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Chapitre 1

Introduction générale

1.1 Les hydrogels : présentation générale et motivation

Les hydrogels sont des matériaux poreux et élastiques tridimensionnels généralement formés a base de poly-
meres hydrophiles réticulés qui peuvent étre gonflés par une grande quantité d’eau ou de fluides biologiques
[9], jusgu’a plus de 90% en masse [10]. lls se caractérisent par une forte porosité et constituent des réservoirs
de solvant, capable de retenir une grande quantité d’'eau [11, 12], et pouvant restituer le solvant lorsqu’ils sont
soumis a des stimuli extérieurs, tels que des variations de température, de pH, force ionique, lumiere... lIs
doivent étre capables de conserver leur structure tridimensionnelle, de subir des gonflements et des dégonfle-
ments, ce qui leur permettraient de remplacer des tissus mous humains [13, 14].

Lune des caractéristiques clés des hydrogels est donc leur capacité a absorber et a retenir de I'eau. Cette
propriété d’absorption d’eau est due aux groupes fonctionnels tels que les groupes hydroxyliques (-OH), car-
boxyliques (-COOH), amidiques (-CONH-), amidiques primaires (-CONH-) et sulfoniques (-SO3sH) présents
dans le réseau de polymeres [15].

Un "bon" hydrogel se caractérise en général par sa grande capacité d’absorption des fluides aqueux, sa po-
rosité, sa faible toxicité, sa capacité de gonflement, sa faible teneur en substances solubles et sa grande
durabilité. lls constituent donc une classe trés prometteuse de matériaux biocompatibles.

1.1.1 Classification des hydrogels

On peut distinguer 3 types d’hydrogels : les hydrogels a base de polymeéres, les hydrogels colloidaux et les
hydrogels hybrides(=nanocomposites).

-Les hydrogels a base de polyméres sont les hydrogels les plus couramment utilisés et se composent princi-
palement de réseaux d’homopolymeéres ou de polymeéres hydrophiles tridimensionnels réticulés chimiquement
ou physiquement.

-Les hydrogels colloidaux sont constitués de particules colloidales qui peuvent étre des particules solides
ou organiques. Elles sont dispersées dans un solvant et forment un gel soit par évaporation du solvant soit
par modification des interactions entre particules [16]. Cette transition sol-gel permet de former des gels que
I'on nomme des gels physiques par opposition aux gels chimiques ou des liaisons covalentes chimiques sont
créées.

-Les hydrogels hybrides présentent a la fois des interactions chimiques et physiques. lls sont constitués de
deux composants, généralement des particules colloidales minérales ou des protéines, et des polyméres ou
bien simplement des particules organiques et inorganiques.

Lintérét d’incorporer des nanoparticules réside dans la capacité d’améliorer la déformabilité du matériau tout
en augmentant sa rigidité, répondant ainsi aux besoins variés des applications biomédicales.
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Dans la suite de la thése, nous allons travailler avec des hydrogels colloidaux que I'on a appelé dans le
corps de la thése "Gel de silice" et des hydrogels hybrides que I'on a appelé "Biohydrogel" (silice et protéines).

1.1.2 Hydrogels chimiques et physiques

Selon les interactions comme on vient de le voir, les hydrogels peuvent étre séparés en deux classes : les
hydrogels chimiques, et les hydrogels physiques.

Les hydrogels chimiques sont synthétisés par des réactions chimiques de polymérisation et sont constitués de
chaines de polymeres liées entre elles par des liaisons covalentes formant des chaines réticulées. Les nceuds
de réticulation du réseau ne dépendent pas des facteurs extérieurs, tels que la température, le potentiel hydro-
géne (pH), la pression ou I'humidité (RH). Bordi et al. [17] ont développé un hydrogel chimique par la mise en
réseau de chaines de I'alcool polyvinylique (PVA) avec un agent de réticulation dérivé de PVA. Ces chaines,
portent a chaque extrémité un groupe réactif capable de former une liaison transversale avec le groupement
hydroxyle contenu dans le PVA sans introduire de molécule chimiquement différente du PVA afin de préser-
ver la biocompatibilité du matériau de départ. Différents groupes ont élaborés des hydrogels chimiques afin
d’obtenir des matériaux trés résistants. Gong et al. [18] présentent une méthode générale permettant d’obtenir
des hydrogels trés résistants en induisant une structure a double réseau (DN) pour diverses combinaisons
de polymeres hydrophiles. Ces hydrogels, contenant 60-90% d’eau, présentent une résistance a la rupture de
quelques mégapascals a plusieurs dizaines de mégapascals et montrent une grande résistance a l'usure en
raison de leur coefficient de friction extrémement faible. Toutefois ces procédés impliquent une chimie com-
plexe.

Lautre type d’hydrogels est I'hydrogel physique qui est formé par des interactions physiques réversibles,
telles que les liaisons hydrogenes, les interactions électrostatiques ou les interactions de Van der Waals. Ces
interactions permettent aux particules de s’assembler pour former un réseau tridimensionnel. Contrairement
aux hydrogels chimiques, les hydrogels physiques sont généralement plus sensibles aux facteurs extérieurs
cités précédemment et peuvent se déformer, se dissoudre ou se reconstituer en réponse a des stimuli externes.

La plupart des hydrogels sont des hydrogels chimiques car ils sont formés par des liaisons covalentes. C’est
dans le but de former des hydrogels "simplement" que nous allons au cours de cette thése, nous concentrer
sur des hydrogels nanocomposites classés comme des gels physiques qui peuvent subir une transition sol-gel
en réponse a des changements environnementaux tels que le pH, la température ou la force ionique. Lobjectif
de cette approche est de renforcer les propriétés mécaniques des gels (augmenter leur module d’élasticité),
visant ainsi a accroitre leur résistance et leur robustesse tout en diminuant leur vulnérabilité a la fragilité. Il faut
gu’ils puissent subir de grandes déformations sans se fissurer.

1.1.3 Applications des hydrogels

La technologie des hydrogels a progressé dans un grand nombre d’applications industrielles tels que I'agricul-
ture, l'alimentation et les applications biomédicales.

En agriculture, ils jouent le réle de mini réservoir, ils retiennent I'eau lorsqu’il pleut pour pouvoir la libérer
en cas de sécheresse. Les hydrogels superabsorbants (SH) utilisés dans les applications liées a I'agriculture
continuent d’étre un sujet trés important dans les domaines académiques et industriels comme en témoigne
le nombre impressionnant de publications [19, 20, 21]. Les hydrogels superabsorbants sont des polymeres
réticulés capables d’absorber et de retenir d'importantes quantités d’eau, voire des solutions aqueuses, par
rapport & leur propre masse. Les groupes fonctionnels hydrophiles présents dans le réseau des polymeéres su-
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perabsorbants lui permettent d’absorber I'eau jusqu’a (10-1000 g/g), alors que la capacité d’absorption d’eau
des hydrogels courants est de 1 g/g maximum [1]. Une application d’hydrogels superabsorbants pour optimiser
les ressources en eau et réduire la consommation d’eau dans I'horticulture et I'agriculture est présentée dans
la figure 1.1.
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FIGURE 1.1 : Application des polymeres superabsorbants dans I'agriculture. Image tirée de [1].

Lors de I'arrosage de la culture ou pendant la saison des pluies, I'eau est absorbée par les hydrogels secs
et, en cas de besoin, lorsque la culture commence a s’assécher, I'hydrogel gonflé peut commencer a libérer
lentement I'eau par osmose. Losmose est le processus par lequel I'eau migre a travers la structure de I'hy-
drogel vers un milieu extérieur ou la concentration de solutés est plus forte. Divers polysaccharides tels que
la pectine, le chitosane et les hydrogels a base de carboxyméthylcellulose sont utilisés comme amendements
du sol pour améliorer sa rétention d’eau [22]. Romero et al. [23] ont formulé un schéma intelligent autonome
d’hydrogel de copolymére pour l'irrigation agricole et ont réussi a éviter le gaspillage d’eau.

Les hydrogels peuvent également étre utilisés pour des applications de purification de I'eau, par exemple pour
I'élimination des métaux toxiques. Les hydrogels polymeres réticulés comportent des groupes fonctionnels
tels que I'acide carboxylique, 'amine, I'hydroxyle, 'amidoxime, I'acide sulfonique, qui peuvent servir d’agents
chélateurs pour la complexation des ions métalliques. Par exemple, Parvathy et Jyothi [24] ont synthétisé des
hydrogels superabsorbants capables d’éliminer les ions de métaux lourds Cu(ll), Pb(ll) et Zn(ll) par un proces-
sus en deux étapes : polymérisation radicale de 'amidon de manioc avec de I'acrylamide, puis saponification
alcaline.

En alimentaire, les hydrogels sont utilisés dans I'emballage des aliments ou comme vecteurs de compo-
sants bioactifs. Dans les applications d’emballage, les hydrogels peuvent fournir une activité antimicrobienne
et contréler '’humidité générée par les aliments, permettant la formation d’emballages actifs qui améliorent la
qualité et la sécurité des aliments et prolongent leur durée de conservation. Roy et al. [25] ont préparé un
film biodégradable en polyvinylpyrrolidone-carboxyméthylcellulose (PVP-CMC) pour I'emballage de produits
alimentaires qui libérent de I'hnumidité. Le film d’hydrogel va absorber 'humidité libérée et garder I'environne-
ment sec, ce qui va prolonger la durée de conservation des produits.

Gregorova et al. [26] ont également préparé des films d’hydrogel PVP-CMC biodégradables, hygroscopiques,
transparents et flexibles, et ont examiné I'effet hydrothermique sur leurs propriétés mécaniques.

Récemment, les systéemes d’absorption de I'humidité pour les produits alimentaires basés sur des "tampons
absorbants" avec des caractéristiques d’élimination de I'eau ont suscité de l'intérét [27, 28], notamment en
raison de leur potentiel de réduction du risque de contamination microbienne tout en préservant les caracté-
ristiques sensorielles des aliments emballés [29].

Les hydrogels a base de chitosan posseédent aussi des capacités de gonflement, d’absorption et d’enrobage
favorables, qui constituent la base du développement d’'un systéme d’emballage alimentaire. Il existe plusieurs
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autres applications dans le domaine alimentaire illustrées sur la figure 1.2.
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FIGURE 1.2 : Application dans le domaine alimentaire. Image tirée de [2]

Dans le domaine médicale, les hydrogels peuvent imiter les propriétés biologiques, chimiques et physiques
des organes et tissus biologiques en réponse a des changements de température, de champ électrique, de
pH et d’enzymes [30]. Les hydrogels sont également des candidats idéaux pour la préparation de lentilles de
contact en raison de leur bonne stabilité mécanique, de leur perméabilité élevée a I'oxygéne et de leur indice
de réfraction favorable [31]. Pendant les années 1960, Wichterle et Lim réalisent des avancées significatives
dans le domaine des applications ophtalmologiques en développant des matériaux polymeres biocompatibles.
Les principales caractéristiques attendues de ces matériaux étaient d’étre mous et avec une stabilité chimique
et biochimique. En 19583, ils ont entrepris la synthése du premier hydrogel a base de poly(2-hydroxyéthyle
méthacrylate) (HEMA) qui a été développé comme matériau pour lentilles de contact [32].

Outre les tissus biomimétiques [33, 34, 35], les hydrogels sont utilisés comme systémes de libération
contrélée de médicaments [36, 37].

Dans la suite, nous détaillerons trois applications des hydrogels dans le domaine biomédical, a savoir, I'ingé-
nierie tissulaire, le développement des vaccins, et I'administration de médicaments dite "drug delivery".

Les hydrogels dans I'ingénierie tissulaire

Les hydrogels jouent un grand r6le dans le domaine de I'ingénierie tissulaire en offrant une grande polyvalence
pour la création de tissus et d’organes fonctionnels pouvant réparer, régénérer ou remplacer des tissus endom-
magés dans le corps humain. Les hydrogels sont particulierement adaptés a 'ingénierie tissulaire en raison
de leur degré de flexibilité trés similaire aux tissus naturels grace a leurs propriétés mécaniques et élastiques.
Lhydrogel utilisé pour ce genre d'application est appelé "polymer scaffolds" traduit par "échafaudages poly-
mériques”. Les échafaudages polymériques sont des structures tridimensionnelles composées de polymeres
qui sont utilisées comme supports dans l'ingénierie tissulaire [38]. Ces échafaudages servent de matrice ou
de structure de support pour guider la croissance cellulaire et la régénération tissulaire. Les polyméres utili-
sés dans la fabrication des échafaudages peuvent étre naturels ou synthétiques, et ils sont congus pour étre
biocompatibles et capables de se dégrader au fil du temps, permettant ainsi aux tissus de se développer et de
remplacer I'échafaudage. Les polymeéres d’origine naturelle, par exemple ; le collagéne, la gélatine, le hyaluro-
nate, la fibrine, I'alginate, I'agarose et le chitosan présentent souvent une biocompatibilité adéquate aux tissus
cellulaires, tandis que les polymeéres synthétiques, a savoir, I'acide polyacrylique (PAA), le polyéthyléne gly-
col (PEG) peuvent susciter des réactions négatives importantes de la part de I'organisme [39]. Les hydrogels
utilisés comme échafaudages dans le domaine de I'ingénierie tissulaire sont congus de maniére spécifique
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pour favoriser la régénération et la croissance des tissus. lls peuvent avoir une structure poreuse qui per-
met d’accueillir des cellules vivantes, comme des cellules souches ou des cellules spécifiques a un tissu. De
plus, certains hydrogels sont congus pour se dégrader ou se dissoudre progressivement avec le temps. Cette
dégradation contrdlée peut étre déclenchée par des facteurs physiologiques tels que le pH ou les enzymes
présentes dans le corps. Lorsque I'hydrogel se dégrade, il libére des facteurs de croissance stockées en son
sein créant ainsi des pores dans lesquels les cellules vivantes peuvent pénétrer et proliférer [40]. La biocom-
patibilité des hydrogels est un paramétre absolument essentiel dans I'ingénierie tissulaire. Elle concerne la
capacité du matériau a exister dans I'organisme sans endommager les cellules adjacentes, sans provoquer de
cicatrices importantes ou sans susciter une réaction inflammatoire qui peut nuire a la fonction souhaitée.

Les hydrogels dans I'administration de vaccins

Les hydrogels jouent un r6le important dans le domaine des vaccins et notamment pour la fabrication de
vaccins innovants. Le principe d’un vaccin est de stimuler la réponse immunitaire du corps a des agents pa-
thogénes spécifiques pour induire une immunité protectrice contre les maladies [41]. Les hydrogels peuvent
étre utilisés pour améliorer I'efficacité, la stabilité et la délivrance controlée des agents pathogénes. lls peuvent
étre congus pour encapsuler et protéger les antigénes vaccinaux, qui sont les composants responsables de la
stimulation de la réponse immunitaire [42]. Lencapsulation dans les hydrogels aide a protéger les antigenes
contre la dégradation enzymatique et permet une libération contr6lée du vaccin dans I'organisme [43]. En
outre, les hydrogels peuvent contribuer & améliorer la stabilité des vaccins, en particulier ceux qui nécessitent
une chaine du froid pour maintenir leur efficacité.

Les nanoparticules de silice ont attiré I'attention en raison de leur capacité, récemment découverte, a augmen-
ter les réponses immunitaires et a servir d’adjuvant innovant pour les vaccins [44]. Les groupes silanols dans
les nanoparticules de silice sont la clé pour charger d’autres molécules a la surface et a l'intérieur des parti-
cules. Le chargement d’antigenes dans les nanoparticules de silice peut étre réalisé par quatre processus : i)
adsorption a la surface des particules ; ii) conjugaison chimique ; iii) encapsulation ; ou iv) mélange d’antigeénes
et de nanoparticules sans interaction directe entre eux [45]. Mody et al. [46] ont montré I'utilité de I'absorption
de I'antigéne de I'ovoalbumine (OVA) a la surface de la particule de silice dans 'amélioration de la stabilité de
I'antigéne [45]. Neuhaus et al. [47] ont présenté des expériences avec une formulation de I'antigéne recombi-
nant de 'hémagglutinine (HAC1) de la grippe H1N1 dans une suspension de particules de silice.

Ainsi pour des vaccinations orales et intranasales qui exigent une plus grande protection de I'antigéne, I'en-
capsulation de I'antigéne ou son adsorption sur une nanoparticule est préférable [45].

En outre, les nanoparticules de silice peuvent étre revétues d’autres matériaux biocompatibles. Elles peuvent
étre combinées avec d’autres molécules (protéines par exemple) pour former des gels hybrides capables de
délivrer des médicaments [48, 49, 50], que nous allons détailler dans la section suivante.

Les hydrogels dans la libération de substances médicamenteuses "Drug delivery"

Les hydrogels peuvent étre utilisés comme un systeme efficace d’administration de médicaments [51]. Grace
a leur capacité d'absorption d’eau et a leur perméabilité contr6lable, les hydrogels permettent une libération
contrblée et prolongée de substances actives, réduisant ainsi la fréquence des administrations et améliorant
I'efficacité thérapeutique [40].

Les hydrogels peuvent ainsi encapsuler des médicaments [52], des facteurs de croissance [53], des protéines
[54] et d’autres agents thérapeutiques, puis les implanter dans le corps pour une libération ciblée et contr6lée
[55]. lls peuvent étre congus pour permettre une diffusion lente et contrélée des médicaments ce qui maintient
des niveaux thérapeutiques stables sur une période prolongée. Cela améliorera I'efficacité thérapeutique, ré-
duira le nombre d’administrations nécessaires et améliorera le confort du patient [56].

16



Les propriétés des hydrogels, telles que leur perméabilité ou leur porosité [57], peuvent étre ajustées pour
adapter la cinétique de libération des médicaments en fonction des besoins spécifiques. De plus, des stimuli
externes tels que la température [58], le pH, la force ionique [59], I'application d’'un champ magnétique [60]
ou électrique [61], peuvent étre utilisés pour déclencher la libération ciblée des médicaments a partir des hy-
drogels [51]. Les hydrogels peuvent étre administrés dans le corps humain par différentes voies telles que
I'implantation chirurgicale, I'injection locale a I'aiguille, I'injection par voie orale, ou I'administration systémique
par perfusion intraveineuse [62]. En outre, la libération des médicaments a partir des hydrogels dépend du
résultat souhaité et peut étre obtenue par différents mécanismes tels que le gonflement/dégonflement comme
illustré sur la figure 1.3 ou bien la diffusion [38]. Lors de I'imbibition d’'une goutte d’hydrogel, cette derniére va
gonfler. Au cours de ce gonflement, les pores se dilateront, permettant ainsi la libération du principe actif dans
le milieu environnant la bille d’hydrogel.

FIGURE 1.3 : Gonflement d’'un hydrogel chargé de substances actives (médicaments) en réponse au processus d’iimbibi-
tion. Les lignes rouges et vertes indiquent la structure matricielle de I'hydrogel, les points jaunes représentent le principe
actif.

Plusieurs approches ont été développées pour produire des systéemes de transport de médicaments innovants
qui encapsulent les médicaments et les délivrent a un endroit spécifique avec une libération contr6lée en fonc-
tion de facteurs environnementaux tels que la température, le pH, la lumiére, la force ionique et les champs
électriques [63, 64]. La température et le pH sont les facteurs les plus courant [65].

Les hydrogels utilisés pour I'administration de médicaments sont généralement formés a I'extérieur du corps
et imprégnés de médicaments avant que le complexe hydrogel-médicament ne soit placé dans le corps. La
teneur élevée en eau de la plupart des hydrogels entraine généralement une libération relativement rapide
des médicaments de la matrice du gel sur une période de quelques heures ou de quelques jours [66] (a titre
d’exemple, le coefficient de diffusion est de I'ordre de 10~7 mm?/s pour une administration oculaire prolongée
du médicament "kétotifene", a partir d’'un hydrogel chargé de nanoparticules de silice [67]).

La durée de libération peut étre contrélée par la porosité du gel. Quelque soit le type de gel utilisé, le méca-
nisme de libération de principe actif résulte de trois mécanismes principaux, a savoir, la diffusion du médica-
ment, le gonflement de la matrice de I'hydrogel et la réactivité chimique du médicament et de la matrice du

gel.

1.1.4 Problématique de ces systemes

Lutilisation des hydrogels en tant que systémes de libération de substances actives ou adjuvants présentent
certains inconvénients potentiels. Dans cette section, nous aborderons les problématiques liées aux hydrogels
dans ces deux applications et présenterons notre approche pour les résoudre dans la section suivante.

Pour les applications d’administration de médicaments, les hydrogels doivent présenter des propriétés méca-
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niques spécifiques : ils doivent se déformer de maniére réversible et subir différents cycles de déformation par
gonflement ou rétraction. De plus, ils doivent présenter une grande résistance a la fissuration. Chacun de ces
problémes limite considérablement I'utilisation pratique des thérapies d’administration de médicaments a base
d’hydrogel dans les applications biomédicales.

Afin d’améliorer les propriétés mécaniques des gels, plusieurs stratégies ont été proposées : par exemple,
la réduction des hétérogénéités dans le réseau réduit les centres de nucléation des fissures et améliore la
dissipation d’énergie pendant la propagation des fissures [68, 69].

Pour les applications des vaccins administrés par voie orale, les nanoparticules vont servir de plateformes de
délivrance pour les antigénes protéiques, offrant une protection contre la dégradation, contrélant la libération
et stabilisant le vaccin [45]. Toutefois, le mélange de nanoparticules et des protéines n’est pas encore bien
maitrisé.

Stratégies d’amélioration des propriétés mécaniques des gels

Pour résumé, il existe trois méthodes pour renforcer les propriétés mécaniques d’un gel en augmentant son
module d’élasticité et sa résistance a la compression ou déformation.

La technique "double réseau" qui consiste a mélanger deux ou plusieurs réseaux polymériques distincts,
'un au moins étant fortement réticulé. Le premier réseau est généralement faible et déformable, tandis que
l'autre est fort et rigide. Cette combinaison permet d’obtenir un matériau avec une résistance et une élas-
ticité remarquables dépassant celles des gels traditionnels a simple réseau. Haque et al. [3] ont développé
un double réseau a partir de la combinaison de deux réseaux aux structures contrastées. Le premier réseau
fragile sert de liaisons sacrificielles, qui se brisent en petits groupes pour disperser efficacement la contrainte
autour de la pointe de la fissure dans la zone d’endommagement environnante, tandis que les secondes
chaines polyméres ductiles agissent comme des longueurs cachées, qui s’étendent largement pour soutenir
une déformation importante. Les polymeres sont généralement synthétisés par un processus de polymérisa-
tion radicalaire dans lequel le deuxiéme réseau de polymeres neutres est incorporé dans le premier réseau. |l
a été démontré que les propriétés mécaniques du double réseau sont bien meilleures que celles des systémes
individuels. Le module élastique passe de 1-30 GPa pour les polyméres individuels a 480 GPa dans le cas du
double réseau [3] (voir figure 1.4).
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FIGURE 1.4 : (a) Courbes contrainte-déformation du double réseau et des réseaux de polymeéres individuels [3]. (b) Struc-
ture schématique du double réseau.
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Une autre technique consiste a fabriquer des gels nanocomposites ou hybrides (mélanges de nanopar-
ticules et de polymeéres) qui représentent une autre famille d’hydrogels dotés d’excellentes propriétés méca-
niques. Ces gels peuvent étre définis comme des réseaux de polyméres réticulés gonflés d’eau en présence de
nanoparticules. Les nanoparticules peuvent soit réticuler I'hydrogel, soit adsorber des chaines de polymeres
en étant simplement piégées dans le réseau d’hydrogel comme présenté sur la figure 1.5. Les nanoparticules
incorporées peuvent conférer aux gels de nouvelles propriétés, telles que la résistance mécanique, une grande
déformabilité et des taux de gonflement/dégonflement élevés, sans modifier la structure du réseau de poly-
mere [70]. Les hydrogels PDMA (poly(N,N-dimethylacrylamide))/silice rapportés par Carlsson et al. [71] ont
montré une augmentation des propriétés mécaniques. Les particules de silice se sont comportées comme des
charges adhésives et ont fortement intéragi avec les chaines de PDMA, ces interactions étant responsables
du renforcement du réseau d’hydrogel.

Polymere absorbé
a la nanoparticule

Matrice de polymére
enchevétré
Réticulation chimique

FIGURE 1.5 : Représentation schématique de la structure des gels hybrides avec des nanoparticules recouvertes d’'une
couche de polymere.

La derniére technique concerne les gels colloidaux et/ou hybrides et propose le renforcement du gel par
I'ajout de macromolécules, par exemple des protéines, pour améliorer ses propriétés mécaniques. Les pro-
téines sont des molécules qui peuvent interagir avec les composants du gel et influencer sa structure et ses
propriétés. Zhou et al. [72] ont développé des hydrogels hybrides de gélatine qui incorporent des nanopar-
ticules mésoporeuses de verre bioactif pour la régénération osseuse. lls ont déduit que l'incorporation des
nanoparticules a accéléré la gélification et augmenté de maniére significative les propriétés mécaniques en
termes d’amélioration du module de stockage et de la résistance a la compression. D’autre part, les gels
colloidaux offrent 'avantage de permettre un contrdle précis des paramétres clés du matériau final, tels que
la porosité, la perméabilité et les propriétés mécaniques. Ces paramétres peuvent étre modulés en ajustant
des facteurs tels que la taille des nanoparticules et le type d’interactions entre les nanoparticules. C’est cette
derniére technique que I'on aborde dans cette thése.

1.1.5 Objectif de la these

Notre objectif est de fabriquer et de caractériser a différentes échelles des hydrogels hybrides pour lesquels
il est possible de contréler et notamment renforcer les propriétés mécaniques. Avant de mélanger des nano-
particules et des macromolécules pour former le gel hybride, nous commencerons par étudier un gel constitué
uniquement de nanoparticules. Nous étudierons en détail les processus de formation des hydrogels colloidaux,
en nous concentrant sur la maniére dont les interactions entre les nanoparticules influencent leur agrégation et
donc la structure finale de I’hydrogel. Le premier objectif, est de concevoir des hydrogels qui peuvent subir de
grandes déformations sans se rompre. Pour cela, un des moyens est de contrbler les propriétés mécaniques
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des gels colloidaux (élasticité, contrainte mécanique et perméabilité) en manipulant les paramétres clés tels
que l'agrégation des nanoparticules, la taille des particules, la nature des interactions interparticulaires, ainsi
que les conditions de gélification afin de renforcer la structure de '’hydrogel étudié.

Dans un second temps et, afin de se rapprocher des applications biomédicales, des protéines seront in-
troduites dans les hydrogels colloidaux. Lintroduction de protéines dans ces hydrogels vise a combiner les
avantages des nanoparticules de silice avec les propriétés fonctionnelles des protéines. Le but est de dévelop-
per des hydrogels a base de nanoparticules de silice capables de délivrer efficacement des protéines dans des
applications biomédicales spécifiques. Cela implique I'optimisation des formulations nanoparticules-protéines,
la caractérisation approfondie des interactions entre les nanoparticules et les protéines, ainsi que I'évaluation
de l'efficacité et de la biocompatibilité de ces systémes.

En résumé, nous allons nous concentrer sur |a fabrication de deux types d’hydrogels, les hydrogels de silice
dans un premier temps, et les hydrogels hybrides constitués de nanoparticules de silice auquel on y ajoute des
protéines dans le but de renforcer les propriétés mécaniques du gel de silice formé précédemment et pour se
rapprocher des applications biomédicales, a savoir la libération de substances actives et 'administration des
vaccins par voie orale.

1.2 Systémes modeéles utilisés

1.2.1 Suspension aqueuse de silice pour former un gel colloidal

Ces dernieres années, les applications des nanoparticules de silice se sont multipliées, elles ont été largement
utilisées en raison de leurs avantages dans plusieurs domaines. En agriculture, les nanoparticules de silice ont
des caractéristiques physiologiques distinctives qui leur permettent de pénétrer dans les plantes et d’influencer
leurs activités métaboliques [73]. Il a été observé dans le secteur agricole que les nanoparticules de silice
étaient appliquées comme une arme contre la toxicité des métaux lourds [74]. Dans l'industrie alimentaire, la
silice a été utilisée pour clarifier les biéres et les vins et aussi comme agent anti-agglomérant pour maintenir
les propriétés d’écoulement dans les produits en poudre [75, 76]. Finalement, la silice suscite de grandes
attentes dans le domaine biomédical grace a sa faible toxicité, plus particulierement, dans I'administration de
médicaments, la silice a été utilisée en tant que nanoporteur pour I'administration de médicaments. Lintérét de
I'utilisation des nanoparticules de silice réside dans leur biocompatibilité, leur biodégradabilité [77]. De plus, le
prix de la silice reste modéré, ce qui facilite sa disponibilité.

La silice et ses groupements

Une présentation schématique d’'une nanoparticule de silice et ses groupes fonctionnels est présentée sur la
figure 1.6.
On retrouve deux groupes : les silanols "Si-OH" et des ponts siloxanes Si-O-Si sur la surface des nanoparti-
cules de silice en milieu neutre.
Les groupements silanols conditionnent la réactivité de la silice, ils se divisent en trois groupes [78] :

-Les groupements silanols vicinaux (Q) ou deux fonctions hydroxyles (-OH) sont suffisamment proches
pour interagir par liaison hydrogéne.

-Les groupements silanols géminés (Q?) ol deux fonctions hydroxyles sont liées a I'atome de silicium et
sont trop éloignées pour établir entre eux une liaison hydrogene.

-Les groupements silanols isolés (Q3) ou I'atome de silicium forme trois liaisons covalentes avec des
atomes "probablement de I'oxygéne" et une quatriéme liaison avec un hydroxyle de surface.
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Milieu acide Milieu neutre Milieu basique
«schématisation marginale»

FIGURE 1.6 : Présentation des différents types de groupes silanols et de ponts siloxanes a la surface d’'une nanoparticule
de silice en milieu neutre, acide et basique : (Q) silanol vicinal, (Q?) silanol géminé et (Q?) silanol isolé ; (Q*) pont siloxane
de surface.

Les groupements silanols isolés et géminés sont les plus présents en surface de la silice et sont responsables
de la forte réactivité de la silice [79]. Les groupements silanols contribuent a I'hydrophilie des nanoparticules
et les ponts siloxane apportent de I'hydrophobicité [80].

Physico-chimie de la silice

Comme nous avons vu sur la figure 1.6, la surface des particules de silice est recouverte de groupement
silanol Si-OH. Ces groupements peuvent se comporter comme une base ou un acide selon la valeur du pH. |l
en résulte, les deux réactions suivantes :

En milieu acide SiOH + H" — SiO" 4 Hy pKa = —-2.72 (1.1)

En milieu basique SiOH + OH™ — SiO~ + H20 pKa=6.18 (1.2)

Ainsi en milieu basique, une partie des groupes silanols se transforme en groupes silanolates SiO—. La réaction
entre ces deux groupements conduit a la formation des ponts siloxanes Si-O-Si selon la réaction suivante :

SiOH + SO~ — Si—-0-Si + OH (1.3)

Une fois que la solution est synthétisée, elle comprend des molécules chargées négativement (voir figure 1.6,
milieu basique), toutefois, la présence de contre-ions en solution permet de stabiliser la dispersion. En raison
de la répulsion électrostatique, la solution reste stable longtemps (durée de vie de la solution commerciale :
plusieurs années). Le pH de notre solution est d’environ 9, ce qui signifie qu’il reste systématiquement supé-
rieur au pKa. En conséquence, les particules seront chargées négativement dans notre solution.

Les nanoparticules de silice existent dans une gamme variée de tailles, s’étendant de 1 nm a quelques cen-
taines de nanométres. Etant considérée comme une nanoparticule, la silice présente des dimensions tou-
jours inférieures au micrometre, la classant ainsi comme une particule colloidale. Les nanoparticules de silice
peuvent contenir des impuretés en raison du processus de fabrication et des conditions environnementales.
De plus, la surface réelle de la silice peut différer de la surface géométrique en raison de divers facteurs tels
que la rugosité et les groupes fonctionnels présents a la surface. Ces caractéristiques de surface peuvent
influencer les propriétés chimiques et physiques des nanoparticules de silice, jouant un réle crucial dans leur
comportement en solution et dans les interactions avec d’autres substances.
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Colloides et stabilité colloidale

Lorsque la silice est dissoute dans de I'eau a un pH basique, une suspension colloidale est obtenue, com-
posée de particules supposées sphériques portant une charge négative. La spécificité d’'une telle suspension
est son rapport surface des particules sur volume de la suspension qui peut étre trés grand (é:% avec ¢ la
fraction volumique en particule et d,,, le diameétre de la particule). En effet, prenons I'exemple de particules
d'un diamétre de 10 nm, présentes a une fraction volumique de 5% dans un litre de solution, la surface des
particules dans ce cas est de 3 10* m2. Ainsi, ces systémes colloidaux se distinguent par les caractéristiques
de leurs interfaces et les interactions qui en découlent.

Les forces d’interactions colloidales sont principalement de deux types :

-les forces attractives de van der Waals;

-les forces répulsives électrostatiques lorsque les particules sont chargées.

La théorie DLVO (Derjaguin-Landau-Verwey-Overbeek 1948) est une théorie simplifiée a deux corps qui
décrit le potentiel d’interaction entre deux particules colloidales chargées dans une solution diluée. Le potentiel
d’interaction est décrit comme étant la somme du potentiel d’interaction de van der Waals W, 4 et le potentiel
électrostatique ..

Les interactions de van der Waals sont attractives et conduisent a une énergie d’interaction entre deux spheres
de méme nature, de rayon R, et de distance d, défini comme [81] :
—-A 2R 2R? d* — 4R

Woaw = —( + —5> +log( 2

6 (@4 TP ) 1.4

ou A est la constante de Hamaker qui représente 'amplitude des interactions de van der Waals. Dans le cas
de la silice dans de I'eau A=0.83 10—2° J. Cette interaction agit & courte portée a des distances < 50 nm.

Lorsque les particules sont chargées, elles générent un potentiel répulsif noté W,. Ces particules pos-
sédent des charges en surface, tandis que la solution contient également des contre-ions (la solution reste
globalement neutre). Les charges de surface plus les ions en solution vont générer un potentiel électrique de
surface 9. Dans nos expériences, on pourra jouer sur la concentration des ions en solution en ajoutant du
NaCl a la solution. Les ions Na* et Cl~ se répartissent autour des nanoparticules de silice chargées néga-
tivement selon une distribution de Boltzmann formant une double couche diffuse (voir figure 1.7). Lexistence
des charges de surface va modifier la répartition des ions dans le milieu qui entourent la particule. En effet, il y
aura plus d’ions chargés positivement prés de la surface de la particule que d’'ions chargés négativement car
ces derniers sont repoussés par les charges négatives de la surface.

Le calcul du potentiel électrostatique (r), a une distance r de la particule, en tout point de la solution se fait
en résolvant 'équation de Poisson-Boltzmann :

o qz’(/}('r’)

() (1.5)

d2 s i 4illico
dqﬁé) = _Z’ qgn exp

ou I'on somme sur tous les ions présents dans la solution et avec e=¢,.¢q sont respectivement la constante
diélectrique de l'eau et la permittivité du vide, n;., est la densité volumique de I'espéce i loin de la surface
(nombre d’ions/m?3), ¢; est la charge de I'espéce i avec ¢;=z;e avec e, la charge de I'électron et z;, la valence
des charges positifs ou négatifs, kg la constante de boltzmann et T la température.
La résolution approchée de I'équation de Poisson Boltzmann (approximation de Debye-Hiickel) donne un po-
tentiel électrostatique qui décroit exponentiellement avec r et au dela de la double couche, le potentiel d’inter-
action s’écrit :

W, = Ceap(——) (1.6)

AD
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avec C, une constante et \p représente la longueur caractéristique de Debye, au-dela de laquelle le potentiel
électrostatique devient faible et quantifie I'ordre de grandeur de I'épaisseur de la double couche diffuse. Cette
longueur est définie par la relation suivante :

)\2 €k‘BT

DRI 47

Si on veut exprimer cette longueur de Debye en fonction de la concentration en espéces ioniques C (en
moles.I~!= concentration en NaCl dans notre cas), alors n,=103N,C; avec N4, le nombre d’Avogadro.
Pour les ions monovalents d’un sel, nous avons zy,+=+1 et z¢;-=-1 et la longueur de Debye peut étre exprimée

comme suit :
2 EkBT

A = .
D7 103e2N 4 > 220

(1.8)

La force ionique est défini par : I=1 3=, 22C;, de sorte que :

Ek‘BT 0.3
S - Ap x —2 1.9
AD =\ S0 nar Y X UE (1.9)

La valeur 0.3 provient du calcul des parameétres mentionnés dans I'équation de A\p et C=I=concentration en
sel. Cette expression montre que plus la force ionique augmente plus la longueur de Debye diminue.

Les contre-ions Na™t, de charge opposée a celle de la surface de la silice, se localisent a proximité de cette
surface (figure 1.7). La distribution des contre-ions au voisinage d’une surface chargée peut étre décrite a l'aide
de la théorie de Stern-Gouy-Chapman dans laquelle le potentiel a la surface chute a travers deux couches :
une couche interne compacte (v, potentiel de stern) et une couche externe diffuse (=double couche diffuse
dont le potentiel est représenté par le potentiel zéta v¢) (voir figure 1.7).

FIGURE 1.7 : Représentation schématique de la répartition des charges autour de la particule chargée et du potentiel
électrique induit par les charges en solution en fonction de la distance particule-surface [4].
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Le potentiel & la surface est souvent assimilé au potentiel z&ta 1. La valeur du potentiel zéta ¢ d’'une par-
ticule est obtenue expérimentalement par mesure de la mobilité électrophorétique de la particule en utilisant
I'électrophorése Doppler au laser. Le potentiel zéta ¢, de la silice varie en fonction du pH. Plus le pH est grand
plus le potentiel zéta en valeur absolue (dissociation des charges) est élevé [82] (voir figure 1.8). Le potentiel
zéta a été mesuré pour nos solutions de Ludox TM50 a un pH de 9 et est d’environ -30 mV.

FIGURE 1.8 : Potentiel zéta des nanoparticules de silice de taille d=10 nm a différents pH. Le potentiel zéta est déterminé
par la mobilité électrophorétique. Image tirée de [5].

Un autre paramétre important est la charge surfacique de la silice o. Nous pouvons relier le potentiel de la
surface v, a la densité de charge de surface avec la relation suivante :

_ o

= (1.10)
Dans le cas des particules de silice en solution aqueuse a un pH de 9, la densité de charge est de 0.5
charge/nm? (ller,1979).

La théorie DLVO suppose donc que I'on peut sommer les deux potentiels d’interactions attractif et répulsif.
Wtot = WvdW+We (111)

Ce potentiel est représenté a la figure 1.9, a. Le potentiel entre deux particules posséde deux minima séparés
par une barriére de potentiel ATV. On distingue le minimum primaire correspondant au cas ou les particules
sont au contact. Le passage a ce minimum primaire nécessite de franchir, via I'agitation thermique, la bar-
riere de potentiel. La hauteur de cette barriere de potentiel est donc cruciale pour la stabilité de la suspension
(particules non agrégées), elle peut étre modifiée en changeant les hauteurs des deux courbes attractives et
répulsives, et donc en changeant la force ionique par exemple.

Plus la force ionique est élevée, plus la longueur de Debye diminue, plus la contribution de I'énergie répulsive
diminue, ainsi la hauteur de la barriére de potentiel diminue (voir figure 1.9, b), jusqu’a ce que les particules
"tombent" dans le minimum primaire et ainsi s’agrégent. La suspension est dite instable, des agrégats se
forment jusqu’a envahir intégralement le systéme et former un gel colloidal (voir figure 1.10). Ainsi donc par
ajout d’especes ioniques, il est possible de former un gel en forgant I'agrégation des particules.

Dans toute cette thése, nous utiliserons une suspension de silice commerciale de chez Sigma Aldrich
dont les caractéristiques sont reportées dans la table 1.1. Il s’agit de Ludox TM50 de 23 nm de diamétre.

Le fabriquant nous fournit une masse volumique de 1.4 g.cm~3 et 50% en concentration massique. De ces
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FIGURE 1.9 : (a) Profil du potentiel d’interaction global entre deux particules colloidales en fonction de la distance r selon
la théorie DLVO. (b) Variation du potentiel d’interaction global en fonction de la concentration en sel dans une solution de
particules chargées.

FIGURE 1.10 : Simulation avec des sphéres chargées, trois cas sont distingués : a gauche (particules colloidales disper-
sées), au milieu (formation d’agrégats), a droite (réseau interconnecté). Simulation de L. Pauchard non publiée.

informations, on en déduit la fraction volumique en particules de silice :

b= b Psolution (1.12)
Pparticule

avec psotution = (1 — @)Peau + GPparticute ; OU pPsotution €St 1a masse volumique de la solution de silice Ludox,
Pparticule €St 12 Masse volumique de la silice et ¢, est la fraction massique de la solution égale a 0.5. Dans
notre cas, on obtient pour les Ludox TM50 une fraction volumique ¢=30%.
Un spectrométre de masse a plasma a couplage inductif a été utilisé pour quantifier et identifier les différents
composés et impuretés chimiques qui se trouvent dans la solution commerciale de silice. Lappareil utilisé est
un iCAP Q-ThermoElectron. Nous avons d’abord dilué la solution par 100 avec de I'acide nitrique a 2% avant
de la passer dans le spectrométre de masse. La mesure quantitative nous a permis de déterminer les concen-
trations des différents composés qui constituent la solution commerciale de la silice (voir tableau 1.2).

Nous avons procédé a des dialyses afin d’essayer de purifier la solution sur plusieurs journées et reproduit les
mesures de spectrométrie de masse sur la solution de silice dialysée. Nous avons observé qu’avec la dialyse,
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Caractéristique Silice Ludox TM50
Diamétre d, 23 nm

Fraction volumique calculée ¢ 30%

pH 9

Forme Sphérique
Distribution de taille Polydisperse avec un indice 0.2
Fonction de surface Silanol
Description Colloidal
Suspension Liquide visqueux
Superficie ~ 140 m% g7 !
Masse volumique de la particule 1.49.l71a25C
Potentiel zéta a pH=9.4 a T,.npiante | -38 MV [83]

TABLE 1.1 : Caractéristiques de la solution commerciale de nanoparticule de silice LUDOX TM50.

Composé Concentration (g.I" 1)
Si 170

Na 2

Al 0.1

Zr 0.03

Fe 0.02

Ca 0.04

TABLE 1.2 : Concentration des différents especes qui composent la solution commerciale de silice LUDOX TM50.

il n’y avait pas de forte diminution dans la quantité des composés détectés, seulement de trés légeres baisses
en concentration ont été identifiées. C’est la raison pour laquelle nous avons décidé pour tout le reste de nos
expériences d'utiliser directement la solution commerciale de |a silice telle quelle, ce qui va nous permettre de
gagner du temps en raison du processus long de la dialyse.

La fraction volumique de la suspension de TM50 de départ est de 30% (¢=0.3). En ajoutant un volume
d’eau salée, V5, nous obtenons une fraction volumique finale en particules ¢ plus faible :

_ Vp
B VS + Vd

10) (1.13)

avec V), le volume des particules et V;, le volume de la suspension. La fraction volumique de la suspension

de silice dans le mélange sera toujours fixée a ¢=15% pour les gels de silice (dispersion+eau salée) et les
biohydrogels (dispersion+eau salée+protéine).

1.2.2 Formation d’un gel - transition sol-gel

La suspension de nanoparticules (NP) passe de I'état liquide a solide de deux facons différentes, les deux
pouvant étre concomitantes : par séchage et/ou par modification des interactions (ajout d’espéces ioniques).

-Le séchage

Le séchage de dispersions de nanoparticules, a été largement étudié autant d’un point de vue théorique
qu’expérimental.

D’un point de vue théorique, le processus de séchage de suspensions colloidales a été décrit notamment
dans l'ouvrage de Brinker et Sherer et al. [16] et dans de nombreuses études. Nous pouvons citer en parti-
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culier les travaux de Pauchard et al. [68, 84, 85], Trompette et al. [86], Routh et al. [87, 88] et Goehring et al.
[68, 89]).

Brinker et Scherer [90] décrivent la succession de trois régimes qui caractérisent la cinétiqgue du séchage d’une
dispersion colloidale. Ces régimes sont illustrés sur la figure 1.11.

-Le premier régime est appelé régime a vitesse d’'évaporation constante, CRP pour "Constant Rate Per-
iod". La vitesse d’évaporation Vg du solvant est constante et dépend de I’humidité et de la température en-
vironnante. Les particules qui constituent la phase dispersée, n’influencent pas la vitesse d’évaporation et la
suspension se comportera comme de I'eau pure (voir figure 1.11, a). Dans ce régime, I'évaporation de la phase
liquide augmente la concentration de la suspension. En effet, la perte du solvant induit une augmentation de la
fraction volumique en particules solides, ce qui rapproche les particules solides les unes des autres et marque
I'apparition des ménisques eau/air et le début de formation d’un gel (voir figure 1.11, b).

FIGURE 1.11 : (1) (a) Phase liquide : I'évaporation va réduire le volume du solvant et rapprocher les particules les unes des
autres. (b) Début de gélification : les particules se collent et commencent a former un réseau solide. Linterface air-liquide
s’enfonce dans la couche et les pores se vident en eau progressivement. Les ménisques air/liquide pénétrent a l'intérieur
de la couche. (c) Phase solide compacte : on obtient un réseau solide compacte. (2) Schéma présentant I'évolution de
la pression de liquide dans les pores et les forces de compression et d’adhésion dans le régime FRP (3) Evolution de la
masse adimensionnée par la masse initiale mﬂu au cours du temps d’'une suspension de silice Ludox TM50 a une fraction
volumique $=15% mélangée & une solution saline ayant une force ionique égale & 0.35 mol.I"*. Variation du gradient de
la masse proportionnel a la vitesse d’évaporation Vg au cours du temps. Conditions de séchage : température=20 C,

humidité=60%, vitesse de séchage « 10° m.s™'.
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-Le second régime est appelé régime a vitesse d’évaporation décroissante (FRP) pour "Falling Rate Period", la
vitesse d’évaporation Vx du solvant diminue progressivement avec le temps d’évaporation. La masse continue
de diminuer. Les particules colloidales entrent en contact les unes avec les autres et forment un réseau solide
et cohésif. Avec I'évolution de I'évaporation, I'interface air-solvant entre en contact avec les particules solides
en faisant pénétrer progressivement le ménisque solvant/air dans le milieu poreux et le rayon de courbure R,
des ménisques devient de plus en plus grand.

La pression du liquide dans les ménisques P, est reliée au rayon de courbure du ménisque par la loi de
Laplace [16] :

Prap = aRlc (1.14)
avec v, la tension superficielle pour l'interface air/eau; R, le rayon de courbure des ménisques; a, un para-
métre géométrique (a<10 [90]). Pour des particules nanométriques, ces pressions peuvent atteindre 107 Pa.
Dans cette seconde phase du séchage, un film liquide continu subsiste toujours dans les pores, accompagné
d'un gradient de pression de liquide au sein de ces pores (voir zoom figure 1.11). Ce gradient de pression
liquide est donné par I'équation de la poroélasticité [84] :

op(z,t) 5%p

D, est la diffusivité et égale a Dp=% avec « la perméabilité de la matrice poreuse, E le module élastique du
systeme et 7 la viscosité dynamique du solvant. Cette diffusivité prend en compte a la fois I'écoulement du
solvant dans le milieu poreux et les déformations de la matrice solide élastique. La prise en compte de ces
deux aspects, a savoir I'écoulement du fluide et la déformation du réseau solide, constitue la base de la théorie

de la poroélasticité développée par Biot en 1941 [91].

La condition limite a I'interface avec I'air est donnée alors par la loi de Darcy :

)

5£|Z:h — Iy, (1.16)
z K

avec h la hauteur du film.

Sion suppose qu’'a t=0, la pression est la méme partout et égale a py(=pression atmosphérique), soit p(z,t=0)=py.

On en déduit la contrainte dans le plan du film ¢, 4 :

oro(z,t) = po — p(z,1t) (1.17)

avec r, 6 les coordonnés polaires avec comme origine le centre de la couche. En moyenne sur I'épaisseur du
film, on peut dire que o(t), la contrainte moyenne dans la couche est égale a :

o (1) :sz% (1.18)
avec tg, le temps de séchage.
Pendant le séchage, comme illustré sur le zoom de la figure 1.11, la compression du film se produit en surface,
cependant, au niveau du substrat, en raison de I'adhésion, la compression n’est pas possible. Cela engendre
des contraintes qui peuvent étre relaxées par la formation de fissures lorsque ces contraintes dépassent la

cohésion du matériau.

-Le dernier régime est appelé régime de taux pendulaire (PRP) pour "Pendular Rate Period". Dans ce ré-
gime, il existe des poches de liquide isolées, les pores se vident de toute I'eau et la vitesse d’évaporation ainsi
que la masse restent constantes.

28



Lors du séchage, la dispersion colloidale en solution passe d’un état ou les particules sont distantes les unes
des autres de part la répulsion électrostatique, a un état ou les particules vont se rapprocher car la répulsion
n’est plus suffisante pour compenser la pression capillaire. Les particules vont former un gel présentant un ré-
seau solide continu de particules de silice, et une phase résiduelle liquide qui reste emprisonnée a l'intérieur.
Il s’agit de la transition sol-gel.

D’un point de vue expérimental, différents travaux ont traité du séchage de suspensions colloidales et no-
tamment de silice dans diverses géométries : plan (cas des films) [92, 93, 94], en gouttes sessiles [84, 95, 96,
], en milieu confiné (gouttes 2D) [98], ou encore lors de I'enrobage de fibres (films sur surface courbée) [99].
La spécificité de la goutte par rapport aux films plans est qu’elle présente des variations notables d’épaisseurs
entre les bords et le centre.
Les instabilités mécaniques et notamment des figures de fractures ont été étudiées en fonction de différents
parameétres comme la vitesse de séchage, I'adhésion avec le support, la taille des particules, la fraction volu-
mique en particules, la nature du solvant et le type de particules [100, , , , , 85].

Les morphologies de fractures ont été reliées aux propriétés mécaniques [105, ] des systemes qui ont
pu étre déterminées notamment par des mesures de nano-indentation [106, , I

D’autres études se sont focalisées sur la formation d’'une peau solide a I'interface avec I'air. Un nombre
sans dimension va permettre de prédire la formation ou non de cette peau. C’est le nombre de Peclet qui
compare deux temps, le temps d’advection ¢,4, des particules colloidales au temps de diffusion ¢4 avec la

relation :
_taigs _ h*/D _ Vgh

P, = = 1.19
tadqv  h/VE D ( )
avec D le coefficient de diffusion des particules (Stokes-Einstein) défini par :
kT
_ 1.2
6kt (1.20)

avec kg, la constante de Boltzmann et T, la température.

Ainsi si Pe > > 1, cela signifie que le temps d’advection des particules par le solvant est beaucoup plus court
que le temps de diffusion. Dans ce cas, les particules sont transportées rapidement par I'écoulement du sol-
vant et ont moins de temps pour diffuser dans la dispersion. Par conséquent, les particules ont tendance a
s’accumuler a la surface d’évaporation, ce qui peut conduire a la formation d’'une peau solide a linterface
dispersion/air. Si Pe < < 1, c’est l'inverse. Le temps de diffusion des particules devient significativement plus
court que le temps d’advection par le solvant. Les particules ont alors suffisamment de temps pour diffuser
uniformément dans le film ou la goutte, ce qui évite la formation d’'une accumulation significative a la surface
d’évaporation. Lorsque cette peau se forme, sous I'effet des contraintes de séchage, elle peut flamber et des
plis de surface, des rides ou des déformations peuvent apparaitre [109, 95, , ]-

-Modification des interactions

La formation d’un gel par modification des interactions entre les particules peut potentiellement se produire
sans nécessiter un processus de séchage. Cependant, dans le cadre de cette étude, j’ai choisi de prendre en
compte le séchage comme un paramétre supplémentaire pour explorer les effets combinés de la modification
des interactions et du processus de séchage sur la structure et les propriétés des gels.

Ainsi, un autre mécanisme physique peut permettre de transiter vers I'état gel : par modification des interac-
tions entre nanoparticules. Initialement, ces interactions sont répulsives, ce qui maintient les particules unifor-
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mément réparties dans la solution. Lajout d’especes ioniques peut induire des interactions attractives entre
les particules, conduisant a la formation d’agrégats et finalement par la croissance de ces agrégats, un gel se
forme.

Plusieurs études se sont intéressées a l'effet de I'ajout d’espéces ioniques a une suspension de silice. Ces
recherches se sont penchées sur l'influence de la force ionique sur les propriétés mécaniques du systeme,
ainsi que sur la structure finale du gel, incluant la taille des agrégats et des pores.

Notamment, il a été observé qu’'une augmentation de la force ionique, a séchage contr6lé peut provoquer une
diminution du module élastique, accompagnée de la formation d’une structure fractale moins dense et une
augmentation de la taille des pores. Une loi d’échelle est proposée pour relier le module élastique a la taille
des pores [111]. Ces résultats confirment d’autres résultats expérimentaux obtenus sur des solutions d’Aga-
rose [112]. Par contre, pour de trés faibles forces ioniques (1<0.12 mol.I=!), I'ajout d’espéces ioniques peut au
contraire rigidifier le systéeme (module d’Young plus grand) [108].

Les modifications des propriétés mécaniques sont directement liées a I'apparition d’instabilités méca-
niques. Ainsi, toujours a vitesse de séchage contrblée, les morphologies de fractures dans une goutte sessile
sont modifiées avec I'ajout d’espéces ioniques [113].

Dans tous les cas a I'’échelle macroscopique, la gélification induite par I'ajout d’espéeces ioniques va modifier
les propriétés mécaniques du matériau par rapport a un matériau solidifié uniguement par séchage et cela
impacte I'apparition et les morphologies des motifs d’instabilités.

A I'échelle de la particule, des études ont été menées afin de comprendre les changements structuraux
provoqués par I'ajout d’especes ioniques. Notamment, la nature de I'ion ajouté joue sur la cinétique d’agré-
gation et sur la structure des agrégats [86]. Précisément, en ajoutant des ions ammonium a une surface de
silice chargée négativement a une concentration de 0.45 mol.I=! supérieure a la concentration critique de coa-
gulation (0.34 mol.I"1), la gélification se produit rapidement et selon un processus DLCA (agrégation limitée
par la diffusion) avec une dimension fractale égale a 1.5. Par contre, avec I'ajout d’ions sodium, les temps de
gélification sont plus lents comparés aux ions ammonium et le réseau fractal est formé suivant un processus
RLCA (agrégation limitée par la réaction) qui conduit & des systéemes plus denses et & une dimension fractale
égale a 2.1.

Toutefois dans une autre étude avec des sels de KCl et NaCl, les gels finaux sont trés similaires en termes
de structures et de propriétés mécaniques [114]. Les facteurs de structure déduits des expériences de dif-
fusion de rayons X sont tous similaires quelque soit le type d’ions, ce qui indique que le type de processus
d’agrégation n’a pratiguement pas d’'impact sur les propriétés macroscopiques finales du matériaux.
Finalement, il apparait dans toutes ces études, que deux parametres vont déterminer les propriétés méca-
niques finales d’'un gel a savoir le temps de séchage et la force ionique et que la structure interne en dépendra.
Faire le lien entre propriété macroscopique et propriété a I'échelle de la particule nanométrique, en fonction
des valeurs des deux parametres (temps de séchage et temps de gélification) est ainsi un des objectifs de la
thése.

1.2.2.1 Processus de gélification d’'une suspension colloidale

La gélification peut étre considérée comme une transition de connectivité et décrite par un modele percolant
au niveau des liaisons. C’est un processus au cours duquel une solution se transforme en gel. Pour les gels
de nanoparticules de silice, le processus est régi par la formation d’agrégats dont la taille augmente progres-
sivement pour former un seul réseau interconnecté, comme le décrit la théorie de la percolation [115]. Nous
notons p, le seuil de percolation, il désigne la fraction de liaisons formées a chaque instant entre les colloides
(figure 1.12).

30



1

3t :

FIGURE 1.12 : Représentation schématique de la réticulation pour des valeurs de seuil de percolation p allantde 0 a 1.

Au départ, les colloides sont répartis uniformément (p=0), le milieu est alors un liquide viscoélastique. Lorsque
toutes les liaisons sont formées et que tous les colloides sont reliés en un réseau macroscopique (p=1). Le
point de gélification correspondant a la transition sol-gel est noté p.. En dessous du point de gel (p < p.), le
systéme est défini par la phase sol. Au dessus du point gel (p > p.), le systéme est défini par un état de gel
percolant a travers tout le volume. La structure du gel quand p > p. est trés différente de celle du réseau final
quand p=1. On définit ainsi le temps de gélification, t,, comme étant la durée nécessaire a la formation d’un
premier cluster infini (a l'instant ou p = p..).

D’'un point de vue microscopique, le temps de gélification dépend du potentiel d’interaction qui résulte de
I'équilibre des interactions électrostatiques et de van der Waals avec la relation suivante [8] :

t = SV (1.21)

T BeoknT[(1 + ¢)bo /2 F

avec V,,, le volume d'une particule ; W, un paramétre sans dimension qui peut étre relier a I'énergie d’interac-
tion; n, la viscosité du solvant; ¢y, la fraction volumique des colloides; ¢, un paramétre égale a c= 1;3’6, avec
¢., la fraction volumique critique auquel le systéme gélifie ; et d;, la dimension fractale.

Le temps de gélification peut étre quantifié a I'aide de différentes méthodes qui seront détaillées dans le cha-
pitre suivant.

1.2.3 Protéine d’albumine de sérum bovin (BSA)

Comme on a pu le voir au début de ce chapitre, des gels silice/protéines sont largement utilisés pour les appli-
cations biomédicales. D’autres part, I'ajout d’'un "objet chargé", comme une protéine qui présente également
des charges de surface, a une suspension de silice va modifier le type d’interactions et potentiellement modi-
fier la structure et en conséquence les propriétés mécaniques du gel.

La protéine que nous avons choisi d’utiliser est une protéine bovine qui peut étre assimilée a une spheére
environ 4 fois plus petite que la particule de silice TM50 et chargée négativement & nos pH de travail. Cette
protéine est peu cheére, elle se mélange bien a la silice et elle a été bien caractérisée ce qui en fait une bonne
candidate pour notre étude.

Les albumines sont des protéines dont la structure, les propriétés physico-chimiques et les activités biochi-
miques sont déja bien étudiées dans la littérature [116, , , ]. La BSA est généralement employée
comme protéine modeéle dans plusieurs applications de recherche. Son utilisation est due a sa stabilité et a
son faible co(t, elle va jouer le réle de stabilisant de la silice dans les applications biomédicales et donner un
aspect de biocompatibilité avec des taux de dégradation relativement faibles [45].

Pour comprendre les interactions protéine-silice, 'adsorption de I'albumine de sérum bovin (BSA) sur les sur-
faces de silice (SiO2) est un bon systeme modéle. Linteraction silice-protéine a suscité un intérét croissant
dans les applications en nanomédecine en tant que vecteur de protéines thérapeutiques, ainsi que pour les
applications biocatalytiques [6, 1
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Lalbumine, dont le nom provient du latin albus qui signifie blanc, est la protéine du plasma la plus abon-
dante chez le bovin et d’autres mammiféres (albumine de rat par exemple). Lalbumine est essentielle pour
remplir de nombreuses fonctions physiologiques importantes, telles que le maintien du pH sanguin et de la
pression osmotique requise pour la distribution appropriée des fluides corporels entre les compartiments in-
travasculaires et les tissus [121, 122] et le transport de différents types de petites molécules bioactives [123].
Lalbumine de sérum bovin du nom anglais "Bovin Serum Albumin (BSA)" est une protéine globulaire avec une
masse molaire de 66 kDa composée de 583 acides aminés qui forment 29 hélices «. Elle présente une struc-
ture primaire en forme de coeur et formée de trois domaines divisés chaucun en deux sous domaines (voir
figure 1.13) [6]. Sa structure secondaire contient entre 50 et 68% d’hélices « et entre 16 et 18% de feuillets S.
La structure tertiaire de la BSA n’est toujours pas connue et, en raison de sa similitude avec son homologue
albumine sérique humaine (Human Serum Albumin en anglais), les scientifiques supposent que les deux pro-
téines possédent une structure tridimensionnelle trés proche.

La BSA posséde une masse volumique en solution de 1.36 g.cm~—2 & pH=7. Cette masse volumique va-
rie trés peu avec le pH, elle est de 1.406 g.cm~—2 a pH=2. Son point isoélectrique est compris, en solution
aqueuse a 25 °C, entre 4.7 et 4.9. Une variation du pH de la solution, peut modifier la charge globale de la
BSA et conduit a un déploiement de la protéine. Dans notre étude, nous travaillons a pH=7, la BSA est globa-
lement négativement chargée a ce pH.

(a)

subdomain HIE
ubdomain [A

Subdomain I11AGEE Subdomain 1A

| Subdomain I1B

FIGURE 1.13 : (A) Structure de la BSA composée de trois domaines et chaque domaine comprend deux sous domaines.
(B) La charge de la protéine : en bleu, charge positive ; en rouge, charge négative et en blanc, charge neutre. (C) Lhydro-
phobicité de la protéine : en rouge, la surface hydrophobe et en bleu la surface hydrophile. Le trait jaune indique le moment
dipolaire de la protéine. Photo tirée de I'article [6].

La BSA a été achetée sous forme de poudre chez Sigma-Aldrich. La solution a été préparée en ajoutant de
I'eau distillée pour former une solution a une concentration initiale égale a 300 g.I=* (voir figure 1.14).

g

Eau distillée

Poudre d’albumine Solution d’albumine
de sérum bovin (BSA) de sérum bovin (BSA)

FIGURE 1.14 : Poudre et solution d’albumine de sérum bovin.

Sur la figure 1.15 est présenté le spectre d’absorption UV de la BSA. La solution a été diluée plusieurs fois
pour ne pas saturer le signal en absorption UV.
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FIGURE 1.15 : Spectre d’absorption de la BSA a une concentration massique égale a 1 g.I"*.

La figure 1.15 montre deux pics d’absorption distincts associés a la BSA. Un pic d’absorption large a une
longueur d’'onde de 279 nm est caractéristique de I'acide aminé appelé "Tyrosine" (ou Tyr). La bande a la
longueur d’onde proche de 190 nm a une intense absorbance qui correspond a la liaison peptidique entre les
acides aminés.

La spectroscopie de dichroisme circulaire (CD) a été aussi utilisée pour avoir des informations sur la structure
interne de la BSA. Cette technique mesure la différence d’absorption par un composé de la lumiere polarisée
circulant a gauche et a droite de la méme amplitude et de la méme intensité, et ceci en fonction de la longueur
d’onde. La mesure de cette différence d’absorption permettra d’obtenir des informations sur la structure se-
condaire de la protéine (hélices «, feuillets 3,..).

Les spectres de CD ont été mesurés a I'aide d’'un spectrométre Chirascan (Applied Photophysics). Le signal
CD étant proportionnel au nombre de structures secondaires des protéines, la concentration a été maintenue
constante pour chaque protéines a 5 umol.I=!. Nous avons utilisé des cellules de quartz de 1 mm en épais-
seurs (Helma) nécessitant un volume de 400 pl. Les spectres ont été mesurés de 190 a 250 nm avec des pas
de 0.5 nm et 0.5 secondes de temps d’acquisition par point. Les spectres de CD ont été corrigés par la sous-
traction du solvant (eau). Labsorption est mesurée par I'ellipticité 6 exprimée en millidegrés de la polarisation
en sortie de I'échantillon.

Nous avons étudié l'influence de la température sur la structure de la BSA par CD et les résultats sont
présentés a la figure 1.16. A température ambiante, la structure secondaire de la BSA est principalement
constituée d’hélices «, et nous n’observons pas de feuillets 3. Les hélices a représentent trois pics, deux
négatives a 222 et 208 nm attribuées a la transition n—=* du groupe carbonyle du peptide, et une bande
d’absorption positive a 190 nm, qui correspond a des transitions électroniques des liens peptidiques [124].

Comme nous pouvons voir sur la figure 1.16, la BSA est une protéine constituée essentiellement d’hé-
lices a, on retrouve bien les différentes bandes caractéristiques de I'hélice « dans son spectre de CD. La
température commence a influencer la structure de la BSA a une température proche de 70°C. Les bandes
d’absorption négatives et positives des hélices « n’ont plus la méme forme, signe d’'une déstructuration de la
structure de BSA, mais elle n’est pas encore complétement dénaturée. A des températures inférieures & 70°C,
la structure d’hélices « est toujours dominante. Apres refroidissement de la solution, la structure de la pro-
téine retrouve en partie sa structure native. Lorsqu’une protéine est fortement concentrée et a moins d’espace
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FIGURE 1.16 : Spectres de dichroisme circulaire de la BSA a 5 umol.l™' a différentes températures (T) allant de 20 C a
90 . Le spectre "20 C apres chauffage" correspond a la solution de BSA a 20 C au repos une fois qu’on a arrété la série

de chauffage.

pour se déployer, elle peut subir un phénomeéne d’auto-déplétion. Pour identifier une éventuelle déplétion de
la protéine, nous pourrions observer un décalage dans la température critique déterminée pour des solutions
diluées, dans le cas de systémes concentrés. Malheureusement, avec I'appareil actuel, il n’est pas possible
d’effectuer des expériences avec des solutions fortement concentrées, sous peine de saturer le signal. Cepen-
dant, cela pourrait ouvrir la voie a de futures expériences en utilisant le dichroisme circulaire au Synchrotron
pour étudier les systémes concentrés en BSA.

Nous avons calculé le rapport entre les deux bandes négatives d’absorption en fonction de la température
(voir figure 1.17). Ce rapport nous donne des informations sur les interactions entre hélices a.

1
*
0.9 * . .
© . *
g *
i: 0.8 *
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FIGURE 1.17 : Variation du rapport de bandes d’absorption du dichroisme circulaire ( ﬁzig ) en fonction de la température.

Nous observons sur la figure 1.17, une tendance décroissante du rapport de bandes d’absorption (%ﬁ;) avec
'augmentation de la température, ce qui signifie qu’il y a moins d’interactions entre les hélices et que ces
derniéres sont trés éloignées les unes des autres.
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Nous avons ajusté les différents spectres de la figure 1.16 avec le logiciel "Bestsel" pour avoir une esti-
mation en pourcentage des composés de la structure secondaire de la BSA. Les différents paramétres sont
présentés dans le tableau 1.3.

(T?Crr;perature ﬁgreehce €U | 1-helice désordonnée | s-Antiparaliéle | 5-Paralléle | Autres
20 30.8 16.4 0 2.7 47

30 31.7 17 0 2.8 48.5
40 31.7 17.3 0.2 2.7 48.2
50 294 16.5 04 3.1 50.5
60 26.9 15.9 1.5 3.3 52.5
70 21.6 13.6 4.3 3.8 571
80 16.3 12.1 8.3 4.0 59.2
90 11.1 10.6 12.9 4.8 60.6

TABLE 1.3 : Tableau regroupant les données du fit des spectres de dichroismes circulaires avec le logiciel "Bestsel".

Nous pouvons voir que plus la température augmente plus le taux d’hélices a diminue et on crée plus une
structure avec des feuillets .

Lorsque la structure de la BSA est chauffée, les interactions faibles, telles que les liaisons hydrogene et
les interactions électrostatiques, qui maintiennent les hélices a en place, sont perturbées. En conséquence,
les hélices o peuvent se replier et perdre leur structure hélicoidale caractéristique. Il y a donc un changement
conformationnel qui peut entrainer la perte des hélices « et I'accroissement des feuillets 5. Ce phénoméne
est d0 a la dénaturation de la protéine qui peut entrainer une agrégation ou une précipitation de la protéine.
Dans notre cas, nous n’avons pas procédé au chauffage de la protéine BSA, et nous avons observé qu’elle
adopte une configuration majoritaire en hélices o a température ambiante. Les configurations en « et 3 n’ont
pas de lien direct avec les charges de surface, mais elles ont un impact sur les fonctionnalités et les propriétés
structurales de la protéine.

Ces protéines chargées peuvent ainsi s’associer pour former des gels de protéines.

1.2.4 Gel de protéines

Au fil des années, de nombreuses études se sont concentrées sur la fabrication de gels de protéines et I'étude
de leurs propriétés mécaniques. Ces recherches ont permis de développer des méthodes novatrices pour la
formation de gels de protéines, en utilisant des techniques de gélification physiques ou chimiques.

Différents travaux présentent I'effet d’ajouts d’ions dans une solution de BSA pour former un gel [125, ]
avec ou sans une étape de traitement thermique. Cette derniére provoque un dépliement partiel des protéines;
ensuite, apres refroidissement de la solution a température ambiante, les gels de protéines se forment par un
processus d’agrégation. Les hélices « deviennent des feuillets g formant de petites structures agrégées. Il a
été montré que le comportement élastique dépend de la concentration en ions dans la solution et de sa nature.
Les gels obtenus en présence de zinc présentent des modules élastiques supérieurs a ceux observés dans le
cas du cuivre [125].

De nombreux travaux se sont concentrés sur les interactions silice/BSA. Il s’avére que le pH est un para-
metre clef de l'interaction silice/BSA [127]. Orts et al. ont étudié la stabilité colloidale des particules de silice
en présence de BSA et de deux milieux de culture cellulaire. lls ont déduit que I'adsorption de BSA sur la
silice conduit a une déstabilisation du systéme (changements de conformation dans la structure secondaire
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des protéines) et a la formation d’agglomérats mixtes BSA/silice [128].
Dans certaines conditions, la BSA peut aussi former une couronne autour de la particule de silice [129].

Dans le cadre de cette thése, notre objectif est de contribuer au développement et a la caractérisation
de nouveaux hydrogels hybrides en combinant des macromolécules (protéines) et des nanoparticules (silice).
Nous visons a étudier les mécanismes de formation de ces gels hybrides, en examinant l'influence des para-
meétres tels que la vitesse d’évaporation, les interactions entre particules et I'ajout de protéines. Le but étant
de relier les propriétés macroscopiques a la structure a I'échelle des particules.

Le présent manuscrit est divisé en quatres chapitres :

Le premier chapitre de cette thése a été consacré a présenter le contexte de I'étude, les différents sys-
temes utilisés et quelques éléments de théorie.

Le second chapitre est dédié a la caractérisation macroscopique des gels de silice. Il débute avec une
étude rhéologique des dispersions aqueuses de silice en modifiant notamment les interactions entre parti-
cules par ajout d’espéces ioniques. Nous étudierons la transition sol/gel dans le cas d’'une goutte sessile d’'une
suspension de silice en fonction de deux parameétres : la vitesse d’évaporation et la force ionique. La forme de
la goutte gélifi€ée nous renseignera sur ’lhomogénéité ou pas du gel final grace a la présence ou non d’instabi-
lités mécaniques. La deuxiéme partie de ce chapitre sera consacrée a I'étude des propriétés mécaniques des
gels obtenus par des mesures de nano-indentation a I'échelle nanométrique.

Le troisieme chapitre concerne I'étude de la structure de différents systémes par diffusion de rayons X. Ces
sytemes regroupent des mélanges de nanoparticules de silice, de protéines et d’espéces ioniques. Le chapitre
commence par une synthése rapide des éléments de théorie de diffusion de rayonnement. Les spectres obte-
nus pour les différents types de systémes sont présentés et analysés puis comparés dans une derniére partie
a des images des gels obtenues par microscopie électronique et qui confirmeront I'organisation des particules
déduite de la diffusion des rayons X.

Enfin un lien sera établit entre propriétés macroscopiques et structure via un modéle théorique simplifié et
adapté pour nos systémes.

Pour terminer, je concluerai cette thése en présentant des résultats préliminaires sur le processus d’'imbibi-
tion de billes d’hydrogels (silice+solution saline) et de relargage de protéines. Cette étude a montré que nous
étions capable de relarguer la protéine dans le milieu extérieur en immergeant des billes de gels dans de I'eau.
Je finirai cette partie par une conclusion générale.
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Chapitre 2

Caracterisation macroscopique des gels

La solidification de dispersions de nanoparticules de silice peut s’effectuer par évaporation du solvant, ce qui
s’apparente a un séchage physique, et/ou par la modification des propriétés physico-chimiques du milieu, ce
que l'on qualifiera de gélification dans la suite. Ce dernier processus peut étre contrdlé par I'ajout d’espéces
ioniques a la dispersion (une solution de NaCl comme cela sera décrit dans cette partie).

Dans ce chapitre, je me suis intéressée au cas spécifique de gouttes de dispersions de nanosilice déposées
sur un substrat superhydrophobe. Nous étudions en particulier les conditions de séchage physique et les
propriétés physico-chimiques qui influencent ce processus. Plus précisément, nous allons déterminer le temps
de gélification, la cinétique de séchage, le module visqueux, le module élastique, les contraintes de séchage
appliquées au matériau et lorsque le gel est solide, ses propriétés mécaniques tels que le module d’Young. La
premiére partie est consacrée a I'étude rhéologique du systéme liquide puis trés mou, suivi d’'une étude de la
cinétique de séchage des gouttes de silice afin d’établir un diagramme de phase dans I'espace des parameétres
a savoir : vitesse d’évaporation et force ionique. Pour terminer, nous caractériserons le matériau solide obtenu,
tout d’abord en estimant la perméabilité par des mesures d’'imbibition, I'évolution de la contrainte de séchage
en comparaison a la contrainte seuil de ces matériaux, et le module d’élasticité par nano-indentation. Dans
une seconde partie, nous allons étudier la cinétique de séchage du mélange des trois systémes qui forment
le biohydrogel a savoir, les nanoparticules de silice, la solution saline et la solution d’albumine de sérum bovin
(BSA) ainsi que leurs propriétés mécaniques par rhéologie oscillatoire et nano-indentation en comparaison
avec celles des gels de silice (nanoparticules de silice+solution saline) sans présence de BSA.

2.1 Comportements rhéologiques de suspensions de particules de si-
lice a différentes forces ioniques

2.1.1 Généralités sur la rhéologie de suspensions colloidales

Les systémes étudiés dans cette partie sont des mélanges entre une dispersion de nanoparticules de silice
et des solutions d’eau salée, chacune ayant une concentration donnée. Quelque soit le mélange, la fraction
volumique en particules de silice est maintenue constante, a 15%. Nous avons remarqué que la cinétique de
gélification des mélanges dans un pilulier est fortement liée a la concentration en sel ajouté. Nous allons étudier
par rhéologie les systémes afin de caractériser en particulier leur cinétique de gélification. Dans cette partie,
nous allons présenter les fondamentaux de la rhéologie et les paramétres nécessaires pour la caractérisation
du comportement rhéologique des gels. Nos sytéemes initialement visqueux, en gélifiant acquierent une compo-
sante élastique importante. La gélification étant liée ici a la modification des interactions entre nanoparticules,
elle va dépendre de la force ionique. Nous allons donc étudier ici I'évolution des propriétés visco-élastiques
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d’une solution de nanoparticules de silice en fonction de la concentration en espéces ioniques.

Rhéologie pour mesures de visco-élasticité

Le caractere visco-élastique est un comportement non Newtonien trés fréquent. Il s’agit de fluides présen-
tant a la fois une réponse élastique (contrainte proportionnelle a la déformation) et une réponse visqueuse
(contrainte proportionnelle a la vitesse de déformation).

La réponse est élastique lorsque le temps caractéristique de la sollicitation est inférieur a un temps carac-
téristique du systéme, les composants élémentaires n’'ont alors pas le temps de se déformer de maniere
importante. Cette réponse élastique est liée au fait que sous l'action d’'une contrainte, la déformation permet
de stocker de I'’énergie mécanique qui pourra étre libérer, et la matiére retrouvera sa forme initiale lors de I'ar-
rét de la contrainte. On modélise ce comportement par un ressort. Ceci est évidemment possible uniquement
pour de faibles déformations, qui ne détruisent pas les structures internes.

Lorsque le temps de sollicitation est plus grand que le temps caractéristique du systeme, la réponse est
de type visqueuse. Dans ce cas, il y a une dissipation d’énergie, et ce comportement est modélisé par un
amortisseur. En effet, dans un liquide, lors d’un écoulement, les différentes couches de fluide frottent les unes
sur les autres, ce qui génére une production de chaleur par friction. Il y a donc une partie de I'énergie de
déformation qui est transférée en énergie thermique. Cette perte d’énergie par friction est proportionnelle aux
frottements dans le systéme, donc a la viscosité dynamique.

Le modeéle le plus simple pour caractériser un systéme visco-élastique consiste a additionner les contraintes
d’origine élastiques et celles d’origine visqueuses. Ainsi pour un écoulement de cisaillement de taux de cisaille-
ment 4, la contrainte dans le systéme s’écrit :

0 = O¢lastique + Ovisqueuse — Gk'u’y + 77’7 (21)

avec Gy, le module élastique (Pa), v la déformation et 7 la viscosité (Pa.s). Le modéle est appelé modéle de
Kelvin-Voigt, il consiste en un ressort de raideur Gy, et d’'un amortisseur de constante r, montés en paralléle

(voir figure 2.1).

Ressort Amortisseur

ESI .
v

FIGURE 2.1 : Modéle de Kelvin-Voigt pour un fluide visco-élastique.

Un autre modéle pour décrire le comportement visco-élastique est le modéle de Maxwell. |l est schématisé
par un ressort et un amortisseur montés en série (voir figure 2.2).

Les déformations et les vitesses s’ajoutent alors que les contraintes se conservent.
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FIGURE 2.2 : Modeéle de Maxwell pour un fluide visco-élastique.

0 = Oressort = Tamortisseur — Oélastique — Ovisqueuse

Y = Vressort + Yamortisseur = Vélastique + VYvisqueuse (2 2)

dy _ dYélastique + dYvisqueuse
dt dt dt

y— 1 do | o
V_GMdt—’—n

Cisaillement oscillatoire

La caractérisation des systémes visco-élastiques a I'aide d’un rhéométre, peut se faire grace a des essais en
oscillation, il s’agit d’'imposer au systéme, un écoulement de cisaillement oscillatoire. Avec un rhéometre, on
applique une déformation (ou une contrainte) sinusoidale de pulsation w, avec une amplitude de sollicitation
faible afin de ne pas déstructurer le systéme, c’est a dire de ne pas rompre les liaisons entre les particules
constituant le gel dans notre cas.

La déformation peut étre exprimée sous une forme complexe :
7 = 0e ! (2.3)
La réponse en contrainte s’écrit dans le domaine linéaire de la maniére suivante :
o= eri(“’t+5) (2.4)

avec ¢ 'angle de perte.
On définit le module de cisaillement complexe G* par :

=2 =208 i (2.5)
Yo
avec tand=4; ; G’ représente la partie réelle de G*. C’est le module de conservation ou module de stockage,

et il caractérise la réponse en phase avec la déformation, il est donc associé a la réponse élastique. G" est
la partie imaginaire de G*, c’est le module de perte. Il est en quadrature de phase avec la déformation et
caractérise la réponse visqueuse.
On définit la viscosité complexe n* comme :

eri(thr[s) eri‘s ]. G” G/ ’ 5

o =n*A et * = = = —qr="1__;=Z =5 —
m K Yoiwewt wyy  iw w w ! K
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avec

7 Gﬁ
’]7 =
{ e (2.7)
n =
Si on se refere au modele de Maxwell alors les modules G’ et G" sont donnés par :
G _ _wit]
Gu — 14+w?t2
{ o o (2.8)
Gym — 1+w2t$

avec t,, un temps de relaxation définit par tr=c’j—;
On peut représenter G’ et G" en fonction de w (voir figure 2.3).

élastique G’

visqueux G”

G” (Pa)

J
J

log G

>
17t logw (s7)

FIGURE 2.3 : Evolution de G’ et G" pour un fluide de Maxwell sous cisaillement (Echelles log-log).

A basses fréquences, G" est plus élevé que G’. Dans ce cas, le comportement visqueux est dominant. On a
G’ x w? et G" x w. Si la fréquence augmente, G’ tend vers un plateau G, tandis que G" décroit rapidement.
Le comportement élastique est donc prédominant. On a G’=G" pour wr:%'

Pour les systémes réels et notamment les solutions de polymeéres, les comportements sont plus complexes,
et on peut différencier cing régions (voir figure 2.4) [130].

La région | est la région visqueuse : I'écoulement est dominé par la viscosité, G">G’, G’ « w? et G" x w.
Cette région existe pour tous les systemes, mais elle ne peut étre détecter par tous les rhéometres, puisqu'il
faut atteindre des fréquences trés faibles.

La région Il : zone de transition. Dans cette zone, les deux modules G’ et G" sont du méme ordre de
grandeur.

La région Il : dans cette zone, le comportement élastique domine. G’ atteint un plateau avec une légére
augmentation avec w.

La région IV : dans cette zone, un deuxieme point d’intersection se produit entre G’ et G".

La région V : zone vitreuse. On observe une augmentation rapide de G" qui devient dominant par rapport
aG.
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FIGURE 2.4 : Les différents régimes d’écoulement pour un fluide visco-élastique.

Pour résumer, le comportement des systémes réels peut étre représenté a I'aide des deux modeles présen-
tés précédemment : le modele de Maxwell a basses fréquences et le modéle de Kelvin-Voigt aux fréquences
plus elevées (voir figure 2.5). Dans les deux modéles, on a une intersection de G’ et G" pour un temps ¢,=2.

Modele de G

1
Modéle de Maxwell : Kelvin-Voigt
1

- =

| Plateau G
= 1
© éme
e ! 2
N | croisement
Q 1
Q] 1
> 1
()
= I
; »
G | Y/
F N\ .
1
1
1
1

e = e e N e e e e e e e = e == = = = =

» log f (Hz)

FIGURE 2.5 : G',G" aux basses et hautes fréquences avec les modéles de Maxwell et de Kelvin-Voigt [7].

On voit donc que la difficulté de caractériser les systémes visco-élastiques est qu’ils ne se comportent pas
de la méme fagon selon qu’ils sont sollicités sur des temps courts ou longs. Le choix des fréquences d’étude
sera donc déterminant, comme on le verra par la suite pour les tests oscillatoires.
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2.1.2 Méthodes de caractérisation rhéologique

Dans ce paragraphe nous allons décrire les deux rhéométres que nous avons utilisé pour la caractérisation
rhéologique de nos systémes.

a) Cisaillement : rhéomeétre "Low Shear"

La viscosité dynamique de nos suspensions (avant la gélification) est mesurée a l'aide d’'un rhéomeétre
de couette a faible cisaillement (Contraves LS30) (voir figure 2.6), c’est un rhéometre classique qui permet
uniguement d’imposer la vitesse de cisaillement. La viscosité de cisaillement est mesurée a un taux de ci-
saillement imposé (0.0219 s~1). Ce taux de cisaillement est suffisamment faible pour ne pas déstructurer le
systeme étudié. Les mesures ont été effectuées a une humidité élevée d’environ 70% afin d’éviter le dessé-
chement du systéme pendant la mesure. Les viscosités mesurées varient entre 4.1 10~3 et 1.9 10° Pa.s au
cours du temps. Le cylindre intérieur, de rayon R; = 5.5 mm, (longueur = 8 mm, angle du cbne inférieur = 20°)
est suspendu concentriguement a un cylindre extérieur, de rayon R, = 6 mm. Le volume de remplissage de la
cuve estde 1 ml.

Air

Interface
Mesure Air-échantillon
de torsion

Cylindre N\ Echantillon

de mesure

N AV Y VN

FIGURE 2.6 : Viscosimeétre de Couette Contraves LS30 et schéma de profil de la géométrie d’étude.

b) Cisaillement oscillatoire : rhéomeétre "Anton Paar"

Les mesures rhéologiques en oscillation sont effectuées sur un rhéométre en utilisant la géométrie plan-plan
(voir figure 2.7). Ce choix dépend de la viscosité du systeme. Lutilisation du systéme plan-plan est recomman-
dée pour tester les gels mous visco-élastiques. En effet, cette géométrie assure une distribution uniforme des
contraintes sur I'échantillon, ce qui facilite I'obtention de résultats fiables et représentatifs de son comporte-
ment visco-élastique. La largeur de I'entrefer est de h=1 mm. Le rayon des plateaux mobiles est de R=50 mm.
La géometrie est utilisée pour imposer des déformations oscillatoires a un échantillon d’hydrogel. La tempéra-
ture des échantillons est adaptée aux expériences de séchage réalisée par la suite a I'aide d’un piege a solvant
qui est utilisé pour réduire I'évaporation et fixer une humidité proche de 70%. Le volume de 'échantillon placé
dans I'entrefer est de 2 ml. Les parameétres de I'expérience sont fixés aprés avoir réalisé un test de balayage
d’amplitude et de fréquence (voir paragraphe 2.1.3).

Léchantillon est soumis au cisaillement alors qu’il est contenu entre deux plans, le plan supérieur étant mo-
bile et le plan inférieur fixe. Les deux plans sont équipés de capteurs. Le premier capteur détecte la distance
parcourue par le plan supérieur par rapport a sa position initiale. Le signal est analysé d’'un point de vue rhéo-
logique en tant que déformation ~. Lorsque la roue motrice tourne, le tracé de la déformation en fonction du
temps donne une courbe sinusoidale avec 'amplitude de la déformation ~,. Le deuxieéme capteur du modele a
deux plans détecte la force qui s’exerce sur le plan inférieur fixe. Cette force agit comme force de rappel pour
maintenir le plan inférieur en place. Le signal est analysé d’un point de vue rhéologique en tant que contrainte
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de cisaillement ¢. Si I'échantillon n’est pas soumis a une grande déformation, le diagramme obtenu sur une
période donnée est une courbe sinusoidale de la contrainte de cisaillement avec I'amplitude (. Cependant, si
une déformation trop importante est appliquée, la structure interne de I'échantillon serait détruite, et la courbe
résultante ne serait plus sinusoidale.

Mabile (plan)

Plateau (plan}

FIGURE 2.7 : Systéeme de mesure : PP plan/plan pour les mesures de rhéologie oscillatoire.

Il existe deux modes d’oscillations possibles :

-oscillation en déformation de cisaillement contr6lée, ou on fixe la déformation et on mesure une contrainte de
cisaillement;

-oscillation en contrainte de cisaillement contrblée, ou on fixe la contrainte de cisaillement et on mesure une
déformation.

Dans notre cas, nous fixons une déformation dans les parameétres de I'application utilisée et nous me-
surons la contrainte de cisaillement en Pascal. Pour convertir les données brutes en quantités physiques
d'intérét, deux facteurs de conversion sont disponibles : I'un est utilisé pour convertir le couple en contrainte
de cisaillement, I'autre pour convertir 'angle de déflexion en déformation de cisaillement.

2.1.3 Cinétique de gélification de suspensions colloidales

Le but de ce paragraphe est de déterminer les propriétés rhéologiques d’'une suspension de silice en fonction
du temps et en présence d’espéces ioniques. Nous cherchons notamment a déterminer un temps caractéris-
tique, le temps de gélification en fonction de la force ionique. Nos expériences ont été réalisées en utilisant des
dispersions aqueuses de silice Ludox TM50 avec une fraction volumique initiale de 30%. Ensuite, un volume
spécifique d'une solution de NaCl dans de I'eau a été ajouté a cette derniére. Le mélange est dilué de maniére
a avoir une fraction volumique fixe en particules égale a ¢=15%, et les concentrations salines finales sont
désignées dans I'ensemble de ce chapitre par la force ionique [NaCl] ;;,q..=I=force ionique.

Rhéologie d’une suspension de nanoparticules de silice

Sur la figure 2.8, nous présentons la viscosité de la solution commerciale de nanoparticules de silice Ludox
TM50 mélangée a une solution de NaCl de concentration 0.22 mol.I=!. Les mesures ont été effectuées a I'aide
du rhéometre "Anton Paar MC501", illustré a la figure 2.7, en utilisant la géométrie plan-plan. Les mesures
ont été prises 2 minutes apres I'ajout de la solution saline a la suspension de silice, et la mesure a duré une
quinzaine de minutes sur un systéme non gélifié.
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-Cisaillement oscillatoire

Pour pouvoir suivre la viscosité du Ludox TM50, I'échantillon utilisé a été préparé avec une trés faible
quantité finale de sel (0.22 mol/l) afin d’étudier I'effet du cisaillement. Le systéme est initialement liquide et la
mesure est effectuée deux minutes apres le dépot de I'échantillon entre les deux plans.

10’

n (mPa.s)

1 00 T T
0 40 1 80 120
y(s’)
FIGURE 2.8 : Evolution de la viscosité du Ludox TM50 en fonction du taux de cisaillement pour un mélange d’une solution

de nanoparticules de silice Ludox TM50 a une fraction volumique égale é 15%. Une solution saline a une force ionique
égale 4 0.22 mol.I"* a été préalablement ajouté a la dispersion de silice (Echelle semi-log).

Comme nous pouvons le voir sur la figure 2.8, la viscosité diminue Iégerement en augmentant la vitesse de
cisaillement, ce qui est caractéristique d’un fluide rhéofluidiant.

Comme précisé précédemment, nous allons effectuer des cisaillements oscillatoires et pour se faire, il est
essentiel de faire des expériences préliminaires, notamment pour déterminer les fréquences d’études et les
amplitudes des oscillations. Pour réaliser ces tests oscillatoires sur nos gels de silice, il faut réaliser au préa-
lable deux types de balayage :

-le balayage en amplitude pour déterminer la déformation a laquelle nous allons nous situer;
-le balayage en fréquence afin de déterminer la fréquence a fixer pour les tests oscillatoirs temporels.

Le balayage en amplitude permet de déterminer la réponse du systéme a différentes amplitudes d’exci-
tation, ce qui peut révéler des comportements non linéaires. Le balayage en fréquence permet d’explorer la
réponse du systeme a différentes fréquences d’excitation, ce qui peut mettre en évidence des résonances ou
des variations de comportement en fonction de la fréquence comme vu précédemment. Ces balayages préli-
minaires fournissent des informations essentielles pour choisir les parametres optimaux du balayage temporel
et interpréter les résultats obtenus.

Balayage en amplitude

Les balayages d’amplitude ont généralement pour objectif de décrire le comportement des échantillons dans
la gamme de déformation non destructive et de déterminer la limite supérieure de cette gamme.

Il faut d’abord chercher le domaine LVE (domaine visco-élastique linéaire). Ce domaine désigne la gamme
dans laquelle le test peut étre effectué sans destruction de la structure de I'échantillon. Il correspond a la
gamme des valeurs de déformations les plus faibles. Dans le domaine LVE, le module de conservation et le
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module de perte affichent une valeur constante appelée valeur du plateau. Dans ce domaine LVE, la courbe G’
représente un ralentissement brutal & y="critique (Yeritique €St 12 valeur de déformation au-dela de laquelle un
matériau commence a se déformer de maniére irréversible et subit une rupture. A cette valeur de déformation
correspond une contrainte appelée contrainte seuil o,,.) (voir figure 2.9).

Sur la figure 2.9, nous reportons la valeur du module de stockage G’ et du module de perte G" en fonction
de la déformation en (%) pour deux systémes gélifiés : nanoparticules de silice TM50 Ludox (¢=15% avec
deux forces ioniques, 0.75 et 1 mol.I=! en NaCl. Les mesures ont été réalisées 5 minutes aprés avoir ajouté
la solution saline a la suspension de silice Ludox TM50. Les échantillons avaient un aspect trés visqueux au
début de I'expérience. Nous observons un plateau sur les deux courbes au début de la mesure jusqu’a ce que
ce dernier chute a une déformation appelée déformation critique ~,itique. C€ Qui signifie que les liaisons dans
le systeme sont rompues.
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FIGURE 2.9 : Evolution de G’ et G" en fonction de la déformation (%) de deux systémes de nanoparticules de silice & une
fraction volumique égale & 15% et a deux forces ioniques (0.75 et 1 mol.I™*). La fréquence pour ce test est fixée a 60
rad.s~' (Echelle log-log). Les deux lignes verticales correspondent a la déformation choisie pour les prochaines mesures
et a la déformation critique.

Les balayages d’amplitude peuvent ainsi étre utilisés pour déterminer la contrainte seuil .
A partir du test de balayage en déformation, nous allons fixer la déformation & v=0.5% avant la rupture du
plateau pour éviter dendommager la structure du gel.

Balayage en fréquence

Une fois I'amplitude de déformation fixée, nous allons effectuer un balayage en fréquence. Ce balayage nous
permet de trouver la gamme de fréquence a laquelle se situer pour effectuer le balayage temporel (G’ et G" en
fonction du temps). En effet, nous avons vu précédemment qu’un fluide visco-élastique ne se comportait pas
de la méme facon selon I'échelle de temps a laquelle il est sollicité.

Sur la figure 2.10, nous reportons la valeur du module de stockage G’ et du module de perte G" en fonc-
tion de la fréquence en rad.s~! pour deux systémes : nanoparticules de silice TM50 Ludox avec deux forces
ionigues, 0.45 et 0.5 mol.I=! en NaCl. Les mesures ont été réalisées 2 minutes aprés avoir ajouté la solution
saline a la suspension de silice Ludox TM50. Léchantillon avait un aspect liquide au début de I'expérience.
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FIGURE 2.10 : Evolution de G’ et G" en fonction de la fréquence angulaire pour un systéme gélifié dun mélange de
nanoparticules de silice & une fraction volumique fixe a 15% et a une force ionique égale a 0.4 mol.I"* (Echelle log-log).
La déformation est fixée a 0.5%.

Nous observons sur la figure 2.10, un module de stockage supérieur au module de perte dans la gamme
de fréquence explorée, avec un plateau de G’ qui est 4 fois plus élevé que G”. Ceci montre que le systeme
est dans son état gélifié. Cette gamme de fréquence est comprise entre f=[0.01-16Hz]. Nous nous placerons
a une fréquence intermédiaire fixe de 9.6 Hz, ce qui correspond a 60 rad.s~! pour la suite et pour toutes les
mesures de rhéologie oscillatoire avec une déformation v=0.5%.

Comportement visco-élastique en fonction du temps

Une fois la déformation et la gamme de fréquence fixées, nous pourrons effectuer des balayages temporels
en tracant le module élastique et le module de perte en fonction du temps afin de déterminer le temps de
gélification des gels de silice. Les tests oscillatoires sont réalisés en cisaillement dans des conditions méca-
niques constantes. Par conséquent, la déformation de cisaillement et la fréquence angulaire sont maintenus a
un niveau constant dans les tests oscillatoires.

Le point de croisement de G’ et G" est supposé se produire a la transition sol-gel, et est choisi comme
mesure du temps de gélification du gel de silice (t,) (figure 2.11).
Sur la figure 2.11, on peut voir qu'avant le croisement, le module de perte G" est supérieur au module de
stockage G’, le systéme est dans son état liquide visqueux. Au croisement des deux modules de stockage
et perte (G'=G"), la transition sol-gel a eu lieu. Cette transition nous donne des informations sur le temps de
gélification du systéme noté ¢,,. Les valeurs de croisement vont de t=2100 secondes pour 0.44 mol.I=! & t=900
secondes pour 0.5 mol.I=!. Aprés le croisement, le module de stockage G’ continue de croitre puis se stabilise.

Laddition de concentrations croissantes de solution saline (NaCl) se traduit par un renforcement du gel, le
module de stockage G’ est de plus en plus grand avec 'augmentation de la force ionique et la transition se fait

de plus en plus t6t.

Nous avons réalisé des nouvelles expériences a deux fréquences données (4.7 et 14.3 Hz) pour voir si
le choix de la fréquence va impacter I'évolution des courbes. Le résultat est présenté sur la figure 2.12. Les
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FIGURE 2.11 : Evolution des modules de stockage G’ et de perte G" en fonction du temps d'un systéme de dispersion de
silice TM50 a $=15% et de solution saline a différentes concentrations en sel déterminé par test oscillant (Echelle semi-
log). Les lignes verticales correspondent a t=t, pour G'=G". La fréquence et 'amplitude ont été fixées respectivement a 9.6
Hz et 0.5%.

mesures ont été réalisées 2 minutes aprés avoir ajouté la solution saline a la suspension de silice Ludox TM50.
Léchantillon avait un aspect liquide au début de I'expérience.
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FIGURE 2.12 : Evolution de G’ et G" en fonction du temps d’un mélange de nanoparticule de silice a une fraction volumique
a 15% et d’une solution saline a une force ionique égale a 0.5 mol.I™* a deux fréquences données (4.7 et 14.3 Hz) (Echelle
semi-log).

Nous avons remarqué que le choix de la fréquence n'impacte pas I'évolution de la courbe temporelle. Sur la
figure 2.12, on voit que peut importe la fréquence choisie on a toujours le méme profil d’évolution des modules
de stockage G’ et de perte G" et la transition sol-gel est exactement au méme point (G’=G") & 12 min pour
le systéme étudié (nanoparticules de silice a une fraction volumique a 15% et une solution saline a une force
ionique égale a 0.5 mol.I=1). On avait également une valeur d’environ 12 minutes a une fréquence de 9.6 Hz.
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En revanche, on observe un décalage des courbes, notamment des valeurs plus élevées avant la transition,
pour G’ et G" a des fréquences plus élevées.

Effet de la température sur la gélification

Nous allons étudier dans ce paragraphe l'effet de la température sur le comportement de gélification du gel
de silice. Un systeme équipé d’éléments Peltier est utilisé pour réguler et minimiser le gradient de température
dans la chambre de mesure. Nous reportons les résultats sur la figure 2.13. Nous avons fait varier la tempé-
rature d’un gel de silice a une fraction volumique en silice $=15% et une force ionique fixe & 0.44 mol.I"!. La
déformation et la fréquence angulaire sont fixées respectivement a v=0.5% et f=9.6 Hz. Les mesures ont été
réalisées 2 minutes apres avoir ajouter la solution saline a la suspension de silice Ludox TM50. Léchantillon
avait un aspect liquide au début de I'expérience avant la série du chauffage.

1
0 té 600 té 1200 t1s00 2400
t (secondes)

FIGURE 2.13 : Evolution des modules de stockage G’ et de perte G" en fonction du temps d’un systéme de nanoparticules
de silice TM50 a ¢=0.15 et de solution saline a une force ionique égale a 0.44 mol.I"! déterminé par rhéologie oscillatoire
a différentes températures (Echelle semi-log). v=0.5% et f=9.6 Hz.

Dans les différents cas, au début, G" > G’, le gel est dans son état liquide. Aprés le point de croisement, G’ de-
vient supérieur a G" (G’ > G"), le systéeme est visco-élastique, le gel est dans son état solide. Nous constatons
que le temps de gélification augmente avec la température. Plus la température est élevée plus la gélification
est rapide. On passe d’un temps de gélification égal a 1800 secondes a 20°C a un temps de gélification égal a
250 secondes a 40°C. De méme les valeurs de G’ et G" sont modifieées entre 20°C, 30°C et 40°C. Par la suite,
nous maintiendrons une température constante, a savoir la température ambiante.

-Cisaillement constant

Nous avons comparé les valeurs de temps de gélification ¢, obtenues par cisaillement oscillatoire a celles
obtenues par une autre méthode en appliquant un cisaillement constant a I’échantillon. Nous utiliserons pour
cela, le rhéometre "Low Shear" en géométrie couette cylindrique. Le systéme est enfermé dans la cellule de
couette, ce qui empéche toute évaporation. Nous allons mesurer la viscosité de 3 échantillons présentant
une fraction volumique en particules fixée a 15% et des forces ioniques variant entre 0.4 et 0.5 mol.I"!. Les
résultats de la viscosité mesurés au cours du temps sont présentés sur la figure 2.14. Les mesures ont été
réalisées 3 minutes aprés avoir ajouté la solution saline a la suspension de silice Ludox TM50. Léchantillon
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avait un aspect liquide au début de I'expérience.

Au début, les deux solutions en absence d’évaporation (nanoparticules de silice et solution saline) pré-
sentent une viscosité proche de celle de I'eau (n=2.78 10~ Pa.s, T=20°C). Ensuite, la viscosité augmente
d’abord lentement avec la formation d’agrégats au cours du temps, puis brusquement diverge, lorsqu’un agreé-
gat est formé dans I'ensemble de I'échantillon. Nous avons refait des expériences a 4 = 0.346 et 7.46 s—!, mais
ce processus ne semble pas étre influencé par le taux de cisaillement appliqué, car les courbes observées
restent les mémes, indépendamment du taux de cisaillement.

0.8
—8— 0.5 mol.I" °
-=—0.45 mol.I" |
- — 0.4 mol.I" @ |
0.6 ! |
[ |
2 .L ¢
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FIGURE 2.14 : Evolution de la viscosité en fonction du temps pour un mélange de nanoparticules de silice TM50 & ¢ = 15%
et de solutions salines a des forces ioniques égales respectivement & 0.4; 0.45 et 0.5 mol.I"* & un taux de cisaillement

fixe a 0.0219 s71.

Cette variation temporelle peut étre interprétée par un modele de percolation de la transition de gélification
étudié par de Gennes et Stauffer dans les années 70 [131, , , ] nous permettant de définir le temps

de gélification avec le modéle suivant :
s
nNoxX —— (2.9)
(t— tg)‘

Avec 7, la viscosité du solvant, , la viscosité de la solution et s un paramétre d’ajustement. Ce comportement
est illustré par la variation temporelle de la quantité sans dimension (n—”s)—% comme montré sur la figure 2.15.
Léquation du modéle de percolation présentée en 2.9 est, par définition, valable lorsque t est proche de t,.
Pour obtenir la valeur de t,, on ajuste les données proches de l'intersection avec 'axe des abscisses (t=t)
avec une valeur du parameétre s. La droite de I'ajustement coupe I'axe en un point t égale a t,. Les valeurs
obtenues de t, sont respectivement pour les trois valeurs de forces ioniques 1=0.4; 0.45 et 0.5 mol.I=! : 3900,
1800 et 1200 secondes.

Effet de la force ionique sur le temps de gélification

Les résultats obtenus pour les temps de gélification avec les deux méthodes (cisaillement constant et cisaille-

ment oscillatoire) sont présentés dans le tableau 2.1.
Il manque des mesures pour les essais de cisaillement oscillatoire & deux forces ioniques 0.35 et 0.4 mol.I~*.

Les expériences n'ont pas été réalisées pour ces deux forces ioniques. Ces deux techniques donnent des
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FIGURE 2.15: (nis)*i en fonction du temps pour différentes suspensions colloidales (mélange de nanoparticules de silice
Ludox TM50 avec 3 forces ioniques). Lexposant s est choisi pour ajuster les mesures le long d’une ligne droite lorque t —
ty (s=1.8). t4 correspond a l'intersection de la droite d’ajustement (lignes continues) avec I'axe des abscisses.

Force ionigue | (mol.I=1) Temps de gélification t, (s)
mesures en cisaillement | mesures en cisaillement oscilla-
constant (LowShear) toire (Anton Paar)

0.35 6000 -

0.4 3900 -

0.44 1920 2100

0.45 1800 1860

0.47 1560 1380

0.5 1200 900

0.75 120 180

TABLE 2.1 : Récapitulatif des valeurs du temps de gélification pour différentes forces ioniques, obtenues par deux mé-
thodes, cisaillement constant (Contraves LS30) et cisaillement oscillatoire (Anton Paar).

résultats similaires et démontrent 'effet important de la force ionique sur le processus de gélification.

Sur la figure 2.16, est présenté I'évolution du temps de gélification des gels de silice en fonction de la force
ionique.
Lorsque la force ionique augmente, la barriere de potentiel diminue et la probabilité de formation d’amas
d’agrégation résultant de la collision des particules par diffusion est plus élevée, ce qui se traduit par un temps
de gélification plus court.
Une légére modification de | (de 0.44 & 0.5 mol.I=1), implique une réduction de 50% du temps de gélification.
Lorsque la force ionique | est élevée (environ 0.75 mol.I=1), le processus de gélification est trés petit devant le
temps d’évaporation.

Pour ajuster nos données, nous avons utilisé une fonction exponentielle étirée et 'accord entre I'ajustement

et les données est remarquable.

tgzaexp(—?)C (2.10)

Les paramétres d'ajustement, a, b, ¢, dans I'équation 2.10 sont respectivement : 3.58 10° (s) , 0.69 (mol.I"1),

50



(a) 7000 (b) 10000
6000 4 !
‘e
' \
5000 \ .
! .
D | \ -~ *
w4000 * @ \
o \ O 1000 \
3000 \ d
\
N 5
2000+ % \
. 5
N
1000 - o \
0 T T = L4 1004 i
03 0.4 05 06 0.7 0.8 10 10
I (mol.I) I (mol.F")

FIGURE 2.16 : Temps de gélification, t,, en fonction de la force ionique | pour une suspension de nanoparticules de silice
TM50 a une fraction de volume ¢ = 15% et différentes concentrations de sel. La ligne en pointillés correspond a I'ajustement
(a) d’une loi exponentielle étirée (Eq. 2.10), (b) tracé en échelle log-log (t, = 17°) [5].

4.01.
Il convient de noter qu’une loi de puissance (figure 2.16, b) fonctionne également, mais I'exponentielle étirée
correspondait clairement & nos données avec une meilleure précision de fit.

2.2 Solidification des gouttes de dispersions colloidales en présence
d’espéces ioniques

Aprés avoir présenté une étude sur la gélification des suspensions de nanoparticules de silice mélangées a des
solutions salines, nous allons dans cette partie nous focaliser sur la description de la cinétique de séchage de
gouttes sessiles de ces solutions de silice. Dans cette situation, deux mécanismes physiques sont a l'oeuvre :
la gélification due aux modifications des interactions entre les particules de silice et le séchage. Le systeme
final dépendra de la prédominance de 'un ou l'autre de ces mécanismes.

Nous allons commencer par présenter la dynamique de solidification d’'une goutte sessile de suspensions
colloidales en présence d’espéces ioniques sur un substrat. Ensuite, nous établirons un diagramme de phase
pour différentes forces ioniques et pour différentes vitesses d’évaporation, qui présentera et expliquera toutes
les morphologies des gouttes finales.

2.2.1 Solidification d’une goutte sessile déposée sur un substrat

La solidification de gouttes déposées sur une surface solide "appelée goutte sessile" a été le sujet de nombreux
travaux. Au cours des deux derniéres décennies, ce sujet a gagné en popularité en raison de ses nombreuses
applications en biomédecine [133, ], en nanotechnologie [ ], ou pour l'impression
[ ], etc. La goutte sessile est la géométrie la plus facile a reproduire mais la plus difficile a controler :
la complexité est principalement due a la singularité de la ligne de contact [84].

Les conditions d’adhésion avec le substrat sont donc déterminantes. Elles vont déterminer si la ligne de contact
glisse ou reste "accrochée" sur le substrat pendant le séchage, et elles définissent également la valeur de
I'angle de contact. Contrairement a des films liquides, la goutte présente également des variations importantes
d’épaisseurs. De nombreux travaux ont ainsi permis de décrire et d’expliquer les différentes morphologies de
gouttes obtenues en fin de séchage : apparition de craquelures, déformation, formation de peau en fonction

) ’ H )
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de différents paramétres comme la vitesse d’évaporation, la concentration en particules, le type de particules,
etc [84, . , I

Les parametres géométriques qui définissent une goutte sessile sont : sa hauteur (H), son rayon (R) et son
angle de contact (9). La goutte s’évapore si 'atmosphére autour de l'interface de la goutte n’est pas saturée
par la vapeur du solvant (voir figure 2.17).

Ligne de base

FIGURE 2.17 : Schéma en vue de profil d’une goutte sessile caractérisée par sa hauteur H, son rayon R et son angle de
contact 6.

Dans le séchage des gouttes sessiles, deux processus peuvent se produire :

-Le séchage vertical : ou le front de séchage se déplace de haut en bas dans la direction verticale. Ce dernier
commence a la surface de la goutte comme le montre la figure 2.18, a; et aboutit a la formation d’'une peau
solide a la surface de la goutte. Ce cas est privilégié pour des angles de contact élevés.

-Le séchage horizontal : ou le front de séchage se déplace horizontalement et commence au bord vers le
centre de la goutte, ce qui conduit a la formation d’un bord de goutte sessile comme le montre la figure 2.18,
b. Ce type de séchage est plus fréquent dans le cas de gouttes sessiles ayant un petit angle de contact, ou
le séchage horizontal est plus rapide que le séchage vertical en raison des faibles épaisseurs des gouttes sur
les bords. Dans ce cas, on observe des "pieds gélifiés" (voir figure 2.18, b et figure 2.19).

FIGURE 2.18 : Représentation schématique (a) d’un séchage vertical dans une goutte sessile. (b) d’'un séchage horizontal
dans une goutte sessile.

Lors de I'évolution de I'évaporation d’une goutte sessile sur un substrat hydrophile dans le cas d’'un séchage
horizontal trois régions apparaissent comme le montre la figure 2.19. Une région séche prés des bords suivie
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d’'une région dite de transition, puis une partie centrale ou la suspension est encore a I'état liquide. Le front
de séchage se déplace des bords vers le centre. Ce front sépare un domaine fluide, régi par le régime de
Stockes, et un domaine solide poreux, régi par la loi de Darcy, ol le solvant traverse le réseau de particules
par perméation [141].

Front de solidification

L'évaporation entraine
I'écoulement

Fluide stationnaire Région de transition Film solide

FIGURE 2.19 : Représentation schématique des trois régions dans le cas du séchage d’une goutte sessile avec un faible
angle de contact (séchage horizontal).

Pour la suite, dans notre cas d’études, les gouttes sessiles déposées sur le substrat hydrophobe ont un
angle de contact supérieur a 90°, le séchage dans ce cas sera principalement vertical.

Le fait que I'angle de contact soit supérieur a 90° a un autre avantage. En effet, il évite les singularités
induites par une valeur élevée de vitesse d’évaporation prés de la ligne triple. Il est possible de décrire sim-
plement ce mécanisme a I'aide d’'un schéma présenté a la figure 2.20 complété de I'expression de la vitesse
d’évaporation au voisinage de la ligne triple donnée par I'expression suivante [84] :

Dvap nys — nVOO( R )a
R ny R—r

Ve(r) « (2.11)
ou r, est la distance radiale a partir du centre de la goutte, R est le rayon de base de la goutte, D, est le
coefficient de diffusion de la vapeur d’eau, ny s est la concentration des espéces volatiles a la surface, donc
de vapeur d’eau, ny, est la concentration de vapeur d’eau a l'infini, et n; est la concentration de la solution

colloidale dans la goutte et a = 27{;23) avec 6 I'angle de contact.

0] &)

FIGURE 2.20 : Comparaison de deux gouttes sessiles sur un substrat avec (a) petit angle de contact. (b) un angle de
contat élevé.

On voit donc que la vitesse d’évaporation sera plus élevée prés de la ligne triple favorisant la déposition des
espéces non volatiles a cet endroit. Cela conduit a une concentration plus élevée de ces espéces au voisinage
de la ligne triple (figure 2.20, cas (1)).

Dans le deuxieme cas (2), il y a saturation en vapeur d’eau dans I'espace d’air situé entre le substrat et la
surface de la goutte, ce qui entraine une vitesse d’évaporation qui n'augmente pas autant au voisinage de la
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ligne triple que dans le cas (1). Nous privilégions le scénario (2) afin d’éviter les singularités induites par une
valeur élevée de V.

2.2.2 Dispositif expérimental et traitement des images

Nous présentons ici le dispositif expérimental mis en place et qui permet de visualiser une goutte déposée
sur un substrat et de suivre son évolution depuis le dépét jusqu’a la solidification. La méthode la plus simple
pour quantifier I'évolution d’'une goutte au cours de sa solidification est de visualiser son profil. En pratique
I'observation précise du profil est délicate : la forme observée n’est significative, que si tout effet de projection
de I'image de la goutte sur le substrat est négligeable. Cette condition implique que la goutte soit observée
parallélement au plan du substrat. Pour cela le substrat est placé sur une platine permettant son déplacement
dans les 3 directions. Lobservation en transmission est opérée grace a une plaque lumineuse placée a 10 cm
derriére la goutte. Les gouttes sont observées a 'aide d’'une caméra numérique Pixelink munie d’'un objectif
télécentrique de chez Edmund Optics, utilisé pour redresser les rayons lumineux et obtenir une image bien
définie du contour de la goutte. Léchelle des images est relevée en enregistrant pour chaque expérience
une mire placée dans le champ de la caméra. L'évaporation de la goutte colloidale pourra s’effectuer dans
différentes conditions :

- a l'air libre, pour avoir des humidités relatives aux alentours de 60%+5%.

- dans une cuve ou 'humidité est maintenue a 90%, en plagant a c6té de la goutte, une cuve contenant de
I'eau pour saturer le milieu en humidité.

- dans une cuve contenant des sels saturés ; par exemple du sel K N03, pour atteindre des humidités proches
de 35%. Le dispositif expérimental est présenté sur la figure 2.21. Dans chaque cas, le taux d’humidité est
mesuré et suivi tout au long de I'expérience grace a un capteur posé a cbté de la goutte.

Eclairage Goutte
D =
N
Support Caméra
u
élévateur Substrat +

Objectif télécentrique

FIGURE 2.21 : Schéma du dispositif expérimental utilisé pour visualiser le séchage des gouttes sessiles colloidales.

Le substrat sur lequel la goutte repose est une lame de verre traitée chimiqguement par silanisation au

plasma oxygéne permettant d’avoir des surfaces hydrophobes avec des angles de contact qui se situent entre
90° et 110°. La silanisation a été effectuée en phase gazeuse ou la vapeur de silane se greffe sur les grou-
pements OH formés par oxydation de la surface du verre par le plasma oxygéne. Ce type de silanisation n’est
pas homogéne sur toute la surface, c’est la raison pour laquelle I'angle de contact peut varier en fonction de
I'endroit ou se trouve la goutte. Le deuxiéme type de silanisation, est la silanisation en phase aqueuse, ou
I'on trempe le substrat dans une solution de silane. Langle de contact déterminé est cette fois-ci homogene
sur toute la surface de la lame. Nous retiendrons pourtant la silanisation en phase gazeuse en raison de sa
simplicité.
Pour changer le taux d’évaporation de la goutte, on enferme cette derniére dans une cuve transparente pour
contréler 'humidité relative, RH. Lhumidité peut varier de 30% a 90%. Nous mesurons I'humidité relative au
cours du temps avec un capteur numérique d’humidité HDC1080 de la société Texas Instruments intégré a un
capteur de température.
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Afin de déposer des gouttes de fagon contr6lée et de maniére reproductible, nous avons utilisé des pipettes
"Fisherbrand". La goutte est positionnée a I'extrémité de la pointe de la pipette, et est déposée sur le substrat.
Les gouttes déposées ont un volume initial constant de 30 pl, et un rayon maximal de 2.46+0.50 mm.

La figure 2.22 donne une évolution typique du profil de la goutte au cours du temps.

En fonction des conditions de séchage, et selon les systemes étudiés, on observe deux motifs typiques
de séchage que l'on discutera dans la partie "diagramme de phase". Une succession typique d’images est
représentée a la figure 2.22.

Les images sont traitées avec un programme Python afin d’extraire les contours de gouttes au cours du temps.
Ces traitements permettent de déterminer les différentes caractéristiques géométriques de la goutte au cours
du temps, & savoir :

-le diametre de la base de la goutte défini par la distance entre les points de raccordement gauche et droit de
la goutte sur le substrat.

-I'angle de contact de la goutte déterminé par I'inclinaison de la tangente au profil par rapport a I'horizontale,
prise au niveau de la ligne triple.

-la surface de contact avec l'air et le volume de la goutte dans le cas d’une configuration axisymétrique.

w

Image originale d’'une goutte

Imm_ 0 min 30 min 66 min 99 min

N .

0 min 30 min 57 min 84 min

FIGURE 2.22 : Evaporation & I'air libre d’une goutte comprenant un mélange d’une suspension colloidale de silice et d’une
solution saline & deux forces ioniques différentes (séchage du haut, & une force ionique égale a 0.75 mol.I* et séchage
du bas, & une force ionique égale & 0.35 mol.I"*). Les images dans I'encadré sont binarisées.

Ce programme est divisé en deux parties :
- Pré-traitement : nous commencgons par convertir 'image en niveau de gris en une image binaire, et nous
appliquons par la suite, un filtre gaussien qui a pour but de flouter toutes les impuretés sur le fond des images.
Le programme va ensuite découper les images au niveau de la seule ligne horizontale qui sépare les tons
lumineux des tons foncés et qui représente la ligne de base comme montré sur la figure 2.23.

- Analyse : le programme détecte tous les contours fermés qui présentent une transition entre les intensi-
tés maximales et les intensités minimales a I'aide d’un filire appelé "filtre de Sobel". Ce dernier va calculer le
gradient de l'intensité de tous les pixels, afin de détecter les points de changements brusques de luminosité
qui correspondent a des bords.

Le fond des images n’est pas toujours net, plusieurs contours peuvent étre détectés. Afin de s’assurer que ¢a
soit le contour de la goutte qui soit pris en compte, le programme va comparer la longueur de tous les contours
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trouvés et prendra celui avec le plus grand nombre de pixels, qui correspondra au contour de la goutte. Une
fois le contour de la goutte détecté, le programme procede au calcul de la surface latérale de la goutte (surface
en coupe, voir figure 2.23), en calculant le nombre de pixels se trouvant a l'intérieur du contour et a I'aide du
principe du deuxiéme théoréme de Guldin, le volume est calculé en supposant que la goutte est axisymétrique.

Surface en coupe

de la goutte

Image aprés
Ligne élimination du
de base substrat
—>

FIGURE 2.23 : Image binarisée d’'une goutte sessile sur un substrat. La zone blanche centrale correspond au
reflet de la lumiere sur la goutte.

Sur les figures 2.24 et 2.25, nous reportons I'évolution des profils de gouttes au cours du temps ainsi que le
volume et la surface des gouttes de la figure 2.22 calculés par le programme.

Lévolution du profil des gouttes dépend de la composition du systeme, des conditions ambiantes, des
propriétés et de la rugosité du substrat. Nous ferons varier la composition du systeme, i.e., la force ionique
et I’hygrométrie. Le substrat sera toujours le méme. Nous pouvons voir d’apres la figure 2.24, que pendant
I'expérience de séchage a fort taux d’hygrométrie, le volume ainsi que la surface de I'échantillon diminue a
mesure que I'eau s’évapore de la suspension. Apres un certain temps, le volume et la surface de la goutte se
stabilise a leur valeurs finales. Le profil de la goutte diminue en hauteur jusqu’a ce qu'il se stabilise lorsqu’une
goutte solide séche est formée. La goutte reste toujours axisymétrique.

1.2

(b) ® Volume
(a) AH/HO T g ©  Surface

temps

0
-R/RO 0 +R/R0 b T 2600

4000 6000

t(s)

FIGURE 2.24 : (a) Evolution du profil normalisé avec valeurs initiales Hy, et Ry d’une goutte de suspension colloidale
de silice (p=15%) mélangée a une solution saline 1=0.75 mol.I"*. (b) du volume et de la surface de coupe de la goutte
normalisés avec valeurs initiales Vi et Sy déduites des profils mesurés. L'évaporation se fait a un taux d’humidité élevé
RH=90%.

Sur la figure 2.25, a plus faible taux d’hygrométrie, nous remarquons qu’au début, le séchage est similaire
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au premier cas, jusqu’a I'apparition d’'une instabilité mécanique, c’est a dire, une déformation de la goutte.
Le volume continue d’évoluer, jusqu’a ce qu'il se stabilise a sa valeur finale, la surface quant a elle cesse de
diminuer en raison de la géométrie complexe de la goutte, qui se déforme et seche de maniére non axisymé-
triqgue. Les images de la vue latérale ne permettent pas une analyse quantitative des parameétres physiques
tels que la surface aprés la déformation, une analyse a I'aide d’un scanner 3D serait nécessaire, pour obtenir
des informations sur I'évolution de la surface apres la déformation de la goutte. Le profil de la goutte diminue
en hauteur méme aprés 'apparition d’instabilité, jusqu’a ce qu’il se stabilise lorsqu’une goutte solide séche est
formée.

1.2
T
(b) o ® Volume
7'\ I Apparition Surf
(@) H/HO . Ides instabilités———
R : mécaniques
v 0.8
%)
§ 0.4 :
temps I
- |
|
-R/RO 0 0 !
+R/R0O 0 " 2000 ' 4000 | 6000
t(s)

FIGURE 2.25 : (a) Evolution du profil normalisé avec valeurs initiales H, et R, d’'une goutte de suspension colloidale
de silice (p=15%) mélangée a une solution saline 1=0.35 mol.I"* (b) du volume et de la surface de coupe de la goutte
normalisés avec valeurs initiales Vi, et Sy déduites des profils mesurés. L'évaporation se fait a l'air libre a une humidité
relative RH=50%.

Avec I'évolution du volume de la goutte au début du séchage, on pourra calculer la vitesse d’évaporation en
m.s~! pendant la période ou la vitesse de séchage est constante (CRP) [90] au voisinage de t=0 seconde a

l'aide de I'équation 2.12 :
—1dV

S dt
ou S et V, sont respectivement, la surface d’évaporation équivalente a la surface de la goutte au début du
processus de séchage, et le volume de la goutte a l'instant t. La dérivée du volume est déduite de la courbe
volume en fonction du temps en secondes (la pente au début du processus de séchage a t=0 s) présentée
dans la figure 2.24 et 2.25. Pour une goutte de suspension colloidale, nous nous attendons a ce que Vg soit
proche de la valeur de la vitesse d'évaporation de I'eau pure (de I'ordre de 10~® m.s~! pour une hygrométrie
égale a 60%), du moins tant que les ménisques air/eau n’ont pas reculé a l'intérieur du gel [90]. Dans notre
cas, pour ce taux d’hygrométrie, nous trouvons des vitesses d’évaporation autour de 6.10~8 m.s~! suivant les
valeurs de |. Comme précisé précédemment, nous allons faire varier deux paramétres :

-la vitesse d’évaporation en changeant 'hygrométrie autour de la goutte (40% < RH < 90%);
-la composition de notre mélange et précisément la force ionique.

Vi = (2.12)

Les différents systémes utilisés

Nos expériences ont été réalisées avec des dispersions aqueuses de silice Ludox TM50 diluées de maniére
a avoir une fraction volumique fixe en particules égale a ¢=15%. A pH=9, les particules sont chargées néga-
tivement. En absence d’évaporation, la répulsion électrostatique entre les particules assure la stabilité de la
dispersion colloidale.

A cette derniére est ajouté un volume spécifique d’une solution de NaCl dans de I'eau. La concentration fi-
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nale(=force ionique) de la solution saline ajoutée NaCl varie de 0 a 0.75 mol.I-!. La force ionique est donc le
deuxieme parametre que nous ferons varier dans les expériences.

2.2.3 Diagramme de phase

Lévolution des gouttes de dispersion de silice a été étudiée pour différentes forces ioniques et différentes ci-
nétiques de séchage. En conséquence, chaque évolution de goutte se traduit par une morphologie de goutte
finale distincte. Les résultats sont présentés dans le diagramme de la figure 2.26. Chaque symbole du dia-
gramme correspond a la morphologie finale observée de chaque goutte que nous allons détailler dans la
suite.

FIGURE 2.26 : Diagramme décrivant les différents états obtenus aprés solidification de gouttes de dispersions colloidales
déposées sur un substrat hydrophobe. Force ionique | en fonction de la vitesse d’évaporation Vg - Les "symboles carrés”
correspondent aux instabilités mécaniques et les "symboles ronds" correspondent aux "gouttes stables". Les croix (gouttes
stables) et les hexagones (instabilités mécaniques) sont liés aux données utilisées pour calculer la déformation e reportée
sur la figure 2.28. Les lignes représentent les modeéles théoriques utilisés. Les couleurs dans le diagramme correspondent
a une délimitation des mesures pour une meilleure lisibilité. A droite : images des différentes morphologies observées.

Nous pouvons délimiter deux principales régions :

- une région ou les gouttes ne subissent pas de déformations macroscopiques et séchent de maniére homo-
geéne, tout en conservant leur forme de calotte sphérique, nous appelerons cette région "gouttes stables";

- une région ou les morphologies des gouttes finales sont significativement différentes de celles obtenues
juste aprés le dépbt : les gouttes sechent initialement de maniére homogéne jusqu’a ce que les déformations
apparaissent, nous allons discuter dans la suite, I'origine de ces déformations. Nous appelerons cette région
"instabilités mécaniques".

-gouttes stables :
Lorsque la force ionique est élevée (1>0.5 mol.I=!) et quelque soit nos valeurs de vitesses d’évaporation, mais
également, pour des faibles Vg (V=2 1078 m.s~!) et quelque soit nos valeurs de forces ioniques I, aucune
déformation ne se produit et les gouttes conservent une forme de calotte sphérique jusqu’au stade final de la
solidification (vue de profil dans la figure 2.26, ¢). Les profils présentés en figure 2.24 restent axisymétrique,
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les volumes et surfaces diminuent linéairement jusqu’a la solidification compléte. La surface de contact avec
le substrat diminue progressivement. La forme de la goutte suggére que le processus d’agrégation est homo-
géne partout dans le volume de la goutte et le volume diminue ainsi que la surface avec le temps, de sorte que
la forme atteint un profil constant (fig. 2.24, a).

-instabilités mécaniques :
Pour des vitesses d’évaporation Vg > 2 1078 m.s~! et pour des forces ioniques faibles (1<0.15 mol.I"1), les
gouttes présentent de grandes distorsions au stade final de la solidification. La région correspondante du dia-
gramme est intitulée "instabilités mécaniques" dans la figure 2.26. En particulier, les gouttes peuvent prendre
la forme d’'un anneau avec des fissures radiales (vue de dessus dans la figure 2.26, a-gauche) ou seulement
des fissures sont observées (vue de dessus dans la figure 2.26, a-droite).

Toujours pour des vitesses d’évaporation telles que Vg > 2.1078 m.s~! et une force ionique plus élevée
entre 0.15 a 1 mol.I"1, les gouttes perdent progressivement leur forme de calotte sphérique ; la partie supé-
rieure de la goutte est aplatie comme on peut le voir sur les images de la figure 2.22, séchage du bas et sur le
profil de la figure 2.25, puis un creux au sommet de la goutte (vue de profil dans la figure 2.26, b et a-gauche)
peut se former. On est donc toujours dans la région des instabilités mécaniques. Dans ce cas, le séchage peut
conduire a la formation d’'une "cro(ite" a la surface de celle-ci, résultant de I'accumulation des espéces non
volatiles au voisinage de la surface de la goutte. C’est cette hypotheése qui est retenue plutét que celle d’insta-
bilités hydrodynamiques. En effet, des instabilités hydrodynamiques peuvent étre induites par des gradients
de concentration et/ou de température a l'intérieur de la goutte. Ces gradients peuvent modifier la forme de
la goutte, créant ainsi des déformations a sa surface. Dans notre cas, les instabilités mécaniques surviennent
lorsque la crolite formée a la surface de la goutte est a la fois rigide et perméable a I'évaporation. Dans ce cas,
la crolte agit comme une coque qui enferme un volume en diminution progressive. Cette situation va induire
des instabilités de flambement que I'on observe sur nos gouttes (voir figure 2.26,b).

Ce type d'instabilité mécanique (flambage) est une instabilité qui se produit lorsqu’une peau solide poreuse
se forme a la surface de la goutte [142, ], et c’est cette hypothése que I'on va chercher a vérifier par la suite.

Afin d’expliquer les différents comportements décrits a savoir "gouttes stables" ou gouttes déformées sous
l'action d'instabilités mécaniques, il convient de considérer les deux mécanismes physiques a l'oeuvre : le
séchage et la gélification. Le premier est contrdlé par la vitesse d’évaporation et le second par la force ionique.
Lhypothése que nous allons développer et vérifier par la suite, est que lorsque la force ionique est élevée, le
processus de gélification se produit plus rapidement que le processus de séchage. En conséquence, la goutte
se solidifie rapidement, avant qu’une peau poreuse ne puisse se former a la surface d’évaporation, évitant ainsi
I'apparition d’instabilité mécanique. Pour vérifier cette hypothése il nous faut définir les temps caractéristiques
des deux mécanismes dominants : la gélification avec le temps de gélification ¢, et le temps de séchage qui
va induire ou non la formation d’une peau a la surface de la goutte.

-les différents temps caractéristiques :

-le temps de gélification, ¢, a été défini en équation 2.10 et mesuré au paragraphe 2.1.3.
-le temps de séchage et le temps de formation de la peau.

Afin de prédire si une peau se forme en surface de la goutte colloidale, il faut comparer I'effet de la diffusion
brownienne par laquelle les particules rentrent en mouvement (¢4 ;) et I'effet de I'évaporation du solvant qui
va entrainer le déplacement des particules a l'interface air/dispersion (tg). Pour comparer ces deux effets,
nous allons introduire le nombre de Peclet qui gouverne 'homogénéité du séchage en profondeur (formation
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ou non de la peau solide). Ce nombre est défini au chapitre 1 et rappelé ici avec la relation suivante :

P _ taiff - VER _ GWT]VERRP

~ 2.1
te D kgT (2.13)

avec, kp et T respectivement la constante de Boltzmann et la température du milieu, n, la viscosité de I'eau, R,
le rayon des particules, R le rayon de la base de la goutte et D, le coefficient de diffusion de Stokes-Einstein,
défini dans I'équation 1.20.

La formation de la peau est due a I'accumulation de particules a la surface d’évaporation en raison d'un sé-
chage rapide. Cet effet est rencontré lorsque I'évaporation 'emporte sur la diffusion (P. > > 1). En effet, si la
goutte s’évapore lentement, la diffusion a travers la goutte peut maintenir une distribution uniforme des parti-
cules. Cependant, si I'évaporation est plus rapide, les particules sont advectées vers la surface de la goutte
et s’y accumulent, formant une cro(te (voir figure 2.27). Dans le cas, ou la diffusion est plus rapide que I'éva-
poration (P, < < 1), la diffusion des particules est plus favorable que I'advection vers la surface d’évaporation
limitant la formation d’une "croGte". La valeur du nombre de Peclet pour nos systémes est évaluée a Pe ~ 6.

Accumulation
des particules
a la surface
d’évaporation

Evaporation

FIGURE 2.27 : Schéma d’une goutte sessile avec formation d’une peau en surface : les particules initialement dispersées
s’accumulent a la surface de la goutte en raison de I'évaporation (Pe»1).

La formation de la peau n’empéche toutefois pas I'’évaporation, du fait de la diffusion du solvant a travers cette
peau poreuse par perméation. La partie supérieure de la goutte va s’aplatir et des instabilités de flambage
dues aux contraintes qui se développent dans la peau, se produisent comme présenté sur la figure 2.26, b.
Linversion de la courbure au sommet de la goutte peut donner une forme d’anneau comme présenté sur la
figure 2.26, a-gauche. En outre, des fissures radiales peuvent se former a la périphérie de la goutte de gel en
raison de I'accumulation d’une forte contrainte de séchage comme présenté sur la figure 2.26, a-droite.

En effet, toutes les conditions nécessaires sont réunies pour induire une instabilité de flambement : la surface
de la goutte devient rigide, tandis que le volume contenu a l'intérieur diminue progressivement. Pour que cette
instabilité se développe, il est nécessaire que le cceur de la goutte reste fluide. Pour de faibles variations de
volume, la forme de la surface est conservée, lorsque les variations de volume deviennent plus importantes,
des variations de courbure se produisent et, a la fin, le volume diminue alors que la surface, elle, cesse de
diminuer ; elle présente alors des plis ou des déformations plus complexes (voir figure 2.25, b).

Nous pouvons proposer ainsi une estimation du temps caractéristique de formation d’'une peau, ¢, de la
facon suivante : ce temps ¢, est le temps nécessaire pour que la fraction volumique des particules a la surface
de la goutte ¢, devienne égale a la fraction volumique des particules de la phase gélifiée ¢, (empilement
compacte aléatoire soit ¢,=0.6 [143]).

Lexpression de ¢, est déduite de I'équation de conservation des flux d’eau a l'interface goutte/air [95] :

Vi = D.V¢ (2.14)
ou D, est le coefficient de diffusion collective particule/solvant. Le gradient de concentration en particules
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proche de la surface d’évaporation prend place sur une longueur de diffusion \/D.t, tel que :

(69 — 9)

Vo~
¢ D.t

(2.15)

ce qui donne
_ Dc(¢g _ ¢)2

ts V2

(2.16)

Pour les gels de silice, I'évaluation du temps de formation d’une peau gélifiée est complexe car la cinétique de
gélification dépend de la fraction de volume des particules et de la force ionique. Une évaluation aussi simple
des concentrations locales peut ne pas étre suffisante. Ainsi, I'équation 2.16 fournit une estimation de ¢, qui
dépend de la vitesse d’évaporation.

Dans une premiére approche, nous allons supposer que la frontiére entre les deux régions du diagramme de
phase (gouttes stables/instabilités mécaniques) est définie lorsque t,=t,. Sit, < t,, la goutte gélifie en volume
avant qu’une peau se forme, et la goutte séche de fagon homogéne et isotrope.

Sit, > t,, une instabilité mécanique se produit pendant le séchage suite a la formation de la peau. Pour vérifier
cette égalité et tracer correctement la délimitation entre les deux régions, il faut ajuster le paramétre inconnu
D. aux données. La meilleure adéquation entre les résultats expérimentaux et le modéle de la figure 2.26
(lignes pleines) est obtenue pour D, = 1.5 10~ 4+ 5.5 10~'2 m2.s~!. Cette valeur est proche également du
coefficient de diffusion de Stokes-Einstein pour des particules de silice de notre taille, estimé a D=8.5 10—!2
m2.s~! [103]. Pour des particules de silice, il a été montré que D, ~ 10XDs;okes— Eistein POUr ¢ ~ 0.6 [144].

Une autre méthode pour déterminer la frontiére entre gouttes stables et instabilités mécaniques consiste a
comparer le temps de gélification ¢, et le temps de séchage ¢ . Ainsi, physiquement, on s’attend & ce que les
comportements suivants se produisent :

Sit, < tg, la gélification induite par I'effet des especes ioniques est plus rapide que le séchage, la gélification
de la goutte a lieu avant la fin du séchage, et la conservation d’'une forme en calotte sphérique est attendue.
Inversement, sit, > tg, le processus de séchage est plus rapide que la gélification, 'accumulation des parti-
cules prés de la surface de la goutte a lieu, ce qui entraine la formation d’'une peau avant la fin de la gélification :
une instabilité mécanique peut se produire.

Pour tester la validité de cette hypothése, nous avons tracé dans la figure 2.26, les points correspondant a
légalité t, = tg en utilisant 'équation ( ¢tz ~ V%) et 'équation 2.10.

Il est clair que les résultats présentés sur la figure 2.26 montrent que 'égalité de t, et tg ne délimite pas cor-
rectement la frontiére entre les deux régions. La premiére approche avec ¢, est plus appropriée et donne de
meilleurs résultats. Toutefois cette deuxieme approche n'implique aucun parametre ajustable.

Une fagon de différencier les régions "stables" des régions des instabilités mécaniques du diagramme de
phase, est de calculer un paramétre de déformation ¢ au voisinage de la frontiére ¢, = t, qui sépare les deux
régions sur la figure 2.28. Ce parametre e est défini comme suit :

(Vo — V)

=07 217
€ T (2.17)

ou Vp, le volume initial de la goutte et V;, le volume final de la goutte. Ces volumes sont déterminés avec
les courbes d’évolution du volume au cours du temps en utilisant le programme Python comme décrit précé-
demment (voir figure 2.24, 2.25, b).
Cing déformations ont été mesurées a une force ionique donnée égale a 1=0.5 mol.I=! et une & 1=0.45 mol.I~!
proche de la frontiere stable/instable (symboles en croix et hexagonals sur le diagramme de phase). Pour ces
forces ioniques, la frontiére entre les deux régions se situe a Vg=4 10~% mol.I=! (ligne en pointillée sur la figure
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2.28).

FIGURE 2.28 : Evolution de la déformation e en fonction de la vitesse d'évaporation Vi pour les symboles croix et hexa-
gones du diagramme de phase (pour | égale a 0.5 et 0.45 mol.I™*). La ligne verticale en pointillée correspond a la frontiére
"gouttes stables"/instabilités mécaniques.

Les résultats de la figure 2.28 montrent que la déformation est beaucoup plus faible dans la région stable que
dans la région des instabilités mécaniques, et qu'elle varie significativement proche de la courbe t,=t, pour
une force ionique égale a 1=0.5 mol.I=t. Ces résultats valident le choix du paramétre e comme paramétre dis-
criminant entre "gouttes stables" et instabilités mécaniques.

Pour terminer ce paragraphe, nous noterons que les deux mécanismes physiques, séchage et gélification, ne
sont pas totalement indépendants. En effet, il est possible de voir I'impact de la force ionique sur la cinétique
de séchage en suivant les volumes de gouttes au cours du temps. Nous avons comparé I'évolution du volume
normalisé Vlo au cours du temps de gouttes de solution a trois forces ioniques différentes, et & hygrométrie
constante (RH=60%), donc conditions de séchage identiques. Les résultats sont présentés dans la figure 2.29.
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FIGURE 2.29 : Evolution du volume normalisé Vlo et de la variation du volume % de gouttes de solution de silice a

différentes forces ioniques dans les mémes conditions de séchage (RH=60%) 4 V=7 1078 m.s™*.

Nous remarquons que plus la concentration en solution saline augmente plus la cinétique de séchage est
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lente. En effet, plus la force ionique est élevée plus le temps de gélification est rapide. Létat gel est vite atteint,
ce qui permet de figer la structure interne de la goutte colloidale et rend difficile I'évaporation du solvant a
travers les pores du gel colloidal, ce qui refléte la cinétique plus lente de I'évolution du volume au cours du
temps pour ces forces ioniques. Cependant, pour des forces ioniques importantes (I > 0.75 mol.I-1), les gels de
silice peuvent étre modifiés chimiquement et donner I'effet inverse en accélérant la cinétique de séchage [145].

Lors de la solidification par séchage et gélification, on a vu que des instabilités mécaniques pouvaient
apparaitre. Ces instabilités traduisent le fait que la matiére ne peut plus encaisser les contraintes qui se dé-
veloppent en interne, le systéme va donc flamber ou craqueler. Estimer les contraintes qui se développent
dans le systéeme semble donc essentiel. Pour se faire, nous allons évaluer les contraintes de séchage dans le
matériau et les comparer a la contrainte seuil du matériau. Cela nous permettra de déterminer si le matériau
peut supporter ou non les contraintes, et ensuite relier cette évaluation a I'éventuelle apparition d’instabilités
mécaniques.

2.3 Estimation des contraintes de séchage

Loi de Darcy et estimation de la perméabilité

Le séchage des films des suspensions colloidales entraine le développement de contraintes importantes au
sein du matériau. Au cours du séchage, l'interface air-liquide se transforme en ménisques reliant les particules
solides, et exerce une contrainte de compression induite par les forces capillaires. Avec I'effet de I'évaporation,
le rayon de courbure des ménisques devient de plus en plus grand provoquant une dépression dans le liquide
sur la partie supérieure du film comme montré sur la figure 2.30. C’est ce mécanisme qui est responsable du
développement d'un gradient de pression de liquide dans les pores sur I'épaisseur, et a cause de I'adhésion
avec le substrat, comme précisé au chapitre 1 section 1.2.2, de fortes contraintes se développent dans le film.
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FIGURE 2.30 : L'évaporation d’un film colloidal impliquant la réduction du volume du film. La rayon de courbure r augmente
en r’ avec l'effet de I'évaporation du solvant.

Lorsque le solvant s’écoule a travers le film gélifié qui constitue un matériau poreux, des contraintes s’ac-
cumulent. La loi de Darcy donne une équation pour la contrainte dans le matériau poreux comme suit (voir
chapitre 1 section 1.2.2) :

VEnl
o =
K

(2.18)

avec [ la longueur caractéristique du milieu poreux, et x la perméabilité du milieu poreux. | est donnée par :
l= V% avec D le coefficient de diffusion de Stokes-Einstein, la valeur estimée est d’environ =250 um.
Cette loi montre que la contrainte accumulée dans le systéme dépend de son organisation, via la perméabilité,
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car elle résulte de I'écoulement du solvant & travers le milieu poreux. Cette équation permet d’avoir une esti-
mation des contraintes moyennes dans le matériau au cours du séchage, sachant qu’en reéalité, la longueur
I n'est pas constante, le milieu poreux ne garde pas la méme dimension tout au long du séchage. Il apparait
que pour estimer o, il est nécessaire de connaitre la perméabilité « du milieu. Nous présentons ici la méthode
expérimentale qui permettra de mesurer x pour différents systémes et différentes forces ioniques. Cette partie
est dédiée a présenter le processus d’imbibition qui nous permettra d’estimer la perméabilité des gels de silice,
et estimer ainsi la contrainte de séchage. Les mesures nécessitent de se placer dans la géométrie d’un film
plan d’épaisseur donnée, ce que nous considérons dans cette partie.

La perméabilité d’'un milieu poreux peut étre estimée en mesurant la dynamique de pénétration d’un liquide
en contact avec ce milieu. Cette partie est destinée a mesurer la perméabilité de différents gels de silice, cha-
cun ayant été solidifié avec une force ionique spécifique. Nous allons utiliser la loi de Lucas-Washburn pour
avoir des informations sur le déplacement d’un front vertical du liquide et ensuite la loi de Bear pour estimer la
perméabilité du matériau. Afin d’étudier I'effet de 'augmentation de la force ionique sur la micro-structure du
gel, nous avons fixé la vitesse d’évaporation a 7 10~8 m.s~! (RH=70%) et fait varier la force ionique I.

Des échantillons rectangulaires de gels présentant des dimensions 20x12x2 mm sont formés en déposant
une couche de solution a différentes forces ioniques dans une cuvette ou le substrat est une lame de verre
de microscope et la paroi est un matériau en époxy imprimée en 3D (voir figure 2.31). Les échantillons sont
maintenus a une humidité relative controlée pour imposer un taux d’évaporation Vg constant et égala 7 1038
m.s~!. Le temps de solidification typique (le moment ol I'aspect de I'échantillon passe de transparent & blanc
opaque) des échantillons dépend de la dimension de I'’échantillon, et varie entre 1 et 4 jours, en fonction de la
concentration saline ajoutée.

Apres solidification, les échantillons décollés de la cuvette (en raison de la faible adhésion avec le substrat),
sont fixés et maintenus verticalement avec une pince. Leur partie inférieure est plongée dans un bain d’eau
déminéralisée (voir figure 2.31).

FIGURE 2.31 : Processus d'imbibition. (a) A gauche : images des "supports+échantillons” avant et aprés le séchage. A
droite : schéma de I'expérience pour la visualisation du front d’imbibition. (b) A droite : image d’un gel rectangulaire de
particules de silice pendant I'imbibition par de I'eau pure (I=0.75 mol.I"* & V=7 10~% m.s™'). A gauche : profil d'intensité
lumineuse de limage d’imbibition.

Nous enregistrons des images prises en vue de face de I'échantillon jusqu’a ce que le processus d’imbibition,
montée du front liquide, soit terminé, lorsque tous les pores sont saturés d’eau. La position du front de propa-
gation d’eau z,(t) est enregistrée en fonction du temps et ajustée a la loi de Lucas-Washburn selon I'’équation

[146] :

0
n(t) =[5V (2.19)
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avec y=72 mN.m~!, la tension superficielle de I'eau; n = 10~2 Pa.s, la viscosité de I'eau; # = 0°, I'angle
de contact entre le liquide et la surface des pores; et Ry, le rayon de Lucas-Washburn : Ry, = :ﬁ;f;;, avec
reft, le rayon effectif moyen des pores et Tort, la tortuosité du milieu poreux calculée selon la théorie RGPZ
(Revil, Glover, Pezard et Zamora) [147] et égale a Tort = \/ﬁ avec ¢pore,cff, 12 porosité effective égale
A Gpore,cf f=Ppore.tot — Ppore,res ; FESPECtivement la porosité totale (d’'un échantillon complétement saturé aprés
imbibition) et la porosité résiduelle (d’'un échantillon initial "sec" avant imbibition). La porosité effective ¢pore.c sy

est évaluée a partir des mesures de transmission statique selon la référence [146].

La figure 2.32 montre I'évolution temporelle du front de liquide imprégnant le gel colloidal. Cette courbe
comprend deux régimes : le premier régime inertiel ou z «c t (zone 1), puis le second régime qui est bien décrit
par le modéle de Lucas-Washburn ol z v/t (zone 2).

10—
ZoTe
N 1 | régime de Lucas-Washburn,
I
~ ] |
E°
Ei |
N™ 4 I
|
2_
Zone
' 2
3 200 400 600 800 1000
t(s)

FIGURE 2.32 : Courbe expérimentale montrant I'évolution du front d’imbibition dans le régime inertiel z x t (Zone 1) et dans
le régime de Lucas-Washburn z « v/t (zone 2) pour un systéme comprenant des nanoparticules de silice Ludox & $=15%
et une force ionique 1=0.4 mol.I"1. La ligne correspond & I'ajustement des données par le modéle de Lucas-Washburn
dans la zone 2.

Lajustement des données expérimentales nous permet d’obtenir, Ry, et a partir de I'équation de la loi de
Teff

Lucas-Washburn (2.19), nous pouvons déduire le rayon effectif r.;; selon I'équation (Ry = #:Lf5) et, en
utilisant la loi de Bear, nous pouvons estimer la perméabilité « avec la relation suivante :

o i gbpm"e,eff’rgff

T Tort (2.20)

en prenant comme valeurs, pour Tort=1.85 et pour ¢p.rc.csr=0.29. Les valeurs de x déduites pour nos diffé-
rents gels obtenus avec différentes forces ioniques sont reportées dans la figure 2.33.

La perméabilité présente une forte dépendance avec la concentration en sel et augmente avec la force
ionique. Ceci pourrait étre lié a la taille des agrégats. En effet, la structure du gel est affectée par la force
ionigue et I'ajout de sel influence probablement la taille et la structure des agrégats [148]. Le milieu poreux
formé par le processus de gélification est alors caractérisé par une perméabilité qui dépend de la force ionique.
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FIGURE 2.33 : Perméabilité, , en fonction de la force ionique, I, pour un gel de silice comprenant des nanoparticules de
silice Ludox a $=15% et différentes forces ioniques. Ve=7 1078 m.s™*.

Détermination des contraintes de séchage

Nous pouvons désormais calculer les contraintes moyennes de séchage dans le matériau poreux formé pour
les différentes forces ioniques avec la loi de Darcy. x augmentant avec la force ionique, il en résulte une
diminution de o avec |. Une fois cette valeur de contrainte de séchage estimée, il convient de la comparer a
la valeur limite donnée pour un systéme colloidal appelée "la contrainte seuil", qui est la contrainte maximale
jusgu’a laquelle un systeme se comporte comme un solide, c’est-a-dire lorsqu’il peut encore supporter de
petites contraintes; si le matériau est soumis a des contraintes supérieures a cette valeur de contrainte critique,
il se déforme ou se rompt, cette limite d’élasticité est donnée par la relation [149, ]:

_ ¢2 Aa2

oy = —[— — aC(\)L?] (2.21)

a3’ s2

avec ¢, la fraction volumique du gel égale & 0.6 ; s, la distance entre la surface de deux particules a I'état gélifié
égale a4 10~ m2 [151, 149]; A, la constante de Hamaker égale a 8.3 102! [149]; a, la taille des particules
égale a 23 nm; C()), une fonction de la longueur de Debye égale a 2meln(1 + exp %) avec A = &\/24 ete la
permittivité du milieu ; £2, le potentiel zéta égal & 0.04 V pour le Ludox TM50.

Le deuxiéme terme dans I'expression de o, est négligeable par rapport au premier, ce qui fait que la dépen-
dance de o, avec la force ionique est trés faible, on trouve pour o, la valeur : 1.68 10* Pa. Cette contrainte seuil
peut étre comparée aux mesures rhéologiques effectuées a 'aide d’'un balayage d’amplitude. La déformation
critique ~. peut étre définie comme la valeur en dessous de laquelle la structure est préservée et au-dessus
de laquelle le systeme est irréversiblement modifié ou détruit. Conventionnellement, cette valeur critique cor-
respond a la valeur ou G’ s’écarte de 10% de sa valeur de plateau.

Avec la relation 2.22, nous pouvons calculer la contrainte seuil a I'aide des mesures de rhéologie oscillatoire.

oy =G (2.22)

On représente sur la figure 2.34 les mesures pour deux systémes de gel de silice avec des forces ioniques
égales respectivement a 0.75 et 1 mol.I=*. Nous trouvons avec la relation 2.22, o, ~ 1.6 10* Pa pour 1=0.75
mol.I"! avec G'=1.6 10* et 4. = 1 et o, ~ 2.4 10* Pa pour I=1 mol.I"! avec G'=4 10* Pa et 4. = 0.6. Ainsi,
on trouve des valeurs deo, avec la rhéologie proche de la valeur calculée par la formule 2.21 (0,=1.68 10* Pa).
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FIGURE 2.34 : Evolution de G’ (Pa) en fonction de la déformation (%) pour deux gels de silice & une fraction volumique en
silice égale a 15% et deux forces ioniques 1=0.75 et 1 mol.I"*. Les traits en pointillés représentent I'endroit ol la contrainte
seuil o, est calculée a l'aide de I'équation 2.22.

La contrainte de séchage o et la contrainte seuil o, sont présentées en fonction de la force ionique | dans

la figure 2.35.
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FIGURE 2.35 : Evolution de la contrainte de séchage et de la contrainte seuil en fonction de la force ionique | & V=7
1078 m.s™. La contrainte seuil est calculée avec I'équation 2.21 et la contrainte de séchage avec I'équation 2.18. La zone
hachurée représente la limite de croisement entre la contrainte de séchage et la contrainte seuil.

En raison des approximations et des hypothéses simplificatives, une zone représentée avec des hachures sur
le graphe autour de 1=0.47 mol.I=14 5% représente la zone de transition entre "gouttes stables" et instabilités
mécaniques.

Pour | < 0.47 mol.I=1, la contrainte dans le matériau dépasse la contrainte seuil ; cette région du diagramme
de phase correspond a la zone ou se produisent les instabilités mécaniques (fissures, flambage). La formation
de plis ou le mécanisme de flambage observés dans ce cas sont la signature d’'une contrainte supérieure a la
contrainte seuil.

Pour | > 0.47 mol.I"%, la contrainte due a I'écoulement du solvant dans le milieu poreux est inférieure a
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la contrainte seuil du matériau et aucune instabilité n’est attendue, ceci est en accord avec le diagramme de
phase ou pour de telles valeurs de paramétres, le séchage est homogene. Pour cette vitesse d’évaporation,
la limite entre les régions instables et stables est 1=0.47 mol.I=!, ce qui correspond aussi au diagramme de
phase ol la limite est aux alentours de 1=0.5 mol.I~!.

Nous venons de voir que la force ionique en modifiant la structure du systeme, modifiait ses propriétés ma-
croscopiques et notamment sa perméabilité et dans une moindre mesure sa contrainte seuil. Qu’en est-il du
modaule élastique du matériau final ?

2.4 Caractérisation des propriétés mécaniques des films plans de gels
de silice

Dans cette section, nous effectuons des essais de nano-indentation pour caractériser mécaniquement les gels
de silice et déterminer leur module d’Young.

Propriétés mécaniques par nano-indentation

Nous utilisons la nano-indentation afin de déterminer les modules d’Young, E, des matériaux considérés a
I'état final. Le principe de la nano-indentation est le suivant : il s’agit d’appuyer avec une force trés petite (en
micronewton) avec une pointe en diamant sur un matériau. Lappareil permet de mesurer la profondeur de pé-
nétration de la pointe (en micrométre) dans le matériau en fonction de la force appliquée ou, a force constante
en fonction du temps. Plusieurs techniques de mesures sont possibles mais pour notre part, nous procéderons
toujours de la fagon suivante représentée sur le schéma de la figure 2.36.

(a) Approche (b) Chargement - maintien (c) Déchargement
Déplacement Déplacement
de de FA T F
'indenteur l'indenteur

Déplacement
de indenteur
'indenteur

Rindenteur *

indenteur

Gel colloidal
en film plan

1Pd1 \ﬁ___.isz

FIGURE 2.36 : Représentation schématique des étapes du test d’indentation avec une pointe sphérique sur un matériau
gélifié. (a) Approche de la pointe d’indenteur du matériau. (b) Pénétration de la pointe de l'indenteur dans le solide et
déformation de la surface. (c) Retrait de la pointe d’indenteur du matériau.

La premiére phase est la phase d’approche de la pointe de I'indenteur prés du matériau. Lorsque la pointe
entre en contact avec le matériau, la force appliquée augmente, de méme que la profondeur de pénétration
de la pointe, c’est la phase dite de chargement; puis la force est maintenue constante pendant 20 secondes,
vient alors la derniére phase, dite de déchargement; la force appliquée sur I'indenteur diminue et la pointe se
retire progressivement du matériau. La pointe de 'indenteur est en diamant et sphérique avec un rayon= 100
wm.

Au cours d’'une mesure d’'indentation, la force ainsi que la profondeur de pénétration de I'indenteur dans le ma-
tériau sont enregistrées, puis représentées sur une courbe qui représente la force en fonction de la profondeur
de pénétration (voir figure 2.37).
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FIGURE 2.37 : Courbe charge-décharge de nano-indentation instrumentée avec une pointe sphérique d’un rayon d’environ
0.1 mm. La courbe de chargement est caractérisée par le modéle de Hertz et la courbe de déchargement est caractérisée
par le modeéle Oliver et Pharr. Les lignes en pointillés représentent respectivement le guide de I'oeil pour la meilleure pente
de charge en utilisant I'équation 2.23 et de décharge en utilisant 'équation 2.24.

La courbe de la figure 2.37 consiste en I'application d'un cycle de charge-décharge comme décrit précé-
demment :

-La premiere partie croissante représente la courbe de chargement qui correspond a la pénétration de la
pointe d’'indenteur, ici la force d’indentation croit avec une vitesse de chargement constante jusqu’a une force
maximale imposée Fiq..

-La deuxieéme partie est caractérisée par un maintien de la pointe d’'indenteur a une force maximale F,, ..
constante durant un temps de pause que I'on peut choisir, généralement quelques secondes, dans notre cas
le temps de pause est égale a 20 secondes.

-La troisieme partie représente la courbe de déchargement, elle correspond au retrait de la pointe d’inden-
teur avec une vitesse de déchargement constante et des forces qui diminuent au cours du temps jusqu’a une
valeur minimum F,,,;,,.

Afin de mesurer le module d’Young nous allons utiliser le modele de Hertz au niveau de la pente de char-
gement de la courbe chargement-pénétration, et la méthode d’Oliver et pharr pour la pente de déchargement.

Le modéle de Hertz est représenté dans la figure 2.38, il est appliqué sur des matériaux purement élastique
avec un module d’Young E et un coefficient de poisson v [152].

F

R
indenteur

Ressort

FIGURE 2.38 : Représentation schématique du modéle du contact de Hertz. Un matériau élastique est modélisé par un
ressort de raideur, le module d’Young E. Lindenteur pénétre au sein du matériau avec une profondeur de pénétration P,
en appliquant une force F.
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La relation entre la force F et la profondeur de pénétration P, est donnée par la loi de Hertz :

4 V Rindentaur

S0 B (2.23)

F =
E est le parameétre d’ajustement et v, le coefficient de Poisson, pris égal a (v = %) pour nos matériaux.

La deuxiéme méthode appliquée est la méthode d’'Oliver et Pharr au niveau du déchargement de la courbe
charge-décharge. Dans cette approche, c’est la pente a la décharge qui est donnée par la relation [153, 154] :

dF 2
= = B /Ay; 2.24
dpd Py—Py .. \/77(_ proj ( )

avec Pyyq., le déplacement maximal lorsque I'indenteur est entiérement pénétré; A,,..; = T Pamas (2Rindenteur —
Pimaz), 'aire circulaire projetée par la pointe sphérique de I'indenteur sur I'échantillon et E* = % le module
effectif.

La figure 2.39 représente I'appareil de nano-indentation présent au laboratoire que nous utilisons.

Pointe Objectif
indenteur microscope
en diamant

~
Z :D Anton Paar

Platine de fixation
de I'’échantillon

Moteur (XYZ) el
Nano-indenteur

FIGURE 2.39 : Nano-indenteur "Anton Paar" NHT?.

Il s’agit d’un appareil de I'entreprise Anton Paar. Cet appareil contient la pointe d’'indenteur sphérique de 0.1
mm de rayon, un objectif de microscope qui permet de repérer la surface qu’on désire indenter, mais également
d’enregistrer les images de I'empreinte laissée par la pointe d’'indenteur sur le matériau. Une platine mobile
guidée par des moteurs permet de translater le substrat dans la direction horizontale entre 'objectif du micro-
scope et la pointe d’'indenteur. Des capteurs permettent de détecter précisémment la surface du matériau, ce
qui permet de définir l'origine de I'axe vertical (la détection de la surface est une manipulation préalable a toute
mesure). Lappareil est piloté par un logiciel développé par I'entreprise Anton Paar. Les tests d’indentation ont
été réalisé tous avec le modéle "standard", ou le seul parameétre de contrble que I'on peut faire varier est la
force d’indentation. Il convient d’étre prudent quand aux résultats donnés par cette méthode d’indentation. En
effet, elle suppose que le matériau est homogéne en épaisseur, et, de maniére générale, qu’il est homogéne
sur toute sa surface, étant donné que la mesure est trés localisée.
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Toutes nos mesures sont faites avec des films déposés sur un substrat en verre, et il convient de s’assurer
que les épaisseurs de nos couches sont toujours au moins dix fois supérieures a la pénétration maximale de
l'indenteur, afin de s’assurer que le substrat ne joue pas sur la mesure. D’autre part, le choix de F,,, la force
maximale est fait de sorte que ﬁ o Peapitiaire < 2 avec a, la taille des particules.

Les échantillons indentés sont des films de gels de silice comprenant un mélange de nanoparticules de

silice a une fraction volumique égale a 15% et des solutions salines a différentes forces ioniques représentés
sur la figure 2.40. Le mélange liquide est déposé dans des coupelles circulaires de 9 mm de rayon dont les
bords sont en silicone et le fond en verre. Les échantillons séchent a température ambiante. A I'aide d’une
caméra, nous réalisons des clichés du séchage des échantillons au cours du temps.
Nous remarquons qu’a l'instant initial, tous les échantillons sont homogénes avec différents aspects : liquides
a des faibles concentrations salines (0.25 mol.I7!), visqueux a des concentrations salines moyennes (0.35
mol.I"1) ou pateux & des grandes concentrations salines (0.7 mol.I"!). A l'instant final, tous les échantillons
subissent une fissuration plus ou moins ouvertes. Plus la concentration saline est faible plus les fissures sont
accentuées.

Une fois que les échantillons sont secs et qu’il N’y a plus d’évolution au cours du temps, nous réalisons
les tests d’'indentation. Pour cela, on mesure préalablement I'épaisseur de nos couches (avec un microscope
optique, h ~ 1.5 mm). On dépose ensuite nos échantillons sur le porte-échantillon de I'indenteur. Nous appli-
quons une force maximale de 1000 uN. Cette force ne permet pas de fissurer le systeme, sauf s'il est trés
fragile. La vitesse de charge et de décharge est de 2000 uN.min~'. Les mesures sont réalisées préférentiel-
lement au centre du film plan dans la zone la plus homogéne.

FIGURE 2.40 : Echantillons de gels de silice Ludox TM50 & Ia fin du séchage en vue de dessus pour les tests d’indentation.

Un exemple de deux courbes chargement-déchargement de deux systémes est présenté sur la figure 2.41.
Le modéle de Hertz est utilisé pour ajuster les résultats de la pente du chargement, et le modéle d’Oliver et

Pharr pour ajuster les pentes du déchargement. Les valeurs déduites pour le module d’Young sont présentées
a la figure 2.42.
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FIGURE 2.41 : Courbe charge-décharge de deux systémes gélifiés comprenant un melange de nanoparticules de silice
Ludox TM50 & $=15% et deux forces ioniques I1=0.15 et 0.25 mol.I"* (Echelle semi-log).
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FIGURE 2.42 : Modules élastiques d’Young E des gels de silice deduits des ajustements de contact de Hertz, et Oliver et
Pharr en fonction de la concentration saline (Echelle semi-log). Encadré : Modules él@stiques d’Young E des gels de silice
déduits des ajustements de contact de Hertz en fonction de la concentration saline (Echelle log-log).

Nous remarquons de Iégéres variations du module d’Young pour la série des gels de silice mais pas de
tendance nette en fonction de la force ionique. Il semble qu’une fois séché, les systemes ne présentent pas
de variation de leurs propriétés mécaniques. Pourtant, nous avions constaté une réelle modification de la per-
méabilité en fonction de la force ionique. En ce qui concerne le module d’Young, il ne semble pas, en tout cas
dans la gamme de force ionique étudiée, présenté de variations avec .

Le module élastique pour un systéme particulaire est donné par I'équation 2.25 [155].

2
E:rw%5¥5

W=

(2.25)
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avec W, I'énergie d’adhésion entre particules; a, la taille de la particule ; ¢, la fraction volumique de la particule
et Ey, le module élastique d’une particule.

Si on suppose que W, I'énergie d’adhésion entre particules, dépend de la force ionique, et ce de maniére
linéaire pour simplifier. Ainsi, on aurait une dépendance de E avec | & la puissance 1 : E o I5. On observe
cette dépendance dans les résultats ajustés avec le modele de Hertz (voir 'encadré dans la figure 2.42). En
revanche, avec le modeéle d’Oliver et Pharr, cette dépendance ne marche pas.

Finalement la dépendance du module élastique avec la force ionique est faible. Quand est-il si on ajoute
au systéeme précédent d’autre particules chargées, et notamment des petites particules chargées né-
gativement comme la BSA?

2.5 Ajout de BSA a la solution de silice : impact sur la gélification

Dans cette partie, nous avons mélangé deux systémes : une solution de nanoparticules de silice Ludox TM50
a une fraction volumique finale égale a 15% et une solution de protéine d’albumine de sérum bovin a diffé-
rentes concentrations massiques initiales allant de 20 a 300 g.I-*.

Deux cas de figures ont été observées avec le mélange des deux systemes cités précédemment :
-Pas de gélification dans le cas des concentrations massiques en protéines inférieures a 150 g.I=1.
-Séparation de phase et formation de coacervats a des concentrations massiques en protéines supérieures
a 150 g.I7 1, la phase supérieure est de couleur sombre et la phase inférieure est claire et transparente. Un
diagramme représentatif ainsi que des images de piluliers sont présentés sur la figure 2.43.

FIGURE 2.43 : Etats des mélanges de nanoparticules de silice Ludox TM50 & une fraction volumique fixe & 15% et de
solutions d’albumine de sérum bovin & différentes concentrations massiques allant de 20 a 300 g.I"*. Les piluliers montrent
l'aspect des mélanges dans chaque zone du diagramme.

Nous nous placerons par la suite a des concentrations en BSA inférieures a 150 g.I=! afin d’avoir une seule
phase, et éviter ainsi la formation de coacervat. Dans ce cas, nous constatons que le mélange silice+BSA est
stable et ne gélifie pas, ce qui présente un comportement similaire a celui de la solution de silice seule. Ainsi,
pour induire la gélification du systéme, il est nécessaire d’ajouter des espéces ioniques.

Par curiosité, nous avons étudié le processus de séchage de gouttes contenant de la silice seule, de la BSA
seule, de la BSA avec du sel, et de la BSA avec de la silice. Dans tous ces cas, il n'y a pas eu de gélification,
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seulement un processus de séchage. Des images types des gouttes séchées sont présentées a la figure 2.44.

FIGURE 2.44 : Vue de dessus présentant les motifs obtenus en séchant dans les conditions ambiantes des gouttes sessiles
de : a) silice Ludox TM50 & ¢=15%. b) BSA a 100 g.I"*. ¢c) mélange de nanoparticules de silice Ludox a ¢=15% et de
solutions de BSA & deux concentrations massiques égales a 75 et 125 g.I"*. d) mélange de BSA & une concentration
massique fixe & 150 g.I"* et de solutions salines a 1=0.35 et 0.75 mol.I~*.

Sur la figure 2.44, différents motifs de séchage sont observées :

(a), (b) et (c) Deux types de fissures sont représentés : les fissures radiales en premier lieu, suivies des fissures
orthoradiales. Les fissures sont généralement initiées au bord de la goutte du fait de la faible épaisseur, pour
ensuite se propager vers l'intérieur de la goutte, les mélanges silice+BSA en (c) présentent de plus grandes
zones de délamination avec des pertes d’adhésion;

(d) A des forces ioniques proche de 0.35 mol.I=%, des motifs sous forme de plis apparaissent dans les mé-
langes BSA+sel. A mesure que la concentration saline augmente (I > 0.75 mol/l), on observe la formation de
dendrites stellaires [156, 1.

Pour cette étude, il convient de noter que les résultats obtenus sont exploratoires. Bien que ces résultats
aient fourni des informations initiales sur les motifs de séchage des protéines BSA, en absence et en présence
d’espéces ioniques, il est important de souligner que des expériences plus approfondies, seront nécessaires
pour obtenir une compréhension plus compléte et quantitative de nos observations.
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Mélanges silice, BSA et espéces ioniques = formation d’un biohydrogel

Nous avons donc considérer des mélanges silice+sel, auxquels nous avons ajouté la BSA et estimer dans
ces cas la, le temps de gélification avec la méthode du cisaillement oscillant, décrite en 2.1.3. Lidée est de
déterminer I'impact de I'ajout de la BSA sur le processus de gélification.

Nous avons formé des mélanges de nanoparticules de silice Ludox TM50 a ¢=15%, la concentration massique
finale de solution de protéines BSA varie entre 0 et 60 g.I=!, et deux forces ioniques ont été étudiées (0.15 et
0.2 mol.I71).

Nous présentons le temps de gélification en fonction de la concentration en protéines pour deux forces ioniques
faibles sur la figure 2.45.

12000 , :
o 0.15 mol.I"*
1 0.2 mol.|" | o |
| " I
& 9000 | |
® Q
E | R
S | | &S
& 6000 .P.as o R
L gélification = O
o | | @ @
S ™ U=
3000 o -
L
| “\“. “.", |
0 | ! T:l | él
0 20 40 60
[BSA] en g.I"

FIGURE 2.45 : Temps de gélification t, en fonction de la concentration en BSA pour un mélange de nanoparticules de
silice Ludox TM50 a $=15%, de solutions de BSA, et de différentes forces ioniques.

Pour les deux forces ioniques présentées, le systéeme silice+sel, ne gélifie pas; il reste stable. On constate
que I'ajout de BSA permet au systéme de gélifier pour des concentrations en BSA supérieures a 20 g.I=!.
Le temps de gélification est inversement proportionnel a la concentration en BSA, et pour des concentrations
supérieures a 40 g.I= !, la gélification est instantanée. En comparaison au systéme silice+sel, les temps de
gélification sont trés lents pour les mémes forces ioniques (quelques jours).

Nous pouvons conclure que pour que la dispersion de silice soit instable et gélifie, il faut ajouter des espéces
ioniques, c’est la condition nécessaire et que I'ajout de la BSA, dans une certaine concentration va accélérer
cette gélification pour les forces ioniques faibles (I < 0.4 mol.I=1).

2.6 Comportement des gouttes de biohydrogel (silice+sel+BSA)

Nous allons déterminer I'impact de I'ajout de la BSA sur la forme finale des gouttes sessiles, et sur les figures
de fractures observées.

On se place dans la zone de diagramme de phase ou des instabilités mécaniques apparaissent afin de voir
si I'ajout de la BSA va modifier les instabilités mécaniques observées. Dans les mémes conditions expéri-
mentales, que celles présentées au section 2.2 partie "diagramme de phase", nous déposons des gouttes de
biohydrogels avec la composition suivante : silice ¢=15% + |I= 0.15 mol.I=! + 120 g.I=* BSA dans les mémes
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conditions que le séchage réalisé précédemment pour les gels de silice (voir figure 2.46).
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FIGURE 2.46 : Vue de profil et de dessus des morphologies de séchage des gouttes sessiles de (a) biohydrogel (silice
Ludox TM50 ¢=15%+1=0.15 mol.I" 1 +[BSA]=120 g.I"*). (b) gel de silice (silice Ludox TM50 ¢=15%+I=0.35 mol.l). Lhumidité
relative est fixée a RH=35%.

La figure 2.46 montre des phénoménes de flambage des gouttes pour les deux systémes, a savoir le biohy-
drogel et le gel de silice, lors de la visualisation en profil. Dans le cas du biohydrogel, le flambage de la goutte
est suivi d’'une fissuration et d’'un décollement de la goutte du substrat vers la fin du séchage, via les bords.
En ce qui concerne les images de vue de dessus, nous pouvons observer pour les deux systemes un front
de solidification centripéte paralléle au substrat plan (front horizontal), délimitant ainsi la zone de transition
entre la phase liquide et la phase de solidification. Pour le gel de silice, nous avons observé la formation de 4
points de nucléation au bout de 15 minutes; ensuite le séchage a progressé jusqu’a ce que tous les points de
nucléation se connectent entre eux, avec un déplacement du front de solidification vers le centre. Cependant,
pour le biohydrogel qui séche de la méme maniére, nous n’avons observé qu’un seul point de nucléation apres
environ 6 minutes. Malgré cela, les figures de séchage des deux gels sont similaires. |l y a toutefois plus de
délamination en présence de BSA.

Globalement, la présence de BSA, ne modifie pas les morphologies et les types de réseaux de fractures
observés. Les morphologies de fractures étant une signature des propriétés mécaniques, il devait en étre de
méme pour le module d’Young. Nous allons le vérifier par des mesures de nano-indentation et de rhéologie.

2.7 Impact de la BSA sur les propriétés mécaniques

Détermination du module de stockage des biohydrogels en cisaillement

Dans cette étude, nous avons fixé la fraction volumique des nanoparticules de silice Ludox TM50 a 15% pour
tous les systémes, nous avons varier la concentration massique en protéines BSA pour chaque force ionique.
Une concentration massique nulle en BSA correspond a un gel de silice dans les mémes proportions en silice
et sels que pour les hydrogels étudiés précédemment. Les gels ne sont pas encore secs, la mesure se fait 1
minute aprés avoir fait le mélange.
Sur la figure 2.47, nous présentons I'évolution du module de stockage déterminé par rhéologie oscillatoire en
balayage temporel en fonction de la concentration massique en BSA pour 4 forces ioniques.

La force ionique a une influence sur la rigidité des gels : plus la force ionique est élevée plus le module
de stockage est grand. A des faibles forces ioniques, nous voyons qu'il n’y a pas d’évolution du module de
stockage avec la BSA, et que la valeur de ce dernier est trés basse.
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FIGURE 2.47 : Evolution du module de stockage G’ (Pa) en fonction de la concentration massique en BSA (g.I"*) pour
les biohydrogels a différentes forces ioniques. Le trait en pointillée sert uniquement de guide visuel. La fréquence et la
déformation sont fixées respectivement a f=9.6 Hz et v=0.5%.

Autour de 60 g.I=1, nous observons une augmentation du module de stockage du biohydrogel, et ce d’autant
plus forte que la force ionique est faible. Cette observation indique clairement que la présence accrue de la
BSA renforce la rigidité du matériau.

Ainsi, pour former des gels rigides, il faut contréler deux parametres important; la concentration molaire
saline(=force ionique) et la concentration massique en BSA. Plus ces concentrations sont grandes plus les
matériaux seront rigides. Dans la suite, nous allons étudier les propriétés mécaniques des biohydrogels com-
plétement secs en se fixant sur une force ionique égale a2 0.15 mol.I=1, |a ol I'effet de la BSA semble important
a partir de 40 g.I=', sur 'augmentation du module de stockage G'.

Détermination du module d’Young par nano-indentation des biohydrogels et comparaison avec le mo-
dule d’Young des gels de silice

Nous réalisons des expériences de nano-indentation sur 3 systémes différents avec le méme mode opératoire
présenté dans la section 2.4. Un mélange de nanoparticules de silice Ludox TM50 a ¢=15%, de solution sa-
line & une force ionique fixe a 0.15 mol.I~! et de la BSA a différentes concentrations massiques finales (20, 60
et 120 g.I"1). Nous faisons sécher les différents systémes a température ambiante sur un support plan (voir
figure 2.48) et nous procédons aux mesures d’'indentation une fois que les systemes ont complétement séché.
Le méme mode opératoire est utilisé pour chaque systéme.

Sur la figure 2.48, nous remarquons qu’a l'instant initial, tous les systémes sont homogenes avec différents
aspects : visqueux ou pateux. Lanalyse des échantillons de biohydrogels avec différentes concentrations en
BSA a l'instant final, montre que le comportement de fissuration varie en fonction de la concentration massique
en BSA. Les fissures sont plus ouvertes pour les biohydrogels suggérant une rétraction plus importante du gel.

Dans la suite, nous allons comparer les courbes de chargement-déchargement des différents systémes en
utilisant le modele de Hertz pour les résultats des expériences de chargement, et le modéle d’Oliver et Pharr
pour les résultats des expériences du déchargement (voir figure 2.49).
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(Silice $=15% + solution saline 1= 0.15 mol.I'"+ BSA)

A
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A
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[BSA] 0
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FIGURE 2.48 : Echantillons de biohydrogels  la fin du séchage en vue de dessus pour les tests d’indentation.

Le temps de formation des fissures dépend de la concentration en BSA, pour des couches d’une épais-
seur de 1.5 mm. Les concentrations en BSA les plus élevées présentent une fissuration précoce. Le temps
d’apparition des fissures pour le systéme a 120 g.I=! est de 4442 minutes, 6242 minutes pour celui a 60 g.I=!
et 13642 minutes pour celui a 20 g.I=!. Les mesures de nano-indentation sont réalisées aprés un séchage
complet des différents systémes (qui séchent simultanément), a 4+0.1 heures pour chaque systeéme.
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FIGURE 2.49 : Modules d’Young, E, des biohydrogels déduits des ajustements par la loi de contact de Hertz, et la méthode
Oliver et Pharr en fonction de la concentration massique en BSA en g.I". Le mélange comprend en plus de la BSA, la
silice Ludox TM50 a $=15% et la force ionique est fixée & 1=0.15 mol.I"*.

Le module d'Young, déterminé par les modéles d'Hertz et la méthode Oliver et Pharr, ne semble pas
dépendre de la concentration en BSA. Si nous comparons avec le gel de silice, nous observons une légere
augmentation du module avec I'ajout de BSA, ce qui entraine une légére augmentation de la rigidité du gel en
présence de BSA.
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2.8 Conclusion

Dans ce chapitre, nous avons étudié avec différentes techniques rhéologiques les propriétés de gélification
des suspensions colloidales Ludox TM50 mélangés a des solutions salines de NaCl, ainsi que leur cinétique
de séchage a différentes vitesses d’évaporation (en variant 'hygrométrie environnante) et forces ioniques. Le
temps de gélification est trés sensible a la force ionique et diminue fortement avec la force ionique.

En outre, des observations expérimentales sur les instabilités de surface pendant le séchage de ces dis-
persions colloidales ont été rapportées. Deux régions principales ont été identifiées : I'une, appelée "goutte
stable" sans développement d’instabilités, ol la goutte conserve une forme de calotte sphérique pendant le sé-
chage. Lautre région, appelée "instabilités mécaniques”, se caractérise par une grande distorsion des gouttes
colloidales pendant le séchage, liée au développement d’une peau élastique a la surface. Cette peau donne
lieu a un flambement de la goutte suivi d’une fissuration.

Pour explorer les propriétés mécaniques des gels de silice, la perméabilité a été étudiée, ce qui a mon-
tré une forte dépendance avec la concentration en sel, plus la gélification est rapide, plus la perméabilité est
grande, ce qui suggére que I'on forme des agrégats plus étendus. La mesure de la perméabilité nous four-
nit une estimation de la contrainte de séchage déterminée a I'aide de la loi de Darcy, qui est comparée a la
contrainte seuil. Des instabilités se forment lorsque les contraintes qui se développent dans le matériau sont
supérieures a la contrainte seuil du matériau. Nous avons par la suite, estimer par nano-indentation la rigidité
des gels de silice a la fin du séchage et observé une faible dépendance du module d'Young avec la force
ionique.

Une étude qualitative exploratoire sur les motifs de séchage de gouttes sessiles a ensuite été réalisé sur
les mélanges suivants : les nanoparticules de silice Ludox TM50, la BSA, un mélange de BSA et de solutions
salines et des mélanges de nanoparticules de silice Ludox TM50 et de BSA. Cette étude a montré différents
motifs de séchage, nous pouvons citer des fissures radiales et orthoradiales pour les solutions silice, BSA et
mélange BSA+silice, formation de plis et de dendrite stellaire pour le mélange BSA et |a solution saline.

Nous avons fini ce chapitre par étudier les propriétés mécaniques des biohydrogels en comparaison avec
ceux déterminés pour les gels de silice. Lajout de BSA au gel de silice, modifie légérement son module élas-
tique et rigidifie Iégérement le systéme.

En particulier, nous avons montré qu’il était possible de fabriquer des billes d’hydrogels ou de biohydrogels
homogénes en volume, et dont les propriétés mécaniques sont contrélées. Le prochain chapitre s’'intéressera
plus particulierement, a I'organisation a I'echelle nanométrique de tous les mélanges cités précédemment, et
corréler les études macroscopiques a 'organisation structurelle microscopique.
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Chapitre 3

Organisation des particules a I’échelle
nanometrique

Ce chapitre est consacré a I'étude a I'échelle des particules de nos systemes par diffusion de rayons X aux
petits angles (SAXS). Il s’agit de caractériser la structure lorsque I'on modifie soit les interactions soit les
constituants. La premiére partie est consacrée a I'utilisation de la technique ainsi qu’aux résultats et aux inter-
prétations des spectres obtenus. Dans une seconde partie, nous présenterons les deux techniques d’'imagerie
microscopique : la cryomicroscopie électronique a transmission (cryoTEM) et la cryomicroscopie électronique
a balayage (cryoSEM). Ces deux techniques permettent d’obtenir des images de la répartition spatiale des
particules et de confirmer ou de visualiser, les résultats obtenus avec la diffusion des rayons X aux petits
angles.

3.1 Ladiffusion des rayons X aux petits angles(SAXS)

3.1.1 Eléments de théorie

La diffusion des rayons X aux petits angles (SAXS) est une technique permettant d’étudier la forme et I'organi-
sation des systémes a de trés petites échelles allant jusqu’a ’Angstrém. C’est une trés bonne technique pour
sonder en volume toute la structure de I'échantillon et déterminer a la fois, la forme et la taille des objets qui
constituent la suspension ou le gel, mais aussi I'organisation spatiale.

Cette étude consiste a envoyer un faisceau de rayons X, collimaté, de longueur d’onde A, sur un échantillon.
Les photons X vont interagir avec les électrons de I'échantillon et seront diffusés par ce dernier. La variation
de lintensité diffusée en fonction de I'angle de diffusion 6 est mésurée grace a un détecteur que I'on a placé
derriére I'échantillon (voir figure 3.1).

Le vecteur d’onde de diffusion est défini par la relation suivante :
s 0

q= Tsmi (3.1)

avec, 6, 'angle de diffusion et A, la longueur d’onde.
Lorsqu’on a un systéme isotrope (suspension de particules dans notre cas), I'image détectée est repré-
sentée par des cercles concentriques. C’est un spectre 2D représentant I'intensité du faisceau diffracté par la

suspension. Lintégration radiale du motif de diffusion nous permet d’obtenir un signal unidimensionnel.
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FIGURE 3.1 : Représentation schématique d’une expérience SAXS montrant les faisceaux incidents, diffusés et transmis,
avec une image de diffraction 2D au niveau du détecteur.

Lintensité diffusée aux petits angles est la transformée de Fourier au carré du contraste de la densité électro-
nique de diffusion.
I(q) = TF*[2p(r)) (3.2)

avec Ap = p, — ps, le contraste avec p,, la densité de longueur de diffusion des particules homogénes
proportionnelle au nombres d’électrons présents dans le systéme et p;, la densité de longueur de diffusion du
solvant; r, est la coordonnée radiale dans I'espace réel et q est défini en 3.1. Lintensité diffusée s’écrit :

I(q) = Iéchantition — Dyackground (3.3)

aveC Ivackground = Isolvant + Iporte—échantition- C€S deux intensités sont soustraites du signal brut pour n’avoir
que le signal des particules.

Lintensité diffusée dans I'espace de Fourier 1(g) pour une dispersion colloidale a symétrie sphérique est
proportionnelle au produit du facteur de forme des objets, P(q), et du facteur de structure, S(q), et est donnée
par la formule suivante et est schématisée a la figure 3.2.

I(q) = IoP(q)S(q) (3.4)

avec I l'intensité diffusée a q=0 et égale a Io=(p, — ps)*V,’n’ avec V, le volume de la particule et n,, la densité
volumique de la particule. P(g) donne des informations sur la géométrie des particules et leur taille et S(q)
donne des informations sur 'organisation des particules et donc la structure du systéeme.

Cette équation est valable dans le cas d’objets sphériques et peu polydisperses.

Facteur de forme Facteur de structure
PQ) S(Q)
(@) « M ) O
Masse Caractéristiques Organisation
des particules des objets des objets

FIGURE 3.2 : Représentation shématique de la décomposition de l'intensité diffusée en fonction des facteurs de forme P(q)
et de structure S(q).

Lintensité diffusée est proportionnelle & la masse des particules a I'intérieur d’'une sphére de rayon ¢—. Un
profil d’intensité typique de la diffusion aux petits angles aux différents domaines de vecteurs d’'onde est pré-
senté sur la figure 3.3. Lintensité est tracée en fonction de q, dans la plage ¢in €t ¢maq. définie généralement
par le dispositif expérimental. On distingue 3 domaines :

- Grandes valeurs de q (¢! petit) : on se place a des petites échelles, a I'échelle de la taille des petits objets
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(tailles des particules). La fenétre de visualisation est trés petite, et permet de "visualiser" les interfaces des
particules. Ce domaine est appelé la région de Porod applicable a une partie trés restreinte des données.
Dans cette région, on applique la loi dite loi de Porod qui évalue la surface spécifique des particules a partir
d’'un spectre de diffusion définie par la relation suivante :

2 AP S,
I(q — 00) = TQ’ (3.5)

avec Ap, le contraste et S, = é—:, la surface spécifique (aire d'interface par unité de volume) d’'une particule.
Cette loi repose sur le principe que lorsque q devient suffisamment élevé, la structure n’est plus discernable,
seules les caractéristiques de forme des objets sont présentes. Pour de telles valeurs de g, on peut présumer
que I(q) o< P(q).

- Valeurs intermédiaires de q : la fenétre de visualisation est de I'ordre de grandeur des objets. Le facteur de
forme peut étre mesuré dans cette zone. Nous obtenons des informations sur la taille, la forme et la structure
interne des particules.

- Petites valeurs de q (¢~ grand), a I'échelle du systéme : la fenétre d’observation est grande, on peut avoir
des informations sur 'ordre structurel des particules a I'échelle des agrégats.
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FiGURE 3.3 : Intensite diffusée en fonction du vecteur d’onde pour une suspension colloidale diluée avec la distinction de
3 domaines de vecteurs d’'ondes : qmin , qint €t gmas (EChelle log-log).

Nous pouvons distinguer trois pentes distinctes dans chaque domaine :

-Une pente caractéristique du régime du Porod. La décroissance du signal en ¢—* est la signature de la
présence d’interfaces nettes et lisses dans les systemes colloidaux, tandis qu'une décroissance du signal par
exemple en ¢~ 3 est la signature de la présence d'interfaces rugueuses.

-Une rupture de pente a ¢;,,; qui fournit des informations sur la taille des objets.

-Lorsque le signal a I(g=0) est plat, cela indique une répartition homogene des particules colloidales et fournit
des informations sur la masse de ces objets. En revanche, lorsque le signal a 1(q=0) devient de plus en plus
important, cela signifie que la masse des objets contenus dans notre fenétre d’observation augmente.
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3.1.2 Facteur de forme : cas de sphéres

Le facteur de forme P(Q) permet de connaitre la taille des sphéres et leur polydispersité. Ce facteur de forme
est estimé expérimentalement lorsque les interactions interparticulaires sont négligées (solution treés diluée ou
les particules sont séparées et leurs positions ne sont pas corrélées), dans ce cas I(q) est proportionnelle a
P().

Dans le cas des sphéres de rayon R, monodisperses en solution trés diluée, le facteur de forme P(Q) est

donné par la relation suivante :
3[sin(qRp) — qRpcos(qRRy)]

= AR,

(3.6)

Pour avoir le facteur de forme, nous allons ajuster avec I'équation 3.6, le signal de l'intensité diffusée (figure
3.4). Etant donné que la solution est trés diluée et qu’il n’y a pas de contribution de la structure, il est possible
d’'ajuster I'intensité diffusée sur 'ensemble de la gamme de q.

A @ sphéres monodisperses
A sphéres polydisperses

P(q)

Taille de
la particule
R

p

FIGURE 3.4 : Facteur de forme typique P(q) d’'une sphére de rayon R, dans le cas ou les particules sont monodisperses
et polydisperses (Echelle log-log).

Sur la figure du facteur de forme, nous pouvons déduire des informations aux grands g, notamment, la
taille, la surface et la polydispersité ou la monodispersité des particules. Dans une suspension monodisperse,
le facteur de forme de diffusion P(q) présente des oscillations prononcées a de grandes valeurs de q avec une
décroissance en q—* caractéristique de surfaces lisses et nettes. En revanche, dans une suspension polydis-
perse, la forme de P(q) est généralement monotone, présentant une décroissance en q—4.

Nous observons un pic caractéristique dans le profil de facteur de forme P(q) en fonction du vecteur de
diffusion q. Ce pic est situé a de grandes valeurs de q, et est connu sous le nom de pic principal ou pic de cor-
rélation. Sa position est directement liée a la taille moyenne des particules présentes dans la suspension (g o
1%2—7;). En effet, plus les particules sont grandes, plus le pic principal sera décalé vers de plus faibles valeurs de g.

Le plateau aux petites valeurs de g refléte ’lhomogénéité du systeme formé, cela indique I'absence d’agré-
gats dans le systéme colloidal dilué. Lintensité diffusée quand q tend vers 0 P(¢ — 0), est proportionnelle
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a la masse contenue dans notre sphére d’interaction. Plus la concentration de I'échantillon augmente plus
l'intensité diffusée est grande. Le rapport des intensités pour deux systémes de concentrations différentes est
proportionnel aux rapports des concentrations.

Dans la suite, tous les spectres 1(q) seront présentés en échelles logarithmiques.

3.1.3 Facteur de structure

Le facteur de structure S(q) représente I'organisation structurelle de I'’échantillon et décrit 'arrangement dans
'espace de I'ensemble des particules. Il peut étre déduit en divisant l'intensité diffusée 1(q) par le facteur de
forme des particules P(q).

Comment peut-on déduire le potentiel d’interaction entre sphéres et, le cas échéant, la fonction de
corrélation g(r) a partir de S(q), si 'on se trouve a I’équilibre thermodynamique avec une répulsion
entre les objets ?

Il existe une relation entre S(q) et la fonction de distribution des paires g(r).
S(q) =14 pTF(g(r) —1) (3.7)

avec p, la densité égale a % avec N, le nombre de particules et V, le volume total occupé par les particules.
-En absence d’interactions, la fonction de distribution de paires g(r) et la fonction de structure S(q) sont toutes
deux égales a 1.

-Dans le cas d'un cristal, la fonction de distribution de paires g(r) présente des pics de Dirac et la fonction de
structure S(q) présente des pics de Bragg.

-Pour un liquide, il existe un ordre a courte distance suivi d’'un désordre au-dela de cette distance. Cela se
reflete par des oscillations dans la fonction de distribution de paires g(r) et la fonction de structure S(q).

La figure 3.5 illustre I'évolution des deux fonctions g(r) et S(q) pour des sphéres dures présentant un ordre
liquide.

A
0%
34 2 1%
10%
o5 — 20%
7 — 40%
1.5+
2 4
= e
= N /
1 A
0.5
0 i T T > 0 T T T
0 1 2 3 0 5 10 15
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FIGURE 3.5 : Evolution de la fonction de distribution de paires g(r) et du facteur de structure S(q) pour cing fractions
volumiques de sphéres dures.

A mesure que la concentration du systéme augmente, le facteur de structure devient plus significatif et
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intense, il présente des pics de mieux en mieux définis, pareil pour g(r). En revanche, lorsque le systéme est
trés dilué, il N’y a pas d’interactions significatives entre les particules, le facteur de structure S(q) tend vers 1
et 1(q) <« M P(q).

Une fois que nous avons obtenu g(r), il est parfois possible, sous certaines approximations, de déduire U(r),
le potentiel d’interaction entre deux particules distantes de r. La relation entre ces deux quantités est complexe
et reléve de la physique statistique des liquides. Une approche couramment utilisée consiste a résoudre des
équations intégrales, ce qui permet d’obtenir une solution approximative. Selon le systéme étudié, différents
modeles sont disponibles pour exprimer g(r) en fonction de U(r). Dans notre cas, nous utiliserons le modéle de
I'approximation sphérique moyenne (MSA), adapté aux systémes isotropes sans direction privilégiée, ce qui
est particulierement approprié pour les répulsions coulombiennes ou les répulsions coulombiennes écrantées
de type DLVO. Des logiciels d’ajustement de données de diffusion des rayons X (SAXS) spécifiques nous
permettent alors de calculer le meilleur potentiel U(r) correspondant au S(q) déduit a partir des spectres de
diffusion I(q). Parmi ces modeéles, nous pouvons citer :

a) répulsion coulombienne - Modéle de sphéres dures répulsives : HayterMSA

Ce modele offre des solutions analytiques pour S(q) en supposant un potentiel d’interaction qui représente
la répulsion coulombienne entre les particules. Les interactions de van der Waals sont négligées dans cette
approche. Nous modélisons la répulsion de Coulomb en définissant le potentiel répulsif par la relation suivante

[158, 159]
U(r) = mepeod*iexp[—k(r — d)]/r avec r>d (3.8)

avec d, le diametre de la particule, r est la distance centre a centre entre particules, 1y est le potentiel de
surface d’'une particule, ¢, est la constante diélectrique du solvant, et ¢y est la permittivité du vide, n:ﬁ est
la longueur d’écran inverse habituelle de Debye-Huckel déterminée par la force ionique de la solution selon
I'équation 1.9.

Les paramétres d’ajustement pour le fit sont la charge de surface des particules, la force ionique, le rayon
moyen de la particule.

Le potentiel de surface 1 est lié a la charge de surface de la particule z avec la formule suivante :

ze

Yo = mercod(2 4+ kd)

(3.9)
z est la charge de surface de la particule et e la charge élementaire d’un électron égale a 1.6.10~° Coulomb.
Le modéle HayterMSA fournit une estimation de la charge des particules, a partir de laquelle nous pouvons
calculer le potentiel de surface. Ce potentiel de surface nous permet ensuite de déduire le potentiel répulsif
entre les particules.

b) Modéle attractif - Modéle de sphéres dures attractives : "puits carrés” ou "square well"

Lorsque des charges positives sont introduites dans le systeme, elles écrantent les charges en surface de
la particule, ce qui entraine une attraction entre les particules et la formation de gels. Dans ce cas, nous utili-
sons un modéle d’ajustement simplifié basé sur I'approximation sphérique moyenne (MSA) pour décrire cette
interaction. Cet ajustement nous fournit des informations sur deux parameétres importants : le potentiel attractif
€, qui est déterminé par la profondeur du puit de potentiel, et la portée des interactions, qui est déterminée par
la largeur du puit de potentiel et est égale & 2R, (A-1) (voir figure 3.6).

Ce modele permet de modéliser grossiérement I'attraction de van der Waals. Le potentiel attractif est présenté
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sur la figure 3.6, et défini par :

00 r < 2R,
U(r) =4 —€ 2R, <r <2R,\ (3.10)
0 r > 2R,

avec r, la distance centre a centre de deux sphéres de rayon R, et A, un paramétre ajustable donné par le fit.

u(r)

0l_2R{ 2R\

FIGURE 3.6 : Représentation schématique d’un potentiel attractif.

c) Cas des gels fractals- Modéle fractale

Dans les systémes attractifs, les particules peuvent s’agréger pour former des gels fractals. Pour caracté-
riser ces gels, on utilise le modéle "fractale”. Ce modele permet d’obtenir des informations précieuses sur la
dimension fractale du gel d ainsi que la taille des agrégats &.. Bien que ces modeéles ne permettent pas de dé-
terminer le potentiel d’interaction, ils offrent néanmoins une approche pratique pour caractériser et interpréter
les propriétés structurales des systémes attractifs. Il s’agit dans ce cas d’'un modéle purement géométrique.
Ce modéle calcule la diffusion a partir de blocs d’agrégats de sphéres, en suivant le modéle de Teixeira [160]
selon I'équation suivante :

I(CI) = ¢‘/blocd’ag7‘égat (pblocd’agrégat - psolvant)2P(q)S(q) + back‘ground (31 1)

ou ¢, la fraction volumique des particules sphériques de rayon R, Viiocdragrégats 1€ VOlume d’un seul bloc
d’agrégat, psowant, 12 densité de longueur de diffusion du solvant, puocaragregat, 1@ densité de longueur de
diffusion des blocs d’agrégats. P(q) et S(q) sont donnés par les expressions suivantes :

3(sin(qRp) — qRpcos(qRy))

P(q) = (GR,)? ]2 (3.12)
_ dfr(df - 1) SZn[(df — 1)tan_1(qgc)]
S(g) =1+ T 1)(ge)2d; —1))2 (aB,) s (3.13)

avec T, la fonction d’Euler.

Pour un gel fractal, 'intensité diffusée aux petites valeurs de q augmente, ce qui indique que plus notre
plage d’'observation est étendue, plus la quantité de matiére a l'intérieur du gel est importante. En d’autres
termes, 'augmentation de l'intensité diffusée a bas q refléte une plus grande concentration de matiére dans le
gel fractal. Cela est di a la présence d’une structure fractale complexe caractérisée par des agrégats de tailles
variables qui remplissent I'espace a différentes échelles. Un signal typique d’un gel fractal est représenté a
la figure 3.7. La rupture de pente a ¢., permet d’estimer &, et la pente entre ¢. et ¢; permet de déterminer la
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dimension fractale des agrégats d; (voir figure 3.7).
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FIGURE 3.7 : Signal d’'un gel fractal avec une dimension fractale d; d’environ 2.2.

Il est important de souligner que tous les modéles d’ajustements cités précédemment reposent sur des hy-
pothéses simplifiés, et il est donc essentiel de faire preuve de prudence quant a l'interprétation des résultats
obtenus. Afin d’effectuer ces différents ajustements, nous utiliserons le logiciel Sasview. Sasview est un logi-
ciel libre largement utilisé dans la communauté de la diffusion de neutrons et de rayons X pour I'analyse et
I'ajustement des données de diffusion. Il offre une interface conviviale et intuitive, facilitant la manipulation et
la visualisation des données expérimentales pour I'ajustement des courbes expérimentales et I'extraction de
parametres structuraux. Il propose un choix restreint de modéles de facteurs de structure exposés en partie
ci-avant, qui peuvent étre utilisés pour ajuster les données de SAXS, y compris des modéles pour les agrégats
fractals, les sphéres dures, etc. Avec Sasview, nous pouvons obtenir des informations sur la taille, la forme, la
structure des particules ainsi que les potentiels d’interactions et la taille des gros objets(=agrégats).

Avant de procéder a I'ajustement des signaux avec les différents modeles présentés, nous effectuons une
analyse préliminaire "visuelle" des courbes de I'intensité diffusée I(q). Nous examinons notamment la pente
de la loi de Porod, les différentes ruptures de pentes, ainsi que d’autres points caractéristiques, tels que les
valeurs pour 1(g=0), la forme et les pics de structures,... Dans un second temps, nous procédons a I'ajustement
des données en utilisant les modeles appropriés. Cette approche nous permet d’obtenir des informations
quantitatives sur les parameétres structuraux des systemes.

3.2 Résultats : signaux de diffusion de rayons X aux petits angles
(SAXS)

Les expériences ont été realisées avec deux appareils de diffusion de rayons X aux petits angles, la ligne

SWING au Synchrotron SOLEIL et la ligne SWAXS du laboratoire Léon Brillouin (LLB) du CEA Saclay.

La ligne SWING est la plus utilisée dans le cadre de nos expériences et permet la mesure des rayons X aux
petits angles (SAXS) et aux grands angles (WAXS) dans une plage d’énergie allant de 5 a 16 keV avec un
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flux attendu d’environ 102 photons.s—! (voir figure 3.8, a). Dans nos expériences, I'énergie utilisée est de 12
keV. La focalisation du faisceau sur le plan du détecteur est obtenue en courbant deux miroirs perpendicu-
laires (configuration Kirkpatrick-Baez), ce qui permet d’étre insensible a un changement d’énergie. La taille du
faisceau focalisé est typiguement de 400 um x 100 um. La distance entre I'’échantillon et le détecteur varie de
0.6 a 8 m. Plus le détecteur est loin de I'’échantillon, plus nous avons accés a des angles de diffusion petits et
plus nous allons pouvoir nous intéresser a de grandes échelles de structure, jusqu’au millieme de millimeétre.
Le domaine en vecteur d’'ondes du SAXS est compris entre 1073 et 1 A~! permettant d’observer des objets
de taille comprise entre 1 et 6000 Angstrom.

Les échantillons sont contenus dans des tubes capillaires (voir figure 3.8 ,c) en verre de 1.5 mm d’épaisseurs
et 80 mm de longueurs déposés dans un porte échantillon (voir figure 3.8 ,b). Ce porte échantillon est fixé
directement au niveau de la sortie du faisceau des rayons X. La température des échantillons est la tempé-
rature de la salle, environ 20°C. En traitant les signaux, nous avons retiré la contribution du capillaire et du
solvant (background) a la diffusion. J’ai réalisé des expériences en utilisant uniquement le solvant. Ensuite, jai
effectué des soustractions sur 'ensemble des spectres de diffusion des différents systémes pour éliminer la
contribution du solvant.

(a) Zone échantillon (b) (c) Capillaire pour
SAXS

FIGURE 3.8 : (a) Banc expérimental d’une expérience de diffusion a Soleil. (b) Porte échantillon pour expériences de
diffusion. (c) Capillaires en verre avec 1.5 mm d’épaisseurs et 80 mm de longueurs.

Pour remplir les capillaires, un volume de 10 L est déposé dans le capillaire. En effectuant un Iéger mouve-
ment de bas en haut, le capillaire est secoué pour permettre au liquide de descendre et de remplir progressi-
vement le fond du capillaire. Ce processus est répété jusqu’a ce que le liquide atteigne environ les deux tiers
du capillaire. Les mesures sont effectuées 24 heures plus tard.

Nous procéderons au remplissage des capillaires avec différents systemes, comprenant des suspensions de
silice pure, des mélanges de suspensions de silice et des espéces ioniques, ainsi que des mélanges de sus-
pensions de silice, de solutions salines et de protéines.

3.2.1 Suspension de silice

La suspension de silice est une solution commerciale de Ludox TM50, transparente (voir figure 3.9) et présen-
tée au chapitre 1 section 1.2.1.

Le spectre de diffusion des rayons X sur une solution diluée (¢=1.87%) est présenté a la figure 3.9 ,b. Nous
pouvons déterminer & partir de I(q) une valeur approchée de la taille des particules R, en utilisant la valeur du
pic (représenté par des pointillés sur la figure 3.9,b avec la relation R, = 27”). Aux grandes valeurs de g, une
pente en q—* a été mesurée caractérisant la surface lisse des particules, I'absence d’oscillations aux grands q
est signe d’'une polydispersité des nanoparticules.
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FIGURE 3.9 : (a) Pilulier comprenant une solution de nanoparticules de silice : Ludox TM50. (b) Intensité diffusée I(q) d’une
suspension colloidale de silice Ludox TM50 a ¢»=1.87% en fonction du vecteur d’onde q.

Le profil au petites valeurs de g quand | tend vers 0 est plat, caractérisant la répartition homogéne des nano-
particules en solution sans présence d’agrégation.

On applique sur le spectre de la figure 3.9,b, un facteur de forme type "sphére" dont I'équation a été présentée
en eqg. 3.6, pour avoir des informations sur la taille des particules et la polydispersité. Les valeurs de P(q),
I(q) et S(q) sont présentées a la figure 3.10. Les spectres de S(q) qui seront présentés sont calculés selon la
méthode suivante : tout d’abord, le spectre I(q) a été ajusté avec un facteur de forme aux valeurs élevées de q,
ou il n'y a aucune contribution de la structure (S(q) — 1). Cet ajustement a ensuite été étendu sur I'ensemble
de la plage de q, et le facteur de structure final, S(q), a été calculé en divisant I'intensité I(q) par le facteur de
forme P(q) (S(a) = #%).
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FIGURE 3.10 : Intensité diffusée 1(q), facteur de forme P(q) et facteur de structure S(q) en fonction du vecteur d’onde q
d’une solution de nanoparticules de silice Ludox TM50 a ¢=1.87%.

En appliquant un facteur de forme de sphéres polydisperses, ou les densités de longueurs de diffusion de
la silice et de I'eau sont respectivement fixées a pg;0,=8.53 1075 A=2 et py,0=9.44 10~5 A=2, nous avons
déduit du fit un rayon de particule R, de I'ordre de 124 A et une polydispersité de 0.16 pour les billes de silice
dans 'eau suite a une distribution gaussienne (une polydispersité de zéro est associée a une homogénéité et
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une monodispersité plus prononcées, alors qu’une polydispersité plus proche de un indique une plus grande
hétérogénéité et une distribution plus étendue des tailles). Plus la solution de nanoparticules de silice est po-
lydisperse, plus la forme du spectre aux grands g sera atténuée et lissée.

Sur la figure 3.11 sont présentés les facteurs de structure S(q) de la solution de nanoparticules de silice a
deux fractions volumiques 1.87% et 7.5% afin de voir l'influence de la concentration en particules sur 'organi-
sation du systeme.

1.87%
7.5%
‘T"\
.0
-~
= . ;
(/_) rove: /
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107" >
~ T | N N B I O LY T T T T T 1117
1073 1072 L

0 -
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FIGURE 3.11 : Facteurs de structures S(q) obtenus en divisant I(q) par P(q) en fonction du vecteur d’onde d’une solution
de nanoparticules de silice Ludox TM50 a deux fractions volumiques ¢=1.87% et 7.5%.

Le pic est plus marqué a grande fraction volumique, et le facteur de structure décroit d’autant plus aux petites
valeurs de q que la solution est concentrée, ce qui se traduit un signal plus répulsif (on passe de 3.10~! cm~!
pour 7.5% a 8.10~! cm~! pour 1.87%). Le facteur de structure répulsif est la preuve de la stabilité colloidale
de la solution de particules (solution transparente sur la figure 3.9 ,a). A grandes valeurs de g, le signal de
facteur de structure S(q) tend vers 1 comme attendu.

Les signaux de l'intensité diffusée en fonction du vecteur d’'onde sont présentés pour plusieurs fractions volu-
miques sur la figure 3.12.

104,
* 187%
® 7.5%
102 * 15%
* 30%
‘;—\
L}
£ 100]
O K
= &4
‘F\we1
E T
_2 é)_w‘]
10 = 1
] *
103 *
10° 16'2 _ 15'1 *
1074 9 (A7)
T IIIIIII| T IIIIIII| T T T T T T1TT
1073 1072 107" 10°

q (A’

FIGURE 3.12 : Intensité diffusée I(q) d’'une suspension de silice (Ludox TM50) a différentes fractions volumiques. Encadré :
Intensité diffusée normalisée en fonction de la fraction volumique de la silice Ludox TM50.
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Lorsqu’on observe les spectres de diffusion, on peut identifier deux pics caractéristiques. On retrouve tou-
jours le pic (1) sur la figure 3.12, qui est associé a la taille des particules. Un deuxiéme pic (2) sur la figure 3.12,
appelé pic de corrélation, apparait lorsque la solution est plus concentrée. Ce pic est observé a des valeurs de
q plus petites et est associé aux propriétés structurales de la silice, témoignant de I'organisation spatiale des
particules de silice dans le matériau. Il n’apparait donc que pour des solutions concentrées.

On observe un plateau aux petits vecteurs de diffusion qui indique que la solution est toujours homogéne et
que les particules sont bien dispersées méme a forte concentration. La superposition des signaux a grandes
valeurs de g dans la normalisation des intensités diffusées par la fraction volumique dans I'encadré de la figure
3.12, confirme I'exactitude des dilutions réalisées expérimentalement et surtout I'invariabilité de forme des ob-
jets avec la concentration. Plus la concentration des especes augmente, plus le pic de structure est marqué.
Ce qui confirme le caractére répulsif en augmentant le nombre de particules.

Nous allons fitter ces signaux avec le modele "HayterMSA" pour sphéres répulsives présenté précédem-
ment (figure A.1). Ce fit nous donnera des informations sur :
-la charge des particules de silice z exprimée en électrons ainsi que la concentration des espéces ioniques
I. Avec ces paramétres, nous pourrons calculer la charge de surface o des particules de silice (eqg. 1.10), la
longueur de Debye Ap (eq. 1.9), le potentiel de surface v, (eq. 3.9) et le potentiel répulsif U(r) (eq. 3.8). Le
rayon de la particule R, |a fraction volumique ¢ et la polydispersité ont été fixés selon les caractéristiques de
I'étude.

Calcul de I’énergie répulsive d’interactions avec le modéle de sphéres répulsives "HayterMSA™

Dans cette partie, nous allons calculer I'énergie d’interaction entre deux sphéres chargées. On fixe les données
du fit, & savoir : le rayon de la particule, la fraction volumique, les densités de longueurs de diffusion de I'eau
et de la silice et la polydispersité et on déduit du fit la charge de la surface des particules z et la concentration
en especes ioniques approximative du systeme I. Avec la concentration en espéces ioniques |, on en déduit la
longueur de Debye avec I'équation 1.9 et avec la charge de surface des particules z, on en déduit le potentiel
de surface avec I'équation 3.9. En utilisant les valeurs déterminées de la longueur de Debye et le potentiel
de surface, nous pouvons déduire la charge surfacique o avec I'équation 1.10 et le potentiel répulsif avec
I'équation 3.8. Tous les résultats sont regroupés dans le tableau 3.1.

o (au
(%) P | (mol.I=1) Ap (nm) Yo (MV) contact) Utr)
(C/m2) §
1.87 26 73107 11.30 47 0.0029 15
7.5 47 261073 6.05 65 0.0075 28
15 51 52103 4.26 57 0.0095 22
30 57 211073 6.68 81 0.0086 45

TABLE 3.1 : Tableau regroupant les données du fit du modéle spheres répulsives "HayterMSA" pour les différents signaux
d’intensité diffusée de la silice a différentes fractions volumiques.

Il est alors possible avec ces données et la formule 3.8, de remonter aux valeurs de I'énergie d’interaction
entre deux sphéres chargées. Cette valeur du potentiel est une approximation et il convient de rester prudent
quant aux valeurs trouvées, en effet le potentiel HayterMSA est trés simplifié et considére que les particules
sont au contact dans la solution. Les valeurs de gé’;) sont présentées dans le tableau 3.1, nous pouvons en
déduire que les particules sont isolés en solution (U(r) est trés grand devant kgT).

Concernant les autres parameétres du fit, Robin et al. ont montré que la charge de surface évolue de 20 a pH=6
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a 48 a pH=9 pour des solutions de silice chargées négativement (Ludox LS) [161]. Oonagh MANNIX, dans sa
thése, a présenté un fit avec le modeéle sphere répulsive sur des signaux de Ludox TMA. Ce fit lui a permis de
trouver une charge vers 65 pour ces particules [162]. Kline et al. ont présenté une étude sur les Ludox TM en
trouvant avec des fits des charges d’environ 80 et des potentiels répulsifs de I'ordre d’'une trentaine de kT en
fonction de la concentration saline [163]. Persello et al. ont également employé le modéle de sphére répulsive
afin de déterminer la charge de la suspension de silice. A I'aide des calculs, ils ont obtenu une charge de
surface de 60 et un potentiel répulsif d’environ 30 kT pour les nanoparticules de silice de type Ludox [164].
Finalement, malgré les approximations, ce fit représente assez bien le systéme de silice seule en interactions
répulsives.

3.2.2 Gel de silice : nanoparticules de silice et ajout d’especes ioniques

Dans cette partie, nous allons modifier les interactions entre les nanoparticules en ajoutant une solution saline
(NaCl) a la solution de nanoparticules de silice Ludox TM50. Les forces attractives seront prépondérantes
devant les forces répulsives, favorisant ainsi 'agrégation des particules et la formation d’'une structure tridi-
mensionnelle en gel. Nous présentons sur la figure 3.13, un pilulier d’un systéme gélifié, ou la solution passe
d’'une couleur transparente, dans le cas d’'une suspension de silice Ludox TM50 seule et stable, a un aspect
"opaque” formant un gel apres I'ajout d’'une solution saline a la solution de nanoparticules de silice Ludox
TM50. Pour former ces gels, j'ai déposé dans un pilulier un volume de 1 ml de solution de silice Ludox TM50
QA Pinitiale=30%. Ensuite, j'ai ajouté 1 ml de solution saline a chaque volume de silice déja déposé, avec des
concentrations initiales différentes, respectivement [NaCl;,iziaic]=1.4 , 1, 0.9 et 0.3 mol.I=!. Aprés mélange,
les solutions finales présentent une fraction volumique finale ¢ ;,..=15% et des forces ioniques respectives
1=0.7, 0.5, 0.45 et 0.15 mol.I= 1.

_+>

Solution saline

(NaCl)
Solution transparente Solution opaque d’'un mélange de
de nanoparticules de silice nanoparticules de silice (LUDOX TM50)
LUDOX TM50 et solution saline (NaCl)

FIGURE 3.13 : Pilulier a droite comprenant un mélange d’une solution de nanoparticules de silice : Ludox TM50 a ¢=15%
et une solution saline & 1=0.75 mol.I"*. Pilulier & gauche comprenant la solution de nanoparticules de silice Ludox seule.

Nous allons maintenant nous intéresser a la structure des gels de silice ainsi formé. Un signal d’un gel est
représenté sur la figure 3.14.

Le signal d’'un gel comporte plusieurs zones distinctes :

(1) une zone caractéristique de la région du Porod comme déja précisé en introduction de ce chapitre.

(2) une zone de rupture de pente : Cette zone est marquée par une transition brusque dans le spectre de
diffusion, ou la pente change brusquement. Cette transition peut étre associée a des changements dans la
structure du gel telles que la formation d’agrégats. Avec la pente, nous pouvons déduire la dimension fractale
du systéeme dy.

(3) la zone ou on a lintersection entre les deux pentes sur la figure 3.14, nous permet de déterminer ap-
proximativement la taille des gros objets &, (agrégats).
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FIGURE 3.14 : Mesures d’intensités normalisées par la fraction volumique ¢ d’'un spectre d’un systeme gélifié silice Ludox
TM50 $=15% + 1=0.75 mol.I"* (Si+NaCl) en comparaison avec un systéme non gélifié celui d’une suspension de silice
Ludox TM50 en solution a ¢=15% (Si).

La masse totale dans notre "fenétre d’observation" étant plus grande dans le cas ou 'on forme un gel par
rapport au cas ou les particules sont dispersées. Le signal a I(qg — 0) est nettement plus élevé dans le cas du
gel (Si+NaCl) par rapport a la silice seule, ce qui suggéere un renforcement de I'attraction au sein du systeme
Si+NaCl. Cependant, le spectre du systéeme gélifié ne correspond pas entierement au spectre illustré dans la
figure 3.7, qui est caractéristique d'un gel fractal, et qui présente une augmentation du signal lorsque 'intensité
tend vers 0. Nous pouvons donc en déduire que I'on a formé un gel qui s'étend dans tout I'espace avec un
empilement lache composé de structures ramifiées.

Apreés le point gel, les signaux sont stationnaires et il n’y a aucune évolution microscopique.

La dimension fractale n’est pas facile a estimer car I'échelle de vecteurs d’onde q n’est pas assez grande
pour estimer correctement ce paramétre. Nous allons toutefois procéder a des fits avec le logiciel Sasview
modele "masse fractale" et modele "fractal" (voir figure 3.15) afin d’estimer une longueur de corrélation &, et
une dimension fractale du systéme d;.

Comme nous pouvons le voir sur la figure 3.15, le modele ne permet pas de fitter parfaitement mes don-
nées. Bien que la rupture de pente ne soit pas parfaitement ajustée, le modéle nous fournit toutefois des
informations sur la longueur de corrélation et la dimension fractale du gel. Le fit nous fournit une valeur pour la
dimension fractale qui n’est pas réaliste (d;=0.79). Nous avons donc choisi de déterminer a la fois la dimension
fractale et la taille des agrégats graphiquement. Pour la dimension fractale, nous prendrons la pente de 1(q)
dans la zone (2).

Pour le gel formé avec une suspension de Ludox TM50 a une fraction volumique égale a 15% et une force io-
nique finale & 0.45 mol.I=!, nous trouvons une dimension fractale de ~ 1.32. Cette valeur est significativement
inférieure a celle attendue, étant donné que pour un gel fractal, la dimension fractale d; est généralement de
I'ordre de 2 (cf. paragraphe suivant). Cependant, dans le régime de gélification, la polydispersité des amas a
un effet important. En prenant en compte la polydispersité des amas, comme expliqué dans l'article de Martin
[165], il convient de noter que la pente mesurée ne correspond pas nécessairement a dy, mais plutét a un fac-
teur multiplicatif de d; par la relation | ~ gq=4s(3=7) avec 7 > 2 défini comme étant I'exposant de polydispersité.
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FIGURE 3.15 : Intensité diffusée I(q) et le fit du spectre d’intensité diffusée d’'un gel de Ludox TM50 a ¢=15% et 1=0.45
mol.I"* avec un modéle "masse fractale".

De nombreuses études ont porté sur les processus d’agrégation [166, , , ]. Ces études mettent
en jeu deux types de croissance d’agrégation :
-le processus DLCA pour Diffusion-Limited Clusters Aggregation, dominé par la diffusion. Dans ce cas, les par-
ticules se déplacent de maniére aléatoire dans I'espace et se collent les unes aux autres lorsqu’elles entrent
en contact. Généralement, ce processus est caractérisé par une dimension fractale faible de I'ordre de 1.7 et
produit des agrégats ramifiés.
-le processus RLCA pour Reaction Limited Clusters Aggregation, ici la diffusion ne domine plus. Dans ce cas,
les particules se déplacent également de maniére aléatoire, mais leur rencontre et leur fusion sont détermi-
nées par des régles spécifiques plutdt que par une simple collision. Les agrégats formés par le processus
RLCA sont généralement caractérisés par une structure plus compacte. Ce processus est caractérisé par une
dimension fractale de I'ordre de 2.1.

Finalement, notre valeur de dimension fractale trouvée inférieure a 2, révele que le réseau de gel formé
est cohérent avec un empilement lache de structures ramifiées [170, ]- En raison de la polydispersité des
amas, nous ne pouvons pas affirmer avec certitude quel processus d’agrégation prédomine, car les deux scé-
narios demeurent plausibles. Cependant, il est important de noter que le modéle fractal n’est pas la seule
approche possible de notre systeme gélifié. Par conséquent, nous allons ajuster les spectres des gels de silice
et de biohydrogels ultérieurement avec le modeéle de sphéres attractives "square well".

a) Détermination de la longueur de corrélation et influence de la force ionique

Nous allons dans cette partie mesurer la diffusion de 4 systémes gélifiés avec la méme fraction volumique
en silice (p=15%) et a différentes forces ioniques (0.45, 0.5 et 0.7 mol.I=! (voir figure 3.16)).
La figure 3.16 met en évidence que pour les grandes valeurs de q (entre 3.1072 et 2.10~'A~1), la forme du
spectre est la méme quelle que soit la force ionique. Les valeurs du pic (1), qui reflétent la taille des particules,
sont déterminées en appliquant un facteur de forme basé sur le modéle "sphéere" a tous ces signaux, et elles
sont rapportées dans le tableau 3.19. Les facteurs de forme obtenus sont tous similaires, ce qui témoigne de
la constance de la structure interne des sphéres de silice. Lintensité diffusée décroit aux grands g pour tous
les spectres selon une pente en ¢—*, ce qui est caractéristique d’une interface de particule lisse, et encore 13,
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il N’y a pas d'impact de la force ionique.

Pour les petits vecteurs d’onde g (entre 1072 et 103 A~1), dans la région (3), nous observons une augmen-
tation du signal avec la force ionique. Ce phénomeéne est caractéristique de I'agrégation comme déja précisé.
Lorsque des nanoparticules chargées négativement sont en présence de solutions salines ayant des charges
opposées a celles des particules, cela entraine une augmentation des forces attractives et une réduction de la
barriere électrostatique (DLVO). Par conséquent, les particules s’agrégent pour former des agrégats. Plus la
force ionique est élevée, plus la gélification du systéme est rapide, et plus les agrégats formés sont grands et
stabilisés par des forces attractives plus intenses.

Ludox TM50 + NaCl

i oo ® 0.45 mol.I" NaCl
10 I 0.5 mol.I" NaCl
~~
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FIGURE 3.16 : Evolution de l'intensité diffusée I(q) en fonction du vecteur d’onde q pour des systémes gélifiés a ¢y=15% et
a différentes forces ioniques allant de 0.15 & 0.7 mol.I=*.

Pour estimer graphiquement la taille des agrégats, nous utilisons la méthode qui se base sur l'intersection de
deux pentes, comme illustré sur la figure 3.17 ,a. Une force ionique plus élevée conduit a une augmentation
de la longueur de corrélation, c’est-a-dire de la taille des agrégats. Cela témoigne d’'un systéme qui devient de

plus en plus lache au fur et a mesure que la force ionique augmente comme on peut le voir sur la figure 3.17
b.

Ludox TM50 + 0.5 mol.I" NaCl
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FIGURE 3.17 : (a) Exemple de détermination de la longueur de corrélation avec l'intersection de deux pentes sur un spectre
de diffusion aux petits angles. (b) Longueur de corrélation en fonction de la force ionique.
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Nous avons vu que la force ionique, outre la taille des agrégats, influencait fortement le temps de gélification
(voir partie 1 du chapitre 2). Nous allons confirmer ces observations, par des mesures de SAXS en cinétique.

b) Modele "square well" et cinétique de séchage d’un gel de silice

Des capillaires de suspensions de gel de silice Ludox TM50 ont été étudié sur une durée d’une trentaine
de minutes. Nous avons vu que le systéme Ludox TM50 ¢=15% + 1=0.45 mol.I=! a un temps de gélification
proche de 30 minutes. Nous allons donc déterminer I'évolution des spectres d’intensité diffusée sur une durée
d’'une trentaine de minutes pour ce systéme silice+sel. Nous présentons a la figure 3.18,a; trois spectres réa-
lisés a 2, 14 et 30 minutes aprés ajout de sel dans la solution de silice Ludox. Létat final correspond au temps
de la formation du gel.

LUDOX TM50 + 0.45 mol.I'"NaCl
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FIGURE 3.18 : (a) Intensité diffusée I(q) d’un systeme comprenant des nanoparticules de silice Ludox TM50 a ¢= 15%
et I=0.45 mol.I"* & différents temps aprés ajout du sel (tinitiaie (2 MN), tintermdiaire (14 MN) €t t inae (30 mn)). (b) Les
mémes signaux que ceux du cas (a) décalés par un facteur de 10 pour le temps intermédiaire et un facteur de 20 pour
le temps final afin de mieux visualiser les spectres. (c) Facteur de structure S(q) du méme systeme déterminé en divisant
lintensité diffusée 1(q) par le facteur de forme P(q).

Nous observons sur la figure 3.18 ,(a) deux oscillations représentées en pointillés, une vers g=0.04 A~! ca-
ractéristique du facteur de forme de la silice et une vers q=0.02 A~!, caractéristique du facteur de structure
indiquant une distance entre objets. Entre q=0.001 et q=0.005 A-1, lintensité diffusée reste pratiquement
constante pour tous les spectres. Le plateau aux faibles g observé dans tous les systémes témoigne de I'ho-
mogénéité du gel formé, il est d’autant plus haut que le temps est important ce qui témoigne de la formation
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du gel.

Avec les facteurs de structure S(q) présentés sur la figure 3.18 ,(b), on observe une croissance aux petites
valeurs de vecteurs d’onde q pour des temps croissants, indiquant I'ordre attractif entre les nanoparticules en
présence de I'espéce saline.

Etant donné que le modéle fractal ne s’est pas avéré adapté et a fourni des valeurs peu précises, nous

allons désormais procéder a I'ajustement de nos signaux de l'intensité diffusée I(q) provenant des gels de
silice en utilisant un modeéle attractif appelé "square well" présenté dans la partie théorique du chapitre 3.
Cette méthode nous permet d’obtenir des informations sur le potentiel attractif des systémes gélifiés avec
toutefois une importante approximation : le potentiel attractif de VAW est remplacé par une valeur constante.
Dans ce modéle, on fixe le rayon et la fraction volumique des particules et on en déduit la hauteur du puit
du potentiel e correspondant a I'énergie d’interaction (potentiel attractif) et le paramétre A qui nous permet de
déduire la largueur du puit du potentiel 2R, (A — 1) correspondant a la portée des interactions avec R,, le rayon
de la particule.
La figure 3.19 illustre un exemple de fit sur un gel de silice avec une force ionique finale de 0.7 mol.I=!.
Les valeurs correspondantes du fit "square well" sont présentées dans le tableau 3.2 avec R, le rayon de la
particule en Angstrém, le potentiel attractif e. Il faut noter que I'utilisation de ce modéle se situe aux limites de
sa validité pour les énergies de puit déterminées.

10°

V¥ LUDOX TM50 + 0.7M NaCl
modéle square Well

T T |||||||_2 T IIIIIIII—1 T T T T T 1717

1073 10 10 10°

FIGURE 3.19 : Fit du spectre d'intensité diffusée d’'un gel de Ludox TM50 a ¢=15% et I=0.7 mol.I"* avec un modéle
spheéres attractives "square well".

systéemes R, (A) w7 (KT)
TM50+0.45M NaCl 132.48 23.22
TM50+0.5M NacCl 133.45 24.72
TM50+0.7M NaCl 134.6 25.73

TABLE 3.2 : Tableau regroupant les données du modéle sphéeres attractives "square well" pour les signaux d’intensité
diffusée des gels de silice a différentes forces ioniques.

Nous remarquons que I’énergie attractive augmente légerement avec 'augmentation de la force ionique et est
quasiment 25 fois supérieure a kT (énergie thermique), cela reflete la stabilité du gel formé. Le rayon de la
particule a augmenté par rapport aux données déterminées a partir des spectres de la nanoparticule seule (R,
proche de 129 Angstroms). Cette observation s’explique par le fait que, dans le cas d’un gel, une concentration
spécifique de solution saline est ajoutée, ce qui nécessite de tenir compte de la couche de Stern autour de la
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nanoparticule.
Nous pouvons comparer la valeur déterminée du modele puits carrés "square well" aux valeurs calculées du
potentiel de Van der Waals en considérant que les particules se touchent par la relation suivante [172] :

AR,

o (3.14)

WVdW = Usphrefsphre =

avec A, la constante de Hamaker de la silice-eau-silice (A=0.8 10720 J) et h la distance entre deux sphéres de
silice. Si on considére une distance entre sphéres de I'ordre de 1 A, nous trouvons une valeur pour le potentiel
sphére-sphére de I'ordre de 21 kT.

Toutefois, les valeurs déterminées par I'ajustement sont déduites avec de fortes approximations et supposent
encore une fois que les particules intéragissent par un potentiel constant a la différence de I'équation 3.14, on
ne peut que comparer l'ordre de grandeur qui est favorable.

3.2.3 Mélange de silice-solution saline et protéines

Nous allons désormais et comme précisé dans l'introduction, nous intéresser a I'ajout de macromolécules
dans la solution de silice et ce afin de fabriquer des gels biocompatibles. Pour cela, nous avons choisi une
protéine bovine comme macromolécule, I'albumine de sérum bovin notée BSA.

a) Solution d’albumine de sérum bovin (BSA)

La BSA (bovine serum albumin) est ajoutée au systéme précédent afin de potentiellement renforcer la
structure du gel de silice et former un hydrogel biocompatible ou biohydrogel.
Une premiére présentation et justification de I'utilisation de cette protéine a été faite en introduction, nous
commencons donc cette partie par une caractérisation par diffusion de rayons X de cette protéine. Nous
présentons ici les spectres de diffusion de la protéine BSA & différentes concentrations massiques dans de
eau. Un lot de 6 concentrations massiques de protéines allant de 20 & 120 g.I-! est étudié. Les solutions
avec des concentrations de protéines en dessous de 300 g.I=! ont été préparées par dilution de la solution
mére de 300 g.I"!. Les solutions de BSA préparées ne subissent pas de nettoyage a I'aide d’'un systéme de
chromatographie-filtration, ce qui entraine la présence résiduelle de quelques additifs issus du processus de
la préparation industrielle.
Les spectres de diffusion de rayons X de la BSA ainsi que les intensités de diffusion normalisées par la
concentration finales massiques en BSA sont présentés sur la figure 3.20.
En observant la figure 3.20, nous constatons que I'augmentation de la concentration entraine un décalage du
pic de structure vers des valeurs plus élevées du vecteur d’'onde g. De plus, son intensité a petits g augmente
et atteint un maximum & 120 g.I=!. Tous les spectres correspondant a de grandes valeurs de g se conforment
a la loi de Porod, avec une pente en ¢—*.
La BSA a une forme ellipsoidale avec un rayon polaire le long de I'axe de rotation de l'ellipsoide R,,; et un
rayon équatorial perpendiculaire a I'axe de rotation de I'ellipsoide R, (voir figure 3.21).
Pour avoir des informations sur la structure de la BSA, les spectres de diffusion de rayons X des protéines
d’albumine de sérum bovin a différentes concentrations ont été fitté avec un facteur de forme ellipsoide définit
par la relation 3.15.

(singr — greosqr)
(qr)?

A
P(q,a) = 7 < F%(q) > +background avec F(q,a)= ApV3 (3.15)
avec A, un facteur pris égal a 1 par défaut et ajusté aux données du fit, < F?(q) >, la moyenne sur tous les
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FIGURE 3.20 : (a) Spectres d’intensité diffusée d’'une solution de BSA a différentes concentrations massiques allant de

20 4 120 g.I"*. (b) Spectres d'intensité diffusée d’une solution de BSA normalisées par la concentration massique des
protéines.

axe équatorial

FIGURE 3.21 : Représentation schématique de la BSA sous la forme d’un ellipsoide.

angles de I'ellipsoide défini par une intégrale [173], et
r = [R2sin*(a) + Rfmlcosz(a)]l/2 (3.16)

«a, est 'angle entre les axes de I'ellipsoide, le volume de l'ellipsoide définit comme V = (%prozRg), Ap, le
contraste Ap=ppsa-psoivant ; AVEC pBs4, la longueur de densité de diffusion de la BSA et p,oivant,la longueur
de densité de diffusion de I'eau.

Les solutions aqueuses considérées de BSA sans sel ajouté ont un pH aux alentours de 7. Dans ces condi-
tions, la BSA est stable en solution, et globalement négativement chargée ainsi, les spectres de diffusion de
protéines ont été traités avec un modeéle ellipsoide répulsive "HayterMSA" (voir figure A.3). La température,
T(298K), la constante diélectrique de I'eau (¢9=80), les densités de longueurs de diffusion de I'eau et de la BSA
(pBsa=8.39 1075 A—2) et la fraction volumique en BSA (¢ps.4) ont été fixées pendant la procédure d'ajuste-
ment, et les variables, la force ionique (l), la charge de surface de la protéine (z), parametres du facteur de
forme a savoir le rayon polaire R, et le rayon équatorial R, ont été utilisés comme paramétres d’ajustement.
Les paramétres du fit sont résumés dans le tableau 3.3.

Pour les solutions de protéines, la force ionique est en dessous de 0.01 mol.I=L. Il est important de noter que
bien que nous supposions I'absence de résidus d’ions salins, une source potentielle pourrait étre la libération
de contre-ions en surface par les BSA chargés, ou encore une éventuelle contamination saline provenant du
stock commercial de BSA. La charge de surface varie dans une plage allant de 14 a 26. Dans une étude
d’Heinen et al. [174], ils ont démontré que la charge déterminée par diffusion dynamique de la lumiére sous
différents angles sur leur stock de protéines BSA varie entre 9 et 18 pour des valeurs de pH comprises entre
5.5 et 7, ce qui est trés similaire a ce que I'on trouve en ajustant le modeéle ellipsoide répulsive. Les charges en
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[BSAT(@1") | énsa HO) (ol | Ryt (A) R. (A)
20 0.014 26 0.0044 20.08 45.94
40 0.029 19 0.0076 21.27 44.75
50 0.036 16 0.0035 20.21 44.3

60 0.043 15 0.0039 19.71 42.88
80 0.058 14 0.005 19.57 42.12
120 0.089 16 0.0011 22.43 38.02

TABLE 3.3 : Tableau regroupant les données du facteur de forme "ellipsoide” et du modeéle répulsive "HayterMSA"pour les
différents spectres d'intensité diffusée de la protéine BSA a différentes concentrations massiques allant de 20 & 120 g.I™*.

surface de la BSA peuvent varier avec le pH, de intégralement chargées positivement a bas pH a intégralement
chargées négativement a des valeurs de pH supérieures au point isoélectrique de la BSA (pl autour de 5).
En ajustant également le spectre de leur solution de protéine BSA la plus diluée ([BSA]=2 g.I-!) avec un fac-
teur de forme ellipsoide, ils ont identifié deux tailles caractéristiques, 'une a 17.5 A et l'autre a 47.4 A, ce qui
est cohérent avec nos propres résultats obtenus a partir des ajustements pour les différentes concentrations
massiques.
L'étude de Zhang et al. [175] présente également des ajustements réalisés avec des facteurs de forme ellip-
soide et facteur de structure répulsive "HayterMSA", qui donnent des valeurs de charge z (entre 10 et 18 pour
des concentrations massiques allant de 20 a 300 g.I=!), de force ionique I(de 0.91 10-3 & 38 10~2 mol.I"!
pour des concentrations massiques allant de 20 a 300 g.I7!) , de rayon polaire R, (17+1 A), de rayon équa-
torial R, (4241 A). Ces résultats sont en accord avec d’autres études similaires telles que celles menées par
Molodenskiy et al. [176] et Yadav et al. [177].

La figure 3.22 montre les différents facteurs de structure pour les solutions de protéines calculés en divisant
l'intensité diffusée 1(q) des différentes concentrations en BSA par le facteur de forme P(q) de la concentration
en BSA la plus diluée (dans nos expériences, cette concentration est fixée a 20 g.I71).
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FIGURE 3.22 : Facteurs de structure S(q) en fonction du vecteur d’onde q pour différentes concentrations massiques en
BSA.

Lorsque la concentration en protéines est inférieure a 20 g.I"!, la solution est diluée, ce qui entraine une
bonne séparation entre les molécules de protéines et I'absence d’interactions entre elles. Ainsi, le facteur de
structure, représenté par S(q), oscille autour de 1 aux faibles comme aux grands vecteurs d’onde q.

Le pic principal de S(q) représente une corrélation de paires significative entre les molécules de protéines
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dans la solution. La position de ce pic se déplace vers des valeurs de q plus élevées lorsque la concentration
augmente, ce qui suggére une diminution de la distance de corrélation entre les particules avec 'augmentation
de la concentration en protéines. Les valeurs de S(q) a petits q sont d’autant plus faible que la concentration
est élevée. Le facteur S(q) est proportionnel a la compressibilité a la limite (9 — 0). Lorsque S(q — 0) diminue,
la compressibilité diminue également, et le systéeme devient de plus en plus répulsif a mesure que la concen-
tration en protéines augmente.

Avec la relation dinterparticulaire = 27” et les pics principaux des différentes concentration en BSA sur
la figure 3.22, nous pouvons calculer la distance interparticulaire entre particules de BSA en fonction de la
fraction volumique des différentes solutions de BSA. Sur la figure 3.23, est tracée la variation de la distance
entre particule en fonction de la fraction volumique de la solution de BSA. La fraction volumique de la solution
de BSA est calculée avec la relation suivante :

Cu
Cyp + 72854 (1 - C,,)

solvant

(3.17)

$BSA =

Avec, dps 4 la densité de la BSA, dsovan: 12 densité de I'eau et C,, la fraction massique en BSA.
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FIGURE 3.23 : Evolution de la distance interparticulaire en Angstrém en fonction de la fraction volumique en protéine BSA.
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On observe que la distance entre les particules diminue a mesure que la fraction volumique de la solution de
BSA augmente en suivant une loi de puissance en % On peut retrouver cette loi d’évolution en écrivant que :

NV,

 Viotal
avec N, le nombre total de particules de protéines et V,,, le volume de la particule est définit par la relation
suivante en supposant que la particule est quasi-sphérique et que le diamétre de la particule est proche de la
distance interparticulaire :

(3.18)

4
V, = -md; (3.19)

interparticulaire*
3

Ainsi, on retrouve une évolution de dinterparticulaire Proportionnelle a b3,

b) Nanoparticules de silice Ludox TM50 et albumine (BSA)

Nous allons désormais ajouter aux suspensions de silice Ludox TM50 présentées précédemment, nos solu-
tions de BSA. Nous venons de voir qu’aux pH de travail, les deux types de nanoparticules, silice Ludox TM50
et BSA sont chargées négativement. Nous avons testé différentes concentrations en protéines et quelles que
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soient les conditions, le mélange des deux systémes ne conduit pas a la formation de gels. Par la suite, pour
les résultats de rayons X de cette partie nous allons fixer la fraction volumique des nanoparticules de silice
Ludox TM50 a ¢=7.5% et nous ajoutons des solutions de BSA a différentes concentrations massiques.

Dans un pilulier, je dépose un volume de 1 ml de solution de silice Ludox TM50 a ¢;initiare=15%, puis
jajoute 1 ml de solution de BSA a chaque volume de silice déja déposé, avec des concentrations massiques
initiales égales respectivement & 150, 100 et 50 g.I=!. Aprés mélange, les solutions finales présentent une
fraction volumique finale en silice ¢ ¢inai.=7.5% et des concentrations massiques finales de BSA de 75, 50 et
25 g.1-1, respectivement. A de faibles concentrations de BSA (voir figure 3.24), inférieures & 100 g.I-%, nous
observons la formation de solutions liquides peu turbides. En revanche, a des concentrations élevées de BSA,
supérieures a 100 g.I"1, nous remarquons la présence de coacervats, qui sont le résultat d’une séparation de
phases : une phase condensée dans le coacervat et trouble, et une phase liquide jaunatre (voir figure 3.24).

phase liquide

phase condensée

Mélange avec une Mélange avec une
concentration en BSA concentration en BSA
inférieure a 100 g.I-1 supérieure a 100 g.I-1

FIGURE 3.24 : Mélange de deux solutions : solution de BSA a des concentrations massiques finales égales a 50 et 120
g.I"! et une solution de nanoparticules de silice Ludox TM50 & ¢=7.5%.

Nous pouvons observer qu’a des concentrations élevées en BSA, des coacervats se forment et témoignent
d’interactions attractives entre billes. Dans la section d'imagerie microscopique, nous constaterons que, a par-
tir de concentrations égales ou supérieures a 50 g/L, nous commengons a observer une attraction entre les
particules de notre systéme.

Dans la suite, nous choisirons des concentrations inférieures & 100 g.I=! afin de nous assurer de ne pas

observer ces deux phases. Ainsi, nous opterons pour une concentration raisonnable de 25 g.I=! avec une
solution de silice Ludox TM50 a ¢=7.5%. Le mélange a été placé dans un capillaire, comme pour les diffé-
rents systemes de silice Ludox TM50 déja présentés, puis déposé dans le porte-capillaire en vue de I'analyse
aux rayons X avec les autres systémes. A la figure 3.25, nous avons présenté trois spectres différents pour
comparaison : la solution de silice Ludox TM50 seule, la solution de BSA seule et la solution de silice Ludox
TM50+BSA.
Nous constatons que le signal prédominant dans le spectre du mélange silice+BSA est celui de la silice. Nous
pouvons identifier les oscillations liées au facteur de forme de la silice ainsi que celles associées au pic de
structure de la silice. Cependant, nous remarquons que le pic de structure du mélange est plus prononcé en
présence de la BSA. A partir de cette observation, nous pouvons déduire que la présence de la BSA dans le
mélange, modifie les interactions de la silice.

Il convient de noter que, dans toutes les interprétations et ajustements qui suivront, I'approximation de
négliger la BSA est discutable. Nous considérons qu’elle intervient uniquement comme un potentiel effectif
entre les billes de silice, et nous ne prenons en compte que la corrélation entre les particules de silice. Afin
de comprendre le type d’interaction entre les particules de silice Ludox TM50 et de BSA, nous avons fait trois
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FIGURE 3.25 : Spectres de lintensité diffusée I(q) en fonction du vecteur d’onde q pour 3 systemes : le spectre de la
solution de nanoparticule de silice Ludox TM50, le spectre de la BSA en solution et le spectre du mélange d’une solution
de nanopatrticule de silice Ludox TM50 et de la solution de la BSA.

hypothéses : la premiere hypothése suppose qu’il y a adsorption de protéines sur la surface de la particule
créant une couronne de BSA autour de la silice (structure coeur-coquille). La seconde hypothése consiste a
traiter les données de silice-protéine en utilisant un potentiel répulsif pour étudier 'interaction entre la silice et
la protéine tout en prenant en compte les forces répulsives entre elles. La troisieme hypothése suppose un
processus de déplétion. Nous commencerons donc par tester I’hypothése de la couronne de BSA.

-Hypothése d’une couronne de BSA autour de la silice

Différents études [129, , ] ont montré que sous certaines conditions, la BSA pouvait s’adsorber sur
la surface de la silice et former une couronne. Létude de modélisation menée par Kubiak et al. [179] a dé-
montré comment la BSA chargée négativement a pH=7 s’adsorbe a la surface de la silice, qui est également
chargée négativement. A bas pH, la BSA est chargée positivement et peut comporter des zones hydrophobes
susceptibles de s’adsorber. Pour vérifier I'hypothése d’adsorption des protéines a la surface de la silice, nous
avons utilisé un modéle dit "core-shell". Ce modéle est employé lors de la formation d’'une couronne de pro-
téines autour de la nanoparticule de silice (voir figure 3.26). On suppose alors un facteur de forme de sphéres
dures avec un rayon égal au rayon de la silice augmenté par le diamétre de la BSA.

Nanoparticule de Silice BSA
23 nm 4 nm

Adsorption

FIGURE 3.26 : Représentation schématique de la structure coeur-coquille "core-shell".

Plus précisément dans le modéle "core-shell" utilisé, P(q) est calculé de la maniére suivante [180] :

sin(qrs) — qrscos(qrs)
(qre)?

_F 3 sin(qre) — qrecos(qre)

= V(Vs[‘/c(pc_pS) @) )2 +background (3.20)

P(q)

+ Vvs(ps - psolv)
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ou F, un facteur pris égal a 1 par défaut et ajusté aux données du fit; V; est le volume de la particule entiére,
V. est le volume du noyau(=volume de la silice), R; =R, + E., avec R,, le rayon de la particule de silice, E. est
I'épaisseur de la couronne(=diameétre de la BSA), p. est la densité de longueur de diffusion du noyau(=silice
égale a 3.4 1075472), p, est la densité de longueur de diffusion de la coquille(une densité contrainte entre
la densité de longueur de diffusion de I'eau et de la BSA= 1.4 10=5472), p,.;, est la densité de longueur de
diffusion du solvant (1.87 107°472) .

¥ SiliceLudoxTM50 7.5%+BSA 1.8%
03~ = fit «core shell»
1073
~
Ay 101—5
g 3
S ]
~ 3
10
3 épaisseur de la couronne = 0.087 A
10

B30 T g2 "_;"'1'6-1 T
qA’)

FIGURE 3.27 : Fit du spectre d'intensité diffusée du mélange de la silice Ludox TM50 et de la BSA avec le modéle "core-
shell".

—_
O,

Dans ce modele, on fixe les trois densités de longueur de diffusion, du noyau(=silice), de la coquille et
du solvant ainsi que le rayon de la particule R, et on en déduit I'’épaisseur de la coquille. Les meilleurs fits
fournissent des valeurs pour la particule de silice de 127.9 A, qui est identique a la valeur nue (sans BSA).
Nous pouvons conclure que la taille déterminée par I'ajustement correspond a la taille de la silice seule en
solution, ce qui ne nous permet pas de conclure a la présence éventuelle d’une couronne sur la surface de la
silice. Lhypothése de formation d’'une couronne n’est donc pas validée.

Nous allons examiner la seconde hypothése, qui consiste a traiter les données de silice-protéine en utilisant
un modéle répulsif.

-Modeéle sphéres répulsives "Hayter MSA"

Dans ce fit, la température, T(298K), la constante diélectrique de I'eau (¢0=80), et la fraction volumique
de la silice (¢=7.5%) ont été fixées pendant la procédure d’ajustement, et les variables, la force ionique (1), la
charge de surface (z) ont été utilisées comme parametres d’ajustement. Un exemple de fit est présenté sur
la figure 3.28. Tous les résultats sont regroupés dans le tableau 3.4 en comparaison avec les résultats de la
solution de la silice seule sans BSA.

Nous pouvons observer du tableau 3.4 une augmentation a la fois de la charge de surface et de la force
ionique en augmentant la concentration de la BSA. Laugmentation de la force ionique est cohérente, car I'ajout
de la BSA peut également introduire des impuretés ou des espéces ioniques dans la solution de silice. Laug-
mentation de la charge pourrait étre due a I'adsorption ou collage de la BSA sur la surface de silice en dépit
des forces électrostatiques, avec la contribution des ions présents en solution et des interactions hydrophobes

104



suite a une modification de structure de la protéine sur la surface. Cette adsorption a été étudiée a travers
plusieurs simulations et expériences, mettant en évidence une forte adsorption de la BSA sur les particules de
silice toutes deux chargées négativement [181, 1

10%
E ® Silice 7.5% + 50 g.I-1 BSA
] -+ fit HayterMsa
]
10347
]
=~ 105
S
= 10
102
-1
10 T T IIIIIII T T IIIIIII T T T T T 1T T17T
103 102 107 1P
q (A7)

FIGURE 3.28 : Fit du spectre d'intensité diffusée du mélange de la silice Ludox TM50 (¢=7.5%) et de la BSA (50 g.I"*)
avec le modele spheres répulsives "HayterMSA".

systémes silice Ludox+BSA z [ (mol.I=T)
Silice ¢=7.5% 47 261073
Silice ¢=7.5% + [BSA]=25 g.I"T | 111 52103
Silice $=7.5% + [BSA]=50 g.I"T | 127 52103
Silice $=7.5% + [BSA]=75 9. | 146 521073

TABLE 3.4 : Tableau regroupant les données du fit du modeéle sphéres répulsives "HayterMSA" pour les spectres d’inten-
sité diffusée I(q) du mélange de nanoparticules de silice Ludox TM50 a ¢=7.5% et la BSA a différentes concentrations
massiques et de la nanoparticules de silice Ludox TM50 seule a $=7.5%.

Nous allons examiner la troisieme hypothése, qui suppose un mécanisme de déplétion.

-Mécanisme de la déplétion : qu’est ce que la déplétion ?

La déplétion est un phénomene courant dans la chimie colloidale des protéines. C’est un phénomene qui se
produit dans les suspensions colloidales lorsque des particules de petites tailles, appelées déplétants (comme
par exemple la BSA), sont ajoutées a la solution qui comprends de grosses particules (comme par exemple la
silice). Les petites particules ont tendance a s’accumuler dans les espaces entre les grosses particules et a
pousser les grosses particules les unes contre les autres par pression osmotique et a former ainsi des zones
de plus faibles concentrations, appelée zone de déplétion. En conséquence, les particules colloidales voisines
se rapprochent I'une de l'autre en réponse a la diminution de la concentration de particules dans la zone de
déplétion, ce qui conduit a une attraction effective entre les particules colloidales. Cette attraction est souvent
appelée force de déplétion.

La force de déplétion est responsable de nombreux comportements intéressants observés dans les sus-
pensions colloidales, tels que la formation de structures ordonnées, comme les cristaux colloidaux. Elle peut
également étre utilisée pour contrbler les interactions entre les particules colloidales et pour manipuler les
propriétés des suspensions colloidales, telles que leur viscosité et leur stabilité [182].
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FIGURE 3.29 : Figure schématique du processus de déplétion entre des grosses particules de silice et des petites parti-
cules de BSA.

Le centre d’une particule de BSA ne peut pénétrer dans la zone hachurée (voir figure 3.29) qui est appelée
couche de dépleétion. Si les deux particules de silice se rapprochent alors les zones de depletion d'épaisseur 5
autour des particules colloidales commencent a se chevaucher, la distance r entre les centres des particules
colloidales devient inférieure & 2R, +o, alors une particule de BSA ne peut plus se loger entre les particules de
silice, cette zone s’appelle la zone de déplétion. Dans cette zone pauvre en particules, la pression osmotique
proportionnelle au nombre de particules est quasi nulle alors que ailleurs autour des particules de silice, cette
pression osmotique est finie et supérieure. Cette différence de pression osmotique va étre a I'origine d’'une
"force" qui rapproche les grosses particules les unes des autres. On pourrait parler d’'une force d’attraction
entre les particules de silice [182].
Ce potentiel de déplétion peut étre défini par I'expression [182] :

Waep(r) = —pkTVov (r) pour 2R, <r <2R; et Wyey(r) =0 pour r>2Ry (3.21)

avec ny, la densité volumique des petites particules (BSA); k, la constante de Boltzman; T, la température et
Vov, est le volume de chevauchement défini par :

_ 3r +i(L
4R; 16 " R4

Vov(r) = 5 R31 ?) (@22

Avec Ry, le rayon de déplétion definit par : Ry = R, + . En simplifiant cette équation, on obtient :
1
Waep(h) = —§nka7er(a — h)? (3.23)
pour des séparations h=r-2R,, inférieures & o.

Afin de tester cette hypothése de déplétion, nous avons effectué un ajustement des signaux du mélange
de silice et de BSA en utilisant le modeéle sphéres attractives "square well" présenté précédemment, afin de
prendre en compte l'interaction attractive prédominante dans les systémes nanoparticules-protéines. Pour vé-
rifier si cela correspond bien a un processus de déplétion, la portée des interactions soit 2R(A — 1) dans le
modele simplifié des spheéres attractives, doit étre égale au diametre de la particule déplétante, dans ce cas, la
BSA. Les valeurs d’'ajustement sont déterminées sur une partie du spectre et non sur 'ensemble de la gamme
de valeurs de q. Cela signifie qu’il faut considérer cet ajustement avec précaution, et cette partie reste ouverte
a toutes questions.

La figure 3.30 présente les différents spectres de rayons X des mélanges de nanoparticules de silice Ludox
TM50 et de BSA obtenus. Nous avons présenté sur la méme figure, un signal de silice Ludox TM50 seule, plus
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des signaux avec des mélanges avec la BSA a différentes concentrations massiques. Le modéle de sphéres
attractives "square well" a été utilisé pour fitter les spectres. Nous pouvons voir sur la figure 3.30 que plus la
concentration en BSA augmente plus le pic de structure augmente, ce qui signifie que la présence de la BSA
induit des modifications dans le systéme. Les données correspondantes a cet ajustement sont répertoriées
dans le Tableau 3.5.

a (b)
1037 s (@) 105‘;....
=, 1 —~ 103'% T
|E 10 ‘T N
S SRLE
— =
10°5. siice 7.5 % 1
- Silice 7.5% + 25 g.I" BSA 107 '3 Siice 75 %
- Silice 7.5% + 50 g.IT BSA 3+ Silice 7:5% + 25 g.I' BSA x10
_o* Fit 1l E' Silice 7.5% + 50 g.|"‘ BSA x20
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FIGURE 3.30 : (a) Spectres de l'intensité diffusée I(q) en fonction du vecteur d’onde q, d’'une solution de nanoparticules
de silice Ludox TM50 a $=7.5%, du mélange nanoparticules de silice Ludox TM50 et BSA a trois concentrtions massiques
en BSA ([BSAJ=25, 50 et 75 g.I"!). Les symboles en "croix" correspondent au fit avec le modéle de sphéres attractives
(square well) du mélange nanoparticules de silice Ludox TM50 (¢=7.5%) et BSA ([BSA]=25 g.I"!). (b) Les mémes signaux
que ceux du cas (a) décalés par un facteur 10 pour 25 g.I=* BSA, facteur 20 pour 50 g.I"* BSA et facteur 30 pour 75 g.I*
BSA afin d’améliorer la visualisation des spectres.

Avec le modele spheéres attractives "square well", on fixe les densités de longueur de diffusion de la silice et du
solvant ainsi que la fraction volumique de la grosse particule (=silice), et on en déduit la taille de la silice (rayon
R,), la portée des interactions 2R, (A-1) qui doit correspondre a la taille du déplétant (=taille de la BSA) en cas
du processus de déplétion, ¢, le potentiel attractif qui correspond au potentiel de la déplétion. Ce potentiel €
est comparé au potentiel de déplétion Wy, calculé avec la relation 3.23 [182].

systémes silice Ludox+BSA Ir:yor;”iccig Taille de la | ;. (A1) (A) | % Waep

Yy A BSA (A) P kT kT
P

Silice $=7.5% + [BSA]=25 g.I! 127.49 60 81.6 0.022 | 0.29

Silice $=7.5% + [BSA]=50 g.I7* 128.75 60 69.52 0.165 | 0.59

Silice $=7.5% + [BSA]=75 g.I7 ! 129.59 60 57.02 0.707 | 0.88

TABLE 3.5 : Tableau regroupant les données du modéle spheres attractives "square well" pour les spectres d'intensité
diffusée I(q) du mélange de nanoparticules de silice Ludox TM50 a $=7.5% et la BSA a différentes concentrations mas-
siques.

Les valeurs obtenues a partir de I'ajustement montrent que la profondeur du puit e augmente avec la concen-
tration en protéines, ce qui implique une augmentation de la force de déplétion. Selon le modéele "square well",
la largeur du puit du potentiel est donnée par 2R, (A-1), les données obtenues a partir de I'ajustement montrent
des valeurs du méme ordre de grandeur (£25%) que la taille de la protéine surtout en cas de concentrations
massiques élevées en protéines. Le modéle donne une portée plus ou moins en accord avec la taille de la
protéine.

Les valeurs calculées de W, a partir de I'’équation 3.23 ne concordent pas avec les données du modéle
pour les faibles concentrations en BSA. La concordance ne se manifeste qu’a partir de concentrations plus
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élevées en BSA. Il est essentiel de traiter avec précaution les données obtenues par le modéle, étant donné
que l'ajustement n’a pas été effectué sur 'ensemble de la gamme de vecteurs d’onde. Par conséquent, pour
induire un processus de déplétion, il peut étre nécessaire d’ajouter une quantité suffisante de BSA dans le
milieu, généralement a des concentrations > a 75 g/l. Nous ne pouvons pas explorer une gamme étendue de
concentrations massiques pour obtenir une interprétation plus précise des données d’ajustement, en raison
de la formation de coacervats (séparation de phase) qui se produit a des valeurs supérieures a 75 g/l. Il est
probable que, dans nos conditions, il N’y ait pas de déplétion, mais plutdét un pontage entre les particules de
silice en présence de la BSA, comme cela sera expliqué en détail ultérieurement.

Dans une étude réalisée par Yadav et al. [183], il a été démontré que I'augmentation de la concentration de
BSA dans le mélange nanoparticules de silice-BSA entraine une interaction de déplétion attractive entre les
nanoparticules. Cette interaction conduit a I'agrégation des nanoparticules a des concentrations plus élevées
en BSA, atteignant 20 g.I=, ce qui reste similaire dans notre étude.

Une autre étude réalisée par Yadav et al. [184] a montré que la non-adsorption de la BSA a la surface des
nanoparticules et la diminution du pH renforcent I'attraction de déplétion entre les nanoparticules. Cela s’ex-
plique par la diminution de la répulsion entre les molécules de BSA et la réduction simultanée de la répulsion
électrostatique entre les nanoparticules. Ainsi, ces facteurs favorisent davantage l'interaction de déplétion et
conduisent a une agrégation accrue des nanoparticules de silice en présence de BSA.

Nous supposons probablement I'existence d’'un processus de déplétion entre la silice et la BSA a des concen-
trations de BSA > a 75 g.I=!. Par contre, il n’était pas possible de former un gel en présence uniquement de
silice et de BSA. Nous allons donc introduire des espéces ioniques afin d’essayer de former un gel.

Nous pouvons envisager une autre perspective, qui n'a pas été abordée dans les modeéles précédemment
mentionnés, et qui consiste a explorer la possibilité que la BSA puisse comporter des zones chargées posi-
tivement. La BSA, dans ce cas, pourrait potentiellement servir de pont entre deux particules de silice, ce qui
aurait pour effet d’accroitre les forces d’attraction en solution. Ce scénario peut aussi bien justifier I'attraction
dans les images de cryoTEM présentés dans la suite.

Ce qu'il faut retenir de cette section sur la silice associée a la BSA, ainsi que de toutes les analyses qui
en découlent, c’est que les modéles utilisés sont trop approchés en ne reposant que sur une corrélation silice-
silice. De plus, la présence de la BSA est négligée dans le traitement de nos signaux. Nos graphiques montrent
clairement que les spectres du mélange de silice et de BSA mettent d’avantage en évidence les oscillations et
la forme de la silice que celles de la BSA. Il est important de noter qu’il serait judicieux de réaliser des mesures
complémentaires sur ces systémes en utilisant la diffusion de neutrons. Cette technique permettrait, grace aux
mélanges du solvant H20/D20, de supprimer le signal de la silice afin d’obtenir une visualisation plus précise
du signal associé a la BSA dans le mélange.

3.2.4 Biohydrogel : Silice+solution saline+ protéines

Dans cette partie, nous allons combiner trois systémes : les nanoparticules de silice Ludox TM50, la solution
saline et la BSA. Pour former des gels avec le systéme précédent, nous rajoutons une solution saline (NaCl)
aux deux particules chargées négativement.

Pour former les biohydrogels, je commence avec un volume V,;;.. de 1 ml de solution de nanoparticules
de silice Ludox TM50, ayant une fraction volumique initiale ¢;pitiq. de 30%. Ensuite, j’ajoute respectivement
un volume Vy,c: de 200 ul de solution saline NaCl a une concentration initiale [NaCl);ni¢iqa1e=1.5 mol.l=1 et
un volume Vg4 de 800 ul de solution de BSA a concentration massique variable. Les concentrations mas-
siques initiales utilisées s’échelonnent entre 50 & 300 g.I=!. Aprés mélange, les solutions finales présentent
une fraction volumique en silice Ludox TM50 de ¢ f;nae=15%, une force ionique de 1=0.15 mol.I"!, et des
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concentrations massiques finales de BSA allant de 20 a 120 g.I*.
Sur la figure 3.31, nous présentons le gel formé avec le mélange des trois systémes en comparaison avec le
gel de silice formé uniquement avec les nanoparticules de silice et la solution saline.

ol =

Gel de’s\l\ce Biohydrogel
Nanoparticules de silice Nanoparticules de silice
+ +
Solution saline (NaCl) Solution saline (NaCl)

+
BSA

FIGURE 3.31 : Comparaison entre deux piluliers comprenant deux mélanges : gel de silice avec les nanoparticules de
silice Ludox TM50 & $=15% et solution saline avec 1=0.15 mol.I=*, un biohydrogel avec les nanoparticules de silice Ludox
TM50 & $=15%, solution saline avec 1=0.15 mol.I"* et la BSA [BSA];inai.=120 g.I"*.

Nous pouvons voir sur la figure 3.31, la différence d’aspect entre un gel sans et avec présence de protéines.
Le gel de silice est d’'une couleur blanche alors que le gel de silice avec protéines(=biohydrogel) est d’'une
couleur jaunatre. La gélification est instantanée aprés I'ajout de la solution de BSA, alors que dans le méme
systéme, sans BSA, la gélification peut prendre plus de 24 heures.

Sur la figure 3.32, nous présentons les signaux comparatifs de deux systémes : 'un composé de silice Ludox
TM50 et de solution saline NaCl, et l'autre d’'un mélange de silice Ludox TM50, de solution saline NaCl et de
protéine BSA gelé a différentes concentrations. Pour obtenir ces signaux, nous avons placé les mélanges dans
les capillaires et ces derniers ont été placés dans le faisceau pour acquisition aprés 24 heures, de maniére a
ce que les systemes soient déja gélifiés. La fraction volumique de silice est maintenue constante a 15%, et la
solution saline est fixée a une force ionique de 0.15 mol.I~!, et reste identique dans tous les mélanges.
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FIGURE 3.32 : Spectres de l'intensité diffusée I(q) en fonction du vecteur d’'onde g, pour un gel de silice, et biohydrogels a

différentes concentrations massiques en BSA. La fraction volumique de silice et la force ionique sont fixées respectivement
pour tout les mélanges a ¢p=15% et a 0.15 mol.I"*. Les concentrations finales en protéines oscillent entre 20 et 120 g.I™*.
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Dans 'ensemble, nous constatons que I'ajout de la BSA entraine peu de changements significatifs dans la
structure globale par rapport a la structure sans la présence de protéines. En effet, a petits q, plus la concen-
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tration en BSA augmente plus le plateau est élevé. On conserve toutefois un plateau, ce qui signifie que le gel
présente une structure homogéne dans tout le volume. Laugmentation de la concentration en BSA a quasi-
ment le méme effet que 'augmentation de la concentration en espéeces ioniques soit de renforcer le potentiel
attractif entre les particules de silice.

Nous pouvons essayer de fitter nos spectres, comme fait précédemment avec la silice et le sel, avec un po-
tentiel attractif de sphéres dures (square well). Les données du fit sont présentées dans le tableau 3.6. Avec
le modéle sphéres attractives "square well", on fixe les densités de longueurs de diffusion de la silice et du
solvant, et on en déduit la fraction volumique de la grosse particule(=silice), la taille de la silice (rayon R,) qui
représente la taille apparente de la particule de silice en Angstrém (R.ss), le paramétre \ et ¢, le potentiel
attractif.

systémes rayon R, (A) | ¢ iT

kT
Silice ¢=15% , 1=0.15 mol.I"| 128.41 0.148 057
ili _ o _ —1
gﬂlce 8(8_91|5*{° , 1=0.15 mol.l7*, 130.48 0.152 117
BSA= -
T — o — —T
glllce 1(36195?1 , 1=0.15 mol.lI7%, 129 59 0.139 15
BSA= -
n — o — —1
g'"‘;i 125195(_"1 » 12015 mol™E, ah o0 0.161 1.71
BSA= .

TABLE 3.6 : Tableau regroupant les données du modéle sphere attractive "square well" pour les spectres d'intensité
diffusée du mélange nanoparticules de silice Ludox TM50 - solution saline(NaCl) et nanoparticules de silice Ludox TM50-
solution saline(NaCl) - protéine(BSA).

En se référant au tableau 3.6, nous constatons que I'énergie d’'interaction augmente avec 'augmentation de la
concentration en protéines dans le mélange silice-force ionique-BSA. La valeur du potentiel est de 'ordre de
KT, ce qui suggere un systeme moins stable, potentiellement réversible. Cette caractéristique peut se révéler
particulierement pertinente dans le cadre de notre étude portant sur I'imbibition et relargage.

Dans une étude menée par Steven et al. [163], portant sur la silice Ludox et le tensioactif SDS en présence
d’une solution saline, des résultats similaires ont été obtenus. lls ont constaté que plus la concentration de
tensioactif SDS augmentait, plus I'énergie d’interaction augmentait également. Par exemple, pour une concen-
tration de 0.26%, I'énergie d’interaction était de I'ordre de 0.27kT, tandis que pour des concentrations de 0.36%
et 0.44%, I'énergie d’interaction était respectivement de 0.60kT et 1.68KkT.

Méme si ces potentiels d’interaction sont trés simplifiés et qu’il convient de prendre les résultats qu’ils four-
nissent avec prudence, ces résultats renforcent I'idée que 'augmentation de la concentration des agents déplé-
tants (tels que les protéines ou les tensioactifs) conduit & une augmentation de I'énergie d’interaction attractive.
En conclusion, I'utilisation de la diffusion de rayons X nous a fourni une caractérisation détaillée de nos so-
lutions de silice, de protéines BSA et de nos gels. Cette technique nous a permis d’obtenir des informations
précieuses sur la forme, la taille et les interactions entre particules.

Gréce a la diffusion de rayons X, nous avons pu déterminer avec précision les facteurs de forme et de struc-
ture des particules, ce qui nous a permis de visualiser leur taille, leur structure, leur arrangement spatial et la
distribution de leurs distances interparticulaires.

De plus, en analysant les spectres de diffusion, nous avons pu quantifier les potentiels attractifs et répulsifs
présents dans nos systémes. Cela nous a permis de comprendre les mécanismes d’interactions entre les par-
ticules, tels que I'effet de déplétion induit par les protéines et l'influence de la force ionique.

Cependant, il serait intéressant de compléter ces résultats par de I'imagerie afin de visualiser "réellement”
I'arrangement des particules. Pour cela, nous avons utilisé deux techniques permettant de visualiser nos sys-
témes a I'’échelle des nanoparticules.
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3.3 Techniques d’imagerie

3.3.1 Imagerie par cryomicroscopie électronique

La premiére technique utilisée est celle de la cryomicroscopie électronique a transmission (CryoTEM-Transmission
electron cryomicroscopy) pour nos phases liquides observées pour les solutions de nanoparticules de silice
Ludox TM50, de protéines BSA et du mélange nanoparticules de silice Ludox TM50-protéines BSA. Les me-
sures de CryoTEM ont été effectuées au laboratoire de physique des solides (LPS) avec le cryo-miscrope
électronique JEOL 210F équipé d’'une caméra CCD 4K (Gatan Ultrascan). Cette technique permet d’obtenir
des images directes a trés petites échelles de I'échantillon (entre 1 et 1000 nm). Les informations que nous
pouvons déduire des images acquises par cette technique ainsi que la seconde présentée ensuite sont moins
quantitatives mais trés complémentaires de la technique de diffusion de rayons X aux petits angles (SAXS)
pour justifier de structures supposées a priori dans les fits.

En effet, les observations microscopiques sont souvent localisées a une tranche spécifique de I'’échantillon ou
sur une région limitée du systéme, ce qui limite la représentativité des résultats. En revanche, les mesures
de diffusion de rayons X sont réalisées sur un grand volume d’échantillon, ce qui permet d’obtenir des infor-
mations plus représentatives de I'ensemble du systéme étudié. Lobjectif est de déterminer des inforamtions
cohérentes avec les deux approches grace a leur complémentarité.

- Présentation de la technique

La cryo-microscopie électronique & transmission (cryoTEM) est une technique populaire, développée il y
a plus de 5 décennies. Elle est utilisée pour visualiser I'arrangement interne des structures dans la plage de
résolution du millimétre jusqu’a 1 nm. La cryoTEM utilise des électrons accélérés de haute énergie (200 keV)
pour imager une tranche de faible épaisseur apres une différence de transmission électronique. Aprés avoir
prélevé I'échantillon & l'aide d’'une pipette, on dépose une goutte de solution sur une grille en carbone pré-
sentant des trous de 2 pm en diametre calibrés et disposés régulierement en faisant une étape d’épongeage
qui consiste a appuyer avec une certaine force des deux c6tés de la grille afin d’optimiser la pénétration du
liquide déposé et d’assurer une adsorption compléte de la solution sur la grille pour former des films capillaires
minces. Cette étape sera primordiale pour la visualisation et la résolution des échantillons et doit étre effectuée
dans un minimum de temps, afin de limiter I'évaporation du solvant qui pourrait entrainer une modification dans
I'organisation de la structure des particules.
La grille est maintenue a I'aide d’'un systéme déclencheur, une fois I'échantillon déposé et épongé sur la grille,
le systéme déclencheur fait plonger la grille trés rapidement dans de I'éthane liquide entrainant une vitrification
quasi instantanée de I'échantillon pour éviter la dévitrification et la formation de cristaux de glace et ensuite
transféré dans un réservoir d’azote liquide (voir figure 3.33). Lensemble des expériences a lieu dans de 'azote
liquide a une température égale a -175°C afin d’éviter un réchauffement de la grille. La réussite des images et
donc des grilles dépend totalement de la réussite de I'expérience. Le transfert des grilles vers le microscope
doit se faire toujours a des températures trés basses. Il se fait grace a un porte-objet froid qui contient lui
méme de I'azote liquide et qui comprend un réservoir d’azote liquide et un logement a grille afin d’éviter les
contaminations de I'échantillon par 'humidité de I'air. Le porte-objet est ensuite inséré dans le microscope au
niveau du goniometre.
Cette technique est utilisée dans le cas des systemes liquides, facile a pipeter avec une pipette pour mieux les
déposer sur la grille et effectuer au mieux I'étape de I'épongeage qui permetrra I'absorption de tous I'échan-
tillon sur la grille.
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FIGURE 3.33 : (a) Le montage de la préparation des grilles d’échantillon avec un systeme. (b) Le cryo microscope JEOL
210F. (c) Porte-objet.

Résultats d’imageries de CryoTEM

Nous allons présenter les clichés des solutions liquides, a savoir, la solution de nanoparticules de silice
Ludox TM50, la solution d’albumine de sérum bovin (BSA) et le mélange de trois systemes (silice Ludox
TM50+BSA+solution saline NaCl). Avec cette technique, nous ne pourrons pas étudier les gels. Dans cette
partie, les clichés proviennent a chaque fois de la méme expérience, mais ils ont été pris a des emplacements
différents sur la méme grille.

Observation de la solution de nanoparticules de silice Ludox TM50

Les images présentées dans la figure 3.34 nous permettent d’observer plusieurs caractéristiques des na-
noparticules de silice.

FIGURE 3.34 : (a) Clichés de cryoTEM d’'une solution de nanoparticule de silice Ludox TM50 & ¢=7.5%. La zone grise
en haut a droite sur le cliché a gauche de I'image représente la partie du film de carbone qui se trouve a I'extérieur des
trous de la grille. (b) Histogramme de distribution des tailles des nanoparticules de silice Ludox TM50 mesurées a l'aide
du logiciel de traitement d'images Fiji.

On observe une répartition homogéne des particules ce qui est attendu. Congernant la taille des particules,
les observations montrent une distribution de tailles oscillant entre 15 et 34 nm. Les mesures de diffusion de
rayons X aux petits angles, représentées dans la figure 3.10, confirment ces résultats. De plus, les données
de diffusion de rayons X nous permettent d’estimer la taille moyenne des particules de silice, qui est d’environ
25 nm en diamétre. Cette valeur est bien centrale dans notre distribution de tailles. Une autre caractéristique
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importante mise en évidence par la diffusion de rayons X aux petits angles est la surface des particules. Le
spectre de diffusion de rayons X présente un profil de Porod qui indique une surface nette et bien définie des
particules. Cette observation est en accord avec les images obtenues par cryoTEM a I'échelle du nanometre,
qui montrent une surface lisse des nanoparticules de silice.

Observation de la solution d’albumine de sérum bovin (BSA)

Nous avons réalisé des images de cryoTEM d’une solution de protéine & une concentration massique égale
a 150 g.I! (voir figure 3.35). Les particules de BSA étant trés petites, il est difficile de parfaitement bien les
identifier, toutefois en traitant les images avec le logiciel Fiji, il est possible de mesurer des tailles de particules.
Les valeurs obtenus sont inférieures a 5 nm. Cette estimation est cohérente avec les mesures de diffusion de
rayons X aux petits angles, qui fournissent une valeur de rayon équatorial d’environ 50 A pour la BSA.

Sur la figure 3.35, les particules de BSA apparaissent sous la forme de taches sombres noires. Quelques-
unes de ces particules sont entourées avec des disques rouges pour faciliter leur visualisation et leur identifi-
cation.

Count

FIGURE 3.35 : (a) Clichés de CryoTEM d’une solution de protéine BSA a 150 g.I"*. Les cercles en rouge permettent de
mieux distinguer les particules de la BSA en solution. La zone grise sur le cliché a gauche de I'image représente la partie
du film de carbone qui se trouve a I'extérieur des trous de la grille. (b) Histogramme de distribution des tailles de la BSA
mesurées a l'aide du logiciel de traitement d’images Fiji.

Observation du mélange de deux solutions : nanoparticule de silice Ludox TM50 et albumine de
sérum bovin (BSA)

Sur la figure 3.36, nous présentons les clichés de cryoTEM correspondant aux 3 solutions du mélange de
nanoparticules de silice et de BSA. La fraction volumique en silice est fixée a ¢=7.5% et les concentrations
massiques finales en protéines varient entre 25 et 75 g.I=!. A cette échelle, les particules de BSA ne sont
quasiment pas visibles. Elles rendent le fond, entre les particules de silice, [égérement granuleux.

A des faibles concentrations massiques de BSA (25 g.I1), la solution est homogeéne et polydisperse et ne
présente pas de différence avec les images de solution de silice Ludox TM50 seule, le signal de rayons X pour
cette méme solution était également similaire a celui de la solution de silice TM50 seule a la méme fraction
volumique (¢s=7.5%). Cependant, a mesure que la concentration en protéines augmente, nous pouvons ob-
server une attraction croissante entre les nanoparticules de silice et donc des zones "vides" en particules de
plus en plus grandes. On constate une augmentation de la présence d’agrégats, mais de taille limitée (2, 3, au
maximum 6 particules).
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FIGURE 3.36 : Clichés de CryoTEM du mélange d’une suspension de nanoparticules de silice Ludox TM50 a ¢p=7.5% et
une solution de protéines BSA a différentes concentrations massiques finales (a) 25 g.I"*. (b) 50 g.I"*. (¢) 75 g.I"*.

En résumé, I'observation des images de CryoTEM et les résultats de la diffusion de rayons X nous permettent
de conclure que la présence croissante de BSA induit une attraction entre les nanoparticules de silice, condui-
sant a une modification de la structure.

3.3.2 Cryomicroscopie électronique a balayage

La cryo-microscopie électronique a balayage a froid permet d’observer des échantillons visqueux ou gélifiés
en les congelant. Elle est largement utilisée pour I'observation a haute résolution de suspensions biologiques
[185, 186]. Lhydrogel est rempli d’eau, la cryoTEM est trés sensible a I'hydratation de I'échantillon, plusieurs
sublimations sont réalisées afin de sécher le systeme étudié. Cette technique impose certaines exigences
pour la préparation des échantillons afin d’avoir des clichés propres trés bien résolus. Léchantillon est inséré
par la suite dans la chambre du cryo-SEM pour observation. Il est nécessaire pour nos sytemes de réaliser
plusieurs essais pour obtenir une bonne qualité d’échantillon en jouant sur la méthode de congélation ou bien
sur le temps de sublimation. Les images ont été réalisées a I'institut Charles Sadron par Marc Schmutz et
Alain Carvalho a I'aide des équipements présentés a la figure 3.37.

Pour observer des gels en coupe transversale, un porte-cryo spécifique a été congu et fabriqué par le service
mécanique de I'Institut Charles Sadron (voir figure 3.37 ,a). Léchantillon gélifié a été immergé dans de I'éthane
liquide et fixé dans le porte-cryo. Le support avec I'’échantillon est ensuite rapidement plongé dans un bain
d’azote liquide. Ensuite, I'échantillon a été placé dans la chambre de préparation cryogénique de I'équipement
Quorum PP 3010 sous vide (voir figure 3.37 ,b), fracturé avec une lame de rasoir et transféré au microscope
Hitachi SU8010 (voir figure 3.37 ,c) pour étre observé a 1 kV et a-150 °C [187, 188].

(a)k (b)

FIGURE 3.37 : (a) Le support porte-cryo fabriqué dans l'atelier de l'institut Charles Sadron. (b) Chambre de préparation
cryogénique Quorum PP 3010 qui va permettre de fracturer et casser le gel gélifié avec une lame de rasoir. (c) Microscope
Hitachi SU8010 pour observation des images cryoSEM.
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Résultats d’imageries de CryoSEM

Dans cette partie, nous allons présenter les clichés des solutions gélifiées a savoir, le gel de silice (nanopar-
ticules de silice Ludox TM50+solution saline) et le biohydrogel (nanoparticules de silice Ludox TM50+solution
saline+BSA). Nous conclurons cette partie avec une comparaison de la largeur des pores entre les deux gels.

Gel de silice : nanoparticule de silice (Ludox TM50)+solution saline (NaCl)

Les clichés des gels de silice préparés en mélangeant une suspension de nanoparticules de silice Ludox
TM50 avec une solution saline (NaCl) sont présentés sur la figure 3.38. Afin de mieux visualiser la structure
du gel, une étape de sublimation a été réalisée pour évaporer I'eau et éviter la formation de réseaux de glace.

Nous observons sur la figure 3.38 qu’avant I'étape de sublimation, les réseaux de gel de silice ne sont pas
trés bien définis. Les particules de silice semblent étre dispersées de maniére désordonnée avec de grandes
quantités d’eau, ce qui rend difficile la visualisation de la structure tridimensionnelle du gel. Cependant, apres
I'étape de sublimation, la structure tridimensionnelle poreuse et ordonnée du gel de silice émerge clairement.
Les particules de silice s’assemblent de maniére cohérente en créant des pores et des canaux a travers le
gel, contribuant ainsi a la formation d’une structure poreuse bien définie. Aprés I'étape de sublimation, nous
retrouvons la structure 3D des nanoparticules de silice Ludox TM50 en blanc et les pores (=trous) en noir.
Nous pouvons estimer la taille des pores par traitement d’'images avec le logiciel Fiji.

5.00k LA10(U) 10.0um ICS 1.0kV 4.7mm x2.00k LA10(U)

FIGURE 3.38 : Observation du gel de silice (Ludox TM50 & ¢=15% + 1=0.15 mol.I"*) par microscopie électronique a
balayage (cryoSEM). (a) Clichés a différentes échelles avant I'étape de sublimation. (b) Clichés a différentes échelles
apres I'étape de sublimation.

Biohydrogel : Silice+Solution saline+BSA

Aprés avoir rajouté de la BSA au systéeme précédent (gel de silice), nous allons former un nouveau gel. Sur
la figure 3.39, nous présentons les clichés de cryoSEM du biohydrogel a une concentration massique finale en
protéines égale a 120 g.I=!. Les proportions en silice Ludox TM50 et en solution saline sont les mémes que le
gel de silice (¢=15%, et 1=0.15 mol.I=1). Sur les clichés avant et aprés la sublimation, présentés dans la figure
3.39, nous pouvons observer la présence de dépbts de glace sur la structure de silice. Cependant, il convient
de noter que I'étape de sublimation a été particulierement difficile a réaliser sur les biohydrogels.

Malgré cela, nous n'avons observé aucune différence notable entre les deux types de gels, a savoir le gel de
silice sans BSA et le biohydrogel en présence de BSA ce qui confirme les résultats de rayons X. En effet,
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les spectres étaient trés similaires avec ou sans BSA. Les structures avant et aprés I'étape de sublimation
sont similaires, la seule différence notable réside dans la taille des pores. Afin de quantifier cette différence de
porosité, nous avons traité les images avec le logiciel Imaged.

(b)

FIGURE 3.39 : Observation du biohydrogel (silice Ludox TM50 & ¢p=15% + 0.15M NaCl + 120 g.I"* BSA) par microscopie
électronique a balayage (CryoSEM). (a) Clichés a différentes échelles avant I'étape de sublimation. (b) Clichés a différentes
échelles apres I'étape de sublimation.

Calcul de la taille des pores des gels (gel de silice et biohydrogel)

Une statistique a été réalisé sur 5 images pour chaque systéme. Nous déduisons une largeur de pores en
moyenne Lgciqesitice=1112 nm pour le gel de silice et Ly;onydroger=587 nm pour le biohydrogel.
Les résultats obtenus indiquent que le gel de silice sans la présence de BSA présente des pores de taille plus
importante par rapport au biohydrogel contenant de la BSA. Cette différence de porosité peut s’expliquer par
la présence des particules de BSA qui remplissent les pores et réduisent leur taille dans le biohydrogel.

3.3.3 Conclusion générale

En conclusion, nous avons réalisé deux techniques d’'imageries pour étudier nos différents systemes, la cryo-
TEM pour les systemes liquides, a savoir, les solutions de nanoparticules de silice Ludox TM50, les solutions
d’albumine de sérum bovin BSA et le mélange entre les nanoparticules de silice Ludox TM50 et la BSA. La
cryoSEM quant a elle, a été utilisé pour les systémes gélifiés, a savoir, les gels de silice (silice+solution saline)
et les biohydrogels (silice Ludox TM50+solution saline NaCIl+BSA). Les parameétres obtenus a partir des dif-
férents clichés de cryoTEM étaient en accord avec les résultats obtenus par diffusion de rayons X aux petits
angles, ce qui démontre une cohérence entre ces deux techniques. En particulier, les résultats confirment la
présence et 'impact du processus de déplétion dans le systéme composé de silice et de BSA. Les observa-
tions réalisées par cryoTEM permettent de visualiser directement les structures gélifiées, fournissant ainsi des
informations complémentaires a celles obtenues par SAXS et notamment une estimation de la taille des pores
plus petits en présence de BSA.
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3.4 Lien entre les propriétés mécaniques et les parameétres de struc-
ture des gels

J’ai pu grace aux mesures de diffusion de rayons X caractériser I'organisation spatiale des particules colloi-
dales. Dans le chapitre 2, j’ai caractérisé les gels a I'’échelle macroscopique en déterminant notamment leurs
propriétés mécaniques et rhéologiques. Comment faire maintenant le lien entre les propriétés macrosco-
piques et I'organisation a I’échelle de la particule ? Un lien possible va étre proposé dans cette partie.

Les données de rayons X attestent que des gels fractals se forment. Deux types de mécanismes d’agré-
gation sont a considérer : I'agrégation limitée par la diffusion (DLCA) et I'agrégation limitée par la réaction
(RLCA). Dans les deux cas, les gels formés présentent deux échelles caractéristiques : I'échelle de I'agrégat
de particule qui va ensuite formé des clusters fractals qui vont remplir tout I'espace et une deuxiéme échelle
caractéristique.

Lélasticité de ce type de gels est bien décrite par des modéles dits de loi de puissance ou "¢-power law mo-
dels" [189].

Il faut noter cependant que lors de la formation des gels, il existe également un écoulement du solvant lié a
I'évaporation dans nos systémes. Cet écoulement méme s’il est faible va jouer sur la structure finale qui peut
présenter des modifications par rapport aux gels décrits par DLCA ou RLCA [166] avec trois échelles carac-
téristiques. Nous allons considérer le cas simple avec deux échelles caractéristiques schématisé a la figure
3.40. Dans ce modéle, les particules colloidales de taille R, s’assemblent pour former un agrégat de taille
&., ces "petits" agrégats forment ensuite un "super" cluster qui envahit tout I'espace. On définit &;, la distance
centre a centre entre les deux agrégats.

(a)
otentiel attractif
() U P
2R(M\-1)
0
_ Taille de la particule r—
colloidale

-€
A 2R
r=0 <_> r

FIGURE 3.40 : (a) Représentation schématique d’un gel colloidal. Les cercles indiquent les agrégats fractals de taille ..
& est la distance centre a centre entre deux agrégats. (b) Représentation schématique du potentiel attractif.

Les modeles de "¢-power law" permettent de relier la taille des agrégats £. aux parametres tels que ¢, la
fraction volumique en particule, R, |a taille des particules et d, la dimension fractale du gel selon I'équation :

e ()
7 = ¢ T (3.24)

Avec d, la dimension euclidienne.
Dans cette loi de puissance, nous supposons que le gel est composé d’agrégats de taille £. séparés par une
distance centre a centre £, comme présenté dans la figure 3.40.
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A I'échelle macroscopique, ces modéles permettent a terme de trouver une expression pour calculer le
module élastique G’ qui dépend des longueurs caractéristiques du gel £.. Ainsi I'élasticité du gel va dépendre
de deux principaux termes [166] selon I'équation suivante :

G’ 5 GoeSnet (3.25)

avec G.. qui représente I'élasticité qui résulte du potentiel d’interaction colloide-colloide et qui est décrite par
un potentiel attractif (voir figure 3.40 ,b) et S,..: est un facteur qui représente la contribution a 'échelle du
réseau. |l existe d’autres préfacteurs qui prennent en compte l'influence macroscopique de la flexion ou de
I'étirement des agrégats, mais nous n’entrerons pas dans ces détails.

En ce qui concerne G.., il est défini par I'expression suivante :

U

G = 3R,

(3.26)
avec U, le potentiel d’interaction attractif au contact et 4, la portée des interactions. Dans le modele de sphéres
attractives simplifié présenté précédemment "square well" 6=2R,(\ — 1).

Pour S,..¢, il y a deux expressions possibles. Dans le cas d’un gel fractal, on peut distinguer deux régimes :
le régime des liens forts et le régime des liens faibles. Dans les deux cas, le module élastique est défini par K
la raideur macroscopique du gel divisée par L la dimension macroscopique (voir figure 3.41).

FIGURE 3.41 : Représentation schématique des contributions a I'élasticité du gel associées a la structure hiérarchique du
gel.

Dans ce cas le module élastique est défini par I'expression suivante :

K L
G = T avec K= Keff(g—)(d_m (3.27)
avec d, la dimension euclédienne, K., la raideur d’un ensemble de ressorts disposés en série, ou chaque
type de ressort représente respectivement la raideur a I'intérieur d’'un agrégat K, et la raideur entre agrégats

Kext-
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Shih et al. [189] ont décrit les deux régimes présentés précédemment en fonction de la valeur relative de la
constante élastique calculée pour les liaisons entre agrégats par rapport a celle des agrégats eux-mémes. Le
régime a liens forts se caractérise par de faibles concentrations de particules ou les liaisons entre les agrégats
sont plus robustes que les liaisons internes aux agrégats. En revanche, le régime a liens faibles correspond
a des concentrations élevées de particules ou les liaisons entre les agrégats sont moins résistantes que les
liaisons internes aux agrégats.

Ainsi si on reprend I'’équation 3.25, dans le régime des liens faibles la contribution du réseau S,,.,=1. En re-
vanche, dans le régime des liens forts, la cohésion a l'intérieur des agrégats est plus faible que les connexions
entre agrégats, et cette cohésion domine a grandes échelles, la contribution du réseau dans ce cas est défini
par Spet = (%)D, avec D, la dimension de la "colonne vertébrale" du réseau qui est typiquement dans la
gamme [1-2] [166] et qui prend en compte les "chemins” qui soutiennent les contraintes dans le réseau.

Dans le modéle de loi de puissance des agrégats, en supposant un réseau homogéne, I'élasticité du gel est
décrite par [166] :

G’ _ (%; )Q_Dd weak — lin'k:regin-le (3.28)
Gee (R‘; )y~P=d  strong — linkregime

avec D la dimension de la "colonne vertébrale" du réseau.

Expérimentalement avec les données obtenues avec la diffusion des rayons X, il est possible d’avoir une
taille d’agrégats &.. Pour D, nous prendrons la valeur D=1. Le fit avec un potentiel attractif "square well" nous a
fourni une valeur pour I'énergie d’interaction U et pour la portée des interactions . Nous pouvons donc estimer
G.. et ainsi calculer une valeur pour G’ dans les deux régimes présentés : liens forts et liens faibles. Les ré-
sultats du module de stockage G’ déterminé par les mesures de rhéologie oscillatoire et le G’ déterminé avec
la relation 3.28 sont présentés sur la figure 3.42 pour deux gels de silice Ludox TM50 (¢=15% avec 1=0.45 et
0.5 mol.I71).
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FIGURE 3.42 : Comparaison du calcul du module de stockage G’ avec les deux régimes de lois de puissance (liens forts
et liens faibles) et les mesures déterminées par rhéologie oscillatoire (w=9.6 Hz et déformation=0.5 %.) de la figure 2.11
pour deux gels de silice Ludox TM50 (¢=15% avec 1=0.45 et 0.5 mol.I™*).

Nous constatons que les valeurs du module de stockage G’ déterminé par rhéologie oscillatoire sont proches
des valeurs de G’ calculées avec le régime a liens forts. Comme décrit précédemment, dans ce régime, la

cohésion a l'intérieur des agrégats est plus faible que les connexions entre les agrégats. De plus, la fraction
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volumique en particules de nos systémes est faible (¢p=15%), ce qui correspond bien au régime a liens forts
selon l'article de Morbidelli et al. [190].

Nous pouvons réaliser la méme étude sur le biohydrogel (nanoparticules de silice Ludox TM50 a ¢=15% +
solution saline 1=0.15 mol.I=! + [BSA]=120 g.I!). Avec la rhéologie oscillatoire, nous mesurons un module
de stockage G'=154 Pa pour les concentrations salines faibles (0.15 mol.I=!). Avec le calcul du module de
stockage, selon le modéle de loi de puissance des agrégats, nous trouvons une valeur de G’'=2.04.10° Pa pour
le régime des liens faibles et G'=156 Pa pour le régime des liens forts. Nous concluons que le biohydrogel est
aussi caractérisé par le régime a liens forts ou la cohésion a l'intérieur des agrégats est plus faible que les
connexions entre agrégats.

En conclusion, notre étude a permis d’établir une relation entre la microstructure et les propriétés mé-
caniques des gels, notamment du gel de silice et du biohydrogel. En comparant les mesures du module de
stockage obtenues par rhéologie oscillatoire avec les valeurs calculées a I'aide du modéle de loi de puissance
"¢-power law model", nous avons constaté que nos gels étaient caractérisés par le régime a liens forts.
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Chapitre 4

Perspectives et conclusion genérale

4.1 Processus d’imbibition de billes de gels et relargage de protéines
- Etude préliminaire

Dans l'introduction, nous avons présenté les applications des techniques de "drug delivery" qui permettent de
relarguer un principe actif a partir d’'un hydrogel. Comprendre les mécanismes d’imbibition d’'une bille d’hydro-
gel formée représente donc la suite logique du travail déja effectué.

Limbibition se référe a la capacité d’'un matériau a absorber un liquide en le transportant a travers sa struc-
ture. Les biohydrogels, en raison de leur structure poreuse vont pouvoir se remplir de solvant. Toute la question
est de savoir s’ils vont juste gonfler ou si la pénétration du solvant dans le matériau va le faire fissurer. Limbibi-
tion dépend de plusieurs facteurs tels que la nature chimique du biohydrogel, sa porosité, sa concentration, sa
taille des pores, ainsi que les propriétés du liquide a imbibiber (viscosité, composition, etc.). Limbibition peut
influencer la cinétique de libération des composés encapsulés dans le biohydrogel [191].

Nous avons dans un premier temps, étudier 'imbibition sur des billes de gel de silice ensuite par mesure
d’absrobance UV et de dichroisme circulaire, nous avons déterminé respectivement les informations sur le
processus de relargage et sur la structure secondaire de protéine BSA au sein du biohydrogel. Cependant,
I'utilisation du dichroisme circulaire pour analyser la structure des protéines au sein des biohydrogels peut
étre plus complexe en raison des interactions entre la protéine et la matrice de gel. Lorsqu’une protéine est
encapsulée ou incorporée dans un biohydrogel, elle peut interagir avec la matrice de gel, ce qui peut affecter
sa structure et ses propriétés.

4.1.1 Analyse des mesures d’absorption UV suite a I'imbibition de billes de gels

Avant de procéder aux mesures d’absorption, nous avons étudié le comportement d’'une bille homogéne de
gel de silice Ludox TM50 lorsqu’une goutte d’eau est déposée a sa surface. Nous nous sommes placés dans
la zone du diagramme de phase (I,Vg) illustrée a la figure 2.26, qui nous assure d’avoir un gel bien homogene
dans l'intégralité de la bille. Les images de la figure 4.1 montrent la bille de gel de silice avant et aprés I'im-
bibition avec une goutte d’eau de 10 ul déposée a la surface de la bille a I'aide d’'une micropipette. Au cours
du processus d’imbibition, 'eau pénétre dans la bille par capillarité et diffuse a travers le gel, s'imprégnant
progressivement au sein de la bille.
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Bille d’hydrogel Imbibition de la bille de gel de silice Ludox TM50
complétement seche par de I'eau distillée

. Fissurt
Imbibition avec s

10pl d'eau

Début d’'imprégnation Fin de l'imprégnation Fin de l'imprégnation

(a) (b) (c) (d

FIGURE 4.1 : Processus d’'imbibition d’une bille de gel de silice Ludox TM50, initialement séche, par de I'eau distillée.

Au fur et a mesure que 'eau est absorbée, la bille gonfle, ce qui entraine une augmentation de son volume.
Dans le cas de I'expérience présentée en (c), la structure de la bille n’a pas pu supporter cette augmentation
de volume et s’est fissurée au bout d’'une quinzaine de minutes. Par contre, d’autres expériences réalisées
dans les mémes conditions (comme le cas (d)), ont abouti & une bille gonflée mais non fissurée. La fissuration
dépend du temps d’imbibition. La bille d’hydrogel reste exempte de fissures lorsque I'imbibition est réalisée
rapidement, soit juste avant qu’elle ne seche complétement ou au moment ou elle est complétement séche.
En revanche, si I'imbibition est effectuée longtemps aprés que la bille ait complétement séché, des fissures
se forment. Ces expériences mettent en évidence ce qu’il convient d’éviter dans les processus de relargage,
a savoir la fissuration. Mais qu’en sera-t-il dans le cas d’une bille de gel de silice en présence de la BSA?

Nous avons formé une bille de biohydrogel (silice+sel+BSA) que nous avons immergée dans une cuve de
spectrophotométre remplie d’eau (1cm d’'épaisseur) et mesuré les absorbances du bain au cours du temps. La
bille rejoint directement le fond de la cuve et I'observation au cours du temps devient impossible. Par contre,
le spectrophotometre fournit des courbes d’absorbance du bain en fonction de la longueur d’'onde a des inter-
valles de temps réguliers (toutes les 5 minutes) (voir figure 4.2).

25

Absorbance

200 250 300 350 400 450
Longueur d’onde (nm)

FIGURE 4.2 : Spectres d’absorption de I'imbibition d’'une bille de biohydrogel dans une cuve remplie d’'eau au cours du
temps.

Nous observons deux bandes d’absorption, une vers 280 nm caractéristique du pic d’absorption de la BSA
principalement attribuée a I'absorption des résidus de tryptophane. Une deuxiéme bande d’absorption vers
190 nm, caractéristique de la bande d’absorption de la silice. Au début de la manipulation, il n’y avait pas
de bande d’absorption autour de 280 nm caractéristique de la BSA, seule la bande d’absorption de 190 nm
existait caractéristique de la silice. Au fur et a mesure du relargage de protéines par le biohydrogel, la bande
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d’absorption de la BSA est apparue et s’amplifie au cours du temps comme montré sur la figure 4.3. La bande
d’absorption de la silice est décalée vers les plus grandes longueurs d’onde, ce phénomene peut indiquer une
modification de la composition chimique de la silice avec le processus d’imbibition et le relargage de la BSA.
Les deux bandes d’absorption augmentent au cours du temps, pour la BSA en raison du relargage de la BSA
du biohydrogel et pour la silice en raison de la dissolution progressive de la bille au sein du bain d’eau.

0.3
o'...
| ..
®
8 0.2 l.
c ’ ®
®© ®
g 1 -'.
2 cotoesaees®
<< 0.1 ®
o*
l'.
| ......o'
[ Y
0 T T T T T T
0 400 800 1200

Temps (min)

FIGURE 4.3 : Absorbance de la bande d’absorption de la protéine BSA (\=280 nm) au cours du temps.

Ces expériences préliminaires confirment bien que la BSA peut étre relarguée a partir d’'une bille de biohy-
drogel. De plus, une certaine quantité de silice est également dissoute. A la fin de I'expérience, il est possible
de récupérer une bille de gel intacte sans fissure et avec un volume légerement réduit. La présence d’'une
fissure n’est pas systématique, il est possible d’'observer uniquement un gonflement de la bille aprés imbibition
suivi d’'un rétrécissement de la bille au cours du séchage sans qu'’il y ait de fissuration.

Dans la suite, nous allons étudier la structure de la protéine au sein du biohydrogel par des mesures de
dichroisme circulaire.

4.1.2 Etudes de la structure de protéines aprés imbibition par dichroisme circulaire

Lorsqu’une protéine est mélangée a d’autres composants, cela peut induire des modifications dans sa confor-
mation protéique et sa stabilité structurale. Pour observer des changements au niveau de la structure, il est
généralement nécessaire de comparer le spectre de dichroisme obtenu pour le biohydrogel a celui de la
protéine seule en solution. La bille de bichydrogel est immergée dans 1 ml d’eau avant d’étre placée dans
'appareil.

Nous avons utilisé 4 cuvettes de 1 ml de quatre solutions différentes et sur la figure 4.4, nous présentons
les signaux de ces 4 systémes :
-Une solution de BSA a une concentration [BSA]=5 pumol.l™!;
-Une solution de nanoparticules de silice Ludox TM50 a une fraction volumique ¢=0.9%;
-Une solution saline NaCl & une concentration [NaCl]=10—3 mol.I"!;
-Pour le quatriéme systéme, j'ai immergé une bille de biohydrogel (¢=15%+l=0.15 mol.I=1+[BSA]=120 g.I"})
dans 1 ml d’eau distillée.

Sur cette figure, les solutions de nanoparticules de silice Ludox TM50 et espéces salines ne présente pas
de signal significatif dans la gamme de longueurs d’onde étudiée, en raison de la structure de ces derniers qui
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ne comprends pas de structures secondaires (hélices «, feuillets 3). Cependant le biohydrogel en comparaison
avec le spectre de la protéine seule en solution présente une baisse de la quantité d’hélices tout en gardant la
structure de la BSA intacte au sein du systeme.

® BSA 5 ymol.I”!
1004 &% W Siice Ludox TM50 ¢,=0.9%
‘0 * A NaCl 10 mol.I"
> & . ® Biohydrogel (¢,=15%+ NaCl 0.15mol.I"
A * +BSA120g.1")

O
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184 200 216 232 248
Longueur d'onde (nm)

FIGURE 4.4 : Spectres de dichroisme circulaire de quatre solutions : une solution de BSA & 5 umol.1=', une solution de
nanoparticules de silice Ludox TM50 & ¢=0.9%, une solution saline NaCl & I=10=2 mol.I"*, et une bille de biohydrogel
(p=15%+1=0.15 mol.I=* +[BSA]=120 g.I"").

Létude montre que la présence de la BSA dans le biohydrogel diminue la proportion d’hélices dans la struc-
ture secondaire de la BSA. La déstructuration de la BSA est loin d’étre importante, la protéine conserve en
grande partie sa structure secondaire aprés I'avoir mélangé aux autres solutions pour former le biohydrogel.
Une étude similaire a été réalisé avec des protéines hémoglobine pour étudier I'effet de I'adsorption de 'hémo-
globine sur les nanoparticules de silice sur la structure secondaire des hémoglobines [192]. lls ont également
observé I'absence de changement notable dans la structure de la protéine.

Ces résultats préliminaires suggérent qu’il est possible de relarguer la protéine sans la dénaturer.

4.2 Conclusion générale

Le premier chapitre de cette thése a été consacré a I'état de I'art des hydrogels. Nous avons présenté une
vue d’ensemble des hydrogels, en mettant I'accent sur leur composition, leurs méthodes de fabrication et leurs
applications, en particulier dans le domaine biomédical. Nous avons également introduit le contexte global de
la these et présenté les deux systemes d’études a savoir, les nanoparticules de silice (LUDOX TM50) et la
protéine albumine de sérum bovin (BSA) ainsi que plusieurs méthodes de renforcement des propriétés méca-
niques des gels, essentielles pour leur utilisation dans les applications biomédicales.

Le deuxiéme chapitre a été dédié a I'étude du processus de solidification et de formation d’'un hydrogel
(silice+sel). Deux mécanismes sont a I'oeuvre : le séchage d'une part et la gélification par modification des
interactions d’autre part. Dans ce dernier cas, des espéeces ioniques ajoutées a la solution initiale, rendent
les particules colloidales attractives, les amenant a s’agréger pour former un gel et ce d’autant plus vite que
la concentration en especes ioniques est importante. Nous avons mesuré le temps de gélification par deux
méthodes différentes de rhéologie et proposé une loi empirique décrivant I'évolution du temps de gélification
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en fonction de la force ionique.

Dans le cas d’'une goutte sessile, un diagramme de phase dans I'espace des parametres, vitesse d’évapora-
tion et force ionique, est réalisé. Ce diagramme permet de mettre en évidence deux régions distinctes : une ou
les gouttes se solidifient en formant un matériau homogene lorsque la force ionique est élevée, et une région
ou les contraintes et le transport des particules liés au séchage prédominent sur le phénoméne d’agrégation.
Dans ce dernier cas, des instabilités mécaniques se produisent, telles que la déformation ou la fissuration de
la bille d’hydrogel. Nous avons établi que la frontiére entre ces deux régions correspond précisément a I'égalité
entre deux temps caractéristiques : le temps de gélification et le temps de formation d’'une peau solide a la
surface des gouttes.

Un deuxiéme critere a permis de comprendre cette transition entre ces deux régions : il consiste a comparer
la contrainte seuil du matériau a la contrainte de séchage. Des mesures expérimentales de la perméabilité
du matériau poreux ont été réalisées, révélant une forte augmentation de cette derniére avec la force ionique.
Ces mesures ont permis d’estimer expérimentalement la contrainte moyenne dans le systéme induite par le
processus de séchage, et de la comparer a la contrainte seuil estimée expérimentalement a I'aide des me-
sures de rhéologie, ainsi gu’avec une formule théorique prenant en compte les parameétres microscopiques,
notamment les interactions entre particules. Les instabilités mécaniques se produisent lorsque les contraintes
de séchage dépassent la contrainte seuil du matériau.

Enfin, des mesures de rhéologie ont été réalisées sur des biohydrogels, en plus des mesures de nano-
indentation sur les deux gels (gel de silice et biohydrogel). Les mesures de rhéologie effectuées sur les
biohydrogels ont révélé une augmentation du module de stockage en présence de la BSA lorsque le ma-
tériau conservait ses propriétés visco-élastiques avant la fin du séchage. En revanche, les mesures de nano-
indentation effectuées a la fin du séchage ont montré que les modules élastiques des systémes avec et sans
BSA étaient peu modifiés par |a force ionique et par la concentration en BSA ajoutée. Lajout de protéines a ces
systemes ne modifiait pas non plus significativement les propriétés mécaniques des gels. Ceci a été confirmé
par I'observation des figures de fractures. Toutefois, nous avons pu démontrer que I'ajout de protéines dans
des conditions similaires & celles d’un gel de silice sans BSA, augmentait la gélification du systéme.

Dans le troisiéme chapitre, des mesures de diffusion de rayons X aux petits angles ont permis de carac-
tériser a I'échelle du nanométre les systémes gélifiés. Ces mesures nous ont permis de déterminer des para-
metres microscopiques, tels que la charge des particules et le type d’interactions (attractives ou répulsives), en
fonction de la force ionique. Les caractéristiques des gels comme la taille des agrégats et la dimension fractale
ont été estimées. Notamment, 'augmentation de |a force ionique entraine une augmentation de la taille des
agrégats. Comme pour la partie macroscopique, I'ajout de BSA modifie peu la structure du gel. Cependant,
I'étude du mélange silice-protéines, en I'absence d’ajout d’especes ioniques, a révélé plusieurs hypothéses
qui méritent d’étre discutées. Il est important de noter qu’il serait judicieux de réaliser des mesures complé-
mentaires sur ces systémes en utilisant la diffusion de neutrons afin d’obtenir une corrélation plus précise
entre la silice et la BSA. Ces résultats de SAXS, ont pu étre confirmé par des images prises en microscopie
électronique.

Enfin, nous avons établi un lien entre la structure et les propriétés mécaniques grace a un modele simplifié.
Ce modéle a montré notamment que la cohésion a l'intérieur des agrégats est plus faible que les connexions
entre agrégats. En particulier, en utilisant les estimations des potentiels d’interaction obtenues par SAXS, nous
avons pu calculer les valeurs du module de stockage G’ et les comparer avec les mesures de rhéologie. Les
deux résultats sont en accord, ce qui confirme que notre modéle permet effectivement de relier la structure
aux propriétés macroscopiques.

Relier propriétés a I'échelle macroscopique et structure a I'échelle de la particule était notre ambition premiére.
Il est évident gqu’il reste encore beaucoup a accomplir, mais le modéle que nous avons proposé constitue un
premier pas dans cette direction. Toutefois, I'estimation de I'énergie d’interaction reste un point & améliorer,
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étant donné que les modeles utilisés de potentiels d’interactions sont trés simplifiés. Lautre objectif était de
fabriquer des gels capables d’incorporer des protéines en vue de leur libération pour des applications de "drug
delivery". Nous avons pu montrer gu’en contrélant a la fois, la vitesse d’évaporation et la force ionique, nous
pourrons former un gel homogéne. Ce gel est d’autant plus perméable que la force ionique est élevée et
que les agrégats qui le composent sont plus étendus. La protéine peut étre ajouté au systeme de silice sans
modifier ou trés peu sa structure et en modifiant peu ses propriétés mécaniques. Reste désormais a savoir
comment cette protéine peut étre relarguée dans le milieu extérieur ?

Cette derniére partie qui concerne le relargage, constitue en grande partie les perspectives de ce travail.
Une étude préliminaire sur ce point a été effectuée, impliquant I'imbibition de billes de gels et la détection de
protéines dans le milieu extérieur de la bille. Ces résultats préliminaires confirment que I’hydrogel, lorsqu’il est
imbibé d’eau peut gonfler sans se fissurer dans la majorité des cas. Si la bille de biohydrogel (silice+sel+BSA)
est complétement immergé dans le solvant, la BSA est relarguée dans le solvant et la silice se dissout. D’autre
part la BSA conserve sa structure secondaire lors de son relargage. Ces études suggérent donc qu'il est
possible de relarguer la protéine sans la dénaturer, ouvrant ainsi de nombreuses perspectives. Parmi les
questions qui se posent, on peut se demander quelles conditions et quels critéres doivent étre satisfaits pour
que la bille d’hydrogel gonfle sans se fissurer ? Comment peut-on augmenter significativement sa rigidité, en
modifiant son module élastique ? Comment les propriétés mécaniques d’une bille sont-elles modifiées aprés
imbibition ? Quelle est la cinétique de relargage des protéines ? Qu’en est-il de la déplétion de la protéine
en présence de la silice et du sel? Quelle est la quantité de protéines relarguée? Comment la controler
pour répondre aux exigences spécifiques des applications biomédicales ? La protéine relarguée, concerve-t-
elle toujours sa structure secondaire ? Enfin, quel serait I'impact de I'association de la silice avec une autre
protéine ?
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FIGURE A.1 : Spectres d’intensité diffusée I(q) en fonction de q pour les solutions de nanoparticules de silice a differentes
fractions volumiques avec les ajustements du modeéle spheres répulsives "HayterMsa" adaptés.
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FIGURE A.2 : Spectres d’intensité diffusée I(q) en fonction de q pour les solutions de BSA avec le modéle ellipsoide
combiné au modele répulsive "HayterMSA".
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FIGURE A.3 : Spectres d'intensité diffusée I(q) en fonction de q pour le gel de silice (Si+NaCl) et biohydrogels
(Si+NaCl+BSA) avec des ajustements du modéle attractif "squarewell”.
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Résumé : Comprendre la réponse des gels sous
contrainte est d’une importance primordiale, aussi bien
au plan fondamental que pour les applications. Les gels
sont constitués d’'une matrice poreuse saturée de li-
quide. En fonction de leur propriétés physico-chimiques,
ils peuvent présenter une porosité élevée et ainsi une
grande capacité a conserver du liquide ou a le relar-
guer. Pour ces raisons, ils sont utilisés dans de nom-
breuses applications et notamment dans I'industrie phar-
maceutique (libération de principe actif, technique dite
de "drug delivery") ou encore dans le domaine de I'en-
vironnement (dépollution et décontamination des sols). Il
est alors important de comprendre comment sous l'ef-
fet des contraintes, liées au séchage principalement, ces
gels vont réagir. Nous considérons des gels de nano-
particules pour lesquels il est possible de modifier de ma-
niére contrélée la structure en modifiant les interactions
entre particules (par ajout d’especes ioniques). Afin d’ap-
porter au gel de nouvelles fonctionnalités biologiques,
nous souhaitons introduire dans le gel colloidal, des pro-
téines qui : i) interagissent avec les particules colloidales,

ii) apporte au gel des fonctionnalités biologiques, et iii)
module les propriétés mécaniques du gel en passant de
visco-élastique a fragile. Dans une premiére partie, nous
avons déterminer les conditions a la fois de séchage
et physico-chimiques (interactions entre particules), per-
mettant de réaliser une gélification homogéne d’une sus-
pension de silice dans le cas d'une goutte sessile. Un
diagramme de phase a permis de mettre en évidence
une région, ou la gélification est homogéne dans tout le
volume et une région, ou les instabilités mécaniques ap-
paraissent a l'interface avec l'air. La structure du gel a
été caractérisé a I'aide de la diffusion de rayons X. Nous
avons pu également, étudier 'impact de I'ajout de pro-
téines dans les gels de silice. Enfin, un lien a été proposé
entre les propriétés mécaniques du gel et la microstruc-
ture grace a un modele prenant en compte I'élasticité des
agrégats dans le gel. Des expériences préliminaires ont
montré qu’en imbibant les billes d’hydrogels, il était pos-
sible de relarguer sans dénaturer la protéine, ce qui per-
mettrait une application pour des techniques de "drug de-
livery".

Title : Multi-scale characterization of hydrogel for biological interest
Keywords : Hydrogel, Colloide, Macroscopique properties, Structure, Biohydrogel, Proteines

Abstract : Understanding the response of gels under
stress is important, both fundamentally and for applica-
tions. Gels consist of a porous matrix saturated with li-
quid. Depending on their physico-chemical properties,
they can be highly porous, and thus have a great capa-
city to retain or release liquid. For these reasons, they
are used in a wide range of applications, notably in the
pharmaceutical industry (drug delivery) and in the en-
vironmental sector (soil decontamination). It is therefore
important to understand how these gels react under the
effect of stresses, mainly due to drying process. We are
considering nano-particle gels for which it is possible to
modify the structure in a controlled way by modifying the
interactions between particles (by adding ionic species).
In order to provide the gel with new biological functiona-
lities, we aim to introduce proteins into the colloidal gel
that : i) interact with the colloidal particles, ii) provide the
gel with biological functionalities, and iii) modulate the

gel's mechanical properties from viscoelastic to brittle.
In the first part, we determined the drying and physico-
chemical conditions (interactions between particles) re-
quired to achieve homogeneous gelation of a silica sus-
pension in the case of a sessile drop. A phase diagram
revealed a region where gelation is homogeneous throu-
ghout the volume, and a region where mechanical insta-
bilities occur at the air interface. The gel structure was
characterized using X-ray scattering. We were also able
to study the impact of adding proteins to silica gels. Fi-
nally, a link was proposed between the mechanical pro-
perties of the gel and the microstructure, thanks to a mo-
del taking into account the elasticity of the aggregates in
the gel. Preliminary experiments have shown that by im-
bibing hydrogel beads, it is possible to release the protein
without denaturing it, which could be applied to drug deli-
very techniques.
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