vitesse

d’écoulement supposée constante.

Figure 72 : Représentation schématique du modele continu.
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L’écriture du bilan de matiére dans une tranche d’épaisseur dx conduit a la relation classique :

oC oC 0%C
U — =
ox ot ox?

(111.47)

La mise sous forme adimensionnelle de cette expression conduit & introduire deux
parameétres : le critére de Peclet et un temps caractéristique.

po_ UL (111.48)
D
Et,
L (IT1.49)
t,=—

ou L est la longueur de la colonne(m).

Lorsque le milieu considéré est granulaire, constitué de grains sphériques de rayon a, on peut
définir un nombre Reynolds de grain :
Re, =2 28

= (111.50)

avec u la viscosité du fluide (Pa.s) et p sa masse volumique (kg.m™).

Lorsque Req est supérieur & 20 (L/a>40), la dispersion d’un traceur devient gaussienne et peut
étre modifiée par [I’hétérogéneité granulométrique ou I’existence d’une porosité
intragranulaire.

Les expressions analytiques de la DTS, en fonction des différentes conditions aux limites, ne
dépendent que de Pe et les courbes d’élution théoriques correspondant a une injection
impulsion sont indiscernables les unes des autres pour Pe>50. Pour les écoulements fortement
dispersifs (Pe < 50), la validité de ce type d’approche peut étre remise en cause.

11.2.b Modéle étagé : le modéle des mélangeurs en cascade (MC)

Dans ce modeéle, la colonne est assimilée a une série de J cellules de méme volume V/J.
Certaines hypothéses supplémentaires sont, une fois de plus, a envisager :

e La colonne est homogene : chaque cellule contient la méme proportion de phase
mobile et de phase stationnaire que I’ensemble de la colonne ;

e Dans chaque phase de chaque cellule, les compositions sont uniformes ;

e La composition de la phase mobile est égale, pour chaque cellule a la composition de
sortie ;

e La fraction mobile occupe la porosité totale : 6= &:

e Le débit Q est constant.

Ck (D)
| L/ |
> IJ<1 ——>---—>| ——>---—> L

Figure 73 : Représentation schématique du modéle des mélangeurs en cascade.
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En supposant que le liquide occupe la porosité totale avec introduction d’un soluté unique
sans interaction avec la phase stationnaire, le bilan de matiere dans la cellule k s’écrit, par
consequent :

dc
QC,1=QC, +0, %—d?k (111.51)

Un nouveau parametre, le temps de séjour moyen est défini comme :

_oNV &

tm
Q Q

(111.52)

Et, en appliquant la transformation de Laplace, le bilan (111.51) peut s’écrire sous forme d’une
fonction de transfert pour la k'™ cellule et pour I’ensemble de la colonne :

C t T
el ={1+5 m} (111.53)
m,k-1 ‘J
C st T’
I L Y 111.54
= 1% =60 (11.5)

ol Cnm. est la concentration du traceur en sortie répondant a I’injection Cmo.

Les moments d’ordre 1 et 2, caractéristiques de cette distribution sont accessibles en
appliquant la relation de Van der Laan :

no. 0"G(s
i, =(=1)"lim ( ) (111.55)
s—0 aS

Le moment d’ordre 1 est :.

=t (111.56)
Le moment centré d’ordre 2 :.

2
o’ =t7m (111.57)

Dés que le nombre de Péclet devient supérieur a 50, les courbes d’élution obtenues a partir
des modeles continus et en cascade deviennent indiscernables et I’on peut relier par
identification le critére de Péclet au nombre J de mélangeurs [Villermaux, 1981]:

Pe=2(J -1) (I11.58)

Les expressions des moments d’ordre 1 et 2 fournies par le modele continu et le modéle étage
se confondent.

Cette situation ne caractérise pas parfaitement notre systeme expérimental pour lequel, une
partie du fluide est immobile, contenue dans le gel d’alginate de calcium.
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11.2.c Mélangeurs en cascade avec échange (MCE)

Faisons maintenant I’hypothése que seule une partie du fluide est mobile dans le milieu.
Soient O, la fraction de fluide mobile et 6;, la fraction de fluide stagnant (dans notre cas,
fraction de gel dans la colonne). L’échange de matiere entre ces deux fluides se fait par
diffusion moléculaire et cet échange est suppose suivre une loi linéaire ou la vitesse de
transfert de matiére rpx est proportionnelle au gradient de concentration entre phases mobile
et immobile.

k*™ mélangeur

Cm,k b

Figure 74 : Modele des mélangeurs avec échange.

L’ecriture du bilan sur le soluté dans la zone mobile conduit a I’expression suivante :

dC.
—mk (111.59)

C =QC_,+0
Q m,k-1 Q m,k m dt

VdCy , V.
J dt ™

Dans la zone liquide immobile du gel se produit la diffusion du soluté représentée par la
Figure 75.

Gel Solution
Zone de liquide immobile Zone de liquide mobile

Figure 75 : Schématisation du transfert interne dans la bille d’alginate en supposant un transfert externe
négligeable.

Le bilan de matiere en soluté dans la phase immobile s’écrit donc :

*

dC _ (Cim,k _Cim,k>
. » (111.60)

im,k

ou tu est défini comme le temps de transfert dans la phase immobile ;
C*imx est la concentration en soluté dans la phase immobile a I’équilibre
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Or, par définition le coefficient de partage entre la phase gel et la solution s’exprime comme :

*

C:im,k
Ko =2t (111.61)

m,k
ou C*n est la concentration dans la solution & I’équilibre de partage.

En I’absence de limitation au transfert externe, il est possible d’exprimer Kp en fonction de la
concentration en soluté dans la phase mobile :

Kp = —mk (111.62)

Par conséquent, le bilan dans la phase immobile peut se réécrire dans le domaine de Laplace
sous la forme :

= = K
=C P
im,k m,k 1+StM (|“63)
On pose :
t _ GV (111.64)
m Q .
Et
0
K. =-2m
n =5 (111.65)

Dans le domaine de Laplace, le bilan dans la phase mobile et I’expression (111.63) permettent

d’exprimer la fonction de transfert du k®™ mélangeur :
C_:m,k _ 1
C... . .
m,k-1 1+tm75 1+ K|mKP (”I 66)
J 1+st,,

Et, de proche en proche, pour les J mélangeurs, on obtient :

. -3
Crae _|1, Stn[q, KnKe (I1L67)
Cmos) J 1+sty,

L application de la relation de Van der Laan conduit a :

/ulztm(1+ KimKP) (|“68)

2
o2 :ﬂ_1+ 2K K5 t, 4,
J A+ K, Kp) (111.69)
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Ce modele permet donc une représentation simple de la diffusion du soluté dans le fluide
immobile présent dans un gel. Le nombre de parametres indépendants est, par contre, accru.

Une optimisation numérique sera donc requise pour la détermination des 4 parametres J, K’,
tm et tn.
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Conclusion

Dans la partie réservée aux essais de chargement en réacteur agité, un certain nombre de
recommandations ont été formulées de facon a limiter les erreurs d’estimation. Ces
recommandations peuvent étre subdivisées en deux parties : celles liées a I’utilisation des
résolutions classiques et donc purement associées a I’utilisation des cinétiques de diffusion et
celles liees a I’expérimentation.

A I’issue de ce chapitre, une liste de recommandations peut ainsi étre formulée.

Recommandations expérimentales

Le remplissage du réacteur devra satisfaire la mise en suspension des billes et d’apres
les travaux de Petersen et al. [Petersen, 1991] « doit étre le plus faible possible. Par
conséquent, et pour des raisons expérimentales, le ratio Vso/Vge Sera pris égal a la
valeur minimale permettant la dispersion des billes étant donné que Kp est imposé par
le couple alginate/pullulane considéré. Dans notre cas, nous considérerons une
dispersion de 20g de billes dans 22,5 g de solution.

L’agitation dans le réacteur devra étre suffisante pour éviter les limitations au
transfert de matiere.

Si des essais avec prélévement sont réalisés, le volume de ceux-ci n’excédera pas 10
% du volume de solution si on souhaite limiter les erreurs dues aux prélévements a 5
% environ. Il est important de souligner que des erreurs supplémentaires
interviennent dans ces essais avec prélevements. En effet, les prélévements induisent
des erreurs liées au temps et au volume de prélevement et également aux dosages des
échantillons. Dans le cas d’essais avec prélevement, nous avons choisi de ne pas
dépasser 10% de prélévement de la solution initiale.

Dans notre cas, nous avons souhaité éviter cette accumulation d’erreur, en mettant au
point une nouvelle méthode sans prélevement utilisant une boucle d’analyse. Une
analyse méthodologique de I’erreur résultant de la boucle d’analyse (méme si elle
possede un volume réduit) a permis de démontrer que, dans certains cas, cette boucle
généralement négligée peut conduire a des oscillations du signal ou a des
perturbations plus discrétes tout autant susceptibles de générer des erreurs sur
I’estimation de D. Grace a I’utilisation d’une modélisation du systéme expérimental,
des cinéetiques de diffusion ont été simulées et nous ont permis d’estimer I’erreur
méthode associée a I’utilisation de la boucle d’analyse. Un critere représentatif des
phénomenes concurrents, dans I’utilisation de ce protocole pour I’enregistrement
d’une cinétique de diffusion, a été proposé par I’intermédiaire du rapport du temps de
recirculation dans la boucle au temps de diffusion du soluté dans une bille, pour des
rapports du volume de boucle au volume de solution (22,5 mL) différents. Une
relation est établie entre I’erreur estimée et la valeur de ce critére qui permet de
vérifier, a priori, quel ordre de grandeur de I’erreur résultera d’un dimensionnement
donné.

Recommandations liées a I’exploitation des données

Ces recommandations sont directement liées a une analyse de sensibilité de
parameétres effectuee sur les expressions des résolutions formulées par Crank. L’étude
détaillée du cas volume fini de solution a permis de montrer qu’il existe un optimum
de sensibilitt de D par rapport a M/M,, que I’on se place dans la situation
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expérimentale d’une libération ou d’une incorporation de soluté. Cet optimum
indépendant de D est, par contre, fonction des conditions opératoires par
I’intermédiaire du parametre «. Par conséquent, pour chacun des essais, ce
parameétre sera déterminé permettant la définition de I’optimum de sensibilité de D et
du domaine autour duquel D sera estimé. Une perspective serait d’étendre ces
résultats numériques sous forme analytiqgue de fagon a, notamment, démontrer
analytiquement le domaine d’indépendance de I’optimum a D.

Dans la partie dédiee aux essais en colonne de laboratoire, les concepts issus du transport en
milieu poreux ont été adaptés a notre systeme. lls seront appliqués dans le chapitre V a des
essais exploratoires d’utilisation de ce type de montage.

Enfin, I’observation des résolutions de Crank conduit également a souligner I’importance de
la bonne estimation de Kp, le coefficient de partage. Le coefficient de partition d’un soluté
entre un gel et une solution diluée est particulierement important en chromatographie
d’exclusion stérique, dans les séparations membranaires ou encore pour comprendre les
phénomenes de transport de protéines ou de macromolécules dans les tissus
biologiques...Dans d’autres travaux, celui-ci peut étre utilisé pour caractériser les propriétés
de la matrice gel en contact avec la solution dans laquelle il est en solution. Outre ces deux
objectifs de compréhension des mécanismes de transport et de caractérisation des systemes
(traités au chapitre 111), la connaissance de K, reléve d’enjeux purement méthodologiques. En
effet, partition et diffusion sont intimement liés du point de vue des méthodologies
expérimentales. Ce lien résulte non seulement de I’enchainement chronologique de ces deux
mécanismes (I’équilibre de partage intervient une fois la cinétique de diffusion réalisée), mais
aussi du fait que le coefficient de diffusion n’est accessible qu’a condition de connaitre le
coefficient de partage. Une bonne illustration de ce lien peut étre donnée par I’expression
proposée par Crank (1975), comme résolution de la loi de Fick pour la libération de soluté
depuis une sphéere dans le cas de volumes finis de solution (relation 111.12). Celle-ci illustre la
nécessité, dans le cadre d’une approche méthodologique, de la détermination indépendante
de chacun de ces parameétres. En effet, bien qu’un seul essai permette d’accéder a ces deux
grandeurs, les déterminer indépendamment évite le cumul des erreurs. Le chapitre suivant
sera, par conséquent, consacré a I’étude du partage du pullulane dans les hydrogels
d’alginate de calcium.
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Introduction

Le partage de solutés moléculaires entre deux phases, lié a la thermodynamique des
solutions, a largement été décrit dans la littérature sous le jour de relations entre coefficient
de partage et propriétés structurelles du systéme expérimental.

Cette approche liée a la description du couple soluté/matrice s’est avérée relativement
efficace pour des solutés de taille limitée et moyennant, le plus souvent, I’utilisation d’un
parametre d’ajustement. De fait, I’approche prédictive des équilibres de partage reste
difficile pour bien des systemes.

En outre, notre étude bibliographique nous a permis de recenser les données expérimentales
de la littérature. Celle-ci a démontré une faiblesse des données correspondant aux trés gros
solutés et aux matrices peu denses.

Notre travail s’est donc orienté vers ce type de systemes avec pour but, I’étude des
mecanismes de partage et I’application des modeles de la littérature a ces conditions tres
éloignées de celles pour lesquelles ils ont été initialement congus.

Dans la premiére partie, les multiples approches descriptives de systémes soluté/gel sont
abordées en conduisant a différentes expressions du coefficient de partage. Ces expressions
fourniront des relations entre coefficient de partage et parameétres structuraux du soluté et de
la matrice, basées sur une vision hétérogene du systeme.

Dans la partie expérimentale, la détermination des coefficients de partage les plus précis
possibles a été I’objectif central, de fagon a étre en mesure de tester les modéles existants.
Pour ce faire, une méthodologie a été mise en ceuvre de fagon a limiter au maximum les
erreurs expérimentales. Celles-ci ont, a ce titre, été évaluées par la répétition des essais. Les
données brutes et quelques essais préliminaires fonction de la concentration en soluté et de la
température sont présentes.

Ces données sont modélisées dans la troisieme partie de ce chapitre de facon a déterminer le
type d’approche permettant de modéliser le plus finement notre systeme et afin d’apporter des
éléments pour une amélioration éventuelle de ceux-ci. Un soin tout particulier est accorde a
la présentation des résultats avec des calculs de sensibilités de paramétres appliqués a
certains de ces modeles. Ces calculs permettent de quantifier les effets de la méconnaissance
de certains parametres expérimentaux liés a la description de la matrice ou du soluté.

Bien que certaines données structurelles soient difficilement accessibles, les coefficients de
partage expérimentaux permettront d’évaluer I’aspect prédictif des modéles de partage. Sur
cette base, un bilan des modéles est dressé et des perspectives expérimentales ainsi que des
pistes explicatives sont proposées.
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A/ Modeles de partition dans les gels

|. Description du systeme soluté/matrice

Le Tableau 12 donne une vue schématique de la fagon dont notre systeme alginate de
calcium/pullulane peut étre décrit. Deux grandes visions peuvent étre définies suivant que les
polymeres du soluté et de la matrice sont décrits sous la forme d’une solution ou non. Les
hydrogels peuvent étre supposés homogénes (non poreux, non fibreux): les chaines
polymeres ont alors une grande affinité avec le solvant et présentent une grande mobilité. Le
systéme peut, dans ce cas, étre considéré comme monophasique. Une vision différente
consiste a postuler, les hydrogels comme étant hétérogenes, caractérisés par des zones ou les
chaines polymeéres et le solvant forment deux phases distinctes. Dans ce cas la matrice pourra
étre décrite comme poreuse ou fibreuse.

Le soluté, quant a lui, peut étre considéré comme sphérique et rigide, dans les cas les plus
simples, ou, au contraire, comme une chaine parfaitement flexible.

Bien entendu, cette vision est extrémement schématique et d’autres améliorations pourront
étre faites : distribution des rayons de pore, des rayons de fibre, soluté plus ou moins flexible,

etc...
. < Modéle solution
Matrice homogene et soluté flexible é

Soluté
Rigide sphérigue Flexible

Fibreuse

Matrice hétérogéne

Matrice

Poreuse

Tableau 12 : Vue schématique des différentes descriptions possibles du couple soluté/matrice.

Ce tableau permet de souligner que le partage est dépendant du rapport des dimensions
caractéristiques du soluté et de la matrice et non de chacun de ces parametres pris
indépendamment, d’ou la nécessité de modéliser I’un et I’autre de ces composants.

Face a cette description du systeme, différentes approches ont été mises en ceuvre dans le but
de relier parameétres structuraux du gel et du soluté et coefficient de partage, approches que
I’on peut résumer en trois grandes étapes.

Parmi ces développements, les plus anciens ont été construits grace a des approches purement
géomeétriques, sous la forme, par exemple, de rapport entre surface réellement accessible a un
soluté de rayon rs et aire totale de la porosité considérée. Dans ces modeles, le réseau est
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souvent considéré comme poreux (porosité simplifiée constituée de cylindres uniformes, de
plans paralléles...) et le soluté rigide et sphérique.

Sitdt que I’on considere des améliorations supplémentaires, notamment dans la forme du
soluté (batonnets) on percoit que des outils probabilistes doivent étre mis en ceuvre afin de
recenser I’ensemble des configurations de soluté dans un environnement donné. Mais, devant
I’impossibilité d’inventorier I’ensemble de ces conformations du soluté dans un pore,
I’utilisation des probabilités a tout d’abord été appliquée a la définition du gel. Une répartition
aléatoire de segments linéaires (les fibres de gel) permet d’énoncer une loi de répartition
gaussienne des volumes disponibles au soluté dans une matrice considérée alors fibreuse.
Finalement, la probabilité de présence du soluté dans le solvant est ainsi définie.

Une troisieme étape s’est traduite par I’amélioration des modeles de partition liée aux progres
de la modélisation moléculaire qui permettent d’envisager dans le réseau de fibres orientées
aléatoirement, la partition de molécules flexibles.

Ces approches seront détaillées dans les paragraphes suivants sans toutefois s’attarder sur les
développements mathématiques ayant conduit aux relations énoncées mais en soulignant les
hypotheses fortes des divers modeéles.

I1. Soluté rigide, matrice fibreuse

Ce cas est genéralement décrit par le modele proposé a I’origine par Ogston. La description
d’un systeme fibreux est simple si I’on considere que les fibres forment un réseau régulier bi
ou tri-dimensionnel. Cependant, la réalité correspond d’avantage a une distribution, au hasard,
des fibres au sein du gel, et, par voie de conséquence, a une distribution de la taille des mailles
du gel. Ogston [Ogston, 1958] a proposé un modele décrivant la répartition des espaces au
sein d’une suspension fibreuse a laquelle nous pouvons comparer la structure des gels
d’alginate.

Les hypotheses de ce modéle sont cependant nombreuses. Les fibres sont considérées comme
rectilignes. Chaque fibre est supposée avoir une longueur donnée et sa position peut donc étre
définie par rapport a son centre. La suspension possede, par hypothese, une densité uniforme ;
par conséquent, le nombre de centres par unité de volume est, en moyenne, constant.
L’orientation des fibres est aléatoire car le systeme est isotrope et elle peut étre définie par
I’angle v formé avec une ligne arbitraire joignant le centre d’une fibre a I’origine. La taille
des espaces est définie grace a un point origine, pris aléatoirement dans la solution et une
surface sphérique étendue jusqu'a la fibre la plus proche (soit par un contact tangentiel, soit
par contact de I’extrémité d’une fibre, voir Figure 76).

Figure 76 : O est I’origine, C et C’ les centres des fibres, | la distance entre I’origine et le centre des
sphéres, T est la distance tangentielle d’une fibre a I’origine, y est I’angle que fait la fibre avec la ligne
joignant son centre a O.

Une approche probabiliste des intervalles présents dans la suspension conduit apres
intégration de la relation obtenue sur le domaine des distances de séparation possibles, pour
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un soluté sphérique, a la relation donnant le coefficient de partage en fonction du rayon du
soluté rs, de celui des fibres r¢ et de la fraction volumique de fibres ®p :

K, = exp(—CDP(1+rr—s)2) (IV.1)

f

Bosma et Wesselingh [Bosma et Wesselingh, 2000] proposent une amélioration de ce modéle
prenant en compte le chevauchement des fibres. La relation obtenue est voisine de celle de
Ogston mais la différence entre les deux devient importante pour les fractions volumiques
élevées (voir Figure 77).

Ces auteurs proposent la relation suivante :

K, = (1_ D, )(1+(rs/ff ) (IV.2)

On note que, pour ces approches, le soluté est décrit par rs le rayon de soluté, sans plus de
précisions. L’ambiguité présentée au chapitre Il est ici parfaitement illustrée. S’agit-il du
rayon du soluté, du rayon de giration ou d’une autre grandeur? Le modeéle de Ogston
supposant un soluté rigide et sphérique, rs sera donc, en principe, assimilé, au rayon
hydrodynamique des pullulanes.

m 0,02 (Ogston)
@ 0,02 (Bosma et Wesselingh)
T, A 0,05 (Ogston)
0,05 (Bosma et Wesselingh)
0,1 (Ogston)
0,1 (Bosma et Wesselingh)
0.5 (Ogston)
0.5 (Bosma et Wesselingh)

08+

1
C®O0Oe

0.6 + o

0,4 4

Coefficient de partage (-)

0,2 4

00 ——ﬁ*T_A_'— e A e
r‘a‘rr
Figure 77 : Comparatif des modéles de Ogston et de Bosma et Wesselingh pour différentes fractions

volumiques en polymere dans le gel.

Etant donné que les hydrogels d’alginate de calcium utilisés se situent dans les faibles
gammes de fraction volumique en polymere dans le gel, I’intérét de la modification proposee
par Bosma et Wesselingh reste donc, dans notre cas, limité.
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I11. Soluté flexible, matrice fibreuse

Le modeéle de base proposé par Ogston a fait I’objet de nombreuses autres modifications ayant
pour but, pour certaines, de tenir compte de I’influence de la flexibilité du soluté.

Les travaux de White et Deen [White et Deen, 2000] en sont un exemple. Le réseau fibreux
est similaire a celui du modele de Ogston, composé de cylindres rectilignes infiniment longs
de rayon r; orientés aléatoirement. Le soluté est considéré comme une chaine de n points
massiques, relies par n-1 segments linéaires de longueur .

Pour des chaines libres, le rayon de giration est donné par :

[0 n(””)f' V.3

L’espéce diffusante est supposée en solution suffisamment diluée pour que les interactions
entre solutés soient négligeables, les seules interactions éventuelles étant celles établies entre
le soluté et le réseau polymere.

Dans de tels systemes, la taille du soluté pouvant excéder celle de I’espace inter fibre du
réseau, la chaine de soluté peut étre amenée a interagir avec plusieurs fibres simultanément.
Une méthode simplifiée consiste a décrire la position du soluté par la position d’une de ses
extrémités et de décrire son environnement par rapport a ce point. Les fibres sont ainsi
définies comme plus proche voisin, deuxiéme plus proche voisin, troisiéme, etc., par rapport a
ce point.

Le coefficient de partage est alors donné comme le produit des probabilités ®;, ou @; est la
probabilité qu’une chaine placée arbitrairement évite le chevauchement avec la i*™ plus
proche fibre :

K, =[] (IV.4)

Si p(s) est la probabilité qu’une chaine dont I’extrémité se situe a une distance s d’une fibre ne
touche pas cette fibre et si gi(s) est la fonction de densité de probabilité décrivant la distance

-eme

de la i*™ plus proche fibre alors :
@, = [ p(s)g; (s)ds (IV.5)
0

En d’autres termes, p(s) représente la probabilité d’éviter une fibre donnée, en considérant
toutes les distances de séparation. Ici, I’échelle des distances est le rayon de fibre vu que
s=h/r; avec h, la distance a la surface de la fibre.

La fonction densité de probabilité gi(s) est obtenue par un raisonnement basé sur les travaux
d’Ogston.

L’évaluation de p(s) est réalisée a partir de deux méthodes suivant que n est fini ou tend vers
I’infini.
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Dans le cas ou n—oo, I’expression de p(s) est obtenue en résolvant une équation différentielle
similaire a celles décrivant les phénomeénes transitoires de conduction thermique ou de
diffusion dans un cylindre. Dans le cas de chaines libres, avec n fini, une méthode de Monte-
Carlo est utilisée pour modéliser p(s).

Le modeéle finalement proposé est :

K, =exp[-1+7°2°)®, ] (1V.6)
Avec :
a=1- exp[— ”%2} (IV.7)
Et:
3 1 n-2
b=2_= —
> 2exp[ 3 } (IV.8)

avec A le rapport du rayon de giration au rayon des fibres.

La figure 3 présente un comparatif du modéle de White et Deen a celui d’Ogston. Les calculs
ont été réalisés pour différentes masses moléculaires de soluté permettant de déduire ry ou ry
suivant le modele considéré. 1l apparait que la prise en compte d’une certaine flexibilité du
soluté conduit a des coefficients de partage accrus, toutes choses égales par ailleurs.

®  White et Deen gel 0.01 ®  White et Deen gel 0.01
il * Ogston gel 0.01 * Ogston gel 0.01
- -~y = White gel 0.05 ‘-”“h = White gel 0.05
09 a * # Ogston gel 0.05 0.9 #* Ogston gel 0.05
g ﬁ L * O White et Deen gel 0.1 =} ™ O White et Deen gel 0.1
084 i 08 |
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07 - n 074tm ®
-
064 o * 0] * *x
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= -
034 i - u 034 "
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r pour White et Deen ou r,, pour Ogston (nm) r, pour White et Deen ou 1, pour Ogston (nm)

Figure 78 : Comparaison des modeles de Ogston et White et Deen (en posant r; = 3,5 nm (a gauche) et rs =
1 nm (adroite) et | = 1,6 nm) et pour différentes fractions volumiques en polymére dans le gel.

On peut se demander si les écarts entre les deux modeéles sont dus a la prise en compte de la
flexibilité du soluté utilisée dans la méthode de Monte-Carlo dans le cas de la relation de
White et Deen ou bien a [Iutilisation du rayon de giration plutdt que le rayon
hydrodynamique. Le méme comparatif a donc été réalisé Figure 79 en utilisant dans la
relation d’Ogston, ry a la place de ry. Il s’avere que dans ce cas il existe assez peu de
différence entre les deux modeles, notamment pour les fractions volumiques en polymere
éleveées.
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Figure 79 : Comparaison des modeles d’Ogston et de White et Deen (en posant r; = 3,5 nm (a gauche) et r;
=1nm (adroite) et | = 1,6 nm) et pour différentes fractions volumiques en polymére dans le gel. Dans ce
cas, le rayon du soluté est pris égal au rayon de giration dans les deux modeles.

La Figure 79 souligne les conséquences importantes de I’utilisation du rayon hydrodynamique
et du rayon de giration alors que la distinction n’apparait pas systematiquement de facon
claire dans de nombreux travaux.

V. Soluté rigide sphérique, matrice poreuse

Une autre approche, certainement la plus simple, considére un soluté rigide sphérique dans
des pores circulaires de rayon rp. Cette approche tres ancienne, probablement rencontrée
initialement [Lazzara, 2000] dans les travaux de Pappenheimer et al. [Pappenheimer, 1951]
conduit a la relation (démonstration faite au chapitre 1) :

2

K, =|1-% (IV.9)

o

Ici encore, rs décrit le soluté. Nous choisirons, comme précédemment dans le cas d’un soluté
rigide, de I’assimiler au rayon hydrodynamique.

Giddings et al. [Giddings, 1968], grace a la mécanique statistique et a des arguments
géométriques, ont formulé des expressions du coefficient de partition de macromolécules
rigides dans des pores de forme simple. Le réseau est obtenu par I’association aléatoire de
plans se coupant. Ces travaux présentent non seulement les résultats dans le cas d’un soluté
sphérique mais aussi dans celui de batonnets, de tores (« doughnuts ») ou d’ellipsoides (aplati
ou allongé). La relation générale est :

K, :exp(— sE/Z) ; (1V.10)

ou L est la longueur moyenne de la molécule suivant les différents plans. Ceci signifie que

cette relation est adaptable a tout type de géométrie pourvu que I’on puisse exprimer L . s est
la surface par unité de volume libre. En d’autres termes s represente I’inverse de la taille des

pores et s L est donc un ratio de tailles (de molécule a celle du pore).
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V. Soluté flexible, matrice poreuse

Casassa et al. [Casassa, 1969] ont montré que le coefficient de partage pour une chaine
flexible dans un pore cylindrique pouvait étre calculé en résolvant une équation analogue a
celle qui gouverne la conduction de chaleur ou la diffusion en régime transitoire, dans un
cylindre. On obtient la relation :

= 1
K, =4Z[yjexp(— ati); (IV.11)
i=1l i
avec .
rg
Jo =<, (IV.12)
o

et a; les racines de Jo(o)=0, Jo représentant la fonction de Bessel de premiere espéce et
d’ordre 0.

Casassa et Tagami [Casassa, 1969] ont étendu, par la suite, ces résultats au cas de polymeres
branchés.

Les tendances fournies par cette approche adaptée aux polymeres possédant un nombre infini
de segments de longueur tres faible ont été confirmées par Daoud et de Gennes [Daoud, 1977]
qui ont utilisé des notions de loi d’échelle. Ces derniers ont étendu les résultats obtenus pour
le cas de chaines polymeéres en solvant € au cas des bons solvants. Malheureusement, leur
approche ne fournit pas de coefficients numériques, rendant impossible toute comparaison
quantitative.

On peut noter que I’approche de Giddings et al. [Giddings, 1968], dans le cas d’un soluté sous
la forme d’un batonnet rigide constitue un comportement limite de cette approche : la chaine a
un seul segment.

B/ Détermination expérimentale des coefficients de
partage

I. Protocole de détermination

Les billes de gel, a I’équilibre de gonflement, sont mises en contact avec une solution de
pullulane & 1 g.L™* dans NaCl / CaCl, (0,1 mol.L™* / 0,1 mol.L™). L’incorporation du soluté
dans le gel des billes initialement vierges de soluté conduit a une situation d’équilibre de
partage. Connaissant les volumes des phases en contact (Vso €t Vger), les concentrations
initiales (Csol, init) €t a I’équilibre (Csol, équ.) €N pullulane, il est possible d’acceder au coefficient
de partage du pullulane Kp entre I’hydrogel d’alginate de calcium et la solution :

K. = (Cgel ] _ Csol,init.VsoI - Csol,équ.\/sol
p=|—=— =
équilibre v

sol,équ. " gel

(IV.13)

sol
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La variance de Kp (voir Annexe IV. 1) peut s’écrire :

2 2 2
C,-C.,.
[V Co(-:vzsol \] O_ésomqu. +(V \éol J O_éo +(V0 Csol,equ.J O_\iul
gel *~sol équ. gel *~sol équ. gel "™~ sol ,équ.
oy, = , (IV.14)
V. .(C,-C,, .
+ sol ( 0 sozl,equ.) G\f
C Y,

sol équ. *

gel
gel

Les calculs présentés en annexe 1V.1 montrent qu’il faut utiliser la plus grande proportion
possible de gel d’alginate de calcium permettant une dispersion des billes, c’est-a-dire, limiter
le volume de surnageant. Ce résultat est a rapprocher des conditions préconisées en diffusion
[Petersen, 1991], Chapitre 1l. Ils suggerent également une estimation de I’erreur sur Kp.

Par conséquent, 3,75 g de billes d’alginate sont mis en contact avec 4 g de solution de
pullulane & 1 g.L™* (dans la solution calcique utilisée pour la mise en forme des billes), dans
des pilluliers fermés hermétiquement. Apres atteinte de I’équilibre, le surnageant est dosé en
méme temps que la solution initiale de pullulane.

Avant les essais, le temps nécessaire a I’atteinte de I’équilibre a été estimé sachant que les
coefficients de diffusion attendus pour le systeme alginate de calcium pullulane étaient
compris entre 1.10° m?s? et 1.10"°m%s™. Cette premiére hypothése a été vérifiée a
posteriori avec les essais de diffusion.

Le temps nécessaire a I’atteinte de I’équilibre est estimé grossiérement a partir de la relation
(1V.15) déduite de la loi de Fick, dans le cas d’une concentration constante a I’extérieur et des
temps courts:

M a

00

M 6(Dt)* 3Dt
=] -

(IV.15)
w

Pour un rayon a = 1 mm, le Tableau 13 donne le temps nécessaire, d’apres cette relation pour
atteindre 90% de M/M....

D(m“s") 1.10° 110" 5107 1.10™"
t o heure jour semaine mois

Tableau 13 : Estimation des temps d’équilibrage pour différents coefficients de diffusion.

Par conséquent, les dosages ont été réalisés entre 24h et 7 jours (suivant le soluté) apres la
mise en contact de facon a attendre suffisamment pour se trouver a I’équilibre sans toutefois
risquer de dégradation du pullulane (cf. notice fournisseur Annexe 1V.3).

II. Dosage du pullulane par la méthode
colorimétrique a I’anthrone
Cette technique est basée sur la réaction de I’anthrone avec les motifs glucose des sucres

(pullulane, ici) qui conduit, en milieu acide chaud, a la formation d’un complexe vert
quantifiable par spectrophotométrie dans le visible.
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La solution d’anthrone est préparée en introduisant 1 g d’anthrone et 150 mL d’eau osmosee
dans un bécher de 1 litre placé dans un bain d’eau froide. 350 mL d’acide sulfurique
concentré sont ensuite ajoutés lentement sous agitation. L’anthrone se dissout, de fagon trés
exothermique, au fur et a mesure conduisant a un mélange visqueux de couleur jaune intense.
Apres homogénéisation et retour a température ambiante, la solution est stockée a 4°C et a
I’abri de la lumiére.

Le dosage est réalisé en ajoutant a 5 mL d’anthrone 100 pL de la solution de pullulane dans
des tubes de verre qui, aprées fermeture sont homogénéisés au vortex. Les tubes sont ensuite
placés dans un bain-marie a 80°C pendant 40 minutes. Aprés retour a température ambiante et
une seconde homogeénéisation au vortex, les densités optiques de la gamme étalon et des
échantillons sont mesurées par spectrométrie dans le visible a 625 nm.

Il est nécessaire de réaliser un étalonnage simultané avec des solutions de pullulane de
concentrations connues dans le milieu agueux concerné, contre un blanc préparé avec 100 pL
du solvant. La concentration en pullulane n’excédera pas 1 g.L™ de facon a se situer dans la
zone de linéarité de la densité optique avec la concentration en polymere. Un exemple de
courbe d’étalonnage est donné Figure 76.

0.8 <
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@ Expérience
linear fit: y=1,0347x
004 @ R’=0,99994

Concentration (g.L ")

T T T T T T
00 02 04 08 08 10
Absorbance (-)

Figure 80 : Exemple de gamme d’étalonnage réalisée lors d’un dosage a I’anthrone.

I11. Programme expérimental

Les coefficients de partage ont été déterminés, par la méthode batch avec dosage a I’anthrone.
Trois types de gels physiques d’alginate de calcium ont été étudiés, avec des fractions
volumiques comprises entre 0,0108 et 0,0276. Les essais réalisés sont répertoriés Tableau 14.

Pullulane  Gel 0,0276  Gel 0,0216 Gel 0,0108

P788 v v v
P404 v 4 v
P212 v v v
P112 4 4 4
P47 VY N2 VY
P22 v v v
P11 v v v
P5 v 4 v
PO VY N2 VY

Tableau 14 : Tableau récapitulatif des essais réalisés sur les gels physiques.
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Cette premiére série a été entierement doublée et certains pullulanes ont fait I’objet de triplets
de répétitions. Ceci permettra d’estimer I’erreur expérimentale.

L’effet de la température (Tableau 15) a été étudié pour le gel ®p=0,0276 et le pullulane P112
pour 3 températures : 4°C (correspondant a un stockage en réfrigérateur), 25°C (température
ambiante) et 37°C (température du corps humain). Des températures inférieures n’ont pas été
envisagées afin d’éviter la congélation tandis qu’au-dela de 37 °C, une dénaturation des gels
et de leur structure était a craindre.

4°C  25°C 37°C
P112/Gel 0,0276 v v v

Tableau 15 : Essais réalisés a différentes températures

L’effet de la concentration en soluté a également été testé (Tableau 16), pour trois types de
gels physiques et le pullulane P212, pour des concentrations comprises entre 0 et 5 g.L™.

Concentration Gel 0,0287 Gel 0,0255 Gel 0,0104

(g.L™)
05 v v v
1 v v v
15 v v v
2 v v v
5 v v v

Tableau 16 : Essais réalisés a différentes concentrations.

Enfin, des essais faisant intervenir des gels chimiques (Tableau 17) ont été conduits pour
chacun des pullulanes de la série, dans une solution a base de tampon MES (Morpholine
Ethane Sulfonic acid) utilisé pour la synthése.

Pullulane  Gel Physique Gel Mixte Gel Chimique
P788 v
P404
p212
P112
P47
P22
P11
P5
PO

Tableau 17 : Récapitulatif des essais réalisés sur des gels de nature différente dans MES.
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C/ Reésultats expérimentaux

|. Effet de la température

Une série d’essais a été réalisée avec un couple gel/soluté de facon a tester I’effet de la
température. Ce test a pour but de Vérifier que des interactions chimiques (sorption, réaction)
n’interviennent pas sur notre systeme modele. Si ceci est vérifie, la température ne doit jouer
aucun réle sur les équilibres de partage ; seule la cinétique de diffusion se trouvera accélérée.

1.0 4

Gel 0,0276 et P112

0.8
e3>
@
g o6
e
[
o
3 o
= ?
5 044
(%]
%
o
O g2

00 L) T I L) I I 1 1

0 5 10 15 20 25 30 35 40

Température (°C)
Figure 81 : Effet de la température sur le coefficient de partage, pour un gel a 0,0276 et le pullulane P112.

Aprés 72h de contact, les resultats de partition fournissent des valeurs tres proches (voir
Figure 81) sur la gamme de température considerée, les variations observées restant
inférieures a la limite de précision de la méthode de dosage.

L absence d’effet de la température vérifie, par conséquent, I’hypothese selon laquelle seuls
les parameétres structuraux influenceront la diffusion du pullulane au sein du gel. Pour
I’ensemble des essais réalisés par la suite, la température a été contrdlée et I’ensemble des
résultats présentés a été obtenu a 25°C.

I11. Effet de la concentration

Il convenait également de vérifier I’hypothese d’idéalité des solutions de pullulane dans la
gamme de concentrations étudiée. Trois types de gels ont été testés dans cette perspective et
ont démontré une légére dépendance du coefficient de partage a la concentration de la
solution de pullulane avec laquelle ils ont été mis en contact. Cependant, les variations
observées se situant dans la limite de I’erreur expérimentale (Figure 82), on considérera que,
en travaillant & des concentrations en soluté inférieures & 1 g.L™, nos solutions pourront étre
considérées comme idéales.
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Figure 82 : Effet de la concentration en soluté (P112) sur le coefficient de partage de trois gels physiques.
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Figure 83 : Pression osmotique d’une solution de pullulane (M,, = 115000 g.mol™) en fonction de la
concentration sans sel (A) et avec 0,18 mol.L™ de NaCl (e) [Wang, 2001].

La Figure 83 fournit un argument supplémentaire assurant qu’en travaillant a des
concentrations inférieures ou égales a 1 g.L™, on se situe bien dans la zone des solutions
diluées. Les conditions d’idéalité seront donc respectées.

I11. Coefficients de partage en fonction des
parametres structuraux du systeme

Ces essais ont été réalisés sur trois types de gels physiques, ce qui nous a permis de balayer
une large gamme de fractions volumiques en polymeére dans le gel. Chacun des points
expérimentaux correspond a trois mesures de la concentration dans le surnageant, a
I’équilibre. Les barres d’erreur indiquées Figure 84 correspondent a I’écart type expérimental
tandis que le point correspond a une valeur moyenne. Pour trois pullulanes (PO, P47 et P788),
les valeurs indiquées sont issues de trois essais indépendants et pour chacun desquels trois
dosages du surnageant ont été réalisés. La moyenne, pour ces trois points, correspond donc a
9 mesures de concentration dans le surnageant et maximise ainsi I’estimation de I’erreur
expérimentale.
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Figure 84 : Coefficients de partage de la série de pullulanes pour trois gels physiques

L’ensemble des modeles de la littérature prévoit une décroissance du coefficient de partage
avec I’augmentation de la taille du soluté et la diminution des vides laissés par le polymere du
gel. Ceci est bien veérifié expérimentalement pour le systéme alginate de calcium/pullulane.
On peut, en effet, considérer qu’un accroissement de la fraction volumique en polymeére se
traduit par un maillage plus dense du réseau et une diminution des volumes au sein desquels
le polymére peut pénétrer. Les résultats de la Figure 84 sont donc la démonstration que le
coefficient de partage est fonction du rapport de la taille du soluté a la taille des mailles (ou
des pores) du réseau formé par la matrice gel.

Le cas des gels chimiques n’a pas été traité par la suite étant donné que I’effet du type de
liaison n’a pas été démontré par les essais préliminaires (Figure 85).
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Figure 85 : Comparaison des coefficients de partage de pullulanes dans des gels de natures différentes et
issus d’un méme lot de billes.

Un autre enjeu de ces essais est I’exploration des domaines de rayons de solutés et de
fractions volumiques en polymeére dans le gel encore peu décrits dans la littérature. 1l est donc
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intéressant, a ce stade, de replacer nos points expérimentaux au cceur des points de la
littérature (voir Figure 86).

La Figure 86 montre que deux domaines peu abordés dans la littérature ont été complétés :
celui de grandes masses moléculaires des solutés et celui des gels plus faibles, c’est-a-dire des
fractions volumiques en polymeére faibles. Ces données expérimentales ayant été déterminées
avec le plus grand soin, nous sommes en mesure de tester les modeles de partage de la
littérature en les adaptant a ce systeme. La prochaine partie se propose d’utiliser ces modéles
en vue d’une détermination a priori de I’équilibre de partage dans des systemes similaires.
Les différents modéles décrits dans la premiere partie de ce chapitre seront utilisés a des fins
de modélisation de ces données.

K 6%, Williams, 1998, PA 6% et dextranes

K 8%, Williams, 1998, PA 8% et dextranes

K 10%, Williams, 1998, PA 10% et dextranes

K SEC, Hussain, 1991, Superose et Ficolls

K SEC Pullulan, Hussain, 1991, Superose et Pullulane

K SEC proteine pH 7, Dubin, 1993, Superose 6 et Proteines pH 7
K SEC ph 7 a 10, Dubin, 1993, superose 6 et Pullulane

Gel d'alginate a 0,0276 et pullulanes

Gel d'alginate a 0,0216 et pullulanes

Gel d'alginate a4 0,0108 et pullulanes
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Figure 86 : Comparatif entre les résultats de la littérature et résultats expérimentaux de cette étude (gels
d’alginate de calcium/ pullulane).

Ces premiers résultats bruts comparés aux données de la littérature montrent des coefficients
de partage nettement plus élevés au fur et a mesure que la fraction volumique en polymere
dans le gel s’éléve. Bien que ce résultat soit tout a fait cohérent, des essais complémentaires
ont été réalisés afin de s’assurer que les Kp n’étaient pas surestimés. Les résultats de ces essais
complémentaires sont présentés dans le paragraphe suivant.

V. Partition ou sorption superficielle ?

La méthode de dosage utilisée est basée sur la mesure d’une diminution de la concentration
dans la solution de dispersion entre I’instant initial et I’équilibre. Par différence, il est alors
possible de déduire la concentration dans le gel et de calculer Kp. Cependant, une telle
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méthode ne permet pas de faire la différence entre une partition vraie et une partition a la
surface du gel (voir Figure 87).

A
A a

& &® &

Figure 87 : Deux situations de partage équivalentes pour notre méthode expérimentale.

V.1 Effet du volume spécifique

Afin de vérifier que notre mesure traduit bien une partition vraie au cceur de la bille
d’alginate, certains essais ont été répétés en modifiant la géométrie du gel. Les billes
millimétriques sont remplacées par un unique cylindre de gel. La méthode permet de diminuer
la surface externe du gel d’un facteur 6. Les résultats montrent peu de variations entre les
deux mises en forme (voir Figure 88).
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Figure 88 : Comparaison des coefficients de partage de cylindres et de billes présentant des aires
spécifiques différentes.

Les faibles variations observées tendent a démontrer que la partition est liée a un phénomene
de partage isotrope au cceur du gel et non a une sorption en surface de la matrice. Des écarts
sont tout de méme observés notamment pour les plus gros pullulanes dans le gel le plus dense
mais ils vont dans le sens d’une partition favorisée dans la phase gel, contraire a une
hypothése de partition en surface. Ces écarts sont sans doute dus a des erreurs expérimentales,
les gels sous forme de cylindre ne présentant, par exemple, pas exactement la méme fraction
volumique en polymere et une hétérogénéité de celle-ci en fonction du rayon.

V.2 Perspectives de travail : visualisation par microscopie de fluorescence
Dans le but de conforter les résultats obtenus en faisant varier I’aire spécifique une autre

approche a été entreprise. La microscopie de fluorescence apparait particulierement
intéressante car elle donne la possibilité d’effectuer une cartographie en trois dimensions par
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I’utilisation de la microscopie confocale. Ainsi, la visualisation de sondes fluorescentes au
cceur d’une bille fournirait des clichés démontrant clairement la diffusion des macromolécules
les plus grosses au sein de la matrice gel. Cependant, méme si cette étude préliminaire
constitue une perspective intéressante a ce travail, les problemes de mise en ceuvre sont
nombreux et ne nous ont pas permis I’obtention de tels clichés.

La difficulté principale de la méthode réside dans la modification des pullulanes dans le but
de les rendre fluorescents. Une premiére partie du travail a donc consisté en la mise au point
d’un protocole de synthese conduisant a une macromolécule greffée avec une sonde
fluorescente, la coumarine. Puis, des essais préliminaires en microscopie de fluorescence ont
été conduits sans toutefois permettre de finaliser la méthode.

1VV.2.a Synthése d’un polysaccharide greffé avec une coumarine

Le choix de la sonde fluorescente s’est porté sur une coumarine, sonde frégquemment
rencontrée dans la littérature pour le marquage de composes variés et notamment du dextrane

[Even et al., 2001].
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Figure 89 : Formule de la 7-diethylaminocoumarin-3-carbonyl azide
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Figure 90 : Réaction en trois étapes de la fluorescéine-5-carbonyl-azide sur un alcool.

Dans notre cas, nous avons choisi une coumarine, possedant une fonction carbonyl-azide
(comme la fluoresceine dont le mécanisme réactionnel est présenté Figure 90) pour réaliser
les deux premiéres étapes de ce schéma réactionnel sur I’alginate ou le dextrane qui possedent
des fonctions alcool réactives. Sous I’effet de la chaleur, un réarrangement de I’acyl azide se
produit, conduisant a la formation d’un isocyanate. L’isocyanate réagit ensuite avec les
fonctions hydroxyles du pullulane (ou du dextrane) en formant un uréthane.

Le protocole a dans un premier temps été etabli sur le dextrane, possédant une structure
voisine du pullulane mais moins codteux.

Le protocole réactionnel consiste en la dissolution du dextrane préalablement séché 24h a
I’étuve dans le DMF. Le dextrane est alors mis en contact avec la coumarine dissoute dans le
DMF et le mélange est placé sous agitation, a 80°C, pendant 24h de fagon a ce que la réaction
se produise.

Une purification par précipitation a été envisagée mais des problémes de récupération ont été
observés (filtration difficile due a la présence de particules trop fines). Par conséquent, le
produit de réaction est placé, a I’issue de la synthése, dans un boudin de dialyse en contact
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avec une grande quantité d’eau pour purification et élimination du DMF et des résidus de
synthese. L’ensemble du protocole est conduit a I’abri de la lumiére de facon a éviter la
dégradation de la coumarine.

A I’issue de I’étape de purification, le produit de synthése est séché par cryo-lyophilisation.

1V.2.b Essais en microscopie de fluorescence

Aprés les premieres syntheses, la fluorescence du produit a pu étre démontrée par des essais
au fluorimetre. Les premiéres syntheses basées sur un taux de greffage de 5%o (5 coumarines
tous les 1000 motifs du polysaccharide) ont montré une fluorescence relativement faible. Par
consequent, nous avons porté le taux de greffage a 15%o afin de s’assurer d’un signal suffisant
avant de procéder a une observation en microscopie de fluorescence.

De méme les longueurs d’onde d’excitation (433 nm) et d’émission (450-500nm) ont été
déterminées.

Les premiers essais de fluorescence ont éte réalisés en observant une bille d’alginate de
calcium vierge de dextrane fluorescent et une autre chargée en compose fluorescent. Les
clichés ont montré une trés faible différence entre les deux billes avec une fluorescence
legérement plus marquée pour la bille chargée. Ceci démontre la présence d’une auto
fluorescence de I’alginate, confirmée par les travaux de Sharma et Gupta [Sharma, 2002]. Ces
auteurs associent la fluorescence de I’alginate a la présence de polyphénols et en proposent
une méthode de purification par la méthode TPP (three phase partitioning). Leur suivi de
purification se fait, a ce titre, par fluorescence. La longueur d’onde d’excitation est 366 nm et
I’émission se fait aux environ de 450 nm.

Par conséquent, a moins d’étapes de purification de I’alginate, I’utilisation de la coumarine
comme sonde greffée au pullulane en vue de son suivi dans I’espace semble difficile a cause
de la superposition des signaux de la coumarine et des polyphosphates.

Une possibilité autre que la purification consisterait en I’utilisation d’autres types de sondes
fluorescentes possédant un spectre d’émission bien distinct de celui de I’alginate.

Malgré la difficulté du procédé et étant donné qu’un protocole de synthése a pu étre mis en
ceuvre, conduisant a des dextranes fluorescents, la méthode semble prometteuse et constituera
une perspective de travail intéressante.

D/ Modeélisation Propriétées/Structure

Dans I’ensemble des modélisations présentées, le paramétre d’ajustement employé est du type
moindre carré des écarts relatifs. Si on designe par yex, la grandeur expérimentale et yineo la
grandeur modélisée, et que cette grandeur dépend d’une variable x, pour chaque couple (x, Y),
le résidu sera défini par :

2
ZXZ _ |:(yexp - ythéo )j| . (|V16)
ythéo

La somme des résidus sur I’ensemble des x sera donc le paramétre minimisé.
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|. Soluté rigide sphérique, matrice fibreuse

1.1 Modélisation par le modele d’Ogston

Le modéle de Ogston requiert la connaissance de plusieurs parametres :
- fraction volumique en polymere dans le gel ®p, estimée via le taux de gonflement
expérimental ;
- rayon hydrodynamique du soluté ry, modélisé par la relation de Kato [Kato,
1988] ;
- rayon des fibres du réseau d’alginate de calcium ry,
- coefficient de partage Kp estimé expérimentalement.

La modélisation a donc été réalisée avec un seul parametre d’ajustement, le rayon des fibres.
Deux possibilités sont offertes : réaliser un moindre carré des écarts entre le modele et les
points expérimentaux pour chacune des fractions volumiques ou bien considérer que le rayon
des fibres est constant pour les trois gels testes.

Nous supposons, dans un premier temps, que le rayon des fibres ne dépend que de la nature
du gel, c’est pourquoi la modélisation a été faite avec une valeur unique de r; pour les
différentes fractions volumiques (voir Tableau 18). Cette pratique utilisant un méme rayon de
fibre pour un type de gel donné est la plus fréquemment employée [White et Deen, 2000].
Elle repose sur le fait que la fraction volumique ne joue pas sur le rayon des chaines de
polymere mais seulement sur la taille des intervalles présents entre les chaines. Cette vision
des choses est, en outre, basée sur des données expérimentales de mesures de rayon de fibres
d’alginate par I’intermédiaire de données obtenues par analyses aux rayons X de I’état
cristallin [Nilsson, 1992].

Auteurs Gel rs(nm)  ®p

Dubin et al. Superose 6 (agarose) 1,9 0,06
Hussain et al. Superose 12 (agarose) 1,9 0,12
Tong et Anderson  Polyacrylamide 0,33-0,43 0,02-0,14
William et al. Polyacrylamide 0,33-0,43 0,03-0,08

Tableau 18 : Propriétés de quelques hydrogels utilisés dans la littérature [d’aprés White et Deen, 2000].

Amsden propose, dans une autre publication [Amsden, 2002] un calcul de r; par
I’intermédiaire d’une relation fonction de My, la masse moléculaire du soluté, de Iy, la
longueur du monomere, de v le volume spécifique du polymere, de ry, le rayon d’une
molécule d’eau et Na, le nombre d’Avogadro :

M 1/2
ro=| —m2 |, (IV.17)
l,.77.N,

Si on considére que le rayon d’une molécule d’eau est 1,85A, la masse moléculaire de I’unité
pullulane est 180 g.mol™, le volume spécifique de I’alginate est 0,6 cm>.g™* et la longueur du
monomeére 5,14 A [Amsden, 1999]. L’application de cette relation a I’alginate de calcium
fournit un rayon de fibre de 5,2 A et confirme que r; doit étre supposé identique pour un type
de gel donné, quelle que soit sa fraction volumique en polymere.
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Figure 91 : Modélisation des points expérimentaux (ajustement sur rs supposé contant pour les trois
fractions volumiques dans le gel et en utilisant les 5 plus petits pullulanes (a gauche) et toute la série (a
droite)).

Ogston re ajusté sur la série ou sur 5 pullulanes

rs = ry calculés par la relation de Kato

K, = exp(-®, (1+-2)?)
rf

Gel 0,0108  Gel 0,0216  Gel 0,0276  Total (nrrfn)
Résidu (série) 0,135 0,277 1,157 1,569 2,97
Résidu (5 pullulanes) 1573,5 428,25 2351 202526 1,85

Tableau 19 : Résidus dans le cas de modélisations par la relation de Ogston.

La modélisation (Figure 91 et Tableau 19) conduit a I’estimation de r; a 1,85 nm si
I’ajustement est réalisé sur les 5 plus petits pullulanes de la série. Si on utilise I’ensemble des
points, r; est estimé a 2,97 nm. On peut noter qu’Amsden [Amsden, 1998] fournit une valeur
de 3,6 A pour des gels d’alginate de calcium, valeur déduite d’analyses par rayons X. La
Figure 92 fournit les résultats d’une modélisation des points expérimentaux en fixant r; a cette
valeur expérimentale. Cet exercice illustre le faible caractére prédictif du modéle.

En outre, dans une autre publication [Amsden, 2001], cet auteur propose pour I’alginate une
valeur de 8 A pour I’ajustement des modeéles aux données expérimentales. Ces valeurs de rt
variables proposées par cet auteur soulignent également I’incertitude liée a son estimation.

L Gel0.0108
1044 * Gel 0.0216
Iy %o @ Gel 0.0276
sl B * O - - - - Ogston 0.0108
il § Cfag™ & - = -Ogston 0.0216
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Figure 92 : Modélisation des points expérimentaux via la relation de Ogston en posant r¢ = 3,6 A, c’est-a-
dire sans parameétre ajustable.
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En outre, les estimations du rayon de fibre fournies par ces auteurs ont été réalisées a I’état
solide sec (rayons X) ou bien en estimant seulement le rayon de la chaine d’alginate en
solution. Elles ne tiennent donc pas compte de la présence de jonctions « egg-box » connues
pour pouvoir se superposer. Dans ce cas de figure, on imagine aisément que I’ordre de
grandeur d’un rayon de fibre moyen doit étre supérieur a la dizaine d’angstrém, rendant
plausibles nos valeurs de rayons de fibre ajustées.

Toutefois, d’importants écarts entre théorie et expérience sont relevés pour les masses
moléculaires élevées. Nous allons tenter de les analyser sous deux angles: celui de la
modélisation de la matrice et celui de la représentation du soluté par ce type de modéles.
Quelle que soit la méthode choisie pour la modélisation des données expérimentales, certaines
remarques peuvent, en outre, étre énoncées. On Vvérifie bien que, pour les solutés les plus
petits, ce modele permet une bonne représentation des données expérimentales. Par contre,
pour les solutés de taille supérieure a 15 nm, I’écart entre modéle et expérience devient
conséquent et ce d’autant plus que les gels présentent une fraction volumique faible. Ceci
conduit donc a s’interroger sur la représentation du soluté dans ce modéle.

1.2 Validité de la description du soluté
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Figure 93 : Comparaison des rayons hydrodynamiques donnés par Kato et des rayons hydrodynamiques
calculés via le modéle d’Ogston.

La Figure 93 se propose de comparer les rayons hydrodynamiques de notre gamme de
pullulanes (mesurés au chapitre Il et corrélés par la relation de Kato) a la valeur de ry obtenue
a partir de la relation de Ogston en imposant r; a 1,85 nm (valeur issue de nos modélisations)
et connaissant Kp. Cette figure illustre bien que, pour les solutés de taille inférieure a 10 nm,
une bonne adéquation entre modéle et expérience peut étre observée. Par contre, au-dela,
d’importants écarts sont relevés comme en témoigne la déviation par rapport a la premiére
bissectrice.

Cette information est d’autant plus intéressante que I’on voit que cette limite des 10 nm est
fonction de la fraction volumique du gel. Elle intervient d’autant plus précocement que le gel
est peu dense. Intéressons-nous, maintenant, a la signification de cette déviation. Dans tous les
cas, I’estimation via le modele d’Ogston fournit des valeurs du rayon hydrodynamique
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inférieures ou égales a celles obtenues en solution et pour lesquelles on suppose le soluté sous
la forme sphérique. En d’autres termes, le coefficient de partage est supérieur a celui attendu
par la théorie : les macromolécules pénétrent davantage dans le gel que ne le prévoit ce
modeéle.

Ces observations laissent penser que les macromolécules adoptent une conformation plus
avantageuse afin de pénétrer dans les gels. Ceci corrobore I’hypothése d’une conformation du
soluté s’adaptant a son environnement. Cependant, ces résultats sont paradoxaux car, pour un
gel plus dense, on s’attend a un maillage plus serré que dans le cas d’un gel peu concentré. Or,
le rayon du soluté limite la pénétration dans le gel aux environs de 7 nm pour le gel a 0,0108
tandis que le soluté ne doit modifier sa conformation qu’a partir de 12 nm pour le gel a
0,0276. Assez paradoxalement, c’est donc pour les gels les plus faibles que la précocité de la
supposée modification de conformation apparait.

Cependant, si on compare ces valeurs pour lesquelles le modéle de Ogston n’est plus
satisfaisant aux résultats de I’estimation par rhéologie de la taille des mailles du réseau
(Chapitre 11, § 11.5.c) une analogie dans I’ordre de grandeur peut étre faite. La limite du
modele de Ogston, dans le cas de notre systéme se situe, en effet, entre 7 et 15 nm environ.
Les données rhéologiques permettaient, quant a elles, d’estimer le paramétre de maille de nos
gels aux environs de 7 et 17 nm pour les gels de fraction volumique 0,0276 et 0,0108,
respectivement.

Finalement, cette représentation des résultats confirme ceux rencontrés dans la littérature :
pour les masses moléculaires de soluté faibles, le modele d’Ogston permet une bonne
représentation des expériences et pour les M,, élevees, d’autres approches sont requises.

Si on suppose que le volume du soluté reste inchangé durant le processus de partage (sphére
dure), il est possible de calculer le grand axe, noté b, de I’ellipsoide associé a la supposée
nouvelle conformation grace a la relation donnant le volume d’un ellipsoide :

4
Vellipso'l‘de = gﬂ'azb (|V18)

Ces resultats sont schématisés a la Figure 94.
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Figure 94 : Conformation supposée (via le coefficient d’asphéricité) du soluté en fonction de sa masse
moléculaire et de la fraction volumique du gel.
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Cette représentation des solutés n’a rien de definitif, elle se propose de Vérifier, grace a de
rapides calculs, le caractere plausible de nouvelles conformations du soluté au voisinage du
gel. En outre, comme précisé dans le chapitre I, ce type d’approche requiert de prendre en
considération I’angle de pénétration du soluté dans le gel. Une formalisation de ce probléme
reviendrait a comptabiliser I’ensemble des orientations du soluté & I’entrée de la matrice,
chose encore délicate a I’heure actuelle. Par contre, supposer que cette conformation résulte
de la flexibilité des chaines aux abords du gel reste envisageable (cette possibilité sera
discutée plus loin via les travaux de Hermsen et al.) et elle pourrait correspondre a la
configuration adoptée par le soluté, en milieu confiné.

1.3 Ecarts liés a la modélisation de la matrice

Deux parametres caractérisent la matrice dans le modele proposé par Ogston : le rayon des
fibres, ry qui est aussi notre parametre ajustable, et la fraction volumique en polymeére. Nous
nous interrogerons, dans cette partie, sur les conséquences, sur la valeur de Kp, d’erreurs
d’estimations de ces parametres.

1.3.a Ecarts liés au rayon des fibres
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Figure 95 : Modélisation via la relation de Ogston avec r; ajusté pour chaque fraction volumique en
polymeére (gel 0,0108 : ry=2,1 nm ; gel 0,0216 : rs= 1,8 nm et gel 0,0276 : r; = 1,8 nm).

La modélisation présentée Figure 95 se propose d’ajuster r; de fagon indépendante pour
chacune des fractions volumiques. Des valeurs de rs du méme ordre de grandeur sont obtenues
mais présentant toutefois une variation de I’ordre de 20 %. Aussi, il serait utile de savoir si un
écart relatif de cet ordre est représentatif de variations importantes sur Kp, en d’autres termes
de connaitre la sensibilité relative de Kp par rapport a rs .

2

r
K, =exp| - P, 1+r—S : (IV.19)
f
dK 2
ro|r r
P =20, |1+ [exp| - D, |1+~ V.20
drf P rf er p F rf ( )

r,.®p
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oK, re r r
— =20, 2|1+~
(arf Jr K, P [ rfJ (Iv.21)

On suppose une erreur relative de 20 % sur r;. La Figure 96 représente I’erreur relative sur Kp

en fonction du rapport de la taille du soluté au rayon des fibres, pour différentes fractions
volumiques.

P

Erreur relative sur K_ (%)

- - Fraction volumique 0.01
Fraction volumique 0.03
Fraction volumique 0.1

10 12 14

Figure 96 : Sensibilité relative de Kp par rapport a r¢/r¢ pour une erreur relative de 20% sur r;et pour
différentes fractions volumiques.

Ce calcul montre I’extréme sensibilité de Kp a ce parametre. Aussi, les différences observées
lors de modélisations avec r; ajusté indépendamment pour chaque fraction volumique sont
réellement significatives mais ne peuvent s’expliquer, pour autant, physiquement.

Si le rayon des fibres n’est pas identique pour chacune des fractions volumiques, les résidus
sont legerement réduits mais la compréhension physique du modele n’est plus respectée
comme en témoignent le Tableau 20 et le Tableau 21 ou les valeurs de r; sont différentes en
fonction de ®p. Sous la rubrique « Reésidus (7/8) » est donnée la valeur des résidus des 7
pullulanes de plus faible masse moléculaire. L’erreur résiduelle peut paraitre extrémement
importante. Cependant, il convient de souligner qu’elle provient en grande partie de I’erreur
sur le pullulane de masse molaire la plus élevée de la série (P788). Si le méme relevé n’est
effectué que sur les 7 premiers pullulanes (sur 8), les résidus sont nettement diminués (cas
tabulé au Tableau 20, sous la rubrique « Résidus (7/8) »).

rr ajusté pour chacune des fractions

Ogston volumiques, sur les 5 premiers pullulanes de la
K, = exp(-®p (L+-2)?) serie
Iy fs=1TIH
Gel 0,0108 Gel 0,0216 Gel 0,0276
rr modélisé (nm) 2,12 1,81 1,84
Reésidus (serie) 5,394 628 1777
Résidus (7/8) 0,488 5,37 1,94

Tableau 20 : Résultats de modélisation avec ajustement sur r; pour chaque fraction volumique
(ajustement sur les pullulanes de M,,< 47 300 g.mol™).
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Ogston Gel 0,0108 Gel 0,0216 Gel 0,0276
r modélisé (nm) 3,37 3 2,87
Résidus (série) 0,048 0,274 1,115

Tableau 21 : Résultats de modélisation avec ajustement sur r; ajusté pour chaque fraction volumique
(ajustement sur tous les pullulanes).

Ces simulations a r; variables pour chaque fraction volumique en soluté sont en meilleure
adéquation avec les points expérimentaux. Cependant, I’hypothése de rayons de fibres
variables avec la fraction volumique en polymeére dans le gel ne peut étre retenue que si I’on
suppose :
- que des fractions volumiques variables induisent des structures egg-box tres
différentes
- et que le rayon de fibre r; est moyenné sur les zones egg-box et les chaines non
impliquées (Figure 97).

T

rr moyen
croissant

Figure 97 : llustration de I’hypothese d’un rayon de fibre variable en fonction de la fraction volumique
de polymere dans le gel.

La caractérisation par hydrolyse enzymatique tend cependant a démontrer que I’alginate
utilisé posséde seulement de I’ordre de 20% de courts segments polyG. Par conséquent, le
rayon des fibres du gel sera probablement faiblement pondéré par ces pontages egg-box. Nous
supposerons donc, par la suite un rayon de fibre constant.

Ce modele utilisant un second paramétre pour la description du gel, il convient également
d’évaluer la sensibilité de K, a une erreur sur ®p.

1.3.b Erreur relative sur la fraction volumigue en polymére dans le gel

La fraction volumique nous est apparue comme un paramétre particulierement sensible étant
donnée la difficulté d’une estimation précise de celle-ci. En effet, sa détermination nécessite
I’estimation de plusieurs paramétres et des approximations sont requises pour parvenir a sa
valeur. En outre, les voies d’accés sont variables suivant les auteurs : extrait sec, mesure du
taux de gonflement. Et, chacune de ces méthodes présente des avantages et des inconvénients.
Amsden [Amsden, 1998] utilise une mesure de I’extrait sec du gel de facon a accéder a la
masse de polymeére sec dans le gel. Il multiplie cette masse par le volume spécifique de
Ialginate (0,6 cm>.g™) de facon & estimer le volume sec. Finalement, la fraction volumique
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est obtenue en divisant ce volume de polymeére par le volume du gel gonflé. Cette méthode
souffre de deux difficultés. Premierement, I’extrait sec réalisé sur le gel donne acces non pas
seulement a la masse de polymeére sec, mais, a la masse de polymeére et de sels (CaCl,, NaCl),
ce qui conduit a surestimer le volume de polymeére dans le gel. Par ailleurs, I’estimation du
volume de gel gonflé peut étre difficile si celui n’est pas parfaitement symétrique dans les 3
dimensions de I’espace.

Dans notre cas, et afin d’éviter le probléme lié a la mesure de I’extrait sec, une mesure du taux
de gonflement a été realisée selon le protocole décrit au chapitre I. L hypothese forte de cette
méthode est d’utiliser la masse volumique de I’eau pour celle du gel d’alginate. Il a été estimé
que I’erreur était faible étant donnée la faible proportion de polymére dans le gel et la masse
volumique du gel a été vérifiée experimentalement. Enfin, pour ces deux méthodes, la valeur
du volume spécifique n’a pas été vérifiée.

Comme précédemment, on peut calculer :

2
K,) @
(a PJ Lo o, |1+5]. (IV.22)
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Fraction volumique 0,03
- - - - Fraction volumique 0,1

10 4

-20 4 A

-30

Erreur relative sur K (%)

-40 4 \

-50

s f

Figure 98 : Effet d’une erreur de fraction volumique de 10 % sur le coefficient de partage en fonction du
rapport des tailles de solutés et de fibres et pour différentes fractions volumiques.

La Figure 98 illustre bien que pour les rapports r/r¢ élevés, I’erreur résultant d’une mauvaise
estimation de la fraction volumique en polymere dans le gel est accrue, notamment lorsque la
fraction volumique croit. Par conséquent, I’effet d’une erreur sur ®p sera d’autant plus grand
que le rayon du soluté tendra vers des valeurs importantes. Nous avons donc tenté de modifier
de 20% les valeurs de chaque fraction volumique afin de vérifier si une meilleure
modélisation peut étre obtenue (Figure 99).
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Figure 99 : Effet d’une variation de plus (points) ou moins (tirets) 20 % de la fraction volumique sur les
modélisations de Kp par la relation d’Ogston ; modélisation avec ajustement sur les 5 premiers pullulanes.

La Figure 99 représente trois series de modélisations pour des fractions volumiques
augmentées ou diminuées de 20 % par rapport aux valeurs utilisées habituellement. Les
sommes des résidus sont présentées Tableau 22. On vérifie bien qu’une augmentation de la
fraction volumique contribue a réduire légérement les écarts entre modele et expérience.
Cependant, le gain est insuffisant pour atteindre une modélisation correcte.

Ogston  Gel 0,0108 Gel 0,0216 Gel 0,0276  Somme

0,8.®p 1,21 1,69 1,45 4,34
Op 11 1,54 1,34 3,98
1,2.®p 0,938 1,325 1,3 3,56

Tableau 22 : Résidus essais/modeles pour des fractions volumiques différentes et un ajustement sur les 5
premiers pullulanes avec r; constant pour les 3 gels.

1.3.c Erreur relative globale sur Kp liée a une mauvaise caractérisation de la matrice

Finalement, il convient de considérer I’erreur globale résultant d’erreurs dans la
caractérisation de la matrice. L expression de cette erreur relative sur Kp s’exprime par la
relation :

2
dr
Ko o (145 |8 g 115 | 9Pe _og |1y fs | O0 (IV.23)
P rf rf rf rf P rf rf rs

L’erreur relative sur rs est supposée nulle et le tracé de I’erreur relative sur Ke pour des erreurs
de 20% sur r; et dp est représentée Figure 100 pour différentes valeurs de fraction volumique.
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Figure 100 : Erreur relative sur Ky consécutives de +20 % d’erreur dans I’estimation de r; et —20% pour
Dp.

L’ application de cette erreur a nos données modélisées est représentée Figure 101 ou les
modeles sont bornés par des valeurs supérieures (+) et inférieures (-). Nous sommes
volontairement placés dans le cas de figure le plus défavorable en simulant une erreur de
+20% sur le rayon de fibres et de —20% sur la fraction volumique, cas ou les erreurs se
cumulent.
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Figure 101 : Erreur théorique sur Kr modélisé d’apres le modele d’Ogston et pour une erreur relative sur
r; de +20% (+) et de -20 % (-) sur ®p ( r;= 1,85 nm)

Cet exemple montre que I’on se rapproche des données expérimentales sans toutefois
suffisamment d’effet pour le cas des solutes de grande masse moléculaire.

Plusieurs tentatives de réponses sont donc formulées pour expliquer ces écarts (liées a la
représentation du gel ou du soluté). Dans un premier temps, une autre représentation du soluté
sous forme de soluté flexible sera envisagée. C’est pourquoi, un modele plus complexe, tel
que celui de White et Deen a été testé [White et Deen, 2000].
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I1. Soluté flexible, matrice fibreuse

I1.1 Modélisation par le modele de White et Deen

Cette approche [White et Deen, 2000] decrit le soluté par I’intermédiaire du rayon de giration.
Les rayons de giration de notre série de pullulanes ont été calculés au chapitre Il (voir tableau
3). Le soluté est donc défini comme un enchainement de n-1 segments de longueur I. La
valeur de | est prise egale a 1,6 nm et n est calculé via la définition de ry.

Les autres parametres du modeéle sont ®p et le rayon des fibres, r;. Par consequent, et comme
pour les modélisations précédentes, seul r; sera utilisé comme parametre d’ajustement,

commun & toutes les fractions volumiques.

Gel a4 0,0276 (exp)
Gel a 0,0276 (modéle)
* Gela0,0216 (exp)

L Gel 40,0276 (exp)
Gel a 0,0276 (modéle)

Rk -~ Gel & 0,0216 (modéle)
t @ Gela0,0108 (exp)
o8 * -9 Gel a 0,0108 (modéle)

o °
o [
L " 1
*

%

o
[¥]
NI
¥

0,04

Coefficient de partage (-)
17

Rayon de giration (nm)

* Gela0,0216 (exp)
1.0 3 Gel 4 0,0216 (modéle)
*o @ Gela0,0108 (exp)
* - Gel a 0,0108 (modeéle)
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Figure 102 : Modélisation avec la relation de White et Deen, parametre d’ajustement r; = 2,33 nm,
ajustement sur les pullulanes de M,, < 47300 g.mol™ (& gauche) et r; = 3,96 nm si ajustement sur tous les
pullulanes (a droite).

rr ajusté sur la série ou les 5 premiers pullulanes

White et Deen

ry déterminé par la relation de Kato

K, =exp[-1+7°2")®,]

Gel 0,0276 Gel 0,0216 Gel 0,0108  Total (nrr;)

Résidu (série) 1,13 0,26 0,14 153 3,96
Résidu (5 pullulanes) 576 197 15 788 2,33
Résidu 7/8 (5 pullulanes) 1,32 3,5 1,53 6,35 2,33

Tableau 23 : Résidus dans le cas de modélisations par la relation de White et Deen.

Les modeles utilisés dans ce travail ayant fait leurs preuves pour les solutés de petites tailles,
on peut supposer que le fait d’ajuster nos modélisations sur les 5 premiers pullulanes de la
série nous permettra d’avoir une vision critique des écarts entre modele et expérience. Dans ce
cas, une remarque générale peut étre faite concernant la sous-estimation du coefficient de
partage des molécules les plus grandes par rapport a I’expérience (voir Figure 102 et Tableau
23). Cette sous estimation générale de Kp pour les grandes masses moléculaires par le modele
de White et Deen est soulignée par ces auteurs [White et Deen, 2000]. Ceci est visible dans
leurs travaux a partir d’une valeur du rayon du soluté de I’ordre de 5 nm. Il n’est donc pas
surprenant d’obtenir des modélisations peu satisfaisantes avec ce type de modele, dans notre
cas. En outre, représenter des solutés de trés faible taille par des pelotes statistiques (via
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I’utilisation de ry) pose probléeme et semblerait mieux adaptée aux grandes masses
moléculaires qui n’ont pas été modélisees, pour cause de limitations de calculs. Concernant
les valeurs de rayons de fibre obtenues par ajustement, elles apparaissent sur estimées par
rapport & la valeur de 3,6A suggérée par Amsden. A ce titre, White et Deen indiquent, dans le
cas des modélisations effectuées sur les gels d’agarose, qu’ils choisissent une valeur moyenne
de r; de 1,9 nm étant donné que les mesures expérimentales ont montré que 87 % des fibres
d’agarose mesuraient 1,5 nm et les 13 % restants mesuraient 4,5 nm. Cet exemple illustre bien
la difficulté d’estimation de ce parameétre et son caractére trés certainement multi modal en
contradiction avec des modeles considérant un rayon de fibre unique dans tout le gel. Nous
nous attacherons, dans la suite de ce chapitre, a apporter des hypothéses en vue de
I’amélioration des modeéles et de la compréhension du partage accru des solutés de tres grande
masse moléculaire.

11.2 Conformation du soluté
Une autre hypothése concernant le soluté, que nous avons déja évoquée dans le cas des
solutés rigides, est la conformation de ceux-ci au voisinage du gel. La Figure 103 illustre cette

hypothése. Les fleches horizontales représentent la diminution du rayon nécessaire a une
bonne adéquation entre théorie et expérience.

0.8+
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Coefficient de partage ()

0.0 4

Rayon de giration (nm)

Figure 103 : lllustration de I’hypothese d’un réarrangement du soluté en vue d’une conformation pour
laquelle le rayon équivalent est inférieur a ry.

De récents travaux [Hermsen, 2002] abondent dans le sens de cette hypothése. Ces auteurs
décrivent, au voisinage de pores cylindriques et rectilignes une conformation dite « flower
conformation » pour laquelle la macromolécule change de conformation au fur et a mesure de
sa penétration dans les pores en adoptant la forme d’une fleur dont la queue entre dans la
cavité tandis que le reste de la macromolécule se concentre en un bouton. Finalement, elle
retrouve au sein de la cavité une conformation en pelote statistique. (Figure 104)

Ces travaux fournissent donc une hypothese intéressante dans notre cas car elle pourrait
expliquer des valeurs de Kp expérimentales supérieures a celles prévues par la théorie.
Malheureusement, aucun développement mathématique ne permet & I’heure actuelle de
calculer un rayon équivalent lorsque cette conformation est adoptée.
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Figure 104 :Représentation de la macromolécule a différents degrés de pénétration dans le pore : (A) dans
la solution, (B) 28 % dans le pore, (C) 42 %, (D) 89 % et (E) dans le pore. [Hermsen, 2002]

11.3 Effet de la taille du soluté via le degré de polymérisation

Dans la partie caractérisation du systeme, il a été souligné que les données fournisseurs
indiquaient des différences relativement importantes (10% environ) entre les masses
moléculaires mesurées au laboratoire et celles données par le fournisseur pour les pullulanes
de My, élevées. Ces différences induisent des variations dans la valeur du rayon de giration qui
intervient, dans le modele de White et Deen, par le biais de n, le nombre de segments de la
chaine polymere.

Pour estimer I’effet d’une erreur sur My, la différentielle de Kp par rapport a n a été calculée
pour la relation de White et Deen (annexe 1V.2) :

[dKP)rf’% =£(exp(—(1+7za/1b)(bp)) (1V.24)

dn on

A i . dK, n .
On en déduit I’expression du rapport des erreurs relatives 5 P P Ce rapport est dependant
n P

du rayon des fibres et de la fraction volumique en polymeére. Si on suppose une erreur relative
de 10%, a une fraction volumique en polymeére de 0,0276, le tracé de I’erreur relative sur K,
en fonction de n et pour différents r; peut étre tracé (voir Figure 105).
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Figure 105 : Erreur relative sur AKp/Kp pour une erreur relative de 10% sur n et pour trois rayons de

fibres.

Il apparait que pour les valeurs importantes de n (dans le cas des pullulanes, npzgs=3500),
I’erreur relative sur Kp consécutive de 10% d’erreur relative sur n peut dépasser les 50 %.
Pour savoir si cet écart suffit a expliquer la déviation observée entre modele et expérience, les
erreurs relatives apres modélisation ont été calculées, dans notre cas (Tableau 24).

M, (@moll)  Gel0,0276  Gel 0,0216 _ Gel 0,0108
738 0% 0%

5900 9,6% 2,1% 21,0%
11800 45,4% 22,0% 18,9%
22800 67,1% 81,4% 0,0%
47300 25,9% 19,2% 32,9%
112000 53,7% 0% 102,9%
212000 184,6% 683,2% 394,9%
405000 1131, 7% 1741,2% 1167,8%
788000 23977,9% 13916,5% 3686,9%

Tableau 24 : Ecarts relatifs théorie/expérience dans le cas d’une modélisation avec ajustement sur les

pullulanes de M,, < 47300g.mol™.

M, (@molD)  Gel0,0276  Gel 0,0216 _ Gel 0,0108
738 0% 0%

5900 25,2% 29,1% 34,3%
11800 105,8% 70,8% 43,7%
22800 168,6% 160,7% 0%
47300 224, 7% 179,6% 55,4%

112000 381,2% 0% 104,4%
212000 695,0% 220,4% 50,7%
405000 640,5% 319,2% 80,3%
788000 15,4% 216,5% 338,5%

Tableau 25 : Ecarts relatifs théorie/expérience dans le cas d’une modélisation avec ajustement sur toute la

série

de pullulanes.
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Dans tous les cas, I’écart entre théorie et expérience est bien supérieur a celui prévu par
I’erreur relative théorique sur n. On peut donc en deduire qu’il faut envisager d’autres
hypothéses qu’une erreur sur My, (ou rg) pour rendre compte de I’imprécision des modeles
d’équilibre pour des solutés de trés grande masse moléculaire.

Seul un cumul des erreurs sur I’estimation des différents parametres pourrait expliquer les
écarts entre expérience et modele.

Nous avons jusqu’alors remis en question la description du soluté. Etant donné que la
partition dépend du rapport de la taille du soluté a la taille des mailles (ou des pores) du
réseau, il convient de vérifier si la description de la matrice peut, elle aussi, étre amélioreée.
Comme nous I’avons précisé dans la premiére partie de ce chapitre, une approche poreuse est
également possible pour la matrice. Le prochain paragraphe se propose d’aborder cette vision
de la matrice.

[11. Soluté rigide, matrice poreuse

Ce modele, trés simple, fournit des résultats tres satisfaisants (Figure 106) par rapport aux
modeles plus élaborés testés précédemment. Par contre, on peut s’interroger sur le caractere
prédictif de celui-ci étant donné que le rayon des pores a été utilisé comme parametre
d’ajustement.

Les rayons de pore ajustés, d’aprés le modéle de Pappenheimer, aux résultats expérimentaux,
sont présentes, Tableau 26, tout comme les résidus.

L Gel 40,0276 (exp)

Gel 40,0276 (model)
* Gela0,0216 (exp)

1.0

L{ Gel 40,0216 (model) %o
* L. @ Gela0,0108 {exp) * ]
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Figure 106 : Modélisation avec le modéle de Pappenheimer avec pour paramétre d’ajustement le rayon de

Rayon hydrodynamique {nm)

Rayon hydrodynamigue (nm)

pore : (a gauche) ajustement sur tous les points, (a droite) ajustement sur 5 points.

2

K - 1_r_S rp ajusté pour chaque fraction volumique
P r s =TIy
Gel 0,0108 Gel 0,0216 Gel 0,0276  Total
re modélisé (nm) 81 41 22
Résidus 0,004 0,138 5,01 5,152

Tableau 26 : Récapitulatif des valeurs du rayon de pores ajustées pour les trois gels physiques par le
modele de Pappenheimer ainsi que les résidus (fit sur tous les points).
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Certains auteurs [Cifra et Bleha, 2005] suggérent d’utiliser pour le soluté, le rayon de giration
plutdt que le rayon hydrodynamique. Les résultats sont similaires comme en témoignent la
Figure 107 et le Tableau 27.

L Gel a 0,0276 (exp)
Gel 4 0,0276 (modeéle)

‘hi..-‘;-» * Gel a0,0216 (exp)
* "}% ------ Gel 4 0,0216 (modeéle)
B B @ Gela0,0108 (exp)
' & 5 s T Gel 42 0,0108 (modéle)
o * >
& 06- A ?
]
o
- -9
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Figure 107 : Modélisation avec pour paramétre d’ajustement le rayon de pore et un soluté décrit par le
rayon de giration (ajustement sur tous les points).

2 re ajusté pour chaque fraction

Kp = 1_5 volumique
r rs = Iy
Gel 0,01 Gel 0,02 Gel 0,03
rr modélisé (nm) 118 61 32
Résidus 0,012 0,2 2,42

Tableau 27 : Récapitulatif des valeurs du rayon de pores ajustées pour les trois gels physiques et un soluté
décrit par le rayon de giration.

Méme si la qualité de la modélisation est voisine, on peut quand méme souligner I’écart non
négligeable des valeurs du rayon de pore. La Figure 108 se propose de positionner les rayons
de pores obtenus par modélisation sur le graphe présentant, au chapitre |, la grande variabilité
des tailles de pores (ou de maille) rencontrées dans la littérature en fonction des modéles
théoriques.



These MAZENS D. 2005 Chapitre IV Page 149

© Haggerty (pore)

& White et Dorion (pore)

#r Krajewska (pore)

Hennink (mesh)

A Diamétre de pore via Pappenheimer et mesures de KP (rH)

v Diamétre de pore via Pappenheimer et mesures de KP (rg)
----Lustig o= 10 nm (mesh)
————— Lustigr, = 1 nm (mesh)
—-=-= Park (mesh)

)

100 4y

!

I

: A —— De Gennes, solution semi-diluée et k = 6 (mesh)
H & =,

|

I

Taille de maille ou diamétre de pore (nm)

T T T T T T T T T T T T —
0,0 oA 0.2 03 0.4 05 0.6 0.7 08

Fraction volumique

Figure 108 : Comparaison des rayons de pores de la littérature et modélisés pour I’alginate de calcium a
partir de Kp et d’un modele de pore.
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Figure 109 : Comparaison des rayons de pores de la littérature et modélisés pour I’alginate de calcium a
partir de Kp et d’un modele de pore (zoom).

Les rayons de pores de I’alginate sont assez proches de ceux prévus par les modéles de De
Gennes dans le cas de solutions semi diluées, ou le modéle de Lustig.

Si on se reporte aux valeurs rencontrées dans la littérature, la revue de Gombotz [Gombotz,
1998] sur la libération contrélée dans des matrices alginate donne des ordres de grandeurs tres
différents en fonction des méthodes de détermination (entre 5 et 200 nm par microscopie
électronique et de I’ordre de 12 a 16 nm par SEC). Dans cet article, il attribue ces différences
a une plus grande constrictivité en surface des billes par rapport au centre, se traduisant par
des rayons de pores tres différents en fonction de la méthode expérimentale employée.

En conclusion, les grandeurs obtenues par modélisation, méme si elles ne peuvent étre
veérifiées, semblent relativement cohérentes. Toutefois, il est difficile de discerner entre les
deux modeles utilisés (rayon de giration ou rayon hydrodynamique). Seuls les ordres de
grandeur et la bonne adéquation modeéle/expérience seront donc retenus de cette approche.
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IV.Soluté flexible, matrice poreuse

Un dernier type de modele consiste a représenter le systeme sous la forme d’une matrice
poreuse dans laquelle un soluté flexible se partage entre le gel et la solution environnante.
Cette approche basée sur les travaux de Casassa, requiert le calcul des racines de la fonction
de Bessel Jo de premier type d’ordre 0. Le coefficient de partage ne dépend que du rapport de
la taille du solute (estimé par I’intermédiaire du rayon de giration) au rayon des pores de la
matrice.

Le nombre de racines de la fonction de Bessel étant infini, nous avons considéré les 35

premieres en vérifiant que la variation de Kp était, au-dela, négligeable.

10 -2 ) 10
B @ Gela0,0108 Fa
0sl 9 * Gela00216 0ol He.
* @ L Gel 40,0276 . * @
G- = Z 08+ k-,
-~ * & * &
< 07 . ° 2 o7
Py * o € * *]
[=:]
S 06+ ) Q S os ?
@« -
(=% -
05+ E p54
£ 7]
g ‘G [ ]
T 04 * £ o044 *
kT S
E 0.3 © 4s
[+
o
O 024 * 02 ik
*>
0.1 01
DC‘ T T T T T T T oo T T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35 0 5 10 5 20 25 30 35 40

Rayon de giration (nm)

Rayon de giration (nm)

Figure 110 : Modélisation par la relation de Casassa, en utilisant les 35 premiéres racines de Jy: (&
gauche) sur la série entiere de pullulane, (a droite) sur les 5 plus petits pullulanes.

Casassa re ajusté sur la série ou les 5 premiers pullulanes
=1 212 r's = Iq
Ke=4) | — |expl—a 4
g ;(aizj p( “ G) Gel 0,0108 Gel 0,0216 Gel 0,0276 Somme
Ajustement sur tous les points 0,014 0,21 1,07 1,294
Aj. sur 5 petits Pullulanes 0,147 56 509,6 565,747
Reésidus (7/8) 0,022 0,5 0,34 0,862
Tableau 28 : Valeurs des résidus pour la modélisation de Casassa.
rp (Nnm) Gel 0,0108 Gel 0,0216  Gel 0,0276
Ajustement sur tous les points 137 72 59
Ajustement sur 5 petits Pullulanes 111 49 40

Tableau 29 : Valeurs des rayons de pores pour la modélisation de Casassa.

Ce modele fournit donc une bonne représentation de nos données expérimentales. Le
paragraphe suivant se propose de réaliser un bilan des modélisations effectuées et de définir
des perspectives de travail.
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E/ Bilan des modeélisations, perspectives

Modzle Résidu (ajus_te,ment sur Résidu (ajustement sur
totalité) 5)
Ogston 1,57 2025
White et Deen 1,53 788
Pappenheimer 5,15 89
Casassa 1,29 565

Tableau 30 : Bilan des modélisations des coefficients de partage.

D’apres ces résultats, il semble qu’un modéle de matrice poreuse associé a un soluté flexible
soit le plus efficace dans la modélisation du pullulane dans I’alginate de calcium. La
robustesse de I’ensemble des modéles peut, en outre, étre soulignée pour des conditions
expérimentales relativement éloignées de leur application initiale (masses moléculaires
élevées, faibles fractions de polymeére dans le gel).

Toutefois, on peut s’interroger sur le caractére réellement prédictif de ceux-ci. En effet, si les
modeles de pores se sont averés plus représentatifs de notre systeme, c’est trés certainement
du fait de la plus grande flexibilité d’ajustement accordée. En d’autres termes, dans le cas des
modeéles de matrice fibreuse, il a été supposeé que le rayon de fibre était le méme pour
I’ensemble des fractions volumiques en polymére dans le gel. La fraction en polymére ayant
été déterminée expérimentalement, celle-ci a été imposée. Finalement, une seule variable a
donc éte utilisée pour simuler I’ensemble des points expérimentaux. Au contraire, dans le cas
des modeéles poreux, vu que I’ajustement du rayon de pores a été réalisé pour chacune des
fractions volumiques, le degré de liberté du modele était plus grand.

Il est donc légitime de supposer que la qualité des résultats est directement liée a la méthode
de modélisation employée. Afin de vérifier cette hypothese des ajustements ont également été
réalisés avec r; = f(@») (Figure 95) qui, compilés aux données de caractérisation, ont
démontré que les modeles de pores restaient les mieux adaptées a la description de nos
données expérimentales, & nombre de parametre d’ajustement égal.

Les modeles testés, méme s’ils restent imparfaits, se sont toutefois avérés efficaces dans la
mise en évidence de comportements particuliers aux macromolécules en situation de
confinement. Leur utilisation a permis de dresser le bilan des hypothéses a prendre en compte
dans une meilleure compréhension de I’équilibre et de la diffusion de macromolécules dans
les gels.

Dans le cadre des perspectives a donner a ces modélisations, des travaux concernant un
phénoméne qualifié « d’entropic trapping » peuvent étre cités [Liu, 1999%: Liu, 1999™).
Dans ces travaux, un systéeme expérimental (voir figure 36) constitué d’un gel dans lequel des
cavités de taille controlée ont été générées permet de mesurer des coefficients de partage entre
le gel et la solution mais également entre la solution des cavités et le gel. Les résultats mettent
en évidence une partition préférentielle dans les cavités, traduisant expérimentalement le
concept de « piége entropique ». Ces notions liées a I’hétérogénéité de la matrice gel n’ont pas
fait I’objet, a I’heure actuelle de formalisation mathématique mais restent toutefois d’intérét
dans I’interprétation et I’exploitation qualitative de données de partage.
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Figure 111 : Représentation schématique du systéme expérimental de Liu et al. [Liu, 1999™).

Par ailleurs, I’ensemble des modeles testés jusqu’alors permet de relier le coefficient de
partage a des données structurelles du systeme. Les caractéristiques d’interactions entre soluté
et matrice ne peuvent pas étre prises en compte dans ce type d’approche étant donné qu’une
hypothése forte de I’ensemble de ces modeéles est qu’ils ne s’appliquent qu’aux cas ou les
interactions sont négligeables. Par conséquent, pour ces modéles, une variation de I’affinité du
soluté avec la matrice, en gardant constante la structure du soluté et de la matrice ne peut étre
modélisée.

La seule approche permettant de prendre en compte ces parameétres, semble-t-il liés a des
interactions entre soluté et matrice (et/ou solvant), est basée sur la théorie de Flory-Huggins
(voir Chapitre 1) et sur une vision homogéne du systéeme, de type solution. Ces auteurs
[Brooks, 2000] proposent une relation entre Kp, les volumes molaires des composes et les
parameétres d’interaction. Sa simplification conduit a une unique relation de proportionnalité
entre In(KP)/(DP et My, pour les trois gels physiques dans un méme solvant. L’ application a

nos données experimentales fournit des résultats relativement satisfaisants pour les pullulanes
de masse moléculaire moyenne en masse inférieure & 47300 g.mol™. Au-del3, les points
s’écartent de la droite théorique (la relation n’est plus linéaire) et une dispersion des points est
observée entre les différentes fractions volumiques (voir Figure 112).
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Figure 112 : Tracé de In(KP )/CDP en fonction de M, :(a gauche) sur toute la série de pullulane et (a
droite) zoom sur les pullulanes de M,, inférieure ou égale a 47300.

Des perspectives de traitement par des approches liées a la thermodynamique (via les
concepts d’entropic trapping ou les travaux de Brooks et al.) pourraient donc étre envisageées.

Du point de vue expérimental, I’utilisation de sondes fluorescentes permettant un suivi dans
I’espace et le temps présente a ce stade un réel intérét afin de valider les coefficients de
partage observés pour les pullulanes P212, P404 et P788, par une cartographie du pullulane
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dans la matrice gel. D’autres types de sondes (radioactives, par exemple) pourraient
également étre envisagées.

Une autre perspective serait de travailler sur des gammes de fraction volumique accrues via
des gels gonflés dans des solvants différents. Des essais préliminaires dans le MES utilisé lors
de la synthese des gels chimiques ont montré que des billes possédant initialement des
fractions volumiques en polymeére du méme ordre mais gonflées dans des solvant différents :
NaCl/CaCl, ou MES présentaient des coefficients de partage tres différents (Figure 113).
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Figure 113 : Coefficients de partage de pullulanes dans des gels physiques de fractions volumiques
équivalentes gonflés dans des solvants différents
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Conclusion

Ce chapitre nous a permis d’étudier le partage du pullulane dans les gels d’alginate de
calcium. L’intérét de cette étude, comme nous I’avons précisé dans la description des
objectifs de travail, était tout d’abord méthodologique étant donné que le coefficient de
partition est nécessaire pour I’estimation du coefficient de diffusion & partir des cinétiques de
diffusion. De la sorte, un seul parametre ajustable, D (que I’on cherche a déterminer) sera
requis pour la modélisation des cinétiques. Un soin tout particulier a été accordé a la
précision des mesures par des répétitions d’essais et des conditions opératoires bien
adaptées.

Cependant, I’étude de I’équilibre présente d’autres intéréts soulignés par Casassa [Casassa,
1967] : «...a thermodynamic analysis has considerable interest on two grounds: an
equilibrium phenomenon is inevitably easier to treat theoretically than one that is kinetically
controlled ; and equilibrium is a limiting condition for actual behavior, one that may even be
approached in special circumstances ». A ce titre, ces mesures a I’équilibre ont été utilisées
pour appréhender les mécanismes de transfert de matiere du pullulane dans I’alginate de
calcium. A cet effet, les modeles de la littérature ont été testés depuis des gammes de taille de
soluté et fractions volumiques dans les gels classiques jusqu’aux domaines a notre
connaissance non encore explorés des gels faibles et des macromolécules. Ceci nous a
conduit a mettre en ceuvre une étude de sensibilité de parametres appliquée aux parametres
des modeles afin d’évaluer I’effet d’erreurs cumulées sur [I’estimation théorique des
coefficients de partage. La sensibilité de parametre a confirmé que les écarts entre expérience
et modeles n’était pas seulement le fruit d’imprécisions dans les paramétres des modéles mais
relataient de comportements réellement imprévisibles par la plupart des approches. Nos
données ont donc été a méme d’établir des distinctions entre modéles malgré ces
imprécisions.

Alors que la complexité des modeles reliant propriétés structurelles et Kp s’est accrue dans la
littérature, nos essais tendent a démontrer que les approches originelles et basées sur des
meécanismes simples sont celles qui permettent la meilleure modélisation de nos résultats. De
fagon surprenante, les modéles de matrice poreuse sont ceux dont I’adéquation avec nos
données expérimentales est la meilleure. Les rayons de pores ajustés a partir des différents
modeéles poreux sont représentés Figure 114 au cceur des données et expressions de la
littérature reliant paramétre de maille ou diametre de pore et fraction volumique en polymére
dans le gel.
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Figure 114 : Comparatif des diameétres de pores issus d’ajustement aux valeurs de taille de maille et de
rayon de pore de la littérature.
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On note que les valeurs obtenues sont conformes aux ordres de grandeurs attendus. Les
données de rayons de pores (entre 5 et 200 nm) issues de mesures et proposées par Gombotz
[Gombotz, 1999] confirment, de méme, le réalisme de ces estimations. Ainsi, bien que la
vision fibreuse du gel reste sans nul doute la plus adaptée pour décrire la réalité physique et
moléculaire du gel, il se trouve que du point de vue phénoménologique une approche plus
macroscopique et simplifiée, par description du gel en tant que milieu poreux, soit la plus
efficace.

Il convient, néanmoins, de nuancer ces observations car la Figure 114 établit des relations
entre des approches totalement différentes (approches hétérogenes de type pores ou réseaux,
solution). Il est donc légitime de s’interroger sur la valeur de notre comparaison entre rp
issus d’ajustement et parametre de maille & de I’approche solution semi-diluée de De Gennes
et sur I’applicabilité de ces modéles au cas d’un gel d’alginate.

Concernant I’adéquation entre rp et & il semble que I’on puisse considérer que ces deux
parametres n’en représentent qu’un, étant donné que & correspond bien & la représentation la
plus réaliste du gel tandis que rp présente une commodité indéniable pour la formalisation
mathématique des problémes. Finalement, ces deux grandeurs représentent la méme
grandeur, a savoir, I’intervalle entre deux interfaces solution/gel offert & la diffusion ou au
partage d’un solute.

La caractérisation de I’alginate a, par ailleurs, montré que celui-ci possédait de courts
segments polyG intervenant dans la formation de jonctions de type egg-box. Par conséquent,
la structure de nos gels pourrait &tre considérée comme relativement similaire a celle d’une
solution de polymere semi-diluée ou concentrée (Figure 115).

Figure 115 : Comparaison schématique d’une solution de polymeére semi diluée ou concentrée (a) et d’un
gel d’alginate constitué de courts segments polyG (b) dans lequel coexistent des enchevétrements et des
liaisons de type « egg-box ».

Ceci permet de justifier que des approches de type solution puissent se préter a des
représentations des hydrogels d’alginate de calcium. D’autres arguments expérimentaux
permettent de suggérer que les pontages egg-box n’interviennent que tres peu dans la
modification de la structure du gel par rapport a une solution de méme fraction volumique en
polymere. Des observations expérimentales de cet ordre se retrouvent dans les travaux de
Johansson [Johansson, 1991] ou un comparatif entre une solution et un gel réticulé démontre
le peu d’influence des jonctions sur le transport de solutés et donc, certainement sur la
structure du gel. Ceci a, en outre, été vérifié dans notre cas ou les gels chimiques et les gels
physiques ont donné des résultats tres similaires en partition.

Il est donc tout a fait concevable que des descriptions de type lois d’échelle de De Gennes,
formulées pour des solutions, s’adaptent bien au cas des hydrogels. Ceci dit, ces lois
d’échelles ne donnent que des relations de proportionnalité entre taille de maille et fraction
volumique en polymeére dans le gel. Le coefficient de ces lois a été choisi arbitrairement de
facon a encadrer nos résultats (égal a 1 et 6, Figure 114). Malheureusement, I’absence de
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résultats relatifs a ces parametres ne permet pas d’avoir une approche prédictive de la taille
des mailles de notre systeme.

Enfin, nous avons noté que pour I’ensemble des modeles testés, une assez bonne adéquation
pouvait étre trouvée avec les points expérimentaux a forte fraction volumique en polymére
dans le gel. Nos résultats semblent démontrer un changement de « régime » se situant aux
environs de 1% de cette fraction en polymere et, pour lequel les modeles classiqguement
utilisés en partage sont inefficaces.

Cette premiere approche a I’équilibre a donc fourni, outre les données de partage
indispensables a la détermination du coefficient de diffusion D, des éléments utiles dans
I’appréhension des phénoménes de transfert du pullulane dans les hydrogels. L’étude du
régime transitoire pour le calcul des coefficients de diffusion fait I’objet du chapitre suivant et
aura pour but de compléter ces divers élements.
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Introduction

L’équilibre de partage du pullulane dans les gels d’alginate de calcium a fait I’objet du
chapitre 1V de ce manuscrit. Dans ce cadre, des modeles reliant propriétés a I’équilibre (Kp)
et paramétres structuraux du systeme ont été testés de facon a initier la compréhension des
mécanismes de transport mis en jeu. Cette détermination du parametre Kp se justifie
également par un souci de méthodologie car la détermination de D dépend de la
connaissance de Kp. Certes, les deux parameétres peuvent étre (et sont souvent) déterminés
par un seul essai. Mais, la détermination indépendante de ces deux parametres permet de
limiter les erreurs sur D.

Le chapitre Il de ce manuscrit ayant conduit a la définition de recommandations quant a
I’exploitation des données brutes d’une part et, d’autre part, relatives au systéme
expérimental, ces recommandations seront appliquées a notre systéme (partie A) pour la
détermination des coefficients de diffusion présentés dans la partie B.

Afin de modéliser les paramétres de diffusion en fonction de la structure des systémes, un état
de I’art des modeéles de la littérature est réalisé (Partie C) et certains seront appliqués aux
résultats expérimentaux (partie D). Cette étude conduira, finalement, a émettre des
hypothéses explicatives quant a la plus ou moins bonne adéquation entre modéles et résultats.
Nous formulerons les bases d’un modele empirique a deux régimes, transition entre une
diffusion sous forme de pelote statistique pour les petits solutés et une diffusion par reptation
pour les grandes masses moléculaires.

Finalement, ce chapitre V s’inscrit parfaitement dans la problématique décrite par Muhr et
Blanshard [Muhr, 1982] qui soulignent la grande difficulté de reproductibilité des résultats
de diffusion, souvent attribuée (et peut-étre a tort) a des variabilités dans la structure des gels
mais encore mal comprise. La partie de ce chapitre consacrée a la méthodologie d’acces a D
permet d’apporter un certain nombre d’éléments a ce probleme.

En outre, ces auteurs soulignent que la diffusion de macromolécules n’est pas bien comprise
et requiert plus de données expérimentales, objectif également visé par ce chapitre.
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A/ Méthode de détermination des coefficients de
diffusion du pullulane dans I’alginate de calcium

. Essais d’incorporation du soluté dans des
particules sphériques d’alginate dispersées en
systeme ferme

1.1 Protocole expérimental

1.1.a Dosage du pullulane via I’indice de réfraction

Un second dosage du pullulane a été mis en ceuvre dans ce travail, utilisant une méthode
indirecte via la mesure de I’indice de réfraction des solutions de pullulane. La Figure 116
présente un exemple d’étalonnage réalisé par la méthode des ajouts dosés. Le premier graphe
correspond a I’enregistrement du signal du détecteur d’indice de réfraction (DRI) avec 5
ajouts de 100 pL et 2 ajouts de 1 mL d’une solution de pullulane & 9 g.L™ dans 20 mL de
solution saline (voir Figure 116, gauche). Connaissant la concentration de la solution
d’étalonnage ainsi que le volume de la solution correspondant a la référence, il est possible
d’associer une concentration au signal donné par le réfractometre, en volt. Le résultat de cette
opération fournit une droite d’étalonnage telle que celle de la Figure 116.
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Figure 116 : Exemple de courbes d’étalonnage pour dosage du pullulane par réfractometrie : (a gauche)
données brutes ; (a droite) courbe de calibration.

L avantage de cette méthode est I’absence de traitement de I’échantillon et le caractére non
destructif du dosage qui permet de s’affranchir des prélévements lorsque le détecteur d’indice
de réfraction (DRI) est positionné dans une boucle d’analyse. Cependant, les précautions
expérimentales sont nombreuses allant du débit de pompe aux caractéristiques thermiques du
montage comme en témoigne le protocole décrit en annexe (Annexe V.1).
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1.1.b Dispositif expérimental

Le montage avec boucle d’analyse (voir Figure 117) est composé d’un réacteur a double
enveloppe maintenu a 25°C grace a un bain thermostaté (Julabo). Une pompe (Merck) assure
un débit constant dans le circuit et la mesure de la concentration en pullulane dans le
surnageant est réalisée grace a un détecteur d’indice de réfraction (Beckman). Une acquisition
(TestPoint®) permet la mesure de la température (sonde plongeant dans le réacteur) et de la
concentration en fonction du temps. L’agitation est assurée par un agitateur magnétique et le
montage a été réalisé avec un grand souci d’étanchéité. Il est important de souligner que
I’utilisation d’un détecteur d’indice de réfraction dans ce type de montage requiert une série
de rincages soigneux (décrits dans le protocole). Par ailleurs, un équilibrage du systeme est
effectué pendant 48 heures avant I’injection du pullulane et I’enregistrement de la cinétique de
diffusion. Pendant la période d’équilibrage, un étalonnage est possible grace a un circuit
parallele, par la méthode des ajouts doseés.

— () DRI
/A\' >A .
TN !
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Figure 117 : Schéma simplifié¢ du montage en systeme fermé a recirculation.

Le montage expérimental est constitué :

- d’un réacteur constitué de deux cylindres concentriques enserrés par deux plaques
de téflon. La séparation du fluide caloporteur et du réacteur est assurée par des joints en
téflon. Le cylindre interne, en verre, évite tout probléeme d’adsorption des solutés.

- de capillaires 1/4" en PEEK (polyether ether ketone) inerte vis a vis des solvants et

solutés ;

- d’une table d’agitation ;

- un bain thermostaté (Julabo) permet de maintenir la température a 25°C ;

- 3vannes 3 voies ;

- un détecteur d’indice de réfraction (DRI) de marque Beckman ;

- une sonde de température ;

- un systéme d’acquisition sous TestPoint ;

- une pompe (Merck).

Le protocole complet et le schéma du montage sont détaillés en annexe 1V.1.
Les phases d’équilibrage du systéme peuvent paraitre extrémement longues dans ce protocole.

Cependant, elles représentent un point crucial pour la mesure de coefficients de diffusion dans
les gels. L’atteinte de I’équilibre de gonflement par le gel est assurée par une période de
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gélification de 48h, accrue par rapport aux protocoles rencontrés dans la littérature et
préconisant 24h de gélification [Rastello de Boissesson, 2004 ; Favre, 2001]. De méme, il a
été vérifié que le taux de gonflement des gels d’alginate de calcium était dépendant de la
température. Par conséquent, une phase d’équilibrage thermique rigoureuse est nécessaire
pour que les perturbations résultantes ne modifient pas la diffusion dans le gel.

1.2 VValidation de la méthode

Afin de valider cette nouvelle méthode plusieurs essais de vérification ont été mis en ceuvre :
répétitivité intrinséque des essais, comparaison entre la méthode avec recirculation et un
dosage avec prélévements et dosage du pullulane a I’anthrone, comparaison des coefficients
de partage obtenus dans I’étude de partition et a I’issue d’un essai avec boucle d’analyse.

11.2.a Répétitivité de la méthode

La répétitivité de la méthode a été testée a plusieurs reprises, en doublant un certain nombre
d’essais réalises dans des conditions identiques. Un exemple est donné Figure 118.

17 * série A * Essai1l
@ sérieB 1,34 @ Essai2

16 Pullulane P22 et Gel 0,0108 i Pullulane PO et Gel 0,0108

cre,
cre,
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. . ; T - : - : . 1
0 10000 2000¢ 0 500 1000 1500 2000 2500 3000
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Figure 118 : Exemples de courbes d’incorporation (diminution de la concentration dans la solution) pour
le montage avec boucle d’analyse.

Afin de s’assurer du bon fonctionnement du dispositif, I’étalonnage est réitéré lors de chaque
nouvel essai, permettant ainsi une vérification du signal du réfractomeétre.

Ces vérifications ont montré une trés bonne reproductibilité des essais si le protocole détaillé
en annexe est scrupuleusement respecté. En effet, la sensibilité de la méthode aux
perturbations extérieures (température, ringcage du systeme) est extrémement importante.

11.2.b Comparaison des coefficients de partage de la méthode avec boucle d’analyse et de
I’étude de partition

Dans un second temps, les valeurs des concentrations a I’équilibre ont été vérifiées en
comparant les coefficients de partage obtenus par dosage a I’anthrone lors de mise en
équilibre dans un récipient clos et par mesure de I’indice de réfraction a I’issue d’un essai
dans le systéeme fermé a recirculation.

La Figure 119 propose un comparatif des coefficients de partage présentés dans le chapitre
destiné a la partition aux valeurs de Kp obtenues par la méthode utilisant la boucle d’analyse.
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Pour la plupart des essais, une bonne adéquation des méthodes est observeée.
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Figure 119 : Comparaison des coefficients de partage obtenus par la méthode avec boucle d’analyse a ceux
de I’étude de la partition du pullulane dans I’alginate calcium. La ligne continue correspond a la premiére
bissectrice et les lignes en pointillés correspondent a un écart de 10 % par rapport a celle-ci.

L’estimation des coefficients de partition par la méthode de chargement de billes dispersées
dans un volume limité requiert de fixer le coefficient de partage avant I’ajustement du modele
aux points expérimentaux par une minimisation du moindre carré des écarts permettant la
détermination de D. Or, la Figure 119 démontre des écarts, méme s’ils sont limités, entre
coefficient de partage déterminé par la méthode a I’anthrone et par le montage avec boucle
d’analyse. Deux possibilités sont donc parfois envisageables pour la valeur du coefficient de
partage. Ce choix sera discuté dans la partie de ce chapitre consacrée aux résultats en systéeme
fermé a recirculation.

11.2.c Comparaison des méthodes avec et sans prélévement

' |3
16 * Montage avec boucle d'analyse 154 i i
® Prélbvaribnis manusls st dosags s Pantiratie ] * Prélévements manuels et dosage a l'anthrone
Pullulane P47 et Gel 0.0276 @ Montage avec boucle d'analyse

Pullulane P22 et Gel 0,0276
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Figure 120 : Comparaison de la méthode avec prélevements manuels et dosage a I’anthrone et de la

méthode avec boucle d’analyse.

Les courbes de chargement sont similaires (Figure 120) et on pourra considérer que la
méthode avec boucle d’analyse fournit des résultats comparables au dosage a I’anthrone. Des
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écarts persistent entre les deux méthodes. Cependant, la méthode a I’anthrone est
particulierement sujette a des erreurs expérimentales cumulatives étant donné le nombre
important de manipulations requises avant I’accés a la concentration en solution et I’effet
perturbateur des prélévements. A ce titre, la nouvelle méthode apparait particulierement
intéressante vu qu’elle requiert assez peu d’intervention humaine. En outre, I’acquisition
informatique permet d’avoir un grand nombre de points expérimentaux, chose impossible
dans le cas de la méthode avec prélevements a cause de I’erreur consécutive trop importante.
Enfin, la méthode avec boucle d’analyse évite les ouvertures de réacteur et donc les risques
d’évaporation. Les courbes expérimentales montrent une plus grande dispersion des points
dans le cas de la méthode avec prélevements traduisant toutes ces erreurs expérimentales.

Ceci dit, les deux méthodes donnent des courbes de diffusion d’allure similaires et une
adéquation satisfaisante.

1.3 Programme des essais

Dans cette partie dédiée a I’étude des coefficients diffusion du pullulane dans les hydrogels
d’alginate de calcium, I’objectif est, comme dans I’étude destinée au partage, de tester de
larges domaines de rayon de soluté et de fraction volumique en polymere dans le gel.

4 fractions volumiques de gel allant de 0,0108 & 0,03 ont été étudiées. Concernant les
pullulanes, I’ensemble des pullulanes de la série a été testé mais tous les essais n’ont pas pu
donner des cinétiques exploitables pour I’évaluation de D, du fait de coefficients de partage
trop faibles ou de cinétiques trop lentes.

Le Tableau 31 présente I’ensemble des essais réalisés et ayant permis d’estimer un coefficient
de diffusion (notés v") ainsi que ceux réalisés mais n’ayant pas abouti a une estimation de D
(notés *). Ces derniers n’ont pas abouti a une valeur de D car ils se situaient a la limite de
détection de notre méthode. Le signal du détecteur d’indice de réfraction est, en effet, sujet a
une dérive importante du signal et pour les coefficients de diffusion faibles, la dérive est
supérieure a la décroissance de la concentration, ce qui rend impossible I’enregistrement
d’une cinétique exploitable. Pour ces mémes essais, le coefficient de partage relativement
faible traduit également la faible décroissance de concentration attendue et qui va
s’échelonner sur de longues périodes de temps.

Gel 0,0108 Gel 0,0216 Gel 0,0276 Gel 0,0300
v

PO
P5
P11
P22
P47
P112
p212
P404
P788

Tableau 31 : Bilan des essais de diffusion en systéme fermeé.
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I1. Essais en colonne chromatographique

I1.1 Principe expérimental

11.1.a Dimensionnement d’une colonne

L hydrogel utilisé dans cette étude est conditionné sous forme de billes de diamétre
millimétrique (2a = 2 mm), identiques a celles utilisées dans les études de partition et en
batch. Le choix d’une colonne adaptée a cette taille de bille a fait I’objet de travaux
préliminaires.

En considérant le diamétre moyen des billes d’alginate, notre choix s’est porté vers une
colonne de diameétre supérieur a 20 a - critere permettant de limiter les phénoménes de
dispersion radiale - soit un diamétre standard de 2,6 cm. Ce diametre important de colonne lié
au procedé de mise en forme des billes (qui ne permet pas la mise en forme de billes plus
petites) oblige a travailler avec des colonnes de grande taille.

11.1.b Calcul des temps de transferts du systéme

On considére une colonne de diametre d. 2,6 cm, de section S et remplie de billes d’hydrogel
de diameétre 2 mm. La porosité totale du systeme est proche de I’unité (porosité externe de 0,4
liée au remplissage et porosité interne proche de 1 dans le gel). La colonne est alimentée avec
un débit de 100 mL.h™.

Q

On en deduit la vitesse du liquide dans la colonne : u, = S =1,4.10"ms™

&
Le nombre de Reynolds avec p =1000 kg.m® (masse volumique de I’eau) et x = 10° Pa.s
(viscosité de I’eau a 20°C) est égal a : Re = L2 =0,28.

7
Le nombre de Schmidt en prenant Do = 3,5.10°m2 s vaut : Sc = £ ~3000.
P

Avec la corrélation de Wilson le nombre de Sherwood vaut 27, ce qui conduit a un temps de
transfert externe de 71 s.

Le temps de transfert interne pour un coefficient de diffusion de 2.10°m?s™ est estimé a
320s et atteint 670000 s pour un coefficient de diffusion de 1.10°m%s™. Ces deux
coefficients de diffusion ont été choisis d’aprés les données estimées des coefficients de
diffusion attendus pour les deux masses moléculaires extrémes de notre kit de pullulane.

Par conséquent, le temps de transfert externe peut étre considéré comme faible devant le
temps de transfert interne, dans le cas de nos solutés d’intérét (Figure 121). Cette
représentation montre cependant que dans le cas des solutés de coefficient de diffusion élevés,
les deux temps de transferts sont du méme ordre de grandeur. Une Vérification expérimentale
de I’absence de limitation au transfert externe sera donc entreprise par des essais & débit
variable. La Figure 121 a été obtenue en utilisant les valeurs des coefficients de diffusion du
pullulane dans I’alginate de calcium mesurées dans les essais en systeme fermé. Pour le calcul
du temps de transfert externe, les coefficients de diffusion du pullulane a dilution infinie ont
été estimés par la relation fournie par Kato et al. [Kato, 1984].
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Figure 121 : Comparaison des temps de transfert interne et externe en fonction du coefficient de diffusion
du soluté. Le temps de transfert externe a été estimé a partir du calcul du nombre de Sherwood via la
relation de Wakao et Funazkri.

I11.1.c Préparation de la colonne, schéma du montage

Un méme lot de billes est, dans un premier temps, mis en forme de facon a obtenir une
quantité suffisante et homogéne de billes pour le remplissage d’une colonne. La mise en
forme des billes est réalisée dans une grande quantité de solution calcique qui sera, par la
suite, utilisée comme éluant de la colonne. Des précautions de stockage sont a prendre afin
d’éviter la croissance d’algues dans le récipient contenant I’éluant stocké a I’abri de la lumiére
et le tube plongeant utilisé pour I’alimentation de la colonne est muni d’un fritté de facon a
éviter les risques de colmatage.

Le volume de colonne se déduit simplement des paramétres géométriques de la colonne : son
diametre et sa longueur :

V,, =xriL

La taille des billes a été également mesurée a I’aide d’un microscope optique équipé d’une
réglette. Le diametre des billes est estimé a 2 mm.

La connaissance de la masse de billes introduite dans la colonne et du diameétre de celles-ci
donne une premiere approximation de la porosité externe de la colonne (en approximant la
masse volumique du gel a celle de I’eau).

_V _ mbilles

porosité externe — Y col.
p gel

\Y

La colonne ainsi remplie est laissée en contact avec la solution calcique dans laquelle ont été
mises en forme les billes afin de maintenir I’équilibre ionique.
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Figure 122 : Exemple de colonne remplie de billes d’alginate de calcium.
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Figure 123 : Schéma du montage expérimental pour les essais en colonne
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Figure 124 : Photo du montage expérimental pour les essais en colonne.

Un équilibrage du lit de billes est réalisé pendant plusieurs jours de fagon a obtenir un
remplissage homogene de la colonne, en faisant circuler I’éluant calcique.

11.1.d Détermination des paramétres opératoires

Détermination des volumes des capillaires

Afin de mesurer le volume des capillaires entre la vanne d’injection et I’entrée de la colonne
et entre la sortie de la colonne et le détecteur, des injections d’éthanol sont réalisées dans le
by-pass de la colonne. Les tragcages obtenus sont présentés Figure 125.
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Figure 125 : Courbes brutes de détermination des volumes des capillaires.

Connaissant le temps d’injection et grace a la détermination du moment d’ordre 1, on en
déduit un volume de capillaires de 1,24 mL.

Détermination du volume de la boucle d’injection

Le volume de la boucle d’injection a été déterminé grace a des pesées par différence de masse
entre la boucle remplie et la boucle vide. Elle a été estimée a 213 pL soit pour un débit de 100



These MAZENS D. 2005 Chapitre V Page 170

mL.h™%, une durée d’injection de 7,5 s. De fait, le signal d’entrée sera assimilé & un créneau de
7,58.

Porosité du lit de billes

La porosité externe de la colonne est estimée connaissant le volume de celle-ci et le volume
de gel introduit. Dans notre cas, pour une colonne de diamétre 2,6 cm et de hauteur 50 cm,
remplie de 168 cm® de billes, la porosité est estimée & 0,37, ce qui est en parfait accord avec
un empilement de billes sphériques.

L’estimation de la porosité des colonnes peut parfois étre réalisée grace a un traceur de la
porosité externe par I’intermédiaire d’un trés gros soluté ne pénétrant pas dans la porosité
interne. Malheureusement, aucun soluté acceptable n’a été trouvé dans ce cadre. En effet, les
latex ne sont pas utilisables en milieu salin (risques de floculation) et les solutés solubles en
milieu aqueux, autres que les pullulanes dont nous disposons, ne présentent pas une
isomolécularité suffisante.

Répétabilité de la méthode, injections successives d’un méme traceur

Des essais de répétabilité ont été conduits en effectuant des injections successives d’une
solution de dextrane T2000, présentant des propriétés de détection par le détecteur d’indice de
réfraction similaires a celles du pullulane mais en étant beaucoup moins cher. Il est donc idéal
pour des essais de mise en place d’une nouvelle méthode.

0,0005 —
0,0004 —
0,0003 —

0,0002 —

Signal réfractométre (V)

0,0001 —

0,0000 e, )

0.0 0,5

Figure 126 : Superposition des pics d’élutions de 6 injections différentes de la méme solution de dextrane
T2000 & un débit de 100 mL.h™.
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Essais
1 2 3 4 5 6 Moyenne  Ecart Type
Ho 76,6 82,8 78 76,16 81,6 76,8 78,66 2,8

W 4492 4756 4317 4840 4953 4832 4698,3 2425
U, 1,87.10° 24010 1,61.10" 243.10° 252.10" 2,40.10" 22.10’ 3,69.10°

Tableau 32 : Paramétres caractéristiques des DTS représentés Figure 126.

La Figure 126 montre une bonne répétabilité des essais. Cependant, le Tableau 32 illustre que
des écarts importants sont observés apres calcul de différents moments de la distribution des
temps de séjour.

11.1.e Analyse des expériences a débit variable

Deux types de traceurs ont été envisagés dans ces expériences a débit variable : un traceur
salin, le chlorure de sodium et I’éthanol. Le traceur salin a fait I’objet de quelques essais
préliminaires. Des précautions sont a prendre pour une utilisation correcte de ce type de
traceur. En effet, I’alginate est un polyélectrolyte et ses propriétés structurales, notamment son
taux de gonflement, sont trés sensibles aux variations de conductivité. Cependant, la force
ionique suffisante de I’éluant nous assure que I’ensemble des charges du polyélectrolyte sont
écrantees et, de ce fait, les perturbations dans la colonne sont infimes lors du passage d’un pic
salin (NaCl 1 mol/L™). Dans le domaine de concentration considéré, I’indice de réfraction est
proportionnel a la concentration en soluté, ce qui signifie que le détecteur est linéaire.

La mesure de I’indice de réfraction permet donc, d’obtenir le pic d’élution et de calculer les
moments d’ordre 1 et 2. Cette série d’essais nous a finalement permis de vérifier le modele de
double porosité avec transfert limitant et d’estimer, en premiére approximation le nombre J de
mélangeurs dans la cascade du modele MCE.

En effet, lorsque le transfert interne est limitant, le temps de transfert ty est indépendant du
débit. Par conséquent, I’expression du moment d’ordre 2 déja donnée précédemment est
linéaire :

2
0_2:!‘1+ 2K, ty, 14,
7@K,

2
- . s , o . 1 . .
Pour savoir si cette relation est verifiée, le tracé de —- en fonction de — a éte effectué pour
My Hy
différents essais avec injection de traceur.

L erreur sur ° étant importante, on préférera tracer la relation équivalente :

p‘g 1: 1 + 2Kim tl
ul ‘] (l+ Kim) “’1

Le colt du pullulane ne nous a pas permis de réaliser ces répétitions mais sa réalisation avec
la solution saline est suffisante pour vérifier que le transfert interne est limitant. En effet, le
coefficient de diffusion de ce soluté dans le gel est bien supérieur a celui des pullulanes. Par
conséquent, si I’hypothése de limitation par le transfert interne est vérifiée pour ce soluté, elle
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le sera d’autant plus facilement pour les macromolécules possédant un coefficient de diffusion
inférieur.

La Figure 127 permet de vérifier que les points peuvent étre considérés comme alignés,
caractérisant un transport interne limitant. Par ailleurs, I’ordonnée a I’origine de la fonction de
régression permet d’estimer I’ordre de grandeur du nombre de mélangeurs parfaitement
agités.

[14/10/2005 18:03 /Graph8"” (2453657)]
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Figure 127 : Analyse des courbes de percée du chlorure de sodium a débit variable dans une colonne de 25
cm environ remplie de billes d’alginate de calcium de fraction volumique 0,0276.

La vérification du caractére limitant du transfert interne ayant été réalisée sur plusieurs essais,
nous supposerons cette hypothese vérifiée. La veérification et I’estimation grossiere de J est, en
effet, relativement longue dans le cas de nos essais. Et, par ailleurs, la période d’utilisation
d’une colonne remplie de billes d’alginate est limitée sitdét que les risques d’évolutions
structurelles veulent étre éliminés. Une utilisation d’une semaine environ peut ainsi étre
assurée et elle ne laisse donc pas le temps nécessaire a un tracage hydrodynamique fin a cause
de la durée d’équilibration initiale et du temps imparti aux injections de pullulane.

Par conséquent, le nombre de mélangeurs de la cascade du modéle MCE est estimé a environ
40 pour une colonne de 50 centimetres (soit un nombre de Péclet de I’ordre de 78), et ce,
grace a nos essais préliminaires. Ceci nous permet donc une utilisation du modéle MCE.

1.2 Injections de pullulanes dans une colonne remplie de particules sphériques
d’alginate de calcium

Des solutions de pullulane, de concentration 9 g.L™ ont été préparées en dissolvant le
polysaccharide dans I’éluant de la colonne. Cette concentration elevée en pullulane est requise
a cause de I’étalement du signal en sortie de colonne et du niveau de sensibilité du détecteur
d’indice de réfraction.

La série de pullulanes a été injectée dans cette colonne préalablement caractérisée. Les pics
d’élution obtenus sont présentés Figure 129. Ces pics correspondent aux données brutes
normées corrigées de la dérive liée a I’utilisation d’un détecteur d’indice de réfraction comme
systéeme d’analyse.
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Figure 128 : Courbes de percée normées réalisées dans un gel a 0.0276 avec un volume de colonne de 119
3
cm®,

Ces premiers essais (Figure 128) montrent des incohérences dans I’ordre de sortie des
pullulanes de plus grande masse moléculaire. En outre, I’estimation du nombre de mélangeurs
de la cascade donnant une valeur de J de I’ordre de 15, il a été décidé de reconduire ces essais
avec une colonne de taille double (hauteur 50 cm). Les courbes de percée ainsi obtenues sont

présentées Figure 129.
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Figure 129 : Courbes de percée normées réalisées dans un gel a 0.0276 avec un volume de colonne de 265
cm”,

Il apparait une bonne cohérence de ces données brutes étant donné que les pics s’échelonnent

de facon cohérente en fonction de la masse moléculaire du soluté. Plus la masse moléculaire
est faible, plus on observe un retard a I’élution caractéristique de coefficients de partage de
plus en plus grands entre la solution et le gel. De méme, la trainée des courbes est inversement

proportionnelle a la masse moléculaire.
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Ces courbes brutes laissent apparaitre un premier probléme. En effet, pour les plus gros
pullulanes, le coefficient de partage extrémement faible devrait conduire a des pics €lués aux
environs de rapports de V/Vp de I’ordre de 1 car seule la porosité externe (le volume poreux)
est accessible au plus gros soluté. Cet élément conduit donc a penser que I’estimation de la
porosité externe a une valeur de 0,37 est Iégérement sous estimée.

11.3. Résultats et Discussion des essais préliminaires

11.3.a Estimation des coefficients de partage

Les coefficients de partage de la série de pullulane entre I’hydrogel et la solution peuvent étre
déterminés a partir des pics d’élution grace au calcul du moment d’ordre 1 de la courbe
normée.

La relation permettant ce calcul relie le coefficient de partage a la porosité externe et au temps
de résidence dans la porosité externe :

M :tm{l—'— Ke 1__8,8)
&

Dans notre cas, nous supposerons ¢ = 0,37 et B ~ 1, ce qui donne acces, connaissant le volume
de la colonne et le débit a ty,.

Pullulane  Kp

PO 1,1
P5 085
P22 055
P47 04

P112 03

P212 0,25

P404 0,25

P788 0,1

Tableau 33 : Coefficients de partage déterminés par des essais en colonne chromatographique dans le cas
d’un gel de fraction volumique 0,0276.

Les coefficients de partage ont été déterminés (Chapitre 1V) par une méthode indépendante
utilisant un dosage a I’anthrone qui a constitué la méthode de référence de ce travail.

La Figure 130 montre que les coefficients de partage obtenus par des essais menés en colonne
donnent les mémes tendances. Cependant, la dispersion des points autour de la premiére
bissectrice souligne certains écarts entre les deux methodes. Ces écarts sont notamment liés
aux incertitudes dans la prise en compte de la trainée et inhérentes aux essais en colonne. En
effet, la dérive du détecteur nécessite des corrections sources d’erreurs. En outre, le calcul des
moments requiert le passage a des pics normes et a leur intégration, autant de manipulations
génératrices d’incertitudes. Enfin, ce calcul requiert la connaissance de la porosité extérieure
du lit dont la détermination est imparfaite.

Toutefois, on peut estimer la méthode chromatographique valable en premiere approximation
pour accéder aux coefficients de partage d’un soluté dans un hydrogel.
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Figure 130 : Comparaison des coefficients de partage obtenus par la méthode en colonne a ceux issus du
dosage a I’anthrone (les droite en pointillés de part et d’autre de la premiére bissectrice correspondent a
20% d’erreur).

11.3.b Estimation des coefficients de diffusion

De facon a estimer les coefficients de diffusion, un ajustement a été effectué grace a un code
de calcul existant, le code Chromato, développé au Laboratoire des Sciences du Génie
Chimique [Sardin et al., 1991]. Ce code permet de simuler des courbes de DTS connaissant
les paramétres (4 paramétres : le nombre de mélangeurs J de la cascade du modéle MCE, K’
correspondant, dans notre cas au produit du coefficient de partage Kp et de Kin, le rapport des
fractions d’eau mobile et immobile, le temps de séjour moyen dans la porosité t, et le temps
de transfert moyen ty,) grace a la méthode de transformation rapide de Fourier. Il permet
également I’optimisation des parameétres de DTS par la méthode de Rosenbrock a partir des
courbes E(t) expérimentales. Il est ensuite possible, en premiére approximation, de relier ty au
coefficient de diffusion D, du soluté dans le gel, grace a la définition du temps de transfert :

De méme, on peut remonter a Kp par la relation utilisant 3 la porosité externe :

K'=KpKj, = Kpl__gﬂ
&

Ce code de calcul a déja fait I’objet de multiples applications dans de nombreux travaux
[Appert-Collin, 1999 ; Ouvrard, 2001]. Ces travaux ayant démontré sa capacité a modéliser
les phénomeénes de transport en milieu poreux, le logiciel Chromato permettra de tester la
potentialité de I’utilisation de ce type d’approche au cas de la diffusion de macromolécules
dans les hydrogels.
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Les coefficients de diffusion des pullulanes de masse moléculaire inférieure ou égale a
112000 g.mol™ ont été déterminés expérimentalement par la méthode en systéme fermé avec
boucle d’analyse. Les coefficients de diffusion ainsi déterminés et les coefficients de partage
obtenus par dosage a I’anthrone ont été utilisés de facon a prévoir grace a un code de calcul

existant, I’allure des pics d’élution attendus (Figure 131).
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Figure 131 : Pics d’élution théoriques obtenus par un modéle MCE avec J = 40.

J K tm(©)  tn()
PO 40 1,7 333 3550
P5 40 1,55 709 3550
P11 40 1,38 1491 3550
P22 40 1,22 1960 3550
P47 40 1,04 11111 3550
P112 40 0,65 111111 3550
pP212 40 0,12 200000 3550

Tableau 34 : Parametres utilisés dans les modélisations présentées Figure 131.

Ces simulations permettent de souligner le peu de différence existant entre les courbes de
percée des solutés de grande masse moléculaire. Par conséquent, afin de mesurer
quantitativement des coefficients de diffusion aussi faibles que ceux de ces gros solutés, des
méthodes analytiques extrémement sensibles sont requises. Dans notre cas, le signal fourni

par le détecteur d’indice de réfraction est perturbé par une dérive importante du signal qui
accroit I’incertitude sur la trainée.

Par ailleurs, nos calculs préliminaires, a partir de corrélations empiriques, ont montré que la
limitation due au transfert externe n’est pas toujours négligeable, notamment pour les solutés
de faible masse moléculaire. Le logiciel Chromato permet de tenir compte du transfert externe
afin d’améliorer la modélisation du transfert dans la colonne. Dans ce cas, un parameétre
d’entrée supplémentaire est requis a travers le temps de transfert externe. Celui-ci a été
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estime, dans notre cas, par I’intermédiaire de la relation de Wilson. L’effet de cette prise en
compte est illustré par la Figure 132.
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Figure 132 : Comparatif de simulation avec (a gauche) ou sans (a droite) prise en compte du transfert
externe.

Des ajustements libres sur les courbes expérimentales des plus gros solutés (sans imposer la
porosité) fournissent des valeurs de porosité de I’ordre de 47%. Cette estimation de porosité
par le logiciel Chromato permet d’obtenir des maxima pour les courbes expérimentales de
pullulanes de masses moléculaires élevées situés aux environs de V/Vp = 1. L’écart avec les
37% déterminés par pesée n’est pas expliqué.

Les simulations ont donc été répétées en utilisant une porosité de 47%. La Figure 133 propose
un comparatif des courbes expérimentales et de courbes simulées, en tenant compte du
transfert externe et avec une loi de Fick pour modéliser la diffusion dans les billes.
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% Simulation PO (porosité 47% et J=40)
A Simulation PS5 (porosité 47% et J=40)
s > Simulation P22 (porosité 47% et J=40)
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e 2}
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Figure 133 : Courbes simulées avec une porosité de 47% en tenant compte du transfert externe estimé par
la relation de Wilson et J=40.



These MAZENS D. 2005 Chapitre V Page 178

0,0005

0.0005 ®  Simulation PO (porosité 47% et J=60)
o Simulation PO (porosité 47% et J=30) o Simulation PS5 (porosité 47% et J=60)
© Simulation P5 (porosité 47% et J=30) T Y Simulation P22 (porosité 47% et J=60)

0.0004 | _I"i_ . Simulation P22 (porosité 47% et J=30) ; i B v Simulation P47 (porosité 47% et J=60)

I % % Simulation P47 (porosité 47% et J=30) it ——P0 exp
\ i i = ==-P3exp
0.0003 - i 0,0003 T P22 exp
L i
2 . ! —-=—-P47 exp
g a o i g
0,0002 | (i 0,0002 :
y !
' I
0.0001 - 0,0001 i
‘;.
¢
0.0000 0.0000 \

Figure 134 : : Courbes simulées avec une porosité de 47% en tenant compte du transfert externe estimé
par la relation de Wilson et J=30 (a gauche) et J=60 (a droite)

De nouvelles courbes de percée ont été simulées, a partir de cette porosité de 47%, en prenant
pour coefficient de partage et de diffusion, les données obtenues par la méthode a I’anthrone
et en systéeme fermé avec boucle d’analyse, respectivement (Figure 133 et Figure 134) : les
simulations obtenues s’accordent assez bien avec les courbes de percée experimentales.

Des optimisations ont donc été effectuées sur les valeurs de D, a partir des courbes de percée
expérimentales. Néanmoins, celles-ci n’ont pas fourni un jeu de valeurs cohérentes pour D
(voir Tableau 35).

Pullulane D (m°s™)

PO 1.10%°
P5 6.10™
P22 410
P47 2.10
P212 7.10
P788 1.10™M

Tableau 35: Exemples de coefficients de diffusions obtenus par ajustement (J =50 et t,, = 4500 s).

Cette étude de faisabilité de la méthode de mesure des coefficients de diffusion en colonne, a
défaut de nous avoir fourni une quantification des valeurs de D, nous permet de poser les
jalons de perspectives de travail par la mise en lumiére des limitations de la méthode.

11.3.c Limitations liées a la méthode

Une premiére difficulté de ces essais est liée au fait que nous n’avons pas trouvé de soluté
capable de tracer la porosité externe des colonnes de billes d’alginate de calcium. Un tel
traceur aurait permis de déterminer la porosité externe avec une meilleure précision.

Une autre incertitude réside dans I’estimation de J, le nombre de mélangeurs de la cascade du
modele MCE. En effet, étant donné la durée d’utilisation d’une colonne de billes, il est
impossible d’effectuer, a la fois, un tragcage fin de celle-ci et I’injection de la série de
pullulanes sans craindre une évolution structurale de I’hydrogel. Cette méthode est réputée
rapide mais ceci n’est vrai que pour le cas de petites colonnes aux faibles temps de séjour.
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Dans notre cas, vu la taille des billes, nous sommes contraints a de trés grands volumes de
colonne et donc des essais de longue durée. Une méthode de mise en ceuvre de billes plus
petites mais toujours aussi réguliéres permettrait a ce titre d’améliorer cet aspect des essais.

Le fait d’utiliser des billes de taille inférieure permettrait, en outre, de diminuer les problemes
de dérive du signal, grace a des temps d’élution réduits.

Cependant, le principal probleme soulevé par ces essais est lié aux méthodes analytiques
actuellement mises en ceuvre : leur précision est insuffisante pour espérer une détection
précise de la trainée et donc une estimation fiable des valeurs des coefficients de diffusion des
solutés de taille importante.

Dans cette optique, nos essais de modification des pullulanes par greffage de sondes
fluorescentes représentent une premiere piste. Cependant, dans cette démarche, il faudra
s’assurer que la modification chimique est suffisamment faible pour ne pas induire de
modification d’affinité entre soluté et matrice. De méme, les étapes de purification devront
étre conduites avec le plus grand soin. Enfin, le gain observé quant a I’augmentation de la
sensibilité de la méthode n’est pas, pour I’heure, suffisant pour espérer améliorer la détection
de la trainée.

Des essais mettant en ceuvre des radioéléments pourraient accroitre les possibilités de
détection mais requierent des environnements de travail adaptés.

En conclusion, si cette méthode mérite d’étre testée de facon plus approfondie, sa mise en
ceuvre dans le cas de la diffusion de solutés macromoléculaires dans les gels reste délicate.
L’intérét porté a cette méthode était lié a la difficulté de mesurer les coefficients de diffusion
de solutés de grande taille par des méthodes classiques en systéme fermé, pour des raisons de
limite de détection et de dérive liés aux temps d’expérimentation. Finalement, ces difficultés
se sont également retrouvées dans le cadre des essais en colonne. Il apparait donc qu’une des
perspectives de ce travail sera de type analytique, avec la mise en ceuvre de méthodes plus
sophistiquées et aptes a des mesures de concentrations bien plus faibles que celles permises
par les détecteurs d’indice de réfraction limités & des concentrations d’environ 0,01 g.L™,
notamment & cause de dérives importantes. En outre, une analyse de sensibilité de parametre
semblable a celle mise en ceuvre dans les essais en systeme fermés devra étre envisagee.
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B/ Reésultats expérimentaux

Les résultats de diffusion utilisés par la suite sont tous issus des essais en systeme fermé.

I. Cinétiques de diffusion du pullulane dans
I’alginate de calcium

La Figure 135 présente quelques exemples de cinétiques obtenues pour le systeme alginate de
calcium/pullulane. 1l apparait que I’augmentation de la taille du soluté se traduit par des
cinétiques de chargement notablement plus lentes. Ces courbes de la concentration normée en
fonction du temps sont utilisées afin de déterminer le coefficient de diffusion des pullulanes
dans les différents gels d’alginate de calcium. D’autres exemples, relatifs aux différentes
fractions volumiques en alginate sont présentés en annexe V.2.

s 738
11800

o 47300
112000

s 212000
gel 0.0108

Concentration normée

Hasang pha,

¥ 1 ¥ 1 ¥ 1 ¥ 1 d ] ¥ I d 1
5000 10000 15000 20000 25000 30000 35000
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Figure 135 : Exemples de cinétiques de diffusion de pullulanes de masse moléculaire variable (de 738 a
212000 g.mol™) dans un gel d’alginate de calcium & 1,08 %.

Différentes fractions volumiques en polymere dans le gel ont également été testées. L’effet de
la fraction volumique en polymere est négligeable dans le cas de solutés de petite taille. La
Figure 136 montre que les cinétiques de diffusion des quatre gels testés se superposent
presque parfaitement. On peut donc s’attendre, au vu de ces courbes brutes, a des coefficients
de diffusion du méme ordre de grandeur et trés proches du coefficient de diffusion a dilution
infinie dans I’eau Do. Dans ce domaine, le rapport ri/& doit donc étre extrémement faible.
L utilité des gels pour approcher les coefficients de diffusion en solution sans risquer d’effets
liés a de la convection évoquée par Spalding [Spalding, 1973] est parfaitement illustrée dans
ce cas ou la diffusion n’est quasiment pas perturbée par la présence du gel.

Ces courbes seront utilisées pour fournir une estimation de I’erreur d’estimation de D dans le
paragraphe suivant.
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Figure 136 : Effet de la fraction volumique en polymére dans le cas de la diffusion du plus petit pullulane
de masse moléculaire M,,=738 g.mol™.

Par contre, I’effet de la fraction volumique n’est pas négligeable pour I’ensemble des solutés
étudiés. La Figure 137 présente un comparatif des cinétiques de chargement du pullulane P47
dans quatre gels de fraction volumique comprise entre 1 et 3%. Des différences notables
apparaissent avec des temps de chargement accrus lorsque la fraction volumique augmente.

P47 Alginate de Ca 0,03

P47 Alginate de Ca 0,0276
P47 Alginate de Ca 0,0216
P47 Alginate de Ca 0,0108
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Figure 137 : Effet de la fraction volumique en polymeére dans le gel dans le cas d’un pullulane de masse
moléculaire M,, = 47300 g.mol™.
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1. Coefficients de diffusion du pullulane dans les
gels d’alginate de calcium

11.1 Modélisation des cinétiques pour I’estimation de D
1,35

© Points expérimentaux (P738 et Gel 0,0108)
Modéle (D=3,6.10"'m".s” et K_=0,97)

13047
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Figure 138 : Exemple de modélisation de la diffusion du pullulane PO dans le gel a 1,08 %.

Pour I’ensemble des courbes de diffusion, des modélisations satisfaisantes, telles que celle
présentée Figure 138, ont été obtenues en utilisant les points expérimentaux présents entre
trecircutation €t tinfini €t €n se restreignant a la zone de I’optimum défini au chapitre IlI.
L’optimum a été déterminé pour chacune des courbes de chargement étant donné que o était
un parametre caractéristique de chacune de ces cinétiques de diffusion.

L ensemble des modélisations est présenté en annexe (Annexe V.3).

11.2 Récapitulatif des valeurs de D mesureées
Les tableaux 6, 7, 8 et 9 présentent les résultats de coefficients de diffusion obtenus sur notre

systeme expérimental. Les coefficients de diffusion ont été estimés selon deux méthodes
suivant la valeur de Kp utilisée dans les calculs.

Gel 0,0108 D (d’aprés Kp batch) D (d’apres Kp partition)

(m?s™Y) (m2s™)

PO 43.10%° 441070

3,6.101° 3,6.101°

P5 7,5.101 7.2.101

P11 8,3.101 8,7.101

p22 6,2.10'ﬁ 5,3.10‘11
6,8.10" 6,8.10

P47 3,1.101 3,1.101
P112 1,9.10 2101

P212 8,45.102 8.2.10?

Tableau 36 : Coefficients de diffusion de pullulanes dans un hydrogel d’alginate de calcium a 1,08%.
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Sous la rubrique D (d’apres Kp batch), on entend que le coefficient de diffusion a été calculé
en fixant la valeur de Kp a celle obtenue d’aprés la concentration finale dans la méthode avec
boucle d’analyse. Le second cas utilise, au contraire, les valeurs du coefficient de partage
estimé dans I’étude de partition, de maniére indépendante.

Gel 0,0216 D (d’apres Kp batch) D (d’aprés Kp partition)

(mZIS-l) (mZ.S-l)

PO 2,9.10%° 2.9.10%0
P11 5,15.10 5,0.10
P47 1,90.10% 1,90.101
P112 221012 2.2.107"?

Tableau 37 : Coefficients de diffusion de pullulanes dans un hydrogel d’alginate de calcium a 2,16%.

Gel 0,0276 D (d’apres Kp batch) D (d’aprés Kp partition)

(mZIS-l) (mZ.S-l)

PO 2,15.10%° 2,0.10%°
P5 9,4.101 9,4.101
P11 4,15.10" 48101
p22 34510 3.4.101
P47 6,7.102 5,8.102
P112 6,0.10™"° 6,3.1013

Tableau 38 : Coefficients de diffusion de pullulanes dans un hydrogel d’alginate de calcium a 2,76%.

Gel 0,03 D (d’aprés Kp batch)

(m?s™)
PO 3,75.10°%
P5 8,9.10™
P11 3,7.101
P22 2,11.10"
P47 3,2.10%

Tableau 39 : Coefficients de diffusion de pullulanes dans un hydrogel d’alginate de calcium a 3%.

Les coefficients de diffusion présentés Tableau 39 n’ont pas été estimés a partir de Kp
anthrone car I’étude de partition indépendante n’a pas été réalisée pour ce dernier gel.

L’ensemble des résultats est représenté a la Figure 139. La remarque faite sur les cinétiques
de chargement peut étre réitérée, ici. En effet, les valeurs du coefficient de diffusion pour les
plus petits solutés sont du méme ordre de grandeur et il est impossible, a cause de I’incertitude
expérimentale de les différencier. Par contre, pour les plus gros solutés, la classification entre
les différentes fractions volumiques de gel s’opere et on vérifie bien que plus le rapport re/&
est important, plus la diffusion est ralentie.

Les coefficients de diffusion du plus petit soluté nous permettent une estimation de
I’incertitude expérimentale sur D. L’écart type a été estimeé a 20% de la valeur moyenne (écart
relatif des coefficients de diffusion de PO dans les différentes matrices). Les barres d’erreur
présentées a la Figure 139 ont, par conséquent, été fixées a £25 %.
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Figure 139 : Coefficients de diffusion de la série de pullulanes dans des gels d’alginate de calcium de
fraction volumique variable.

D (m°s™) 0,0108 0,0216 0,0276 0,03
PO 3,975.10" 2910 207510  3,75.10"
P5 9,410 8,9.10™"
P11 8,50.10""  5075.10"  4475.10"  3,7.10"
P22 6,28.10™" 3,425.10"  2,11.10™
P47 3,10.10™" 1,9.10™ 6,25.10"2  32.10"
P112 1,9510" 22107 6,15.10"

P212 8,33.10

Tableau 40 : Valeurs de D expérimentales utilisées pour les calculs.

Les tableaux 6 a 9 ont également montré que des estimations différentes de Kp conduisent a
des valeurs de D différentes. Cette observation était attendue connaissant I’expression de
M/M,, dans laquelle interviennent, a la fois D et Kp. Cependant, I’erreur sur le coefficient de
diffusion résultant d’incertitudes sur Kp ne peut étre estimee directement, par une méthode
similaire a celles utilisées dans le chapitre I11 pour le calcul de I’optimum. C’est pourquoi,
nous avons choisi, par I’intermédiaire des tableaux 2 & 5, de quantifier expérimentalement
I’effet sur D résultant de I’incertitude sur Kp. On peut conclure que cet effet est non
négligeable vu que I’on observe des variations de I’ordre de 10 % sur D.
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C/ Modélisation de la diffusion de solutés dans les
hydrogels : Etat de I’art

La diffusion des solutés dans les hydrogels trouve des applications dans des domaines tels que
le secteur pharmaceutique, les techniques séparatives ou I’agroalimentaire. Il est alors utile,
pour une meilleure conception de ces produits, d’avoir a disposition des modeles permettant, a
partir de la structure du soluté et du gel, de prévoir la diffusion du soluté dans la matrice.
Plusieurs approches ont été développées dans la littérature pour décrire le retard a la diffusion
dans les hydrogels. Néanmoins, chacune de ces approches présente des limitations.
Comme pour les modéles de partage, il est nécessaire de conceptualiser la structure du
systeme expérimental afin d’énoncer des modéles reliant propriétés structurelles et coefficient
de diffusion. Les hydrogels sont généralement décrits sous la forme d’un réseau et tout
parameétre susceptible de réduire la taille des espaces entre les chaines aura un effet sur la
diffusion des solutés. C’est pourquoi la décroissance des coefficients de diffusion est
généralement corrélée avec un accroissement de la taille des solutés, de la fraction volumique
en polymeére ou du degré de réticulation du gel (voir Figure 139, pour I’effet de ®p et ).
Lorsque la possibilité de liaison du soluté a la matrice est éliminée, trois voies d’approche
peuvent étre développées pour modéliser I’entrave a la diffusion provoquée par le polymeére :

- obstruction physique au passage du soluté,

- augmentation de la friction entre soluté et matrice,

- reduction du volume libre du solvant.

Les revues bibliographiques de Amsden [Amsden, 1998] et de Masaro [Masaro, 1999]
donnent un trés bon apercu de ces différentes theories.

I. Modeles de type obstruction

Dans cette théorie, les fibres constituant la matrice gel sont considérées comme
impénétrables. De fait, pendant son processus de diffusion au sein d’un gel, le soluté voit la
longueur de son trajet diffusionnel accru par la présence de ces obstacles. La matrice joue
donc le role d’un tamis dans lequel les solutés peuvent diffuser a la seule condition que leur
taille leur permette le passage dans les mailles. Les chaines de la matrice sont supposées, dans
cette théorie, immobiles et réparties aléatoirement au sein d’une phase continue perméable (la
solution dans laquelle le gel est gonflé). Dans cette approche, la plus grande importance est
accordée a la description structurelle du systéme.

Le concept d’obstruction a été introduit par Fricke en 1924 [Masaro, 1999] avec un modele
connu sous le nom de modele de Maxwell ou de Maxwell-Fricke :

Dl-®,) 1-@,'
Do _1+CDP'/Z

(V.1)

®,' est lafraction volumique du polymere plus le solvant non-diffusant et lié a celui-ci,

un facteur dépendant de la forme du soluté et ®p la fraction volumique de polymere.
En 1955, Mackie et Meares réexploitent les concepts proposés par Fricke pour la diffusion
d’électrolytes dans des résines. Ils proposent la relation :
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2
R: 1-o, (V.2)
D, [1+®,

On peut noter que, dans ce modele, les propriétés du soluté n’interviennent pas. Il sera donc
adapté seulement aux solutés de tres petite taille. A ce titre, ces auteurs attribuerent les écarts
a la théorie observés pour les solutés de taille supérieure a des interactions entre polymeére du
réseau et macromolécules qui diffusent.

Ogston et al. [Ogston, 1973] ont développé une approche phénoménologique dans laquelle la
diffusion d’un soluté se produit par une succession aléatoire de pas qui a lieu seulement en
I’absence de contact avec les chaines du réseau. La taille d’un pas est prise égale a un
diamétre moyen des espaces existant entre les fibres du gel. A partir de cette analyse,
I’expression du ratio du coefficient de diffusion dans le gel a celui a dilution infinie (D/Dy) est
donnée en fonction du rayon des fibres (ry), du rayon du soluté (rs) égal au rayon
hydrodynamique et de la fraction volumique en polymeére ®p. Le soluté est considéré comme
rigide et sphérique et le gel comme une distribution aléatoire de fibres rectilignes.

D r.+r
gl _ exp{— s f \/@_P} (V.3)
DO rf

Cependant, méme si les concepts de cette approche sont intéressants, les résultats qu’elle
fournit restent qualitatifs et limités a de faibles concentrations en polymere dans le gel et des
solutés de petite taille [Masaro, 1999].

Johansson et al. ont développé un modeéle, connu sous le nom de modeéle de sphére dure (hard
sphere theory) dans lequel le gel est vu comme une association de cellules cylindriques.
Chague cellule est constituée d’une barre de polymére centrée dans un cylindre de solvant de
rayon donné. La diffusivitt moyenne du soluté dans cette cellule peut étre calculée en
résolvant la premiere loi de Fick et la diffusivité globale du soluté est obtenue en sommant sur
I’ensemble des cellules de rayon donné.

Ce modele est basé sur trois hypotheses principales : (i) I’obstruction est due I’augmentation
du trajet diffusionnel du soluté et les interactions hydrodynamiques sont négligeables, (ii)
cette obstruction est due a un réseau statique et non a des interactions entre soluté et matrice et
(iii) le réseau est suppose constitué de cellules cylindriques et la contribution de chacune des
cellules est déterminée par la distribution des espaces dans le réseau.

La distribution des rayons des cellules est obtenue par I’approche de Ogston [Ogston, 1958]
donnant I’expression d’une distribution d’espaces sphériques dans un réseau aléatoire de
fibres rectilignes, les fibres étant ici remplacées par des cellules cylindriques.

Cette approche conduit a une expression de D/Dy de la forme :

De
5= exp(=7)+ 7" exp(y)E,(27) (V.4)
0
Avec
r,+r, ’
y=®p (V.5)
rf
et E; est I’intégrale exponentielle :
X e_u
E, = [=—du (V.6)
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Ces auteurs ont montré que, finalement, y était le paramétre clé gouvernant la diffusion de
sphéeres dures dans le réseau. En outre, une régression commune pour I’ensemble des donnees

issues de simulations de la dynamique brownienne de ces sphéres a conduit & proposer
I’expression suivante [Johansson et Lofroth, 1993] :

DR = exp(— 0,84.;/1'09) (V.7)

0

La Figure 140 se propose de faire le bilan de ces modeéles basés sur la théorie de I’obstruction.

Mackie et Meares
Ogston (a=1)
= Ogston (a=10)
a5 = = Ogston (a=20)

' Johansson (a=1)
Johansson (a=10)
064 == Johansson (a=20)

06—

—— Mackie et Meares
Ogston (a=1)
- = Ogston (a=10)
= = Ogston (a=20)
IR ~ Johansson (a=1)
L il Johansson (a=10)
s S == Johansson (a=20)

D/D,
DD,

o444 °

024" 024

0,0 = S b

004 R = B . T S W —

’ ; K > L} L T L
0.0 02 0.4 06 08 10 0.00 0,02 0.04 0,06 0.08 0,10
Fraction volumique en polymére dans le gel Fraction volumique en polymére dans le gel

r.+r
Figure 140 : Comparatif des différents modeéles issus de la théorie de I’obstruction (avec a = 2 T

);le
rf

graphe de droite est un grossissement de la zone de fraction volumique correspondant a notre étude.

Le Tableau 41 propose, enfin, un bilan des modeles présentés avec leurs domaines
d’applications et également leurs limitations.

Auteurs Applications Limitations

. Solvants et solutés de petite taille Solutés de grande taille
Maxwell-Fricke

: . N Solutions de polyméres semi-
Solutions de polymere tres diluées o ,
diluées ou concentrées

Mackie et Meares Solvants et solutés de petite taille

Ogston ) s Solutés de grande taille
Solutions semi-diluées de ) ,
. Solutions concentrées
polymere
Johansson et Lofroth Solutés de ry> 20 A

Solutions concentrées

Tableau 41 : Résumé des modéles de diffusion basés sur la théorie de I’obstruction avec leurs applications
et limitations (d’aprés Masaro et Zhu) [Masaro, 1999].
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I1. Modeles de type hydrodynamique

Dans les descriptions hydrodynamiques du soluté, celui-ci est considéré comme une sphere
dure de taille tres supérieure a celle du solvant dans lequel il diffuse. Sa description est basée
sur I’équation de Stokes-Einstein pour la diffusivité des solutés. La diffusivité a dilution
infinie est exprimée en fonction de la constante de Bolzmann (kg), de la température (T) et du
coefficient de trainée (f) :

Do = (V.8)

Au sein du gel, les chaines sont considérées comme des points de résistance hydrodynamique,
statiques par rapport au mouvement du soluté a cause des pontages formant le gel. La chaine
de polymere exerce sa résistance vis a vis du solute en retardant le fluide a proximité de celle-
ci. Les modéles hydrodynamiques ont donc pour objectif la définition de f tandis que les
propriétés structurelles de la matrice prennent une importance moindre. Ces interactions
incluent les frottements entre soluté et polymere (les plus importantes), entre soluté et solvant
et entre solvant et polymere. Ces considérations permettent de décrire la diffusion en régime
plus concentré, quand les chaines de polymére commencent a se superposer, ce qui était
difficile avec les modeles d’obstruction.

Cukier [Cukier, 1984] a développé un modeéle reliant la concentration en polymére et D/Dq le
coefficient de diffusion de spheres browniennes de rayon rs rapporté au coefficient de
diffusion a dilution infinie. Dans ces travaux, la solution semi-diluée est considerée comme
homogéne étant donné I’enchevétrement des chaines polymeéres et contrairement au regime
dilué dans lequel il n’y a pas d’interaction entre chaines. Une solution diluee est donc
considérée comme un milieu hétérogene constitué de zones polymere/solvant et de domaines
de solvant pur. La solution polymére est supposée immobile par rapport au solvant diffusant
et représentée par des spheres immergees dans un liquide incompressible. L’espéce diffusante
subit donc un tamisage par cette matrice et I’expression de son coefficient de diffusion est
donnée en fonction de rs et de k, une constante dépendant de la densité de polymeére dans le
gel et du coefficient de friction :

DR =exp[-k.r,] (V.9)

0

Cukier a comparé I’effet de tamisage de solutions constituées de polymeres cylindriques (rod
solution) ou de solution de chaines déployées (coil solution) mais assez peu de variations ont
été observees [Masaro, 1999].

Dans les solutions semi-diluées de polymére ou de gels fortement gonflés et dans le cas de
solutés de petite taille, une dépendance de la constante k avec la concentration, de la forme
k~c” et v=0,5. Ce modele, par sa vision homogene du systeme ne fait donc pas intervenir les
parameétres géométriques du gel (de type rayon de pore ou de fibre). On retrouve des valeurs
de v comprises entre 0,5 et 1 dans la littérature.

Le modéle développé par Altenberger et al. représente la matrice polymeére par des points
immobiles répartis aléatoirement dans la solution. Le solvant est supposé incompressible. Le
soluté va interagir avec les points représentant le réseau et les interactions hydrodynamiques
sont représentées par les frictions avec les points stationnaires. La mobilité de I’espece
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diffusante est dépendante de la concentration des obstacles, ¢’est-a-dire de la concentration en
polymere dans la matrice. A faible concentration, le coefficient de diffusion est donné par :

D
F:l_al\/(D_P—aZQDP (V.10)
0
Avec
o, o, \/ﬁ (V.11)

o est une constante liée aux interactions polymeére/soluté.

Une grande ressemblance apparait entre ce modele et celui développé par Cukier. Kosar et
Phillips [Kosar, 1995] ont, a ce titre, démontré qu’elles étaient mathématiquement
équivalentes. Et, bien que Altenberger et al. prédisent un plus large domaine de validité que le
modele de Cukier, plusieurs études ont montré des limitations et applications équivalentes
pour ces deux approches [Masaro, 1999].

En utilisant I’équation de Brinkman en milieu poreux, Phillips et al. ont obtenu une
expression en fonction de la perméabilité k du milieu :

D H\1/2 , 1
— =1+ ri +rL (VlZ)
k 3k

La perméabilité hydraulique peut étre estimée a partir de la relation donnée par Jackson et
James :

k=03Lr’®o (V.13)

Ces modeles développés pour des solutions de polymeére se prétent bien a la description des
gels étant donné que les chaines de polymeére y sont considérées comme stationnaires.

Le modéle de Phillies se propose de décrire la diffusion d’une molécule dans un gel ou une
solution de polymere de concentration variable. Les chaines de polymeére sont considérées, ici,
comme mobiles et peuvent étre décrites comme des spheres jointes pouvant subir des
rotations. 1l propose une relation en fonction de ¢, concentration de polymere dans la solution
ou le gel (g.L™), o est un paramétre relatif a la taille du soluté et v est caractéristique du
systéme polymeére/solvant/soluté étudié.

D
— =exp(-ac’) (V.14)
DO

Phillies a suggéré que o est proportionnel & M®**%* pour un diffusant macromoléculaire alors
qu’il dépend du rayon hydrodynamique pour les solutés de plus petite taille. Le parametre v
s’étend entre 1 (pour les diffusants de petite taille) et 0,5 (pour les hauts poids moléculaires) et
entre ces deux bornes il serait proportionnel & M™*. Phillies a considéré trois régimes de
concentration : la solution diluée ou chaque chaine se déplace indépendamment, le régime
semi-dilué ou les chaines commencent a se superposer et enfin le domaine concentré pour
lequel la diffusion est dominée par des phénomenes de friction. Ces régimes peuvent étre
considérés comme proches de ceux évoqueés par Cukier par contre, la principale différence
réside dans le fait que les chaines de polymere sont considérées, ici, comme mobiles.

Cette relation, qualifiée d’ « universelle » par Phillies étant donné qu’elle peut étre employée
dans des situations de transport trés différentes, est tres flexible par nature et ainsi certains
auteurs considerent qu’elle doit étre regardée comme une relation empirique [Walderhaug,
Wheeler et Lodge]. Bien que cette relation soit largement utilisée pour décrire la diffusion de
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solutés sphériques dans les solutions de polymeére, il n’y a pas d’agrément définitif concernant
la signification physique des paramétres o et v [Petit, 1996].

On peut enfin noter que la dépendance vis a vis de la taille du soluté est trés différente entre
cette approche de Phillies et les précédents modeles. Le rapport de la taille du soluté a la
longueur hydrodynamique caractéristique k™ est le rapport prépondérant dans les autres
modeles tandis que dans I’équation universelle proposée par Phillies, il n’y a qu’une trés
faible dependance a la taille du soluté.

Renkin a développé une approche trés différente du systéme dans lequel le soluté est
représenté par des spheres dures et la matrice sous forme de pores. La vision du systéme est
donc simplifiée et les auteurs en assument pleinement les approximations géométriques
[Renkin, 1954] a des fins de simplification des expressions mathématiques. Ils précisent, a ce
titre, que le réseau des membranes qu’ils utilisent (cellulose) est en réalité constitué de fibres
enchevétrées en se basant sur des données expérimentales. Mais, dans le méme temps, ils
précisent que si des représentations géométriques différentes du systeme sont possibles, elles
ne présentent pas d’avantages flagrants. 1ls proposent une relation en fonction de x, rapport du
rayon hydrodynamique du soluté au rayon de pore du gel :

DR = (1—x)*(1-21x+2,1%* —0,95x°) (V.15)
0

Cette relation traduit I’effet cumulé de diminution du coefficient de diffusion di & des

limitations stériques d’entrée dans le pore et a la résistance d’origine frictionnelle entre le

soluté et la paroi du pore.

La relation proposee par Renkin [Renkin, 1954, Pappenheimer, 1951] résulte de la

combinaison de deux expressions de la littérature traduisant chacun de ces effets.

Le premier facteur est similaire a I’expression du coefficient de partage proposé par ces

auteurs et est obtenu par des considérations purement géomeétriques. Il correspond au rapport

de I’aire effective A de I’ouverture offerte au passage du soluté a la section totale Ao du pore :

A r, i

La deuxieme partie de I’expression est issue des travaux théoriques de Faxén appliqués a la
diffusion dans les membranes par Lane. La chute de I’aire apparente de diffusion est exprimée
en fonction du rapport des rayons de soluté et de pore :

% _1- 2,104.(r—5J ; 2,09{5} —0,95.[% (V.17)

I r, I,

On peut noter que ces auteurs raisonnent en terme d’aires et non de rapport de coefficients de
diffusion. Cette écriture est tout a fait transposable a celle utilisée jusqu’alors et basée sur un
rapport des coefficients de diffusion du soluté dans le gel a celui du soluté dans une solution
de dilution infinie. En effet, dans ces deux cas, on etablit un comparatif entre les flux de
matiére dans le cas ou le transfert s’effectue en milieu confiné (le gel) a celui du transfert en
solution diluée. Le facteur de retard de la diffusion peut ainsi étre vu comme une diminution
du coefficient de diffusion (D/Dy), une réduction de I’aire disponible au soluté pour diffuser
(A/Ap) ou un accroissement du trajet diffusionnel (Ax/Axo).
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Des approches indirectement reliées a des modeles de type hydrodynamique peuvent
également étre citées. lls traduisent, le plus souvent, des approches hybrides.

Johnson et al. ont mis en pratique I’idée émise par Brady et al. [Brady, 1994] selon laquelle la
diffusion des solutés est influencée a la fois par le phénoméne d’obstruction et par les
interactions hydrodynamiques. En combinant I’expression obtenue par Johansson et al
[Johansson, 1993] et celle établie par Phillips et al. [Phillips, 1989], une relation mixte est
obtenue :

D exp(-084.0%)

D 2 2
N P _i_ll’i (V.18)
k) 3k

I11. Théorie du volume libre

Pour la théorie du volume libre, la diffusion d’un soluté se produit lorsque le soluté peut
trouver une succession de vides (c’est-a-dire de volumes libres) dans le solvant, de taille
suffisamment grande pour accepter le soluté. La formation de ces volumes libres est liée a
I’agitation moléculaire du solvant.

Le premier modéle de diffusion basé sur la théorie du volume libre a été proposé par Fujita et
al. [Fujita, 1961]. Cohen et Turnbull [Cohen, 1959] ont défini la probabilité de rencontrer un
volume libre de taille donnée dans un solvant. Sur la base de ces développements, Yasuda et
al. [Yasuda, 1968], proposent un modele de transport dans des membranes gonflées de
solvant en supposant (i) que le soluté diffuse seulement dans le solvant, (ii) que le polymere et
le solvant sont aléatoirement melangés, (iii) que le soluté ne peut diffuser dans le gel que s’il
trouve une succession de volumes libres suffisamment larges pour lui et (iv) que le volume
libre disponible est essentiellement celui du solvant dans le gel.

Finalement, Yasuda et al. proposent une expression de D/Dy fonction de B, mesure de la
taille de I’espéce diffusante, f, volume libre auquel contribue le solvant et @& la fraction
volumique en polymere :

D B 1

—=exp| | 1- V.19

Do p{ fw[ 1—®Pﬂ ( )
Cette relation a été utilisée par Petit et al. [Petit, 1996] dans le cas de la diffusion de
poly(éthylene glycol) dans des solutions de poly(vinyl alcool). Il a été observé une

détérioration de la qualité de I’ajustement au fur et a mesure de I’augmentation de la taille des
solutés. Les écarts ont été attribués a la non prise en compte par le modele de la flexibilité des
chaines de polymeére.

Vrentas et Duda ont largement contribué au développement de la théorie du volume libre. Ils
ont étendu la théorie a un large domaine de températures et de concentrations et ont pris en
compte les contributions au volume libre dues au solvant et au polymére. Dans ce contexte, le
modeéle proposé par Yasuda constitue un cas particulier de I’approche développée par Vrentas
et Duda. Cependant, I'utilisation de ce type de modele nécessite la connaissance des
parameétres de volume libre du systeme.
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Peppas et Reinhart [Peppas, 1983] ont proposé un modéle basé sur la théorie du volume libre
et particulierement adapté aux réseaux réticulés de polyméres. Parmi les réseaux de ce type,
on peut distinguer trois structures différentes : les hydrogels macroporeux caractérisés par des
pores de taille supérieure a 0,1 um et ou le transport de solutés est lié a la convection ; les
hydrogels microporeux avec des tailles de pores comprises entre 20 et 500 A et ou les
mécanismes de transport sont dus a de la convection et de la diffusion et, enfin, les hydrogels
non poreux dans lesquels I’espace entre chaines de polymeres est limité et dans lesquels la
diffusion assure, seule, le transfert de matiére. Dans leur adaptation du modele, ils envisagent
la possibilité d’exclusion totale du soluté grace a la définition d’un terme pré-exponentiel. Le
coefficient de diffusion est donné en fonction de M. la masse moléculaire entre deux points de
réticulation, Mc* la masse moléculaire critique entre deux points de réticulation (en dessous
de laquelle la diffusion ne peut plus avoir lieu), M, la masse moléculaire moyenne en nombre
du polymere avant réticulation, rs, le rayon du soluté, Q le taux de gonflement et k; et k,, deux
constantes d’ajustement :

R =k Mex _ﬂ (V 20)
D, ‘M, -M_,* oot '
De facon a exprimer cette relation en fonction de I’espace libre entre les chaines de polymere
(taille des mailles &) Lustig et Peppas [Lustig, 1988] font intervenir les lois d’échelle de De
Gennes [De Gennes, 1979, b] reliant £ et le taux de gonflement Q via k.& = Q**.

2 2
R = 1_r_5 exp _kz'rs;‘)P (V.21)
D, 4 1-o,

Le Tableau 42 propose un bilan des modéles de type volume libre avec leurs domaines
d’application et leurs limitations.

Auteurs Applications Limitations

Fujita Solvants et solutés de petite taille SOIUt?S de grande ta}llle

. N o Solutions de polymeres

Yasuda et al. Solutions de polymere semi-diluées .
concentrées
Différents solutés et solvants Détermination de nombreux
Vrentas et Duda . X . A
Solutions de polymere concentrées parameétres
et semi-diluées Solutions diluées de polymere

Espéces diffusantes de taille

Différents solutés et solvants équivalente ou supérieure a celle
Peppas et Reinhart Gels et hydrogels réticulés des mailles du réseau
chimiquement Diffusion dans des polymeres non
réticulés

Tableau 42 : Résumé des modeéles de diffusion basés sur la théorie de du volume libre avec leurs
applications et limitations (d’aprés Masaro et Zhu) [Masaro, 1999].
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V. Lois d’échelle

Des approches de type loi d’échelle ont également été développées au College de France
[Cannell, 1980] et appliquées au cas de membranes microporeuses. La matrice y est
considérée comme poreuse avec des pores homogenes cylindriques et le soluté flexible est
décrit par le rayon de Flory (c’est-a-dire comme le carré de la distance des extrémités bout-a-
bout). L’expression finalement formulée est fonction du parameétre x (rapport du rayon de
Flory au rayon de pore) et d’un parametre ajustable A. Les auteurs suggerent de remplacer le
produit krg par 4.ry.

DR = A(kx) . exp(- k.x)*"® (V.22)
0

Cette relation est obtenue grace au produit de deux expressions. La premiere fournit, en
régime dilué et pour des rayons de solutés inférieurs ou égaux au rayon de pore, la
concentration de chaines pénétrant dans les pores en fonction de x :

C, =/C, exp(— (k :—FD (V.23)

P

La seconde fournit le rapport des coefficients de diffusion du soluté dans le pore (Dp) et dans
la solution (Do) :

e - ﬂ'(k r_Fj_ (V.24)

Finalement, le ratio du coefficient de diffusion du soluté dans le gel a celui dans la solution
est obtenu comme le produit de ces deux facteurs :

DO 0 CO .

Cependant, I’expression obtenue est une loi d’échelle, ce qui signifie qu’il est impossible de
prédire les coefficients numériques exacts. Néanmoins, ces auteurs sont parvenus a ajuster
leurs donnees expérimentales grace a cette approche.

V. Lois empiriques

Davis [Davis, 1974] a proposé une relation empirique reliant D/Dy a la masse moléculaire du
soluté M, et au pourcentage massique de polymére dans le gel P. Cette relation empirique a
été obtenue a partir d’essais de diffusion de diverses hormones marquées dans des gels de
polyacrylamide et de polyvinylpyrrolidone.

DR =exp(-(0,05+10°M, )P) (V.26)

0
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Type de Modeéle Auteur Expression Matrice Soluté
. . D [1-0,T o ,
Obstruction Mackie et Meares —= dp Trés petits solutes
D, [1+®,
Hétérogene fibreuse (rs, ®p)
. rs + r - - - y o 7 - = o
Obstruction Ogston ® _ exp| — f ’_CDP Distribution d espaces s,phe_rlques Soluté rigide sphérique
o r, dans une suspension aléatoire de 'y
fibres (géométrique)
Idem que Ogston mais
Obstruction Johansson == exp(— 0,84.;/1'09) fibres assimilées a des cellules Soluté sr(JBerlque

Obstruction et lois

d"échelles Amsden

Hydrodynamique

et lois d’échelles Cukier

Hydrodynamique Altemberger

Hydrodynamique Phillies

Hydrodynamique Phillips

b
DO

—expl -z — =
P (kscbp’of’jtZrf

0

0

r,+r;

D
D expl-k.
S exp[-kr, ]

Dgzl—am/d)P -a,D;

D
— =exp(-a.c’
5 p(-ac”)

T

cylindriques contenant polymeére
et solvant (r;, ®p)
Hétérogene
(rs, ®p) volume des ouvertures

entre les chaines décrit par loi
d’échelle

®p
Réseau fixe ‘hydrodynamic
screening’

ry, ®p

Homogéne

Hétérogene fibreuse
perméabilité

'y

Soluté sphérique
My

Sphere brownienne
largement plus grosse que
le solvant
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. . D 2 3 5 Hétérogéne -
—=(1-x)"11-2,1x+2,1x* —0,95x .
Hydrodynamique Renkin D, ( ) ( ) poreuse r Sphere rigide ry
_ D B, 1 .
Volume libre Yasuda D= exp T 1—1 o Homogéne
0 w P
2 2 et s A
Volume libre Lustig et Peppas D _ 1-5 exp kel ®p Heéterogene (p’robab_lhte de
D, 3 1-@, présence d’un vide)
D _
Empirique Davis D EXP(— (0705 +10°M W)P) P My
0
o Cannell et D 23 5/3 s Pelote sphérique
’ — = AX"Texpl—x
Lois d’échelle Rondelez D, IO( ) Hétérogene poreuse rp ng*)

Tableau 43 : Bilan des modeéles de la littérature pour D/Dy.

(*) Johansson et al. mentionnent dans leurs travaux [Johansson, 1991(b)] I’utilisation du rayon de giration car celui-ci donne des résultats plus
satisfaisants dans le cadre de leur étude. Ils indiquent que dans leur publication antérieure du méme numéro de Macromolecules, le rayon
hydrodynamique avait été utilisé [Johansson, 1991 (a)]. Cette remarque illustre, une fois de plus le manque de clarté associé a la notion de rayon
de soluté. Une hypothese est toutefois émise par ces auteurs qui suggérent que dans les cas ou le soluté est extrémement dilué, il doit étre
assimilé au rayon de giration.

(**) Cannell et Rondelez [Cannell, 1980] soulignent que lorsqu’il est question de polymeéres trois rayons de solutés peuvent étre utilisés pour
caracteriser une pelote en solution : le rayon hydrodynamique ry, le rayon de giration ry et le rayon de Flory, re (racine du carre de la distance des
extrémités de la chaine). Ces auteurs stipulent que le rayon hydrodynamique devrait étre utilisé pour modéliser I’accroissement de la trainée
(modéles hydrodynamiques) tandis que rq et re sont plus adaptés lorsqu’il est question d’effets d’exclusion. Malgré ces recommandations, ces
auteurs indiquent que de telles distinctions ne sont certainement pas garanties par les données de la littérature.
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D/ Modélisation de la diffusion des pullulanes dans
I’alginate de calcium

I. Modeles de coefficient de diffusion de solutés en
phase aqueuse

L’ensemble des modéles rencontrés dans la littérature et présentés dans la partie précédente
utilise le rapport du coefficient de diffusion du soluté dans le gel a celui du soluté a dilution
infinie dans le solvant (eau). Les coefficients de diffusion des pullulanes dans I’alginate de
calcium ont été mesurés expérimentalement. Par contre, les valeurs de Dy requises pour la
modélisation de nos résultats doivent étre estimées a partir de modeles ou de corrélations.

I.1 Equation de Stokes-Einstein

La relation formulée par Stokes Einstein pour le coefficient de diffusion d’un soluté a dilution

infinie repose sur I’hypothése d’un soluté de taille largement supérieure au solvant et

assimilable a une sphére dure et lisse. La solution est diluée et le solvant newtonien.
kg T

© B, T,

ks la constante de Boltzmann, T la température, po la viscosité du solvant, ry le rayon

hydrodynamique.

D (V.27)

o
) )
o

o
o
o

o o o

Figure 141 : Représentation schématique du soluté en solution dans I’approche Stokes-Einstein.

o

1.2 Approche De Gennes : « flexible coil »

Pour des chaines flexibles en solution dans un bon solvant, le coefficient de diffusion est une
fonction décroissante de la masse moléculaire de la forme [De Gennes, 1979]:

D, ~ M % (V.28)
o
o ° o
o
o
o S
o
o
o o o

Figure 142 : Représentation schématique du soluté en solution dans I’approche de De Gennes.
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1.3 Equation empirique de Chang et Wilke [Wilke, 1955 ; Chang, 1955]

La relation empirique proposée par Wilke et Chang sur la base d’un grand nombre de données
obtenues pour divers couples solvant/soluté n’est valable que dans le cas de trés petits solutés
de taille voisine de celle du solvant (Figure 143).

()

o o
o

o
o
° O

o

)
o o o

Figure 143 : Représentation schématique du soluté en solution dans I’approche de Wilke et Chang.

T
D, =74.10"° VM st T (V.29)

HV°

Va volume molaire du soluté cm®.mol™, ¢ facteur d’association du solvant (2,6 pour I’eau),
Mg masse molaire du solvant, i’ viscosité de la solution en cP et Dy coefficient de diffusion
(en cm?.s™).

1.4 Données extrapolées

Certains auteurs, sur la base de mesures de diffusion de la lumiére proposent des corrélations
entre coefficient de diffusion (en m2.s™) a dilution infinie et masse moléculaire du soluté
(g.mol™) considéré. Kato et al. [Kato, 1984] donnent pour le pullulane, & 25°C, dans I’eau, la
relation suivante :

D, =1,07.10°M % (V.30)

C’est cette derniére relation qui sera utilisée dans nos calculs. Elle se rapproche, en effet, de la
représentation la plus réaliste du soluté (voir approche de De Gennes) et a été formulée sur la
base de données expérimentales sur le pullulane.

Do (M”.s™)
PO 345107
P5 117.10"°
P11 8,17.10™"
P22 5.80.10™"
P47 3.97.10™
P112 2.53.10™
pP212 1,82.10™"

Tableau 44 : Valeurs de Dy issues de la relation V.26.

Ces valeurs permettent de calculer le rapport du coefficient de diffusion du soluté dans le gel
au coefficient de diffusion du soluté a dilution infinie (Figure 144 et Tableau 45).
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D/Dy 0,0108 0,0216 0,0276 0,03
PO 1,15 0,84 0,60 1,09

P5 0,80 0,76
P11 1,04 0,62 0,55 0,45
P22 1,08 0,59 0,36
P47 0,78 0,48 0,16 0,08
P112 0,77 0,09 0,02

P212 0,46

Tableau 45 : Valeurs de D/D, utilisées dans les modélisations.

Les valeurs du rapport D/Do supérieures & I’unité traduisent des erreurs liées a la mesure
expérimentale de D et a la corrélation employée pour Do.

* W
| ]
&
]

DD,

0.1

@ Fraction volumique du gel: 0,0108
% Fraction volumique du gel: 0,0216

Fraction volumique du gel: 0,0276
®  Fraction volumique du gel: 0,03

0,01

LR | . b L P B W | L L Lo S 5 |
1000 10000 100000
Masse moléculaire (g,mol")

Figure 144 : Représentation de D/D, en fonction de la masse moléculaire du soluté.

I1. Problématique de la modélisation

La revue bibliographique présentée précédemment témoigne de la variété et du grand nombre
de modeles issus des trois approches de I’obstruction, de I’hydrodynamique et du volume
libre. Dans un premier temps, il est possible de proposer une description plus
phénoménologique de nos résultats en suggérant une premiere interprétation basée sur la
visualisation de deux régimes successifs.

I1.1 Observation des données brutes : vers une approche a deux régimes ?

La Figure 145 correspond a nos résultats expérimentaux. 1l apparait que pour les solutés de
petite taille, la décroissance de D/Dy est quasi linéaire. Puis, a partir d’une taille de soluté
limite, la décroissance s’accelere. Il est notable que cette rupture intervient d’autant plus
rapidement que la fraction volumique en polymeére dans le gel est élevée. Le modele « idéal »
devra donc traduire cette transition de régime apparente. La Figure 146 propose une
représentation schématique des tendances attendues pour ce modéle.
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1E-9 -
1E-10 - 5 3
] = ‘;2;__.5;!‘
”-: I s i 9.
o n
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o 1EA1: _. &
@ 00108 § %
* 0.0216
1124 A 0.0276
m 0.03
Lt Eal ] ) ' Lo Sl | L L Soaal el e ) |
1000 10000 100000

Masse moléculaire (g.mo[’1)

Figure 145 : Coefficients de diffusion expérimentaux et fonction Dy=f(M,,).

F 3
¥

i

Figure 146 : Représentation schématique des tendances de la modélisation recherchée.

Brown et Johnsen [Brown, 1981] ont étudié la diffusion de solutés dans des gels de
polyacrylamide et ont montré que le coefficient de diffusion peut étre relié a la masse
moléculaire du soluté par une relation du type D=K.M™ou a est un nombre positif qui dans le
cas de la reptation vaut 2.

Ce résultat pourrait étre utilisé dans notre cas, pour les macromolécules de masse moléculaire
élevée tandis que pour les faibles masses moléculaires, étant donné que D/Dg est voisin de 1,
il est possible de suggérer de modéliser les points par D=A.M™,

Les observations expérimentales peuvent conduire & proposer I’existence deux régimes. Cette
approche pourrait donc s’exprimer par deux relations limites correspondant aux masses
moléculaires extrémes:
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M, <<M,*:D=AM,™“
(V.31)

M,>>M, *D=BM,~

La premiere expression n’est fonction que du soluté étant donné qu’on la suppose égale a
Do=f(My). Comme c’est le cas dans le début de ce travail, nous utiliserons la relation
proposée par Kato et al. pour lescasou M, <M, *:

D, =1,07.10°M % (V.32)

La seconde expression proposée est liée a la reptation du soluté dans le gel. La transition entre
ces deux régimes est caractérisée par My *, la taille de soluté critique exprimée en masse
moléculaire en g.mol™.
Il est évident que cette masse molaire critique est liée a la taille des mailles caractéristique du
gel considéré. Il doit donc exister une valeur du rapport de la taille de maille a la taille du
soluté pour lequel le soluté doit passer d’une conformation pelote statistique a une
conformation déployée caractéristique de la reptation.
De Gennes propose une relation entre fraction volumique en polymere et taille de maille du
gel :

Eoc ¥4 (V.33)

En ce qui concerne le soluté, son rayon hydrodynamique peut étre relié a la masse moléculaire
moyenne en masse par la relation [Kato, 1984] :

r, =AM, >% (V.34)
Ce rapport peut donc s’exprimer a partir de la relation suivante :

S

E = W o« M \2’58 .CDSM (V35)

ro A.I\/lWO'58

On définit alors Cr», valeur critique pour un couple gel/soluté, comme :
Cr, = M 2% ¥ (V.36)

Il doit donc étre possible de déterminer la valeur de My* si la valeur Cr,* est connue. Ce
critére sera donc testé de facon a vérifier si sa constance est verifiée lors d’une transition de
régime : nos résultats expérimentaux seront utilisés a cet effet.

La Figure 145 permet de visualiser la modification de comportement diffusionnel
caractérisant le changement de régime et le passage supposé a la reptation. La transition est
supposée caractérisee par une rupture dans la tendance de D en fonction de M,,.

Dans le Tableau 46, nous distinguerons deux régimes (notés | et 1) correspondant a la
diffusion de solutés sous forme de pelote statistique et par un mécanisme de reptation. Pour
chacun des couples (rs, &), le critére défini précédemment (Cr,) est calculé afin d’établir un
paralléle entre valeur de ce critére et mode de diffusion.
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My Fraction volumique (-)
(g.mol™) 0,0108 0,0216 0,0276 0,03
Cr; Régime Cr, Régime Cr, Régime Cr, Régime
738 1,5 I 2,6 I 3,1 I 3,3 I
5900 5,2 I 8,7 I 10,4 | 11,1 I
11800 7,7 I 13 I 15,6 I 16,6 I
22800 11,3 | 19 | 22,8 I 24,3 I
47300 17,2 I 29 I 34,8 I 37,1 I
112000 28,4 | 47,8 I 57,4 I 61,1
212000 41,1 I 69,2 83,2 88,5

Tableau 46 : Association entre valeur du critére et mode de diffusion supposé pour le soluté.

D’apres cette étude préliminaire, il apparait que la transition de régime se produit pour Cr»
voisin de 35. Il est ainsi possible, a partir de Cr,* de déterminer un My * pour chacun des gels.
Les résultats de ce calcul sont présentés Tableau 47.

Dp (-) 0,0108 10,0216 0,0276 0,03
My*(g.mol™) 160400 65450 47700 42800

Tableau 47 : Valeur de M, pour Cr,*.

Finalement, le résultat de la modélisation appliquée a nos données experimentales est présenté
Figure 147.

TE-S—:
173
1E-10 4 3~ .
E * 2 (Y
¥ A e
P @ 0.0108 I R S
2 1E114 % 0.0216 ‘@
=3 1 A 0.0276 A\ .
o = 003 )\
sz By N\ ¥,
1E-124 —-—-0.03 AN
] ——0.0276 R
- - -0.0216 N
----0.0108 £
1E-13 ~———rrry S P—
1000 10000 100000

Masse moléculaire (g.mol ™)
Figure 147 : Modélisation par une approche a deux régimes.

Cette approche apparait satisfaisante pour les masses moléculaires extrémes. Seule la
transition entre ces deux régimes supposes est mal décrite. Il semblerait, en outre, que ce
régime intermédiaire soit d’autant plus étendu que la fraction volumique en polymeére dans le
gel est élevée. 1l est possible d’imaginer au cours de cette transition le déploiement progressif
de la pelote statistique du soluté passant d’une conformation sphérique a celle d’un reptile se
faufilant entre les points fixes de la matrice.
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Cette approche reste toutefois phénoménologique. En outre, elle ne décrit pas les données
relatives aux solutés de masse moléculaire intermédiaire et des données supplémentaires sont
requises pour tester sa validité. 1l convient, par conséquent, d’évaluer les modéles existant
dans la littérature. Etant donné le grand nombre de modeles présentés dans la revue
bibliographique, nous avons décidé dans un premier temps, de tester ceux ne nécessitant
aucun ajustement afin d’estimer leur caractere prédictif.

11.2 Modéles explicites sans paramétre ajustable

Parmi les modeles répertoriés dans la revue bibliographique, certains présentent I’avantage
incontestable de ne nécessiter aucun ajustement. Nous les avons donc testés, dans un tout
premier temps, afin de vérifier, si a I’extérieur de leur domaine d’application initial, ils
fournissent une bonne prédiction des données.

11.2.a Relation de Davis

Davis [Davis, 1974] a proposé une relation empirique reliant D/Dg a la masse moléculaire du
soluté M,, et au pourcentage massique de polymere dans le gel P.

La Figure 148 présente les résultats de I’application de cette relation a nos données et les
résidus sont indiqués au Tableau 48

1_9 [* ] e

—
-—

R -
e ™ = o
- - -

= 003
0.0276

* 0.0216 - *

@ 00108

1 =-—-0.03

| ——0.0276
- - -0.0216

-++- 00108

=

D/D,

0.1 4

0.01 I T I I I I I 1
0 2 4 6 8 10 12 14 16

r, (nm)

Figure 148 : Modélisation des données expérimentales par la relation de Davis.

N , Résidu Total Parameétres Parameétres
Modele Expression 0,0108 0,0216 0,0276 0,03 imposés ajustables
D _ 4,01 0
is — =exp(-(0,05+10°M, )P !
Davis p pl- P 023 087 163 120 eMw o aueun

Tableau 48 : Bilan des modélisations par la relation de Davis.

Cette relation présente le point fort de ne nécessiter I’utilisation d’aucun parametre ajustable.
Ceci dit, I’écart entre ce modele empirique et les résultats expérimentaux est marqué et
probablement d( au fait que le systéme a partir duquel il a été développé est tres différent de
celui étudié dans ce travail.
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Ce type de démarche semble donc se limiter a un systeme donné et mal s’adapter a notre
systeme expérimental bien que les auteurs suggerent qu’elle puisse étre appliquée a des
masses moléculaires de 148 & 150 000 g.mol™. Trés certainement, il doit étre possible de
proposer une expression similaire pour notre systeme mais une telle démarche perd de son
intérét si un objectif de prédiction de données est visé.

11.2.b Modéle de Mackie et Meares

Le modeéle le plus simple issu de la théorie de I’obstruction est celui proposé par Mackie et
Meares. Aucun parametre d’ajustement n’est nécessaire étant donné que le rapport D/Dy n’est
fonction que de la fraction volumique.

1.0 5

7 e
08 * @
=} o
O 074
06 - *
05 * PO o
|l & P5
044 @ P11
1 + P22 +
0.3 T ¥ T Y T " T ¥ T
0,010 0,015 0,020 0,025 0,030

Fraction volumique du gel
Figure 149 : Modélisation via la relation de Mackie et Meares (.....).

Cette approche indépendante de la taille du soluté ne fournit pas de résultats satisfaisants
comme cela pouvait étre attendu étant donné la grande plage de masses moléculaires testée
dans nos essais. Ce modéle n’utilise, en effet, aucun parameétre relatif au soluté. Il se limite
ainsi aux solutés de trés petite taille et se trouve incapable de prédire correctement des
résultats similaires aux notres. La Figure 149 ne présente que le cas des premiers solutés de la
série étant donné que les résultats sont de moins en moins bons au fur et a mesure que la
masse moléculaire du soluté s’accroit.

11.2.c Modele de type obstruction

Un certain nombre de modéles requierent la connaissance de r;, le rayon des fibres de la
matrice de polymére. Amsden [Amsden, 1998] propose une valeur expérimentale de ce rayon
de I’ordre de 3,6 A. Ce méme auteur propose en 2001 [Amsden, 2001] une valeur de 8 A.
Nous avons donc testé les modeles de Ogston et Johansson ne nécessitant aucun parametre
ajustable sitot que ry est connu. Les résultats sont présentés Tableau 49, Figure 150 et Figure
151.
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) . Reésidu Total Parameétres Parametres
Model Expr n i 5 i
odele XPressio 0,0108 0,0216 0,0276 0,03 imposes ajustables
D,, r, 761 n=36A 4
Ogston ——=exp| - AT Dp, 'y
Do Ty 678 49 24 10 auedn
D 4,6.10' rr=3,6A 0
— _ eX _ 0,84. 1,09 1
Johansson ph-0847'7) 510° 13107 5.10° 210°  PrTH o aucun

Tableau 49 : Bilan des modeles de type obstruction sans paramétre ajustable en imposant r; a la valeur
expérimentale suggérée par Amsden en 1998.

. . Résidu Total Parameétres Paramétres
Modele Expression 00108 00216 00276 003 imposés ajustables
Dy ro+r 12,8 r=8A 0
Ogston ——=exp| - AL ’ ®p, Iy
Dy r 97 07 14 08 aucun
D 1,09 101 rr=8A 0
Johansson ~ — =exp|-0,84.y"
D, ( ) 96 3,3 14 02 Dp, Iy aucun

Tableau 50 : Bilan des modeles de type obstruction sans paramétre ajustable en imposant r; a la valeur
expérimentale suggérée par Amsden en 2001.
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’ Figure 151 : Modélisation par la relation de

Figure 150 : Modélisation par la relation de Johansson (r;=3,6 A).

Ogston r;=3,6 A.
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Figure 152 : Modélisation par la relation de

Figure 153 : Modélisation par la relation de
Ogston r;=8A.

Johansson r;=8A.

Ces modélisations ne permettent pas de décrire convenablement nos résultats expérimentaux,
notamment lorsque la fraction volumique en polymere s’accroit. Deux raisons sont a
envisager, soit un modeéle inadapté, soit une valeur de r;erronée. Dans tous les cas, D/Dy est
sous estimeé par les modeles, notamment pour les gros solutés et les gels les plus faibles. On
retrouve donc, une tendance déja soulignée dans I’étude de partition pour laquelle les modeéles
sous estimaient également Kp pour les divers gels.

11.2.d Modéle de type hydrodynamique
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Figure 154 : Modélisation par la relation de Figure 155 : Modélisation par la relation de
Phillips, ajustement avec r; identique pour toutes Phillips, ajustement avec rs identique pour toutes
les fractions volumiques (ri= 3,6 A). les fractions volumiques (r;= 8A).
\ . Reésidu Total Parametres Parametres
Modeéle Expression . . :
0,0108 0,0216 0,0276 0,03 imposés  ajustables
D AR 0
Phillips —=|1+| = | += 89 re=3,6A
Do K 3k 67 8 9 4 Dp, Iy aucun

Tableau 51 : Bilan des modéles de type hydrodynamique sans parametre ajustable en imposant ry a la
valeur expérimentale suggérée par Amsden en 1998.
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Résidu Total Paramétres Parametres
0,0108 0,0216 0,0276 0,03 imposés ajustables

Modéle Expression

2 1/2 2
Phillips 2 |1+ % | +5 8,15 (=8 A 0
D, k 3k 55 06 14 07 ®pry aucun

Tableau 52 : Bilan des modéles de type hydrodynamique sans parametre ajustable en imposant ry a la
valeur expérimentale suggérée par Amsden en 2001.

Comme précédemment, le caractére prédictif de ce type de modéle est mis en défaut (Tableau
51, Tableau 52, Figure 154 et Figure 155). Ces modélisations préliminaires démontrent la
difficulté d’adaptation de ces approches predictives a tout type de systéme. Des modéles avec
parametres ajustables ont donc été envisages dans un second temps.

11.3 Modélisations avec ajustements

11.3.a Théorie de I’obstruction

Des modeles de type obstruction avec 1 a 2 parametres ajustables ont été testés (Tableau 53).

. . Résidu Total Paramétres Paramétres
Modeél E ; 3 :

odele xpression 00108 0,0216 0.0276 0,03 imposés ajustables

D r.+r 3,87 1

Ogston ® —exp| —— /@ Dp, T

) Dy { et 061 068 148 110 " r=21nm

D 1,09 3,62 1

Johansson — =exp|-0,84.y~ ' @

D, ( ) 050 058 146 108 ™ r=13nm

2
rsi=0,9 nm

D 1,29 et pour

— =exp(- 0,84 ' P
D, pl-0847°) 010 029 037 053 P»™  $.-00108
rs=1,7 nm

2
3,8
D r,+r; ) Do 1 1
Amsden —=exp|-7| ———— P, I'H,
Do P [kSCDF,O'5 +2r, ] 11 16 07 03 n=8A k=23

Tableau 53 : Bilan des modéles de type obstruction avec parametres ajustables.

Les tracés correspondants sont présentés Figure 156, Figure 157 et Figure 159.
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1
o
o @ 00108 _ & ® 00108 ¥ B
a %' x 00216 * G 014 * 00216 - S
1 n . n o
] & o027 1 A4 00276 | N
1 = 003 1 = 003 5
---- 00108 “e-- 003 ™
- —-0.0216 1 == -=0.0276
——0.0276 L ——0.0216
—-=-0.03 —-—-0.0108
o S—re—y e y—p—— T Ty 0,01 T T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14 16 ] 2 4 6 8 10 12 14
1, (nm) r, (nm)
Figure 156 : Modélisation avec la relation Figure 157 : Modélisation via la relation de
d’Ogston (rs= 2,1 nm). Johansson (r;=1,3 nm).
] 124 @ 00108
'3 %‘*ﬁ--::_’ ------ S ] 3 * 00216
] LIRSS i 104 \ 0.0276
T M m 003
Lo 1 . 1.00
e * - ---y=exp(-0,84.x"")
g N °®1 e
ik, S 1 :
= e 00108 - 05 A * ',
a * 00216 N % g
0014 A o0.0276 N m o ¥
] = 003 o S "
“e-- 003 "\ .
- - -0.0276 “\ 02 _
1E34 ——0.0216 . - L
—-—-0.0108 N ] L] it
0.0 k-
! ! ! ! ! ' ! ! T T T T T T T T— 1
0 Z 4 6 8 10 12 14 0,0 05 1.0 1,5 20 25 30 35 40
r, (nm) alpha

Figure 158 : Modélisation via la relation de Johansson (rs= 0,9 nm pour les trois fractions volumiques les
plus élevées et r;= 1,7 nm pour ®»=0,0108) présentées en fonction de ry ou de y.

DD,
/,
/!

013 o Gel 0.0108 (exp)

* Gel 0.0216 (exp)
L Gel 0.0276 (exp)
m  Gel 0.03 (exp)
=+ =Gel 0.0108 (modele)
Gel 0.0216 (modele) A
= = Gel 0.0276 (modéle)
= = = «Gel 0.03 (modéle)
0.01 | G U TR S | | S— . I — ro— | T
0 2 4 6 8 10 12 14

fi (nm)

Figure 159 : Modélisation via la relation de Amsden, en imposant r; = 8 A et en ajustant k.

11.3.b Théorie hydrodynamigque

Des modeéles de type hydrodynamique avec 1 a 4 parameétres ajustables ont été testés (Tableau
54). Les tracés correspondants sont présentés de la Figure 160 a la Figure 165.



These MAZENS D. 2005

Chapitre V Page 208

@ 00108
* 00216
L 0.0276
= 003
0.0108 (0.5)
----- 0.0216 (0.5)
0.0276 (0.5)
-~ 0,03 (0,5)
<.~ 00108 (0,75)
- - -00216 (0,75)
0.0276 (0,75)
—-—-0.03 (0,75)
= = 00108 (1)
— 00216 (1)
e 0,0276 (1)
_—-0.03 (1)

oD,

014

T T T T T

T
0 2 4 [ 8 10 12 14
r, (nm)

Figure 160 : Modélisation par la relation de
Cukier, la valeur de I’exposant v est notée entre
parenthéses en légende.

0.0108
0.0216
0.0276 B

D/D,

014

0.03

{ ---- 00108

{ ===00218

—0.0276 A
1 =-—-0.03

N

T
0 2 4 6 8 10 12 14
r, (nm)

Figure 162 : Modélisation par la relation de
Phillips, ajustement avec r; identique pour toutes
les fractions volumiques (ri= 1,7 nm).

0.0108 %
0.0216 > N
0.0276 u
0.03 L
1---- 0.0108
1---0.0216
{——0.0276
—-—-0.03
00‘ T T T T T T T T
Q 2 4 [} 8 10 12 14

D/D,

01

e

r, (nm)

Figure 164 : Modélisation par la relation de
Altemberger et al. : paramétres d’ajustement
ocler = 6,9eta,=0,4.

-+ 0.0108 (1,8) o
019 =---00216 (1.8 ’ g
~———0.0276 (1,8) e e,
—+=-0.03 (1.8) ~
0.0108 ~..
0.0216 .

0.0276

0.03

a0 T T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14

r, (nm)

DD,

e

Figure 161 : Modélisation par approche
hydrodynamique avec v=1,8 et k=162.

1
R
i 1

0.0108 e
0.0216 - *

0.0276
0.03
-+ -+ 00108
- --00216
——0.0276
--—-003

T T T T T T T T

a 2 4 ] 8 10 12 14

DD,
(=]
B e

r,, (nm)

Figure 163 : Modélisation par la relation de
Phillips, ajustement avec ry différent pour
chaque fraction volumique (r= 0,8 nm pour ®p
=0,03; r; = 1,02 pour ®p =0,0276 ; r; = 0,99 nm
pour ®=0,0216 ; r; = 3,5nm pour ®p =0,0108).

0,1

DD,

Gel 0.0108 (exp) : K, *
Gel 0.0216 (exp) oSN
Gel 0.0276 (exp) '\‘\
Gel 0.03 (exp) "N
== Gel 0.0108 (modéle)
001] ——Gel00216 (modéle)

1 - - -Gel0.0276 (madéle)
Gel 0.03 (modéle) X

LR

T T T T T T T T

0 2 4 6 8 10 12 14
r,, (nm)

Figure 165: Modélisation par la relation de
Renkin, avec ajustement sur rp pour chaque
fraction volumique.
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Modeéle

Expression

Résidu Total Paramétres

0,0108 0,0216 0,0276 0,03 Imposes Ajustés

Cukier
Laurent

de Gennes

Brown et
Stilbs

Phillips

b
DO

0

v=0,5

0

v=0,75

0
v=1

0

2 1/2
—{P{LJ
k

k =03L.r2®

D v
F = exp(_krs D P )

2
+ 5
3k

-117
P

r }

D v
Do =exp(—k.r,.®,")
D v
D exp(—k.r,.@,")

D v
Do =exp(—k.r,.®,")

3,56 Dp, ry L
051 066 143 0,95 k=0,65
3,1 Dp, 1
P, IH 1
057 055 122 0,76 k=2,1
Dp, 1
2,6 Ps IH 1
052 048 1,06 0,58 k=6,3
2,43 ®p, I'y 2
k=162
0,21 0,47 120 0,56 _
v=1,8
Dp, 1
3,75 PrTH
1
rr=1,7nm

056 067 151 1,01
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D [ 1/2 [ -1 Dp, I'y 4
- —=|1+| > + 21 It
Phillips D, K 3k
K =03Lrpt" 021 050 1,31 0,68 0,8 1,02 0,99 35
2
Altemb D, L Pe e > o a,/r = 69
SIMBerger ’ 074 047 1,18 0,96 0= 04,
oy €I, F;
. D ) . ; 1,89 i 4
Renkin D—:(l—x) (1—2,1x+2,1x —0,95x ) ’ re (NM)
0 019 036 092 042 119 28 20 17

Tableau 54 : Bilan des modéles de type hydrodynamique avec paramétres ajustables.
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11.3.c Volume libre

. . Résidu Total Paramétres Paramétres
Modele Expression 0,0108 0,0216 00276 0,03 imposés ajustables
Lustig D r k. r2.® 2,0 Dp, Iy 2

et E{l‘mj‘”p Tiio, ki = 0,68
Peppas ~° 1P o 0,68 045 0,31 0,59 k, =-0,67

DD,

0.1 4 Gel 0.03 (exp) N\ i

Gel 0.0276 (exp)

Gel 0.0216 (exp)

Gel 0.0108 (exp)

=+ =Gel 0.03 (modéle)
Gel 0.0276 (modéle) b Y

= = Gel 0.0216 (modéle)

= = = «Gel 0.0108 (modele)

0.01 T 4 T v T " T T T T . T
0 2 4 6 8 10 12 14

L3 ]

r, (nm)

Figure 166 : Modélisation par la relation de Lustig et Peppas (k; = 0,68 et k, = -0,67).

11.3.d Lois d’échelles

. . Résidu Total Parametres  Paramétres
Modele Expression €sidu Tota ; . .
0,0108 0,0216 0,0276 0,03 IMposes ajustables
Dp, Iy 5
Cannell p ' _
ot P ax2s exp(— Xs/s) 3,07 A=0,48
Rondelez ~° o
0,34 1,08 0,79 0,85 84 34 245 21
SN
' : \;\‘\.;\0 i ?
A * A Lo
\-;:‘f X ?
\‘.' & *a &
~ \.;... \\ N R
Qﬂ 0.1 4 ‘.\..\\\. *\ -~
8 @ Gel 0.0108 (exp) N R Wi

* Gel 0.0216 (exp) oW ~

L Gel 0.0276 (exp) .

m Gel 0.03 (exp) e T

—-— Gel 0.0108 (modéle) '\
Gel 0.0216 (modéle) . i
0014 _ _ .Gel 0.0276 (modéle) N,
-« - - Gel 0.03 (modéle) \.\
0 2 H 6 g8 10 12 14

r, (nm)

Figure 167 : Modélisation des données expérimentales par la relation de Cannell et Rondelez.



These MAZENS D. 2005 Chapitre V Page 212

11.3.e Couplage des interactions hydrodynamiques et de I’obstruction

. . Résidu Total Paramétres Parametres
Modele Expression 00108 0,0216 0,0276 0,03 imposés  ajustables
D exp-084.0") 358 ®p, Iy 1
Johnson Dy 1 r’) 1r? 1= 245nm
1173k | 055 061 145 0,98
i n
1 ,«-.‘.-.;; :_- ‘_.; 2
= T ?
- TN
o ® 00108 'g'“‘"?;:
a o014 * 0.0216 *
] . 0.0276 A
= 003
---- 00108
- = =0.0216
0.0276
—--=—=-0.03
0,01 : T . : T T T
Q 2 4 6 8 10 12 14

r, (nm)

Figure 168 : Modélisation des données expérimentales par la relation de Johnson.

I11. Bilan des modélisations et discussion

I11.1 Bilan général

Le Tableau 55 propose un bilan des modélisations effectuees précédemment en associant
nombre de parameétre ajustable, valeur des résidus de modélisation et des parametres ajustés.
Les modélisations présentées dans les pages précédentes ont démontré que malgré le nombre
important d’approches répertoriées dans la littérature, I’adéquation entre théorie et expérience
n’est pas évidente.

Dans cette discussion tous les modeéles présentés ne seront pas abordés mais, seulement une
sélection permettant d’énoncer des commentaires sur leur capacité & modéliser nos résultats
expérimentaux.
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Type de Modéle

Obstruction

Empirique

Obstruction

Obstruction

Obstruction et lois d’échelles

Auteur

Mackie et Meares

Davis

Ogston

Johansson

Amsden

Nombre de
Parametres
ajustables

0(r=36A)

0 (r=8A)
1

0(r=3,6A)

0 (r=8A)
1

2

1(r=8A)

Résidu Parametres ajustés

**

4,01

761
12,8
3187 rf: 2,1 nm
1016

101

3,62 r=1,3nm

r=0,9 nm

129 r=1,7 nm (®p 0,0108)

3,8 k=2,3
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Hydrodynamique et lois d’échelles Cukier
Hydrodynamique Altemberger
Hydrodynamique Phillips
Hydrodynamique Renkin

Volume libre Lustig et Peppas
Lois d’échelle Cannell et Rondelez
Mixte Hydrodynamique et Obstruction Johnson

1(v=0,5)
1 (v =0,75)
1(v=1)

2

2

0 (r= 3,6 A)
0(r=8 A)
1

N (B

ol

3,56
3,1
2,6

2,4

3,35

89
8,1
3,75
2,7
1,89
2,0

3,07
3,58

k =0,65

k=21

k =6,3

k=162

v=128
o/t = 69

o= 0,4.

re=1,7 nm
r«(dp) Nnm 0,8//1,2//0,99//3,5
re(dp) Nm 119//28//20//17
k; = 0,68 k, =-0,67
A=0,48
re(dp) Nm 84//34//24,5//21
r= 2,45 nm

Tableau 55 : Bilan des modélisations des coefficients de diffusion expérimentaux.
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I11.2 Bilan des modeles sans parameétre ajustable

Notre démarche de modélisation a été conduite avec un souci de simplicité du fait du grand
nombre de modeles a disposition. Nous avons sélectionné, dans un premier temps, ceux ne
nécessitant aucun paramétre ajustable. Parmi ces modeles, on doit distinguer entre les
modeles empiriques tels que celui de Davis et les modéles issus des approches de type
obstruction et hydrodynamique.

Le modele empirique de Davis, issu de résultats sur un systéme tres éloigné du couple
alginate de calcium/ pullulane ne permet pas une bonne représentation des données
expérimentales.

Un certain nombre de modeles de type obstruction ou hydrodynamique requiérent uniqguement
des parametres représentatifs de la structure du réseau et du soluté, a savoir, le rayon des
fibres du gel, sa fraction volumique et le rayon du soluté. Le rayon du soluté a été déterminé,
pour le pullulane dans la partie caractérisation, grace au rayon hydrodynamique et au rayon de
giration. La difficulté principale correspondant a ce parameétre est le choix entre les différentes
grandeurs le caractérisant. La fraction volumique a également été déterminée
expérimentalement. Seul le rayon des fibres de I’alginate n’a pu étre déterminé par nos soins.
Cependant, certains auteurs proposent des valeurs pour ce parametre. Amsden propose des
rayons compris entre 3,6 et 8 A. Ces valeurs ont donc été utilisées de facon & modéliser nos
données sans parameétre ajustable.

Les modélisations ainsi menées fournissent des résultats peu satisfaisants. Ceci peut étre dd a
une mauvaise estimation du rayon de fibre qui, d’apres ces calculs devrait, dans notre cas, étre
d’avantage de I’ordre de 8 A que de 3,6 A étant donné que de meilleurs résultats sont obtenus
pour les fibres plus larges.

Cette premiéere partie de modélisation s’achéve donc sur un constat d’échec concernant la
prédiction des coefficients de diffusion dans les gels par les approches de la littérature et, ce
malgré leur nombre. D’autres modéles, utilisant des paramétres ajustables ont, par
consequent, été testés dans un second temps.

111.3 Bilan des modeéles avec parametre ajustable

111.3.a Modeles de type obstruction

Des remarques similaires a celles du cas de la partition du pullulane dans les gels d’alginate
de calcium peuvent étre formulées. En effet, la modélisation vérifie globalement la tendance
expérimentale pour les plus petits solutés. Néanmoins, lorsque la masse moléculaire du soluté
s’accroit, une trés grande dispersion (plusieurs ordres de grandeur) est observée entre
expérience et théorie.

La relation de Ogston ne permet pas de rendre compte convenablement des données
expérimentales notamment s’agissant des variations de fractions volumiques en polymeére
dans le gel.

Comme pour le modéle d’Ogston, les ajustements via le modéle des cellules cylindriques de
Johansson sont obtenus avec pour parameétre le rayon des fibres supposé identique pour
I’ensemble des fractions volumiques. L’adéquation des points expérimentaux au modeéle est
nettement améliorée par rapport au modele d’Ogston. Comme le souligne la littérature, cette
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approche fournit une meilleure modélisation de la diffusion des solutés de plus grande masse
moléculaire. L’amélioration proposée par Johansson résulte de I’utilisation de I’approche
d’Ogston de « distribution d’espaces dans une suspension aléatoire de fibres » en y ajoutant
une nuance. Les auteurs utilisent des résultats du modéle de cellule cylindrique. Dans ce
modele, la fibre simple est remplacée par une cellule cylindrique infinie contenant le solvant
et le polymére, le polymeére étant représenté par un barreau au centre du cylindre.

Pour obtenir de bien meilleurs résultats (voir Figure 158 et Tableau 53), le rayon de fibre du
gel le plus faible est ajusté indépendamment des trois autres. De la sorte, une modélisation
satisfaisante de nos résultats expérimentaux est obtenue. Cependant, I’interprétation physique
de cette manipulation est difficile (déja évoquée en partition). On peut supposer que ces deux
groupes de gel appartiennent & des régimes de concentration différents d’ou la nécessité de les
modéliser indépendamment. Une autre hypothese réside dans la non prise en compte de la
rigidité des réseaux d’hydrogel: il est probable que la fraction volumique variant, la
flexibilité de la matrice soit modifiée.

En outre, malgré une relativement bonne représentation de données expérimentale et, comme
le précisent Masaro et al., I’interprétation physique du parametre y n’est pas aisée. Ceci limite
le caractere prédictif du modele mais assure toutefois une prédiction qualitative du
phénomeéne. Ceci est d’autant plus vrai que les rayons de fibres ajustés sont du méme ordre de
grandeur que les valeurs supérieures proposées par Amsden (8A).

Amsden, propose également un modeéle développé initialement pour des hydrogels, donc, des
systemes similaires au notre. Cependant, I’ajustement de ce modéle a nos données
expérimentales ne donne qu’une vision qualitative du coefficient de diffusion en fonction des
paramétres structuraux du systéme. L’ajustement a été réalisé avec un rayon de fibre de 8A et
par ajustement de la constante de loi d’échelle qui permet d’exprimer la taille des mailles du
réseau par une loi puissance dans le modele. S’agissant d’une constante de proportionnalité
entre taille de maille et fraction volumique en soluté dans le gel, k est donc supposé contant
pour un type de gel donné. Le rayon de fibre a également été laissé ajustable dans d’autres
modélisations, sans fournir de meilleurs résultats.

111.3.b Modeles de type hydrodynamique

Modéle de Cukier

Ce modele propose une vision homogene du gel dans laquelle intervient un parametre
ajustable, noté k. Ce parametre ajustable est associé a une puissance appliquée a la fraction
volumique v qui varie dans la littérature entre 0,5 et 1 suivant les auteurs.

La Figure 160 montre le résultat de modélisations realisées avec v=05v =0,75et v =1,
exposants proposés par divers auteurs (Cukier, Brown, de Gennes...). Le résultat de
I’ajustement fournit des valeurs k = 0,6, k = 2 et k = 6,2 respectivement. On peut noter que
I’accroissement de I’exposant v permet d’améliorer la prise en compte de la diffusion des
solutés de masse moléculaire élevee. Si les parametres v et k sont ajustés simultanement, on
obtient dans le cas de des données expérimentales v = 1,8 et k = 162. Le resultat de cette
modélisation est présenté Figure 161 et donne une erreur résiduelle encore inférieure.

Toutefois, la forme générale des expressions modélisées n’est pas satisfaisante. Elle ne fait
pas apparaitre la décroissance brutale des coefficients de diffusion pour les rayons de solutés
accrus, soulignée dans I’approche empirique proposée en préambule des modélisations.
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Modeéle de Phillips

Dans cette approche basée sur les interactions hydrodynamiques et considérant une matrice
hétérogene pour décrire le gel dans lequel diffusent un soluté rigide, le seul paramétre
ajustable est le rayon des fibres, r. Comme précédemment, ce rayon de fibre, supposé ne
dépendre que de la nature du gel, est ajusté a une méme valeur pour les quatre fractions
volumiques en polymere dans le gel. L’ajustement donne un rayon de fibre de 1,7 nm proche
de la valeur de 8 A proposée par Amsden.

Pour ameliorer I’adéquation entre expeérience et modele, un ajustement a été réalisé avec r;
défini pour chacune des fractions volumiques dans le gel. Le résultat présenté est améliore.
Cependant, la modélisation surestime, comme les autres modeéles, la valeur de D/Dg pour les
solutés de taille importante.

Modéle de Altemberger et al.

Cette modélisation semble intéressante car elle fait apparaitre une rupture de pente pour les
rayons hydrodynamiques de solutés élevés. Cependant, I’approche prédictive est difficile
étant donné que les paramétres d’ajustement ne sont pas reliés a des données structurelles du
systeme.

Modeéle Mixte Obstruction/Hydrodynamique de Johnson

Le résultat de la modélisation est lIégérement meilleur que ceux obtenus pour les modeles
d’obstruction et des interactions hydrodynamiques pris séparément. Cependant, la prédiction
des coefficients de diffusion des solutés de plus grande masse moléculaire n’est pas satisfaite.
L’idée séduisante de combiner différents meécanismes pour modéliser les résultats
expérimentaux ne fournit finalement pas de meilleurs résultats.

Modéle de Renkin

La représentation des données expérimentales par cette relation est tout a fait satisfaisante. Il
d’agit de la relation conduisant aux plus faibles résidus entre expérience et théorie.

De fagon a tester la plausibilite des valeurs de rp obtenues, celles-ci sont représentées en
fonction de la fraction volumique sur le graphe déja présenté chapitre | et répertoriant
I’ensemble des modéles permettant de relier masse volumique en polymeére dans un gel et
taille caractéristique du maillage ou de la porosité de ce gel (voir Figure 169).
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Figure 169 : Comparaison des valeurs de rr modélisées a partir des valeurs expérimentales de D/Dy et de la
relation de Renkin aux données et modeles de la littérature reliant taille caractéristique du réseau et
fraction volumique dans le gel.

Gréace au comparatif propose Figure 169, les valeurs de taille de pore obtenues par la relation
de Renkin peuvent étre considérés comme bien représentatives du gel aux fractions
volumiques considérées. Elles se situent dans la gamme des rayons de pores rencontrés dans
la littérature sans toutefois se conformer précisément aux modeles de réseaux de la littérature.
Il faut, cependant, souligner que les expressions de de Gennes et Lustig se référent a des
représentations fibreuses du systeme et non poreuse. Ceci peut certainement expliquer les
écarts observés.

Finalement, ce modéle permet une meilleure adéquation entre théorie et expérience tout en
présentant I’avantage de n’utiliser que des parametres structuraux dans sa mise en forme.
Cependant, on peut souligner, comme cela avait été fait dans le chapitre consacré a la partition
que les bons résultats sont également dus au fait que I’ajustement utilise quatre parametres au
lieu d’un nombre inférieur pour d’autres modéles. En outre, la mesure expérimentale de la
taille des pores est extrémement difficile a mettre en ceuvre et il n’est donc pas possible de
confronter ces résultats modélisés aux rayons de pore expérimentaux de notre systeme.

On peut également s’interroger sur la validité de la représentation du soluté, ici supposé
sphérique et rigide. Un modele associant cette représentation poreuse du gel mais utilisant,
pour le soluté les lois d’échelles développées a I’équilibre [Daoud et de Gennes, 1977] et en
dynamique [Brochard et De Gennes, 1977 ; Daoudi et Brochard, 1978]. Cependant, les lois
d’échelle utilisées ne prédisant que les lois de puissance, des constantes d’ajustement
supplémentaires seront requises.

111.3.c Modeéles de type loi d’échelle

La relation suggérée par Cannell et Rondelez fournit des tendances intéressantes pour la
modélisation des données expérimentales méme si la valeur des résidus de modélisation n’en
témoigne pas directement du fait d’une mauvaise modélisation des faibles tailles de solutés.
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Figure 170 : Comparaison des valeurs de rr modélisées a partir des valeurs expérimentales de D/D, et de la
relation de Cannell et Rondelez aux données et modéles de la littérature reliant taille caractéristique du
réseau et fraction volumique dans le gel.

Les rayons de pores ajustés sont cependant trop éloignés des différentes corrélations pour
permettre de les estimer a priori et diminuer le nombre de parameétres ajustables. Méme si les
rayons ajustés se situent dans I’ordre de grandeur attendu, une telle approche reste éloignée de
I’approche prédictive attendue. En outre, la modélisation du rapport D/Dy pour de petits
solutés fournit des valeurs supérieures a I’unite, expérimentalement injustifiables.

111.3.d Volume libre

La relation de Lustig et Peppas permet une bonne modélisation de nos donnees
expérimentales. Le seul probleme imposé par cette relation réside dans le fait que les deux
parameétres ajustables ne traduisent pas de réalité physique.

Le tracé de I’expression proposee par ces auteurs sur un domaine élargi par rapport a nos
données expérimentales laisse apparaitre un volume a partir duquel le soluté est exclu par sa
taille supérieure aux volumes libres présents dans le gel. L’augmentation des coefficients de
diffusions simulés au-dela d’une certaine valeur de rayon de soluté est donc, seulement liée a
la forme mathématique du modele et non a une réalité physique pour le systéme.

Une remarque intéressante peut étre faite concernant ce rayon de soluté limite. Il apparait en
parfait accord avec nos données expérimentales vu qu’il correspond pour chaque fraction
volumique au cas ou le coefficient de diffusion n’a pu étre déterminé expérimentalement car
notre méthode ne possédait pas une sensibilité suffisante. Cette observation confirme la bonne
adéquation de ce modéle a nos données expérimentales.

La premiére constante d’ajustement, ki intervient dans I’expression de Lustig et Peppas pour
le calcul de la taille de maille caractéristique. On peut donc déduire de cet ajustement des
valeurs de taille de maille & comprises entre 10 et 21 nm. Au vu de I’expression de Lustig et
Peppas, il s’agit d’une demi-maille que nous avons comparée aux données de la littérature.
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Figure 171 : Comparaison des valeurs de & modélisées a partir des valeurs expérimentales de D/D, et de la
relation de Lustig et Peppas aux données et modeéles de la littérature reliant taille caractéristique du
réseau et fraction volumique dans le gel.

La Figure 171 montre un respect des tendances entre la taille de maille issue d’ajustement et
les divers modeles de la littérature. Cependant, la dispersion des données recensées ne permet
pas de confirmer la validité de cette approche.

Le deuxiéme parametre ajustable ne peut quant a lui étre testé. Il n’en demeure pas moins que
cette approche fournit une assez bonne modélisation du systéme.

Le bilan des modélisations montre une efficacité semblable des approches basées sur la
théorie de I’obstruction et des interactions hydrodynamiques avec une tres légére amélioration
des résultats lors de la prise en compte simultanée, par un modele mixte de ces deux
approches. Seul, le modéle hydrodynamique de Renkin, somme toute, relativement simple,
permet de minimiser I’erreur résiduelle. Dans celui-ci le gel est décrit via une approche
poreuse et le soluté comme une sphere dure. Cette conclusion est a rapprocher des résultats de
modélisation de la partition ou un modéle similaire permettait une bonne modélisation du
systeme étudié. Le bémol formulé dans cette partie reste, ici aussi, valable : il convient de
noter que cette modélisation est obtenue aprés un ajustement sur quatre paramétres
correspondant aux rayons de pores des quatre gels utilisés.

L approche loi d’échelle de Cannell et Rondelez permet également d’améliorer les résultats
de I’obstruction et des interactions hydrodynamiques vraisemblablement par sa meilleure
vision de la conformation des macromolécules. Elle a pour point commun avec la théorie de
Renkin la modélisation du gel sous forme d’un milieu poreux. Ce parallele entre ces deux
approche est d’ailleurs souligné dans I’article de Cannell et Rondelez ou ces auteurs estiment
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que leur approche fournit des résultats similaires a ceux prevus par la relation de Renkin, en
I’améliorant dans le cas des solutions concentrées ou les lois d’échelle sont mieux adaptées.

La théorie du volume libre, avec une approche trés différente, fournit d’assez bons resultats
mais présente I’inconvénient d’utiliser deux paramétres d’ajustement auxquels il est difficile
d’associer un sens physique.

Enfin, méme si un modéle mixte a été testé avec peu de succes, il convient de souligner que,
du fait de la grande variété de situations correspondant a nos essais, il est peut-étre difficile de
les traiter de fagon unifiée avec une seule et méme approche... Cette vision du probleme
apparaissait dans I’approche empirique que nous avons formulée en début de cette partie. En
effet, dans notre proposition de modélisation empirique, une approche a deux régimes
correspondant a deux modes de diffusion des solutés en fonction du rapport de la taille de
soluté a la taille de maille était formulée.
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Conclusion

Dans le cadre de ce chapitre, les recommandations expérimentales et relatives au traitement
des données ont été appliquées a notre systéme et ont permis la détermination des coefficients
de diffusion moléculaires d’une série de pullulanes dans des gels d’alginate de calcium
possédant quatre fractions volumiques différentes en polymere. La série compléte des
pullulanes n’a pu étre étudiée dans son ensemble a cause de limitations liées a la sensibilité
de notre méthode expérimentale et de temps de manipulations incompatibles avec la dérive du
réfractometre. Ceci nous a incités a I’étude de faisabilité d’une nouvelle méthode en colonne
chromatographique dont les résultats préliminaires fournissent des pistes pour des travaux
complémentaires sans toutefois permettre, pour I’heure, une estimation de D. Finalement, un
nombre suffisant d’essais en systéeme fermé a permis de balayer largement le rapport des
tailles de solutés a la longueur caractéristique du maillage du réseau.

Les coefficients de diffusion ainsi obtenus ont permis de formuler une premiére approche
originale semi-empirique traduisant les tendances observées expérimentalement. En utilisant
les concepts de la reptation, nous proposons une modeélisation des données de diffusion basée
sur la mise en place de deux régimes diffusionnels. La transition entre ces deux régimes a été
matérialisée par un critére exprime par le rapport des tailles de la maille du réseau et du
soluté. Des points expérimentaux intermédiaires complémentaires seraient utiles dans
I’optique d’une la validation de cette approche.

Les coefficients de diffusion obtenus ont permis, par ailleurs, de tester les modeles de la
littérature reliant propriétés diffusionnelles et caractéristiques structurelles des systémes.
Dans un premier temps, les modéles le permettant ont été utilisés de facon prédictive. Les
résultats se sont avérés, dans le meilleur de cas, qualitatifs pour les grandes masses
moléculaires. Des modeles impliquant des parameétres ajustables ont, par conséquent, été
envisagés. Ceux mettant en jeu un grand nombre de parameétres se sont montrés plus efficaces
mais il est difficile de conclure entre meilleure représentativité du modéle et plus grand degré
de liberté de celui-ci.

Néanmoins, un faible nombre a fourni des résultats en bonne adéquation avec nos résultats
expérimentaux. La relation proposée par Lustig et Peppas [Lustig et Peppas, 1988] traduit
bien les tendances sur lesquelles notre approche semi-empirique insistait. Elle utilise,
cependant, deux constantes d’ajustement dont il est difficile de vérifier la validité étant donné
que seule I’'une possede une réalité physique. Celle-ci permet le calcul d’une taille de maille a
partir de la fraction volumique en polymere dans le gel. A ce titre, il a été possible de
replacer les données de taille de maille ainsi obtenues au sein des valeurs de la littérature. Il
s’est avéré que, méme si la grande dispersion des données recensées incite a la plus grande
prudence, les valeurs issues de cet ajustement s’inscrivent dans les ordres de grandeur
attendus.

La meilleure adéquation est obtenue pour I’approche de Renkin [Renkin, 1954], qui
considere le gel comme poreux et le soluté rigide et sphérique, en utilisant une approche
hydrodynamique. Leur approche combine ces éléments sous la forme d’une expression
fonction exclusivement du rapport du rayon du soluté au rayon de pore du gel. Les rayons de
pores issus de cet ajustement sont conformes a ceux rencontrés dans la littérature, mais
Iégerement supérieurs. Ce résultat peut paraitre quelque peu surprenant étant donné la
description poreuse du gel et la vision simpliste des macromolécules bien éloignée des
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développements accomplis en chimie et physique des polymeres ces vingt derniéres années.
En effet, il est désormais entendu que des chaines de macromolécules de cette taille se
comportent plutét comme des pelotes statistiques que comme des spheres impénétrables...
Toutefois, il semblerait qu’une vision simplifiée de notre systéme suffise a une bonne
description de la diffusion et du partage. En effet, ces résultats sont a rapprocher de ceux
obtenus en partition ou un modéle du méme type a permis la meilleure description du partage
du pullulane dans les hydrogels d’alginate de calcium.

Un autre modeéle s’est distingué, justement issu des travaux d’une équipe du Collége de
France, en Physique de la matiere condensée [Cannell, 1980]. Malgré leurs travaux tres
ancrés dans les nouveaux développements lies aux conformations des chaines polyméres en
milieu confiné, Cannell et Rondelez [Cannell, 1980] soulignent que la description de leurs
données expérimentales est particulierement bien réalisée par la relation de Renkin. Ces
auteurs suggerent une autre relation entre D/Dy, rayon de pore, rayon du soluté et constante
d’ajustement basee sur des concepts de lois d’échelle. Cette relation permet également une
bonne représentation de nos données expérimentales mais présente I’inconvénient d’utiliser
un parameétre ajustable supplémentaire. Par contre, son utilisation, dans le cas de mesures
effectuées a des concentrations supérieures devrait, selon ses auteurs, fournir des résultats de
meilleure qualité que la relation de Renkin. Travailler a des concentrations supérieures en
soluté reste donc une perspective de travail de facon a tester ces deux approches dans des
conditions apparemment plus favorables a I’approche loi d’échelle. Toutefois, dans le cas de
concentrations supérieures, des problémes d’idéalité des solutions pourront éventuellement
survenir.

Dans le cas de ces deux approches poreuses du gel, les rayons de pores issus des ajustements
ont également été comparés avec un succes relatif a ceux recensés dans la littérature.
Effectivement, le manque de précision des approches existantes ne permet pas de les
déterminer a priori, condition nécessaire a la validation compléte de I’une ou I’autre de ces
méthodes.

Finalement, il est intéressant d’établir un parallele entre ces conclusions issues des essais de
diffusion a celle obtenues en partition. En effet, dans ces deux cas traités indépendamment,
des modéles de type matrice poreuse se sont avérés les plus efficaces.
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Conclusion Perspectives

Ce travail de these a permis une étude détaillée des phénomenes de transfert diffusionnels de
solutés macromoléculaires dans les gels. Afin de mener a bien cette étude, nous avons choisi
un systeme modéle constitué d’un hydrogel d’alginate de calcium et d’une série de pullulanes
de masse moléculaire comprise entre 738 et 788 000 g.mol™. Ce type d’hydrogel a permis de
moduler la fraction volumique en polymére du gel sur de larges gammes avec une mise en
forme aisée de particules sphériques. Les solutés appartenant a une famille d’homologues
polysaccharidiques assurent des interactions nulles avec la matrice. lls sont isomoléculaires et
offrent d’importantes variations du rayon de soluté. Ainsi, une modularité du systéme a été
possible par I’intermédiaire du rayon du soluté et de la fraction volumique en polymére dans
le gel.

Caractérisation du systeme

La premiére difficulté attendue d’apres la littérature et confirmée par cette étude réside dans la
caractérisation du systeme et, plus particulierement, du gel. Les différentes méthodes a notre
disposition ne nous ont, en effet, permis qu’une caractérisation partielle des gels d’alginate de
calcium. Des analyses chimiques ont été mises en ceuvre de fagon a caractériser
I’enchainement des motifs guluroniques et mannuroniques de I’alginate de sodium utilisé (par
dichroisme circulaire, par hydrolyse enzymatique et RMN). Les gels d’alginate de calcium
ont été étudiés par rhéologie, par microscopie électronique a balayage et par mesure de leur
gonflement. Des observations en microscopie optique ont permis de caractériser la taille des
particules et de vérifier leur sphéricité. Cependant, I’ensemble des modeles reliant propriétés
de transfert et structure requiérent I’utilisation, pour modéliser le gel, de la fraction volumique
et d’un rayon de fibre ou d’un rayon de pore. Le rayon de fibres et de pores n’ont
malheureusement pas pu étre mesurés. lls ont le plus souvent été ajustés. Il convient
également de souligner que la fraction volumique en polymére dans le gel, présentée comme
parfaitement connue dans la plupart des travaux, est estimée a partir de mesures du taux de
gonflement, d’une estimation de la masse volumique du gel et du volume molaire de
I’alginate sec. Par conséquent, il est, lui aussi, trés certainement entaché d’erreurs dans bien
des cas.

Concernant le soluté, le degré de difficulté de caractérisation a été moindre. La principale
difficulté vient du fait que la distinction entre les différents rayons (hydrodynamique, de
Flory, de giration) utilisables pour le caractériser n’est pas toujours tres claire.

Afin d’accéder aux coefficients de diffusion de la série des pullulanes dans les gels d’alginate
de calcium, des méthodologies expérimentales ont été définies par I’intermédiaire de deux
types de montages : en systeme fermé avec dispersion de particules de gels et en colonne de
laboratoire.

Systéme fermé : méthode par incorporation du soluté dans I’hydrogel

L’étude méthodologique théorique ayant démontré les perturbations générées par des
prélevements dans le but d’accéder a la cinétique de diffusion du soluté, une nouvelle



These MAZENS D. 2005 Conclusion et Perspectives Page 229

méthode utilisant une boucle d’analyse de volume réduit a été mise en ceuvre. L’étude de
I’effet de la boucle d’analyse, généralement négligé a cause de son faible volume, a été
entreprise par une modélisation du systeme expérimental. 1l a pu étre démontré, que pour
certaines conditions, cette boucle d’analyse induit une perturbation du signal enregistré loin
d’étre négligeable. Afin de généraliser ces resultats et de fournir des recommandations de
travail pour I’utilisation de ce type de montage, un critere caractéristique a été défini, comme
le rapport du temps de diffusion du soluté dans la bille au temps de recirculation du soluté
dans la boucle d’analyse. Cette étude a finalement fourni une corrélation entre ce critére et
I’erreur commise sur I’estimation des coefficients de diffusion. Il a donc été possible de
définir des conditions expérimentales pour lesquelles I’erreur attendue est suffisamment
faible.

Du point de vue de I’analyse des cinétiques de diffusion, une analyse de sensibilité de
parametres appliquée a la solution de Crank dans le cas d’un volume fini de solution a permis
de déterminer un optimum de sensibilité a I’estimation des coefficients de diffusion. Il a, en
outre, été démontré analytiguement que cet optimum est indépendant du coefficient de
diffusion mais fonction des conditions opératoires (volume de solution, de gel et coefficient
de partage du soluté entre la solution et le gel). Cette étude a été conduite dans le cas de la
libération d’un soluté, tout comme dans le cas de son incorporation dans le gel, fournissant
des conclusions similaires avec, bien entendu, des optima décalés.

Au niveau pratique, la méthode a été éprouvée avec succes par des essais de répétabilité, des
comparaisons avec une methode avec prélevements utilisant d’autres techniques analytiques.
Les recommandations et conclusions de I’analyse méthodologique ont, par conséquent été
appliquées a la mesure des coefficients de diffusion des pullulanes dans des hydrogels
d’alginate de calcium de fraction volumique en polymeére variable.

Montage en colonne chromatographique

Ce nouveau type de montage a été notamment entrepris dans le but de développer une
methodologie d’accés aux coefficients de diffusion de macromolécules dans les gels plus
rapide et mieux adaptée aux solutés de masse moléculaire importante. Les concepts de
distribution de temps de séjour et de chromatographie monoconstituant ont été appliqués a
notre systéeme, avec certaines difficultés illustrées par des résultats plus ou moins concluants.
Les coefficients de partage estimés par cette méthode correspondent assez bien a ceux obtenus
en systéeme fermé. De méme, un tracage hydrodynamique par injection de solutions salines a
permis de Vérifier que le temps de transfert interne était I’étape limitante, validant ainsi la
faisabilité de la méthode. Cependant, I’incertitude sur la trainée des pics d’élution n’a pas
permis la mesure quantitative des coefficients de diffusion. Seule une approche qualitative,
par classement des différents solutés reliant leur volume d’élution et leur masse moléculaire a
été possible.

Exploitation des données diffusionnelles et structurales

Ces méthodologies appliquées au systéme alginate de calcium/pullulane ont permis de
mesurer les coefficients de partage et de diffusion avec une bonne précision. Le faible nombre
de données relatives a des solutés de taille supérieure a la dizaine de nanometre rend la
détermination méme de ces données intéressantes. Il en va de méme pour I’étude du cas de
gels plus faibles.
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L’étude de la partition a permis de déterminer des coefficients de partition supérieurs aux
prévisions des modeles, dans le cas des solutés de masse moléculaire élevée et ce, notamment
pour les gels les plus faibles. L’hypothése de conformations particuliéres du soluté a été
envisagée et une analyse de sensibilité de parametres nous a conduit a évaluer I’effet des
incertitudes sur les différents parameétres du modéle sur la qualité de prédiction. Il a enfin été
possible d’établir une hiérarchie des modeles. Les modéles utilisant une vision poreuse de la
matrice se sont avéres les plus efficaces bien que cette approche paraisse assez eloignée de la
réalité moléculaire du gel.

Afin de décrire les tendances expérimentales issues des données de diffusion, une approche
semi-empirique a été mise en ceuvre, dans un premier temps. Le modeéle propose est basé sur
I’établissement de deux régimes de diffusion différents: pour les tres petits solutés, la
diffusion n’est pratiguement pas perturbée par le réseau et pour ceux possédant des tailles
consequentes, la diffusion est supposée se réaliser par reptation. La transition de régime
s’opere pour une valeur critique de la masse moléculaire du soluté fonction du couple
soluté/hydrogel. Les divers modeles de la littérature ont été ensuite testés avec un nombre
croissant de parametres ajustables. Comme dans le cas de la partition, les approches de type
matrice poreuse se sont avérées les plus efficaces. Cependant, malgré la revue bibliographique
concernant les relations existant entre rayon de pore et fraction volumique dans le gel, les
valeurs de rayons de pore restent difficiles a décrire a priori.

Perspectives

Finalement, ce travail a démontré qu’une méthodologie adaptée permet de déterminer les
coefficients de diffusion et de partage de solutés dans les gels. Cependant, I’analyse de nos
résultats fournit une série de perspectives de travail.

La principale butée de ce travail est liée a la caractérisation des gels. Une indication précise
des volumes offerts a la diffusion au sein du gel apparait, en effet, indispensable au
développement de modeles prédictifs adaptés. Dans ce contexte, il est possible d’envisager
I’utilisation de gels chimiques plus facilement caractérisés, a partir notamment de la
connaissance du taux de réticulation.

Un nouveau champ d’investigation pourrait étre la poursuite de cette étude avec des solutés
rigides sphériques parfaitement assimilables & des spheres dures. De méme, I’utilisation de
solutés marqués par fluorescence ou d’autres types de sondes permettrait de compléter ce
travail par un suivi dans I’espace de la diffusion dans le gel ou de fagon a accroitre notre
champ d’investigation et a appliquer notre méthodologie aux systémes mettant en ceuvre des
coefficients de diffusion trés faibles dont les valeurs ne peuvent étre mesurées avec précision
a I’heure actuelle.

Cette derniere perspective est liée au développement de nouvelles méthodes analytiques. Cet
axe analytique également dans les perspectives de travail lié a I’utilisation de montages de
type colonne de laboratoire afin d’accroitre la sensibilité d’enregistrement de la trainee
notamment.

Par ailleurs, les probléemes inhérents a la mésestimation de la trainée, sont également liés au
temps de manipulation, sources de dérives du signal. A ce titre, de nouveaux procédés de mise
en forme de particules sphériques plus petites d’alginate permettraient d’améliorer cet aspect.
Le tragcage de I’hydrodynamique des colonnes remplies de billes d’alginate restant imparfait,
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un traceur de la porosité externe du lit de particules serait un progres supplémentaire. Enfin,
une analyse de sensibilité de parametres semblable a celle conduite pour le systeme fermé
pourrait peut-étre aboutir a la définition d’un optimum de sensibilité pour la détermination du
coefficient de diffusion.

Concernant la modélisation des résultats expérimentaux, notre approche semi-empirique
devra étre testée sur d’autres systémes afin d’un confirmer la validité. En outre, des
collaborations avec des physiciens sont a envisager de fagcon de sorte a apporter des éléments
d’amélioration aux modeles existants.

Enfin, I’utilisation de notre méthodologie a des systemes réels ou a des fins de mise en ceuvre
de systémes a libération controlée ouvre un large champ d’investigations.
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Nomenclature

Lettres latines  Signification Unité

a Rayon de la bille m

A Surface d’échange m?

C Concentration g.L* ou mol.m*

c* Concentration critique g.L™* ou mol.m*

Ceel Concentration en soluté dans le gel gL*

Csol Concentration en soluté dans la solution g.L?

D Coefficient de diffusion du soluté dans le gel ~ m?.s™

Do Coefficient de diffusion du soluté & dilution m2s™
infinie

D* Coefficient de diffusion d’un traceur m?.st

De Coefficient de diffusion effectif m2.s*

Din Coefficient de diffusion entré comme m?s?
parametre dans la modéelisation

Dout Coefficient de diffusion estimé & partir des m?.s*
points de la cinétique modélisée

e Epaisseur m

Fy Coefficient de trainée de Faxen

F Flux de matiére gLts?

F Densité de flux de matiére mol.m?s™

AG Energie libre J

G’ Module élastique Pa

G” Module visqueux Pa

h Facteur de tortuosité

AH Enthalpie J

J Nombre de mélangeurs

Na Densité de flux de matiére mol.m?s™

f Coefficient de trainée

Kp Coefficient de partage -

I Longueur de persistance m

L Longueur de la colonne

L Longueur du chemin optique m

In Longueur du monomere m

Mbilles Masse de billes g

M Quantité de matiére a t mol (ou g)

M. Masse moléculaire critique

M., Quantité de matiére a I’équilibre mol (ou g)

\V/ Masse moléculaire de I’unité monomere g.mol™

Mn Masse moléculaire moyenne en nombre du g.mol™
polymere avant réticulation

My Masse moléculaire moyenne en masse g.mol™

M/M., Rapport de la quantite de matiere -

libérée/incorporée en solution a I’instant t par
rapport a I’équilibre

n Nombre de segments de la chaine polymeére

Na Flux molaire du constituant A
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Ne Intervalle moyen entre deux points de liaison

N Nombre de moles de soluté

N, Nombre de moles de solvant

P Perméabilité cm’s™t

Q Débit de recirculation dans la boucle d’analyse mL.min™

Qs Quantité totale de soluté mg

Iy Rayon de fibre m

re Rayon de Flory m

rg Rayon de giration m

ry Rayon hydrodynamique m

rp Rayon de pore m

rs Rayon du soluté m

fw Rayon d’une molécule d’eau m

AS Entropie JK?

t Temps S

te Temps de transfert externe S

ti Temps de transfert interne S

tm Temps de séjour moyen dans la porosité s
externe

tm Temps caractéristique de transfert global

trecirculation Temps de séjour dans la boucle d’analyse S

to Temps correspondant a I’équilibre de diffusion s

T Température K

u Vitesse m.s™

\Y Volume des capillaires de la boucle d’analyse mL

Veol Volume de colonne M3

Vel Volume de gel m ou L

vm Volume molaire cm®.mol™

Vsol Volume de solution m? ou L

17, Volume molaire du solvant m’.mol’'

VolVy Rapport des volumes de gel avant et aprés gonflement

X Coordonnée d’espace

XA Fraction molaire -

z Nombre de coordination

Lettres grecques

B Porosité interne

X Parametre d’interaction de Flory -

1 Résidu de modélisation

) Epaisseur de la couche limite m

€ Coefficient d’extinction molaire

€ Porosité externe

Dp Fraction volumique -

op’

o1 d2 Fraction volumique en solvant et en polymeére -

Lo Viscosité du solvant Pa.s

M1 Moment d’ordre 1 de la distribution S

Lo Moment d’ordre 2 de la distribution S



Thése MAZENS D. 2005

Nomenclature Page 234

m

m

° DD

L2 r

L2s

g
Wi

Acronymes
DTS

DRI
RPA
Pi [i=0, 10]

MC
MCE

Constantes
Ks

R

Na

Fraction de liquide immobile
Fraction de liquide mobile
Masse volumique

Variance de x

Parametre caractéristique rapport du temps de -
diffusion du soluté dans la bille au temps de
recirculation dans la boucle d’analyse
Volume spécifique du polymere
Fraction volumique en polymere
gonflement

Fraction volumique en
gonflement

Taille de maille m

Ellipticité a la longueur d’onde A

g.L'1

cmig?

avant

polymere apres

Distribution des Temps de Séjour
Détecteur d’Indice de Réfraction
Réacteur Parfaitement Agité
Pullulane n°i (classification par
moléculaire croissante)

Mélangeur en cascade

Meélangeur en cascade avec échange

masse

Constante de Boltzman
Constante des gaz parfaits
Nombre d’Avogadro

Rapports adimentionels

Pe
Re
Sc
Sh

Nombre de Peclet
Nombre de Reynolds
Nombre de Schmidt
Nombre de Sherwood

1,3807.102 1K
8,314 J.molt K?

6,022.10%
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Annexe I1.1: Méthodes analytiques : Genéralités sur
la diffusion de la lumiere multiangle

L’ application et la formalisation de la théorie de la diffusion de la lumiéere découlent, en
grande partie, des travaux de Zimm et Debye qui se sont largement développés avec
I’utilisation des sources laser.

L’expression de I’intensité de la lumiere diffusée a un angle donné par une solution de
polymere est donnée par I’équation :

2r
C L 16 s 0 o
AR, M, 32 M, 2
avec :
_4m’ dn
N, dC )

ou C est la concentration en polymeére en solution,

A; est le deuxieme coefficient du viriel,

A est la longueur d’onde incidente,

ry est le rayon de giration,

0 est I’angle de mesure par rapport au rayon incident,

Na est le nombre d’Avogadro,

n est I’indice de réfraction de I’éluant,

dn/dC est la variation de I’indice de réfraction avec la concentration en polymere.

Le rapport de Rayleigh AR, est déterminé par un photodiffusiometre par mesure du rapport
entre I’intensité de la lumiere diffusée dans le volume V, notée I, et mesurée a la distance r et
I’intensité de la lumiére incidente Iy :

| 3)

2
AR, =-2"
I, V

En extrapolant a angle nul et concentration nulle I’éguation 1, selon la méthode graphique de
Zimm, il est possible de déterminer le rapport 1/M,, et le rayon de giration rq dans le cas d’un

. . s . KC i . (0 .
échantillon monomoléculaire. Le tracé de R en fonction de smz(EJ permet d’obtenir un
4

diagramme de Zimm. Par extrapolation a &= 0 de ce diagramme, il est possible de déterminer

s i _ KC 5 :
M. en prenant I’ordonnée a I’origine de la droite = f(C). En extrapolant a concentration

4

nulle, la pente de la droite

¢ = f[sinz(gn permet de calculer le rayon de giration rg.

0
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KC/R; 5

1.0

sin‘(6/2)+kC

Figure 172 : Exemple de diagramme de Zimm pour un chitosane de degré d’acétylation 1% dans NaCl
(0,2 mol.L™") & pH 6,15 [Schatz et al., 2003].
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Annexe 11.2: Méthodes analytiques : Genéralités sur
le dichroisme circulaire

Le dichroisme circulaire est une méthode d’analyse spectrophotométrique qui combine le
phénomeéne de polarimétrie et celui de I’adsorption de la lumiere par la matiere permettant la
visualisation de la dissymétrie d’une molécule en solution.

Une onde lumineuse monochromatique a polarisation rectiligne est la résultante d’une onde
lumineuse a polarisation circulaire droite et d’une onde lumineuse a polarisation circulaire
gauche. Lorsqu’un milieu est optiquement actif, son indice de réfraction est différent suivant
qu’il est traversé par des lumieres polarisées droite et gauche (nD et nG). En d’autres termes,
dans un tel milieu optiquement actif, le rayon circulairement polarisé a droite se déplace a une
vitesse différente de celui polarisé a gauche, étant donné que I’indice de réfraction traduit la
vitesse de la lumiére dans un milieu. Ce phénomene, appelé biréfringence circulaire est utilisé
en dichroisme circulaire ou la solution contenant la molécule a étudier est éclairée par une
lumiére polarisée.

Le dichroisme circulaire utilise également une caractéristique des molécules dissymétriques,
optiquement actives : leur absorption différente des deux composantes droite et gauche du
faisceau lumineux. En spectrophotométrie UV classique, les substances sont caractérisées en
fonction des longueurs d’onde et, pour une longueur d’onde donnée, il est possible de calculer
un coefficient d’absorption moléculaire. Pour le dichroisme circulaire, le principe est le
méme. Mais, ce sont deux coefficients qui peuvent étre calculés pour chaque longueur d’onde
(Eq pour la lumiére polarisée gauche et Eq pour la lumiére polarisée droite). Ces deux valeurs
sont trés proches et c’est la différence AE=E4-Eq4 qui est une grandeur caractéristique.

La résultante de ces deux phénomenes de biréfringence circulaire et d’absorption différente
conduit & un faisceau émergeant non plus polarisé circulairement mais elliptiquement pour
lequel I’ellipticité peut étre définie par I’équation :

¥, ~33.10°x (5,5 —&,5)xCxL (4)

Ou:

v, est I’ellipticité a la longueur d’onde A ;

ewp et €6 sont les coefficients d’extinction moléculaire pour les lumiéres polarisées droite et
gauche a la longueur d’onde A ;

C est la concentration ;

L est la longueur du chemin optique.

Le dichroisme circulaire peut étre utilisé pour caractériser la structure chimique de I’alginate.
En effet, les trois types de blocs présents ont des spectres dichroiques différents : le spectre du
poly L-guluronate est entierement négatif, celui du poly D-mannuronate est positif et celui des
zones alternées est intermédiaire mais non équivalent a celui d’un mélange équimolaire des
deux types de blocs précédents. Ainsi, en analysant systématiquement les spectres dichroiques
de poly D-mannuronate (poly M), de poly L-guluronate (poly G) et de polymeére alterné (poly
M-G), Morris et al. ont proposé une méthode permettant d’interpréter les spectres des
alginates en terme de composition M/G, méthode que nous utiliserons pour caractériser notre
alginate.
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Annexe V.1 : Calcul de I’erreur relative sur le
coefficient de partage

Par définition, le coefficient de partage peut s’exprimer en fonction du volume des phases gel
et solution (Vs et Vger), de la concentration en solution a I’équilibre et de la masse initiale du

CoVyy = CoyeasV

K. = sol sol,équ. ™ sol
p =

Y 1)

sol,équ. " gel

L’estimation de ce paramétre est entachée d’une erreur expérimentale liée aux incertitudes sur
la mesure des différentes variables permettant son calcul. Il y a donc cumul des erreurs au
cours de I’essai et I’erreur résultante peut étre calculée par la théorie de propagation des
erreurs.

Dans cette théorie, la variance d’une grandeur A dépendant des variables x; s’exprime en
fonction des variances respectives des grandeurs x; selon I’équation :

2 oA OA OA
o _Z[ax] Zzax oX; % @

avec 0.2 la variance de X;-

o, la covariance des variables x; et X; ;
oA i , \
x la dérivée partielle de A par rapport a x;.

Si on considere que la grandeur A est obtenue par une suite de mesures indépendantes, les
covariances, traduisant le degré de corrélation entre ces mesures, sont nulles et I’équation se
réduit au premier terme.

Dans le cas du coefficient de partage, les dérivees partielles par rapport a Csolution, équ., @
Vsolution, @ Vel €t @ M; sont calculées :

K, GV, -
aCsol,équ. VgeICszol équ.

oK 1 (C,V,

av : =_V2 [CO o _VSO|] (4)
gel gel sol,équ.

aKp CO _Csol,équ.

=- (5)
aVsol Vgel 'Csol,équ.
aK P sol ( 6)
aCO Vgel Csol ,équ.
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2 2 2
CO'Vsol 62 n Vsol 0_2 n CO - Csol,équ. 02
Vgel 'Cszol,équ. o Vgel 'Csol,équ. “ Vgel 'Csol,équ. Yo
ke = 2 (7)
vV,.(C,-C,.
+ sol ( 0 sozl,equ.) 0_\5
C \Y

gel

gel
sol,équ.*

Une application numérique apres estimation des variances relatives aux différents parametres
permet de choisir les conditions expérimentales optimales pour minimiser les erreurs
expérimentales.

Cor =, =0,02 gLt Vet =Vsouution =375 ML Vga =1mL et V0, =3,75 mL
o, =0, =0,0lmL m; =3,75mg m; =3,75mg

Ke Ok, Ok, /KP (%) Ok, Ok, /KP (%)
1,00 0,09 8,95 0,15 15,40
0,82 0,08 9,23 0,14 17,57
0,54 0,06 10,49 0,13 24,37
0,32 0,04 13,78 0,12 37,05
0,14 0,03 25,24 0,11 82,62

Figure 173 : Calcul de la variance de Ky pour des proportions différentes de phase gel et solution.

Ces calculs illustrent bien que I’erreur est minimale pour des conditions avec un volume
maximal de gel. Nous utiliserons donc 3,75 mL de solution pour 3 mL de billes.
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Annexe 1V.2 : Calcul de la différentielle de Kp
(relation de White et Deen, 2000) par rapportan

La différentielle a calculer est :
%, [ai( (1+ﬁw)@p)}(exp(_ 2 Y0,).

Notons A, le premier facteur de cette différentielle :

e [6% A}-(exp(— Lrm2)o,)

B oy 2 2 eolan(z) s 2 b))

on

et,

%z—dbp /‘tbyraIn(ﬂ)@+ﬂaﬂb[ln(1)a—b+ga—’1j )
on on on Aon

Calculons les différents éléments de cette différentielle :

et
oA _ o[l [n*-1] 1 n°+1
on on(r. \ 6n r, 6n®

En combinant ces relations, on déduit I’expression de la différentielle de Kp par rapport a n.
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Annexe V.1 : Protocole expérimental detaillé pour la
méthode de chargement de billes dispersées dans un
batch

£

x

0.04 V ® o

Réf. Sample
OUT/IN OUT/ IN
©
jl= F
E
C 2

—-
Circuit Mesure d Référence
d’étalonnag cinétiques

Figure 174 : Schéma du montage expérimental.

Etape 1 : Chargement du réacteur et équilibrage thermique

Dans une premiére étape, le systéme est équilibré thermiquement: 90 g de la solution
calcique utilisée pour la mise en forme des billes sont mis en contact avec 20 g de billes
d’alginate de calcium. Le circuit hydraulique permettant le suivi de I’indice de réfraction en
fonction du temps est installé de facon a maintenir le systeme hermétique tout au long de
I’essai. Un systéme de vannes permettra de disposer du montage sans avoir a réaliser de
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connexions ultérieures susceptibles de générer de I’évaporation. Le réacteur est agité par
agitation magnétique suffisante afin de se trouver dans le cas d’un réacteur parfaitement agité
et d’éviter une limitation au transfert externe. Un fritté évite le bouchage de la boucle par des
éléments solides ou les billes de gels au niveau du point de prélevement.

Le réacteur est calorifugé grace a une double enveloppe régulée a 25°C par un bain (Julabo) et
une sonde de température permet un suivi thermique des essais, suivi d’importance dans les
phénomenes activés tels que la diffusion.

L’équilibre thermique réalise sans circulation dans le circuit hydraulique est atteint en deux
heures environ, temps au bout duquel le ringage du circuit est réalisé.

Etape 2 : Rincage des différentes parties du circuit

Le rincage se deroule en deux parties. Dans un premier temps, le circuit de mesure des
cinétiques est rincé. Pour ce faire, les vannes sont commutées de fagon a faire circuler le
fluide via le circuit bleu (ABCD) du schéma de montage. Au point de retour dans le réacteur
(D) le circuit est ouvert de facon a récuperer le liquide de rincage qui sera pesé afin de
connaitre la quantité précise restant dans le réacteur. On rince pendant 5 minutes a un débit de
2 mL.min™* (soit 10 g)

Le ringage du circuit de référence est réalisé de facon similaire via le circuit jaune (ABEF). La
pesée du liquide de ringage (environ 10 g) s’effectue de méme en F. On obtient ainsi le zéro
du DRI.

L’empotage permet, par ailleurs, de vérifier le debit de la pompe.

Etape 3 : Prélevement de la solution calcique équilibrée

Une partie de la solution calcique (40 mL) est prélevée via le circuit bleu (ABCD). 6 mL
seront utilisés pour la préparation d’une solution de pullulane en vue de I’injection ultérieure
et de I’étalonnage du détecteur d’indice de réfraction. Les 34 mL restants seront utilisés pour
le ringage du circuit d’étalonnage (rouge, GBCH) et pour I’étalonnage.

Etape 4 : Equilibrage 24h, dissolution du pullulane

54 mg du pullulane étudié sont mis en solution dans 6 mL de la solution calcique prélevée.
Ceci nous assure que la force ionique de la solution constituant le blanc du réfractométre est
la méme que celle de la solution de pullulane. De fait, le signal obtenu sera entierement di a
la présence du pullulane.

Par ailleurs, I’enregistrement du signal, pendant les 24 heures d’équilibrage, donne acces a la
dérive.

Etape 5 : Etalonnage du DRI

L’étalonnage est réalisé sur un circuit (rouge, GBCH) ne faisant pas intervenir le réacteur
contenant les billes de gel.

20 g de la solution calcique prélevée dans I’étape 3 sont mis de c6té pour I’étalonnage tandis
que la solution restante est utilisée pour le rincage du circuit GBCH.

Les 20 g de solution calcique sont placés sous agitation magnétique, le point G correspondant
au prélevement et le point H au retour dans notre réacteur annexe destiné a I’étalonnage. On
travaillera donc en circuit fermé.
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La ligne de base (et la dérive éventuelle) est enregistrée pendant quelques minutes, avant de
procéder a I’ajout de 2,5 mL de la solution de pullulane correspondant a 5 injections de 100
uL et 2 injections de 1 mL. Le résultat de ces ajouts dosés est illustré par la figure 21.

Etape 6 : Rincage post-étalonnage

Notre systeme ne possédant qu’une seule cellule de mesure, il est nécessaire d’effectuer un
ringage de facon a éliminer toute trace de pullulane dans les capillaires. 1l convient donc de
rincer la partie du montage commune aux circuits d’etalonnage et de mesure, soit le segment
situé entre les vannes V1 et V3. Pour ce faire, un rincage avec 10 g de la solution contenue
dans le réacteur destiné a la mesure de la cinétique est effectué via le circuit ABCH. La
solution de rincage prélevée en H est pesée.

A ce stade, il reste donc, dans le réacteur 20 g de billes et 20 g de solution calcique.

Etape 7 : Enregistrement de la ligne de base

Le circuit utilisé finalement pour la mesure des cinétiques de diffusion est mis en place
(circuit bleu, ABCD, avec retour dans le réacteur). La dérive est enregistrée pendant une
heure.

Etape 8 : Injection

2,5 mL de solution de pullulane sont prélevés via une seringue. La pompe est arrétée de facon
a procéder a I’injection (car celle-ci n’est pas instantanée, tout comme le mélange initial dans

le réacteur). Immédiatement a la fin de I’injection, la pompe est remise en route et le signal en
tension est enregistré au cours du temps.

0,07 4
0,06 4

0,05 4

0,04 4

Tension (V)

LQQOQOOOOOOOOOOOOOOO

0,03 4

0,02 4

0,01

i 2000 4000 6000 a0on 10000 12000 14000 16000 18000 20000

Temps {s}
Figure 175 : Exemple d’enregistrement obtenu par la méthode batch continue.

La figure 4 permet d’illustrer I’ensemble des corrections a réaliser sur les courbes brutes avant
de procéder au traitement en vue de I’estimation des parametres de diffusion. Tout d’abord, la
correction de dérive est possible grace a I’enregistrement des instants initiaux (dans cet
exemple, de 0 a 3000 s). Par ailleurs, des sauts de tension ont été fréquemment observés, dus a
des perturbations extérieures. Deux de ces artefacts sont visibles sur la figure 23, et ont été
également corrigés par une translation des points a partir de I’accident. Le troisieme artefact,
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peu de temps avant I’injection correspond, quant a lui, a I’arrét de la pompe. Bien qu’il ne soit
pas génant dans I’exploitation des résultats, il souligne I’importance d’avoir un débit
parfaitement constant au cours de I’essai. En effet, une variation de celui-ci se traduit par une
variation du signal du réfractomeétre.

Enfin, I’enregistrement ne débutant pas au temps d’injection, une correction des temps devra,
en outre, étre réalisée en tenant également compte du temps retard induit par le volume de
capillaires entre le point de prélevement et le DRI.

Etape 9 : Pesée de fin de manipulation

Afin de s’assurer qu’un gonflement des billes n’a pas modifié la diffusion, une pesée de
vérification des billes de gel est réalisée en fin d’essai. Les essais préliminaires ayant
démontré une importante variabilité du taux de gonflement des gels avec la température,
ceux-ci seront pesés a température ambiante et non plus directement a la sortie du
réfrigérateur, ce qui génererait des variations entre la masse en debut et fin d’essai (entre 4°C
et 25°C).
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Annexe V.2 : Exemples de cinétiques de diffusion
expérimentales pour quatre types de gels d’alginate
de calcium.

Les graphes suivants presentent les courbes expérimentales de M/M., en fonction du temps.
Elles sont regroupées en fonction de la fraction volumique en polymeére dans le gel.

« 738
11800

o 47300
112000

s 212000
gel 0.0108

Concentration normée

v v T v T y T . T v T v 1
0 5000 10000 15000 20000 25000 30000 35000
Temps (s)

Figure 176 : Cinétiques de diffusion du pullulane dans un gel de fraction volumique 0,0108.

° 738
. * 11800
0 47300
o an ® 112000

Gel 0.0216

Concentration normée

d T v T v T T T X 1
0 5000 10000 15000 20000 25000
Temps (s)

Figure 177 : Cinétiques de diffusion du pullulane dans un gel de fraction volumique 0,0216.
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® 738

@ 5900

& 11800

* 22800
47300

1.6

Gel 0,0276

Concentration normée

é_

T ’ T % T v 1
10000 15000 20000 25000
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Figure 178 : Cinétiques de diffusion du pullulane dans un gel de fraction volumique 0,0276.

* 738
@ 5900
o 11800
@ 47300
2 Gel 0,03
£
S
= ]
5 °
® °
=
8 °
=
[=]
O
-"'
T ¥ T g T T 1
10000 15000 20000 25000
Temps (s)

Figure 179 : Cinétiques de diffusion du pullulane dans un gel de fraction volumique 0,03.
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Annexe V.3 : Exemples de modélisations de
cinétiques de diffusion expérimentales.

Les graphes suivants présentent les modélisations des cinétiques de diffusion ayant conduit a

I’obtention des valeurs de coefficients de diffusion presentés dans ce chapitre.

Concentration normée

1.0 4

i
i
:
13
3

‘ Gel 0.0108 et PO

e Expérience E
—-—-Modéle

\N&,‘n‘.—omcmim‘u!uq'.!.":"_'_"g.'_'.!_‘;_'.!.' =

0

T T T g
2000 3000

T T T T
1000 4000 5000 6000

Temps (s)

Figure 180 : Modélisation de la cinétique de diffusion du pullulane PO dans le gel de @5 0,0108.
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Figure 181 : Modélisation de la cinétique de diffusion du pullulane P5 dans le gel de ®5 0,0108.
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Concentration normée
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Figure 182 : Modélisation de la cinétique de diffusion du pullulane P11 dans le gel de ®p 0,0108.
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Figure 183 : Modélisation de la cinétique de diffusion du pullulane P22 dans le gel de @y 0,0108.

Concentration normée

Gel 0.0108 et P47 I i

* Expérience
—-—-Modéle

10000
Temps (s)

5000

Figure 184 : Modélisation de la cinétique de diffusion du pullulane P47 dans le gel de @y 0,0108.



Thése MAZENS D., 2005 Annexes Page 261

Gel 0.0108 et P112
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Figure 185 : Modélisation de la cinétique de diffusion du pullulane P112 dans le gel de ®p 0,0108.
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Figure 186 : Modélisation de la cinétique de diffusion du pullulane P212 dans le gel de @y 0,0108.
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Figure 187 : Modélisation de la cinétique de diffusion du pullulane PO dans le gel de @5 0,0216.
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Figure 188 : Modélisation de la cinétique de diffusion du pullulane P11 dans le gel de ®p 0,0216.

Concentration normée

Gel 0.0216 et P47 I i

» Expérience
—-—-Modéle

T T T T T T T T T
2000 4000 6000 8000 10000 12000 14000 16000 18000 20000

Temps (s)

Figure 189 : Modélisation de la cinétique de diffusion du pullulane P47 dans le gel de ®p 0,0216.
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Figure 190 : Modélisation de la cinétique de diffusion du pullulane P112 dans le gel de @y 0,0216.
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Figure 191 : Modélisation de la cinétique de diffusion du pullulane PO dans le gel de @5 0,0276.

e
15 |

: Gel 0.0276 et P5 I

* Expérience 4+

o —-—-Modéle
Q
= _
—
o
| =
=
2 4
=]
=
@
2 -
=)
o

0.8 " T = T T T T T T 4 T T T

0 2000 4000 6000 8000 10000 12000 14000

Temps (s)

Figure 192 : Modélisation de la cinétique de diffusion du pullulane P5 dans le gel de @5 0,0276.
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Figure 193 : Modélisation de la cinétique de diffusion du pullulane P11 dans le gel de @y 0,0276.
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Figure 194 : Modélisation de la cinétique de diffusion du pullulane P22 dans le gel de @y 0,0276.
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Figure 195 : Modélisation de la cinétique de diffusion du pullulane P47 dans le gel de ®p 0,0276.
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Figure 196 : Modélisation de la cinétique de diffusion du pullulane P112 dans le gel de ®p 0,0276.
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Figure 197 : Modélisation de la cinétique de diffusion du pullulane PO dans le gel de ®; 0,03.
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Figure 198 : Modélisation de la cinétique de diffusion du pullulane P11 dans le gel de @y 0,03.
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Figure 199 : Modélisation de la cinétique de diffusion du pullulane P47 dans le gel de @ 0,03.
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