
2‘41 

Research Papers 

APPROCHE DU Ri&ANrrSME DE G&WICATfON DES !3OLS ~AG~~~ 
1. EVOMJTION DES CARACThUSTiQUES R&&UGIQUW DES 

E. BOURRET et L. BARDET + avcc la colt&oration technique de R. FORTUNE 

fRc$u 12 decembre, 1980) 
fR&& 18 mars, 1981) 
(Accept6 25 mars, 1981) 

SUMMARY 

Thermal rheological studies describe the flow properties of A37 agam 
behavior displays plastic flow as shear strain increases. Rheological ~har~~te~~~s~ v 
sity, apparent viscosity and yield value are measured. Their variations with decre 
temperature pathway followed structural changes within the gelling process. A thixo 
tropic flow occurmd at the sol-gel transition point. The c~u~nt~~tion of ~iy~r in the 
gel is related to the absolute temperature of gelification in order to evaluate the heat of 
crosslinking. The high value corroborates the assumption of the crystalline nature of aga. 
rose gels. 

RhSUMti 

Le comportement rheologique des sols d’agarose soumis ir une deform 
de cont~intes de ci~lement croissantes a et& etudi4 en fonction de la t 
la concentration du polymere. Les constantes rheologiques, vixosite, vi 
et seuil d’ecoulement, ont ainsi 4th d&erminees et leur t!volution au 
ment des sols traduit les changements structuraux se pr~ui~nt dans le milieu. En out% 
les proprietds thixotropes sont mises en evidence au tours de la formation du g4. Mii, 
S~v~uation de l~~ne~ie de reticulation du gel r&&la l’existen~ de 1~~s fortes 
terisant les gels microcristallins. 

Depuis les travaux d’Araki et Arai (1967), l’agarose est contiderd corn 
c~quement reutre de l’agar. ~e~ndant cette distinction 

* Autcur auqudl toutc correspondanw doit &ro wldrc&. 
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regard des caracteres physico-chimiques que presentertt les agaroses de differentes origines 
(Guiseley, 1970; Fuse et Goto, 1971; Guiseley et Renn, 1975; Kim et Henriquez, 1979). 
L’ag,arose posstde un haut pouvoir gdlifiant et les gels obtenus sont thermiquement rdver- 
sibhas, mais la transformation sol-gel-sol n’est pas isotherme et les courbes d’hystbrtsis 
son1 tres pronondes. 

Afin d’expliquer les propri&es particulieres de ce biogel, plusieurs auteurs ont Btudie 
son mecanisme de gMication. 

Les travaux de Arnott et al. ( 1974) ant montre que le processus de g6lification suit la 
formation d’une double helice dont toutes les caracteristiques ont et6 determinCes. La 
structure cristalline du riseau macromoleculaire a et6 observee au microscope Qlectroni- 
que qui a confirm6 l’association de ces doubles hBlices en agregats presentant entre eux 
des points de jonction (Amsterdam et al., 1975). La temperature de formation de l’helice 
a dti precisie par Hayashi et al. (1977) squi propose un ‘diagramme” du mdcanisme de la 
gelification en s’appuyant SW les travaux anterieurs concernant les polysaccharides sul- 
fates. 

Indovina et al. (1979) commente lcs courbes d’hysterbis en termes d’organisation 
moleculaire (formation de l’hilice) et d’organisation supramoldculaire (formation d’aggre- 
gats). Enfm une etude des consequences de la g6lification au niveau moleculaire a et6 
effectude par Aplin et al. (1979). 

La destruction du reseau geMi par elevation de la temperature, comme sa restauration 
par refroidissement du sol, ne correspond pas a un changement d’etat net mais B un pas- 
sage progressif de la gelee ferme g l’etat fhride et vice versa. Le phenomene de gelitkation 
s’accompagne de modifications graduelles des propriMs physico-chimiques du milieu. La 
prise en masse de celui-ci sous l’effet du refroidissement indique la temperature de g6lifi- 
cat ion de l’agarose, caracteristique consacrde par l’usage. Aussi, malgre la nature complexe 
du processus et mise g part les criteres justifiant la purete du produit, les agaroses com- 
merciales sont couramment identifies par leur temperature de gdlification et la force du 
ge1 obtenu. La caracterisation d’un agarose par son point de gel nous parait insuffisante. 
Aussi, nous fLvant comme objectif une etude contribuant 6 &cider le mtkanisme de 
gilification et a comparer par la suite les diverses agaroses commerciales, nous rapportons 
ici nos premiers travaux sur Its propriMs rhdologiques des sols d’agarose. 

Des etudes rheologiques ont et6 effect&es sur des agaroses puis des m&nges gela- 
tine-agarose (Watase et Nishinari, 1980), mais ces travaux ne traitent pas des proprietds 
rhtiologiques dont nous envisageons I’etude. Ainsi la rheologie ne prtkente aucune nou- 
veaute dans l’etude des gels, mais il semble necessaire de preciser dans une dtude pre- 
alable un certain nombre de donnees. Seules seront aborddes dans cet expose les varia- 
ticns des constantes rhdologiques au tours du refroidissement des solutions d’agarose. 

1~3 sob lions 

L’agarose utilisCc est l’agarose A37 fournie par l’lndustrie Biologique Francaise. Les 
sols d’agarose dont la concentration varie dans nos experiences entre 2 et 20 g/l sont 
preparees par dissolution dans un bain marie; l’operation est prolongee quelques minutes 
apres obtention d’une solution limpide, ce qui permct d’bviter les inconvenients d&ton& 
par Guiselcy (197 1). 
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A ppareillage 
Les mesures de viscosite ont 6tt? effect&es 4 I’aide d’un appareil Rotovisko Haake 

RVl; c’est un viscosimetre rotatif qui permet d’&udier g temperature constante le com- 
portement rheologique de la substance B diverses vitesses de cisaillement. Notre appareil, 
idcntique B celui d&tit par Livet et Mathis (1977), dispose de 10 vitesses de rotation. 
L’dlCment de mesure est thermostat6 par une circulation d’eau continue qui permet 
d’equilibrer la temperature 21 0.5”C pres. 

Nous appelerons: dv/dx, le gradient de vitesse exprimc! en set-‘; F, la tension de 
cisaillement exprimBe en dynes l cm-‘; 17, la viscosite exprimee en centipoises. 

RhJLTATS 

L’Ctude du comportement rheologique de l’agarose a d?abord 6te realitie au cows 
du refroidissement des solutions 21 vitesses de cisaillement croissantes. Hans un autre 
type d’experience, la solution d’agarose placee a temperature constante est soumise aux 
vitesses de cisaillement successivement croissantes puis dbcroissantes. A ces deux types 
d’experiences correspondent des protocoles experimentaux differents qui wont decrits 
au tours de l’expos6 des r&ultats. 

Enfin, l’evolution des constantes rheologiqnes sous l’effet du refroidissement sera 
examin6e. 

F dynes cd 

Fig. 1. Courbcs d’koulcmcnt obtcnues MI caurs du tefroidisscmcnt dc la solution d’lyarose IBI; A37 
i 12 g/l. 



244 

Comportement rh4ologique 

RhPogrammes B dij@rentes tempkmtures 
Rotocole exptkimental. La temperature du sol est abaissee progressivement par palier 

succx&f’ de 1 A 3’C, de 60 ri 30°C environ. Lorsque chaque equilibre de temperature 
est atteint, on pro&de aux mesures de viscositd en enclenchant la vitesse de rotation la 
plus faible . 

L,e rythme des contraintes imprimees est npide: le temps pendant lequel s’exerce 
chaque vitesse de cisaillement est limit6 & la dutie nkessaire pour permettre la lecture 
au potentiometre de la deviation de l’aiguille, puis, on passe B la vitesse superieure et 
ainsi de suite. 

Courbes d Soulement par refroidissement. L,es variations de la tension de cisaillement 
en fonction du gradient de vitesse d’une solution d’agarose $ 12 g/l sont representies A 
diffdrentes temperatures comprises entre 60 et 30°C (Fig. 1). Ces courbes d’ecoulement 
traduisent une evolution des proprietes rhiologiques de la solution: aux temperatures 
tlevbes, les rheogrammes link&es refletent un dcoulement newtonien de la solution; 
en abaissant la temperature, l’allure rectiligne des rhdogrammes s’incurve peu $ peu et 
la viscosite des solutions diminue lorsqu’on augmente le gradient de cisaillement (Fig. 
2); aux temperatures les plus faibles. on peut d&tire sans ambiguite les rheogrammes 
obtenus: ils ne passent pas par l’origine et presentent une pat-tie lineaire aux gradients 

I log 1.1 A 33’C 
I 6g 1.’ d 32’C 
l 691.’ e! WC 
v 491.’ 83 305°C 
0 291.1 d 305-c 

‘c 

50 

40. 

Fi& 2. Variations do la viscositd en fonction du gradient dc vitcssc $ busses tempbr~tuws. 
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TABLEAU 1 

DeTERMINATION DU NOMBRE STRUCTURAL ET DU TYPE D’JkOULEMENT POUR C = 12 g/i 

T (“0 N 1) CP rl Pl CP Ccoulement 

60 
58 
55 
52 
49 
47 
45 
43.5 
42 
40 
39 
38 
38 
37 
36 
35 .s 
35 
34.5 
34 
33.5 
33 
32.5 
32 
31.5 
31 
30.5 
30 

0.94 
0.96 
1.09 
1.06 
I .03 
1.03 
1.01 
1.01 
1 .oo 
0.99 
0.98 
1.05 
1.05 
1.04 
1.09 
1.13 
1.16 

2.36 
2.46 
2.57 
2.73 
2.94 
3.16 
3.37 
3.48 
3.59 
3.80 
3.86 

newtonien 

4.36 
4.60 
5.06 
5.96 
7.59 
8.43 

11.77 
13.40 
14.45 
16.00 
17.42 
18.12 

? 
3 

-_..----_____-___ 

pbstique 

de cisaillement les plus Clew%, c’est-Mire au dela d’une certaine valeur de la contrainte 
tangentielle. Ce comportement correspond B un Bcoulement plastique des solutions 
d’agarose au dessous d’une cerfaine temperature. 

I1 nous a paru alors inGressant de difinir pricist5ment 1 quelle temperature, dite 
temperature critique, apparait le caracttre phstiquc des solutions d’agarose. 
Rdrcrche dim tcnrp&ature critique. L’equation traduisant la loi d’ostwald-De 

Waele (Eirich, 1956,196O): 

FN = $(dv/dx) 

00 9’ est le coefficient de viscositd, s’applique parfaitement 1 l’ecoulement des compo- 
ses A caractere pseudo-plastiquc. Si cette equation ne peut dCcrire valablement nos rhea- 
grammes, elle peut cependant nous aider 4 d6finir I’intervalle de tempkature dans lequel 
les solutions d’agarose se comportent commc un fluide newtonien. 

&s coefficients de r&ession des droites (Tableau l), calcules par la methode des 
moindres car& pour chacune des tempdratures envisagees, montrent qu’il est diffkile 



de prkiser jusqu’ti quelle tempdrature les solutions ant un Ccoulement puremcnt new- 
tonien. La valeur du nombre structural voisine de 1 aux temptkatures &v&s, blue 
ensuite de faron irr~guli~re; ce rt%ulrat est dO I l’importance des erreurs relatives pour 
les faibles valeurs des viscosit& co~es~ndantes mesur~es. il s’en suit que seule une 
zone d’apparition du comportement plastique peut Btre fix&; cette zone incluant la 
tempdrature critique se situe entre 36 et 39’C pour l’agarose A37 ir 12 g/l (Tableau I). 

II demeure que les solutions d’agarose A37 seront caractir:st!cs en toute rigueur par 
leurs constantes rhtologiques: viscosite 1) aux hautes temptkaturcs, viscosite plastique 
rlpl pour les autres. 

Les mesures ont t!t& renouvelkes pour diffbrentes solutions d’agarose dont la con- 
centration varie de 2 j 20 g/l. 

IRS rhiogrammes des solutions d’agarose dont les concentrations sont Ggales $ 4, 
6, 8, 10. 15, 18 et 20 g/l pr~se~itent les mCmes caract~~stiques que les rh~ogr~mes 
pr&Cdents. La tempErature & laquelle s’incurvent les Mogrammes depend naturelle- 
ment de la conzentration. 

Lcs valeurs du coefficient N contkment la diffkultC h conclure, au voisinage de 32 A 
39’C selon la concentration, sur le caractere plastique des solutions. 11 faut noter que 
la prkision des cocffkients de Ggression permet de considker que les plus faibles valeurs 
trouvees pour N ne sont pas ~~i~cativement difftrcntes de 1. 

La solution li 2 g/l montre un comportement plus particulier: ellc donne, quelle que 
soit la tempdrature; un 6coulement quasi-newtonien. ce qui est bien visible sur la Fig. 
2 tracCe $ faible tcmpirature. 

Ainsi, le refroidissement provoque une modification des structures internes du solute 
qui s’accompagne d’une anomalie d’~co~l~ernent. Lorsque sous ~influence de la temp&a- 
ture les In~~i~cules initi~crnef~t sous forme de pelotcs se d~roulent et forment les hdlices, 
it faut que celles-si s’oricntent sous I’action du cisaillement avant que le fluidc puisse 
s’kouler librcment; ce ph8nom8ne cxplique l’apparition d’un seuil d’6coulcment. 
Cependant, la solution ii 2 g/l possdde une concentration trop faible pour offrir une 
resistance marquQe g l’koulement; la tension de cisaillement ne varie pas de fagon suffl- 
sante pour etre s~ni~jcative d’une anomalie d’~coulement mQme aux temp~ratu~s les 
plus faibles. 

I+wtocd~~ twpC;ritm~tai. Aprils avoir obtcnu la tempkature d&Me de la solution 
d’agarose, on imprime des vitesses de cisaillcment croissantes puis imm~diatement 
d~croissantes. Chaque mesure cst effectL~~e dans dcs conditions strictement identiques: 
avant chaque lecture et pour chaquc vitesse de rotation, la substance est soumise a 
l’cffet du cisaillamcnt pendant 10 sec. 

Toutes les exptkiences ont eu lieu avcc une concentration en agdrose de 10 g/l, la solu- 
tion Gtant rcnouvelde i chaque nouvelle temperature. Les essuis sont rdpdtbs ii 3 reprises: 
ilnn~~diatemcr~t ap& la mise en temperature de la s~~lution, puis apr&s un temps de! repos 
do IO min, puis 20 min. 

hwk~timr des tmsiom de c~isdlletnmt. L’allure des reptjsentations graphiques obtenus 
depend de la tempdrature considcfrce. 
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ratures aup&ioures i 33*c, 1 endrnt et descendant des cow 
bles et on n’observe aucune kvolution au cum du temps 

en compaiant les graphes obtenur au temps 0,lO min et 20 min. 
de 33*C, lea; tra ndant et descendant rCv&nt les propribt& 

rose et il opparait une kvolution des propriMs rhCologiques au cows 
0, l’aire d’hystCr&io d6note un t&e thixotrope nai t; apr& 

un temps de repos de IO min, la thixotropie du milieu est confirm&; au troisi&me essai 
pratiquC ap& 20 min de repos, Ie de8rt de thixotropie s’est accent& et la partie ascen- 
crante de la courbe p nte aux foibles cisaikments une cassure qui correspond A la 
destruction de la structure interne de la substance (Fig. 4). 

Enfin il faut noter que Ies tensions de cisaillement initiales et finales t la vitesse de 
rotation la plus basse sont pretiquement inchangies au temps 0 et 10 min, mais Mart 
important enregistrt! au bout de 20 min prouve que les propriMs primitives du milieu 
ne sont pas retrouvkes. 

Variations des constantes rkologiqites 

Les solutions d’agarose pourron: dtre caractkiskes par deux autres constantes rhio- 
logiques: viscositt apparente g un gradient de vitesse donni, et seuil d’koulement pour 
les solutions prisentant un tkoulement de type plastique. 

Cottrbcs de viscosit6 m forrctim de la temp&ature 

h viscositC apparente des sols aux diffirentes tempkratures et aux diffkentes con- 
centrations a et6 examinbe sous unc vitesse de cisaillement klevCe (Fig. 5). La vis- 
cosite Cvolue d’abord lentement, puis augmente brusquement: un sccroissement de 50% 
de la valeur est alors observk dans un intervalle de 4-6OC except6 pour la solution de plus 
bassc concentration (2 g/l); pour cclle-ci, IWvation de la viscosid est peu sensible mCme 
A 2s*c. 

Comme I’indique Guiseley (1971), on peut relever SW ces courbes deux tempkatures 
caracttkistiques situees aux points oti la courbe de viscosite dkie de ses deux trajec- 
toires IinCaires, horizontale et verticale. Selon cet auteur, ces tempktures sont respec- 

TABLliAU 2 

TliMP~RATURESDI:.(;LiLI~:IChTION 

ctdl) 
- 

4 
6 
8 

IO 
12 
I5 
I8 
20 

to gel wlon 1% = f(t”Cl 

30.5 
3 I .5 
32.5 
33 
33.5 
35 
35 
35.5 

-- 
1’ dyn scion qapp = f(W) to both. selon qapp = f(W) 

30.5 35 
31 36 
32 31 
33 38 
33.5 39 
34 .s 40 
35 41 
35 41.5 
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tivement &ales, la plus haute ri la temperature de gehfkation isotherntique, la seconde 
A la temperature de gelification dynamique determinde sous la mQme vitesse de refroidis- 
sement. Leurs valeurs figurent darts le Tableau 2. 

La ditermination de ces temperatures est entachee d’erreurs car il est difficile de 
furer le point SI partir duquel la courbe dtvie de sa linearit& notamment pour la tem- 
perature de gMication isothermique. 

Scuils d &coulemen t 
Le seuil d’tkoulement F est determine graphiquement sur le rheogramme et sa valeur 

est igale A la tension de cisaillement lue par extrapolation de la partie liniaire sur I’axe 
des abscisses. Les variations en fonction de la temperature (Fig. ,3) d’abord tres faibles, 
s’amplifient brusquement dans un intervalle de temperature de l--2’C maximum. L’evo- 
lution est d’autant plus accentuee qut: la concentration en agarose est ilevee. 

Ces temperatures relevees dans )i.e Tableau 2 concordent precisdment avec les tem- 
peratures de gelifkation dynamiques notees precedemment ri l’aide des courbes de vis- 
cosite; elles marquent done In geliikation du milieu. 

? JO( F. dynes cm 4 
I 

I 
129 1.' 

15op 

100 
t 

Ol-_ 
40 

I@. 3. Evolution du sctlil d’dcoulcment en fonction de In tcmpkaturc. 
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Fig. 4. Courbcs d’hyst~r~sis: ~on~~ntr~~ion en sgwxe A 37 j 10 g/l. 

Etude &wgt+iqr!e 

En prenant comme valeur de T la tempdrature absolve de g&lification dCtermin& pour 
chaque concentration C en agarose A37 (Tableau 2), l’energie de reticulation du gel 
d’agarose A37 peut e^tre evaluee conform6ment a 1;1 relation (Haas et ai., 1970). 

In C = AH&RT + constante 

Le test de defaut d’a~~ement applique aux valeurs exp~riment~es a rt%% une trt% 
haute signification de la lintarite de la regression dans la zone de concentration variant 
de 4 4 20 g/l et I’estimation de l’energie d’activation a partir du coefficient de regression 
de la droite donne: 

-AL-& = 58 k~~/mol 

Les travaux effectues SW plusieurs types de gel ont mis en evidence que les gels ther- 
moreversibles peuvent e”tre classes en gels non cristallins et en gels microcristallines selon 
la valeur trouvee pour AH C. L’energie d’activation pour le gel d’agarose A37 de 58 
k~~l~rnol refl6te la haute tSnergie des liaisons assurant la structure du r&eau gelif% et 
suggere leur rangement dans la classe des gels micro~ri~t~lins, conclusion en parfait 
accord avec des travaux anterieurs (Amsterdam et al., 1975; Arnott et al., 1974). 

CONCLUSION ET DISCUSSION 

L’emploi d’un ~~o~~tre rotatif a permis de suivre l’~volut~on des propri@tbs rhbo- 



togiques des sa~uti~ns d’agarose et surtout de mettre en kidence les ~hangement~ struc- 
turaux qui i~te~ienneut Iors du refroidissement des soIs. 

L+a description des rhiogrammes selon le mod+le d’Ostwald-De Waelde ne permet pas 
dans le cas p&em de d~term~er une tem~~rature critique prkise mais d’~ndiq~er seule- 
ment la zunc d’a~pa~~~~ de l’~c~u~ement non newtonkn, 

La temperature de fQrrnatj~n de I’ht%ce a 6td truuvke pour la m&me agarose A37 
ri SO”C ft-tayashi et al., I977), temperature B taquefle fes solutions n’unt pas encore un 
kxmlemcnt pkstique; les modi~i~ti~ns dcs propriMs rh~ol~giques observ&es sant toutes 
relev@es $ de:; temperatures bier1 infkrieures. 11 srpparait done yue la quantitd importante 
d’h6lices furmdes et plut, certainement encore la formation d’agregats doivent &re 
res~~~sabIes de ~~apparit~~n ,Ju cat-a&xc plastique des sofutiwts et que Ia dirni~utj~rn 
de viscosite BUX gradients de ci~i~lerne~t CIevGs est due 1 ~~rientati~n pr~gr~~jve des 
m&cubs daxts Ie sens de ~~~~uiement sous f’effet de la contra&e croissante. 
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Au COWS du refroidissement des solutions, I’augmentation relative des constantes 
rh6ologiques, viscosit6 apparente et seuil d’koulement, n’est pas r6guliGre. Leur aug- 

mentation progressivement croissante aux tempiratures 6levCes s’explique par la forma- 
tion en nombre croissant des hikes dont la presence perturbe l’koulement; par contre, 
le brusque accroissement des parametres rh6ologiques constatd g partir de la tempkature 
critique traduit un phCnomhe nouveau; il semble que la resistance tr&s importante du 
milieu I l’t%oulement soit due 6 une organisation progressive des macromoldcules en 
un rdseau tridimensionnel qui constitue le gel; le seuil d’koulement permet alors de 
ddfinir la temperature de g6lification dynamique du milieu. 

Les propridtds thixotropes sous l’effet d’un cisaillement prolong6 ne se manifestent 
pas aux hautes temperatures et apparaissent $ 33*C pour la solution d’agarose a IO 
g/l. Or, le changement brutal des valeurs du seuil d’icoulement pour cette concentration 
intervient & 33,5*C. Ainsi, la thixotropie apparait et s’intensifie lors de la formation 
du r&eau g&lifiC;l’organisation du gel prolonge le temps de r6gCnCration du milieu, la solu- 
tion ne retrouvant pas ses propriCt6s initiales aprGs un temps de repos de 20 min. 

Le comportement quasi-newtonien de la solution d’agarose A37 d 2 g/l montre qu’il 
n’y a pas de formation d’un gel proprement dit ;i cette concentration: cette observation 
est en accord avec les travaux antkieurs puisque la concentration minimale susceptible 
de constituer un gel est de 0.24 g/d1 selon Hayashi et al. (1978). La t&s 1CgGre augmenta- 
tion de viscositt! observCe pour cette solution aux tempbratures infkrieures B 30°C peut 
alors &re expliquee par la prksence de quelques agr@ats, mais ces agregats ne se trouvent 
pas en nombre suffisant pour former le rCseau tridimensionnel du gel. 

Enfin 1’Ctude dnergdtique confirme la haute Cnergie de rkiculation du gel d’agarose 
A37 et corrobore ainsi les crhssrvations antdrieures admettant une structure micro- 
cristalline des gels d’agarose. 

Une seule 6tude rhCologic!ue t&s simple nous a permis de dSinir un certain nombre 
de caractkristiques des sols d ‘agarose, mais seul l’effet de la tempkature a CtC examine. 
Dans une prochaine etude, nolls envisageons de suivre l’kolution dans le temps de la 
viscosit6 de sols d’agarose d’ongines diverses, aux temperatures Clevkes et au tours de 
la formation du gel. 
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