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1 Introduction au sujet de theése

Le point de départ de ce sujet de these provient d’une question posée par la biologie
aux physiciens : quel mécanisme physique explique et regle la migration en masse et
la colonisation d’une surface par certaines bactéries ? Dans le cas de B. subtilis, celle-
ci produit un puissant biosurfactant, capable d’abaisser significativement la tension
de surface de I’eau. La communauté croit par vagues successives (phénomeéne appelé
”swarming“) s’accompagnant de la sécrétion de surfactine. Cette production de sur-
factant peut induire un cisaillement en surface du liquide évoquant un mécanisme de
type Marangoni. La question est de savoir si les bactéries utilisent cet effet pour se
propulser en plus de leur capacité de nage propre. Par ailleurs, les observations des
biologistes mettent en évidence des effets de ”front “ lors du processus de colonisation
d’un milieu de culture gélifié a base d’agar. La surfactine semble se propager par
vagues successives vers I'extérieur de la communauté en suivant des lois de propaga-
tion encore non interprétées.

Le travail de these présenté ici s’inscrit dans le cadre d’une collaboration avec
I’équipe de Simone Séror, Institut de Génétique et de Microbiologie (IGM), Orsay.
Il nous est alors apparu que la complexité des phénomenes superposés mis en jeu
était telle que nous avons choisi de les séparer et d’étudier 1’étalement du solvant
seul, sans bactéries, a la surface du gel. Nos recherches bibliographiques concernant
la dynamique d’étalement d’un surfactant sur un gel nous ont montré que cette ques-
tion n’avait justement recu que peu d’intérét. Seules quelques études expérimentales
réalisées par des groupes japonais et américains concernent ce sujet : Szabd et al. [78]
et Kaneko et al. [AT] se sont intéressés a I’étalement axisymétrique de liquide & basses
tensions de surface sur des gels et solutions PAMPS ; Daniels et al. [19] mettent en
évidence des structures propagatives en arborescences dans le cas du dépoét d’une
goutte de surfactants a la surface d’'un gel d’agar. Jusqu’ici la situation rencontrée
dans le swarming, comme il nous est apparu tres vite, la propagation simultanée du
solvant et du surfactant sur un gel n’a pas fait 'objet d’études tres précises dans la
communauté des physiciens.

Dans l'objectif d’étudier ce processus, nous avons construit des expériences per-
mettant le suivi de I'invasion d’un gel analogue a ceux utilisés pour la migration de
bactéries en biologie. La premiere étape de ce travail a été d’établir une méthode
expérimentale permettant de suivre I’évolution de la surface libre du gel au cours du
temps. Nous avons alors étudié en détail la propagation du front de surfactine qui
combine, en fait, propagation du surfactant et gonflement du gel, pour tenter de com-
prendre les lois qui gouvernent ce phénomene. Au cours de cette étude, nous avons
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14 CHAPITRE 1. INTRODUCTION AU SUJET DE THESE

remarqué que la question méme du mouillage d’un gel par son solvant n’a presque
pas été explorée. Ceci a motivé le deuxieme volet de cette these avec des expériences
ayant pour but d’observer et de comprendre les propriétés de mouillage de surface
des gels par leur solvant, en 'occurrence, dans notre cas, des gels aqueux.

Le manuscrit de cette these est organisé de la maniere suivante : dans le premier
chapitre, je présenterai d’abord un rapide état de I'art sur la biophysique du swar-
ming chez B. subtilis, j'introduirai également les notions de physique du mouillage
nécessaires a la compréhension du travail réalisé puis je parlerai des gels en général et
de leurs propriétés et plus particulierement des propriétés mécaniques des gels d’agar.
Dans le second chapitre, je décrirai notre dispositif expérimental et le principe de la
méthode de détection qui sont employés pour ’ensemble des mesures . Dans une
troisieme partie je présenterai les résultats obtenus pour I'étude de la dynamique
de la surfactine sur des gels d’agar. Enfin dans le quatriéme et dernier chapitre, je
présenterai nos résultats et observations concernant le mouillage de surface des gels
d’agar par leur solvant .
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1.1 Intérét du mouillage sur les gels - motivations
expérimentales

Les gels appartiennent a la catégorie des matériaux dit ”déformables” ou en-

core "mous”, cela signifie que sous l'effet d’une sollicitation extérieure (mécanique,
chimique, etc) ils peuvent changer de forme de maniere importante. Les gels font
désormais partis de notre vie quotidienne, ils sont présents partout autour de nous
mais aussi en nous ! Nos tissus biologiques (organes, peau, arteres, etc) sont constitués
de cellules vivantes dont 'intérieur, le cytoplasme, est un gel. Notre cristallin est formé
de compartiments de membranes contenant des solutions concentrées de protéines.
L’indice du milieu est alors fixé par la concentration locale de la solution en protéines
et varie du bord au centre du cristallin. Nos muqueuses sécrétent des gels que 'on
nomme communément mucus (il s’agit de gels contenant des protéines appelées mu-
cines) dont le role est de collecter et transporter poussieres, restes bactériens, débris
alimentaires, etc.
Dans le secteur industriel, les gels se retrouvent dans une grande variété de produits
de consommation comme les cremes cosmétiques, les lentilles de vue, certains pro-
duits agro-alimentaires (yaourts, fruits, confitures et méme les viandes), les peintures,
les émulsions photographiques, les graisses lubrifiantes,... Les propriétés particulieres
des gels en font également un matériau de choix pour la recherche biomédicale no-
tamment avec la conception de muscles artificiels, de patchs indicateurs du taux
de glycémie [48, 88], de gels répondant mécaniquement aux champs magnétiques,
etc... Dans une grande partie des exemples cités plus haut, notamment pour les
gels d’origine biologique, les phénomenes d’adhésion et de mouillage jouent un role
déterminant que ce soit pour le bon fonctionnement d’un organisme ou pour controler
mécaniquement le systéme, comme dans le cas des lentilles de vue dont la courbure
et le gonflement est controlé par immersion dans une solution saline.

Le mouillage de surfaces a suscité un grand intérét expérimental et théorique. Les
études publiées portent sur I’étalement de liquide sur supports solides [22,27,40,54,55,
79] et sur couche liquide [23,39,52]. L’ajout de sufactants, ces molécules amphiphiles
capables d’abaisser la tension de surface, peut modifier radicalement la dynamique
d’étalement : des instabilités de digitation sont observées aussi bien sur support
solide [13,14,30,81] que liquide [1,2,31,42,58,82,86]. Il est en revanche frappant de
constater le peu d’études traitant du mouillage sur matériaux déformables. Bien que
ce cas particulier du mouillage ait inspiré un certain nombre de théoriciens [32,70,76],
peu de données expérimentales sont disponibles.

Les gels sont une catégorie de matériaux déformables particuliere; ils sont
constitués principalement de solvant et leur comportement mécanique se situe entre
solide et liquide. Ils se caractérisent notamment par un domaine élastique tres
développé. D’un point de vue fondamental, le comportement d’une goutte de sol-
vant, en mouillage partiel, sur un substrat constitué en tres grande partie de ce
méme solvant est une situation tout & fait nouvelle et inexplorée. En effet, il est
surprenant de constater qu’une goutte de liquide ne s’étale pas spontanément sur
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un substrat constitué & plus de 99 % du méme liquide. Cette situation spécifique,
a la différence de la plupart des substrats déformables, autorise la goutte a diffuser
dans le volume du gel. D’une certaine facon, cette situation de mouillage partiel a
volume non constant pour la goutte évoque la situation de gouttes évaporantes [8,26].
Par ailleurs, la matrice d’un gel se présente comme un réseau poreux; le cas d’'une
goutte en mouillage partiel a la surface d’un gel peut étre donc vu comme une goutte
en équilibre sur un poreux humide. L’écoulement de goutte dans un poreux est un
sujet qui a suscité un grand intérét aussi bien théorique qu’expérimental grace aux
applications industrielles concernées comme le procédé d’impression par vaporisation
de gouttelettes d’encre [17]. En somme, cette situation inédite du mouillage se si-
tue au carrefour de plusieurs processus physiques et présente un réel challenge pour
compléter les connaissances sur le mouillage des surfaces.

L’étalement de surfactants sur surfaces molles semble également ne pas avoir sus-
cité un grand intérét jusqu’ a présent bien que la compréhension de ce phénomene
semble prometteur dans le domaine bio-médical. Par exemple dans le but d’optimiser
la diffusion tissulaire de médicaments ou encore dans le traitement des pathologies res-
piratoires par défaut de synthese endogene de surfactant chez les prématurés [28,62].
L’étalement de surfactant sur des surfaces molles joue également un role déterminant
en microbiologie et plus précisément dans le cas de la migration en masse (swarming)
de bactéries B. subtilis pour coloniser la surface du milieu de culture. Ces bactéries
possedent la capacité de synthétiser un puissant biosurfactant, appelé surfactine, ca-
pable de réduire significativement la tension de surface de I’eau en modifiant par ce
biais les conditions de mouillage. Des travaux récents [43,44] ont montré que des
mutants, privés de leur capacité a synthétiser ce biosurfactant, perdent leur aptitude
de migration en masse. Par contre si cette substance leur est ajoutée artificielle-
ment, le swarming est restauré. Il apparait donc que la surfactine et le mouillage
des gels jouent un role central dans ce processus. La présence de la surfactine-méme
souleve des questions quant a la maniere dont les bactéries se meuvent collective-
ment. Sont-elles advectées par le fluide ? La surfactine modifie-t-elle la structure du
gel pour faciliter le mouvement des bactéries 7 Ou bien existe-t-il un signal chimique
(les bactéries possedent des récepteurs spécifiques de la surfactine) signifiant la mise
en marche coordonnée de la migration ? Depuis le début des années 90, la forma-
tion de colonies de bactéries et les différentes formes observées ont suscité un intérét
phénoménologique chez Matsushita et al [49,59,64,83,84] et Ben Jacob et al. [6,7].
La description du phénomene s’appuie souvent sur des modeles non-linéaires de dif-
fusion limitée par agrégation (DLA). Ces modeles tentent de décrire le comporte-
ment collectif des bactéries en termes de chimiotaxie, de croissance et de mort des
bactéries mais ne tiennent aucunement compte des processus physiques a la surface
des gels et notamment du mouillage. Ces modeles arrivent avec succes a reproduire
certains motifs observés. Plus récemment, Lega et al. [53] a proposé un couplage de
la DLA avec I’hydrodynamique : la diffusion de nutriment est régie par les équations
de réaction-diffusion et la phase eau-bactérie est gouvernée par ’équation de Brink-
mann (écoulement dans un poreux). Ce modele permet également de reproduire une
variété de motifs et tient compte des mouvements hydrodynamiques des bactéries
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("whirls” et ”jets”). L’auteur stipule qu”il introduit dans son modele une différence
de mouillabilité entre le bords de la colonie et la surface du gel en avant de celui-ci,
montrant ainsi que le mouillage joue un réle clef dans la modélisation du swarming

La compréhension du phénomeéne de swarming chez les bactéries est d’un intérét
fondamental pour les microbiologistes, en outre, elle ouvre un vaste champ d’appli-
cations bio-médicales et sanitaires. Comprendre quels sont les parametres clés du
swarming et les controler pourrait, par exemple aider a limiter la formation de bio-
films et la prolifération bactérienne dans des endroits non-souhaités comme en milieux
hospitalier ou encore dans les tours aéro-réfrigérées, ce qui reste encore de nos jours
un des grands défis du domaine de la santé publique.

Le premier pas pour répondre a ces questions complexes, mélant a la fois biologie,
hydrodynamique des films minces et physico-chimie, est d’isoler chaque composante
pour I’étudier séparément. Dans notre cas, nous allons nous focaliser sur le systeme
physique en éliminant la composante biologique : nous allons nous intéresser au com-
portement d’une goutte de surfactine seule a la surface d’un gel et plus généralement
aux propriétés de mouillage de ces surfaces étonnantes. Nous regarderons aussi le cas
d’une goutte de solvant a la surface du gel qui est également peu connu

1.2 Le swarming

1.2.1 Qu’est-ce que le "swarming” ?

”Swarming” signifie littéralement ”essaimage”. L’essaimage est un terme d’em-
prunt désignant a l'origine la formation d’une nouvelle ruche par la migration d’une
partie des abeilles avec une reine. La colonie nouvellement créée va croitre jusqu'a
former un nouvel essaim. Par analogie le terme swarming est utilisé pour décrire le
mouvement collectif d’individus identiques (poissons, insectes, oiseaux, bactéries,...)
impliquant un comportement collectif, coopératif et coordonné. L’analogie est d’au-
tant plus forte que dans le cas du swarming d’une colonie de bactérie réalisée en
laboratoire, celui-ci est initié par le dépot d’un nombre d’individus fixes (I'inocu-
lum) qui se multiplient, migrent et colonisent le milieu de culture. Il existe dans le
swarming en général un caractere de comportement social entre individus du méme
groupe. Les principaux aspects de comportements sociaux sont présents chez les
bactéries comme l'existence d’une voie de communication intercellulaire par des acyl
homoserine lactones (AHL) et des peptides phéromones ou encore ’existence d’une
hétérogénéité phénotypique au sein du groupe et la répartition de taches a des sous-
groupes d’individus de méme phénotype. D’autres aspects ont pu étre démontrés tels
que le cannibalisme, le tricherie, la persistance ou encore ’altruisme a tel point que
I’on parle aujourd’hui de sociomicrobiologie.

Ce type de comportement a été observé chez plusieurs bactéries & Gram négatif :
chez Proteus mirabilis [10,68], Escherichia coli et Salmonella typhimurium [38,85],
Pseudomonas aeruginosa [51], Myzococcus zanthus [41,46,77]. Le swarming n’a été
observé que récemment chez des bactéries a Gram positif comme B. subtilis [44,61].
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F1G. 1.1: Résultat du swarming de B. subtilis sur milieux B. La tache centrale au centre de la boite

est 'emplacement de I'inoculum. Les ramifications sont finement branchées

1.2.2 Le swarming et B. subtilis

B. subtilis est une bactérie a Gram positif que ’on trouve partout autour de nous et
essentiellement dans le sol. Elle n’est pas considérée comme pathogene pour ’homme,
mais peut contaminer des aliments et exceptionnellement provoquer une intoxication
alimentaire. Sa capacité a sporuler (produire des spores) et la facilité qu’elle présente
a étre manipulée génétiquement en fait un systéme modele.

B. subtilis est une bactérie en forme de batonnet cylindrique de 5 pm de hauteur
sur 1 um de largeur dotée a une extrémité de longs filaments appelés ”flagelles”
(cf fig. 1.2). Un flagelle est un organite assurant la mobilité d’une cellule, c’est un
prolongement cytoplasmique dont la structure est composée de protéines complexes.
Il est composé de trois parties : le corps basal, le crochet et le filament. La morphologie
et le nombre de flagelles different d’un micro-organisme & un autre. B. subtilis possede
en moyenne 10 a 12 flagelles d’une longueur moyenne de 10 pm et de diameétre
constant de 20 nm [66]

1um1

flageiles

F1G. 1.2: Représentation schématique d’une bactérie, B. subtilis
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En milieu liquideB. subtilis produit une biomasse importante dans le milieu de
culture (environ 10 grammes par litre de culture) présentant des intéréts indus-
triels divers, par exemple : les amylases pour la production industrielle de pain, des
protéases et cellulases, dans 'industrie des détergents ou encore des antibiotiques,
comme la bacitracine, en fait un organisme d’intérét également pour I'industrie phar-
maceutique. Parmi toutes ces protéines, elle secrete également une molécule amphi-
phile qui posséde la particularité d’étre un puissant tensioactif capable d’abaisser la
tension de surface de 1'eau jusqu’a 27 mN.m~!. Ce surfactant appelé ”surfactine” est
également doté de propriétés anti-bactériennes, anti-virales et fongicides lui permet-
tant ainsi de limiter ou d’éliminer le développement compétitif d’autres bactéries ou
champignons.

Le swarming est un processus continu en termes d’expansion et différentes étapes
ont été identifiées. D’une manieére générale, on note la présence d’un front circulaire
a avant de la colonie de bactéries des les premieres phases du processus jusqu’a ce
que les bactéries aient completement colonisé la surface.

Les communautés bactériennes de B. subtilis peuvent présenter différentes mor-
phologies. De nombreuses formes ont été mises en évidence a l'issue ou au cours du
processus de swarming (cf fig. 1.3). Seule la composition chimique des milieux de
culture varie pour chaque motif de croissance de communauté. En outre, il apparait
que, dans certains cas le temps nécessaire pour observer le motif de swarming complet
requiert jusque 6 a 10 jours (sur milieu peptone) contre 24 h dans le cas du milieu B.
La nature chimique du milieu de culture apparalt donc comme un facteur influencant
le swarming dans sa dynamique et la morphogenese de la communauté de bactéries.

Les expériences conduites par D. Julkowska, S. Séror et B. Holland montrent que
la souche sauvage 3610 de B. subtilis produit des structures finement branchées de
maniere tres reproductible sur le milieu B (cf fig. 1.1). En conséquence c¢’est dans ces
conditions que le phénomene a été étudié.

1.2.3 La surfactine

La surfactine est un puissant bio-surfactant synthétisé par B. subtilis au cours du
swarming. Un anneau de surfactine apparait a ’avant des dendrites environ 10 a 12
heures apres I'inoculation. La structure générale de cette molécule est représentée
figure 1.4. En réalité, telle qu’elle est produite par B. subtilis, la surfactine n’existe
pas sous une forme unique : il existe une famille de molécules qui different par la taille
de leur chaine carbonée. Il existe ainsi des surfactines dites ”C13”, ”7C14”, "C15” et
”7(C16” ou le numéro indique le nombre d’atomes de carbones constituant la queue
hydrophobe. Ces molécules présentent des différences de comportement liées a la
longueur de leur chaine carbonée comme par exemple dans le cas de la diffusion : les
surfactines C14 et C15 possedent un coefficient de diffusion plus élevés que les C13
et C16 [69]

Une analyse réalisée par spectrométrie de masse (TOF-SIMS) a permis d’obte-
nir une carte détaillée de la répartition de surfactine sur un échantillon de culture
bactérienne en phase de migration 16 heures apres inoculation [25] (cf fig. 1.5 ).
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F1G. 1.3: Exemples de morphogénése (photos extraites de [45] de communauté de bactéries (wild-
type B. subtilis 3610). A : Columbia medium, 1 % agar, aprés 10 jours; B : TY, 1 %
agar, 6 jours; C : Peptone, 2 % agar, 10 jours; D : LB-medium, 0,7 % agar, 24h; E et
F : B-medium, 0,7 % agar, 24 h. Toutes les boites ont été placées dans un incubateur &
30°C sauf D (37°C).

La méthode ne permet pas d’obtenir de concentration absolue, la légende indique
donc une échelle de concentration relative. Ces clichés montrent que la surfactine est
essentiellement concentrée dans la colonie meére (c’est a dire la colonie située a I'em-
placement de I'inoculum), sur ce front a ’avant de la colonie bactérienne et également
sur les bords des dendrites. Par ailleurs la présence de surfactine a ’extérieur du front
montre que le surfactant diffuse sur la surface du gel en avant de la zone d’expan-
sion (colonie bactérienne + front). Cette méthode permet également de différencier
les types de surfactine : il apparait que la surfactine C15 est la composante majori-
taire de la surfactine détectée dans les dendrites, I’espace interdendritique, le front
et extérieur du front. En revanche, dans la colonie meére, la surfactine C14 est ma-
joritaire.

Une autre méthode plus ponctuelle fournie un ordre d’idée de la concentration
en surfactine a différents endroits. Cette méthode qui consiste en un carottage de
la surface du gel, permet d’obtenir une valeur de la concentration de surfactine par
dosage de I’échantillon.
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F1G. 1.4: Représentation de la surfactine. A : structure chimique d’une molécule de surfactine. On
distingue la téte polaire hydrophile et la chaine aliphatique hydrophobe. B : représentation

semi-développée de la surfactine

Le résultat (cf figure 1.6) montre que la concentration en surfactine diminue lorsque
l'on s’éloigne de la colonie mere et qu’elle est plus élevée dans une dendrite qu’a
Iextérieur de celle-ci.

Nous avons mesuré a l’aide d’un tensiometre a goutte pendante la tension de
surface de solutions de surfactine que nous allons utiliser dans nos mesures, a
différentes concentrations. Les résultats sont présentés dans le tableau 1.

TAB. 1.1: Tension de surface de différentes solutions de surfactine mesurée avec la méthode de la
goutte pendante.

[surfactine] en g/L | v en mN/m

0,001 55
0,01 49
0,1 15

1 38
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F1G. 1.5: (a) : Cliché TOF-SIMS (spectrométrie de masse d’ions secondaires & temps de vol) basse
résolution de la répartition de surfactine dans une communauté de B. subtilis durant le
swarming tiré de [25]. La concentration relative est codée par une échelle de couleurs :
de la plus élevée (jaune) a la plus basse (bleu clair). Des profils de concentration relative
en surfactine sont établis & la surface de la communauté. (b) : profil de concentration &
travers la colonie mere jusqu’a ’anneau en passant entre deux dendrites. (c) : Profil de
concentration & travers la colonie meére et une dendrite jusqu’a 'anneau. (d) : Profil de
concentration d’une coupe transversale d’une dendrite.
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F1G. 1.6: Mesure de la concentration en surfactine par carottage de la surface du gel et dosage

de I’échantillon. Chaque lettre (a,b,c,d) correspond & une succession de 5 prélevements
successifs de la colonie meére vers le front. La figure de droite présente le résultat de ces

cing mesures pour chaque lettre. Cette figure est issue de larticle D.Debois et al. [25]
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1.2.4 Les différentes phases du processus

Le processus du swarming chez B. subtilis a été étudié en détail au cours de la
these de D. Julkowska [43]. Comme dans tout processus de swarming chez les micro-
organismes, un certain nombre d’étapes sont nécessaire pour l'accomplissement de
celui-ci. Dans le cas de B. subtilis, 4 phases caractérisant le développement du swar-
ming ont été identifiées : l'initiation, la phase "swarm 1”7, la transition entre ”swarm
1”7 et "swarm 2” et la phase "swarm 2”.

L’étape préliminaire au processus est l'inoculation, c’est a dire I'introduction des
bactéries sur leur milieu de culture. Cette inoculation se fait par dépot d’une goutte,
typiquement, de 2 ul. d’une solution de culture bactérienne. Cette solution homogene
permet d’estimer & approximativement 10* le nombre d’individus présents dans le
volume de la goutte déposée. Cette goutte est ensuite déposée au centre de la boite
de Petri. Elle s’étale et forme un spot d’environ 4 mm de diametre appelé inoculum.
La boite est ensuite couverte et placée dans un incubateur & 30°C et 70 % d’humidité
relative. L’inoculation est considéré comme l'instant t = 0 du processus.

L’initiation

Apres U'inoculation, B. subtilis s’organise en microcolonies de plusieurs centaines
d’individus. A t = 11 heures, les microcolonies restent séparées et une grande par-
tie de l'espace reste inoccupé dans la région de l'inoculum. Puis des groupements
d’individus commencent & se mouvoir des microcolonies vers le bord du spot de I'ino-
culum et s’y regroupent (cf fig. 1.7.A). Les bactéries en mouvement sont tres actives,
leur mouvement semble désordonné et aucune organisation entre les individus n’est
observée. Le front de concentration de surfactine est a présent clairement visible et
situé a 1-2 millimetres en avant du bord de I'inoculum. Apres un certain temps, les
bactéries regroupées sur la bordure forment un bourgeon. Entre t = 11 h et t = 13
h, ce bourgeon émerge, s’allonge et se propage en forme de dendrite (cf fig. 1.7.B).La
dendrite reste connectée a la colonie mere.

Phase "Swarm 1”

Le développement et I’extension de nouvelles dendrites se produit entre 13 h et
19 h apres inoculation. Les bords des dendrites initiales sont irrégulieres. Une cer-
taine organisation apparait a la téte des dendrites ou la densité d’individus est plus
élevée qu’a l'intérieur (cf figl.8.C). Il est important de noter que les cellules de cette
région sont extrémement mobiles. Durant 1’élongation des dendrites I’extrémité de-
vient la région conductrice de l'expansion. Occasionnellement, par exemple apres
diminution de I’humidité relative de I’environnement, la migration s’arréte et des
"boursouflures” peuvent apparaitre aux extrémités dendritiques traduisant une sur-
perposition de couches bactériennes a cet endroit (fig. 1.8.D). Mais cette superposi-
tion ne semble pas un élément essentiel a I’élongation des dendrites puisqu’elle n’est
pas observée systématiquement. Il arrive que 'extrémité conductrice de la dendrite
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F1G. 1.7: Clichés par D. Julkowska [43]. A : centre de la colonie mere 11 h aprés inoculation,
les bactéries sont réparties de maniere hétérogene et regroupées en microcolonies. Des
bourgeons émergents apparaissent sur le bord de l'inoculum. B : colonie mére avec des
dendrites émergentes en propagation et connectées a la colonie mere. Le front de surfac-

tant est visible et situé en avant des dendrites (indiqué par la fleche)

se sépare en 2 donnant ainsi naissance a une ramification fille connectée a la dendrite
mere (cf.fig. 1.8.A).

Transition de phase entre "swarm 1” et "swarm 2” chez la souche sauvage 3610

A la fin de la phase de swarm 1, les bactéries se multiplient pour consolider les
zones nouvellement acquises par le biais de la croissance dendritique. A I'intérieur des
dendrites, de nouvelles couches de bactéries se superposent aux précédentes créant
ainsi des structures multicouches (cf fig. 1.9.B et C) Cette multiplication de bactéries
renforce la position de la colonie dans ces zones. Une dendrite ainsi consolidée est
appelée une dendrite "mature” (cf fig. 1.9.B et C). A 'extremité des dendrites issues
du ”swarm 1”7, les bactéries sont de plus en plus dispersées (fig. 1.9.F). At =20 h, les
extrémités de dendrites en mouvement sont devenues suffisamment larges au point
de fusionner entre elles en formant une zone uniforme ou les bactéries sont en faible
concentration (fig. 1.9A, D-F). Brusquement, les bactéries a I'extremité des dendrites
se réorganisent et donnent naissance a de nouvelles pointes qui marquent le début de
la phase de "swarm 2” (fig. 1.9.E).
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F1G. 1.8: Cliché par D. Julkowska [43]. A : dendrites issues de la colonie meére & t = 15 h. les
dendrites sont irrégulieéres peuvent se séparer pour donner naissance a deux dendrites filles
connectées. B et C : bord d’une dendrite, 'irrégularité se retrouve aussi a des échelles
plus petites. La concentration en bactérie est plus importante au bord de la dendrite
qu’en son intérieure. D : t = 18 h des boursouflures peuvent apparaitre a 'extrémité des

dendrites. Il s’agit d’un empilement de couches bactériennes

F1G. 1.9: Clichés par D. Julkowska [43]. A, photographie d’un motif de swarming en lumiére
réfléchie —la zone d’agrégation, ou les dendrites de la phase swarm 2 commencent & se
former, est clairement visible; B et C, dendrites matures, une organisation en structure
multicouche est visible; D, coalescence transitoire des dendrites; E, dendrite naissante
émergente de la zone d’agrégation; F, bactéries dispersées dans la zone ou les dendrites

ont fusionnées.
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Phase ”"swarm 2” chez la souche sauvage 3610

Entre t = 18 h et t = 21 h, U'extrémité de la seconde vague de swarming apparait
soudainement (fig. 1.10) environ 1 cm en avant de la lere vague. L’observation en
contraste de phase indique la présence d’un film fin de bactéries dispersées. Cette
couronne entourant la premiere vague de swarming devient de plus en plus visible,
en particulier apres t = 21 h -22 h ou les groupements éparses de bactéries s’as-
semblent et coalescent pour former de nouvelles dendrites. Ce mouvement se pro-
page de maniére rétrograde en partant du bord de la dendrite vers le centre de la
colonie. La fin du processus de swarming coincide avec I'apparition de structures
en forme de choux-fleur & l'extremité des dendrites (fig. 1.11 B,C). Ces structures
peuvent également apparaitre a la fin du la phase ”swarm 1” lorsque le processus est
bloqué par un changement dans ’environnement expérimental (par variation de la
température d’incubation ou encore du taux d’humidité). Dans les derniers instants
de la phase "swarm 2” (toujours apres t = 22 h) beaucoup de "radeaux” (fig.1.11.
E, F, G) sont présents autour de la pointe de la dendrite, formant une monocouche
jouant un role de palissade. Ces paquets de bactéries sont inertes alors que celles
de la région interne (essentiellement des bactéries seules et quelques radeaux) de la
dendrite montrent une activité.
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F1G. 1.10: Clichés par D. Julkowka [43] en contraste de phase. Apparition et maturation de la
seconde vague de swarming. L’extremité de la seconde vague apparait 1 cm devant
Pextrémité de la premieére vague(indiquéeée par une fleche blanche sur la premiére
image). La vague se consolide au cours du temps, puis & t = 26 h on peut apercevoir

Pextrémité d’une troisieme vague de la méme maniere que la seconde est apparue.
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F1G. 1.11: Clichés par D. Julkowska. A,B : structure en chou-fleur au bout d’une dendrite arrétée
en fin de swarm2. EF G : monocouche de bactéries immobies & 'extrémité de la dendrite
ou elles sont appariées par groupe de 4-5 individus de méme orientation formant ainsi

une sorte de palissade
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1.2.5 Les ingrédients pour un swarming réussi de B. subtilis sur milieu B
0,7 %

A travers diverses expériences, un certain de nombre de parametres ont été iden-
tifiés comme ayant un role important dans le bon déroulement du processus de swar-
ming. La variation de ces parametres peut avoir des conséquences plus ou moins
limitant voir inhibant dans le déroulement du swarming.

Les flagelles

Les flagelles permettent aux bactéries différents modes de locomotion, dont la nage
("swimming” ). Une expérience récente (fig 1.12) a montré la nécessité des flagelles
dans le phénomene de swarming. Dans ce cas la souche 168! a été privée de sa capacité
a synthétiser les flagelles (absence de la protéine nécessaire a sa construction : mutant
168 hag~) et son comportement est comparé a celui de la souche parentale (168
hag™). Apres 24 h le temps nécessaire pour achever le processus de swarming est
largement écoulé : le souche parentale possédant la capacité de produire des flagelles
a pu migrer, alors que le mutant hag—, privé de la production de cet appendice,
n’en a pas été capable. Dans ce cas, on constate que les bactéries n’ont pas quitté
I'inoculum, la souche mutante n’a pas été en mesure de migrer.

Une expérience menée conjointement dans le laboratoire de S. Séror (IGM, Orsay)
[35] permet de visualiser la production de flagelles par les bactéries dans différents
zones d’une dendrite. Une technique de marquage génétique par fluorescence est
utilisée. Le principe de cette méthode repose sur l'utilisation de la GFP (Green
Fluorescent Protein) qui fonctionne comme un marqueur visuel de la production
d’une protéine spécifique. Il s’agira ici de la flagelline, une protéine essentielle a la
fabrication de flagelles et dont la synthese est possible uniquement par les bactéries
possédant la séquence génétique adéquate. Ainsi l'intensité de fluorescence détectée
est directement proportionnelle a la quantité de flagelline synthetisée (voir fig. 1.13).
Les clichés montrent qu'une grande proportion de bactéries situées a la pointe de la
dendrite sont hyper-flagellées.

Le flagelle apparait donc comme un élément indispensable au bon déroulement du
swarming. La présence de bactéries flagellées dans les zones en mouvement semble
indiquer qu’elles jouent un réle dans le processus d’extension des dendrites.

La concentration du gel

En dehors de la composition chimique du milieu de culture, les propriétés physiques
du gel exercent une influence sur le swarming. La teneur en agar doit étre assez élevée
pour que le réseau polymérique du gel soit suffisamment dense pour empécher les
bactéries de pouvoir passer a travers. Si la taille des pores du gel devient du méme
ordre de grandeur que la taille des bactéries alors celles-ci se retrouvent dispersées

1La souche 168 est la souche de laboratoire issue de la souche sauvage trouvée dans le sol (appelée
3610). Elle a subi un certain nombre de mutations, au cours de temps, a la suite de répliquages
successifs.
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F1G. 1.12: Résultat d'une expérience de swarming par D. Julkowska [43]. Sur la figure de gauche
la souche inoculée est capable de synthétiser des flagelles (hag™) alors que sur la figure
de droite elle est privée de cette capacité (hag™). 24h apres 'inoculation, seules les
bactéries flagellées ont été capables de "swarmer” et de coloniser la boite de culture.
Les bactéries non flagellées n’ont pas initié le processus de swarming et n’ont pu quitter

la zone de 'inoculum.
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F1G. 1.13: Proportion d’individus flagellés (fluorescents) par rapport & l’ensemble des individus

présents dans différentes zones le long d’une dendrite. Clichés par K. Hamze [35]
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dans le bulk éliminant ainsi la possibilité de former un aggrégat compact. En revanche
une concentration en agar trop élevée révele que les bactéries présentent de grandes
difficultés a migrer et a coloniser la surface du milieu de culture. Plus le gel a une forte
teneur en agar, plus le swarming est réduit : & 0,7 % le processus a pu s’accomplir
completement (swarm 1 et swarm 2) et les bactéries sont parvenues & coloniser la
surface de culture, & 1 % le swarming s’est interrompu apres le swarm 1 et le swarm
2 ne s’est pas produit, & 1,25 % la migration s’est interrompue prématurement dans
le processus et a 1,5 % et au dela aucun signe de swarming ne peut étre observé (cf
fig. 1.14).

Ces différentes expériences indiquent qu’il existe une gamme de concentration en
agar pour le milieu de culture propice au développement du swarming. Une concen-
tration en agar trop élevée ou a l'inverse qui ne I'est pas assez devient un parameétre
limitant pour le swarming.

Le surfactant

Dans le cas du swarming sur un milieu synthétique complexe (i.e le B-medium), et
dans le but d’appréhender le role de la surfactine dans le processus, ’expérience sui-
vante est réalisée : on s’intéresse a la souche mutée 168 qui est modifiée génétiquement
afin de 'empécher de produire la surfactine (mutant 168 sfp™). Par la suite, cette
capacité est restaurée ( mutant 168 sfp™). Les souches 3610 et mutant 168 sfp~ sont
innoculées sur le milieu de B gélosé et 24 h apres I'innoculation, les croissances de
colonies sont comparées (cf fig.1.15). Le mutant 168 sfp~ dont la capacité a produire
la surfactine a été inhibée est incapable de swarmer. Il apparait clairement que sur
milieu B, en I'absence de surfactine, B. subtilis est dans 'incapacité de réaliser le
swarming.

Afin de compléter les observations précédentes, de nouvelles expériences sont
menées [43]). Le mutant 168 sfp~ est inoculé sur le méme milieu de culture avec
une goutte de 10 uL de surfactine purifiée & 1 mg.mi~!. Dans une autre boite de
culture, la souche 168 sfp™ est inoculée et les résultats sont comparés. Avec le mu-
tant 168 sfp—, incapable de produire la surfactine, on n’observe pas de swarming [36].
Par contre, le rétablissement de la capacité de production de la surfactine chez ce mu-
tant rétablit un swarming complet. Cependant la forme de la colonie obtenue présente
des différences par rapport a la coupelle témoin : les ramifications connectées a la
colonie mere sont moins nombreuses et moins branchées.

La surfactine apparait donc comme un ingrédient essentiel pour la bonne conduite
du swarming sur le B-medium Cependant le seul fait de rétablir la capacité de
synthese de cette protéine ne permet pas de reproduire exactement la morpholo-
gie exhibée par la souche sauvavge 3610. D’autres parametres liés a la production de
surfactine peuvent donc étre impliqués comme la régulation spatiale et temporelle de
ce biosurfactant au cours du processus.

Il existe peu de données disponibles concernant la dynamique de production de
la surfactine pendant le processus du swarming [25]. Le front de surfactant devient
visible a I’oeil nu entre t = 10 h et t = 12 h et reste présent jusqu’a I’accomplissement
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F1G. 1.14: Résultats d’expériences de swarming sur milieu B de concentrations différentes en agar,
at =18 h, t = 24h et t = 36h. Plus le milieu est concentré en agar et plus le swarming

est limité. A 1,5 % et plus, le swarming n’est plus observé. Clichés par D. Julkowska [43]
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de la migration. Comme le montre la figure 1.14, une injection ponctuelle de surfactine
dans des quantités compatibles avec la production bactérienne ne permet pas de
couvrir ’ensemble de la surface de culture. La production de surfactine peut étre
continue ou bien se faire par intermittence. Un élément de réponse est donné par
I’expérience suivante : le déroulement du swarming est comparé chez la souche 168
sfpt et chez une souche mutante dans laquelle la production de surfactine est régulée
par la quantité de xylose ajoutée (inducteur externe) qui agit comme un déclencheur
de production de surfactine (Hamze et Séror, communications personnelles). A t =
30 h la comparaison des morphologies obtenues montre que ’ajout de xylose a permis
d’obtenir des structures plus ramifiées et des dendrites plus matures avec notamment
des multicouches, alors que le processus semble moins avancé dans le cas de la souche
parentale avec des dendrites moins ramifiées et moins matures. Cette observation
établit un lien entre la dynamique de production de la surfactine et ’accomplissement

du swarming.

F1a. 1.15: Milieu B (0,7 % en agar) 24h apres inoculation. La figure est composée de 2 photogra-
phies provenants de 2 expériences distinctes : la partie gauche montre le résultat obtenu
pour la souche sauvage 3610 et la partie droite celui obtenu pour le mutant 168 sfp™.
Les fleches pleines indiquent que le swarming a atteint les bords de la boite et la fleche

vide indique la demarcation entre swarm 1 et swarm 2. Cliché par D. Julkowska [43]
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1.3 Eléments de théorie sur le mouillage

1.3.1 La tension superficielle ou tension de surface

La tension de surface est la manifestation macroscopique d’interactions a 1’échelle
microscopique. Ces interactions microscopiques peuvent étre de différentes natures
en fonction du liquide considéré : interactions de Van Der Waals, liaisons hydrogenes,
liaisons ioniques ou métalliques. La résultante macroscopique agit comme une force
cohésive pour le liquide, c’est-a-dire qu’elle tend a s’opposer a 'augmentation de
surface du liquide en agissant comme une force de tension. La notion de tension de
surface intervient dans les situations physiques ou différents fluides se retrouvent en
contact comme par exemple le cas d’'une goutte d’eau posée sur un substrat solide
et également en contact avec l'air. Les interfaces délimitants respectivement la phase
vapeur, la liquide et la phase solide sont caractérisées chacune par une tension de
surface.

La tension de surface est reliée thermodynamiquement a 1’énergie libre F' d’une
phase fluide de volume V composée de n molécules par :

F= —pV—i—’yA—l—Zniui (1.1)

i=1

Avec p la pression s’exercant dans la phase, u; le potentiel chimique de I'espece i,
~ la tension de surface et A, la surface occupée par la phase fluide. v est la variable
conjuguée de la surface A. D’un point de vue énergétique la création de surface sera
un processus qui cofite de I’energie au systeme. Celui ci va donc essayer de s’opposer a
toute augmentation surfacique et v traduit en quelque sorte la virulence avec laquelle
ce dernier s’oppose a cette transformation. On définit la tension de surface ~ telle
que :

oF
v = [ﬂ]T,V,n (1.2)

En termes dimensionnels il s’agit d’une énergie par unité de surface ou encore d’une
force par unité de longueur qui s’exprime traditionnellement en mN.m~!. Une grande
partie des liquides usuels ont une tension de surface de Iordre de 20-50 mN.m™! &
I’exception de 1’eau dont la tension de surface est de 73 mN.m™! (pour I’eau pure &
20°C) a cause des ses liaisons hydrogenes dont ’énergie est particulierement élevée
et par conséquent plus difficiles a rompre.

Il est intéressant de noter que pour un nombre de molécules fixé ( c’est a dire en
volume fini) une maniere de minimiser ¥ consistera a maximiser le rapport V/A. La
meilleure facon d’optimiser ce rapport pour une phase fluide est de former une sphére
ou quand cela est impossible une calotte sphérique.

Il existe deux manieres de modifier la tension de surface d’un liquide. La premiere
est de le chauffer, en effet comme le rappelle 'expression (1.2), la tension de surface
admet une dépendance vis a vis de la température. La seconde consiste & y ajouter
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des molécules amphiphiles qui vont s’adsorber a 'interface air /liquide. Ces molécules,
a cause de leur action sur la tension de surface, sont appelées tensioactifs.

1.3.2 Modifier la tension de surface : les tensioactifs

Les tensioactifs font partie de notre vie quotidienne, nous y avons recours
régulierement lorsque nous utilisons du liquide vaisselle, nous lavons les cheveux avec
du shampoing ou encore utilisons des détergents pour le nettoyage de surfaces. On les
retrouve également dans les émulsions stables (mélange homogene de deux substances
liquides non miscibles, comme 1’eau et ’huile) ot une phase fluide est dispersée dans
la seconde sous forme de petites gouttelettes comme la mayonnaise ou encore la vi-
naigrette. Les tensioactifs ont une action stabilisatrice c’est a dire que leur adsorption
aux interfaces (liquide/air ou liquide/liquide) diminue la tension interfaciale.

Les tensioactifs sont des composés organiques de masse molaire relativement élevée
(en général supérieure a 200 g.mol~!). Une grande variété de surfactants sont en fait
des protéines d’origine biologique. Ils sont qualifiés ”d’amphiphiles”, c’est a dire qu’ils
possedent a la fois un caracteére hydrophobe et hydrophile. La partie hydrophobe
dans la plupart des cas est constituée d’une ou plusieurs chalnes aliphatiques type
CHs3(CHz),, alors que la partie hydrophile peut étre un ion ou une ”téte polaire” (cf
figl.16.a). La chaine aliphatique est également lipophile, elle aura donc tendance
a maximiser sa zone de contact avec les solutions riches en lipides comme ['huile.
A cause de cette dualité, les tensioactifs mis en solution vont venir s’adsorber aux
interfaces en s’orientant de maniere a satisfaire ces 2 propriétés : la partie hydrophile
cherchera a rester en contact avec ’eau et la partie hydrophobe sera orientée vers la
phase non aqueuse. Il s’agit en fait de la configuration de plus basse énergie.

Ces molécules, en s’adsorbant, forment une monocouche qui tapisse l'inter-
face (eau/huile; eau/air, ...)(cf fig. 1.16.b). L’insertion des tensioactifs abaisse la
portée des interactions cohésives évoquées précédemment, diminuant ainsi la tension
s’exergant sur I'interface. Cette diminution de la tension interfaciale facilite la création
d’interface et permet au systeme d’accéder a des configurations qui lui étaient jus-
qu’a présent interdites. Une bulle de savon (fig. 1.17.a) ou une émulsion eau huile
stable (c’est-a-dire qui ne démixe pas spontanément) (fig. 1.17.b) sont de parfaites
illustrations de ces nouvelles configurations inaccessibles pour un systéme sans sur-
factants. Dans le premier cas la tension de surface eau/air est beaucoup trop élevée
pour espérer former spontanément une ”bulle d’eaun”. Méme remarque dans le second
cas ou le systeme transitera toujours vers son état d’énergie le plus bas en minimi-
sant son interface de contact, qui est la configuration huile et eau coexistant en deux
phases distinctes.
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F1G. 1.16: Figure a : représentation schématique d’un tensioactif : La ”"téte” polaire est hydrophile
alors que la chaine aliphatique constitue la partie hydrophobe. Figure b :exemple d’ad-
sorption de tensioactifs & l'interface eau/air. Les ”tétes” hydrophiles sont immergées
dans la phase aqueuse alors que les ”queues” hydrophobes sont positionnées au contact

de Dair.

film d'eau

a B

F1G. 1.17: Figure a : représentation d’une bulle de savon. Un mince film d’eau est piégé et stabilisé
entre 2 phases gazeuses. Les tétes hydrophiles s’orientent vers la phase aqueuse alors
que les queues hydrophobes se positionnent en dehors de la phase aqueuse. Figure b :
représentation d’une goutte d’huile stabilisée par des tensioactifs dans I’eau. Cette fois,
les queues lipophiles s’orientent de maniere a rester en contact avec I’huile alors que les
tétes hydrophiles se positionnent a l’extérieur de la goutte pour rester dans la phase
aqueuse. Cette configuration, ou d’ordinaire les 2 phases démixeraient spontanément,

devient stable par I’ajout de tensioactifs.
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On classe généralement les tensioactifs en quatre catégories en fonction de la nature
de la partie hydrophile :
— Les tensioactifs anioniques : la partie hydrophile est chargée négativement
— Les tensioactifs cationiques : la partie hydrophile est chargée positivement
— Les tensioactifs zwitterioniques ou amphoteres : la partie hydrophile comporte
une charge positive et une charge négative, la charge globale est nulle
— Les tensioactifs non ioniques : la molécule ne comporte aucune charge nette

Comportement des surfactants en volume : la concentration micellaire critique

(CMC)

La nature amphiphile des surfactants les pousse a s’adsorber aux interfaces en
s’alignant le long de celle-ci pour former une monocouche. Lorsque le surfactant
est en concentration suffisamment importante l'interface se trouve a saturation et
n’acceptent plus I'adsorption de ces molécules. Cette saturation est due a une géne
stérique et aux interactions répulsives entre les tétes polaires. Il existe donc une
concentration de surface limite au dela de laquelle les tensioactifs n’ont d’autre
choix que de se placer dans le volume du liquide. Cette concentration limite est
appelée Concentration Micellaire Critique (CMC) en référence aux structures tri-
dimensionnelles que forment les associations de surfactants dans le ”bulk” (volume
du liquide) que I'on nomme micelles.

A cause du caractere hydrophobe de leur chaine aliphatique, les molécules tensio-
actives tendront a se regrouper pour former des structures complexes et organisées
de maniere protéger leur ”queue” hydrophobe tout en plagant la "téte” hydrophile
au contact du l’eau (et dans la configuration inverse si le liquide est de I'huile) (cf
fig. 1.18. Cette association de surfactants permet de diminuer ’énergie interfaciale
par molécule par rapport a la situation ou ces monomeres seraient libres dans le
volume. La proximité des tétes polaires crée une interaction répulsive antagoniste a
la formation de micelles. Il y a donc compétition entre diminution de I’énergie libre
par molécule et interactions répulsives. La géne stérique est également un facteur li-
mitant la croissance des micelles. A concentration inférieure a la CMC, le surfactant
est présent dans le volume sous forme de monomeres isolés. Au dessus de la CMC, la
majeure partie du surfactant s’agrege sous forme de micelles, 'autre partie restant
sous forme de molécules isolées.

1.3.3 Le mouillage statique

Le mouillage est I’'étude du comportement du liquide déposé sur un substrat le plus
souvent solide, c’est & dire de sa capacité a plus ou moins s’étaler spontanément sur
ce substrat. Il existe deux situations de mouillage que 'on peut caractériser par un
parametre d’étalement noté S. Ce parametre se construit en comparant ’énergie du
substrat sec a 1’énergie de ce méme substrat mouillé par le liquide :

S = Esec - Emouille (13)



38 CHAPITRE 1. INTRODUCTION AU SUJET DE THESE

coe LT R
o . ;- oo . %@ .
a b

F1G. 1.18: Figure a : surfactant dont la concentration est inférieure & la CMC, en solution. Les
molécules tensioactives dans le bulk vont venir s’adsorber a linterface eau/air. figure
b : Surfactant en solution dont la concentration est supérieure a le CMC. L’interface est
saturée en molécules tensioactives et celles restant dans le bulk s’agrégent pour former

des micelles.

Et en considérant E comme une énergie par unité de surface :

S=vs¢— (vsyL +7) (1.4)

Avec vg/q la tension interfaciale solide/gaz, 7g/; la tension interfaciale so-
lide/liquide et « la tension interfaciale liquide/air. Ce parametre permet d’évaluer
qualitativement le comportement du liquide sur le substrat. Si S > 0 (cf fig 1.19).
cela signifie que la configuration ol le liquide mouille complétement le substrat en
s’étalant pour former un film liquide est plus favorable du point de vue énergétique On
appelle ce cas de figure le mouillage total. L’épaisseur finale du film liquide dépendra
de la compétition entre force capillaire et force moléculaire. L’autre cas possible est
S < 0 (cf fig.1.19) qui indique que la configuration ou le liquide ne mouille pas le
substrat est la plus économe en énergie. Le liquide va alors minimiser sa surface de
contact avec le substrat et formera une flaque ou une calotte sphérique : on parle
alors de mouillage partiel. La situation de mouillage est alors caractérisée par ’angle
que forme la ligne triple avec la substrat 6. Les liquides présentant un angle supérieur
a m/2 sont considérés ”plutot non mouillants” alors que ceux pour lesquels 6 < 7/2
sont considérés ” plutot mouillants”.

1.3.4 Le mouillage statique : la relation de Young-Dupré

Le mouillage statique correspond a la situation ou la goutte de liquide déposée sur
le substrat a optimisé sa surface de contact et qu'un équilibre des forces capillaires
s’est établi entre les différentes tensions de surface s’exercant de part et d’autre de
la ligne de contact du liquide (cf fig. 1.19).
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F1G. 1.19: Deux situations de mouillage possible : S > 0, situation de mouillage totale, le liquide
s’étale spontanément sur le substrat et forme un film. S < 0 le liquide ne s’étale pas
spontanément, la ligne triple forme un angle avec le substrat 0z, le mouillage est qualifié
de partiel. La goutte est a I’équilibre et les forces capillaires exercées de part et d’autre

de la ligne de contact se compensent

En raisonnant sur un élément de ligne triple dl, la projection des forces sur cet
élément de longueur suivant ’axe parallele a la surface du substrat, donne la relation
suivante :

Ysyq X dl =g/, x dl 4+ cosOp x di (1.5)

Cette relation permet d’établir un lien entre ’angle de contact de la phase liquide
et les différentes tensions de surface s’exercant sur la ligne triple lorsque le systéme
est a 1’équilibre. On obtient :

VS/G — Vs/L
Y

Si en théorie il semble aisé de prédire I'angle de contact d’un liquide déposé sur
une surface par le calcul, en pratique il convient d’utiliser une méthode expérimentale
de mesure de cet angle puisqu’il n’est pas possible de le mesurer directement g/
etyg/r par les méthodes usuelles [23].

cosfp = (1.6)

1.3.5 Hystérésis de I'angle de contact

Dans le cas d’une goutte de liquide en mouillage partiel sur un substrat rigide
(S < 0), comme nous l'avons vu précédemment, celle ci forme un calotte sphérique
parfaitement symétrique afin de minimiser sa surface libre (et de maximiser son
rapport volume/surface). En réalité, la loi de Young-Dupré (1.6) n’est pas suffisante
pour décrire completement cette situation. En effet ’angle de contact au dépot d’une
goutte n’est pas unique et si I'on répete l'expérience plusieurs fois, I’on obtiendra
a chaque fois une mesure différente de I'angle de contact. La valeur de I'angle au
dépot peut varier entre une valeur maximale 6,, appelé angle d’avancée et une valeur
minimale 6, appelé angle de reculée. L’angle d’avancée 6, est la limite supérieure
que 'angle peut prendre pour que la goutte reste statique, au-dela de cette valeur,
la goutte se met mouvement en avancant. Respectivement, 6, est la limite inférieure
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de I'angle, en dessous de cette valeur la goutte recule. C’est 1’écart entre cette borne
supérieure et inférieure 6, — 0, que I’on nomme ”hystérésis de ’angle de mouillage”.
L’hystérésis peut varier énormément d’une surface a une autre, elle dépend de la
nature du substrat et de la maniere dont la surface a été préparée. En effet, une
surface réelle n’est pas parfaite et présente des défauts. On releve principalement
deux types de défauts :

— Les défauts chimiques : c’est a dire que la surface n’est pas homogene chimique-
ment et présente a certains endroits des gradients de concentration en especes
chimiques. Ces especes étant plus ou moins hydrophiles ou hydrophobes, il est
possible qu’en concentration suffisante, elles modifient localement le mouillage.
La conséquence macroscopique est la modification de 'angle de contact a
I’équilibre.

— Les défauts physiques : Ce que l'on entend par défauts physiques, c’est
l'irrégularité d’une surface. Une surface qui parait homogene macroscopique-
ment peut se révéler tres rugueuse si 'on modifie ’échelle d’observation. De la
méme maniere que pour les défauts chimiques cette irrégularité peut induire
une modification locale du mouillage.

Une conséquence remarquable de I'hystéresis de mouillage est de permettre au
gouttes de liquide de se maintenir en situation statique sur des surfaces inclinées tant
que les angles de contact 6 et 8" n’atteignent pas les valeurs de 6, et 6, (comme
illustré fig. 1.20). L’équilibre des forces de mouillage de chaque coté de la ligne triple
fait apparaitre une force s’opposant au mouvement de glissement de la goutte le long
de la surface inclinée. Cette force ne dépend que de la différence entre les angles de
contact de la goutte et d’'une longueur transverse typique [, fonction de la géométrie
de la phase liquide :

F = l(cos 9" — cos 0/)11'1; (1.7)

Lorsque 8" = 6, et 8 = 6,, la force liée & I'hystéresis ne suffit plus pour maintenir
la goutte dans une position statique et celle-ci se met en mouvement.

1.3.6 Gravité contre capillarité, gouttes contre flaques : la longueur
capillaire pour arbitre.

Dans la nature et la vie de tous les jours, les occasions d’observer le comporte-
ment des liquides sur une surface ne manquent pas. En mouillage partiel, il existe
différentes manieres pour un liquide d’occuper une surface. Il peut former une calotte
sphérique que 'on appelle communément ”une goutte” ou encore des flaques qui ont
la particularité d’étre courbées sur les bords et aplaties au milieu. Une échelle de
longueur différente caractérise ces deux configurations : les gouttes d’eau n’existent
qu’a petite échelle (quelques mm maximum) alors que les flaques existent sur des
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F1G. 1.20: Goutte de liquide sur un plan incliné. Ses angles de contact 0 et 6" restant inférieurs aux

angles critiques 6, et 0, lui permettent de créer une force s’opposant a son glissement

échelles de longueurs bien plus grandes. Il existe une longueur typique délimitant le
domaine d’existence des gouttes et des flaques appelée longueur capillaire.

1.3.7 La longueur capillaire

La longueur capillaire notée x~! est une distance qui apparait naturellement pour
un liquide lorsque la pression due a la capillarité (pression de Laplace) est comparée
a la pression hydrostatique. Cette longueur représente, dans un liquide, la distance a
laquelle ces deux pressions s’égalent telle que :

-1 Y
= — ].-8
pgEK =) (1.8)
d’ou
-1 Y
K=,/ — (1.9)
Py

Cette longueur typique caractérise les domaines ou prédominent gravité et capilla-
rité. Dans le cas de 'eau la longueur capillaire vaut 2, 7 mm. La longueur capillaire
de la plupart des liquides usuels est proche de cette valeur. En dessous de cette lon-
gueur (k! < 1 nous sommes dans le monde ot la capillarité domine et c’est cette
force qui faconne et modele son environnement. Au dessus de celle-ci (k= > 1) nous
entrons dans le domaine ou la gravité est la force dominante.En considérant notre
taille comme échelle de comparaison I’étre humain vit dans un univers dominé par la
gravité. Dans les cas des gouttes et flaques liquides, la longueur caractéristique perti-
nente pour déterminer le régime de force correspondant est le rayon de ces dernieres.
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1.3.8 Les gouttes r < k¢

Pour les petites gouttes de rayon inférieur a la longueur capillaire, tout se passe
comme si elles étaient en apesanteur et ressentent uniquement la force exercée par la
tension de surface.

N o 2

F1G. 1.21: Figure de gauche : goutte en mouillage partiel, dont le rayon est inférieur & la longueur
capillaire. La goutte conserve son aspect sphérique. Figure de droite : flaque en mouillage
partiel. Le rayon est supérieur a la longueur capillaire et la flaque est aplatie par Veffet

de la gravité

1.3.9 Les flaques r > k!

Pour les grosses gouttes de rayon r supérieur a la longueur capillaire et les flaques,
les effets de la gravité se font sentir. C’est pourquoi a la différence des petites gouttes
qui adoptent une forme de calotte sphérique, les plus grosses sont ”aplaties” en leur
milieu (cf fig. 1.21). Les forces capillaires sont toujours présentes et sont responsables
de la courbure de 'interface liquide et de la formation de I’angle de contact, seulement
ces derniéres s’exercent uniquement sur une distance 1. Au dela de cette distance la
gravité domine et c’est elle qui dicte au liquide sa morphologie. Ces grosses gouttes et
flaques se caractérisent par leur épaisseur h qui résulte de la compétition entre forces
capillaires et gravité. L’ épaisseur en question est donnée par la relation d’équilibre des
forces horizontales s’exercant sur une portion de liquide (zone hachuré sur la figure.
1.22). 1l s’agit d’équilibrer la tension superficielle et la force de pression hydrostatique
moyenne par unité de ligne :

h h
P(z) = /0 P(z,z)dz = /0 pg(h — z)dz = %pgh2 (1.10)

La condition d’équilibre des forces par unité de ligne conduit a :

1
§pgh2 +vs/6 — (v +7s/L) =0 (1.11)

Cette relation, combinée a la relation de Young-Dupré 1.6 permet d’éliminer les
termes inconnus et l'on obtient :

1
5pgh2 — (1 —cosfp) =0 (1.12)
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Cette nouvelle relation permet d’exprimer directement la hauteur de flaque en
fonction des parametres connus :

2
2

h = 2r"'sin (1.13)

F1G. 1.22: Equilibre des forces par unité de longueur s’exercant sur un morceau de flaque, entre

les différentes tensions de surface et la gravité.
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1.4 Les hydrogels d’agar

1.4.1 Qu’est-ce qu’un gel en physique?

Pour définir I’état gel, il est généralement admis qu’il s’agit de systémes contenant
principalement du liquide mais qui résiste a ’écoulement. Ces systemes présentent
presque toutes les propriétés des liquides usuels, mobilité des molécules, échange
avec un solide ou avec un liquide, dissolution ou précipitation, ionisation, réactions
(bio)chimiques, excepté une : ils ne s’écoulent pas sous l'effet d’une force aussi faible
que l'on désire. En réalité cette définition est insuffisante puisqu’elle est également
valable pour les matériaux poreux et les pates. Ce qui démarque les gels, c’est leur ca-
pacité a gonfler (certains gels utilisés dans les couches pour nourrissons sont capables
d’absorber 1000 fois leur volume initial) ou & dégonfler par absorption ou désorption
de liquide grace a la pression osmotique [72,73]. Ce changement de volume est sus-
ceptible d’amener le gel a modifier sa structure qui n’est pas rigide par opposition
aux matériaux poreux. Les gels présentent également une propriété des solides : ils
résistent aux contraintes mécaniques faibles mais cedent a partir d’une contrainte
seuil au dela de laquelle ils se déforment. En d’autres termes ils possedent un module
élastique.

Un gel est donc constitué de deux ingrédients : un liquide (le plus souvent huile ou
eau) et un gélifiant. C’est la nature du gélifiant qui controle le gonflement du gel. Les
gélifiants les plus courants sont des macromolécules d’origine biologique (polysaccha-
rides et protéines) ou de synthese (polyacrilates et polyacrilamides par exemple). Il
existe également des gélifiants formés par association de petites molécules dissoutes
dans le liquide comme des amphiphiles ou des monomeres s’agrégeant en polymere
tridimensionnel. Il existe également un troisieme type de gélifiant. Il est constitué par
empilement d’objets, gouttes ou particules, initialement dispersés dans le liquide. Les
particules peuvent étre minérales(silice, argile) ou organiques (latex, protéines).

Le gélifiant forme un réseau tridimensionnel interconnecté, baigné par le solvant,
a travers tout le matériau (cf fig.1.23). Dans la littérature, on trouve une distinction
entre les gels dits ”physiques” et les gels dits ”chimiques”. Cette dénomination pro-
vient de la nature des interactions assurant la cohésion du gélifiant formant le réseau
tridimensionnel : pour les gels chimiques, il s’agit de liaisons covalentes alors que pour
les gels chimiques il s’agit de liaisons hydrogene, d’interactions ioniques, dipolaires
ou hydrophobes. En réalité cette distinction n’est pas suffisamment discriminante
pour qualifier un gel puisque dans les deux cas les connexions du réseau peuvent étre
permanentes ou temporaires.

Dans les cas des gels macromoléculaires (il existe également des gels dit particu-
laires ou colloidaux ne contenant aucune macromolécule), les jonctions permanentes
sont assurées par des macromolécules ionisables reliées entre elles par liaisons chi-
miques assurant ainsi la résistance a 1’écoulement. En présence d’eau, les groupes
carboxylates ou sulfates s’ionisent et le réseau polymérique gonfle sous l'effet de
la pression osmotique des contre-ions. Fonctionnant sur le méme principe, il existe

2pour plus d’informations, consulter le livre de B. Cabane et S. Henon. [12]



1.4. LES HYDROGELS D’AGAR 45

solvent o~ o

»>
molecule o [ %
o
o

o

o ;
P polymer chain
o]

cross-link

N

(b) a gigantic single molecule
with topological constraints

o]

¥ o
(a) a self-sustainable
solvent container

(c) matter with solid-like and
liquid-like fluctuations

F1G. 1.23: Eléments de structure d’un gel

également des gels formés par gonflement de petits assemblages de macromolécules
ionisables appelés ”"microgels”. Dans ce cas précis ’écoulement est bloqué simple-
ment parce que tout I’espace disponible est occupé par les microgels gonflés qui sont
par conséquent dans l'incapacité de se déplacer. En ce qui concerne les jonctions
temporaires, le terme est employé pour désigner le résultat d’une réorganisation de
macromolécules initialement en configuration désordonnée dans une solution chauffée,
en structures plus importantes lorsque la température de la solution décroit. Les jonc-
tions sont alors assurées par des groupes hydrophobes qui s’associent pour former des
petits agrégats semblables aux micelles. Ces jonctions sont qualifiées de temporaires
puisque le phénomene est réversible. Si on chauffe a nouveau le gel, celui-ci se liquéfie.
Parmi les macromolécules les plus connues concernées par ce type de liaisons on peut
citer la gélatine et les polysaccharides extraits des algues dont ’agar. A noter qu’il
existe également des gels macromoléculaires sans aucune jonction. Il suffit simplement
que les macromolécules soient suffisamment enchevétrées pour que leur mouvement
soit bloqué et ainsi empécher ’écoulement de la solution, comme par exemple, dans
le cas du xanthane.

Dans la plupart des cas, les gels sont fabriqués a partir d’une solution contenant
des macromolécules dissoutes et non réticulées. La transition de 1’état solution vers
I’état gel est qualifié de ”transition sol-gel”. Elle requiert un processus chimique
(réactions chimiques, irradiation,...), physique (abaissement de la température) ou
physico-chimique (par ajout d’ions, ou absorption de solvant par les microgels). Dans
le cas d’une transition sol-gel d’origine chimique, celle-ci est irréversible et les ca-
ractéristiques du gel sont fixés définitivement a son issue.

Les gels ne sont pas un état particulier de la matiere au sens thermodynamique du
terme, comme I’état vitreux, ils sont obtenus a partir de I’état liquide, par un pro-
cessus (trempe, réduction de volume libre ou établissement de liaisons) qui bloque le
systeme dans un sous-ensemble des configurations qui étaient initialement accessibles
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au liquide.

1.4.2 Qu’est-ce que I'agar?

L’agar (appelé E406 dans la liste des additifs alimentaires) est un produit gélifiant
obtenu & partir d’algues rouges C’est un polymere de galactose (le galactane) contenu
dans la paroi cellulaire de certaines especes d’algues rouges.

L’agar purifié, débarrassé de tous ses éléments minéraux s’appelle ’agarose, utili-
sable selon son niveau de pureté dans diverses applications de biologie moléculaire.

L’agar utilisé essentiellement pour gélifier les milieux de culture pour les micro-
organismes. Cette substance s’utilise en tres petites quantités. Elle n’a pratiquement
ni gott ni couleur. C’est un liant et gélifiant végétal parfait pour remplacer la gélatine
animale. L’agar est également utilisé dans la cuisine, notamment au Japon, et les
préparations alimentaires comme par exemple les confitures, les gelées de fruits, les
flans, ... La gelée se forme a condition d’étre chauffée & 90°C, mais ne "prend” qu’a
une température de 40°C environ.

En microbiologie, le mélange d’agar et de nutriments est utilisé comme milieu de
culture solide pour la croissance de bactéries et de champignons. Bien qu’il ne soit
possible de faire croitre seulement 1 % des bactéries existantes, les milieux de culture
a base d’agar restent des milieux de choix pour la croissance de micro-organismes en
laboratoire.

1.4.3 Les propriétés des gels d’agar et de I'agarose

La capacité de 'agar a former des hydrogels (eau + agar) est due a la présence
d’agarose, un polymere (fig.1.24) dont les propriétés sont rappelées dans le ta-
bleau1.2. Ce polymere qui a la particularité d’étre facilement soluble dans 1’eau
chaude a une température de fusion de 88°C. La solution obtenue est alors parfaite-
ment homogene. En refroidissant, les molécules d’agar s’entremélent pour former des
structures en double hélice antisymétriques (cf fig. 1.25) stabilisées par les molécules
d’eau piégées dans 'espace inter-hélice [5]. Ces hélices appariées peuvent s’organi-
ser en structure plus grande (cf fig.1.25) formant ainsi un réseau gorgé de solvant
(cf fig. 1.26). La porosité du réseau est défini par la taille de ses mailles qui dépend
elle-méme directement de la concentration du gel en agar. A la différence des gels dit
”chimiques”, les gels d’agar ne requierent nullement la présence de réticulants pour
opérer la transition sol-gela Les gels d’agar présentent un comportement réversible :
ils redeviennent une solution homogene s’ils sont chauffés au dessus de 88°C. On peut
alors a nouveau former un gel si la température de le solution descend en dessous de

35°C.
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F1G. 1.25: Etapes de la formation du réseau d’agarose lorsque la température de la solution
eau/agarose diminue en dessous de 35°C. Les polymeres s’assemblent pour former des

structures en double hélice puis s’organisent en réseau poreux

F1G. 1.26: Photographie par microscopie électronique (SEM) d’un échantillon de gel d’agar & 1 %
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TAB. 1.2: Propriétés physiques de 'agar

Apparence Solide blanc jaunatre inodore
Formule brute C19H1809
Masse molaire 306,266415 g.mol !
T° fusion 88°C
Solubilité Insoluble dans I’eau froide. Facilement soluble dans 1’eau chaude
Masse volumique 0,9 g.cm®

1.4.4 Caractérisation du comportement élastique : mesure du module de
Young

Les gels se caractérisent par leur comportement mécanique : ils se déforment fa-
cilement sous 'effet d’une contrainte mécanique et sont essentiellement composés de
solvant. Leur comportement est qualifié de viscoélastique : ils se comportent & la fois
comme un liquide et comme un élastomere. Comme les élastomeres ils se déforment
facilement mais leur domaine élastique étant moins étendu, il est aisé de les déformer
de maniére permanente. La représentation d’un gel physique améne a penser que ce
comportement élastique dépend de la maniere dont s’est formé le réseau pendant la
transition sol-gel et donc de la quantité de polymeres disponible pour cette organi-
sation. Malgré la banalisation des gels d’agar, il existe peu d’études portant sur leur
propriétés mécaniques. Par ailleurs, les résultats publiés sont obtenus dans des condi-
tions différentes que ce soit au niveau de la méthode de mesure ou encore au niveau
des conditions expérimentales. Les mesures ont été obtenues par cisaillement [16],
relaxation dynamique [87] ou encore par compression mécanique [65]

Nous avons mesuré le module de Young de gels d’agar a différentes concentrations
massiques par compression d’'un échantillon de gel sur un banc de test de texture
de matériaux (modele : TA.XTplus Texture Analyser, fabriqué par ”Stable Micro
Systems*) (schéma fig. 1.27). Le principe est simple : en imposant une compression
connue a ’échantillon et la vitesse du piston, le capteur de force du banc de mesure
nous fournit la force nécessaire a cette compression au cours du temps. Le module
de Young est lié a la contrainte et a la compression relative par la loi de Hooke :

o = Fe (1.14)

avec o = % la contrainte appliquée sur le cylindre, c’est-a-dire la force F appliquée
sur la surface S du cylindre. € est la compression relative de cylindre et est définie
telle que € = (hzoho) , ou hg est la hauteur du cylindre avant compression. En mesurant

R le rayon du cylindre de gel nous pouvons alors calculer E tel que :

Fhy Fhy
E= = 1.1
S(ho—h)  wR2(ho — h) (1.15)
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Les mesures effectuées permettent de tracer les courbes contrainte-compression
pour différentes concentrations en agar. Les courbes obtenues (cf fig. 1.28) sont re-
marquablement linéaires et réversibles ce qui confirme bien que nous nous situons
dans la gamme de parametres correspondant au domaine élastique du gel. La pente
augmente avec la concentration en agar indiquant un module d’Young de plus en plus
elevé. Pour chaque concentration, plusieurs mesures on été effectuées et le module
de Young a été determiné et porté en fonction de la concentration massique en agar
(fig. 1.28). Comme constaté sur les courbes contraintes-compression, E augmente avec
la concentration en gélose : de 4,1 kPa pour 0,5 % a 422,2 kPa pour 5 %. Ces valeurs
sont proches de celles indiquées par Mrani [65] et Ross-Murphy [16]

La mesure du module de Young pour le gel & 0,5 % est certainement peu précise.
En effet a cette concentration le gel est extrémement fragile et le cylindre a tendance a
se déformer sous l'effet de son propre poids. Par ailleurs sous l'effet de la compression,
une petite quantité d’eau est expulsée du cylindre entre la surface du gel et le piston.
Cette perte d’eau pourrait expliquer pourquoi le module de Young mesuré pour une
concentration massique de 0,7 % est inférieur a celle & 0,5 %.

Cylindre
en plexi

Cylindre de gel

F1G. 1.27: Représentation du banc d’essai mécanique pour les mesures par compression avec un

cylindre en plexi de méme rayon que le cylindre de gel d’agar
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F1G. 1.28: Exemple de courbes contraintes en fonction de la compression relative pour des cylindres

de gel d’agar de différentes concentrations massiques. La pente des droites obtenues

correspond au module de Young des échantillons testés

Concentration m % gel ‘ E en kPa

0,5

4,1 0,11

0,7

2,1 0,04

1

28,2 £6,8

132 £3.4

1748 £5,2

320,7 £31,6

Y =W N

4222 +26,3

TAB. 1.3: Module de Young moyen, mesuré pour différentes concentrations d’agar
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1.4.5 Evaporation des gels d’agar

L’évaporation du gel est mesurée en plagant un gel fraichement formé dans un
boite de Petri sur une balance. Les coupelles de gel ont étés préparées de la méme
maniere que précédemment : un volume de 25 mL de solution eau/Agar chaud est
placé dans une boite de Petri, la solution est couverte et laissée a refroidir pendant 25
min jusqu’a gélification. La coupelle est alors ouverte a I’air ambiant afin d’exposer la
surface du gel a I’évaporation pour éliminer les traces d’eau a sa surface. Les valeurs
de la masse indiquées par la balance sont relevées au cours du temps. Les mesures
sont effectuées pour les concentrations massiques suivantes en agar : 0,5 %,2 %.,5
%(fig. 1.29) dans les mémes conditions de température et d’humidité. L’évaporation
se traduit par une masse qui évolue linéairement avec le temps. La pente des courbes
d’évaporation fournit un ordre de grandeur du taux d’évaporation des gels en fonction
de leur concentration : 5,90 mg.min~! pour un gel & 0,5 %, 5,46 mg.min~! pour une
gel & 2 % et 9,97 mg.min~! pour un gel & 5 %. Les taux d’évaporation mesurés
sont du méme ordre de grandeur pour l’ensemble des concentrations en agar méme
s’il est plus élevé pour les gels de concentration 5 %. Si l'on attend suffisamment
longtemps, le processus d’évaporation se poursuit jusqu’a ce qu’il ne reste plus qu'un
film bi-dimentionnel ayant la consistance d’un film plastique (cf fig. 1.30).

25 T T T N
o masse gel0,5%
O masse gel 2%
< masse gel 5%
20 | a
o™
& 15 | B
T
™
@
"
2 10 + a
E
5 L _
&

0 1 1 1
-1000 0 1000 2000 3000 4000 5000

ten min

F1G. 1.29: Evaporation d’une coupelle de gélose pour les concentrations :0,5 %,2 % et 5 %.
Température : 23°C, humidité= 38 %
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F1G. 1.30: Gel d’agar & 5 % laissé & I’évaporation jusqu’a évaporation compléte de I’eau. Un film

dur subsiste.
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F1G. 1.31: Exemple de ”vieillissement” de gels d’agar. Figure de gauche : mesure du module de
Young d’un gel & 0,7 % d’agar 30 min et 16 h apres gélification. Le module de Young
n’a quasiment pas varié. Figure de droite : mesure du module de Young d’ un gel a 2
% d’agar 30 mins et 4 jours apres gélification. La valeur du module de Young & varié

significativement.
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1.4.6 Veillissement des gels

En fonction des conditions de température et d’humidité du milieu extérieur, I’eau
contenue dans les hydrogels s’évaporent au cours du temps. Ce phénomene peut
modifier les propriétés élastiques des gels.

Afin de quantifier ce phénomene pour des gels & 0,7 % et & 2 % des mesures
ont été effectuées sur un meéme échantillon & t = 30 mins, t = 16 heures (gel a
0,7 %) et t = 4 jours (gel & 2 %) (fig. 1.31) laissé a Dair libre. Pour le gel a 0,7
%, I'évaporation sur une durée de 16 heures provoque une élévation du module
de Young de 142,8 Pa, soit une modification de 'ordre de 7 %. A 1’échelle de nos
mesures, les propriétés élastiques du gel sont quasiment inchangées. Pour le gel
a 2 % sur une durée de 4 jours, le changement devient perceptible et le module
de Young de I’échantillon est plus élevé qu’a t = 30 min apres coulage du gel. La
différence de module de Young mesurée est de 448,2 kPa, soit une modification
de sa valeur de 34 %. Un gel laissé plusieurs jours & l'air libre voit ses propriétés
mécaniques largement modifiées. Par ailleurs, ’état de surface du gel est également
affecté si I’évaporation n’est pas homogene : une évaporation plus rapide a certains
endroits induit une hétérogénéité de concentration en eau qui a son tour induit une
différence de contrainte mécanique. Ces différences de contraintes sont responsables
des "rides” qui apparaissent sur un gel laissé a évaporer plusieurs heures a ’air libre.
Ce phénomene est également observé pour des gels laissés couverts plusieurs heures
apres la gélification.
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1.5 Conclusion

Nous avons fait un bref tour d’horizon des notions essentielles & la compréhension
de 'ensemble des aspects du sujet développé dans cette these. Il s’agit d’un sujet
pluridisciplinaire mélant biologie, physique, chimie et mécanique des gels. Nous allons
a présent préciser nos expériences et décrire les résultats obtenus.



2 Dispositif et méthode expérimentale

Dans nos expériences, une goutte de liquide (eau, huile ou solution de surfactant)
est déposée sur un gel. Nous avons développé une méthode optique permettant le
suivi de I’évolution de la surface libre de la goutte et du gel exposé a l'air. Notre
méthode ne permet malheureusement pas de distinguer 'interface entre goutte et gel
car les deux milieux ont le méme indice optique

Dans ce chapitre, nous présentons le matériel et la méthode de détection utilisés
pour la reconstruction des surfaces libres ainsi que le protocole de préparation de nos
gels. La méthode de visualisation choisie repose sur un principe optique de réfraction
lumineuse aux différentes interfaces. Elle est & la fois simple, peu encombrante et
précise dans la gamme des faibles déformations. Elle est validée expérimentalement
par deux tests distincts : la reconstruction de profil de pente d’une lentille de courbure
connue et 'estimation du volume d’une goutte déposée a partir de la hauteur et du
rayon apparent fournit par celle-ci.

2.1 Montage expérimental

Le montage expérimental requiert peu de matériel. L’idée générale est de son-
der la surface du gel en utilisant la déformation apparente d’un motif de fond. La
grande difficulté a produire un motif suffisamment fin pour étre sensible aux faibles
déformations a deux dimensions, couplée a celle de concevoir un algorithme per-
formant dans cette configuration, nous & amené a considérer uniquement les motifs
unidimensionnels. Nous choisissons pour cela une fine grille imprimée sur transpa-
rent, dont le pas du motif est p = 0,109 mm. Cette grille est placée sous la boite de
Pétri contenant le gel et éclairée uniformément par dessous. L’ éclairage est constitué
de rangées de diodes et d’un diffuseur, placés sous la grille. Ce type d’éclairage a I’
avantage de se composer uniquement de sources froides (une source qui émet de la
chaleur peut modifier les conditions expérimentales comme le taux d’évaporation des
gels) mais I'inconvénient de présenter des spots lumineux localisés si la source est trop
proche de la grille. Il convient donc de laisser un espace suffisamment important entre
I’éclairage et la grille afin d’éviter I'apparition de ces spots sur I'image. L’acquisition
est faite & une résolution de 1280 par 960 pixels avec une caméra Foculus (modele
FO432B) munie d’un objectif PENTAX de focale 35 mm (modele C33500KP) fixée au
dessus de la grille. La distance caméra-grille variera entre 10 cm et 30 ¢m en fonction
de la nature de ’expérience et de la dimension de la zone d’étalement concernée. Les
gels en boite de Petri sont posés sur la grille. Les gouttes de liquide sont déposées a la
surface du gel avec une micropipette ”Fisherbrand Finnpipette II” dotée de pointes
a tres faible rétention.

95
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diffuseur de
lumieére

éclairage
a diodes

F1G. 2.1: Dispositif expérimental
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2.2 Préparation des gels d’agar et des milieux de culture

La préparation des gels d’agar est relativement simple et ne nécessite qu'un dis-
positif de chauffage (micro-ondes, bains marie, ...). Dans notre cas un agitateur
magnétique chauffant sera utilisé pour chauffer en homogénéisant la solution, en
terme de concentration et de température, grace a ’action mécanique de ’agitateur
magnétique. L’agar utilisé est de 1 ’agar en poudre de marque DIFCO, purifié et inco-
lore. A ’aide d’une balance, la masse d’agar en poudre nécessaire pour réaliser un gel
a une concentration donnée est mesurée et placée dans un flacon en verre Pyrex muni
d’un bouchon & pas de vis (fig 2.2, étape 1). L’agar est ensuite mélangé a de 'eau
distillée jusqu’a I'obtention du rapport massique souhaité. Enfin, le flacon est cou-
vert avec son bouchon et placé sur 'agitateur magnétique chauffant ou la solution est
portée a ébullition (fig. 2.2, étape 2). Une fois I’ébullition atteinte, le flacon est retiré
de 'agitateur chauffant et laissé a refroidir jusqu’a ce que I’ébullition cesse. Puis des
quantités de 25u L de solution sont prélevées a ’aide d’une seringue et versées dans
des boites de Pétri en PET (polyéthylene téréphtalate) de 8,9 cm de diametre (fig2.2,
étape 3). Les boites de Pétri sont couvertes et la solution est laissée a équilibrer pen-
dant 25 minutes sur une surface métallique & température ambiante (fig 2.2, Etape
4) dont la conduction thermique est trés bonne. En effet, le choix du support pour
la solidification des gels est importante : si la surface choisie conduit mal la chaleur,
des différences de contraintes peuvent se manifester lors de la transition sol-gel avec
pour résultat la formation de ridules a la surface du gel. Notre méthode de détection
optique étant assez sensible aux faibles déformations, elle exige une surface de gel la
plus homogene possible. Il faut a tout prix éviter la formation de ces structures

Apres ce laps de temps, la transition sol-gel a eu lieu et les gels sont formés. La
boite est ouverte 5 minutes avant I'utilisation afin d’évaporer les éventuelles traces
d’eau a la surface du gel (fig. 2.2, Etape 5). En effet il arrive que la surface du
gel soit recouverte de fines gouttelettes d’eau apres la transition sol-gel. Cet effet
devient vraiment marqué lorsque la concentration des gels en agar est supérieure a
4 %. Par ailleurs le choix de la surface de refroidissement pour la formation des gels
est importante.

Les milieux de culture pour la croissance des micro-organismes et des bactéries en
particulier sont fabriqués de la méme maniere que les gels d’agar. Les compléments
nutritifs sous forme de solutions liquides sont ajoutés a la solution d’agar au moment
ou elle est laissée a refroidir apres ébullition juste avant d’étre répartie dans les boites
de Petri. La composition pour les milieux B et LB est donnée ci-dessous
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étape 1 étape 2

étape 3 étape 4

étape 5

FIG. 2.2: Etapes de la préparation des gels d’agar. Etape 1 : la masse d’agar nécessaire est pesée,
placée dans une bouteille en verre et mélangée a la quantité d’eau nécessaire pour ob-
tenir un gel a la bonne concentration massique. Etape 2 : le bouchon est & moitié vissé
sur la bouteille et le mélange est chauffé tout en étant mélangé a ’aide d’un agitateur
magnétique, jusqu’ a ébullition. Etape 3 : avec une seringue de 30 mL, un volume de
solution de 25 mL est prélevé et placé dans une boite de Pétri. Etape 4 : la boite est cou-
verte et placée sur une surface métallique pendant 25 min pour que la transition sol-gel
se fasse. Etape 5 : le gel est ouvert 5 min a l’air libre pour éliminer les traces de liquide

présentes a la surface du gel.
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milieu B

50 mM Tris-HCI pH 7,5, 27 mM KCI, 7 mM citrate de codium 2H>0, 8 mM M ¢SOy
TH>0, 2 mM CaCls 2H20, 1uM FeSOy TH20, 10 puM MnSQOy, 4,5 mM acide glu-
tamique, 0,5 % glucose, 0,6 mM K Hy POy, 862 M Lysine, 784 uM tryptophane.

Pour plus de détails, consulter Antelmann et al., (1997)

milieu LB

1 % bacto-tryptone, 0,5 % bacto extraits de levure, 1 % NaCl, 1 mM NaOH pour
plus de détails, consulter Miller (1972)

2.3 Principe de la méthode de reconstruction

2.3.1 Détermination de la pente locale

La méthode de reconstruction de la surface libre va nous permettre de mesurer
localement sa pente et 'intégration permettra ensuite le calcul de la hauteur de cette
surface libre.

Il s’agit d’'une méthode optique faisant appel a la réfraction de la lumiere issue de
la source : nous allons nous servir du chemin parcouru par les rayons lumineux pour
mesurer I'inclinaison de la surface. Pour illustrer le principe, parcourons le trajet d’un
rayon en sens inverse, de l'objectif jusqu’a la grille (fig. 2.3). A chaque interface, le
rayon subit une réfraction en accord avec la loi de Snell-Descartes. Ainsi, & l'interface
air/eau, nous pouvons écrire :

Ngir SIN QL = Negq SIn 3 (2.1)

Les gels utilisés etant constitués quasi exclusivement d’eau (leur fraction massique
en eau est comprise dans une gamme variant de 95 % & 99,7 %), l'indice optique
du gel sera par conséquent assimilé a celui de l’eau et nous traiterons le systeme
goutte d”eau - gel comme une seule phase homogene. Ce qui nous permet d’écrire a
'interface gel/PET

Neqy SINY = npprsind (2.2)

et enfin & l'interface boite de Petri/air

npET SN0 = Ngj, Sin€ = (2.3)

En considérant que les angles mis en jeu sont suffisamment petits, il est possible
de faire les approximations suivantes :

sina ~ tana ~ « (2.4)
d’ou :

Nair& = neauﬂ (25)

Neau” = npeTd (26)
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NPETO = Ngir€ (2.7)
Remarquons également que
y=a-p (2.8)

Il est possible d’exprimer les angles de réfraction en fonction de la pente de la
surface libre :

g = lair, (2.9)
Ngel

o . air Nair
y=a—-f=a— —a=a(l - —) (2.10)

Ngel Neagu
5= Ngel — Neau — Nair (2 11)

nppT nppT '
e= PET 5 _ g(lean ) (2.12)
Nair Nair

Nous pouvons a présent exprimer le décalage total AX d’un rayon lumineux
représentant 1’écart entre sa provenance apparente & la sortie du gel et sa prove-
nance réelle lorsqu’il est issu de la grille. Ainsi a chaque interface le rayon réfracté
parcourera un chemin optique dont la distance est proportionnelle a I'indice optique
du milieu concerné. Plus 'indice est élevé et moins le chemin parcouru est important.
Iei AX = AX; + AXo+ AX3

Grace a 'approximation des petits angles nous pouvons écrire

AX air
tan(a — ) = 1~a—ﬁ~au—g—q (2.13)
AX eau — Tair
tand = 2X2 5 o o (eau = Nair (2.14)
npeT
AX eau
tane = = NeNa(TrLLair —1) (2.15)

Il est a présent possible de relier explicitement le décalage a la pente de l'interface
libre

AX = AX] +AXs + AX;5

—a(l— 2y ey q(lear " Mainy 4R 1) x d (2.16)
Neau nperT Nair
soit : AX
(neau - nair) ( Neau nNpET Nair )

Les indices optiques et distances e, L, d étant connus, il nous suffit donc de
mesurer AX expérimentalement pour estimer la pente locale de la surface libre.



2.3. PRINCIPE DE LA METHODE DE RECONSTRUCTION 61

En pratique il s’agira de mesurer le déplacement apparent entre la position d’une
frange de la grille avant le dépot d’une goutte et sa nouvelle position apres déposition.
Les valeurs des intervenant dans la relation (2.17) sont listés ci-dessous :

— Neau = 1

— Nair = 1,33

— nper = 1,6

— e = 4,5 mm (fixée par le volume de solution eau/agar injecté dans la coupelle)
- L =0,8 mm

—d=0,7mm

2.3.2 Intégration de la pente locale - reconstruction du profil de hauteur

La formule obtenue précédemment fournie une mesure de pente localisée. Afin de
reconstituer le profil de hauteur de l'interface libre du systeme, il faut a présent
sommer ces valeurs de pente sur I’ensemble du domaine de mesure.

X
h(m):/o a(z)dr (2.18)

ou «a(z) est la pente de la surface libre estimée a la position x sur le domaine de
mesure.

Nous allons approcher ce calcul intégral par une méthode de sommation discrete :
la méthode des trapezes.

X
/X a(x)dxr ~ Z a<mi_1)2+ a(w:) x AX
0 i=1

X
alzi—1) + a(z;) alz —1) + a(x)
~ z; ! 5 x AX + : x AX (2.19)

d’ou finalement :

az —1) + a(x)
2
En choisissant AX de la taille d’un pixel, il est possible d’attribuer une valeur
locale de pente a chaque pixel appartenant au domaine de mesure.
Nous allons imposer une condition supplémentaire afin de corriger les erreurs
systématiques de mesures éventuelles. Imposer la nullité de la hauteur aux bornes du
domaine de mesures (h(x) =0 enx = 0et x = L)).

h(z) =h(z—1) + x AX (2.20)



62 CHAPITRE 2. DISPOSITIF ET METHODE EXPERIMENTALE

A

Nair ‘/_x""'

Ngel ~Neau

e =4,5mm
v
L=0,8 mm
d=0,7mm
grille , P
: Ax1i | Ax3
AX2

A
4

F1G. 2.3: Reconstrution du chemin optique d’un rayon lumineux émergeant de la surface libre
perpendiculairement a I'objectif de la caméra et provenant de la source lumineuse sous

la grille
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Cette condition se traduit par 1’égalité suivante :

X
/ a(zx)dr =0 (2.21)
0

En pratique, il suffit de sommer I'’ensemble des valeurs de pente précédemment
calculées puis de diviser cette somme par le nombre d’intervalle

a(zi—1) + a(x;)
2N

-

@
I
—

X | afxi—1) + alx;)
3 |

=1

_ ZX a(mil)z-i- a(x;) « a(%lz)]\—'f— a(z;) =0 (2.22)
i—1 =1

=

2.4 Les étapes de la reconstruction

Nous allons décrire dans ce chapitre le processus de reconstruction d’un profil de
hauteur étape par étape a l'aide du logiciel de traitement d’image : ImageJ. Le point
de départ est bien str l'enregistrement d’un film apres dépot d’une goutte (eau ou
surfactant)

1. La premiere étape de la méthode de reconstruction est de construire un dia-
gramme spatio-temporel a ’aide d’une coupe transverse passant par le centre
d’une goutte. La figure 2.4 montre la réalisation d’un tel diagramme. On choisit
une ligne passant par le centre de la goutte, puis on forme une image en enre-
gistrant cette ligne a des instants successifs, reportés 1’'un en dessous de ’autre
selon la direction verticale(le film utilisé présente une image par seconde donc
chaque ligne du spatio-temporel correspond a I’état de la coupe transverse une
seconde apres la ligne précédente). Le temps évolue donc vers le bas de I'image.
Le diagramme spatio-temporel contient donc toutes les informations de position
apparente du motif de grille au cours du temps. Et en particulier I'information
sur le déroulement du processus : dépot de la goutte, détachement du front,
rétraction de la goutte et évolution du front.

2. Une fois le diagramme spatio-temporel obtenu, nous utilisons un plugin
développé sous ImageJ. Le principe de ce plugin est de détecter le centre des
franges blanches sur le diagramme spatio-temporel pour chaque ligne de celui-ci.
Le centre de chaque frange est déterminée a partir du produit de convolution de
la ligne par une gaussienne dont la largeur est choisie en fonction de la période
de la grille. En effet la convolution par une gaussienne trop large ne serait plus
discriminante puisque pour plusieurs positions la valeur du produit serait maxi-
male. A l'opposé, le choix d’une gaussienne pas assez large rendrait la détection
sensible au bruit. La position donnant la valeur maximale du produit de convo-
lution est désignée comme le centre de la frange et le pixel correspondant est
indiqué en rouge.
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F1G. 2.4: Tmage du centre : diagramme spatio-temporel de I’étalement d'une goutte de surfactine
sur un gel. Chaque ligne de ce digramme est la méme coupe reportée au cours du temps
(une ligne par seconde). Le temps est dirigé de haut en bas. Dans les premiéres secondes,
la goutte n’est pas encore déposée (image en haut & gauche) et la surface du gel n’est pas
perturbé. Puis la goutte est déposée (image en haut & droite) et son extension radiale
apparait sur le diagramme. Un front apparait et la goutte se résorbe (image en bas
a droite), le front devient visible sur le diagramme et Uextension radiale de la goutte
diminue. Enfin, la goutte s’est complétement résorbée et le front subsiste (image en bas

a gauche), seuls les bords du front restent visibles sur le diagramme.
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En répétant I'opération pour chaque ligne du spatio-temporel, nous obtenons
des lignes rouges continues et il est alors aisé de visualiser les déplacements
des franges AX au cours du temps, par rapport a leur position d’origine (cf
fig. 2.5).

3. Nous ne possédons bien sir la valeur du décalage du motif que sur ces lignes
rouges situées au milieu des franges. Les valeurs intermédiaires entre deux
points connus sont calculées par interpolation linéaire : il est ainsi possible de
constituer une carte complete pour laquelle chaque pixel du diagramme spatio-
temporel correspond a une valeur de décalage codée en niveau de gris(fig. 2.6.a).

4. Un second plugin transforme cette carte des déplacements apparents en carte de
pentes (fig.2.6 b) de l'interface eau/air et gel/air dans la direction ox. Chaque
AX a été utilisé pour calculer la pente locale correspondante suivant la rela-
tion 2.17. Le plugin requiert la valeur de la distance Boite de Pétri/grille d,
I’épaisseur de la boite de Pétri L et I'épaisseur du gel e (cf fig. 2.3) afin d’effec-
tuer le calcul. 1l réalise enfin une intégration numérique le long de chaque ligne
telle que définie en (2.19). Nous obtenons alors au final la carte des profils de
hauteur (fig.2.6 c) ou chaque ligne de la carte est un profil de hauteur dont la
magnitude est codée en niveaux de gris.
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F1G. 2.5: Diagramme spatio-temporel apres détec
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F1a. 2.6: Figure a : carte des décalages obtenue & partir du diagramme spatio-temporel (fig 2.5).
L’intensité des décalages est codée en niveau de gris : un code numérique(CN) de 128
(gris moyen) indique un décalage nul, blanc et noir correspondent & des grands écarts
de position comptés ”positivement” et "négativement” en fonction du sens de décalage
(& gauche ou & droite) par rapport & la position initiale de la ligne. Figure b : carte des
pentes obtenue a partir de la figure a, comme pour la figure précédente le niveau de gris
indique la magnitude de la pente et le sens de l'inclinaison. Figure c : carte des hauteurs

obtenue par intégration numérique de la figure b.
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2.5 Validation de la méthode expérimentale

2.5.1 Validation par reconstruction de la courbure d’une lentille

Afin de tester le degré de précision de notre méthode, nous avons reconstruit la
surface libre d’une lentille posée a la surface du gel comme illustré figure 2.7. Le
gel est préalablement couvert d’un film d’eau pour assurer un bon contact entre
sa surface et la lentille. La lentille en question,commercialisée par ThorLabs (ref
produit : LA1700) est plan-convexe c’est a dire composée d’un dioptre sphérique
convexe et d'un dioptre plan (cf fig. 2.7). Les caractéristiques physiques fournies par
le constructeur sont les suivantes :

Diametre : 6,0 mm

— Focale F = 30,0 mm

— Indice optique n = 1,515

— Rayon de courbure R = 15,5 mm

' “

gel

i

\
h‘“hhh

D

F1G. 2.7: Lentille mince posée sur la surface d’un gel couvert d’eau. A gauche : photo de la lentille

l i
posée sur le gel avec de 'eau. A droite : schéma du systéme gel-lentille-eau.

Le systeme physique est par conséquent modifié et nous devons en tenir compte
dans notre méthode de reconstruction afin de I’adapter a cette nouvelle configuration
(fig. 2.7 a droite).

En appliquant les mémes considérations que précédemment, la nouvelle expression
de la pente locale de la surface libre est donnée par

AX

d h L
(nlent - nair) (@ neeau Nient npET )

(2.23)

a(z) =

Avec h, la hauteur moyenne de la lentille et ny.,;, 'indice optique de la lentille.
Cette expression a été utilisée pour reconstruire le profil de pente sur I’ensemble du
domaine de mesure (gel+lentille mais aussi gel4+-eau) mais n’est utile que dans le
domaine ou la lentille est présente (fig.2.8. C et D).

Les profils de pente et de hauteur sont obtenus (cf fig. 2.8) par la méthode optique
décrite dans ce chapitre. Le domaine de pente correspondant & la lentille se situe
entre les 2 sauts de pentes marquants les bords de la lentille. Comme le montre
la figure 2.8.c la pente dans cette région est linéaire en x, montrant ainsi que le
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profil de hauteur correspondant est sphérique (fig.2.8 b et d). Une estimation de
I’erreur associée a la méthode de reconstruction peut étre déterminée en comparant
la hauteur maximale de la lentille donnée par le constructeur et celle donnée par le
profil de hauteur :

Les données du constructeur indiquent qu’il existe un dénivelé hcons: de 300um
entre le bord de la lentille et sa hauteur maximale. La hauteur maximale A, fournie
par notre méthode indique une valeur de 295,75 um, soit une erreur associée :

€ = hoonst = heop _ 4,25 1,42 % (2.24)
hconst 300

Le méme calcul peut étre fait en comparant les valeurs de pentes & maximales cal-
culées a partir des données du constructeur peons €t celle fournies par notre méthode
Pexp- Le calcul donnant peonst a partir des données constructeurs est le suivant :

h(?" —_ dz‘mgétre) _ h(?" -0

7 = arcsin 1;5 ~ 0,195 (2.25)

La valeur de pente maximale donnée par notre méthode est donnée par pes, =
0,177 D’ou €, 'erreur associée :

Peonst = arcsin

- Pconst — Pexp _ 07018
P Pconst 07 195

Ces calculs d’erreurs fournissent une bonne estimation de l'erreur systématique
associée a notre méthode.

~9,2% (2.26)

2.5.2 Par calcul du volume de goutte déposée

Il existe un autre moyen de tester la précison de la méthode de reconstruction en
utilisant le profil de hauteur obtenu par cette derniere. Il s’agit d’estimer le volume
de la goutte déposée a partir de son rayon apparent et de la hauteur maximale de la
goutte. En effet, le volume d’une calotte sphérique peut étre exprimé en fonction de
ces 2 grandeurs :

V =7h*(R — g) (2.27)

avec R rayon de courbure de la calotte sphérique et h sa hauteur. Comme le montre
la figure 2.9, R est tel que : R? = (R— h)? +r? avec r le rayon apparent de la calotte
sphérique. En exprimant R en fonction de et h :

r2 4+ h?
k= 2h
D’ou au final :
2 2
V= a2y (2.28)
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F1G. 2.8: Profils de pente et de hauteur reconstruits d’une lentille. Figure a et b : profils de pente

et de hauteur sur I’ensemble du domaine de mesure. Figure ¢ : zoom du profil de pente

(figure a) dans le domaine linéaire. Le coeflicient directeur de la droite donne la courbure

de la lentille. Figure d : zoom sur profil de hauteur (figure d) de la lentille
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FiG. 2.9: Calotte sphérique de hauteur h et de rayon apparent r, issue d’une sphére
de rayon R

Dans chaque cas il suffit a un instant donné de relever h, la hauteur maximale
de la calotte sphérique et 7, le rayon apparent de cette derniere avec le substrat
pour calculer le volume de liquide déposé. Les mesures sont réalisées juste apres le
dépot de maniere a ce que les processus diffusifs(évaporation, diffuson dans le gel)
n’aient pas le temps d’influer significativement sur le volume déposé. D’autre part,
dans les tous premiers instants du dépot, la goutte peut étre suffisamment courbée
pour que la variation de pente entre 2 points de mesure excede la limite supérieure
de détection de la méthode optique. Il convient d’attendre quelques instants que la
courbure s’atténue (en général 2 ou 3 secondes apres le dépot) pour obtenir une valeur
de hauteur fiable. Les volumes ainsi calculés pour des gouttes d’ 1 uL et 10 uL a la
surface de gels de différentes concentrations massiques en agar figurent sur le tableau
2.1. L’ histogramme, figure 2.10, montre les résultats obtenus pour des gouttes de
1 pL. La majeure partie des gouttes déposées ont un volume estimé entre 1 plL et
1,05 pL. La dispersion des mesures donne une estimation des fluctuations sur les
volumes déposés mesurés par notre méthode. Une tendance a la surestimation du
volume est visible. Les sources d’erreurs ne sont pas uniquement dues a la précision
de la méthode : le volume réel déposé a 'aide de la micropipette et la forme de la
goutte au dépdt peuvent également biaiser la mesure.

2.6 Limites de détection

Les limites de détections de la méthode seront dans notre cas fixées par ce que ’on
détecte expérimentalement. Comme le montre la figure 2.11, nous sommes en mesure
de détecter les variations de pente de la surface d’un gel, attribuées a la rugosité de
la surface du gel qui est imparfaite. Des variations de 'ordre de 1072 rad peuvent
étre détectées. Cette valeur sera considérée comme le seuil bas de détection. Nous ne
sommes malheureusement pas en mesure de donner une valeur précise pour la borne
supérieure de notre méthode de détection. Nous prendrons donc les valeurs de pentes
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TAB. 2.1: Détermination du volume de goutte déposée & partir de son rayon apparent r et de sa

hauteur h obtenue par la méthode de détection optique.

Hauteur Rayon Rayon Volume
goutte (mm) | goutte (mm) | courbure (mm) | goutte (uL)
0,296 1,491 3,903 1,04
0,329 1,295 2,711 0,88
0,298 1,583 4,354 1,18
0,346 1,460 3,254 1,18
0,362 1,550 3.499 1,39
0,314 1,415 3.345 1,00
0,318 1,604 4.204 1,30
0,177 1,83 9,548 0,93
0,226 1,742 6.829 1,08
0,204 1,827 8,280 1,07
0,315 1,261 2,683 0,80
0,387 1,44 2.872 1,29
0,31 1,45 3,546 1,04
0,32 1,415 3,288 1,02
0,377 1,416 2,849 1,21
0,36 1,343 2,685 1,04
0,325 1,403 3,192 1,02
0,302 1,48 3778 1,05
0,319 1,659 4,473 1,39
0,379 1,584 3,501 1,52
0,34 1,463 3,321 1,16
0,333 1,362 2,953 0,99
0,312 1,485 3.690 1,10
0,277 1,333 3,347 0,78
0,311 1,536 3.948 1,17
0,294 1,470 3,820 1,01
0,305 1,413 3428 0,97
0,35 1,508 3,422 1,27
0,669 3,12 7,610 10,38
0,712 3,201 7,592 11,71
0,921 2,32 3,382 8,2
0,718 2.895 6,195 9.65
0,709 2.996 6,685 10,18
0,749 2.892 5,956 10,05
0,703 3.155 7.431 11,17




2.6. LIMITES DE DETECTION 73
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F1G. 2.10: Répartition des volumes de gouttes mesurés & partir de leur rayon apparent et de leur

hauteur pour des gouttes supposées a 1uL.

maximales mesurées pour des gouttes d’l pulL comme seuil de détection supérieure
soit 0,4 rad. La valeur de la borne supérieure réelle, ne doit cependant, pas étre tres
éloignée de cette valeur puisqu’il arrive que notre méthode de détection sature et soit
incapable de fournir une valeur de pente dans les premiers instant du dépot d’une
goutte d’eau a la surface du gel. Ainsi, la fourchette de sensibilité de notre méthode
est estimée a :

1073 rad < a(z,t) < 0,4 rad

Notre méthode est donc tres précise dans la gamme des faibles déformations
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F1G. 2.11: Figure de gauche : profil de pente de la surface d'un gel. Figure de droite : zoom sur la
figure de gauche. Notre méthode optique détecte des variations de pente de I'ordre de
1073 rad

2.6.1 Conclusion

Nous avons développé une méthode qui permet de reconstituer I’évolution de la
pente «a(x,t) et de la hauteur h(x,t) des interfaces sur une ligne perpendiculaire a la
grille, en fonction de la position et du temps. Cette méthode basée sur la réfraction
de la lumiere peut étre tres précise mais dans nos conditions, la précision ne sera que
de 5 % a 10 %, ce qui est satisfaisant pour les besoins de notre étude.



3 Etalement de surfactants sur gels d’agar

Comme nous 'avons déja précisé au chapitre 1, I’étalement de solutions de surfac-
tant sur gels en plus de présenter un intérét fondamental dans la compréhension de la
physique du mouillage des surfaces, couvre un champ d’applications industrielles im-
portant. Plus généralement 1’étalement de surfactants sur des surfaces molles intéresse
divers secteurs d’activités : de I'ingénierie mécanique ou la lubrification de ces sur-
faces peut influer significativement sur les conditions de friction [33,34] jusqu’a la
recherche bio-médicale ou, par exemple, le surfactant peut aider au transport de
médicament dans les poumons ou encore aider au développement et a ’ouverture des
alvéoles pulmonaires chez les nouveaux nés présentant une déficience de la synthese
d’un tensioactif naturel, d’ordinaire dédié a ce role [28,62]. Dans le domaine biolo-
gique cette situation est également fréquente : on la retrouve dans les phénomenes
d’adhésion entre cellules ou encore au coeur du processus de swarming chez certaines
bactéries comme B. subtilis

De ce point de vue, il est tres surprenant de constater le peu d’études qu’a suscité
cette situation particuliere du mouillage des surfaces. Parmi elles, Kaneko et al. [47]
se sont intéressés a la cinétique d’étalement sur des solutions aqueuses de poly (2-
acrylamido-2methyl-propanesulfonic acid) (PAMPS) et leur version gélifiée. Szabd
et al. [78] ont également étudié 1’étalement de gouttes liquides sur gels PAMPS.
Plus récemment Daniels et al [19] se sont intéressés a I’étalement de surfactants sur
des gels d’agar tres mous (m% < 0,14 %). Lors du swarming de B. subtilis sur un
milieu de culture a base d’agar, celle-ci synthétise un surfactant : la surfactine. Nous
allons donc nous intéresser & 1’étalement de gouttes de surfactine dans les conditions
standards des expériences menées par les biologistes [43—45] et plus généralement au
comportement de ces gouttes sur des gels d’agar de différentes concentrations

3.1 Etalement de surfactant sur gels d’agar

3.1.1 Description du phénomeéne

Nous allons nous attacher ici a décrire I'observation du dépot puis de 1’étalement
d’'une goutte d’eau contenant de la surfactine a la surface d’'un gel d’agar. Une
séquence d’images (fig.3.1) tirée d’un film permet d’illustrer différentes phases de
I’étalement. Initialement et avant que la goutte ne soit déposée, une image de la grille
placée sous la boite de Petri (voir montage expérimental au chapitre 2) est conservée
afin de connaitre la position de référence de chaque ligne (image 1). A I'aide d’une
micropipette munie d’une pointe en plastique (image 2), une goutte d’un microlitre
d’un mélange eau/surfactine a la concentration 1ug/uL est déposée a la surface d’'un
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milieu de culture B & 0,7% (image 3). Des lors, celle-ci forme une calotte sphérique
et semble se trouver, transitoirement, en situation de mouillage partiel. Cette obser-
vation est trés surprenante puisqu’on pourrait s’attendre a ce que la goutte soit en
situation de mouillage total & la surface d’un hydrogel constitué a 99 % d’eau.

La goutte agit comme une lentille mince et la dilatation du motif de la grille a
travers celle-ci renseigne sur la courbure de linterface. Aussitot apres le dépot, la
goutte s’étale spontanément (image 4) et le grossissement du motif diminue. Assez
rapidement, des les premieres secondes précédant le dépot, un front apparait distinc-
tement et se détache du pourtour de la goutte (image 5). Ce nouveau ”front” est un
front de surfactine qui suit sa propre dynamique et continue a se propager alors que la
goutte ne s’étale plus et semble statique (image 6). L’avancée du front s’accompagne
d’un gonflement du gel a arriere. Quelques secondes plus tard, la goutte entame un
mouvement de rétraction alors que le front continue a se propager (image 7). Cette
double dynamique se poursuit (images 8 a 13) jusqu’a ce que la goutte se résorbe
completement et disparaisse (image 14). Une fois la goutte disparue, le front continue
toujours sa progression, mais sa vitesse de propagation diminue au cours du temps
(image 15 a 21).

La structure et la dynamique de ce front a une échelle de temps suffisammant
grande présentent de grandes similitudes avec le front de surfactants observé en
amont des colonies de B. subtilis durant le swarming : les vitesses de propagation
mesurées sont similaires et les bords du front sont distinguable a 1’oeil nu, montrant
une variation de hauteur importante a son emplacement.

3.1.2 Caractérisation du front

Grace a la méthode de détection optique mise en place (voir chapitre 2), le profil
d’étalement suivant une coupe radiale peut étre établi au cours du temps. Nous allons
comparer les images de la goutte contenant de la surfactine a différents instants avec
les profils de pente et de hauteur reconstruits. En premier lieu, la surface du gel seule,
avant dépot d’une goutte (fig.3.2) est investiguée, les petites fluctutations perceptibles
dans le profil de pente constituent un bruit inhérent a la fois a la méthode de détection
mais aussi a la rugosité de la surface du gel qui n’est pas parfaitement lisse. Toutefois
ce bruit reste treés faible (inférieure & 5.1073 rad) par rapport aux pentes locales
mesurées ultérieurement.

A Tinstant t= 0 s, la goutte est déposée sur le substrat (fig. 3.3), le profil de pente,
indique distinctement les bords de la goutte. Il s’agit des deux extrema : en + 0,18
rad et en - 0,19 rad. Le domaine de pente correspondant & la goutte est situé entre
ces deux valeurs extrémes. L’évolution linéaire de la pente dans cette région indique
une courbure approximativement constante le long de la coupe radiale. Le plateau
de valeurs de pente observé aux extrémités de la goutte est dii a 'extrapolation de la
méthode de reconstruction. A I'extérieur de cette zone, le profil de pente ne montre
pratiquement aucune variation, la surface du gel n’est donc pas perturbée par la
présence de la goutte.
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At = 225, (fig.3.4), la goutte s’est étalée spontanément depuis son dépot a la
surface du gel. La déformation du motif de la grille en amont de la goutte indique
la présence d'un second front. Comme indiqué sur 'image (3.4), il est possible de
définir trois régions : la région 1 correspond au domaine de la goutte liquide, la
région 2 correspond a l'intervalle entre le bord de la goutte et le bord du front et la
région 3 correspond a la surface du gel a 'extérieur du front. Cette délimitation est
reportée sur le profil de pente correspondant. La région 2 est comprise entre les deux
pics principaux, marquant les bords de la goutte et les deux nouveaux pics apparus
de part et d’autre a 'extérieur des bords de la goutte. Ces deux nouveaux pics qui
indiquent une variation brutale de la pente, sont en fait la signature des bords du
front observés sur la photo. Contrairement a la situation a t = 0 s, une déformation
du substrat a 'extérieur de la goutte (région 3) et du front est notable : la pente
augmente (respectivement diminue) sensiblement quelques centaines de micrometres
avant les bords du front. Les extrema sont moins élevés, dénotant une variation de
courbure plus faible qu’en t = 0 s : la goutte est donc moins courbée, plus aplatie.
D’autres part, la région 1 s’est étendue entre t = 0 s et t = 22 s. Ces deux observations
indiquent un étalement de la goutte sur cet intervalle de temps, comme on peut le
constater a ’oeil nu sur les images a t=0s (fig. 3.3) et t = 22s (fig. 3.4).

A t = 70 s, on remarque visuellement que le front s’est propagé et que la goutte
s’est rétractée (fig. 3.5). Le profil de pente confirme bien cette tendance : la région 2
s’est étendue par rapport a sa position a t = 22 s et la région 1, quant a elle, s’est
beaucoup réduite. Les extrema ont des valeurs plus faibles que précédemment. Dans
la région 2, la pente forme un plateau de valeurs élevées, indiquant un gonflement
du gel qui croit linéairement entre le front et la goutte. Cette observation se vérifie
sur le profil de hauteur reconstruit ou ’on pergoit une premieére rupture marquant la
position du front, puis une croissance constante de la hauteur et enfin une seconde
rupture diie au bord de la goutte.

A t = 300 s, la goutte d’eau s’est completement rétractée et a disparu. Seul reste
le front circulaire qui continue & se propager (fig. 3.6). Comme on peut le voir sur le
profil de pente, seuls les pics marquant les bords du front sont encore distinguables.
Le front évolue maintenant de maniere tres lente. Le profil de hauteur révele un
gonflement du gel d’épaisseur quasi constante. Cette tache circulaire qui évoque la
forme d’un "pancake” peut ainsi continuer a se propager et couvrir une surface de
plus en plus grande pendant plusieurs heures.

La question de la répartition du surfactant & un importance centrale dans la
compréhension du phénomene. Certains modeles [31,86] d’étalement sur couches li-
quides ont montré que la variation du nombre de Peclet pour le surfactant modifie la
dynamique d’étalement. Nous ne sommes pas en mesure de sonder quantitativement
la zone concernée par I’étalement. En revanche quelques expériences tres simples vont
permettre qualitativement de se faire une idée de la présence de surfactants dans ces
zones. L’idée est de sonder une zone par ’extension d’une goutte d’eau dans celle-ci
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puis de la comparer a 'extension de goutte de méme volume a la surface d’un gel
similaire mais vierges de tout surfactant.

La figure 3.7.a montre I'extention d’une goutte d’eau dans la zone comprise entre
le bord de la goutte et le bord du front (zone 2), issue de I’étalement préalable d’une
goutte de surfactine. La goutte d’eau se place spontanément en mouillage partiel et
présente une extension finie. Son diametre quelques secondes apres le dépot est de
4,44 mm. A titre de comparaison, la méme expérience est réalisée a la surface d’un gel
de méme type et de méme concentration (milieu B 0,7 %) dont la surface est vierge
de tout dépot préalable . Le dépot d'une goutte d’eau de 1 pl conduit également
a une situation de mouillage partiel (cf fig. 3.7 b) mais cette fois-ci I'extension est
moins élevée : le diametre de la goutte d’eau dans cette configuration est de 2,67
mm. Concernant la région non couverte par la tache circulaire (fig. 3.7.c), le dépot de
1 pL d’eau donne une goutte dont I'extension est plus limitée : son diametre quelques
secondes apres le dépot est de 3,63 mm.

La zone située a l'intérieur du front permet aux gouttes déposées de présenter
une extension radiale presque deux fois supérieure a la méme situation sur un gel
non contaminé par un étalement de surfactants. Cette observation montre que la
surfactine est présente dans cette zone et que le front de propagation, apres dépot
d’une goutte de surfactine, contient ces molécules tensioactives. En outre, la méme
observation, mais dans une moindre mesure dans la région non couverte par le front
indique une possible diffusion de la surfactine a 'extérieur de celui-ci. Par ailleurs, la
propagation de ce front de surfactants semble s’accompagner d’un gonflement de la
zone située derrieére celui-ci, aussi dans la suite, nous parlerons parfois de ”front de
gonflement” .
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3.2 Propriétés du front de gonflement

Le front de propagation en amont de la goutte mis en évidence précédemment
(partie 3.1.2) est une zone de gonflement qui se propage au cours de temps, nous
allons étudier ici ses caractéristiques comme son amplitude ou sa vitesse

3.2.1 Structure du front

Sur le profil de pente, le bord du front se repere par un ”pic“ en amont de la position
de la goutte. L’amplitude de ce pic reste toutefois faible, comparé a la variation de
pente au bord de la goutte.

Grace a notre méthode de reconstruction optique, il est possible de visualiser et de
superposer le profil de pente d’une goutte de 1 uL de surfactine & 1 g/L en étalement
a différents moments. La figure 3.8 présente trois profils de pente correspondant a la
moitié d’une goutte en situation d’étalement a t = 5 s, t = 138 s et t = 308 s, et
une représentation schématique du profil de hauteur correspondant. Le temps zéro
correspond au dépot de la goutte. La premiere courbe indique le profil de pente a t
= 51 s, c’est-a-dire suffisamment longtemps apres le dépot pour que le front se soit
séparé du bord de la goutte. On distingue alors nettement deux pics : le premier, tres
localisé (en x = 11,5 mm), correspond au bord du front ; le second, plus étalé, est la
signature du bord de la goutte, la pente décroit ensuite lentement quand x diminue,
jusqu’a s’annuler au centre de la goutte. La seconde courbe a t = 137 s apres le dépot
montre toujours ce pic localisé qui s’est déplacé dans le sens des x croissants, mettant
ainsi en évidence la vitesse de propagation du front. Le pic correspondant au bord
de la goutte est quant a lui beaucoup moins visible : il s’est rétracté et affaissé. Ce
changement conforte ’observation visuelle de rétraction de la goutte. En effet, une
amplitude de pente plus faible correspond & une diminution de I’angle de contact.
Enfin, & t = 300 s, seul le front reste détectable sur le profil de pente. Derriere le
pic (sens des x décroissants), il n’y a plus de variation de pente significative qui se
détache du bruit. La goutte s’est completement résorbée et le profil de pente a cet
endroit correspond, en réalité, a la surface du gel.

Il est étonnant de constater que le pic signalant le bord du front conserve une struc-
ture identique durant le processus d’étalement avec une amplitude de pente constante
au cours de la propagation. Le front conserve donc sa structure tout au long du pro-
cessus de propagation sur 1’échelle de temps considérée (300 s). La délimitation entre
goutte et surface du gel n’est pas claire et difficilement vérifiable expérimentalement,
c’est pourquoi le profil de hauteur est représenté sans souci de différenciation entre les
deux phases. Dans l'expérience de Daniels et al. [19], le mécanisme invoqué pour la
propagation du surfactant consiste en une fracturation du gel et un écoulement dans
les microcanaux ainsi formés. Il est possible qu’il s’agisse d’un mécanisme analogue
dans notre cas, le liquide se propagerait alors dans le gel et non & sa surface.



88 CHAPITRE 3. ETALEMENT DE SURFACTANTS SUR GELS D’AGAR

t=51s_FrontD_L428.3 —
0,01 1=137=_frontD_L428.3 —— A

- 0,01

dh/dx (rad)

- 0,02

-0,03 -

51s

360 s

i S

F1G. 3.8: Profils de pente de la partie droite d’une goutte (le profil de pente nul en x = 6mm
correspond au centre de la goutte) de 1L de surfactine en étalement & différents instants :
t = 51 s pour la courbe rouge, t = 137 s pour la courbe verte et t = 300 s pour la courbe
bleue. Pour chaque profil de pente, une représentation schématique du profil de hauteur
correspondant est représenté. La rétraction de la goutte et la propagation du front au

cours du temps sont ainsi visibles.
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3.2.2 Amplitude du front

Précédemment, sur un profil de pente reconstruit d’une goutte de 1uL de surfactine
en situation d’étalement sur un gel de milieu B & 0,7 % d’agar, nous avons pu observer
que la structure du front se conserve au cours de 1’étalement. On peut s’interroger
sur le mode de propagation de ce front et si celui-ci est affecté par un changement
des propriétés mécaniques du gel. En d’autres termes, nous allons étudier comment
la structure du front varie si ’on change la concentration massique du gel en agar. La
valeur maximale du pic de pente est relevée sur les profils d’étalement reconstruits. La
hauteur maximale du pic de pente nous renseigne indirectement sur ’amplitude du
front. Les expériences ont été conduites pour les concentrations massiques en agarose
suivantes : 0,5 %, 0,7 %, 1 %, 1,25 %,et 2% (cf fig. 3.9). Les résultats obtenus montrent
une décroissance de ce maximum lorsque la concentration en agar du gel augmente.
Par ailleurs, les observations sur un gel de milieu B a4 2% d’agar ne montrent aucun
pic signalant la présence d’un front. Lorsque le gel est suffisamment concentré en
agar, le front de gonflement ne peut plus exister.
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F1G. 3.9: Amplitude du pic marquant la présence du front sur le profil de pente. Une décroissance
de cette amplitude est visible lorsque la concentration du gel en agar augmente. A 2 %,

le front ne peut plus étre détecté

3.2.3 Vitesse moyenne d’avancement du front

Puisque le changement de concentration du gel en agar modifie la structure du
front, on peut s’interroger sur son influence quant a la vitesse de propagation du front.
La mesure de la vitesse moyenne est préférée a la mesure de la vitesse instantanée
en raison de la faible évolution de ce dernier entre deux images successives durant la
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phase d’expansion du front. Les mesures de vitesses instantanées donnent tantot une
valeur faisant office de palier tantot des valeurs nulles jusqu’a ce que le front se soit
suffisamment déplacé pour qu’une variation d’aire soit décelable.

Les vitesses moyennes vont étre réalisées a partir de t = 100 s apres le dépot, de
sorte que le front soit bien développé et suffisamment éloigné de la goutte. Les vitesses
vont étre déterminées le long d’une ligne passant par le centre de la goutte, en notant
la différence de position du pic sur le profil de pente toutes les 100 secondes.

Vitesse moyenne du front sur B-medium 0,7% Vitesse moyenne du front sur B-medium 0,7%
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F1G. 3.10: Graphique de gauche : vitesse moyenne du front de surfactant entre t = 100 s et t =
200 s, entre t = 200 s et t = 300 s en fonction de la concentration en surfactants (0,1
g/L, 1 g/L et 2 g/L) pour une goutte de 2uL sur Bmedium 0,7 %. Graphique de droite :

vitesses obtenues a partir de la moyenne des mesures de la figure de gauche

Les mesures montrent que la vitesse moyenne du front diminue lorsque la concen-
tration en agar augmente (fig.3.11). A U'inverse, il apparait qu'une augmentation de
la concentration de la goutte en surfactine provoque une accélération dans la propa-
gation du front pour une concentration d’agar fixée, comme le montre la figure 3.10.
Néanmoins cet effet d’accélération semble arriver a saturation lorsque la concentra-
tion en surfactine atteint 1g/L puisque les mesures effectuées & 2 g/L donnent des
valeurs de vitesses moyennes tres similaires.

3.2.4 Discussion : similitudes avec le " swarming”

Les observations précédentes de vitesse et d’amplitude du front sont
complémentaires et pointent vers la méme tendance : plus le milieu de culture est
concentré en agar et plus il est difficile d’avoir un front de gonflement se propageant
a la suite de I'étalement d’une goutte de surfactine. En effet, la dynamique du front
et sa structure se trouvent fortement limitées sur des gels contenant plus de 1% en
masse d’agar (fig.3.9). A 2% le front ne se manifeste plus : il n’est plus détectable
ni a l'oeil nu ni par notre méthode optique.

Il est intéressant de rapprocher cette observation de celles réalisées par D. Jul-
kowska ( [43] lors d’expériences de swarming de B. subtilis sur milieu de culture B
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F1G. 3.11: Graphique de gauche : Vitesse moyenne du front de surfactant entre t =100 s et t = 200
s, entre t = 200 s et t = 300 s pour une goutte de 2uL & 1 g/L de surfactine. Graphique

de droite : vitesses obtenues a partir de la moyenne des mesures de la figure de gauche

a différentes concentrations en agar (cf fig. 3.12). Etonnamment, on observe le méme
type de comportement pour le processus du swarming. La colonisation de la surface
est de plus en plus limitée a mesure que 'on augmente la concentration en agar. Le
swarming est complet & 0,7 %, les phases "swarm 1* et ”swarm 2 se sont correcte-
ment déroulées chez la souche 3610, ’expansion de la colonie couvre I’ensemble du
milieu de culture. A 1%, le processus est interrompu apres la phase de ”swarm 17,
la colonie n’a pas réussi a couvrir I’ensemble de la surface de culture, le changement
du "pattern” de ramification tout autour de la zone colonisée pendant le ”swarm 1”
montre que la phase ”swarm 2” n’a pu se mettre en place. Pour une concentration en
agar de 1,25 %, la différence est significative : des le départ, & t = 18 h, la forme de
la colonie pendant la premiere phase d’expansion (swarm 1) est différente des deux
cas précédents : elle n’est pas finement ramifiée et est beaucoup moins développée.
A t = 36 h, la colonie s’est peu développée, elle reste localisée au centre de la boite
de culture et sa forme differe de ce qui est observé quand le processus du swarming
se déroule normalement : le processus a été stoppé prématurément dans sa premiere
phase. Enfin, & 1,5 %, que ce soit & t= 18 h ou t = 36 h, plus aucune ramification ni
branchement n’est visible; la colonie est tres peu développée et localisée autour de
I'inoculum : il n’y a aucune trace de swarming.

Il apparait donc que le développement de la colonie de bactéries aille de pair avec le
développement et I’existence méme du front de gonflement, puisque lorsqu’il n’existe
plus de front (soit pour une concentration en agar supérieure ou égale a 2%), le
swarming devient impossible. Cette observation est intéressante car elle établit un
lien fort entre le processus de swarming et la capacité des bactéries a modifier leur
environnement par la production de surfactine.

L’ hypothese suivante peut étre envisagée : le front dia a la présence de surfac-
tine serait une condition necessaire a la migration des bactéries, son role serait alors
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de préparer le terrain pour permettre aux bactéries de coloniser plus facilement la
surface. Des observations réalisées par AFM sur 'état de surface d’un milieu de
culture [43] avant et aprés dépot d’une goutte de surfactine, montrent une diminu-
tion de la rugosité de surface une fois la surfactine étalée. Dans les hydrogels ma-
cromoléculaires a liaisons temporaires, I’eau retenue dans les pores est généralement
considérée comme existant sous deux formes : I'eau liée (ce sont les molécules en in-
teraction avec les polymeres) et ’eau non liée (ce sont les molécules libres entourées
d’autres molécules d’eau). La surfactine sécrétée par les bactéries peut interagir avec
le réseau polymérique en surface, déliant ainsi le réseau et permettant a I’eau libre
emprisonnée de venir en surface diluer localement la concentration du gel en agar
en formant de cette maniere un front de gonflement. Cette zone nouvellement créée
est une phase ol des morceaux d’assemblages polymériques sont en solution dans
laquelle les bactéries peuvent se mouvoir plus facilement qu’en surface d’un gel rigide
ou les forces capillaires (F.) contribuent & les y plaquer (cf fig. 3.13.a). En effet, une
comparaison par ordre de grandeur entre effets capillaires et effets de gravité (P) sur
une bactérie montrent a quel point la capillarité prédomine :

F. 7L 4L 4 x70.1073 10~
P peaVg  peauml®Lg 103 x 3 x 10712 x 10  10-8

~ 107 (3.1)

Avec L = 5 um, la longueur d’une bactérie et [ = 1 um la largeur d’une bactérie.
Les forces capillaires sont donc supérieures a la gravité de sept ordres de grandeur.
En d’autres termes, une bactérie a la surface d’un gel aqueux est plaquée contre la
surface de ce gel par une force 10.000.000 fois supérieure a son poids. La capacité des
bactéries a produire un surfactant qui diminue la tension de surface par 3 (de 72 a 27
mN/m) ne suffit pas & diminuer significativement la force qui les plaquent contre le
gel. Par contre, si ce surfactant permet de créer une phase dans laquelle les bactéries
peuvent s’'immerger et s’affranchir ainsi des forces capillaires (fig. 3.13), elles peuvent
alors se mouvoir plus facilement en suivant la progression de cette phase.
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F1G. 3.12: Etat du swarming & t = 18 h et t = 36 h aprés inoculation de B. subtilis sur milieu

B-medium a différentes concentrations en agar
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bactéries

eau pure  \ [4

F1G. 3.13: Figure a : les bactéries sont plaquées & la surface du gel par les forces capillaires. Figure
b : Paction de la surfactine sécrétée par les bactéries a permis de délier et diluer loca-
lement le réseau polymérique. Les bactéries se propagent dans cette phase qui facilite

leur mouvement.

3.3 Dynamique d’étalement : aire en fonction du temps

Afin de caractériser la dynamique d’étalement d’une goutte de surfactant sur un
gel d’agar, nous allons regarder comment la zone mouillée par la goutte et le front
varie avec le temps.

3.3.1 Méthode de mesure

L’étalement d’une goutte de surfactine a la surface d’un gel de culture présente
un étalement axisymetrique (voir fig. 3.1). La mesure de I'extension radiale lors de
I’étalement semble aisée a partir du diagramme spatio-temporel. Cependant la zone
d’étalement n’étant pas toujours parfaitement circulaire, il est plus judicieux d’effec-
tuer cette mesure au cours du temps grace a un logiciel d’analyse d’images : Imagel.
En ajustant un cercle aux bords du front, on obtient une mesure de I'aire du disque
ainsi défini. Dans la pratique, la zone d’étalement n’est jamais parfaitement circu-
laire, il faut donc essayer de définir le cercle qui épouse au maximum les contours du
front.

Le relevé progressif de I'aire d’étalement, effectué manuellement, est un travail
qui se révele rapidement long et fastidieux. La dynamique d’étalement, rapide dans
les premiéres dizaines de secondes, impose une mesure pour chaque image du film
(acquisition & 1 image/s). Dans la seconde partie du processus d’étalement, la dyna-
mique beaucoup plus lente incite a n’effectuer qu'un relevé d’aire toutes les dix ou
vingt secondes. Couplé a l'erreur potentielle faite par 'appréciation a l’oeil nu, cette
maniere de procéder peut parfois manquer de précision.

Automatiser le processus de détection de ’aire en définissant un critere strict per-
met de s’affranchir de ces difficultés. L’automatisation de la mesure reposera sur une
reconnaissance de la forme de la zone d’étalement, puis sur la définition du critére
pour obtenir le meilleur ajustement circulaire possible de cette zone.

La premiere étape est donc de trouver un moyen permettant d’isoler la structure
du front sur 'image. Une des méthodes classiques pour faire ressortir les contours
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en traitement de I'image est d’effectuer une convolution de I'image I par un filtre
adéquat M. La nouvelle image I’ obtenue est telle que :

I'=IxM (3.2)

Avec I la matrice des pixels a;; constituants I'image d’origine. M est le noyau
de convolution, c’est une matrice constituée des éléments m i, J), & choisir selon le
résultat désiré. Et I’ 'image obtenue par convolution de I par M. Plus formellement
cette opération discrete permet de calculer la valeur de I'ensemble des pixels de la
nouvelle image I’ tel que :

n o p
I/ = Z Zai’j X Mp—ip—j (33)
i=0 j=0

Pour choisir le filtre M le mieux adapté, il convient d’observer la taille et la nature
des structures. L’image est constituée d’un motif de grille formé par une alternance
de franges verticales sombres et claires. La seconde structure visible est la tache axi-
symétrique dont la courbure du front déforme le motif de la grille. Cette déformation
induite par le front provoque une rupture dans la continuité verticale des franges
(3.14, image de gauche). On va donc choisir un filtre qui gomme les structures ver-
ticales mais reste sensible aux variations horizontales. On va également choisir une
dimension de la fenétre de convolution analogue a la période des franges verticales
(environ 5 pixels) afin de s’assurer que ’élimination de ces dernieres soit efficace. Le

filtre choisi aura la structure suivante :

<

I
oo o+
i
oo o
oo o~
oo o~

-1 -1 -1 -1 -1

Ce filtre possede le double avantage de donner une contribution nulle aux structures
verticales tout en détectant les variations horizontales. Un exemple de traitement
d’une image par convolution avec ce filtre est présenté fig.3.14 (image de droite).
L’image obtenue apres ce traitement montre que les structures verticales ont effecti-
vement été éliminées. L’image est ensuite contrastée puis seuillée afin d’augmenter la
visibilité du front pour optimiser la détection. Seul subsiste le front circulaire et un
certain bruit (taches blanches) qui peut étre attribué a des défauts de surface du gel
ayant la méme taille caractéristique que ’épaisseur du front.

3.3.2 Dynamique d’étalement

L’étalement d’une goutte de surfactine se caractérise par une dynamique a deux
temps (cf fig.3.1) : ’étalement de la goutte puis la propagation du front. Cette
tendance se retrouve sur les courbes d’aires en fonction du temps. Cette tendance se
révele plus nettement au passage a 1’échelle logarithmique. Deux domaines linéaires
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H

‘

F1G. 3.14: Figure de gauche : image sans traitement. Figure de droite : image obtenue aprés convo-

lution et seuillage

deviennent alors décelables et une brisure de pente marque le passage d’un régime
a autre. Ces expansions linéaires en échelle log-log montrent un comportement en
lois de puissance du temps par chacun de ces domaines tel que : A(t) o Ay t® pour
le régime d’étalement de la goutte et A(t) o< Ay t? pour le régime de propagation du
front. Avec A(t) laire au temps t et Ay, Paire initiale au moment du dépot de la
goutte

3.3.3 Influence de la concentration du gel

Les mesures sont réalisées sur le milieu de culture B pour différentes concentrations
en agarose. Pour chaque expérience, une goutte est déposée a la surface du gel, puis
Iaire d’étalement est mesurée en fonction du temps, soit par la méthode décrite
précédemment, soit manuellement en délimitant la zone par un cercle ou une ellipse.
Les courbes aires en fonction du temps peuvent ainsi étre tracées (cf fig. 3.15).

Les représentations logarithmiques permettent de mettre en évidence les différents
régimes d’étalement. L’allure générale des courbes d’étalement change pour un gel
de milieu B, concentré en agarose a 2%. Ceci est dii au fait qu’aucun front n’a pu
étre observé pour des gels aussi concentrés. Le décroissance rapide mesurée alors
correspond a la rétraction de la goutte jusqu’a sa résorption complete. Le tableau
3.1 présente les exposants moyens mesurés pour chaque régime en fonction de la
concentration du gel en agar. Dans les deux régimes d’étalement (gouttes et front)
I’exposant décroit a mesure que la concentration en agar augmente. Comme le montre
la figure 3.16, dans le cas du régime d’étalement du front, la diminution de I’exposant
est plus faible mais aussi plus réguliere et la dispersion des mesures pour une méme
concentration est plus faible .

Le changement de la concentration du gel en agar influe donc sur la dynamique des
deux régimes. Deux pistes pour expliquer ce phénomene sont privilégiées. La premiere
concerne la variation des propriétés mécaniques du gel. L’augmentation de la rigidité
du gel pourrait perturber la dynamique d’étalement en agissant comme un inhibiteur
de ce processus. La seconde hypothese porte sur le changement de 1’état de surface
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F1G. 3.15: Aires en fonction du temps pour étalement de gouttes de 1 uL de surfactine a 1 g/L
sur gels de milieu B & différentes concentrations : 0,5%, 1%, 2%. Le passage a la
représentation logarithmique (figures de droite) montre D'existence de deux régimes
d’étalement. Pour les gels & 2%, aspect des courbes est différent & cause de 1’absence

du front : les gouttes s’étalent et se rétractent.
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des gels. Des expériences récentes d’AFM ( [43]) ont montré qu’une augmentation
de la concentration en agar pour un gel s’accompagnait d’une augmentation de la
rugosité de surface. Or, une surface plus rugueuse a davantage de chances de piéger
la ligne de contact durant I’étalement.

TAB. 3.1: Exposants moyens d’étalement mesurés pour I’étalement de gouttes de 1uL de surfactine
a 1g/L et la propagation du front pour différentes concentrations massiques du milieu

B-medium en agar.

’ m % en agar ‘ exposant étalement de la goutte : o | exposant propagation du front 8 ‘

0,5 0,88 = 0,05 0,33 = 0,01

0,70 0,73 £ 0,05 0,3 £ 0,02
1 0,55 = 0,09 0,25 £ 0,01

1,25 0,68 £ 0,1 0,23 £ 0,02
2 0,35 £ 0,1

a et p sur milieu B 0,7 %
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F1G. 3.16: Exposants d’étalement moyens « et § déterminés pour I’étalement d”une goutte de 1

uL de surfactine a 1 g/L sur gel B-medium 0,7 %

3.3.4 Influence du volume de la goutte déposée

L’influence de la quantité initiale de liquide et de surfactant disponible pour
I’étalement est inspectée en faisant varier le volume de goutte déposé. Les me-
sures sont réalisées avec des gouttes de 2 pL de surfactine & 1 g.L~!. Les courbes
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d’étalement sont présentées fig. (3.18). Les exposants des deux régimes d’étalement
sont présentés sur le tableau 3.2. Les exposants mesurés présentent la méme
décroissance que celle observée pour les gouttes de 1 pL (voir fig. 3.17) avec l'aug-
mentation de la concentration en agar. Pour une concentration d’agar donnée, les
exposants relevés ont des valeurs tres proches, aussi bien pour les gouttes del ulL que
de 2 pL. Il n’y a donc pas d’effet notable sur la dynamique lorsque le volume déposé
est doublé.

TAB. 3.2: Exposants moyens d’étalement mesurés pour I’étalement de gouttes de 2 uL de surfactine
a 1 g/L et la propagation du front pour différentes concentrations massiques du milieu

B-medium en agar.

’ m % en agar ‘ exposant étalement de la goutte : o | exposant propagation du front : G ‘

0,5 0,83 £ 0,1 0,32 + 0,01
0,70 0,73 £ 0,03 0,26 + 0,01

1 0,67 £ 0,05 0,24 + 0,01
1,25 0,68 £ 0,04 0,20 & 0,005

a et f pour goutte 1pL et 2 pL
sur milieu B 0,7%
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F1G. 3.17: Exposants a et 3 pour 'étalement de gouttes de 1 uL et 2 uL de surfactine & 1g/L pour

différentes concentrations massiques du milieu B en agar.
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F1G. 3.18: Aire en fonction du temps pour étalement de gouttes de 1 uL de surfactine & 1 g/L sur
gels de milieu B & différentes concentrations : 0,5 %, 0,75 %, 1% et 1,25 %. Le passage
a la représentation logarithmique (figures de droite) montre l'existence de deux régimes

d’étalement
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3.3.5 Influence de la concentration en surfactant

A présent, nous nous intéressons a la quantité de surfactant disponible dans
une goutte de méme volume. Les autres expériences d’étalement sur gel [19,47, 78]
montrent qu’une variation de tension de surface pour la goutte déposée ne modifie
pas la valeur de I’exposant. Afin de quantifier un éventuel effet de la concentration en
surfactant sur la dynamique d’étalement, nous allons faire varier la concentration en
surfactine d’une goutte de 1 uL sur un gel de milieu B & 0,7 % d’agar. Les exposants
moyens mesurés sont présentés sur le tableau 3.3. Bien que la dispersion dans la me-
sure de « soit assez importante, celui-ci ne semble pas affecté par le changement de
concentration en surfactine. Par contre, une légere tendance a ’augmentation de (3
est perceptible lorsque le surfactant est plus concentré (de 0,29 pour une goutte a 0,1
g.L =t de surfactine jusqua 0,44 pour une goutte & 2 g.L.~! de surfactine). La dyna-
mique du front apparait donc comme sensible a la quantité de surfactant disponible
alors que la dynamique d’étalement de la goutte, quant a elle, n’en dépend pas.

La méme expérience est réalisée sur un gel de milieu LB a une concentration en
agar également de 0,7%. Les exposants moyens de chaque régime sont établis a
partir des courbes d’étalement (voir tableau 3.4). L’écart constaté par rapport aux
exposants moyens obtenus sur un gel de milieu B a concentration en agar identique
est notable (cf fig. 3.19). En ce qui concerne le domaine d’étalement de la goutte, il
existe approximativement un facteur 2 entre 1’ exposant « relevé pour le milieu B et
le milieu LB. Une différence est également visible pour 1’ exposant (3 : la tendance a
I’augmentation de ceux-ci lorsque la concentration en surfactine augmente est bien
visible mais moins marquée que dans le cas du B-medium. Il apparait donc que les
exposants des régimes d’étalement « et § ne présentent pas un caractere universel
puisqu’ils varient d’un milieu de culture a 'autre bien que ceux-ci présentent une
méme concentration en agar. Puisque que leurs propriétés mécaniques est identique,
il semble que la composition chimique de ces milieux de cultures joue un role clef
dans le dynamique d’étalement de surfactant a leur surface.

TAB. 3.3: Exposants d’étalement pour une goutte de 1 pL & différentes concentrations en surfactine

sur gel de milieu B & 0,7 %.

| [ milieu B0,7% | |

Concentration Exposant étalement | Exposant propagation
en surfactine g/L de la goutte : « du front : §
0,1 1,04 £+ 0,05 0,29 £ 0,02
0,25 0,75 £ 0,12 0,35 £ 0,06
0,5 0,9 + 0,1 0,39 £ 0,03
1 0,83 £ 0,05 0,39 £ 0,04
2 0,85 £ 0,1 0,44 £ 0,05
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TAB. 3.4: Exposants d’étalement pour une goutte de 1 uL & différentes concentrations en surfactine
sur gel milieu LB 0,7 %.

| [ milieu LB 0,7% | |

Concentration Exposant étalement | Exposant propagation
en surfactine g/L de la goutte : a du front : 8
0,1 0,54 + 0,1 0,24 + 0,01
0,25 0,36 £ 0,1 0,29 £ 0,04
0,5 0,5 + 0,04 0,3 £ 0,01
1 0,45 £ 0,05 0,32 £ 0,06
2 0,27 £ 0,08 0,33 £ 0,05

Exposants pour milieux B a 0,7%
etLBa0,7%
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F1G. 3.19: Exposants d’étalement moyens « et 3 d’une goutte de 1 uL & différentes concentrations
en surfactine obtenus sur les milieux B & 0,7% et LB a 0,7 %. L’écart observé entre
les valeurs des exposants pour ces deux milieux montre que la dynamique d’étalement
sur des gels de méme concentration en agar mais de composition chimique différente
n’est pas universelle. Alors que a décroit avec la concentration en agar, 8 quant a lui

augmente.
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3.3.6 Discussion

La littérature est richement fournie en études concernant 1’étalement de liquides
non-volatiles et non réactifs sur des surfaces liquides ou solides. L’étalement de sur-
factants a également été beaucoup étudié sur support liquide et solide. Les solutions
polymeres et les gels se situent entre le comportement d’un solide et d’un liquide no-
tamment a cause de leur composante élastique trés marquée qui est absente chez
les liquides et qui est tres limitée chez les solides. Etonnament, peu d’études se
sont intéressées a l’étalement sur ces substrats aux propriétés viscoélastiques. Les
expériences d’étalement de gouttes a la surface de gels montrent bien souvent un
caractere axisymétrique ( Kaneko et al. [47] Szabd et al. [78]) mais peuvent aussi
présenter des formes étoilées nommeées ”starburst” ou ”wispy drops” comme men-
tionné par Daniels et al. [19]

Parmi les études traitant de 1’étalement sur gels, la majeure partie porte sur
I’étalement de liquides a faible tension de surface comme c’est le cas pour Kaneko et
al. et Szabo et al.. Le cas d’étalement de solutions de surfactants est encore plus rare
et seuls les travaux récents de Daniels et al. explorent cette voie. Il faut cependant
noter que ces expériences sont réalisées sur des gels tres faiblement concentrés en agar
(la concentration massique varie de 0,04 % & 0,16 %). L’exposant caractérisant la dy-
namique d’étalement semble étre universel et la valeur mesurée est de 0,75 quelque
soit la concentration d’agar, la tension de surface de la goutte ou encore la taille de
la goutte déposée. Ces gels "dilués” sont tres fragiles, se déforment tres facilement
et résistent tres peu a 1’écoulement lorsque l’on incline la coupelle. Les propriétés
viscoélastiques de ce type de gel sont par conséquent bien différentes de celles des
gels que nous avons utilisés qui présentent une résistance totale a 1’écoulement. Par
ailleurs, le mécanisme méme de diffusion du surfactant proposé par les auteurs semble
différent du notre, puisqu’ils évoquent une propagation dans le gel par fracturation,
ajoutant ainsi une composante dissipative supplémentaire.

Les mesures effectuées par Kaneko et al. et Szabd et al. sont réalisées sur des
gels de poly-2acrylamido-2methylpropanesulfonic acid (PAMPS). Les deux articles
proposent une étude de la dynamique d’étalement de I’éthanol et du tetrahydrofurane
(THF) dans le cas de Szabd, et de I’éthanol et de solution mixtes d’huiles silicone et de
diethyl ether pour Kaneko. Les exposants d’étalement sont déterminés dans chaque
cas. Pour Szabd une valeur proche de 0,5 est relevée pour I’étalement de I’éthanol et du
THEF quelque soit la concentration du gel. Kaneko, quant a lui, indique deux valeurs
distinctes de ’exposant suivant le caractere miscible du liquide étalé avec le solvant
du gel : 0,3 pour les fluides non-miscible (solutions huile silicone + diethyl ether)
et 0,45 pour les miscibles (éthanol), indépendamment de la concentration du gel.
Les résultats de Kaneko confirment les mesures de Szabd pour les liquides miscibles.
Contrairement a ces observations, dans notre cas, les exposants d’étalement pour la
goutte montrent une certaine sensibilité a la concentration du gel en polymeres. Il est
probable que cette différence s’explique par la nature méme des gels utilisés : chimique
pour Szabd et Kaneko, physique dans nos expériences. Kaneko mentionne qu’une
variation de I'exposant est observée sur les solution PAMPS dont le comportement
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viscoélastique varie avec la concentration en polymere : plus la solution est concentrée
et plus le caractere élastique s’affirme au détriment du caractere visqueux. Un gel
physique est constitué d’un enchevétrement de polymeres qui piegent le solvant. A
la différence du gel chimique, il n’est pas "réticulé”. Sa nature le situe donc entre
la solution de polymere liquide et le gel chimique polymérisé. 11 n’est pas impossible
que cette variation de 'exposant soit a relié a la nature méme du gel.

Les mesures In situ effectuées par I’équipe de S. Séror [25], par carottage de petits
cylindres de gel indiquent des concentrations en surfactine de I'ordre de 1076 mol.L~!
soit une concentration massique de I'ordre de 1073 g.L~!, si I'on prend pour masse
molaire de la surfactine la valeur donnée par le fabriquant Sigma Aldrich : Mgy, fl
= 1036,34 g.mol~!. Leur méthode de synthese par obtention & partir de bactéries
B. subtilis permet d’espérer que la valeur de la masse molaire si elle n’est pas ri-
goureusement exacte (puisqu’elle dépendra a priori du ration de concentration entre
surfactines C13, C14 et C15), en est néanmoins assez proche. Cette concentration In
situ semble faible comparée aux concentrations utilisées dans nos expériences. Il faut
toutefois noter que la méthode utilisée pour determiner la concentration In situ [25],
donne le ratio de quantité de surfactine détectée par rapport au volume de matiére
de I’échantillon : la concentration ainsi donnée est déterminée pour le volume de
gel prélevé. Or la surfactine est & priori localisée en surface du gel. Pour obtenir la
concentration In situ réelle il faut donc ramener le calcul de la concentration vo-
lumique sur la hauteur h réelle concernée par 1’étalement, soit h de l'ordre de 50
um contre une hauteur de carotte de gel de 5 mm. La concentration In situ réelle
est donc Cp, sity ~ 1073 x % = 107! g.L 7. Cette valeur correspond a la limite
basse des concentrations en surfactine utilisées dans nos expériences et permet donc
de transposer les résultats obtenus dans le cadre du processus de swarming chez B.
subtilis sur milieu B et LB.

3.3.7 Formulation d’un modéle d’étalement : une piste de réflexion

Nous allons essayer ici, a partir d’arguments qualitatifs simple, basés sur les proces-
sus physiques en présence, de prédire des lois de comportement du rayon de la zone
d’étalement en fonction du temps. En effet, les exposants des lois de puissance que
nous mesurons pour la propagation du front de surfactine semblent assez éloignés du
modele présenté par Szabd et al [78] qui est basé sur I’étalement de liquide a faibles
tensions de surface mais ne contenant aucun surfactant

Modele d’écoulement simple

Si I'on se place dans le cas de I'expérience de Szabd et al. : une goutte d’un liquide
miscible s’étale spontanément sur un gel. Cette goutte est soumise a 2 forces : une effet
de type Marangoni ou la différence de tension de surface entre le gel et le liquide crée
une force motrice tirant le liquide vers ’extérieur et une force visqueuse dissipative

'Données disponibles sur le site web de Sigma Aldrich ; fiche produit surfactin
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créée par ’écoulement du liquide sur une épaisseur surfacique ( faible, de I'ordre de
grandeur d’une maille du gel. Cette localisation résulte d’une approche type modele
de Brinkman [11], la friction sur le filet polymérique limitant fortement 1’expansion
spatiale du profil de vitesse. En faisant le bilan dynamique de ces forces sur une
tranche d’angle v (voir figure 3.20), nous pouvons écrire :

_R? o (OU\?
RYyAyU = 7¢C§ (62) (3.4)

Avec R le rayon de la zone en étalement, Ay la différence de tension de surface
entre liquide et gel, U la vitesse d’étalement, i) ’angle de la tranche considérée, ( la
taille caractéristique d’une maille de gel

soit en écrivant U ~ % = Ret %—g ~ % :
R? 7\
: n
A ~ —y(=| — .
RyAq TR 2¢c2<<> (3.5)
on arrive alors a la relation suivante :
A .
427 ~ RR (3.6)
n
o M =Ygy
/
R —
¢l
« « ¢

dissipation visqueuse

F1G. 3.20: Forces s’exercant sur une tranche d’angle ¢ d’une goutte liquide en étalement axisym-
metrique sur un gel. La différence des tensions de surface entre le gel (74) et le liquide
() tire sur ce dernier. La force de dissipation visqueuse créée par I’écoulement du liquide

sur une épaisseur ( s’oppose a cette mise en mouvement du fluide.

e . . . 1 ,
Par intégration nous retrouvons bien la dépendance en R(t) ~ ¢2 annoncée par
Szabd et al. Ce modele suppose un écoulement dans le volume du gel mais ne prend
pas en compte le gonflement derriere le gel observé dans nos expériences.

Prise en compte du gonflement du gel

Dans notre cas, les profils de pente et de hauteur reconstruits lors de 1’étalement
d’une goutte d’eau et de surfactine a la surface d’un gel d’agar mettent en évidence
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un gonflement a 'emplacement du front mais aussi derriere lui. En schématisant,
nous pouvons décrire cette situation par la propagation d’une épaisseur de liquide
h(t) plus haute que dans le cas précédent, de rayon variable au cours du temps R(t),
a la vitesse U ~ % (cf fig.3.21.a). La conservation du volume V de la goutte au

cours du processus impose :

V ~ wR(t)?h(t) (3.7)

Avec R(t) le rayon de la zone de hauteur h(t) au cours du temps et h(t) la hauteur
de cette zone au cours du temps.

En réécrivant & nouveau de bilan des forces dans cette configuration, nous obte-
nons :

LN\ 2
. R> n (R
soit :
M pp (3.9)
n h
U
—_—
R(t)
h(t)l HC
h(t
S DL T Thy
H T [
a b

F1G. 3.21: Figure.a : représentation schématique de 1’étalement par gonflement d’un front de sur-
factine de hauteur h(t) et de rayon R(t) variable & la vitesse U sur un gel de hauteur
initiale H. Figure b : situation identique a la figure a, en considérant le gonflement de
surface d’une couche d’épaisseur ho constituée de n mailles de taille caractéristique (p.
Apres passage du front, le gel gonfle jusqu’a une hauteur h et les mailles se dilatent

jusqu’a atteindre la taille . Le nombre de mailles se conserve apres gonflement.

Notons que si 'on conserve comme le proposent Szabd et al., I’échelle ( comme
échelle de dissipation visqueuse, le liquide circule dans des ”tubes“ de diametre hydro-
dynamique d’ordre (. A ce propos, le gonflement laisse supposer que la maille du gel ¢
ne va pas rester constante et qu’elle augmente lorsque le liquide en mouvement envahit
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le gel. En 'estimant proportionnelle & h(t), nous pouvons alors écrire :( ~ h(t) ~ %
et la relation (3.9) devient :
A .
121y = B3R (3.10)
nm
L’intégration donne, alors, une dépendance du rayon en t
1
IRTANET
R(t) ~ (4A-LV) i (3.11)
nm

Pour essayer de préciser ’échelle (, on considére une zone de gel en avant du front
celle-ci a une épaisseur hg ou la taille des pores y est notée (y. Le passage du front a
cet endroit provoque un gonflement de la zone dont la nouvelle épaisseur est appelée
h, et une dilatation des mailles dont la nouvelle taille est ¢ (voir fig.3.21.b). La
conservation du nombre maille n, quant a elle, impose :

h  ho

n=:=3 (3.12)

Ainsi la relation (3.9) peut étre exprimée en fonction de ces nouveaux parametres

: Ay ( o > ?
RR~4—"(>=) h 3.13
n \ho ( )
conduisant a
. 4A 2
RBrR~ -y <C°> (3.14)
TN ho
Puis par intégration
16 Ay 2\ 1
R~ <7v<0> t1 (3.15)
™ n  hy

Loi de répartition du surfactant

Jusqu’ici, nous avons supposé une différence de tension de surface Ay = v, —
constante comme origine de la force motrice qui pousse la goutte a s’étaler. Cependant
la tension de surface du liquide « varie proportionnellement avec la concentration
surfacique en surfactants I' comme.

Av(T) = Surface x T’ (3.16)

Par ailleurs, si le surfactant se répartie par un processus de diffusion/convection,
il est plus judicieux d’introduire une dépendance de la concentration surfacique par
rapport a sa position sur I’ensemble de la zone d’étalement, telle que :
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T'(R) = Ty <IE’> (3.17)

D’ol une dépendance du méme type pour Ay(R) :

AY(R) = Ay, <JZ)> (3.18)

En remplagant dans l’expression (3.14), on obtient :

5 4 A %
R'R=_=—CRyW2 3.19
o, o (3.19)
Puis par intégration :
4 A ¢ -1k4
Yo o\" 1
t)~ | =—— tn+d 2
R(t) (H 0 th()) + (3.20)

La prise en compte de la répartition du surfactant a la surface du gel ap-
parait comme un argument intéressant pour expliquer la faiblesse de nos exposant
d’étalement pour le front de surfactine. En posant I'hypothése d une décroissance de

2
la concentration en surfactant en I'(R) = Ty (%) , étalement se fait en R(t) ~ ts

et se rapproche des exposants déterminés dans nos expériences. Par ailleurs le liquide
se déplacant dans une zone plus étendue que dans le cas de Szabd et al., la dissipa-
tion visqueuse est donc plus importante et contribue également au ralentissement de
I’étalement avec le temps.

Une contribution dissipative supplémentaire : la dissipation viscoélastique.

La propagation d’un front de surfactine a la surface d’un gel évoque la situation
de T'avancée d’une ligne de contact sur une surface déformable. Une analyse de la
situation d’étalement d’une goutte liquide sur un tel substrat menée par Carré et
Shanahan [15] & mis en évidence un effet dissipatif lié a la nature du substrat. Il
s’agit de la dissipation viscoélastique liée a la déformation de la surface par la ten-
sion superficielle du liquide au niveau de la ligne de contact. En s’inspirant de cette
situation, nous pouvons compléter le bilan dynamique des forces. La prise en compte
de cette nouvelle composante conduit & :

¢ FEe

Avec E le module de Young du gel, v la tension de surface du liquide, € une
longueur de coupure microscopique et A, un coefficient de perte mesurant le taux
d’énergie élastique perdue par frottements internes lorsque la ligne de contact avance
en déformant le gel. Le développement de cette expression conduit a :

2 2 2
RYAYR = R—¢h” <R> + 297 fopy (3.21)
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Rh= Ly COQA AL 3.22
_7771'[ hio Y pVg ()

puis, apres intégration, a :

o= (7 () (- ant)) ¢ a2

avec [ une longueur définie comme le rapport entre la tension de surface du liquide
et et du module de Young : [ = .

Il apparait donc que l'effet de la viscoélasticité en tant que source dissipative

dépends du rapport Apyé : 8”1l est petit devant A~, alors cet effet sera négligeable
mais s’il est suffisamment grand, alors la dissipation viscoélastique sera dominante
et pourra méme tuer l'effet de "front”. Cependant cet effet nécessiterait que les gels
en question aient un module de Young assez faible donc, une faible concentration en
agar.
Cette observation est peut-étre a rapprocher des observations de Daniels et al. ou
des structures en étoiles et des arborescences apparaissent lors du dépot d’une goutte
de surfactants sur des gels tres "mous”. En effet, on peut imaginer que ce mode de
propagation se substitue a la propagation du front qui ne peut plus exister dans ces
conditions.

Nous ignorons la valeur a attribuer a € et a A, mais nous pouvons quantifier I'ordre
de grandeur de [ pour nos gels d’agar du moins concentré au plus concentré en posant
40 mN/m < v < 70 mN/m : on obtient, 10~"m < I < 107°m. Cette question est
en fait reliée a une problématique évoquée dans I'introduction et développée dans le
chapitre suivant : le mouillage des gels. Cette thématique est mal connue méme sans
ajouts de surfactants. Nous reviendrons sur ces questions plus avant dans le chapitre
suivant.
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3.4 Etalement de surfactine sur d’autres types de gel

L’étude de I'étalement d’une goutte de surfactants sur un milieu de culture ap-
parait comme une situation complexe : il s’agit d’un systeme ou le gel est mélangé a
différentes solutions ioniques pour servir de support nutritif aux bactéries. La non-
universalité de l'exposant d’étalement pour des milieux de culture de composition
chimique différente mais dont les propriétés physiques sont les mémes montre que la
nature chimique des solutions nutritives joue un role dans le processus. Dans le souci
de simplifier le systeme étudié mais aussi les conditions expérimentales de fabrication
des gels, nous avons choisi d’observer le comportement de gouttes de surfactine a la
surface de gels d’agar purs afin de savoir s’il existe un exposant d’étalement unique
pour la propagation du front en ’absence de solutions nutitives.

3.4.1 Etalement de surfactine sur gel d’agar.

Ces expériences sont réalisées avec le dispositif expérimental décrit au chapitre 2,
pour une gamme de concentration en gélose comprise entre 0,5% et 2 %. Les images
tirées des expériences sont exposées figures (3.22), (3.23) et (3.24). Les différents
clichés illustrent le processus d’étalement a différent instants pour chaque concentra-
tion en agar.

| “I “Ul ll‘ m il in?',‘ I
Ltig | \l\]

F1G. 3.22: Séquence d’étalement d'une goutte de 1 uL de surfactine & 1g/L sur gel d’agar & 0,5 %.

Les images, de gauche a droite, correspondent aux instants t = 25 s, t =225 set t =
625 s. Un front trés irrégulier et peu prononcé est visible (repéré par les fleches noires
at=10625s

Dans le cas de gel d’agar a 0,5 %, un front apparait mais est trés peu visible (repéré
par des fleches). Ce font semble trés peu prononcé et trop irrégulier pour étre mesuré
par la méthode utilisée jusqu’alors. En outre il ne semble pas du tout animé de la
méme dynamique que dans le cas du milieu B ou du milieu LB : a 635 secondes du
dépot le front s’est tous juste détaché de la goutte. Pour les autres concentrations en
agar, aucun front n’est détecté. La goutte s’étale puis se rétracte et disparait.
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F1G. 3.23: Séquence d’étalement d’une goutte de 1 pL de surfactine & 1 g/L sur gel d’agar & 0,7 %.
Les images, de gauche a droite, correspondent aux instants t = 25 s, t = 225 s et t=

625 s. Aucun front ne peut étre observé

F1G. 3.24: Séquence d’étalement d’une goutte de 1 L de surfactine & 1 g/L sur gel d’agar & 1%.
Les images, de gauche a droite, correspondent aux instants t = 25 s, t =225 set t =

625 s. Aucun front ne peut étre observé

3.4.2 Une tentative de restitution du front de gonflement : surfactine
sur agar + NaCl

Les mesures précédentes ont montré que les gels contenant des sels ioniques en
solution permettent d’obtenir un front de gonflement se propageant avec le temps.
Afin de confirmer cette hypothese, nous allons ajouter au gel lors de sa préparation
du sel de NaCL pour observer si cela suffit a la restitution du front lors de I’étalement.
Une goutte de 1 L de surfactine & 1 g.L.7! est déposée a la surface d’'un gel d’agar
a 0,7% et contenant 2% de NaCl (cf fig. 3.25). La plupart des expériences réalisées
montrent le méme comportement que ’étalement de surfactine sur agar pur 8 1% : la
goutte s’étale puis se rétracte et aucun front n’est décelé. Cependant, dans certaines
expériences, un front est visible (repéré par les fleches blanches sur la figure 3.25)

3.5 La nature du surfactant joue-t-elle un role?

Apres avoir étudié 'influence de la composition du gel sur le processus d’étalement,
nous allons nous intéresser & la nature du surfactant utilisé. L’existence du front
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F1G. 3.25: Etalement d’une goutte de 1 jL de surfactine & 1 g.L. ™! sur un gel d’agar & 1% contenant

2% de NaCl. Un front apparait progressivement (marqué par les fleches blanches) au

cours du processus d’étalement

de gonflement a pu étre démontré en présence de surfactants d’origine biologique.
Ce phénomene est-il généralement observé en présence de tensioactifs ou bien au
contraire est-il spécifique a une classe précise de surfactants ? En effet, de nombreuses
études d’étalement de surfactants de nature anionique ou cationique sur support
solide [30,56] ou liquide [1,2,81] ont montrées qu’un surfactant produit une instabilité
de digitation ou un caractere démouillant [3] durant le processus. Dans d’autres
cas, ’étalement de surfactants non-ioniques sur des surfaces hydrophiles produisent
également ce type d’instabilité [13,14]. Nous nous proposons donc de tester ici, sur
des gels de milieu B et d’agar seul, l'effet de I’étalement d’un surfactant anionique,
le SDS, cationique, Le CTAB, et non-ionique, le C2Eg. Quelques caractéristiques de
ces produits sont rappelées tableau.(3.5)

Les solutions acqueuses de SDS, CTAB et C12Eg utilisées sont toutes de concen-
tration 3 g/L afin d’étre sir de se situer au dessus de la CMC.

3.5.1 Etalement sur milieu B 0,7 %

Le résultat de I’étalement de chaque type de surfactant est montré figure 3.26 pour
le CoFg, figure 3.27 pour le CTAB et figure 3.28 pour le SDS. Dans chaque cas



3.5. LA NATURE DU SURFACTANT JOUE-T-ELLE UN ROLE ? 113
TAB. 3.5: Les différents types de surfactants utilisés
| SDS \ CTAB \ Ci2Eg
Nom Sodium Dodecyl Hexadecyltrimethylammonium Octaethyl glycol
Sulfate bromid monododecyl ether

CMC (mM) 7410 (& 20-25°C) 1 NC

yome (mN.m~1)? 30 35 33,7
Masse molaire (g.mol~1) 288,38 364,45 538,75

Nature Anionique Cationique Non-ionique

la présence d’un front est visible mais beaucoup moins marqué que dans le cas de
la surfactine. Afin de mieux visualiser ces fronts trés peu prononcés, une image est
construite en soustrayant l'image du gel avant dépot a I'image de 1’étalement a un
temps t. Ce mode de visualisation permet de faire ressortir uniquement les régions de
I'image qui ont bougé entre 'instant ¢ et le gel avant le dépot. Cette méthode permet
de révéler la présence du front qui est & peine détectable visuellement (par exemple
dans le cas de I'étalement de SDS & t = 680 s (fig. 3.28). Les fronts de gonflement
sont donc observés pour tous types de surfactants mais ils sont bien moins développés
qu’avec la surfactine.

3.5.2 Etalement sur gels d’agar 1%

De la méme maniere que pour le milieu B, les expériences d’étalement sont
conduites sur une gel d’agar pur a 1% pour le SDS (fig. 3.29) et le CTAB (fig. 3.30).
Cette fois-ci aucun front ne peut étre détecté visuellement. Cette observation vient
donc confirmer que la composition chimique des milieux nutritifs joue un role
déterminant dans ’existence du front lors de I’étalement d’une goutte de surfactant
a sa surface.
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F1G. 3.26: Les figures de gauche montrent ’étalement d’une goutte de 1L de C2 Es sur milieu B
0,7% a t = 65 s (photo du haut) et t = 330 s (photo du bas). Les fleches reperent la
position du front. Les figures de droite représentent les images a t = 65 s et t = 330 s

auxquelles la premiere image a été retranchée. Ainsi le front se révele et apparalt comme

un contour blanc autour de la goutte

F1G. 3.27: Goutte de 1 4L de CTAB sur milieu B 0,7 %. On percoit faiblement un front & I’extérieur
des bords de la goutte
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F1G. 3.28: Les figures de gauche montrent 1’étalement d’une goutte de 1 uL de SDS sur milieu B
0,7% & t = 65 s (photo du haut), t = 330 s (photo du milieu) et t = 680 s (photo

du bas). Les fleches repérent la position du front. A droite, les images sont construites

comme la différence entre I'image de gauche au temps t et une image du gel avant dépot.
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b

F1G. 3.29: Goutte de 1 pL de SDS sur gels d’agar & 1% & différents instants. Aucun front n’est
détecté
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F1G. 3.30: Figure de gauche : goutte de 1 uL de CTAB sur gel d’agar & 1%. Figure de droite :

diagramme spatio-temporel de la goutte. Comme le montrent ces images, aucun front

n’est détecté
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3.6 Etalement d’huile

L’étalement de surfactine sur milieux de culture a permis de mettre en évidence
I’existence de deux régimes d’étalement : un concernant la goutte elle-méme et ’autre
concernant le front de gonflement. L’étalement de gouttes d’un liquide de faible ten-
sion de surface et de viscosité proche de I’eau sur les mémes supports est intéressante
afin de comparer les dynamiques d’étalement. Nous avons utilisé ici de I'huile sili-
cone rhodorsil V5 de viscosité 5 cP. L’huile V5 est un liquide de choix pour cette
expérience. De plus, elle n’est pas volatile sur le temps envisagé pour l'expérience.
Les expériences sont conduites de la méme maniere que dans le cas de la surfactine :
des gouttes de 1 pL d’huile sont déposées a la surface de gels d’agar (cf fig. 3.32)
de différentes concentrations massiques (de 0,5% a 5%). De maniére assez surpre-
nante, les courbes d’étalement d’aire en fonction du temps sont assez semblables,
indépendamment de la concentration en agar (cf fig. 3.31). Le passage en échelle log-
log montre qu’il existe également deux régimes d’étalement. En outre, les exposants
d’étalement de chaque régime ont des valeurs semblables quelque soit la concentration
du gel en agar. Les valeurs calculées sont les suivantes :

e a=0,33+0,04
e 3=0,67+0,05

Cette observation est assez étonnante puisque dans ce cas de figure il n’existe pas de
front de gonflement, il s’agit simplement d’une goutte d’huile qui s’étale spontanément
sans se rétracter. De maniere plus surprenante encore 1’étalement semble s’accélérer
avec le temps puisqu’a partir de t =100 s- 200 s 'exposant a une valeur plus élevée
que dans les premiers instants (t < 100 s). Cette situation d’étalement d’un liquide
non-miscible sur un gel d’agar présente un exposant d’étalement & temps long (t >
100s) du type 7(t) ~ rot?33. Cet exposant est trés proche de celui annoncé par kaneko
et al. [A7] pour une situation similaire sur gels PAMPS :7(t) ~ rq t%3.
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F1a. 3.31: Aire en fonction de temps pour goutte de 1L d’huile V5 sur gels d’agar & différentes
concentrations massiques. Figure de gauche : aire en fonction du temps. Figure de droite :

aire en fonction du temps en échelle log-log.
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F1G. 3.32: Etalement d’huile silicone V5 sur gel d’agar & 1% & t = 3 s (en haut & gauche), t =
65 s (en haut & droite), t = 170 s (en bas & gauche) en t = 300 s (en bas & droite). La
goutte d’huile s’étale spontanément et aucune rétraction de la goutte n’est observée.
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3.7 Conclusion

Dans ce chapitre, nous avons étudié la structure et la dynamique du front de
surfactine. Notre méthode de détection nous a permis de sonder la surface libre du
gel nutritif lors de I’étalement d’une goutte de surfactine et de la propagation du
front associée. Les mesures d’amplitude mettent en évidence un gonflement local
de la zone couverte par ce front en propagation. Ses caractéristiques comme son
amplitude et sa vitesse dépendent non seulement des propriétés physiques du gel
mais aussi de la concentration en surfactants de la goutte initiale. Il est étonnant de
constater qu’aux temps longs la structure du bord du front se conserve au cours de
la propagation. Plus le gel est rigide (donc concentré en agar) mécaniquement, moins
le front est développé, a tel point que pour des gels de concentration supérieure ou
égale & 2% en agar, celui-ci n’est plus détéctable. Cette observation est un facteur
clé dans la compréhension du swarming chez B. subtilis puisque le développement
de ce phénomene en fonction de la concentration du milieu en agar est parfaitement
corrélé au développement du front de surfactine : ainsi une absence de front rend le
swarming inopérant comme observé sur des gels de milieu B &4 2 %. Il est, a ce propos,
probable que la surfactine modifie I’état de surface du gel pour faciliter la progression
des bactéries.

La dynamique d’étalement d’une goutte de surfactine sur un milieu de culture a
base d’agar présente 2 régimes en loi de puissance du temps : 7(t) ~ rot* pour la
goutte, et r(t) ~ rot? pour le front de surfactine. Pour ces deux régimes, nos mesures
montrent que les exposants diminuent avec ’augmentation de la concentration du
gel(0,12 < o <0,44 et 0,12 < 3 <0,16), ne semblent pas dépendre du volume initiale
de la goutte et augmentent avec la concentration en surfactine tout en variant signi-
ficativement d’un milieu de culture a l'autre(0,42 < a <0,52 et 0,15 < 8 < 0,22 pour
milieu B, 0,13 < o <0,27 et 0,12 < § <0,16 pour milieu B) : ils ne présentent donc
pas un caracteére universel. Un modele présenté par Szabd et al. [78] pour expliquer
I’étalement d’une goutte liquide a faible tension de surface, prédit une loi d’étalement
en r(t) ~ 1o t3 assez éloignée de nos observations aux temps long, c’est a dire pour
la propagation du front de surfactine. En s’inspirant des mécanismes physiques in-
voqués, nous en proposons une nouvelle formulation en introduisant une dissipation
visqueuse dans un volume plus grand ainsi qu'une prise en compte de la dilution du
surfactant au cours de la propagation. Ces deux nouveaux ingrédients permettent de
prédire des exposants d’étalement plus faibles et suffisent a décrire nos observations.
La nature viscoélastique des gels implique qu’une contribution dissipative de cette
nature joue probablement un role et peut méme dans certains cas inhiber le front.
Cette prédiction reste a préciser pour des gels connus et mieux malitrisés.

Enfin, les tentatives d’étalement de surfactine sur des gels d’agar purs ont montré
que le front de surfactine ne peut exister que sur des gels contenant des sels dissous
(milieux nutritifs), ce qui suggere une propagation liée a la physico-chimie. L’utilisa-
tion d’autres surfactants sur milieux de culture montre ’existence d’un semblant de



120 CHAPITRE 3. ETALEMENT DE SURFACTANTS SUR GELS D’AGAR

front de surfactant mais qui n’est comparable aux résultats obtenus avec la surfactine
ni en termes de dynamique ni en termes de structure. A cette occasion, aucun effet
lié & la nature chimique du surfactant n’a été relevé. Enfin, de maniere tres surpre-
nante I’étalement d’huile silicone de viscosité proche de ’eau sur des gels d’agar purs
montre également l'existence de deux régimes d’étalement dont la dynamique,a la
différence de la surfactine, s’accélere lors du passage au second régime.



4 Comportement d’une goutte d’eau a la
surface d’un gel

D’une fagon générale, les propriétés de mouillage statique et dynamique des sub-
strats dépendent de leur nature : des surfaces présentant des défauts comme de la
ruguosité [22,60,67,71] ou des inhomogénéités chimiques [18,22] peuvent voir leurs
propriétés de mouillage varier considérablement.

Pour des substrats rigides, la composante verticale de la tension de surface li-
quide/air n’est pas en mesure de les déformer. En revanche, dans le cas des gels,
leur caractere déformable peut étre a l'origine d’un effet nouveau : la composante
verticale agit comme une force le long de la ligne triple et déforme le substrat en le
tirant vers le haut. Cette déformation si elle est suffisamment importante peut blo-
quer la dynamique d’étalement de la goutte et introduire une hystérésis de mouillage
spécifique [74-76]. Cette piste a été explorée pour les élastomere [29] mais reste tres
peu connue dans le cas des gels [4,63,90]. La situation d’une goutte de solvant en
mouillage partiel sur un gel constitué du méme liquide est complexe. Elle méle plu-
sieurs composantes dont nous ignorons les contributions spécifique : physico-chimie,
mécanique et impuretés de surface des gels.

4.1 Observations expérimentales

Nous nous intéressons au comportement d’une goutte d’eau posée a la surface d’un
gel d’agar. Nous utilisons le méme dispositif expérimental que précédemment. Une
goutte d’eau est déposée a la surface d’un gel de milieu B a 0,7 %(cf. fig. 4.1)

| [T i *
| L

F1G. 4.1: Goutte d’eau de 1 pL & la surface d’un gel de milieu B 0,7 % a différents instants, t = 0
s (instant du dépot), t = 43 set t =118 s

121
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Comme on peut le voir la goutte d’eau ne s’étale pas completement. Elle présente
une extension radiale finie et 'interface air/liquide forme un angle de contact non
nul avec la surface du gel. La goutte est donc en situation de mouillage partiel.

Cette observation est assez étonnante puisqu’on s’attendrait a priori a une situation
de mouillage total compte tenu de la forte teneur en eau du substrat (plus de 99 %).
Il apparait donc que le fait d’ajouter une faible quantité de biopolymeres d’agar a
de 'eau, modifie les conditions de mouillage d'une goutte de solvant déposée sur ce
méme solvant.

Au moment du dépot, une variation dans I'espacement du motif de la grille montre
nettement une déformation du substrat tout autour de la ligne de contact (cf fig. 4.1
at =0 s). Des lors l'extension radiale de la goutte reste fixée jusqu’a 'amorce de
la phase de rétraction de la goutte. A compter du dépdét, le motif de grille observé a
travers la goutte devient de plus en plus serré et de moins en moins déformé. Cette
régularisation du motif traduit une diminution de la courbure de l'interface eau/air.
Cette variation de la courbure a bords fixés indique donc non seulement une variation
du volume de la goutte mais aussi de 'angle de contact.

Une représentation spatio-temporelle d’une goutte d’eau a la surface du gel (fig. 4.2)
permet de visualiser de maniere plus synthétique toutes ces observations : la ligne de
contact ne bouge pas du dépot de la goutte jusqu’a sa disparition. Les déformations
autour de la ligne de contact apres le dépot sont visibles a ’oeil nu par rapport a
I’état de surface du gel initial. Ce diagramme permet également de remarquer que
ces déformations semblent s’estomper légerement apres la disparition de la goutte
d’eau. Cependant une déformation résiduelle persiste, indiquant une diffusion de la
goutte dans le gel. Enfin 'atténuation de la déformation du motif de la grille montre
clairement la variation continue de la courbure de la goutte jusqu’a la phase de
rétraction. Dans le cas de la calotte sphérique, la courbure de l'interface impose la
valeur de I'angle de contact de l'interface air/liquide avec le substrat qui présente
donc une hystérese. Lorsque la courbure a suffisamment diminué pour que ’angle de
contact devienne égal a ’angle de retrait, la goutte entame sa phase de rétraction,
ses bords reculent en se rapprochant I’'un de 'autre jusqu’ a disparition complete de
la goutte.

4.2 Mesure de I'angle de contact : considérations et
méthode

Nous allons utiliser deux méthodes différentes pour mesurer les angles de contact
d’avancée et de reculée a la surface des gels d’agar.

4.2.1 Angle d’équilibre

Lors de la mise en contact de l’eau avec la surface du gel lors de la phase de
déposition, la goutte adopte instantanément une extension et un angle de contact
fini. La méthode optique de détection utilisée permet de mesurer la pente locale pour
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F1G. 4.2: Diagramme spatio-temporel d’une goutte eau de 1uL sur gel de milieu B 0,7 %

=
=

une coupe radiale. En assimilant le bord de la ligne triple a un diedre :

dh

il =tanf ~ 0 pour 0 petit (4.1)
dr|,_p

En relevant le calcul de la pente locale au bord de la ligne triple, il est possible
d’obtenir une mesure de ’angle que la goutte forme avec ’horizontale : dans notre
cas, 'angle de contact mesuré est définie par rapport a un substrat parfaitement
horizontal, c’est-a-dire loin de la goutte. Nous verrons que le lien entre pente et
surface du gel peut étre plus subtil car en réalité la goutte déforme le substrat.

Remarque : Nous ne possédons pas, en réalité, la mesure de la courbure au
niveau de la ligne de contact : en effet la prise d’images effectuée par le dessus ne
permet pas d’avoir une déformation optiquement nette & ce niveau. La premiere
mesure fiable se situe a une distance proche de la ligne de contact mais constitue
une mesure approchée dans I’hypothese ou la pente varie peu entre le bord de la
goutte et la position r’ : c’est-a-dire si %lr:r’ ~ % _p (cf fig.4.3). Par ailleurs
seules les lignes blanches sont utilisées comme mesures réelles dans le processus de
traitement numerique.

4.2.2 Evolution de I'angle de contact au cours du processus

La figure 4.4 montre I’évolution de 'angle de contact d’'une goutte d’eau de 1
uL au cours du temps. L’angle de contact mesuré au dépot ne peut fournir, tout
au plus, qu'une limite basse de ’angle d’avancée. L’angle de contact décroit ensuite
contintiment et corrélativement & la courbure de la goutte. A partir d’une valeur
limite, I’angle de contact ne décroit plus et forme un palier. Ce palier correspond
a la phase de rétraction de la goutte. La valeur de I'angle constant mesurée durant
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F1G. 4.3: Approximation de la pente au bord de la goutte : & une distance r’ suffisamment proche
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s ..
de 7, la pente en r’ est voisine de celle enr,tel que, 7* ‘T:R ~

cette phase est donc celle de I'angle de retrait. Puis, lorsque la goutte disparait
completement 'angle tombe a zéro.
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F1G. 4.4: Angle de contact d’une goutte de 1L obtenue par le méthode de détection optique au
cours du temps. L’angle décroit entre la moment du dép6t et le moment ou la rétraction
du liquide s’amorce. Au moment du retrait, ’angle prend une valeur fixe correspondant
a un palier sur la courbe d’évolution de 'angle (vers 550 s). La valeur de l’angle pour ce

palier est une mesure directe de 'angle de retrait
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4.2.3 Angle de retrait

Si I’angle d’avancée ne peut étre obtenu par cette méthode, cette derniére est en
revanche parfaitement adaptée a la mesure de I’angle de retrait. En effet la méthode de
détection optique est sensible aux faibles variations de pente (grace & la plus grande
quantité de points de mesure disponibles), donc capable de détecter des angles de
contact tres petits.

On peut noter (cf fig. 4.4) que la phase de rétraction s’effectue a angle constant.
Cette mise en mouvement spontanée de la goutte a un angle fixe marque la valeur
minimale possible de I'angle. Une bonne mesure de cet angle de reculée peut étre
obtenue en prenant la valeur moyenne de I'angle sur le palier.

Angle de retrait en fonction de la concentration du gel

Or en

m% en agar

FI1G. 4.5: Angles de retraits déterminés & partir de la méthode optique pour des gouttes d’eau de

1 pL sur des gels a différentes concentrations d’agar

Les mesures ont été effectuées pour des concentrations massiques d’agar comprises
entre 1% et 5% et sont indiquées sur la figure 4.5. En dessous de 1%, le domaine
élastique des gels se restreint et la déformation imposée par une goutte d’eau peut
étre permanente. Ainsi méme apres disparition de la goutte, le substrat reste un peu
déformé (fig. 4.6).

4.2.4 Angle d’avancée

La mesure de 'angle d’avancée ne peut étre obtenue directement par la méthode
de précédente. Pour mesurer 'angle d’avancée, il existe différentes méthodes comme
la mesure de I'angle au seuil du mouvement sur plan incliné ou encore la déflexion
laser [23], ... Ces méthodes ne sont pas facilement transposables & notre dispositif
expérimental, essentiellement a cause de la diffusion de liquide dans le gel. Le choix
se porte sur une méthode simple a mettre en oeuvre : la mesure de I’angle de contact
d’une goutte gonflée artificiellement par visualisation de dessus.
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FIG. 4.6: Image a : goutte d’eau sur gel d’agar 0,5%. Image b : la zone initiale d’accrochage de

la ligne contact reste déformée, méme apres disparition de la goutte. Image c :

image

b apres filtrage pour éliminer le motif de grille. La zone de déformation est nettement

visible

4.2.5 Mesure de I'angle d’avancée par la méthode de gonflement d’une

goutte

Le principe est le suivant : une goutte est initialement déposée a la surface du gel.
Elle est gonflée & I'aide d’un pousse-seringue. En filmant de dessus, I'accroissement
de surface de la goutte est relevé en fonction du temps. A partir d’une certaine
quantité de volume de liquide injectée, la goutte atteint son angle d’avancée, entame
son extension radiale & angle fixe, puis transite vers 1’état de flaque (illustration
fig.4.7). Pour une flaque suffisamment étendue la relation entre augmentation de
volume et accroissement de surface devient linéaire (cf figure.4.8), on peut approximer

I’accroissement de volume par :

AV =h x AS

injection de liquide

(4.2)

F1G. 4.7: Gonflage progressif d’'une goutte initialement & l'angle 6 jusqu’a l’angle d’avancé 6, &

I'aide d’un pousse-seringue. La goutte se met alors en mouvement, & angle 6, constant,

tout en augmentant sa surface de contact avec le substrat. Enfin lorsque le rayon de la

goutte excede la longueur capillaire k7!, elle transite alors vers un état ”flaque“ dont

I’accroissement de volume se poursuit & hauteur h et langle de contact 6, constants
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avec AV Daugmentation de volume de volume de la flaque liquide entre deux
intervalles de temps et AS I'accroissement de surface correspondant. La hauteur de
flaque h peut étre facilement déterminée en portant AV en fonction de AS et en
relevant la pente de la région linéaire.
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800 -
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Volume en L
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F1G. 4.8: Variation du volume d’une goutte gonflée avec un pousse seringue en fonction de sa
variation de surface. Le régime de goutte correspond a la partie verticale de la courbe
(début du processus de gonflage) ot 'eau injectée vient ”gonfler” la goutte, dont la surface
varie peu, pour amener l’angle de contact jusqu’a 6,. Une fois ’angle d’avancée atteint, la
goutte augmente sa surface de contact avec le gel et transite vers le régime de flaque, ou
I'augmentation de volume varie linéairement avec I’augmentation de surface de la flaque
de hauteur h et d’angle 6,. Attention, la surface mesurée n’est pas celle de la goutte seule,

elle contient une partie de la surface occupée par ’aiguille sur 'image.

En considérant qu’a chaque instant la goutte est en équilibre quasi-statique, 'angle
d’avancée 60, est relié a la hauteur de flaque par la relation suivante :

0
h = 2k~ 1sin ?“ (4.3)
Avec k71 = | /plg la longueur capillaire, v la tension de surface eau/air, p masse
volumique de I’eau. Soit :
h./
0, = 2 arcsin — 2 arcsin Y77 (4.4)

k1 2,7

Il est alors possible d’avoir une mesure de I’angle d’avancée pour différentes concen-
trations massiques en agar (cf fig. 4.9) :
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F1G. 4.9: Figure de gauche : angles d’avancée de gouttes d’eau de 1 pL sur gels d’agar de différentes
concentrations, déterminés par gonflage de gouttes/flaques. Figure de droite : angles
d’avancée moyens pour des gouttes de 1 puL d’eau sur gels d’agars a différentes concen-

trations

4.2.6 Discussion sur les angles d’avancée et de reculée en fonction de la
concentration en agar

Les angles d’avancée et de reculée sont obtenus par les deux méthodes. On constate
une variation dans les mesures des angles d’avancée. Cependant les mesures effectuées
sur des échantillons de gel issus de la méme solution initiale donnent des valeurs
d’angle assez proches. En revanche, si I’on compare ces mesures a d’autres obtenues
sur d’autres échantillons issus de solutions différentes, des fluctuations relativement
importantes peuvent apparaitre. Les angles de contact étant tres sensibles a I'état de
surface du substrat, ces fluctuations sont attribuées a la différence d’état de surface
des échantillons issus de solutions différentes. Il est en effet connu que pour un gel
physique formé de polymeres, la densité du réseau dépend entre autres de I’histoire
thermique de la solution initiale. Il est des lors envisageable que 1’état de surface
des échantillon de gel soit également influencé par le traitement thermique subi,
ce qui peut expliquer les variations d’angles de contact mesurés sur des échantillons
différents. En moyenne, les angles d’avancée affichent une valeur qui semble constante,
sil’on tient compte de la dispersion des mesures évoquées plus haut, pour des fractions
massiques comprises entre 1 % et 5 %. Une augmentation de ’angle d’avancée apparait
toutefois lorsque la fraction massique passe en-dessous de 1 %.

Les angles de reculée présentent une faible tendance a la croissance lorsque ’'on
augmente la concentration massique du gel sur la gamme de mesure (de 1 % massique
a 5% massique). Les valeurs mesurées sont plus homogenes que celles des angles
d’avancée.

Comme on peut le voir sur la figure 4.10, il existe une hystérésis du mouillage tres
marquée a la surface des gels. Cette hystéresis est constante (A ~ 20°) sur une grande
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partie de la gamme de concentration en agar :de 1% a 5%. Elle augmente encore
de maniere significative (Af ~ 30°) en dessous de 1 %. Il est légitime de s’interroger
sur la raison pour laquelle la surface d’un hydrogel d’agar composé & plus de 95 %
d’eau présente une telle hysteresis et pourquoi celle-ci augmente lorsque le gel devient
tres dilué (m %<1% en agar), alors qu’elle ne dépend plus de la concentration pour
des gels plus concentrés (1% < m% < 5%). La variation de la concentration en
agar dans les gels joue directement sur les propriétés mécaniques de ce derniers. En
outre, nous avons pu observer (cf fig 4.6) que pour des gels a faible teneur en agar, la
déformation de leur surface par mouillage est possible. Cette déformation existe-t-elle
pour des gels plus concentrés et peut-elle influencer les conditions de mouillage ?

50

T T T T - 40
o thetahen” o thetaAen®
O ThetaRen*® O ThetaRen®
o e 35
o
40 B
og 30
CE
o 25
2 30 © E c
5 °° 2
[e=] L= 8 § @ 2
& & o 8
20 | o - 15
o2 &) 8
10
10 L E|
5
f
B o B 0
0 E L I L 1 0 1 2 3 4 5 6
0 1 2 3 4 5 6

m% en agar
m% en agar s

F1G. 4.10: Figure de gauche : angles d’avancée et de reculée mesurés pour des gels d’agar de
différentes concentrations massique. Figure de droite : angles d’avancée et de reculée

moyens.

4.3 Modification de I'hystérésis de mouillage des surfaces
déformables

Le déformation de surfaces molles par mouillage est connue depuis longtemps [32]
[9]. Cet effet est du a la composante verticale de le tension de surface liquide/vapeur.
Ce phénomene a fait 'objet de quelques publications théoriques : Rusanov [70] a
formulé les conditions d’équilibre thermodynamique et le travail de déformation d’une
goutte de liquide a la surface d’un corps élastique. Plus récemment, Shanahan [74]
[75], en s’inspirant de 'analyse de Timoshenko [80] sur leffet d’une force agissant
verticalement sur un plan mince et infini, s’est intéressé & l'expression analytique
du déplacement vertical et radial du substrat a 'extérieur de la goutte ainsi qu’a
la dynamique d’étalement sur support viscoélastique [15] : le calcul montre qu’ une
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composante dissipative d’origine viscoélastique modifie la dynamique d’étalement de
gouttes liquides sur ce type de substrat.

Contrairement a 1’étalement sur couche liquide et substrat solide, ’étalement sur
des surfaces déformables a fait I’objet de peu de publications expérimentales et peu
de données sont disponibles, particulierement sur les mesures d’angles de contact sur
de telles surfaces. Bikerman [9] a montré qu’une goutte de mercure peut déformer un
hydrogel. Michaels et Dean [63] ont mesuré les angles de contact d’huiles paraffine
sur des hydrogel de silice, les mesures faites avant solidification des gels montrent des
écarts de 10°a 20° par rapport a celles réalisées sur les gels solidifiés. Par ailleurs, la
déformation de la surface est visible a I'oeil. Plus tard Andrade et al. [4] décrivent une
observation similaire dans le cas d'une goutte d’eau placée sur un hydrogel hydroxy-
acrylate réticulé. Yuk et Jhon ont étudié les angles d’avancée de gouttes d’alkane
sur des gel d’hydroxyacrylate plongés dans ’eau; les variations d’angles d’avancée
sont calculées avec la formulation de Rusanov [70] pour la déformation du sub-
strat. Leurs mesures montrent que les variations d’angles due a la déformation du
substrat se manifestent lorsque le module de Young du gel est inférieur & 10 kPa
mais n’ont pu identifier quelle composante de leur formulation est responsable de
la déformation. Plus récemment, Extrand et Kumagai [29] se sont intéressés a la
déformation de surfaces de caoutchouc réticulées et et non-réticulées par des gouttes
d’éthylene glycol(y = 47,7mN/m) et d’eau. Ils montrent que 'hystérésis de I’angle
de contact augmente quand le module de Young du substrat diminue jusqu’a une
valeur limite ol I’hystérésis prend une valeur similaire a celle observée sur des sub-
strats de polymeres hydrocarbonés d’énergie de surface équivalente. Ils définissent un
critere pour que la modification de 1”hystérésis soit notable : L’aréte de déformation
du substrat doit excéder la hauteur de la rugosité locale.

Ce critere est valide pour le caoutchouc dont le module de Young est inférieur a 5
MPa.

4.3.1 Déformation d’une surface par mouillage

En situation de mouillage partiel statique, sur un substrat rigide, la projection
horizontale des forces conduit a la relation bien connue de Young-Dupré. La compo-
sante verticale est équilibrée par 1’élasticité du substrat. Par opposition on utilisera
le terme de surface déformable lorsque le substrat est suffisamment "mou“ pour étre
déformé par la projection verticale de la force de mouillage. En d’autres termes, si le
module de Young du substrat est suffisamment bas.

En comparant la composante verticale de la tension de surface eau/air au mo-
dule de Young (%M) on obtient un rapport qui a la dimension d’une longueur
(tableau4.1). Cette distance représente la hauteur caractéristique sur laquelle le sub-
strat est déformé.

Cette déformation, si elle est suffisamment importante, peut modifier les propriétés
de mouillage de la surface
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TAB. 4.1: Longueur de déformation de la surface du gel

’ m % agar ‘ &En@ en nm
0,5% 10000
1% 1000
2% 200
3% 140
4% 85
5% 60

F1G. 4.11: Déformation d’une surface molle de hauteur initiale ho par la composante verticale de

la tension de surface eau/air :&EDG
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4.3.2 Modification de I’hystérésis de mouillage par déformation du
substrat : le modele d’Extrand et Kumagai

La formation d’'une aréte de mouillage par capillarité modifie localement I’incli-
naison de la surface. De la méme maniére que la rugosité, on peu supposer que
I'inclinaison locale de la pente va modifier ’angle de contact du liquide par rapport
a I’horizontale.

Extrand et Kumagai [29] proposent une explication de ce phénomene en combinant
une expression purement géométrique avec une approche analytique proposée par
Shanahan et de Gennes : ils s’appuient en fait sur Gibbs [32] qui propose une relation
reliant I'angle de contact apparent 6; a 'angle de contact réel sur la surface inclinée
91'7() (Cf ﬁg. 4.11)

0; = 0i0+2(m/2 — ) (4.5)

avec ¢; 'angle de contactapparent, ¢; o représente le véritable angle de contact par
rapport a la surface inclinée d’un angle 7/2 — ¢ ou encore 'angle de contact sur la
surface non déformée. En remplacant ¢ par les données du probléeme :

Sl

0; = 0; 0+ 2tan" () (4.6)

~—

Shanahan [74] a calculé la forme analytique ((X) de la déformation d’une surface
élastique au voisinage d’une ligne de contact située en X=X qui engendre une sorte
d’ aréte induite par la composante verticale de la tension de surface du liquide :

2v(1 — v? d sin 0 (1 —2v)fcosb

_ ) [
C=—F TR Tasn oy 2(1— 1)

(4.7)

ou ((X) est le hauteur de la surface & une distance X du centre de l'aréte de
déformation Xy, v est le coefficient de Poisson, d la portée latérale sur laquelle la
déformation agit, E le module de Young du matériau et ~ la tension de surface du
liquide.

Cette expression présente une singularité lorsque X — Xjy. Shanahan et de Gennes
[76] donnent une formule approchée dans ce cas c’est a dire lorsque ((X) — h,
moyennant une coupure microscopique :

Y
h ~ v sin 91-[4(1]3)] (4.8)

Signalons ici qu’en toute rigueur, il y a un préfacteur logarithmique, la pente variant
en%. Pour la déterminer, nous dérivons I’expression de la hauteur de la zone déformée
par une goutte d’apres Shanahan (4.7) :

ﬁ_?y(l—l/?) sin 0
X  7E X-Xg

(4.9)
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Il est possible de calculer g—)c( si I'on connait F, sinf et (X — Xp). Les résultats
obtenus sont comparés aux valeurs de pentes données par notre méthode de recons-
truction. Comme le montre la figure 4.12, il existe une bonne correspondance entre
les valeurs de pente déterminées expérimentalement et celles issues de la formulation
de Shanahan, notamment pour les pentes supérieures a 0,01 rad. En revanche, la
distance latérale déformée semble surestimée par rapport aux valeurs mesurées.

Si a présent ’on considere que les hydrogels d’agar sont incompressibles dans la
gamme de concentration étudiée, ce qui se traduit par un coefficient de Poisson v = %,

alors :

3~ sin 6;
~— 4.1
ha (4.10)

En combinant (4.6) et (4.10) et en postulant que le substrat est faiblement déformé,
c’est-a-dire tan_l(%) ~ % on obtient finalement la relation suivante :

00,
67sinb; (4.11)

0; = 0; 0+
0 bE

Ou 0; peut étre I'angle d’avancée 0, ou de reculée 0,.. Dans le cas de I’avancée la

contribution 6721759“ vient s’additionner & 'angle 6, ¢ alors qu’en reculée elle se sous-

trait a 60, 9. On voit donc bien que la déformation h peut augmenter I’hystérésis

naturelle du mouillage.
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F1G. 4.12: Pente du bord gauche d’une goutte d’eau delpL sur un gel d’agar 0,7 %. La longueur mi-
croscopique Xy est choisie de I'ordre du nanometre. La courbe rouge représente la pente
avant dépot de la goutte, la courbe verte représente la pente apres dépdt et la courbe

bleue représente la pente calculée par ’expression de Shanahan pour la déformation de

la surface par mouillage.
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4.3.3 Angles de contact en fonction du module de Young F

La concentration du gel en agar étant directement reliée a ses propriétés
mécaniques, les angles d’avancée et de reculée montrent le méme comportement vis
a vis au module de Young (cf fig.4.13) que par rapport a la teneur du gel en agar.
L’expression 4.11 montre une dépendance entre ’angle de contact apparent et la
composante élastique de gel. Il s’agit d’une relation linéaire ou ’angle de contact réel
sur le surface est modulé par le rapport entre force capillaire et module de Young du
substrat. La détermination de 0; o est impossible expérimentalement dans nos condi-
tion puisque notre méthode de détection repose sur la comparaison de la surface du
gel avant et apres dépot d’une goutte : nous ne mesurons donc que ’angle apparent
0i. Extrand et Kumagai proposent une détermination graphique de 6;¢ en portant
0; en fonction de %}591’. Dans cette représentation, le prolongement d’un ajustement
linéaire en zéro fournit I’angle de contact sur un gel infiniment rigide (E — o0) soit
I’angle de contact réel non biaisé par la déformation de surface : 6; o. Dans le cas d’Ex-
trand et Kumagai les données expérimentales s’alignent sur une droite (cf fig.4.14)
qui permet de mesurer également b et semble indépendant de E. Cependant cette
méthode fonctionne avec moins de précision pour nos mesures. Dans le cas des angles
d’avancée, seuls les points correspondants aux gels & 0,5 % et 0,7 % sont sensibles a
la variation du terme %ﬁjei. Les gels a plus forte concentration présentent des angles
d’avancée constants indépendamment de la modulation introduite par ce terme. Il
existe deux explications possibles a cela : soit le module de Young du gel devient
beaucoup trop important et ”tue* la contribution WSbigei lorsque la concentration en
agar dépasse les 1%, soit le terme b présente une dépendance linéaire en % dans
la région ou la concentration dépasse les 1% et par conséquent la contribution de-
vient identique pour toute concentration supérieure a 1%. Par cette méthode, nous

obtenons toutefois 6,9 = 3,1" et 0,0 = 21,4
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F1G. 4.13: Angles d’avancée et de reculée en fonction du module de Young du gel
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F1G. 4.14: Représentation graphique 6; = f(252%) Figures du haut : données expérimentales
obtenues par Extrand et Kumagai. Figure du bas : angles de contact moyens obtenus
par nos mesures, représentés en lin-log. La droite montre un exemple d’ajustement

linéaire pour un lot de données.

TAB. 4.2: A0 = 0; — 0, pour des gels d’agar de différents modules de Young. Un écart significatif
apparait pour un gel de 0,5 %

’ m % agar ‘ EenkPa | 0, —6,0en" | 6,0 — 6, en”

0,5% 4,1 14

0,7% 2,2 12,3

1% 26,3 0,8 1,29
2% 132 0,30 0,81
3% 174,38 0,7 0,90
4% 330,5 2,3 0,66
5% 4213 0,2 0,36
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L’écart entre angle de contact apparent et angle de contact réels (cf. tableau4.2)
montre la contribution de la déformation du gel a la mesure de ’angle de contact.
L’écart ne semble significatif que pour les gels a 0,5% (A6 = 147) et 0,7 %(A0 =
12,3"). En d’autres termes seul un gel suffisamment "mou”, donc tres faiblement
concentré en agar est suffisamment déformable pour modifier significativement 1’angle
de contact. Les expériences de Bikerman et al. [9] et de Yuk et Jhon [90] montrent la
méme tendance. Dans les mesures de Bikerman, une goutte de mercure déforme la
surface d’un hydrogel dont le module de Young E est de 6 kPa. Yuk et Jhon montrent
que pour les hydrogels dont F est supérieur a 10 kPa, le changement d’angle Af n’est
pas perceptible et pour les plus mous (E ~ 1kPa), la variation est de l'ordre de 2° a
3°. Dans notre cas, le changement s’opeére pour des gels dont le module de Young est
de cet ordre de grandeur (E = 4,1 kPa). La variation d’angle de contact mesurée est
quant a elle plus importante que dans le cas de Yuk et Jhon mais reste dans la gamme
de variation mesurée par Michaels et Dean [63]. Connaissant, 6; o, il est également
possible de calculer la déformation latérale du substrat lorsqu’elle est déformée par
mouillage.

4.3.4 Echelle de la déformation latérale b selon Extrand et Kumagai

Dans le cadre de leur modele, Extrand et Kumagai proposent de déterminer gra-
phiquement b en I’assimilant a la pente des droites 6; = f(%gei) (fig. 4.14) et fixant
ainsi cette valeur quelle que soit la rigidité du substrat. Nous ne procéderons pas de la
sorte pour deux raisons : nos données dans ce mode de représentation ne permettent
pas un ajustement satisfaisant par une droite; d’autre part, il n’existe, a priori, au-
cune raison de penser que la longueur b ne dépende pas du module de Young du
gel et donc de sa concentration. Afin de rester dans le cadre du modele d’Extrand
et Kumagai, nous allons utiliser la relation (4.11) pour exprimer b en fonction des

autres parametres connus tel que :

6+ sin 6;
(01 — 0i70)E

Les valeurs obtenues par cette méthode (tableau 4.3) sont supérieures de deux
ordres de grandeur a celles calculées par Extrand et Kumagai dans le cas de goutte
d’eau en mouillage partiel sur des élastomeres réticulés ou non ce qui semble en accord
avec le fait que les modules de Young de leurs substrats soit cent fois plus élevés que
les notres.

b= (4.12)
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TAB. 4.3: Valeurs de b obtenues par la formule d’Extrand et Kumagai (4.12)

’ Concentration m % gel en agar | b en mm ‘

0,5 0,24
0,7 0,49
1 0,4
2 0,22
5 0,1

4.3.5 Portée latérale de la déformation B : mesures expérimentales

Nous nous sommes posés la question de savoir si ’échelle b introduite par Extrand
et Kumagai a un lien avec la portée latérale de la déformation B que nous mesurons
directement avec notre dispositif expérimental. Grace a une représentation spatio-
temporelle d’une coupe du centre de la goutte, la déformation du substrat induite
par le dépot de celle-ci (cf fig. 4.15) peut étre mesurée a chaque instant de part et
d’autre de ses bords. L’estimation de B est obtenue en appréciant a 1’oeil la distance
sur laquelle on constate un décalage du motif entre I'instant qui précede le dépdt (t
= -1 s) et le dépot de la goutte (t = 0 s) (voir fig.4.15). Le critere de choix pour
la distance mesurée se fait par comparaison de la position des pixels a ’extérieur
de la goutte,entre ces deux instants (correspondant a 2 lignes successives sur le dia-
gramme). La mesure s’arréte lorsqu’entre ces 2 lignes successives, la discontinuité
entre les pixels appartenant aux franges blanches et noires n’est plus observée. La
mesure est effectuée a l'instant du dépot de la goutte afin d’éviter que la mesure de
B soit tronquée par la diffusion de I'eau dans le gel, qui amplifie progressivement
sa déformation a mesure qu’elle prend de I'ampleur. Contrairement a la diffusion, la
déformation du substrat par mouillage se produit a 'instant de la mise en contact
de la goutte avec le gel, elle est donc instantanée. Cependant, a cause de la nature
viscoélastique des gels, il faudrait attendre que la contrainte appliquée sur la sur-
face du gel, relaxe vers 1’équilibre pour mesurer la déformation réelle du gel lorsque
la goutte est en situation de mouillage partiel a 1’équilibre. Toutefois dans le cas
des gels d’agar, des études dynamiques ont montré que la composante viscoélastique
reste faible devant sa composante élastique [87] [37] : la mesure de la déformation par
mouillage prise a I'instant du dépot est donc tres voisine de celle qui serait observée
sur des temps plus longs.

Les mesures de B effectuées sur des gels d’agar de concentrations différentes (de
0,3% a5 %) (voir tableau 4.4) sont du méme ordre de grandeur que celles déterminées
par la formule (4.12). Toutefois, malgré cette concordance, ’origine du comportement
de I'angle de contact en fonction de la concentration du gel en agar ne s’explique pas
avec le modele d’Extrand et Kumagai.
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i =2

F1G. 4.15: Figure de gauche : bord supérieur droit du diagramme spatio-temporel d’une goutte

d’eau sur un gel d’agar. Figure de droite : zoom sur le bord supérieur droit du spatio au
moment du dépot de la goutte (zone entourée sur la figure de gauche). Le trait rouge

représente la mesure de B relevée a 'oeil.

TAB. 4.4: Mesure de la portée latérale de déformation B induite par le dépot d'une goutte d’eau

de 1 pL sur des gels d’agar de différentes concentrations

m%enagar | 03% | 1% | 2% | 3% | 4% | 5%
091 | 0,3 | 04 | 0,33 | 0,23 | 0,37

122 [ 033039 0,22 | 0,25 | 0,43

1,169 | 0,57 | 0,38 | 0,29 | 0,33 | 0,33

0,71 | 0,34 | 0,275 | 0,36 | 0,34

0,27 | 0,37 | 0,261 0,26

0,37 0,38 | 031 0.5

0,40 | 0,33 0,39

0.4 0.4

B en mm 0,46
0.3

0,28

0,24

0,67

0,38

0,52

0,32

0.35
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4.3.6 Une nouvelle formulation du probléme : la prise en compte de la
tension de surface du gel

Dans le but d’essayer de mieux comprendre le role respectif des différentes échelles
spatiales b et B, nous allons essayer ici de reformuler le probleme de la déformation
de la surface du gel par la tension de surface du liquide de maniére plus générale.

Si une force linéique tire sur la surface d’'une portion de gel, celui ci se déforme
jusqu’a satisfaire 1’équilibre mécanique (cf figure 4.16) :

a¢
ox

avec r la distance sur laquelle le gel subit un étirement, -, la tension de surface de
I'eau,y, celle du gel, o la contrainte a une distance r dans le volume du gel s’opposant
a son étirement, zeta(z) la hauteur de linterface gel/air a la position z et K un
coefficient numérique a définir. A la différence des autres approches existantes de
cette situation, nous considérons la contribution due a la tension de surface du gel
qui s’oppose a la déformation.

vsinf = Kro + v, (4.13)

F1G. 4.16: Déformation local d’un gel par la tension de surface d’une goutte déposée a sa surface.
La tension de surface déforme le gel sur une zone circulaire de rayon r. La contrainte

engendré par cet étirement et la tension de surface du gel s’opposent a la déformation.

Par définition o est tel que :

U:EezEgi (4.14)

ou € est la déformation relative et F le module de Young du gel.
En combinant les expressions (4.13) et (4.14), on peut alors écrire :

o¢ v sind ~v sinf

=1t _ 77 1 777 4.15
dr EKx+ % FEux+ 3% (4.15)
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Avec 8 un coefficient & définir.
En intégrant entre une longueur = quelconque et une longueur macroscopique T :

xoo"'/B’yfg Too + Bly
z+ % z + Bl

avec [, = VFQ et [, = %g les longueurs élasto-capillaires respectives pour les interfaces
eau/gel et air/gel Cette nouvelle expression de la hauteur de l'interface du gel ne
diverge pas lorsque x — 0 mais le terme logarithmique empéche la pente % de
s’annuler lorsque x — 0. Il faut donc chercher a introduire une échelle de coupure au

dela de laquelle la pente devient nulle

C(x) = x sin 6 log|

. ] (4.16)

] = lesinflog|

Une échelle de coupure latérale

F1G. 4.17: Effet de la mise en tension sur un élément de surface de gel : la tension de surface du
gel tire sur chaque bord de I’élément faisant apparaitre une contrainte s’opposant a sa

déformation.

Si l'on considere un élément d’interface du gel comme représenté figure 4.17, a
chaque extrémité de cet élément, sa tension de surface tire sur ses bords faisant
apparaitre une contrainte o dans le volume du gel s’opposant a la déformation de ce
dernier. Ce cas est analogue a la situation de la tension d’une corde lestée.

L’équilibre mécanique dans ce cas se traduit par la relation suivante :

¢ o¢
_’Yg% z+dz 'Vg% z
Dans le cas x > H, la déformation € peut étre approximée par le rapport de la
hauteur a 'emplacement x sur la hauteur initiale de 1’échantillon : € ~ % (cf fig
4.17). La contrainte o s’écrit alors :

= —odx (4.17)

oc=FE>"L (4.18)



4.8. HYSTERESIS DE MOUILLAGE DES SURFACES DEFORMABLES 141

On peut alors réexprimer la relation (4.17) en :

0’¢C E
’Yg@ + ﬁ( =0 (4.19)
dont les solutions sont du type :
—x
((x) ~ ea:p[b ] (4.20)
m
ou b, est une échelle horizontale de coupure macroscopique telle que
H
b = % (4.21)

Cette longueur est calculée pour I’ensemble de la gamme des gels utilisés et les
résultats sont indiqués tableau 4.5. Les valeurs ainsi calculées pour les gels de concen-
tration 0,5 %, 0,7% et 1% coincident avec les valeurs de portée de déformation B
mesurées expérimentalement (cf tableau 4.4).

TAB. 4.5: Calcul de la I’échelle de coupure macroscopique by, d’apres la relation (4.21)

m % en agar | b, en um
0.5 270
0,7 370
1 107
2 50
3 40
4 30
) 27

Retour sur I'angle de contact

En se placant a nouveau dans le cas ou une goutte déposée a la surface d’un gel
le déformant par la composante verticale de sa tension de surface, on peut écrire une
composition des angles (cf fig. 4.18) comme dans le cas d’Extrand et Kumagai :

Oapp = O + 0 (4.22)

Avec 04, I'angle de contact apparent du liquide, 6, la pente du gel au niveau de
la ligne de contact et 8, 'angle de contact réel de la goutte sur la surface du gel. En
considérant que la transition liquide/solide, au niveau de ligne de contact, se fait sur
une échelle xg, typiquement la maille du gel, alors on peut exprimer ’angle 6, lorsque
Tr — Xo -
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aC _ 7 sinfapy

0, ~sinf, ~ —= == 4.23
g St Y ox T=x0 E o + ﬁ%’ ( )
Finalement :
I LT 4.24
app_e$0+ﬂlg+ ( )
Remarques :

— Dans cette nouvelle formulation, la formule proposée par Extrand et Kumagai
(4.12) apparait comme le cas particulier ou la tension de surface du gel est
négligée devant son élasticité g1, =

N . RN . N . ~ sin Oapp
— Si a présent on considere le cas inverse, a savoir 31, > g, alors Og,, ~ TgT—'—

0. Soit 55 Jf W&, si I'on considere que 6,4y, < 1. Ou encore %9 si I’on considere,
en plus, que les tensions de surface de 'eau et du gel sont voisines [89]. Dans
cette situation, I’angle apparent est constant et ne dépend plus de 1’élasticité du
gel, donc de sa concentration. Cela pourrait étre une explication possible pour
la constance de nos angles en fonction du module de Young pour des gels de

concentration massique en agar supérieure a 1%.

F1G. 4.18: Composition des angles pertinents dans la cas de la déformation d’un gel par la tension
de surface d’une goutte : 04y est angle apparent entre 'interface liquide/air et 1’hori-
zontale, il correspond & la somme de 6, la pente de la surface du gel au niveau de la
ligne de contact, et de 6, I’angle réel d’avancée du liquide sur la surface du gel inclinée

d’un angle 6,
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4.4 Devenir d’une goutte a la surface d’un gel : diffusion et
évaporation

Une goutte d’eau déposée sur un gel d’agar finit par disparaitre au bout d’un
certain temps. La dynamique de disparition est aisément visible sur un diagramme
spatio-temporel (cf fig.4.2).Des expériences préliminaires montrent que le temps de
disparition peut varier d’'un facteur 10 d’une expérience a I’autre. Nous allons étudier
I'influence de quelques parametres afin d’indiquer des pistes de réflexion pour la
compréhension du comportement d’une goutte d’eau sur un gel d’ agar. Si des échelles
de temps différentes semblent exister, le processus de disparition présente des ca-
ractéristiques communes dans tous les cas de figure : lors du dépot une déformation est
visible de part et d’autre de la ligne de contact (cf fig. 4.1 et fig. 4.2) ; et avec le temps
la goutte s’affaisse, puis lorsque la ligne triple atteint ’angle limite de rétraction, elle
recule jusqu’a disparition compléte du liquide. Si le phénomene physique a ’origine
de la disparition de la goutte est la diffusion, il n’est pas évident, expérimentalement
de savoir s’il s’agit de diffusion dans le gel ou bien de diffusion du liquide dans I’air
ambiant, c’est-a-dire d’évaporation. Les deux phénomenes sont envisageables : la si-
tuation d’une goutte de liquide en mouillage partiel sur un substrat poreux est en
partie analogue a celle d'une goutte d’encre sur du papier qui a été largement étudiée
pour les besoins de 'industrie de ’édition [17,20,21,24,50,57] ou I'imprégnation se
fait par capillarité : il s’agit d’un écoulement dans un poreux dont 'efficacité dépend
sensiblement de la mouillabilité des pores par le liquide. Il existe néanmoins une
différence notable entre la résorption d’une goutte d’eau dans un gel d’agar et sur du
papier : dans notre cas, le ”poreux” est déja gorgé d’eau.

Quelques expériences simples de mesure du temps de disparition de gouttes a la
surface des gels peuvent apporter quelques éléments de réponse.

4.4.1 Influence de “I'age” du gel

Ce qui est entendu ici par “4ge” du gel, c’est la durée qui s’est écoulée depuis que
la boite contenant le gel a été ouverte a l'air libre avant utilisation. En effet, ’eau
contenue dans le gel s’évapore au cours du temps (voir les mesures d’évaporation de
gels, chapitre 1). Si l’on considére la diffusion dans le volume du gel, cette variation
constante de leur teneur en eau est susceptible d’avoir une influence sur le temps
de disparition de la goutte en fonction de 'affinité des polymeres d’agarose pour les
molécules d’eau. Une série d’expériences est réalisée pour mesurer le temps de dis-
parition d’une goutte de 1 puL déposée a la surface d’'un gel a 1% d’ages différents.
Les gels sont préparés comme précédemment : la solution eau/agar a 1% est placée
dans une boite de Petri couverte pendant 25 min, puis les boites sont ouvertes et
les gels laissés au contact de l'air le temps désiré (5 min, 15 min, 1 h, 10 h, 19 h
30). La disparition des gouttes est observée a l'oeil et chronométrée. Les mesures de
temps et le temps moyen de disparition sont représentés sur la figure 4.19. Concernant
I’évaporation pure, des mesures de gouttes d’eau sur substrat solide (boite de Pétri)
sont conduites parallelement, dans les méme conditions de température et d’humi-
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dité : 1 goutte de 1 pL s’évapore en 28 min 20 s = 4 min et une goutte de 10 uL en
1 H 53 min £+ 7 min. Une décroissance du temps de disparition en fonction de 1’age
du gel est visible. Pour des gels dgés de 5 et 15 min ce temps est comparable a ceux
obtenus pour I’évaporation d’une goutte d’eau sur substrat solide. Pour les gels agés
de 10 heures et plus, la goutte disparait en 3 minutes, soit dix fois plus rapidement
que pour un gel agés de 5 minutes. Ici ’échelle de temps est inférieure d’un ordre de
grandeur a celle de I’évaporation qui ne peut pas étre le phénomene dominant. Dans
ce cas précis, on observe un fort gonflement du gel localisé a I’endroit ou se trouvait
la goutte. Il semble donc que ’age du gel est un parametre clef régulant la balance
entre diffusion dans le gel et dans 'air : pour des gels jeunes, ’évaporation est le
principal responsable de la disparition de la goutte d’eau, pour des gels plus vieux la
diffusion du liquide dans le gel est favorisée.
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F1G. 4.19: Temps moyen de disparition d’une goutte d’eau de 1 uL sur un gel & 1% d’ages différents.
Le temps d’absorption de la goutte est dix fois plus grand pour un gel ”jeune” (ouvert
5 minutes aprés solidification) que pour un gel plus ”vieux” (laissé a l’air libre pendant
plus de 10 heures apres solidification). Dans ’encadré : mesures du temps de disparition
des gouttes d’eau de 1 pL sur gel 1% en fonction de ’age du gel. T°= 23°C, humidité
relative = 40% + 5%

Concernant la diffusion dans le gel, plusieurs effets peuvent étre a ’origine de ce
phénomene. Il est probable qu’au moment de sa formation le gel est dans un état
thermodynamique de stabilité relative grace a la solvatation des polymeres d’agarose.
Une expérience va dans le sens de cette supposition : 'ajout de 20 mL d’eau a la
surface de gels venant juste d’étre préparés ne fait pas varier significativement son
poids méme apres 48 h. L’évaporation de l’eau contenue dans ce dernier 1’écarte
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progressivement de cet état d’équilibre, si bien qu’au bout d’un certain temps, le
dépot d’une goutte d’eau a la surface libre du gel est une situation moins favorable
energetiquement que la diffusion de cette goutte dans le gel afin d’hydrater a nouveau
les polymers et ainsi tendre a ramener le systeme vers un états de plus basse énergie.
Cette situation est en fait un cas de diffusion pilotée par pression osmotique : la goutte
a la surface du gel étant plus concentrée en ”eau pure” qu’un volume équivalent de
gel (qui contient des polymeres d’agarose et de I’eau), il est alors probable que 'eau
de la goutte se trouve en surpression par rapport a celle contenue dans le gel. Si
I’hypothese de la pression osmotique est correcte, alors une diminution du temps
d’absorption doit étre relevée sur des gels plus concentrés en agarose. Ou encore une
dilution en eau des gouttes posées a la surface du gel doit entrainer une diminution
du temps d’absorption. L’écoulement dans le réseaux poreux du gel peut aussi étre
évoqué, mais il semble peu probable puisqu’ a priori celui-ci contient déja de I'eau
"libre“
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4.4.2 Influence de la concentration en eau de la goutte déposée

L’idée ici est simple, il s’agit d’explorer ’hypothese de la diffusion de I’eau dans le
gel par pression osmotique. Afin de diminuer cette pression exercée par une goutte
sur le gel, I'eau est mélangée en quantité égale avec de glycérol. Ainsi la nouvelle
solution présente une concentration en eau moins élevée, diminuant également la
pression osmotique ressentie par le gel. Pour des gels jeunes (utilisés 5 mins apres
séchage) a 2%, les temps de disparition de gouttes de différents volumes d’eau et de
solution sont mesurés et comparés (cf fig. 4.20). Méme s’il est légerement plus élevé,
le temps moyen de disparition des gouttes de solution eau/glycerol est tres proche de
celui d’une goutte d’eau de méme volume. Il existe donc bel et bien un processus de
diffusion dans le volume du gel pour un gel jeune dont 1’échelle de temps est voisine
de I’évaporation, mais le phénomeéne d’osmose ne semble pas y contribuer de maniere
significative.
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F1G. 4.20: Temps moyen de dispariton d’une goutte d’eau et de solution eau/glycerol de différents
volumes (1 pL, 10 L et 100 pL) sur un gel a 2 %.T°= 23°C, humidité relative = 40 %
+5%
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4.4.3 Influence de la concentration du gel en agar

Dans les gels d’agar, la concentration en polymeres influence la taille des pores.
D’une maniere générale, plus le réseau matriciel contient de polymeres et plus celui-
ci est dense, réduisant ainsi la taille caractéristique de la maille. Dans le cas de la
diffusion de solvant dans le papier [17], une variation de la taille du pore d’un facteur
2 ou 4 modifie significativement la vitesse de résorption des gouttes dans le substrat.
Pour les gels d’agar, dans la gamme de concentration en agarose testée, il ne semble
pas y avoir de manifestation distincte d’une influence sur le temps de disparition
d’une goutte d’eau ou d’une goutte de solution eau/glycerol. Le temps moyen mesuré
pour une goutte de 1 uL d’eau est relativement constant d’une concentration a I’autre
(cf fig.4.21). Comme précédemment pour 0,5 %, 1% et 2%, les temps de disparition
de gouttes de solution sont légerement plus élevés mais tres proches de ceux d’une
goutte d’eau de méme volume (cf fig. 4.22). Les mesures concernant les gels a 0,5 %
sont plus incertaines puisque la déformation permanente du substrat apres dépot
d’une goutte rend plus difficile la détermination claire du temps de disparition.
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F1G. 4.21: Temps moyen de disparition d’une goutte d’eau d’1uL en fonction de la concentration
massique du gel. Les mesures sur les gels de 0,5 % sont plus incertaines & cause de la
déformation permanente du gel par la goutte. T°= 23°C, humidité relative = 40 % =+
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F1G. 4.22: Temps moyen de disparition d'une goutte de 1 pL d’eau et de solution eau/glycerol
pour différentes concentrations massiques en gel (0,5 %, 1% et 2%). T°= 23°C, humidité
relative = 40% + 5%
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4.5 Conclusion

Les mesures effectuées dans ce chapitre sur les angles de contact d’une goutte d’eau
a la surface d’'un gel d’agar montrent qu’il existe un fort hystérésis de mouillage. Cet
hystérésis augmente encore lorsque la concentration du gel en agar diminue alors
qu’il semble constant pour les concentrations plus élevées (supérieure a 1 %m). Nous
avons alors essayé d’expliquer nos résultats par un modele élaboré par Extrand et
Kumagai [29], inspiré des travaux de Shanahan [15,76] qui prédisent une modulation
de I'hystérésis en fonction de la déformation du substrat, mais sans succes. Dans
le modele d’Extrand et Kumagai, I’échelle de déformation latérale b ne dépend pas
du module de Young, ni de la tension de surface du substrat qui jusqu’ici a été
négligée. En partant de ce constat, nous proposons un modele tenant compte de ce
nouvel élément afin d’obtenir une nouvelle formulation de la hauteur de gel déformé
par mouillage. Le résultat obtenu présente un rapport de coupure logarithmique
comme dans le cas de Shanahan mais cette fois-ci la divergence est levée lorsque ’'on
s’approche de 1’échelle de la ligne de contact. Cette nouvelle approche a permis de
redéfinir une échelle de coupure macroscopique b, cohérente avec nos observation
pour les gels dont le module de Young est le plus bas. Par contre il subsiste une
différence d’'un ordre de grandeur entre b,, et B dans le cas des gels a module de
Young plus élevé.

Cette approche a également permis de donner une nouvelle formulation de ’angle
de contact apparent pour la goutte dont la formule donnée par Extrand et Ku-
magai apparalt étre le cas particulier ou la tension de surface du gel est négligée
devant son élasticité. A 'inverse, le cas opposé ou la tension de surface du gel est
prépondérante, donne une expression constante pour 'angle apparent qui ne dépend
plus de Iélasticité du gel. Ce phénomene pourrait peut-étre expliquer pourquoi nous
mesurons un angle apparent constant pour des gels dont la concentration massique
est supérieure ou égale a 1 %.

Enfin quelques mesures de temps de disparition de gouttes d’eau & la surface d’un
gel d’agar ont permis de montrer que "I’age® du gel joue un réle d’arbitre entre
diffusion dans le gel et évaporation : si dans le cas des gels agés, le temps de disparition
ne laisse aucun doute sur la diffusion de I’eau de la goutte vers le gel, dans celui des
gels plus jeunes, le temps de disparition tend vers le temps d’évaporation. Toujours
dans le cas des gels jeunes, I'utilisation de gouttes d’eau pure et de solution mixte
eau/glycérol a permis de montrer que méme si les gouttes de solution mixtes sont
légerement plus longues a la disparition, la pression osmotique exercée par les gouttes
ne semble pas intervenir significativement dans le processus de disparition.



150 CHAPITRE j. GOUTTE D’EAU A LA SURFACE D’UN GEL




5 Conclusions Générales

Les travaux menés au cours de cette theése ont initialement été inspirés par une
problématique d’origine biologique. La question portait sur ’existence éventuelle
de mécanismes physiques responsables du phénomene de ”swarming“ (migration en
masse) des bactéries B. subtilis sur leur milieu de culture a base d’agar. Au cours du
processus, B. subtilis produit un biosurfactant (la surfactine) capable de modifier les
propriétés de mouillage a la surface des milieux de culture. Nous nous sommes donc
intéressés dans un premier temps aux propriétés d’étalement de gouttes de solution
de surfactine a la surface de ces gels nutritifs constitués de macropolymeres d’agar,
de substances nutritives (sels ioniques, acides aminés et sucres) et trés majoritai-
rement d’eau (entre 95% et 99,5% du poids total du gel). Il nous est rapidement
apparu qu’il existait deux scénarios possibles en fonction de la nature du substrat
employé. Dans le cas des gels d’agar sans addition de nutriments, la goutte s’étale
jusqu’a occuper une certaine surface avec une extension radiale finie puis se rétracte
et disparailt alors que le cas des gels contenants des substances nutritives présente a
la fois des similitudes mais aussi une différence importante : comme dans le cas des
gels d’agar, la goutte prend un extension finie mais dans l'intervalle de temps ou elle
commence a se rétracter, un front de surfactine apparait, se détache de la goutte, et
continue a se propager selon sa dynamique propre. La structure précise de ce front
n’est pas encore bien claire, on peut se poser la question de savoir s’il s’agit d’un choc
ou non. Cependant quelques experiences qualitatives semblent indiquer une extension
spatiale non nulle avec un éventuel profil précurseur en surfactants & ’avant du front.
Ce front de surfactine est par ailleurs observé au cours du swarming de B. subtilis
sur milieux de culture.

Nous avons bien sur étudié la structure et et la dynamique de ce front. Nous
avons mis au point au cours de cette these une méthode de détection optique pour
suivre I’évolution de la surface libre du gel et de la goutte au cours du temps. Si
cette méthode ne permet pas d’établir une délimitation entre surface du gel et
surface de la goutte elle est en revanche tres sensible aux des faibles variations
de pentes. La reconstruction du profil de pente associé au front de surfactine en
etalement montre que sa propagation s’accompagne d’un gonflement du gel, de sorte
que l'on peut aussi parler d”un ”front de gonflement”. Grace a cette méthode, nous
avons montré que la structure et la vitesse moyenne du front diminuent avec la
concentration du milieu de culture en agar et ne sont plus détectés pour des gels
de concentration massique supérieure ou égale a 2 %. En revanche la concentration
en surfactine ne semble jouer sur la vitesse du front que dans une certaine gamme
de concentrations inférieures a 1 g/L. Lorsque 'on regarde le developpement du
swarming chez B. subtilis sur des gels de milieu B de diverses concentrations, il

151
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existe une corrélation frappante entre le développement du front de surfactant tel
que nous l’avons observé et 'accomplissement du swarming dans les expériences de
biologie. Plus le gel est concentré, moins le front se développe et moins le swarming
est abouti. Si bien que pour des gels & 2% de concentration massique en agar, le
front n’existe plus et le swarming ne se produit plus du tout. Cette observation
montre que dans du swarming sur milieu B, la présence du front de surfactant est
nécessaire a la colonisation de la surface par B. subtilis. Nous supposons, a ce propos
que le gonflement du gel accompagnant le front de surfactine permet aux bactéries
d’évoluer dans une couche de surface plus diluée et de faciliter ainsi leur mouvement.
Nous avons identifié ici un élément clef du swarming chez B. subtilis sur milieu B.
Cette observation est toutefois a mettre en perspective d’une compréhension plus
globale du swarming dont il semble exister plusieurs voies d’expression : en effet, des
mutants B. subtilis incapable de produire de la surfactine sont tout a fait capable de
coloniser la surface d’un gel de culture de milieu LB. Les différences de motifs de la
colonie obtenues dans ce cas [45] confirment bien que la colonie ne croit pas et ne se
propage pas de la méme manieére. La présence du front de surfactine apparait alors
comme une condition suffisante mais non nécessaire a la réalisation du swarming.
Cette observation pose la question du role de la physico-chimie des différents milieux
de culture dans le processus. Une autre voie envisagée pour la colonisation des
surface par B. subtilis consisterait un mécanisme d’advection des bactéries, a cause
des tensioactifs libérés par celles-ci. En effet, une production localisée de surfactants
dans le temps et dans ’espace provoque un abaissement de tension de surface du
liquide qui se retrouve ainsi cisaillée en surface. Nos mesures de vitesses de front
étant tres similaires a celles du front de surfactine in situ et celles des bactéries en
phase d’expansion [43], cette possibilité est envisageable mais reste a quantifier. Il
serait donc intéressant, dans cette optique, de concevoir une expérience de suivie
de particules passives de la taille de bactéries déposées a la surface d'un gel de
culture lorsque qu’un front de surfactine envahit la zone ou elles se trouvent, afin de
reconstituer leur champ de déplacement.

D’un point de vue plus fondamental, nous nous sommes également intéressés plus
spécifiquement a la dynamique d’étalement de gouttes de surfactine et d’huile sur de
tels milieux. L’ensemble de nos mesures montre que lors du processus d’étalement
de surfactine sur des milieux de culture, deux régimes existent, I’'un correspondant
a l'étalement de la goutte et le second a la propagation du front. Chaque régime
se caractérise par une dynamique en loi de puissance du type 7(t) = rot* ou « est
I’exposant de croissance en fonction du temps. Dans les deux cas une dépendance en
fonction de la concentration de milieux en agar et en fonction de la concentration
en surfactant existe contrairement aux observations de Kaneko et al. [47] et Szabo
et al. [78]. Par ailleurs des écarts importants existent entre les exposants relevés
pour les milieux B et LB a concentration en agar identique, pointant ainsi une non-
universalité des exposants dans nos conditions expérimentales. La présence du front
de surfactine semble dépendre de la physico-chimie du gel servant de substrat. Une
meilleure compréhension des conditions exactes d’existence du front passera donc par
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une bonne maitrise de la physico-chimie des gels utilisés.Les valeurs d’exposants me-
surés varient ainsi entre 0,15 < § < 0,39 et 0,12 < g < 0,22, nous situant ainsi bien
loin des valeurs d’exposants issues du modele de Szabd et al., qui prédit un exposant
d’étalement de 0,5 pour un liquide a faible tension de surface sur un gel. Nous avons
alors essayé a partir d’ingrédients simples de construire phénoménologiquement un
modele analogue prenant en compte la présence de surfactants dans notre cas. Il ap-
parait alors qu'une redéfinition de la zone de dissipation visqueuse et ’ajout d’une
loi de dilution du surfactant suffisent & expliquer la faiblesse de nos exposants. Par
ailleurs la nature viscoélastique des gels suggere qu’'un composante dissipative de
cette nature y contribue également dans une proportion qui reste a définir. Cette
quantification passera notamment par une meilleur connaissance du coefficient de
pertes A, introduit par Shanahan [15], qui semble présenter une dépendance avec
la vitesse d’étalement. De maniére trés surprenante, I’étalement d’huile V5 (viscosité
proche de l'eau et v = 20,5 mN/m) montre également ’existence de deux régimes
d’étalement, néanmoins la dynamique semble différente du cas d’étalement de sur-
factine. Alors que cette situation est tres proche du cas de Szabé et al. et de Kaneko
et al. la dynamique d’étalement est différente méme si I’exposant du second régime
g ~ 0,33 correspond a ceux déterminés par Kaneko et al. pour I'étalement d’'un
liquide non-miscible sur un gel. Dans le situation d’étalement d’huile, il n’existe bien
str pas de font de surfactant et nous ne possédons pas d’explications a ce phénomene.

Nous avons donc ici proposé une étude dynamique de I'étalement sur gels d’agar.
La présence du front de surfactine semble dépendre de la physico-chimie du gel ser-
vant de substrat. Une meilleur compréhension des conditions exactes d’existence du
front passera donc par une bonne maitrise de la physico-chimie des gels utilisés. Des
mesures de perméabilité pour ces gels d’agar seraient souhaitables afin de déterminer
de maniere précise la taille typique d’une maille du gel et explorer sa dépendance
exacte avec la teneur en agar.

Dans la seconde partie de ce travail, nous nous sommes intéressés a un aspect
plus fondamental de ce sujet : le mouillage sur les gels d’agar. Notre méthode de
détection nous a permis de mesurer des angles de reculée trés faibles avec une tres
bonne précision. Les angles d’avancée ont quant a eux été mesurés par la méthode
du gonflage de goutte. Une hystérésis de mouillage importante est relevée. Si celle-ci
semble constante au-dela d’ une certaine concentration massique en agar, typique-
ment 1%, elle augmente d’avantage & mesure que les gels sont de moins en moins
concentrés. Cette constatation est assez surprenante puisqu’il s’agit d’une situation
ou une goutte de solvant se retrouve en situation de mouillage partiel sur un substrat
constitué a plus de 95% (jusqu’a 99,5 %) du méme liquide. Une goutte déposée a la
surface d’un milieu mou est capable de le déformer grace a la composante verticale
de sa tension de surface et peut modifier de la sorte son angle de contact apparent
avec ’horizontale. Les modeéles expliquant ce phénomene ne parviennent pas a décrire
nos données [29], et une certaine incertitude subsiste quant a la bonne maniere de
calculer la portée latérale de la déformation. Une reformulation de cette situation en
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prenant en compte la tension de surface du gel, jusqu’alors ignorée permet de lever
les problemes de divergence a petite échelle, de redéfinir une échelle de déformation
latérale, dépendante de ’épaisseur du gel, cohérente avec nos observation et de pro-
poser une piste de compréhension pour le comportement de I’hystérésis de mouillage
en fonction de la concentration du gel en agar. Des mesures sur l'effet de la varia-
tion de hauteur d’un gel sur 1’échelle latérale de déformation seraient précieuses pour
tester la validité de notre modele.

Enfin des mesures de disparition de gouttes de d’eau et de solution eau/glycérol
montrent que le taux de déshydration joue un role important dans le processus de
disparition de la goutte dans le gel. Par contre la concentration du gel en agar sur la
gamme testée (1% a 5% massique) ne semble pas influer sur ce processus. Pour des
gels jeunes (temps de séchage de 5 min), le temps de disparition d’une goutte d’eau
sur un gel est similaire au temps d’évaporation d’un méme volume sur substrat solide.
Il est probable dans ce cas que I’évaporation occupe une place importante dans le
processus mais reste a quantifier. Une étude sur I'importance relative de I’évaporation
par rapport a la diffusion dans le gel pour des gels d’ages différents serait une source
d’information précieuse afin de maitriser un peu mieux les phénomenes en présence
pour un gel d’age donné
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