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INTRODUCTION

Introduction générale

L’essor des technologies de Fabrication Additive (FA) a été présenté comme le début d’une
nouvelle révolution industrielle. Si tel est le cas, cette famille de procédés de mise en forme permettant
la réalisation de piéces a partir d’un modele numérique en trois dimensions devra nécessairement
s’adapter a un grand nombre de matiéres premicres, et en particulier celles de demain. Parmi celles-ci,
les polyméres naturels constituent une opportunité : Ils sont en effet généralement comestibles et/ou
biocompatibles, ce qui permet d’envisager le développement d’applications de la FA non seulement
sous forme de matieres plastiques biosourcées et biodégradables, mais aussi dans le secteur
alimentaire ou biomédical. Néanmoins, leur mise en ceuvre par les procédés de FA mis au point pour

des matieres plastiques répondant a un cahier des charges souvent tres discriminant est aussi un défi.

C’est ce défi que propose d’aborder le présent travail, en considérant un couple procédé
FA/biopolymere modéle : La zéine, une protéine du mais actuellement disponible comme coproduit de
I’amidonnerie, a été choisie pour tenter de formuler, caractériser et mettre en ceuvre des bioplastiques

par le procédé de Fabrication Additive par Dép6t de Fil Fondu (FA-DFF).

Parmi les procédés de FA existants adaptés aux polymeres thermoplastiques, le procédé FA-
DFF est I’un des plus répandu, au point qu’il est souvent associé au terme générique d’impression 3D
par le grand public. Ce procédé consiste a juxtaposer et superposer des couches d’un filament de
polymeére thermoplastique a I’aide de la buse d’extrusion thermo-régulée de I’imprimante. La réussite
du procédé d’impression dépend de différents facteurs en interaction : le comportement thermo-
rhéologique du matériau, ses propriétés d’adhésion et le pilotage de I’'imprimante (i.e., les parametres
du procédé : température, vitesse de dépot, ...). Les matériaux classiquement utilisés, tels que I’ABS
(pétrosourcé) et le PLA (biosourcé), sont déposés a des températures de 1’ordre de 200°C a minima,
trés supérieures a leurs températures de transition vitreuse, de l’ordre de 100°C et 60°C,
respectivement. Cela permet leur écoulement dans la buse, puis leur adhésion par soudage
thermoplastique a la couche précédemment déposée et leur rigidification lors du refroidissement.

Le PLA est un bio-polyester issu de la chimie verte qui s’est imposé en prototypage rapide de
piéces réalisées a facon par FA-DFF, gréce a ses propriétés intrinséques permettant sa mise en ceuvre
par ce procédé. Ses caractéres biosourcé et biodégradable sont aussi un avantage. Deés lors, deux
problématiques se posent :

- De I’éventuelle ouvrabilité d’autres polymeéres biosourcés par FA-DFF, en particulier les

polymeres naturels tels que la zéine qui nécessitent une formulation adaptee,
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- Des applications potentielles qui en découlent, I’obtention a fagcon de pieces imprimées 3D
fonctionnelles, notamment comestibles et biorésorbables, étant un développement récent des

techniques de FA dédiées classiquement au prototypage rapide.

Ce travail de thése a pour ambition d’apporter des réponses a ces problématiques, a partir de
I’étude des interactions matériau-procédé-produit lors des phases d’écoulement, d’adhésion et de
rigidification dans les conditions du procédé qui seront modélisées a 1’aide de dispositifs représentatifs
(e.g., rhéometre, extrudeuse et micro-mélangeur thermo-régulés) et d’optimiser en retour la
formulation du matériau.

Dans le premier chapitre de ce mémoire, nous présenterons un état de ’art des connaissances
des phénomeénes physiques en jeu dans le procédé FA-DFF et de la thermoplastification de polyméres
naturels (Fig. 1). Cette étude permettra 1’établissement d’un cahier des charges matiére auquel nous
verrons que la zéine du mais plastifiée est susceptible de répondre.

Les travaux réalisés au cours de la these qui seront présentés dans les chapitres suivants nous
permettront de confronter cette hypothése de travail a I’expérience.

Apres avoir présenté I’ensemble des méthodologies expérimentales mises en ceuvre au
chapitre 11, nous commencerons par caractériser de maniére détaillée une formulation modéle de zéine
plastifiée par le glycérol, afin de disposer de I’ensemble des propriétés du cahier des charges matiére.
A l’issue du chapitre III, nous serons ainsi en mesure de les comparer a celles de polymeres
synthétiques (ABS et PLA) standards pour le procédé FA-DFF. L’évolution structurale de la zéine a
I’¢état fondu, spécifique a ce type de matiére premiere fera 1’objet d’une étude particuliére. Nous
verrons en quoi elle constitue un facteur limitant de son ouvrabilité.

Le quatriéme chapitre sera consacré a 1’étude du comportement de la formulation sélectionnée
(zéine plastifiée par 20% de glycérol) dans les contions du procédé FA-DFF. Nous verrons en quoi son
comportement se rapproche de celui de I’ABS, pour ce qui est de 1’adhésion a chaud des couches
déposées, mais nécessite une adaptation du procédé FA-DFF standard afin de permettre un dép6t a
I’état fondu. Enfin, un dernier chapitre plus exploratoire sera consacré a 1’étude de formulations
alternatives a la plastification de la zéine par le seul glycérol, a la fois pour améliorer 1’ouvrabilité du
biopolymére en FA et pour formuler des matériaux adaptés a des applications biomédicales. Pour cela,
parallelement a I’étude de co-plastifiants amphiphiles et d’additifs pour modifier 1’évolution
structurale du biopolymeére a 1’état fondu, nous chercherons a évaluer ’apport de liquides ioniques
comme plastifiants fonctionnels pouvant inclure des principes actifs pharmaceutiques.

Cela nous permettra de conclure ce mémoire en proposant des perspectives de mise en ceuvre
de la zéine en FA-DFF pour I’élaboration d’objets aux propriétés fonctionnelles inaccessibles aux
polymeres synthétiques standards (e.g., matrices comestibles pour la libération contrdlée de principes

actifs dans le domaine pharmaceutique, ou biomedical).
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* Procédé FA-DFF: adapté a certains polyméres thermoplastiques Chapitre |
-> Définition d’un cahier des charges matiére Etat de l'art

* Polymeres naturels: matériaux thermoplastiques complexes (amidon, protéines)
=> Biopolymére-modeéle : la zéine plastifiée par le glycérol

Question de Recherche : La zéine plastifiée est-elle adaptée au procédé FA-DFF ?

.+ Zéine plastifiée par le glycérol vl

» Elaboration des matériaux, Matériel et Méthodes de Caractérisation Chapitre 11

* Propriétés Rhéologiques des fondus et Evolution de la structure moléculaire Chapitre Il

* Comportement en Impression 3D et Propriétés d’Adhésion Chapitre IV

* Apports d’autres plastifiants (auxiliaires technologiques, additifs fonctionnels -P.A.-) Chapitre V

* Réponse au cahier des charges pour le biopolymére-modéle zéine+glycérol Conclusions
* Perspectives pour Formulation et Applications (contréle relargage en Pharma/Biomed) et Perspectives

Figure 1. Représentation schématique du plan du mémoire de these
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Chapitre |

Introduction

Dans ce premier chapitre, nous allons d’abord présenter un état des connaissances sur le
procédé de Fabrication Additive par Dépét de Fil Fondu (FA-DFF), en développant particuliérement
les phénomenes physiques mis en jeu lors de I'impression 3D de polymeres thermoplastiques.
L’objectif est d’établir un « cahier des charges matiére » correspondant aux spécificités du procédé.
Ensuite, ce cahier des charges sera utilisé pour la sélection du biopolymére thermoplastique retenu
pour I’étude expérimentale présentée dans les chapitres suivants. Nous verrons en quoi la z€éine, une
protéine du mais, présente un intérét particulier a la fois en tant que biopolymére modele au regard du
cahier des charges établi et en termes d’applications potentielles de la fabrication additive aux
biopolyméres. Nous présenterons une analyse détaillée de la bibliographie portant sur sa structure
native, sa plastification et ses propriétés thermo-rhéologiques. Cette analyse nous permettra de définir
les moyens a mettre en ceuvre pour 1’é¢tude de la mise en forme de la zéine a 1’état fondu et pour la

caractérisation (structure et propriétés) des formulations étudiées au cours de la thése.

I.1. Le procédé de fabrication additive par dépét de fil fondu (FA-DFF) : un procédé adapté a
certains polyméres thermoplastiques

1.1.1. Un procédé de fabrication additive

La fabrication additive (FA), ou impression 3D (trois dimensions spatiales), englobe
I’ensemble des technologies d’adhésion de matiére pour la production d’un objet, couche-par-couche,
a partir d’un mod¢le numérique tridimensionnel (ASTM International, 2012). A I’origine, ce concept
s’oppose par son principe aux procédés de fabrication conventionnels, tels que 1’usinage pour lequel la
piece finie est obtenue par soustraction de matiére a partir d’un bloc initial pour les matériaux
métalliques notamment (Conner et al., 2014) et aux procédés de moulage par injection pour les
matériaux polymeéres.

Les principaux procédés de FA ont été mis au point dans un objectif de prototypage rapide a
partir de matiéres plastiques, ou de métaux, depuis les années 1980 (Yan et Gu, 1996 ; Pham et Gault,
1998). Parmi les procédés de FA de polymeres, le procédé par Dép6t de Fil Fondu (procédé FA-DFF)
permet le dépot d’un matériau a I’état fondu préalablement extrudé sous la forme d’un filament
thermoplastique. Comme pour d’autres techniques de fabrication sans moule, tel que la SFF, Solid
Freeform Fabrication (Wang et al., 2005 ; Sidambe, 2014), le matériau s’écoule au travers de la buse
de I'imprimante. Il doit ensuite adhérer a la couche précédemment déposée, puis rapidement se
rigidifier lors de son refroidissement. La piéce finie solide est ainsi progressivement mise en forme.

Une caractéristique essentielle du « cahier des charges matiere » sera donc la capacité du matériau a
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étre thermoplastique. Toutefois, peu de biopolymeres possedent cette propriété et relativement peu de
polymeres thermoplastiques sont adaptés au procédé FA-DFF. De plus en plus de matiéres sont
formulées spécifiquement pour ce procédé, mais seuls deux thermoplastiques sont largement utilisés :
I’acrylonitrile-butadiéne-styréne (ABS) et le poly(acide lactique) (PLA). Nous utiliserons ces
matériaux comme références pour établir notre cahier des charges matiére. Le PLA s’est imposé
comme un matériau d’utilisation trés variée pour la formulation de filaments destines a la FA-DFF,
avec 1’avantage d’étre biosourcé et biodégradable (Vogel et al., 2012 ; Hwang et al., 2016 ; Liu et al.,
2019). 1l s’agit donc d’un cas intéressant ou un bioplastique est devenu incontournable pour une
application, du fait de ses propriétés intrinséques.

Le procédé de FA-DFF nécessite 1’écoulement du fondu, il différe nettement des autres
procédés de FA qui pourraient étre appliqués a des biopolyméres. La plus ancienne technique de FA,
la stéréolithographie (SLA, StereoLithography Apparatus), basée sur le principe de la
photopolymérisation de monomeres est difficile a envisager pour des polymeres biosourcés (Chia et
Wu, 2015). D’autres technologies, répandues dans le domaine biomédical afin d’obtenir des matériaux
biofonctionnels ont été appliquées avec succés a des biopolymeéres : le 3D-Bioplotting (Pfister et al.,
2004) et le 3D-Printing (Pfister et al., 2004 ; Lam et al., 2002). Le 3D-Bioplotting est basé sur le dép6t
d’un matériau comme en FA-DFF, typiquement sous forme d’une solution visqueuse, qui est déposée
dans un milieu physiologique liquide a une température proche de I’ambiante. En revanche, pour le
3D-Printing (3DP) (Chia et Wu, 2015 ; Lam et al., 2002), le matériau est initialement sous forme
pulvérulente et un liant liquide est utilisé : une buse, similaire a celle d’une imprimante a jet d’encre,
est déplacée au-dessus du lit de poudre et permet I’agrégation des particules pendant 1’aspersion du
liant. Pour de telles matieres premiéres sous forme de poudres, une autre technologie de FA tres
répandue, applicable a des biopolymeéres, est le frittage laser ou « Selective Laser Sintering » (SLS)
(Chia et Wu, 2015). Dans cette technique, I’agglomération des particules est obtenue par leur fusion-
adhésion locale sous I’impact d’un faisceau laser. Le reste des particules non-fusionnées du lit de
poudre peut étre recyclé une fois, ou deux, puis doit étre remplacé, ce qui conduit a une perte de
matiere premiére assez importante par comparaison avec la FA-DFF ou seulement la quantité

nécessaire est fondue, puis extrudée.

1.1.2. Du modele CAO a la piéce imprimée en 3D

L’utilisation croissante de la FA-DFF est principalement due a son adaptabilité dans la
conception virtuelle des piéces. L’un des avantages principaux de la FA en général est le passage
rapide de la conception a la fabrication d’un objet. Le procédé parait comme un chemin direct depuis
un fichier CAO, ou une image scannée, aux pieces imprimées 3D. Il permet ainsi des applications pour
des piéces mécaniques avec des structures optimisées (Belter et Dollar, 2015), mais aussi dans le
domaine biomédical (Pfister et al., 2004 ; Lam et al., 2002), notamment pour des piéces fonctionnelles

telles que des implants médicaux (Hoque et al., 2011 ; Ventola, 2014). De maniére générale, les
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procédés de FA sont particulierement visés pour ces applications médicales a haute valeur ajoutée, en
particulier 1’ingénierie tissulaire. Ils permettent d’élaborer des matrices poreuses et d’obtenir des
matériaux architecturés proches des structures naturelles des tissus ciblés pour la création de
dispositifs implantables et la fabrication d’orthéses et de prothéses a fagon (Wegst et al., 2015 ; Yeong
etal., 2004 ; Chen et al., 2016).

Dans le secteur pharmaceutique, la FA-DFF peut aussi étre intéressante pour 1’obtention de
médicaments avec une porosité spécifique permettant le controle du relargage de principes actifs : la
densité est modulée par le choix des motifs de dépdt pendant le remplissage, ou par le dépdt de
couches d’enrobage en surface (Khaled et al., 2014 ; Kempin et al., 2017). Par exemple, la densité de
remplissage d’une piéce soluble fabriquée en poly(vinyl alcohol) (PVA) permet de contrbler la
cinétique de relargage d’une molécule-modéle (i.e., la fluorescéine) dans un milieu simulant les
conditions physiologiques : la totalité de la molécule est relarguée en moins de 6 h lorsque la densité
de remplissage est de 10 %, et en10 h lorsque la densité est de 50 % (Goyanes et al., 2014).

Comparé au procédé de liage de poudre (par frittage, ou dépot de liant), le procédé de FA-DFF
permet d’imprimer des piéces avec des dimensions précises, avec trés peu de perte de matiere
premiére et sans post-traitement par chauffage, une fois la piéce rigide imprimée. De plus, c’est une
technologie polyvalente, avec la possibilité d’applications a de nombreux matériaux pourvu qu’ils
puissent étre mis en ceuvre a 1’état fondu. Néanmoins, la polyvalence des procédés de FA-DFF repose
sur deux propriétés d’importance : le contrdle de I’imprimante et le comportement du matériau durant
son impression 3D.

La conversion de modéles numériques en commandes de pilotage de I’imprimante (e.g.,
déplacement, ordre de dépot de matiere), qu’ils soient issus de fichiers de conception de pieces (CAO)
ou d’images 3D (tomographie) ne sera pas discutée en détail dans ce travail. Cette opération suit la
génération d’un maillage de la structure 3D a imprimer (Yan et Gu, 1996) et sa division en plans
paralléles correspondant aux couches imprimées pendant la fabrication de I’objet. Le fichier de base
qui donne la surface d’un objet en trois dimensions est un format standard STL (Standard Tessellation
Language), mis au point initialement pour la stéréolithographie et répandu de nos jours dans la plupart
des technologies d’impression 3D. Ce fichier est interprété par un logiciel-trancheur
(« slicer software») du systéme de pilotage de I’imprimante 3D qui engendre une succession de plans
de dépbt de matiére (x, y), de contours (i.e., le nombre d’enveloppes de la pi¢ce et leur épaisseur),
ainsi que le motif de remplissage (e.g., nid d’abeille, rectilinéaire, ou concentrique), qui, une fois

superposés (en suivant I’axe vertical de dépdt, z) permet de constituer la piece finie.
1.1.3. Principales étapes en FA-DFF et propriétés des matériaux imprimables 3D

La figure 1.1 montre une représentation schématique des étapes clés du procédé FA-DFF que

I’on retrouve couramment sous la dénomination commerciale « FDM », Fused Deposition Modeling.
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Le procédé commence par 1’alimentation en filament extrudé, avec un diamétre typique Orijament de 1,7

ou 3 mm, selon le mode¢le d’imprimante 3D.

Polymeére thermoplastique

Extrusion
Filament thermoplastique calibré pour FA-DFF

Alimentation de I'imprimante 3D -galets contrarotatifs-

Filament thermoplastique en compression

Fusion —liquéfacteur et filiére de la buse-
Thermoplastique fondu pour dépot
Dépat

[ Premiére couche déposée J [ Couches supérieures superposées ]

Thermoplastique fondu
sur couche précédente

Thermoplastique fondu

déposé sur substrat

Adhésion Fusion adhésion

Filament déposé, Filaments superposés
fixé sur substrat et soudés

Refroidissement

Piéce imprimée 3D

Figure I.1. Représentation schématique des étapes du procédé d’impression 3D par extrusion de matiére sous
forme de filament fondu (FA-DFF) pour un matériau polymere thermoplastique et son extrusion préalable en
IENE(Matériauf38Etape du procédé))

Le filament est en général stocké sous forme d’une bobine d’une vingtaine de cm de diamétre,
déroulée sous I’action mécanique du systéme de pilotage de la zone d’alimentation constitué de deux
galets contrarotatifs, cannelés ou moletés pour une meilleure accroche sur le filament thermoplastique
a I’entrée de la buse de dépot (Fig. 1.2-a).

Le filament rigide présente un diametre constant, similaire a celui de I’entrée de la buse dans
la partie initiale du fourreau du liquéfacteur (Bin jiquetacteurs [M]). 11 @git comme un piston pour pousser
le matériau fondu au travers de la filiere de la buse. Le diamétre de cet orifice détermine partiellement
la résolution d’impression et influence la pression nécessaire pour 1’extrusion du filament fondu qui

est la premiére étape-clé du procéde.
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Filament thermoplastique
——— calibré pour FA-DFF
(bobine)

Alimentationde
I'imprimante 3D (galets

Elément chauffant contrarotatifs)

de la buse
Liquéfacteur de la buse:
transition du filament rigide
au matériau fondu

Filament fondu en
cours de dépot

Piece imprimée 3D: Filiere (extrémité buse)

couches superposées \{
SUBSTRAT POUR DEPOT MATIERE ||

Filament thermoplastique rigide

: ¢'nt_liquéfacteur

; Liquéfacteur
: / (fourreau)
Résistance i
Zone 1 [chauffante du i Thermocouple
liquéfacteur | Cﬁ'/
el
A B ‘ L Elemt?nt thermo-
Zone 2 ‘ regulé
Zone 3 AWM .
@, Filiere
filiere
Axe z
(direction
verticale de

construction) Piéce imprimée 3D:

Couches superposées

Axey

Figure 1.2. Représentation schématique d’une imprimante 3D par extrusion de filament de matiére fondue (FA-
DFF) (a-). Focus sur la buse de I’imprimante, avec le liquéfacteur et la filiére (avec un angle convergent 3, a
partir du diametre interne du liquéfacteur, @in jiquetacteurs @U Plus fin de la filiere, Driiere) (b-). Matériau déposé
selon les trois dimensions (représentés par les axes X, y et z) sous forme cylindrique idéale (rayon, a) et détail du
soudage par fusion-adhésion (demi longueur de la zone soudée, x). Adapté de : Turner et al., 2014 ; Bellehumeur
etal., 2004 ; Sun et al., 2008 (c-)
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1.1.3.1. Ecoulement du matériau au travers de la filiere

Le liquéfacteur est un fourreau équipé d’une résistance chauffante dans sa partie terminale
permettant la fusion de la matiére, juste en amont de la filiere (Fig. 1.2-b). Le matériau doit étre a 1’état
fondu en entrant dans la partie convergente de cette filiere (Turner et al., 2014). L’angle B de la filiére
de la buse dans cette partie convergente est en général proche de 90°. La partie terminale de la filiére
est un tube court avec un diamétre constant Bsijiere (Driticre < 1 mm) et de longueur I (1 <1 mm).

Pour un débit volumique standard Q = 2.10°m?s?, avec s = 5.10™* m, la vitesse de dépbt
linéaire est Vgepot = 1.102m.s™: ainsi, la vitesse apparente de cisaillement y dans la filiére est de 1’ordre
de 160 s™. Il est important de retenir cet ordre de grandeur du fait de la dépendance de la viscosité des
polyméres thermoplastiques & la vitesse de cisaillement, variant typiquement de 100 & 200 s™ en FA-
DFF en régime établi (Venkataram et al., 2000 ; Turner et al., 2014). Pour un régime établi en
conditions isothermes, la perte de charge doit étre calculée dans 3 zones de la filiere (#1, cylindrique
avec un diametre important : I’intérieur du fourreau du liquéfacteur Gin jiquetacteur ~ Gitament; #2, CONiqUE
ou convergent ; #3, cylindrique avec un petit diameétre -la filiére de la buse, en aval- pour le dép6t des
filaments; Fig. 1.2-b et -c). Néanmoins, il est supposé que la partie terminale de la buse avec le plus
petit diamétre (i.e., la filiére), entraine la plus grande perte de charge, approximativement 85 % de la
perte de charge totale (Venkataram et al., 2000 ; Turner et al., 2014).  Cette perte de charge AP [Pa]
peut étre calculée en adaptant la relation de Hagen-Poiseuille et en prenant la viscosité n [Pa.s], tel que

mentionné plus haut :

AP = &1l (Eq. 1.1.1)

mr4

avec Q le débit volumique de la matiére [m®s™] et I [m] la longueur de la partie capillaire terminale de
la filiere avec un rayon constant, r [m]. Pour des matériaux standards en FA-DFF, I’ordre de grandeur
de AP est approximativement de 1 a 10 MPa (e.g., dans le cas de poly(e-caprolactone) fondu, la perte
de charge varie de 1 a 4 MPa quand le rayon terminal de la filiére décroit de 0,2 mm a 0,125 mm)
(Turner et al., 2014 ; Venkataram et al., 2000).

La viscosité du fondu pour une gamme de vitesses de cisaillement de 100 & 200 s est
ainsi le premier des critéres qui doit étre considéré pour notre cahier des charges matiére du
procédé FA-DFF. Pour les polyméres thermoplastiques actuellement les plus utilisés, les valeurs de
viscosité a la température d’extrusion sont typiquement de I’ordre de 0,1 a 1 kPa.s, telles que
rapportées a 190 °C et 230 °C pour le PLA et I’ABS, respectivement (Hwang et al. ,2016 ; Kar et al.,
2014).

Afin d’avoir accés a cette caractéristique de la matiére, il sera nécessaire de caractériser son
comportement rhéologique : Les polymeres thermoplastiques fondus présentent typiquement un
comportement rhéofluidifiant. La variation de leur viscosité, n [Pa.s], avec la vitesse de cisaillement y

[s7] est classiquement exprimée par la loi puissance :

n= Kyn"! (Eq. 1.1.2)
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avec K le coefficient de consistance [Pa.s"] et n I’indice d’écoulement [-], avec 0 < n < 1 pour un
matériau pseudo-plastique comme un thermoplastique fondu.

En toute rigueur, cette modélisation de la viscosité a la température de la buse devrait étre
complétée :

- Par une modélisation de sa thermodépendance : A cause de 1’écoulement non isotherme du
matériau dans le fourreau du liquéfacteur et la filiére, il est important de définir la dépendance de la
viscosité a la température, qui est prise en compte pour, T >> T, par la relation de type Arrhenius :

K = K,.exp [Ea/R. (z- Tio)] (Eq. 1.1.3)

avec E, 1’énergie d’activation [J.mol™.K™], R la constante des gaz parfaits (8,314 J.mol ".K™)
et To une température de référence arbitraire, telle que la température d’impression donnée en consigne
pour la filiere (i.e., To = Timpression)-

- Par une caractérisation de la viscoélasticité : Cette derniére est en effet importante pour
I’optimisation de I’impression. A la sortie de la buse, un gonflement en aval immédiat de la filiére peut
apparaitre, a cause de la relaxation du matériau dont 1I’énergie élastique est spontanément libérée, ou
recouvrance des déformations élastiques. Ce gonflement en sortie de filiére, déterminé par le ratio
entre le diamétre maximal du filament en sortie de buse divisé par le diamétre de 1’orifice de la filiere
peut varier typiquement entre 1,05 et 1,3 (Turner et al., 2014 ; Turner et Gold, 2015). Ce phénoméne
implique une diminution de la résolution d’impression et peut nuire a I’orientation de fibres dans les

composites a base de polyméres (Heller et al., 2016).

1.1.3.2. Mécanisme d’alimentation de la buse
1.1.3.2.1. Critére mécanique de stabilité

Les galets contrarotatifs entrainent le filament thermoplastique rigide vers le fourreau du
liquéfacteur de la buse de dép6t de I’imprimante 3D ou il est chauffé a la température d’impression et
forcé a s’écouler a I’état fondu dans la section a diamétre réduit de la filiere (Fig. 1.2-a). Les galets
exercent une tension sur la bobine de filament de réserve. La bobine se déroule et le filament avance
entre les galets, avec un écartement, eges, 1€gerement inférieur a Grijament pour assurer 1’accroche
mécanique. La force (F, [N]) nécessaire pour extruder le matériau peut étre déterminée par la perte de

charge au niveau de la filiére (AP, [Pa]) calculée précédemment par la relation (Eq. 1.1.1):

F = AP. . (%)2 (Eq. 1.1.4)

La force de compression exercée sur le filament thermoplastique par les galets est transmise
par le matériau rigide jusqu’a ’entrée du liquéfacteur. Elle ne doit pas dépasser une valeur critique au-
dela de laquelle le filament rigide peut présenter un risque significatif de rupture par flambage, comme
dans le cas du dépot de matériaux a 1’état fondu. En effet, si o, est la contrainte maximale de

flambage, un critere de flambage a été suggéré avec AP > o/1,1 (Rangarajan et al., 2000). En
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premiére approximation, 6, = Gg, avec ot la contrainte de flambage [Pa] définie par le critére d’Euler

pour une poutre élastique fixée a ses extrémites :

B 2
Fe T[Z.E.( flla;nent) Eq L5
Oc = O = = L
cr E T[_(ﬂfilament)z 4-L? ( g )
2

avec F. [N] la force critique de flambage et E le module élastique du matériau a I’ambiante [Pa]. L¢
[m] est la distance entre 1’axe des galets contrarotatifs et I’entrée du liquéfacteur (Fig. 1.2-a).

Les équations précédentes permettent d’évaluer les limites du systeme d’alimentation d’une
imprimante 3D par FA-DFF. Elles suggérent aussi un critére d’imprimabilité d’un matériau a partir de
ses propriétés rhéologiques ou aucun flambage n’est attendu (Venkataram et al., 2000), a partir des
relations (Eq. 1.1.1) et (Eq. 1.1.5):

2
E 8.Ql <¢filaerlent>
e (Eq. 1.1.6)

m3.r4

avec Q, le débit volumique de la matiére [m*.s™] et | [m] la longueur de la partie capillaire terminale
de la filiére a rayon constant, r [m].

Pour Q = 2.10° m®s™, I = 1 mm, L;= 50 mm, Dsamen: = 3 MM et Friiere = 5.10* m (i.e., r =
2,5.10" m), le terme de droite de 1’équation précédente (Eq. 1.1.6) vaut approximativement 1,5.10° s

En termes de cahier des charges matiere, il apparait que le module E du matériau a la
température d’alimentation du filament, typiquement de ’ordre de 25 a 30 °C et le rapport E/n
constituent le second critére-clé pour la FA-DFF : Si la viscosité du fondu doit étre faible
(premier critére discuté plus haut), il est aussi nécessaire que le matériau soit suffisamment
rigide avant la transition solide-fondu en amont de la buse de dép6t. Si I’on prend a nouveau
comme matériaux de référence le PLA (module E = 3,5 GPa a 25 °C ; Tableau I.1) et I’ABS (module
E = 2,3 GPa a 25°C) et leurs viscosités a leurs conditions d’extrusion en FA-DFF (0,1 a 1 kPa.s a 190
°C pour le PLA et a 230 °C pour I’ABS, respectivement), les valeurs des E/n sont de 1’ordre de 2,3.10°
4 3,5.10" s™. Ces valeurs sont bien supérieures & 0,5.10° s™, valeur théorique minimale pour des
matériaux utilisables en FA-DFF (Venkataram et al., 2000 ; Turner et al., 2014).

1.1.3.2.2. Importance de la transition solide-fondu

En pratique, il faut tenir compte de la cinétique du procédé FA-DFF : La transition solide-
fondu doit donc se faire dans un intervalle de température suffisamment étroit afin de permettre des
débits d’alimentation raisonnablement élevés. A 1’entrée du fourreau du liquéfacteur, le matériau est
rigide a température ambiante et descend comme un piston a une vitesse linéaire constante

d’alimentation (V gimentation, [M.S™']) pour des conditions stables d’impression:

Q
Valimentation = T rtament\’ (Eq. 1.1.7)
(Sagnent)
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A une temperature constante Timpression, aUX parois de la buse, le flux thermique peut étre écrit
comme suit (Turner et al., 2014):

q=p.-QCp,.(T, = T) + (dH)p, (Eq. 1.1.8)
avec q le flux thermique dans le liquéfacteur [W, ou J.s™]; T; et T,, les températures a 1’entrée
(ambiante) et a la sortie du liquéfacteur de la buse [°C], respectivement ; Liiqueractewr [M] €St la longueur
du liquéfacteur et p est la densité du matériau [kg.m™]. C, [J.kg".K™] est la capacité thermique
massique isobare du matériau et (dH),, [J.s] est I’enthalpie de fusion du matériau (dans le cas d’un
polymeére semi-cristallin).

A cause de la longueur réduite du fourreau du liquéfacteur (typiquement de I’ordre de 30 mm),
zone dans laquelle doit avoir lieu la fusion (pour un polymeére semi-cristallin, ou le franchissement de
la transition vitreuse pour un matériau amorphe), la transition de 1’état solide a un fluide visqueux
doit se produire sur une plage de température réduite. Cette caractéristique importante pour le
cahier des charges matiére est difficile a relier de maniére directe a une propriété du matériau.
En premiére approche, nous proposons de I’évaluer en considérant le rapport du module
élastique du matériau en dessous et au-dessus de sa température de transition, Ematriau vitreux €t
Ematériau caoutchoutiques CONSidérés respectivement, a T4-20 °C (> T;, Eq. 1.1.8) et T4+20 °C (< T,, Eq.
1.1.8). Dans le cas d’une transition vitreuse pour un matériau amorphe standard en FA-DFF tel que

I’ABS : Ematériau vitreux/Ematériau caoutchoutique ~ 1-103 (F|g 1.3 ; Weng et al-, 2016)

Tg_ABS_Con.trol=99°C

oo FEFFRTE S FI Ty,
I“\
»
= L}
.
< 1004
—§ ; Emate'riau vitreux =~1.103
é Ematériau caoutchoutique
()
8 10 o 2
% = Control X
® - ABS-1 !
A ABS3 2 1
vy ABSS RN
1 —rTT—T7T—7—7

——r——r——
30 40 S50 60 70 80 9 100 110 120 130 140
temperature (°C)

Figure 1.3. Evolutions des modules de stockage de matériaux composites ABS/montmorillonite déterminées
par analyse mécanique dynamique (chauffage a 5 °C/min) et positionnement de la température de transition
vitreuse de I’ABS pur (noté « control ») mesurée & Ty = 99°C par analyse enthalpique différentielle (d’apres
Weng et al., 2016). Illustration de la chute de module liée au franchissement de la transition vitreuse : Enatriau

3
vitreux/Ematériau caoutchoutique ~ 1.10
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Tableau 1.1. Propriétés thermomécaniques de polymeéres thermoplastiques utilisés en fabrication additive par extrusion de matiére (FA-DFF) a leurs températures respectives
d’impression Timpression (d’aprés °Belter et Dollar, 2015, ®Melnikova et al., 2014, *Smith et Dean, 2013 et ddonnées du fabricant) et de “biopolyméres naturels, tels que des
protéines (d’aprés ®Xia et al., 2011 ; 'Chen et al., 2012, ®Lawton, 2004, "Corradini et al., 2006, 'Reddy et al., 2013, 'Gillgren et Stading, 2008, “Zhang et al., 2001 et 'Rouilly et
al., 2006) et des amidons ("Lourdin et al., 1995 et "Bizot et al., 1997)

Matériau T4 (°C) Tm[°C] Timpression [°C] Propriétés mécaniques en tension
Omax [MPa] E [GPa] Erupture [%]

ABS-P430%7 (Stratasys, Inc.) 108 Amorphe 220-300 37 2,3 3

PLA-3052D"¢ (NatureworksLLC™) 60 145-160 190-230 62 3,5 6

PA-12% (Stratasys, Inc.) 41 180 260-280 46 1,7 10
Polycarbonate®® 145 155 250-300 68 2,2 100
“Protéines d’orge+20%glycérol (HR=65%)° 57 Amorphe - 75 1,8 90
“Gluten+15%glycérol (HR=65%)" - 166 - 7 0,05 118
“Gliadines+15%glycérol (HR=65%)" - 140” - 2 0,03 46
“Gluténines+15%glycérol (HR=65%)" - 140™ - 4 0,09 30
“Zéine (HR=50%; TE=7,5%,mt)* 80 Amorphe - 34 1,8 <5
“Zéine+30%acide oléique (HR=50%; TE=4,5%,mt)° 40 Amorphe - 18 0,9 <5
“Z&ine+22%glycérol (HR=52-54%; TE=8,5%,mt)" 60 Amorphe - 12 11 ~2
“Zéine+40%glycérol (HR=52-54%)" 60 Amorphe - 8 0,7 <2
“Protéines d’arachide (HR=65%)' , - 145~ - 8 0,15 63
“Protéines de sorgho (Kafirines) (HR=65%)’ 40 - - ~9 - =5
“Protéines de soja+30%glycérol (HR=50%; TE=7,7%,mt)* ~25 - - 9 0,25 9

“Protéines de tournesol (41%glycérol) (HR=60%)' < T ambiant - - 18 <0,01 73
“Amidon: 100%Amylose (TE=11%,mt)™" 115 Amorphe - 68 1,1 6

“Amidon: 100%Amylopectine (HR=57%; TE=11%,mt)™" 105 Amorphe - 38 0,95 4

“Amidon >40% Amylose+20%glycérol (HR=57%)™" > Tampiant  Amorphe - 25 0,5 5

“donnée comme température de fusion, mais étant probablement une température de dénaturation. T, est la température de transition vitreuse; T, la température de fusion;
Omax, 1a contrainte maximale; E, le module élastique; &rprure, 12 déformation a la rupture déterminés en conditions ambiantes standards. HR est I’humidité relative [%] pendant
le stockage des échantillons a température ambiante. TE est la teneur en eau par rapport a la masse humide totale de 1’échantillon (mt)
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1.1.3.3. Dépot et adhésion du polymere thermoplastique a l’état fondu

Cette phase du procédé FA-DFF joue un réle clé dans la cohésion de la piece imprimée. A la
sortie de la filiére de la buse, la premiére couche est en effet déposée sur un substrat solide horizontal
(i.e., plateau de dépdt de I'imprimante 3D), la couche suivante est thermosoudée a la précédente et
ainsi de suite. Ce soudage est obtenu par I’interdiffusion des chaines polymeéres a I’interface entre 2
couches. Néanmoins, le filament déposé présentant une section elliptique, ce processus entraine la
présence de vides entre les couches. Les propriétés mécaniques du produit fini dépendent donc aussi
de la surface de contact entre les deux filaments lors du soudage, du nombre de vides résultant et de
leur taille, qui définissent aussi la qualité de surface de la piéce (Boschetto et al., 2016 ; Abbott et al.,
2018).
1.1.3.3.1. Un phénomene fortement non isotherme

Il est particulierement difficile de modéliser I’ensemble des phénomeénes mis en jeu lors du
procédé réel, notamment du fait du refroidissement trés rapide subi par le matériau extrudé. Des
mesures récentes en thermographie infrarouge montrent que dés la sortie de la buse le filament
thermoplastique refroidit a une vitesse de ’ordre de 100 °C.s™ pour un polymére synthétique standard
et reste au-dessus de sa température de transition vitreuse pendant environ 1 a 2 s, selon la température
de I’environnement de dép6t de I’imprimante 3D (Seppala et Migler , 2016). Dans des conditions aussi
non isothermes, une modélisation précise du mécanisme d’étalement/adhésion par soudage est
difficilement envisageable. On peut néanmoins distinguer 2 étapes : 1’étalement du filament et le
soudage thermoplastique, que nous aborderons ensuite.

Les temps de refroidissement sont globalement en accord avec ceux prédits lors de travaux
plus anciens a 1’aide du modéle décrit ci-apres (Bellehumeur et al., 2004 ; Sun et al., 2008). Les
hypothéses du modele sont les suivantes : (i) la température est uniforme dans la section du filament
déposé ; (ii) le filament déposé a une longueur semi-infinie selon ’axe x de dépbt de matiére fondue (x
=0 a la sortie de la buse, et x = oo pour I’extrémité du filament ot T = Tenvironnement de 1’imprimante ;
représentation schématique des axes de dépdt sur la figure 1.2-c); (iii) la masse de matériau sur laquelle
le volume fondu est déposé est plus importante que celle du filament et (iv) la chaleur est transférée
par convection (coefficient assumé constant). Sur la base de ces hypotheses, le profil en température le
long de I’axe du filament pendant le dép6t & une vitesse linéaire constante Vgepst [m.s™'] peut étre écrit
sous la forme suivante (Bellehumeur et al., 2004 ; Sun et al., 2008) :

or _ , 00D
p. Cp. A. Vdép()t' % =A. “ox h.P. (Timpresssion — Too) (Eq |19)

Une solution analytique a cette équation (avec les conditions limites T=T,, la température
d’impression Timpression = To pour x = 0 a la sortie de la buse, et T = T, la température de

I’environnement d’impression de I’imprimante pour x = o) peut étre trouvée :

T= Too + (-I—impression'-l—oo)-e—mX (Eq |.1.10)
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J1+4.ap-1 _ A h.p

avec m = . X = Vot , a=  B=——F
2.a epe P.Cp.Vaspot p.Cp.AVdspst

et avec P, la longueur du

périmétre [m] du filament déposé, A la conductivité thermique [W.m™.K™] et h le coefficient de
transfert thermique qui inclut la convection avec I’air et depuis le matériau support pour le dépbt de
matiére fondue (50 <h < 150 W.m?.K™).

On voit ici que la connaissance des propriétés thermophysiques (notamment A, C,) du
polymére mis en ceuvre est nécessaire a la modélisation du procédé FA-DFF. Toutefois, ces
caractéristiques ne rentrent a priori pas dans le cahier des charges matiere que nous cherchons a
établir. 1l est important de noter que la conductivité thermique des polymeres évolue trés peu avec la
température. Pour un polymére synthétique amorphe standard en FA-DFF, 1I’ABS, les valeurs sont de
’ordre de A = 0,2 W.m™.K™ 4 la température ambiante et augmentent faiblement jusqu’a des valeurs
de I’ordre de 0,24 W.m™.K™ & 150°C (Dawson et al., 2000). Le méme ordre de grandeur des
conductivités thermiques, et surtout de leur faible augmentation avec la température, sont obtenus pour
d’autres polyméres synthétiques amorphes, tels que le polystyréne (dos Santos et al., 2013). Au-dessus
de la température de transition vitreuse de tels polyméres amorphes, une faible diminution de la
conductivité thermique peut alors étre enregistrée, la conductivité thermique revenant alors a des
valeurs plus proches de celles mesurées a 1’ambiante, par exemple pour le PMMA de 0,20 W.m™.K™
(220 °C) 40,22 W.m™.K™ (4 150 °C), en passant par des valeurs de 1’ordre de 0,26 W.m™.K™ & 90 °C,
juste en-dessous de sa transition vitreuse, a T, pmma ~ 112 °C (dos Santos et al., 2013). Pour un
polymére semi-cristallin, tel que le PLA, la valeur typiquement retenue est de A = 0,21 W.m™.K™ pour
des conditions classiques de dépdt a 1’état fondu (Bakrani Balani et al., 2018).

Toutefois, une autre propriété thermophysique, le coefficient d’expansion thermique
CTE [K™], peut étre considérée comme importante pour un cahier des charges matiére. En effet,
les changements dimensionnels liés aux importantes variations de température lors de la mise en
ceuvre des matériaux par FA-DFF peuvent avoir une influence sur I’étalement des filaments déposés et
peuvent aussi étre & considérer pour évaluer les critéres d’imprimabilité d’un matériau thermoplastique
(Wei et al., 2015). Les coefficients d’expansion thermique, liés a la dilatation des matériaux et
correspondant a leur variation dimensionnelle principale sont reportés dans la littérature pour deux
polyméres standards en FA-DFF, avec des valeurs de ’ordre de 6.10° & 9.10° K™ pour le PLA ou
pour des mélanges avec des composés caoutchoutiques dans lesquels il est majoritaire a au moins 80%
m/m (Jiang et al., 2013) et de 6 & 10.10° K™ pour I’ABS seul, ou sous forme de composites avec des
particules de graphéne dans lesquels il est majoritaire a plus de 92 % m/m (Wei et al., 2015 ; Weng et
al., 2016).
1.1.3.3.2. L étape d’étalement du filament extrudé

La vitesse linéaire de dépot, Vg [M.s™], est supposée constante & la sortie de la filiére :

Voot = Q/A (Eq. 1.1.11)
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avec Q le débit volumique de matériau [m*.s™] et A, I’aire de la section du filament déposé [m?] qui
peut étre considérée comme une ellipse a cause de I’affaissement du matériau fondu :

A=T.a..b, (Eq. 1.1.12)
avec a, [m] et be [m] les demi-largeurs de ’ellipse selon les axes principal et mineur, respectivement.

Dans le cas d’un dépdt stable, la distance entre la sortie de la buse et la surface de dépot (h,
[m]) doit étre moins importante que le diametre apparent du fil dépose, ce qui donne la relation
suivante :

Vaepst < (Eq. 1.1.13)

En pratique, les valeurs de Ve Se situent dans un intervalle entre 5 et 50 mm.s™ (Turner et
al., 2014). L’¢étalement dépend de la viscosité du polymeére fondu, n [Pa.s], et de la tension de surface
I' [N.m™] entre le fondu et la surface de dép6t. Cet équilibre peut étre pris en compte par un nombre
capillaire défini par la relation suivante :

Ca= 1. Vot / T (Eq. 1.1.14)

Pour une température constante, plus la valeur du nombre capillaire (Ca) est élevée, moins le
matériau est susceptible de s’étaler. En termes de cahier des charges matiére, afin de permettre des
vitesses de dépot élevées, le ratio n/I', entre la viscosité du polymére fondu et sa tension de
surface, doit étre faible. En toute rigueur, il s'agit de la viscosité élongationnelle du matériau.
Néanmoins, cette propriété étant difficile & mesurer, nous utiliserons la viscosité en cisaillement en
premiére approximation. Dans le cas de I’ABS, la valeur de I' 4 230 °C est de ’ordre de 30 mN.m™
(Bellehumeur et al., 2004 ; Sun et al., 2008) et dans le cas du PLA, la tension de surface est de 1’ordre
de 28 mN.m™ & 180°C, une température trés proche de celle de son dépdt en FA-DFF (Dil et al.,
2016). Pour des viscosités comprises entre 0,1 et 1 kPa.s (a des vitesses de cisaillement de I’ordre
de 100 & 200 s™), ces valeurs conduisent 2 un rapport n/I' compris entre 3,5.10° & 3,6.10* s.m™.
Néanmoins, étant donné la rapidité du refroidissement, il serait nécessaire de connaitre la valeur de 7/
I' a des températures plus faibles que la température d’extrusion (jusqu'a T = Ty + 100 °C pour un

standard amorphe tel que I’ABS ; Bellehumeur et al., 2004).

1.1.3.3.3. L étape de soudage et I’approximation du frittage

Comme indiqué plus haut, le soudage thermoplastique fait intervenir I’interdiffusion des
chaines polymeéres a I’interface entre deux couches de filaments. Pour un polymére amorphe standard,
a T > T, ladiffusion des macromolécules est liée a la théorie de la reptation. Le degré de fusion-
adhésion, D, croit avec le temps de contact a température constante, t, selon la relation suivante: D o

t*. Le temps de reptation des chaines augmente avec la masse moléculaire moyenne du polymére

considéré (M,,) : treptation M—WS(ButIer et al., 1998). Des modeéles plus élaborés impliquent I’étirement
et I’orientation du polymére en utilisant une équation constitutive pertinente et, sur cette base, Mcllroy

et Olmsted (2016 et 2017) ont récemment montré qu’il serait nécessaire de prendre en compte 1’effet
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de I’écoulement sur la densité d’enchevétrement, qui modifie le temps de reptation. Mais, du fait de
cette complexité, certains auteurs ont proposé de considérer en premiére approximation un
mécanisme de fusion-adhésion par frittage visqueux (« viscous sintering »). Bien qu’éloigné de la
réalité du procédé FA-DFF, cette hypothése permet ’estimation du ratio #/I' nécessaire au
cahier des charges matiére.

La figure 1.4 ci-dessous représente les différentes étapes conduisant a la coalescence de deux
filaments de thermoplastique représentés en coupe :

- La mise en contact des macromolécules a I’interface (étape 1-, Fig. 1.4),

- L’obtention d’un équilibre d’adsorption avec la création (étape 2), puis le développement

d’un front de fusion (3) avec ’interdiffusion des chaines a I’interface,

- La poursuite éventuelle de 1’étape (3) pour des temps longs, jusqu’a randomisation des

e )

Figure 1.4. Représentation schématique des étapes de fusion-adhésion d’un polymeére amorphe & T > T : mise
en contact intime des deux éléments (1-), apparition d’un front de fusion (2-), diffusion moléculaires a
I’interface (3-) et randomisation aux temps longs (4-)

chaines polymériques (4).

L’évolution de I’angle 6 intervenant au cours de 1’étape 2 (Fig. 1.4) est due au phénoméne de
frittage visqueux. Sa modélisation permet d’accéder au ratio #/T", pour une vitesse de cisaillement
quasi-nulle dans ce cas : Le modele classique de Frenkel-Eshelby (Frenkel, 1945 ; Eshelby, 1949),
¢établi pour des particules sphériques pour un écoulement visqueux de type Newtonien sous 1’action de
la tension de surface entre deux particules sphériques identiques de rayon initial a, [m], a été modifié

pour tenir compte du changement de rayon (Bellehumeur et al., 2004 ) :

de (ao_.n)_l . Z_g.cose.sine.(z—cose)% (Eq. |.1.15)

ac AT (1-c0s6).(1-+c0s0)3
avec 0 = sin-l(g) (Eqg. 1.1.16)

La cinétique de coalescence est ainsi gouvernée par le temps caractéristique de frittage
visqueux, t,s = (@) [s]. La tension de surface du polymére fondu, I [N.m], agit comme une force

motrice, alors que sa viscosité, n [Pa.s], est une force limitant la fusion-adhésion.

Ce modéle initialement développé pour 1’¢tude du frittage de particules de polymeres
sphériques typiquement utilisées en rotomoulage (e.g., HDPE et LLDPE) a été appliqué au suivi de la
coalescence de tranches de filaments d’ABS destinés au procédé FA-DFF (Bellehumeur et al., 2004).
Dans les 2 cas, les mesures expérimentales ont été réalisées a 1’aide d’un microscope optique équipé
avec une platine chauffante, les particules sphériques ou les tranches de filament étant placées entre

deux lames de verre.
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Dans le cas des filaments d’ABS, I’ajustement du temps caractéristique du modéle (t,s ~40 s a
240 °C) a permis une prédiction de 1’évolution de 6. Connaissant la viscosité du matériau et le rayon
des tranches de filament, les auteurs en ont déduit la tension de surface du polymeére fondu I' = 29
mN.m™ & 240 °C. (Bellehumeur et al., 2004 ).

Cette approche est néanmoins critiquable sur 2 points :

- Du point de vue expérimental, le fait que les tranches de filaments soient placées entre deux
lames de verre est de nature a modifier la cinétique de coalescence et son observation. Plus
récemment, un dispositif expérimental a été proposé pour I’étude du frittage de filaments de polymeres
thermoplastiques semi-cristallins dédiés a la FA-DFF (Bakrani Balani et al., 2017) : Deux filaments
sont placés dans un four transparent permettant le suivi de leur coalescence au cours de rampes en
température contrdlées. Dans ce cas, 1’acquisition d’images (1 image/5s) a permis la mesure directe de
I’angle de fusion-adhésion en fonction du temps. Ces expériences ont permis de valider les prédictions
selon le modéle (Eq.1.1.15) pour le PLA, et le PEEK a de plus hautes températures.

- Du point de vue théorique, I’application de 1’Eq.1.1.15 pour modéliser I’adhésion entre deux
filaments fondus a base de polymére est questionnable car cette équation est supposée décrire une
cinétique de frittage de particules sphériques, et non pas de filaments cylindriques. A notre
connaissance, le seul modele pour une telle prédiction efficiente de la cinétique de fusion-adhésion
entre deux cylindres identiques a été proposé par Hopper (Hopper, 1984 et 1993-a). Ce modéle ne peut
pas étre exprimé par une équation différentielle seule. Il est basé sur la description géométrique des
sections transversales de deux cylindres par une ellipse inversée de surface constante. L’auteur donne

la solution numérique sous la forme d’un tableau de valeurs de :

rt 1 t 1 x 1
(u._ao'v—z) = (@ 'Ti) V. (a—(,-ra) (Eq. 1.1.17)
Le facteur \/LE vient de 1’obtention d’un Cylindre de rayon af = \/E a aprés coalescence

compléte des deux filaments initiaux (Hopper, 1984 et 1993-b). Comparées aux prédictions du modéle
basé sur des particules sphériques, celles issues du modéle de Hopper établit pour des cylindres
donnent des résultats similaires au début de la coalescence, jusqu’a x/ap = 0,8. Mais des écarts
notables, d’environ 10% du ratio x/a,, apparaissent en fin de cinétique, avec un ratio final x/ag = 1,41
pour le modéle de Hopper et x/ag = 1,26 en appliquant la relation Eq.1.1.15 (Pokluda et al., 1997). Les
deux approches doivent donc étre appliquées et comparées pour 1’évaluation fine du temps

caractéristique de frittage visqueux d’un thermoplastique.
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1.2. Eléments retenus pour un cahier des charges matiere pour le procédé FA-DFF

L’étude des étapes principales du procédé FA-DFF nous a permis de mettre en évidence

I’importance des propriétés suivantes pour 1’établissement d’un cahier des charges matiére minimal

(non exhaustif) :

1) Le comportement rhéologique du matériau a 1’état fondu occupe une place centrale :

a.
b.

Le matériau doit avoir un comportement thermoplastique lui permettant de s’écouler.
La viscosité n a la température d’impression, pour des vitesses de cisaillement de
1’ordre de 100 a 200 s typiques du procédé, constitue un premier paramétre clé.

Le rapport E/n (E étant le module & 20°C) est un second parametre a prendre en
compte pour garantir la stabilité de I’alimentation matiere.

Le rapport n/T" (T" étant la tension de surface du matériau fondu) est le troisiéme
paramétre, intervenant a vitesse de cisaillement élevée (7=100-200s™) et dans la
cinétique d’étalement (7 proche de 0 s™, accessible alors par I’étude du frittage

visqueux entre deux filaments).

2) Le comportement thermique et thermomécanique est aussi trés important

a.

La température de transition vitreuse T, doit étre supérieure a la température
ambiante de maniere a avoir un comportement solide.

Le module a température ambiante Egige doit typiquement étre proche de celui
d’un polymére vitreux (Esolige ® Emateriau vitreux = 1 GPa).

La transition solide-fondu doit intervenir sur une gamme de température limitée. Le
crittre suivant a été proposé : Emagriau vivew/Emateriau caouchouique = 1.10%, avec
AT caoutchoutique-vitreux ~ 30 - 40 °C.

La stabilité thermique a la température d’extrusion n’a pas été discutée, mais
celle-ci doit bien sar étre inférieure a la température de dégradation (Timpression <
Tdécomposition)

Le coefficient d’expansion thermique est aussi un paramétre important pour la

précision dimensionnelle des piéces imprimées.

Pour différentes propriétés, des valeurs pouvant servir de référence ont pu étre établies en

considerant deux matériaux thermoplastiques principalement utilises en FA-DFF : I’ABS et le PLA

(Tableau I.1).

1.3. La zéine plastifiée, un biopolymere modeéle pour la formulation de matériaux adaptés au
procédé FA-DFF ?

Parmi les différentes familles de polyméres biosourcés (Fig. 1.5), le PLA s’est imposé comme

un matériau de choix pour le procédé FA-DFF, ce qui nous invite & considérer quels autres

biopolymeéres pourraient étre utilisés pour la formulation de filaments thermoplastiques imprimables.
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D’autres bio-polyesters, tels que les polyhydroxyalkanoates (PHA) issus de fermentations
(Bugnicourt et al., 2014 ; Soroudi et Jacubowicz, 2013 ; Yates et Barlow, 2013), des dérivés de la
cellulose (Zhang et al., 2017 ; Dai et al., 2019), ou d’autres polyméres naturels comme les protéines
ou I’amidon peuvent étre transformés comme des matériaux thermoplastiques en les formulant avec
des plastifiants adéquats. Ces derniers peuvent présenter |’avantage d’étre comestibles et/ou
biocompatibles et directement disponibles depuis des sources végétales ou animales. Dans ce cas, les
champs d’application de la FA-DFF pourraient étre considérablement étendus aux secteurs
agroalimentaire, pharmaceutique ou biomédical (Corradini et al., 2014 ; Goyanes et al., 2014 ; Godoi
et al., 2016). Pour ces secteurs, les structures des pieces obtenues par FA-DFF pourraient créer de
nouvelles opportunités pour des aliments réalisés a fagon, ou des matrices et des implants congus par
ingénierie inverse (Giannitelli et al., 2014 ; Wegst et al., 2015).

Extraction VTGS Hydrolyse, ou fermentation
Hydroly: 2 f

m Synthétisés a partirde [l Produits par des
microorganismes

Acides nucléiques Polyesters Polyesters
Acide désoxyribonucléique il Acide polyglycolique Polyhydroxyalkanoates(PHA)

Polyméres
(ADN), Acide ribonucléique (PGA) Acide Polyhydroxybulymte (PHB),

d’acides gras,
Cires

2in
Gluten Protélnes de
soja, Zéine

Cellulose bactérienne,
Pullulane, Xanthane

Cellulose, Amidon

Figure 1.5. Représentation schématique des principaux biopolymeres et de leur production

L.3.1. L’amidon et les protéines : des biopolymeres thermoplastifiables

Méme si de nombreux types de biopolyméres naturels (i.e., polyméres produits a partir
d’organismes vivants) peuvent étre trouvés, relativement peu sont transformables a 1’état fondu,
condition premiére nécessaire pour envisager leur mis en ceuvre par FA-DFF. Deux familles de

\

biopolyméres, disponibles en grande quantité a partir de ressources végétales présentent ces
propriétés : les amidons (Lourdin et al., 1995 ; Barron et al., 2002 ; Chanvrier et al., 2005) et les
protéines (Reddy et Yang, 2013 ; Verbeek et van den Berg, 2010). Néanmoins, ’aptitude a une
premiére transformation a 1’état fondu (i.e., filage par extrusion), n’est pas une condition suffisante
pour I’imprimabilité par FA-DFF et il est aussi important de considérer plus précisément les éléments
du cahier des charges évoqués précédemment en adéquation avec les différentes étapes du procédé.

Dans le cas des amidons, la fusion peut seulement étre obtenue en présence d’eau, agissant
comme plastifiant pour les unités-monomeres glycosidiques hautement hydrophiles, avec des
fonctions chimiques hydroxyles formant des liaisons hydrogene.

Si ’effet de I’eau sur le comportement rhéologique pendant la production des filaments par
extrusion est bien connu et maitrisé, les problémes de séchage au niveau de la buse ne permettent pas
d’envisager la mise en forme de I’amidon par FA-DFF. L’emploi d’autres plastifiants, tels que le
glycérol, ne permet pas a ce jour de surmonter cet obstacle. L’effet de 1’eau semble étre moins critique

dans le cas des protéines, de par leur caractére amphiphile, intrinseque & leurs unités monomeres
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(acides aminés). En effet, les protéines peuvent étre plastifiées par des composés polaires ou
amphiphiles (Hernandez-1zquierdo et Krochta, 2008 ; Du et al., 2016-a), limitant ainsi le role de la
teneur en eau dans les procédés de transformation par voie fondue (Pommet et al., 2003).

L ajout de composés plastifiants aux biopolymeres naturels influence fortement leur rigidité a
I’état solide et la rapidité de la transition solide-fondu des matériaux thermoplastiques mis au point.
Selon le type de composés ajoutés et leur teneur nécessaire a la transformation des biopolymeres a
I’¢état fondu, les matériaux obtenus peuvent présenter un comportement caoutchoutique ou ductile
aprés refroidissement a température ambiante.

Dans le cas de ’amidon, par exemple, I’addition de glycérol comme auxiliaire technologique
améliore la mise en ceuvre des fondus (qui reste cependant moins aisée que celle de protéines telle que
la zéine a proportion pondérale équivalente de plastifiant ; Corradini et al., 2007), mais cela conduit a
une modification significative des propriétés mécaniques a I’ambiante. En effet, I’amidon plastifié par
I’eau est a 1’état vitreux a 25 °C pour 50% d’humidité relative (HR) et présente ainsi un module
élastique élevé a température ambiante, supérieur a 0,5 GPa (Tableau I.1) (Lourdin et al., 1995;
Rindlav-Westling et al., 1998). En revanche, ’amidon avec 23% de glycérol est a 1’état
caoutchoutique a température ambiante et son module élastique est de I’ordre de 10 MPa (Lourdin et
al., 1997) en fonction de I’origine botanique de 1’amidon (Follain et al., 2005). L’amidon sera dans ce
cas transformable a I’état fondu, mais pas assez rigide pour le mécanisme d’alimentation en FA-DFF.

Dans le cas des protéines, différentes tendances peuvent étre observées. Par exemple, les
isolats de protéines de soja présentent des propriétés mécaniques insuffisantes une fois formulées pour
obtenir un écoulement en extrusion sans altération (a T < 160 °C), avec I’addition de glycérol (30%).
Ceci conduit a une température de transition vitreuse proche de la température ambiante, a environ
25°C, ne permettant pas un maintien mécanique d’une pi¢ce potentiellement imprimée (Zhang et al.,
2001) (Tableau 1.1). Les isolats de protéines de tournesol ont aussi la capacité d’étre extrudés a des
températures comprises entre 85 °C et 160 °C, mais en raison de la quantité importante de plastifiants
qui doit étre ajoutée pour obtenir un écoulement stable, les propriétés mécaniques obtenues sont tres
faibles et la température de transition vitreuse largement inférieure a la température ambiante (T, = -40
°C) (Rouilly et al., 2006). Les protéines de blé, telles que le gluten, les gluténines et gliadines, ou les
protéines d’arachides, ont des températures de mise en ceuvre a 1’état fondu relativement élevées et de
faibles propriétés mécaniques, notamment en termes de rigidité, une fois plastifiées (Chen et al.,
2012 ; Reddy et al., 2013 ; Bengoechea et al., 2007) (Tableau 1.1).

D’autres protéines, moins étudiées pourraient étre des candidats pertinents du fait de leur
thermoplasticité, telles que les protéines de sorgho (kafirines), plastifiées par des composes
amphiphiles tels que 1’acide laurique ou le poly(ethyléne glycol) -PEG400- (Gillgren et Stading,
2008 ; Di Maio et al., 2010), ou les protéines d’orge (Xia et al., 2011 ; Reddy et Yang, 2013). Mais les
données disponibles dans la littérature, notamment sur les propriétés rhéologiques de ces protéines

plastifiées, sont trés limitées.
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1.3.2. La z&ine : une protéine thermoplastifiable issue du mais

La zéine est un biopolymere qui combine plusieurs propriétés intéressantes : il est comestible,
transformable a 1’état fondu et moins sensible a 1’eau que I’amidon ou la plupart de ses dérivés,
particuliérement aprés traitement thermomécanique (Corradini et al., 2014 ; Lawton, 2002). C’est une
protéine de stockage extraite du mais (Zea mays L.), coproduit de la production d’amidon et de
bioéthanol faisant partie de la famille des prolamines (Holding, 2014). Elle est utilisée pour différentes
applications, par exemple en tant que film barriére a 1’eau pour des produits alimentaires des
comprimés pharmaceutiques et pour la production de plastiques dégradables ou de matrices
résorbables utilisées pour la croissance cellulaire (Corradini et al., 2014 ; Lawton, 2002). Elle est
reconnue par la « Food and Drug Administration » (ou FDA, US) comme « Generally Recognized as
Safe » dénommeée catégorie « GRAS » (FDA -US-, 2014) et utilisée comme agent texturant pour des
pains sans gluten (Erickson et al., 2014). C’est une ressource abondante, puisqu’elle représente 3 a 5
% de la masse s¢che des grains, pour une teneur en protéines totale d’environ 9 a 12 %, dont la récolte
annuelle mondiale dépasse 800 millions de tonnes (Anderson et Lamsal, 2011 ; Shukla et Cheryan
2001).

A D’état natif, la zéine est stockée sous forme de corpuscules protéiques sphériques d’un
diamétre de I’ordre de 1 um dans I’endosperme des grains de mais. Ces corpuscules sont répartis de
facon compacte dans 1’albumen, entre les grains semi-cristallins d’amidon de plus grande taille (de 5 a
35 um de diameétre) auxquels ils peuvent s’associer intrinséquement ou superficiellement (Mu-Forster
et Wasserman, 1998). La région périphérique vitreuse de I’endosperme des grains de mais contient
plus de zéine que la région farineuse centrale ou les corpuscules protéiques sont plus petits et moins
denses (Holding, 2014 ; Gayral et al., 2015), Figure 1.6.

a- b-
Grains 19-kDa a, §
Corpuscules d’amidon B a,d
protéiques : . =5
Albumen Albumen .
vitreux rER 22-kDa a

Jaiinenx Early Mid- Mature

Figure 1.6. Coupe transversale d’un grain de mais de type sauvage (« wild type ») et schéma de constitution
avec taille relative et abondance des grains d’amidon (sphéres blanches) et des corpuscules de zéine (sphéres
grises) des parties vitreuses et farineuses (d’aprés Holding, 2014) (a-). Evolution de la distribution en zéine
dans les corpuscules protéiques au cours de la maturation (de I’ordre de 100 & 120 jours aprés semis pour
atteindre 1’état mature). Points noirs représentant les ribosomes, rER=réticulum endoplasmique rugueux
(d’aprés Shewry et Halford, 2002 ; Holding, 2014) (b-).

28



Chapitre | : Travaux antérieurs et positionnement du sujet de these

La zéine est synthétisée de fagon compacte dans I’albumen par les ribosomes. Les corpuscules
protéiques sont retenus par la membrane du réticulum endoplasmique rugueux et 1’accrétion de

couches fines de zéine contribue a la croissance des corpuscules protéiques.

1.3.2.1. Structure et variabilité de la zéine

I existe quatre groupes de zéines que 1’on retrouve dans la zéine commerciale, par ordre
décroissant de prépondérance les zéines-o (71 a 85 % de la zéine totale), solubles en milieu
hydroalcoolique et sans agent réducteur, les -y (10 a 20 % de la zéine totale), les -B (1 a 5 %) et les
zéines-3 (1 a 5 %) tres solubles en milieu hydroalcoolique en présence d’un agent réducteur (Landry,
1979 ; Wilson, 1991 ; Anderson et Lamsal, 2011).

La caractérisation des zéines est basée ensuite sur leurs masses moléculaires déterminées apres
migration en conditions dénaturantes par SDS-PAGE (i.e., électrophorése sur gel en polyacrylamide
en présence d’un tensioactif, le dodécylsulfate de sodium « SDS »), les zéines-a donnant deux bandes,
I’une a 19 kDa (Z19, avec 210 a 220 résidus -acides aminés-) et I’autre a 22 kDa (Z22, avec 240 a 250
acides aminés) (Fig. 1.7) ; les zéines-p, des bandes a 17 kDa et 18 kDa ; les zéines-y a 16, 27 et 48 kDa
(dimére de protéines de masses moléculaires plus faibles), et les zéines-56 a 10 kDa (Dombrink-
Kurtzman et Bietz, 1993 ; Shewry et Halford, 2002 ; Anderson et Lamsal, 2011).

Les zéines-a sont confinées majoritairement au centre des corpuscules protéiques, comme les -
0 que I’on retrouve en plus petites quantités, et les zéines-P et -y sont présentes en périphérie (Fig. 1.6
et 1.7). Les corpuscules sont destinés a servir de réserve d’azote et de carbone pour le développement

de la plante, lors de la germination du grain.

a- b- -
75kDa
¥ (27k) U T pp—
o (22 . ) ey 28kDa
o (19'()— Tzein — |
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p (14k)— = 1902 T :
8 (10 k )— 16kDa Bezein |
&ezein — i

Figure 1.7. Electrophorése SDS-PAGE de zéines d’endosperme de mais (a) (d’aprés Shewry et Halford,
2002) et schéma résumant les travaux antérieurs publiés aprés SDS-PAGE (b) (d’aprés Anderson et Lamsal,
2011)

La zéine commerciale brute se présente sous la forme d’une poudre amorphe de couleur jaune
(Tableau 1.2). Elle regroupe en réalité une famille de protéines faisant partie de la classe des
prolamines, que 1’on retrouve comme la plus importante classe de protéines de réserve dans de

nombreuses céréales, dont le mais (Holding, 2014). Les zéines commerciales contiennent aussi de
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petites fractions non protéiques (< 5%), des acides gras (e.g. acide oléique) et des pigments (e.g.

xanthophylles, tels que la lutéine) responsables de la couleur jaune orangée de la zéine.

Tableau 1.2. Propriétés générales de la zéine (d’aprés *Magoshi et al., 1992; °Shukla et Cheryan, 2001 ; “Selling,
2010; “Corradini et al., 2014; ®Shi et Dumont, 2014; "Madeka et Kokini, 1996)

Propriété Valeur, ou état
Forme physique usuelle a I’état pur Poudre amorphe de couleur blanche, ou créme *>?
Forme physique usuelle a 1’état brut Poudre amorphe jaune, car liée a la lutéine, une xanthophylle #**
Densité 1,25°
Température de dégradation T gécomposition - 265 - 340 °C, principale a 280°C pour la zéine-a *°
Température de transition vitreuse T,= 139 °C pour la zéine commerciale anhydre pure’
Masse moléculaire 21 - 25 kDa (pour la zéine-a, composante majoritaire des zéines)™
Degré de polymérisation 210 - 245*¢
Point isolélectrique pH 6,2%¢; 6,4°

Volume moléculaire spécifique partiel ~ 0,771%¢

La zéine commerciale représente en fait un ensemble de protéines peu chargées. Leurs
séquences en acides aminés (structures primaires) présentent a la fois des domaines hydrophobes et
hydrophiles, avec notamment des résidus glutamine. La caractérisation moléculaire des zéines a
principalement porté sur les zéines-a, les composantes majoritaires des protéines de réserve des grains
de mais dont I’utilisation est répandue comme on 1’a vu précédemment. Les zéines-o présentent une
séquence en acides aminées donnant une structure unique, avec relativement peu d’acides aminés
essentiels et une proportion importante en acides aminés non polaires (> 50 %) (Tableau 1.3 et Annexe
1). L’acide glutamique, ou sous forme glutamine, est aussi bien représenté (de 1’ordre de 20 % des
résidus acides aminés) dans la structure primaire de la zéine.

Tableau 1.3. Composition en acides aminés de la zéine [% par rapport a la masse de zéine] (d’aprés *Shukla et
Cheryan, 2001; "Hernandez-Izquiera et Krochta, 2008 et Shi et Dumont, 2014)

abCClasse aPCAcide aminé *® Masse  *Zéine native (d’aprés  °Zéine commerciale
moléculaire Mossé, 1961) (d’aprés Pomes, 1971)
Apolaires Glycine (G) 75 0,0 0,7
Alanine (A) 89 10,52 8,3
Valine” (V) 117 3,98 31
Leucine” (L) 131 21,1 19,3
Isoleucine” (1) 131 5 6,2
Phénylalanine” (F) 165 7.3 6,8
Tryptophane™ (W) 204 0,16 -
Proline (P) 115 10,53 9,0
Polaires non-  Sérine (S) 105 7,05 5,7
ionisables, Thréonine (T) 119 3,45 2,7
ou faibles Tyrosine™ (Y) 181 5,25 5,1
Soufrés Méthionine” (M) 149 2,41 2,0
Cysteéine (C) 121 0,83 0,8
Basiques Lysine (K) 146 0 -
Arginine (R) 174 4,71 1,8
Histidine (H) 155 1,32 1,1
Acides Acide Aspartique (D) 133 4,61 -
sous forme Asparagine (N) 132 - 4,5
Acide Glutamique (E) 147 26,9 15
sous forme Glutamine (Q) 146 - 21,4

x 4 . A r ’ . .
acides aminés essentiels (ne pouvant étre amenés que par [’alimentation)
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1.3.2.2. Les plastifiants de la zéine

La zéine commerciale constitue un groupe de polymeres amphiphiles qui peut étre
thermoplastifié aprés mélange avec des plastifiants et, a 1’état fondu, elle présente un comportement
rhéofluidifiant (Madeka et Kokini, 1992). Ainsi, la zéine plastifiée, additionnée de paracétamol
comme principe actif (PA), a réecemment été étudiée pour obtenir des gélules par extrusion-moulage
afin de contrdler le relargage du PA (Bouman et al., 2015). La zéine peut aussi étre filée a chaud, en
un filament thermoplastique obtenu par cuisson-extrusion, et sa structure moléculaire particuliére la
rend plastifiable par des composés chimiques variés (e.g., polaire, ou polaire-apolaire) tels que le
glycérol ou des acides gras (Tableau 1.4).
Tableau 1.4. Composés plastifiants de la zéine et températures de transition vitreuse de matériaux a base de
zéine pour une teneur massique en plastifiant ajoutée par rapport & la masse de zéine séche (d’aprés

*Lawton, 2004; °Corradini et al., 2006; °Di Maio et al., 2010; “Nedi et al., 2012 ; ®Selling et Utt, 2013 et "Madeka
et Kokini, 1996)

Type de Nom Formule chimique Masse Ty [°C]
plastifiant molaire (teneur
[g.mol™] massique)
Polaire Eau®®T H,0 18 -10 (20%)"
Glycérol*® CH,0OH-CHOH-CH,0OH 92 60 (20%)?
Acide lactique® CH;CH(OH)COOH 90 -
Amphiphile Triéthyléne glycol (TEG)*® H(OCH,CH,);0H 150 60 (20%)*
Poly(éthyléne glycol) (PEG400)*®  H(OCH,CH,)sOH 400 55 (27%)°
dont acides gras  Acide laurique® H(CH,);;COOH 200 -
Acide stéarique® H(CH,);;COOH 284 -
Acide oléique® CH,(CH,);CH=CH(CH,);,COOH 282 110 (20%)*

La zéine commerciale, extraite des grains de mais, a une teneur en eau de ’ordre de 5%
(masse humide totale) et une température de transition vitreuse reportée a T, = 88°C. Elle est
principalement composée de zéine-a, soluble en milieu hydroalcoolique et ainsi séparée de la fraction
amylacée des grains aprés fractionnement mécanique (Holding, 2014 ; Anderson et Lamsal, 2011).
Elle posséde un domaine N-terminal (35-36 résidus acides aminés) et 9 ou 10 unités répétées en
hélices-a (pour la zéine « Z19 », M,,, = 19kDa et pour la zéine « Z22 », M, =22kDa). Ces hélices sont
composées d’environ 20 acides aminés chacun. Elle posséde un domaine C-terminal, composé de 10,
pour la zéine « Z19 », & 29 acides aminés, pour la zéine « Z22 ». Un modeéle de structure prismatique
(13 x 3 x 1.2 nm® a été reporté présenté pour la zéine « Z22» (Fig. 1.8), avec de possibles
empilements en diméres et jusqu’en tétrameres (Matsushima et al., 1997 ; Wang et al., 2005 ; Lai et
al., 1999).

Les faces verticales de ce prisme lui conférent des propriétés hydrophobes (en bleu sur la
figure 1.8), alors que les boucles entre les unités répétées, riches en résidus glutamine, présentent des
propriétés hydrophiles. Cette structure conduit a des propriétés d’auto-assemblage de ce biopolymere
en solution (Wang et Padua, 2012 ; Zhang et al., 2015), ainsi qu’a des interactions avec des plastifiants
variés. Ces derniers peuvent présenter soit des structures polaires, tel que dans le cas de I’eau ou du

glycérol ajoutés en relativement faibles quantités, typiquement < 40% (Madeka et Kokini, 1996 ;
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Corradini et al., 2006 ; Gillgren et al., 2009), ou amphiphiles dans le cas d’acides gras, de triéthyléne
glycol ou poly(éthylene glycol) (Di Maio et al., 2010 ; Nedi et al., 2012 ; Selling et Utt, 2013 ; Lai et
al., 1999). Les deux fractions de la zéine-o, Z19 et Z22, présentent une structure primaire riche en
résidus apolaires (> 50 %, principalement la leucine, la proline et 1’alanine) ; la glutamine est la plus
importante des résidus polaires représentants au total de 1’ordre de 30 % des acides aminés de la
structure primaire de la zéine, selon les travaux de Shewry et Halford (2002) et la représentation

schématique d’ Anderson et Lamsal (2011).
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Figure 1.8. Structure prismatique de la z&ine (z&ine-a, Z22), présentée comme un « monomeére », avec des
hélices-a antiparalléles en unités répétées. Faces hydrophobes en bleu, boucles hydrophiles reliant les hélices-a
en vert. Empilement possible en diméres et jusqu’a des tétraméres par interactions hydrophobes. Adapté de :
Corradini et al., 2014 ; Matsushima et al., 1997 et Wang et al., 2005

Des travaux récents ont aussi permis de tester 1’apport de liquides ioniques pour la
plastification de la zéine (Leroy et al., 2012). Les liquides ioniques sont des sels composés d’un cation
organique (e.g., imidazolium) et d’un anion organique (e.g., acétate, [CH;COQO7), ou inorganique
(e.g., chlorure, [CI']). Comme I’ensemble des sels, ce sont des composés ioniques sans charge nette,
mais ils présentent un point de fusion inférieur a 100 °C et méme en général inférieur a la température
ambiante, ce qui en fait des solvants de choix. Ce sont de bons candidats pour la dissolution de la
zéine, car leurs volumes moléculaires et leurs polarités (bien plus basse que celle de 1’eau en général)
sont faibles et ce ne sont pas de bons accepteurs de liaison hydrogene.

Parmi eux, le [1-butyl-3-méthylimidazolium][Chlorure] ([BMIM][CI]) a été proposé comme
solvant de 1’amidon et de la zéine a 80 °C, pour des concentrations n’excédant pas 10 % en
biopolymeére (Biswas et al., 2006). Des essais plus récents ont permis de dissoudre environ 2 fois plus
de zéine a 60 °C dans le [BMIM][CI'] que dans une solution aqueuse d’éthanol a 70v% (Tomlinson et
al., 2014). La faible tension de vapeur des liquides ioniques en fait des plastifiants non volatils
intéressants pour la mise en ceuvre des polyméres a I’état fondu. Le [BMIM][CI] a été utilisé pour la
plastification de I’amidon, de la zéine commerciale et de composites thermoplastifiés a base de ces
deux biopolymeéres (Leroy et al., 2012). Pour une teneur en plastifiant de 20 %, la transition vitreuse
est abaissee a 53°C pour la zéine avec le [BMIM][CI] (TE = 9 %, mt), alors qu’elle est de 76 °C pour
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la zéine plastifiée par le glycérol (TE = 10%,mt). Un intérét possible de ce type de solvant-
plastifiant est de pouvoir combiner différents anions et cations afin de réaliser des plastifiants
fonctionnels. Dans le cas de la zéine, on pense notamment a la réalisation de plastifiants liquides
ioniques contenant des ions actifs pharmaceutiques.

Les applications des liquides ioniques dans le domaine pharmaceutique est un enjeu majeur
pour I’avenir, notamment en bénéficiant d’un systéme ion/contre-ion permettant un effet double e.g.
anti-bactérien et anti-inflammatoire (Shamshina, 2015 ; Hussan et al., 2016). Un double intérét peut
donc étre visé dans le cas de la plastification de la zéine par des liquides ioniques étant aussi des
principes actifs utilisés dans 1’industrie pharmaceutique, ou dans le domaine biomédical: (i) bénéficier
de I’effet plastifiant des liquides ioniques pour la mise en ccuvre de la zéine a 1’état fondu et (ii)
controler leur relargage par la structure de la piéce imprimée 3D a base de ce biopolymere comestible
(Goyanes et al., 2014 ; Goole et al., 2016 ; Kempin et al., 2017). La zéine est particuliérement
intéressante comme biopolymeére modéle pour ce type d’applications, car déja utilisée en galénique et
étudiée pour de nombreuses applications dans le domaine biomédical (Li et al., 2013 ; Corradini et al.,
2014).

1.3.3. Adéquation du comportement thermomécanique et rhéologique au cahier des charges matiere
en FA-DFF
1.3.3.1. Comportement thermomécanique

Plastifiée par addition de 22% de glycérol, ses propriétés thermomécaniques sont du méme
ordre de celles requises pour 1’obtention de piéces rigides, son module élastique étant élevé (= 1 GPa)
et sa température de transition vitreuse supérieure a I’ambiante (T4~ 60 °C) et bien inférieure a sa
température de dégradation (Tableaux I.1 et 1.2 ; Corradini et al., 2006).

Dans le cas des polymeres utilisés comme standards en FA-DFF, leurs structures chimiques
tres différentes conduisent a des évenements thermiques variés. Par exemple, le PLA a une transition
vitreuse a environ 50 °C, un exotherme a 91 °C di a sa cristallisation et des transitions endothermiques
entre 130 et 150 °C dues a la fusion de leurs domaines cristallins, selon le ratio PDLA/PLLA (Zhu et
al., 2017). L’ABS a une structure amorphe vitreuse dans les conditions ambiantes. 1l présente une
large transition vitreuse entre 85 °C et jusqu’a environ 120 °C (Weng et al., 2016). Ces matériaux
standards en FA-DFF ont donc des comportements thermomécaniques différents, mais ils ont en
commun une relaxation mécanique qui donne un module élevé dans les conditions ambiantes et un
modulé trés faible & haute température (rapport des modules vitreux et caoutchoutique de 1’ordre 1.10°
tel que detaillé plus haut), rendant alors possible leur écoulement.

Une telle chute de rigidité est obtenue pour la zéine a partir de 10 % de glycérol, avec une
diminution importante de la température de relaxation mécanique principale par 1’ajout de ce composé
plastifiant polaire, de T, = 89 °C pour 10 % de glycérol, a T,= 58 °C, pour 22% de glycérol (Fig. 1.9 ;

Corradini et al., 2006). Les matériaux a base de zéine contenant 30 % ou plus de glycérol ont une
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rigidité plus faible dans les conditions ambiantes que ceux contenant 15 a 22% de glycérol, mais des
valeurs proches et faibles rapidement obtenues a haute température au-dela de leur transition vitreuse
(E’' <1 MPa). Par ailleurs, a partir d’une teneur de 30 %, une exsudation du glycérol est constatée par
Corradini et ses collaborateurs et les températures de relaxations mécaniques principales des matériaux
deviennent constantes a cause de de la saturation des sites de plastification de la zéine par le glycérol.
Ainsi, des matériaux a base de zéine avec une teneur de ’ordre de 15 a 25% de glycérol seraient les
plus pertinents pour I’impression 3D par dépdt de matiere a 1’état fondu avec des rapports entre le
module vitreux et caoutchoutique du méme ordre que pour un polymére amorphe standard, tel que

I’ABS, et un écoulement a haute température.

Tale%g\vcéroFBgoc
Ta 15%glycero=78°C

Ta 22%giycero=28°C To_sugiycéra=105°C

_ "
[+
& ' ;
P 89 5% glyeerol + N\ H
= = = 10% glycerol i |
= = = = =15% glycerol ]‘ 5N
LD 7 ——22% . v viN
e o glycerol \ d
] ==:=30% glyceral i tuis o

P R 40% glycerol -“ -\.‘\‘ . :" ~.

., ":‘:—.!\-,.
l‘aw

-75 -5‘{) —2IS 0 25 50 75 ' ]E)O léS 150

Temperature ("C)
Figure 1.9. Evolutions des modules de stockage de matériaux a base de zéine plastifiée par le glycérol
déterminées par analyse mécanique dynamique (chauffage a 3 °C/min) et positionnement des températures des
relaxations mécaniques principales des matériaux (T,), liées au franchissement de leurs transitions vitreuses
(d’aprés Corradini et al., 2006)
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1.3.3.2. Comportement rhéologique et stabilité

Le comportement rhéologique de la zéine fondue, de ’amidon (ou leurs mélanges), ainsi que
celui de la farine de mais est caractérisé par des viscosités bien plus faibles pour la zéine seule
(Madeka et Kokini, 1992 ; Corradini et al., 2007). Selon le plastifiant et la teneur en eau, la viscosité
des fondus n est comprise entre 0,1 et 1 kPa.s pour 120 < T < 160°C. Ces valeurs conduisent a un ratio
E/m supérieur & 0,5.10° s, proche de valeurs typiques pour des polymeéres thermoplastiques utilisés en
FA-DFF (Venkataram et al., 2000 ; Turner et al., 2014). Néanmoins, la caractérisation moléculaire de
matériaux a base de zéine a mis en évidence une réticulation thermique pendant 1’extrusion, réalisée
jusqu’a sept fois consécutivement pour vérifier le caractére recyclable de tels matériaux (Selling et Utt,
2013). Cette réticulation vient de I’oxydation thermique des groupements sulthydriles des résidus
cystéines (-SH) en ponts disulfure (S-S); elle conduit a une rigidification du matériau tel que
représenté schématiquement pour une composition contenant 25 % de plastifiant polaire
(représentation schématique sur la figure 1.10-a, d’aprés Madeka et Kokini, 1996 et Corradini et al.,
2006).

La structure réticulée du biopolymére, mélangé avec un plastifiant polaire (e.g., 20% glycérol),
puis extrudé peut ainsi conduire & un matériau mécaniquement consolidé (Fig. 1.10-b, d’apres Verbeek
et van den Berg, 2010). Par ailleurs, des traitements thermomécaniques par extrusion ou en mélangeur
ont été réalisés entre 120 et 130°C avec des farines de mais (Chanvrier et al., 2006 ; Jbilou et al.,
2012) et de 120 a 160 °C avec de la zéine seule ou en composite avec I’amidon (Chanvrier et al.,
2005 ; Corradini et al., 2006 ; Corradini et al., 2007 ; Leroy et al., 2012). Sa thermostabilité est
relativement importante, sa décomposition thermique apparaissant principalement a 280-300°C
(Selling, 2010) (Fig. 1.10-a et b). De plus, en dépit de différentes structures et mécanismes de
relaxation mécanique par rapport aux polymeres standards en FA-DFF, la diminution de la résistance
mécanique a chaud rend possible la détermination de températures d’impression pour la zéine
thermoplastifiée & Timpression > 120 °C (Timpression > 190 °C pour le PLA et Timpression > 220 °C pour
I’ABS). Ces valeurs sont supérieures a la température de relaxation propre a chaque polymere, i.e.,
supérieures a la T4 pour des polymeéres amorphes tels que la zéine plastifiée et I’ABS, et supérieures a
Ty et T, la température de fusion pour un semi-cristallin tel que le PLA. Ces propriétés renforcent
donc le choix de cette protéine plastifiée par le glycérol comme modele pour I’étude de sa

transformation comme un biopolymere thermoplastique dans le cas de la FA-DFF.
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Module de stockage
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Figure 1.10. Représentation schématique de 1’évolution du module de stockage de la zéine thermoplastifiée
avec des plastifiants polaires tels que: 1’eau, avec une teneur en eau initiale d’approximativement 5 % par
rapport a la masse de zé€ine, et le glycérol ajouté (20% de la masse de zéine initiale) (a-). Diagramme d’état
fonctionnel avec le point « A » comme étant la zéine a 1’état pulvérulent initial; le point « B », la composition
apreés formulation (zéine+plastifiant); et le point « C », le matériau porté a haute température pendant un
traitement thermomécanique (e.g. extrusion) (b-). Adapté de : Madeka et Kokini, 1996 ; Corradini et al., 2006 et

Verbeek et van den Berg, 2010
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L.4. Conclusions de I’étude bibliographique et positionnement de I’étude expérimentale

Cet état de 1’art sur le procédé de Fabrication Additive par dépét de fil fondu (FA-DFF) nous a
permis dans un premier temps d’établir un cahier des charges matiére minimal pour la formulation
d’un matériau thermoplastique adapté au procédé. Les différentes propriétés du matériau a
consideérer sont listées dans le tableau 1.5 ci-dessous. Les gammes de valeurs a cibler pour chacune
de ces propriétés, ou combinaisons de propriétés, ont été choisies en prenant comme référence
les deux polymeéres les plus couramment mis en ceuvre par FA-DFF (ABS et PLA). Les propriétés
rhéologiques, en particulier la viscosité, et thermomécaniques sont apparues comme des parametres
importants. Néanmoins des propriétés plus rarement caractérisées, comme la tension de surface a 1’état
fondu, interviennent aussi.

Nous avons ensuite recherché quels biopolyméres pouvaient réponde a ce cahier des charges et
mis en évidence I’intérét des zéines, des protéines du mais thermoplastifiables par différents
plastifiants. Nous avons donc choisi la zéine commerciale plastifiée par le glycérol comme
biopolymeére modéle pour I’étude expérimentale qui sera présentée dans les chapitres suivants. Les
données disponibles dans la littérature, récapitulées dans le tableau 1.5, sur la zéine plastifiée par le
glycérol a une teneur de 15 a 22 % en masse suggérent que ses propriétés thermomécaniques et

rhéologiques se rapprochent du cahier des charges établi pour le procédé FA-DFF.

Aprés avoir présenté les matériaux et les techniques expérimentales utilisés au chapitre 11, une
étude poussée des propriétés thermomécaniques et rhéologiques sera menée au chapitre 111 (Fig.
1.11). Nous nous intéresserons notamment a 1’évolution de la structure moléculaire de la zéine a 1’état
fondu et a son impact sur le comportement rhéologique, qui constitue un défi pour sa mise en ceuvre
du fait de ses propriétés d’agrégation. Cette étude permettra d’évaluer les propriétés manquantes dans
le tableau 1.5.

Le chapitre IV sera ensuite consacré a I’étude du comportement de la zéine plastifiée par
le glycérol dans des conditions proches du procédé FA-DFF. Nous nous intéresserons d’une part a
I’alimentation/extrusion sur une machine d’impression 3D de la zéine et d’autre part a I’adhésion a
chaud entre deux filaments.

Enfin le chapitre V, sera consacré a I’exploration de formulations alternatives a la zéine
plastifiée par le glycérol, a la fois pour optimiser les propriétés nécessaires a la mise en ceuvre de
la zéine et pour le développement d’applications pharmaceutiques ou biomédicales. En effet, des
piéces fonctionnelles imprimées a facon a base de zéine auraient un fort potentiel en tirant partie de sa
comestibilité, biodégradabilité et de sa biocompatibilité, notamment pour des applications concernant

le contréle du relargage de principes actifs.
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Figure 1.11. Représentation schématique de la démarche suivie en regard du plan du manuscrit de thése
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Tableau 1.5. Critéres thermomécaniques et rhéologiques a 1’état fondu d’un polymére thermoplastique amorphe standard en FA-DFF selon les zones caractéristiques d’une
imprimante 3D (*Weng et al., 2016 ; "Turner et al., 2014 ; “Venkataram et al., 2000 ; °Kar et al., 2014 ; °Bellehumeur et al., 2004 ; 'Sun et al., 2008 ; %Jiang et al., 2013 ; "Wei
et al., 2015 ; iWeng et al., 2016 ; 'Dawson et al., 2000 ; “dos Santos et al., 2013 ; 'données du fabricant); correspondance avec les matériaux & base de zéine plastifiée par le
glycérol ("Magoshi et al., 1992 ; "Selling, 2010; "Madeka et Kokini, 1996 ; "Corradini et al., 2006) et critéres a déterminer pour le matériau-modele a base de zéine plastifiée
par 20% de glycérol (Z20Gly)

Zone d’alimentation de la buse et apres obtention d’une piéce imprimée rigide par FA-DFF

Dép6t du filament

Fusion-adhésion

Matériau
Tambiant < Tg Evitreux/Ecaoutchoutique ATcaoutchoutique-vitreux ~ E/T] [S-l] T]/F [S-m_l] CTE A — ry\*
et Ty < Tecomposiion < 1.10° 2'30.40 °C E=1GPa I (1aj=100-2005") | (n27=100-2005") (K] wartkc | s =) 19
Thermoplastique ob
standard en FA-DFF . . ° ° >0,5.10°"¢ 3 4 5,1 ghii Al de 41s (240°C)
valeurs pour =94- & ratio~I. AT=40°C =2,3GPa 1>2,3. T e e a92s °C)®
| T,=94-110°C *! 1.10°% 2 E=23GPa) | (Em>2,3.109 | 3>10°-36107 | 6-10.107K 0.20-0.26 925 (220°C)°"
amorphe : ABS)
Zéine plastifiee m-p p P p ) ) ) ) )
par < 15% glycérol * ° ° *
Zéine plastifiée m-p p P P
par 15-22% glycérol ° * * * A A 4 4 4
. e o™P
Zeine plastifice (exsudation glycérol oP o of - - - - -

par > 22% glycérol

a partir 30% m/m)°

" Correspondance au critére : « ® ». Absence de correspondance au critére

.« 0 ». A déterminer pour le matériau-modéle Z20Gly: « A »
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Chapitre 11

Introduction

Dans ce deuxiéme chapitre, nous aborderons la méthodologie expérimentale mise en ceuvre
pour I’élaboration et la caractérisation des formulations a base de zéine.

Nous décrirons tout d’abord les mati¢res premicres et les formulations a base de zéine
élaborées pour 1’étude, puis les dispositifs mis en ceuvre pour leur transformation et la détermination
de leurs propriétés rhéologiques a 1’état fondu. Les moyens de caractérisation moléculaire permettant
d’évaluer I’effet de traitements thermomécaniques sur la zéine plastifiée seront ensuite détaillés, ainsi
que les matériels et méthodes de mesure des propriétés thermigues et thermomécaniques des matériaux
obtenus.

Enfin, un dispositif expérimental dédié¢ a 1’évaluation des propriétés de fusion-adhésion de
filaments extrudés, réalisé au cours de cette thése, ainsi que la caractérisation du comportement de

matériaux a base de zéine en milieu physiologique simulé seront décrits en fin de ce chapitre.

I1.1. Matiéres premiéres et formulations
11.1.1. Matériaux thermoplastiques standards en FA-DFF

Deux polyméres de référence en fabrication additive ont été utilisés : ’acrylonitrile-butadiéne-
styréne (ABS, amorphe) et le poly(acide lactique) (PLA, semi-cristallin). Ils proviennent d’un
fournisseur dédié a I’impression 3D (eMotion Tech, F-31 Toulouse) et sont livrés sous forme de
bobines de 1 kg de filament calibré pour la FA-DFF (Dsiament = 3 mm).

11.1.2. Zéine, plastifiants et matériaux étudiés
11.1.2.1. Zéine commerciale brute

La zéine commerciale brute (Ref. Z3625) provient du fournisseur Sigma-Aldrich (F-38, Saint-
Quentin Fallavier). Il s’agit d’un produit pulvérulent de couleur jaune-orangé présentant une masse
volumique de 0,33 kg.L™ (Tableau 1.1 ; densité de la zéine dense en bulk : 1,25, d’aprés Shukla et
Cheryan, 2001). Sa teneur en eau est de I’ordre de 4 a 5 % et en protéines de 1’ordre de 85 a 90 % de la
masse séche, ce qui correspond aux valeurs moyennes de la littérature pour la zéine commerciale
(Gillgren et al., 2009 ; Selling, 2010).

Tableau I1.1. Caractéristiques de la z&éine commerciale

Nom Référence Masse Teneureneau  Teneur en protéines
volumique” [%, ms] [%, ms]
[kg.L"]
4,4+0,1

Zeéine commerciale brute 723625 - Sigma-Aldrich 0,33 + 0,03 (s0it 4.2 %mt) 85+1

*Déterminée apres remplissage d’une éprouvette graduée tarée de 200ml, agitation légére et pesée
**Evaluée par la méthode Kjeldahl (Nx5,7)
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11.1.2.2. Plastifiants et additifs pour la formulation des matériaux a base de zéine

Le glycérol, ainsi que les autres plastifiants et additifs ont été achetés au méme fournisseur

(i.e., acide oléique, acide laurique, sulfite de sodium et Sodium Dodécyl Sulfate -SDS-), a I’exception

des liquide ioniques. Ces derniers ont été soit achetés aupres de la société Solvionic (F-31, Toulouse)
([1-Allyl-3-méthylimidazolium][Chlorure] et [1-Ethyl-3-Méthylimidazolium][Acétate]), soit ont été

synthétisés dans le cadre de travaux antérieurs au laboratoire ([Cholinium][Acétate] ; les détails de sa

synthese ont été rapportés dans la littérature : Colomines et al., 2016), soit nous ont été fournis par le
laboratoire UTINAM -UMR CNRS-Université Besancon- ([Lidocainum][lbuprofénate] ; cf. détails de
sa synthése rapportés dans la littérature : Jouannin et al., 2014). Les composés plastifiants utilisés au

cours de cette these sont donc de natures et de propriétés variées (Tableau 11.2).

Tableau 11.2. Composés plastifiants utilisés dans le cadre de cette thése

Nom Type de Formule chimique, ou Masse molaire
-Code- Plastifiant/Additif Structure moléculaire [g.mol™]
(liquides ioniques)

Eau Plastifiant polaire H,0 18
Glycerol Plastifiant polaire CH,0OH-CHOH-CH,0OH 92
_G|y_
Acide laurique Plastifiant H(CH,),;COOH 200
-Lau- hydrophobe
Acide oléique Plastifiant CH5(CH,),CH=CH(CH,);COOH 282
-Ole- hydrophobe
Sulfite de Sodium Additif réducteur Na,SO; 126
-Sulfite-
Sodium Dodécyl Sulfate Additif NaC;,H,5S0, 288
-SDS- tensio-actif
[1-Allyl-3-Méthylimidazolium] Liquide ionique CHs 159
[Chlorure] R
-AMIM- C\J) ¢

L_CH:
[1-Ethyl-3-Méthylimidazolium] Liquide ionique O o 170
[Acétate] Y -oMen,
-EMIM- "t

CH3
[Cholinium][Acétate] Liquide ionique CHs o 163
-ACH- HO/\‘—Ill;CHg HaC” "0~

CHy
[Lidocainum][lbuprofénate] Liquide ionique 440

-LID-

CHs

H3C

Les lipides et en particulier les acides gras libres étant des plastifiants de la zéine (Lai et al.,
1999 ; Lawton, 2004 ; Di Maio, et al. 2010 et Xu et al., 2012), il est utile pour ce travail de disposer

d’un lot de zéine délipidée pour en évaluer I’impact. La cartouche d’un extracteur Soxhlet est remplie

avec 214 g de zéine commerciale (cf. Annexe 2), ce qui donne aprés extraction une masse de 1’ordre
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de 8 g de lipides (et de composés proches tels que les pigments de type caroténoides-lutéine) (cf.

Annexe 3) et environ 190 a 200 g de z&ine délipidée (Fig. 11.1).

Zéine commerciale

Extraction lipides
au Soxlhet

[ Etape d‘extraction/puriﬁcation)

Variables de contrdle
Solvant

214g zéine commerciale

Dichlorométhane (Tébullition=40°C)

40 a 50 heures
I [
Ve

Zéine délipidée
Hotte aspirante,

Evaporation solvant : ¥
Température ambiante, 48h

Fraction lipidique en solution
dans le Dichlorométhane

Rotavapor : 450mBar,
30 min a 30°C, 150rpm

Evaporation solvant

v

.y Dilution

Si impuretés en
suspension

Résidus de zéine
Evaporation solvant
30 min & 30°C, 150rpm

Zéine délipidée
et tamisée
-90°C; 0,1mBar Lyophilisation
{ . |
Fraction lipidique rincée
et séche
“ ot

\ . =8¢ lipides =190g a 200g zéine délipidée
(3,5 a4%MS de la zéine commerciale)

Acétone (env. 150ml)

Surn nt} 1
urnagea L Tamis (<0,7mm)

Rotavapor: 450mBar
puis <10mBar,

Figure 11.1. Schéma représentant les étapes de la délipidation de la zéine commerciale brutes et les fractions
obtenues

Pour les mélanges, les composés plastifiants sont ajoutés a la zéine et mélangés pendant
environ 2 min a température ambiante, pour les différentes teneurs massiques testées par rapport a la
masse de zéine introduite dans le pétrin-mélangeur (De’longhi Kenwood; F-92, Clichy) (Tableau 11.3).
Ils seront ensuite caractérisés aprés avoir été mis en ceuvre par différents procédés, ou a différents
stades de transformation (Tableau 11.4).

Tableau I1.3. Compositions des matériaux & base de z&ine commerciale brute, ou délipidée, avec les masses en

glycérol, acides gras (acide oléique et acide laurique), composé réducteur (sulfite de sodium), agent dénaturant
(tensio-actif : SDS), ou liquides ioniques, ajoutées pour 100g de zéine

Dénomination de la Zéine Glycérol  Acidegras Composé  Composé Liquide
composition réducteur  dénaturant  ionique
(état pulvérulent) [d] [d] [d] [d] [d] [d]
Z, zéine commerciale brute 100 - - - - -
ZDelip, zéine délipidée” 100 - - - - -
Z20Gly 100 20 - - - -
Z30Gly 100 30 - - - -
Z20Gly1Sulfite 100 20 - 1 - -
Z20Gly2,5SDS 100 20 - - 2,5 -
Z20Gly2,5SDS1Sulfite 100 20 - 1 2,5 -
Z20Gly20Lau 100 20 20 - - -
Z20Gly200le 100 20 20 - - -
Z20Liquidelonique 100 - - - - 20

“aprés délipidation de la zéine commerciale pulvérulente & I ’extracteur Soxhlet
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Tableau I1.4. Dénomination des matériaux a base de zéine plastifiée selon le procédé de transformation, ou
I’étape considérée pendant leur caractérisation

Suffixe dans la dénomination Procédé de transformation
du matériau

«_EMV » Extrusion en extrudeuse Mono-Vis (130°C, Driiament extruge=3mMm)

«_EMV_FA » Extrusion en extrudeuse Mono-Vis puis passage dans la buse de dépdt d’une
imprimante 3D FA-DFF (130°C, @,s.=0,5mm)

«_EBV» Extrusion directe (sans recirculation) en micro-mélangeur Bi-Vis

. (Dritament extruge=2mm)

« EBV_Xmin » Extrusion apres recirculation en micro-mélangeur Bi-Vis pendant X minutes

« _PTM » Pastille thermomoulée & 130°C pendant 10min (Bpastie = 16 MM, epagitie = 3
mm)

“e.g. « Z20Gly_EBV_10min » : matériau a base de zéine plastifiée par 20% de glycérol obtenu par extrusion
apres recirculation en micro-mélangeur bi-vis pendant 10 minutes

I1.2. Etude de la transformation de la zéine a I’état fondu et comportement rhéologique
11.2.1. Extrusion et rheométrie en ligne sur un micro-mélangeur bi-vis

Un micro-mélangeur bi-vis instrumenté (Haake Minilab micro-compounder, Thermo
Scientific GmbH, Karlsruhe-DE) est utilisé pour étudier la thermoplastification de la zéine
préalablement mélangée aux plastifiants sous forme de poudre. Cet appareil permet a la fois d’extruder
le matériau thermoplastique sous forme de filaments cylindriques et d’étudier son comportement
rhéologique en écoulement. 1l est équipé de deux vis de 12 cm de longueur, fonctionnant en mode co-
rotatif. Le volume utile est de 7 cm®. L’ensemble est confiné dans un bati métallique thermo-régulé.
Une électrovanne permet la recirculation du fondu dans un canal équipé de deux capteurs de pression
(notés « P1» et « P2 »; Fig. 11.2) distants de 64 mm permettant d’évaluer la perte de charge. Le
micro-mélangeur peut fonctionner sans recirculation, pour une simple mise en forme de la matiere
comme par une extrudeuse, sans recirculation de matiére (dans ce cas le temps de séjour est faible, de
I’ordre de 60 s pour une vitesse de rotation des vis de 50 rpm).

Il est également possible de contrbler le temps de séjour du produit par recirculation, on peut
ainsi obtenir un traitement thermomécanique (température et cisaillement) proche de celui d’une
extrudeuse. Les variations du couple du moteur et la chute de pression dans le canal de recirculation
sont enregistrées continliment. En actionnant I’¢lectrovanne, une fois atteint le temps de traitement
voulu, on peut obtenir I’extrusion du fondu, s’écoulant alors au travers de la filiere du micro-
mélangeur & section rectangulaire (4 x 1 mm?) ou circulaire (Gsiiee = 2 mm). Le micro-mélangeur est
réglé a la température voulue (ici T=130°C), pour une vitesse de rotation de vis a 50 rpm.

Le produit pulvérulent est introduit a 1’aide d’un piston, a raison de 2 a 3 g, pour atteindre une

masse de I’ordre de 7 a 8 g afin de remplir ’ensemble du volume utile lors des essais en recirculation.
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a- b-
P2 Recirculation
@ P1 ‘ Direction du
@ AL fondu en
(Y | 2 5T 7 recirculation
Electrovanne //. """"" % —
h |
I , !
l Extrusion

Figure 11.2. Schéma du micro-mélangeur bi-vis : zone de recirculation, électrovanne et extrusion par la filiére
(@) ; canal de recirculation (I=10mm, h=1,5mm) et capteurs de pression P1 et P2 distants de AL=64mm (b)

Une fois la zone de recirculation atteinte (environ 2 minutes), la rotation des vis est maintenue
pendant le temps souhaité (en général de 1’ordre de 1 4 20 min), puis le fondu est extrudé.

L’énergie mécanique spécifique (EMS, J.g™) est déterminée par intégration du couple moteur
(C, N.m) mesuré pendant le temps de traitement thermomécanique du matériau (moyenné sur 30 s

dans le cas d’extrusion sans recirculation de matiére):

t C.2n.n.dt
EMS = ;= reo

(Eq. 11.2.1)

avec n: la vitesse de rotation des vis (réglée entre 1 et 360 tr.min™)
t: le temps de séjour [s]

m: la masse de matiere introduite [g]

La viscosité apparente peut étre déterminée en évaluant le débit volumique de matiére dans la
zone de recirculation, Q [m?/s], présumé proportionnel & la vitesse de rotation des vis, n [rpm] (Yousfi
et al., 2014). La viscosité apparente est évaluée en calculant le rapport de la contrainte de cisaillement,
t [Pa], sur la vitesse apparente de cisaillement dans la zone de recirculation, 7 [s™], & partir des

relations suivantes :

;= _hidp
T 2.(h+D).AL

(Eq. 11.2.2)
avec  h: hauteur du canal de recirculation (1,5.10°m)
I: largeur du canal de recirculation (1.10%m)
AL: distance entre les capteurs de pression P1 et P2 (6,4.10°m)
AP: chute de pression le long de la zone de recirculation de longueur AL, moyennée sur les 30

derniéres secondes pour un temps de recirculation donné.

La relation précédente peut étre simplifiée, la hauteur du capillaire (h = 1,5 mm) étant faible
par rapport a sa largeur (1 = 10 mm). On obtient ainsi I’expression de la contrainte en cisaillement a la

paroi du capillaire de recirculation :

= bdP (Eq. 11.2.3)

T 24L
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La relation de Hagen-Poiseuille doit étre modifiée, en tenant compte de la section

rectangulaire du capillaire, pour obtenir la vitesse de cisaillement apparente, y‘a[s'l] :

¥, = —=.Q = C;.C,.n/60 (Eq. 11.2.4)

w.h2’

Deux constantes de calibration permettent de relier vitesse de rotation des vis et débit

volumique de matiére : C,=0,035.8.10", déterminée a partir de la relation entre Q et n établie par

6
w.h2

mesure sur du polystyrene en mode co-rotatif, et C, = =2,6.10°. La viscosité apparente peut alors

étre déterminée par la relation suivante :
Na =— (Eq. 11.2.5)

Ya

Lors du fonctionnement en recirculation, une fois le volume utile rempli, on enregistre le

couple et la perte de charge dans le canal de recirculation (Fig. 11.2 et 11.3).
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Figure 11.3. Suivi du couple, C (-e-, [N.cm]) et de la perte de charge AP (-m-, [Bar]) dans le canal de
recirculation du micro-mélangeur (composition Z20Gly, n=50rpm, T=130°C)

Durant I’introduction de la matiére pulvérulente le couple augmente progressivement jusqu’a
atteindre environ 20 N.cm et une perte de charge de I’ordre de AP = 10 Bar est enregistrée dans la
zone de recirculation, alors remplie de matériau a 1’état fondu aprés 300 a 350 s (Fig. 11.3). Ensuite, la
phase de recirculation est réalisée pendant 10 minutes. Le couple atteint peu a peu un plateau et la
maticre fondue est extrudée par action de 1’électrovanne qui oriente le flux de matériau fondu vers la
filiere. Le micro-mélangeur peut ensuite étre ouvert et 1’on peut récupérer une éprouvette contenue

dans le canal de recirculation, ainsi que le jonc extrudé par la filiére.
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11.2.2. Rhéométrie en régime dynamique
Principe :

Un rhéomeétre rotatif est utilisé pour appliquer un cisaillement oscillatoire de faible amplitude
a I’échantillon confiné dans la cellule de mesure (i.e., plateaux parall¢les) équipée d’un systéme de
régulation en température. Une déformation sinusoidale est imposée et le rhéometre enregistre en
retour la réponse en contrainte du matériau. Sa viscosité et son comportement viscoélastique décrit
notamment par le module de conservation, G’ [Pa], en phase avec la déformation et le module de perte,
G” [Pa], peuvent alors étre mesurés et leurs évolutions suivies en fonction de la température.

Mode opératoire et calculs de la viscosité et des modules de conservation et de perte :

Les propriétés rhéologiques sont déterminées en mode dynamique a 1’aide d’un rhéométre
rotatif HAAKE MARS Il (Thermo Scientific GmbH, Karlsruhe-DE) a déformation contrdlée, en
géométrie plan-plan. Des disques lisses coaxiaux en aluminium de 20 mm de diametre sont utilisés.
Le disque supérieur est mobile et le disque inférieur est fixe (Fig. 11.4). La mise en contact du plateau
supérieur avec 1’échantillon est effectuée initialement avec une force normale statique Fy = 5 N
(I’épaisseur du lit d’échantillon pulvérulent est alors de 1’ordre de 1,5 mm).

Une force normale statique est ensuite appliquée pendant ’essai a Fyy = 0,5 N. La fréquence de
sollicitation est de vo = 1,667 Hz (soit une fréquence angulaire, ou pulsation, correspondante o =
10,47 rad.s™), avec une déformation Yo = 0,7 %, dans le domaine viscoélastique linéaire des fondus,
comme déterminée lors d’essais préliminaires.

Un dispositif de chauffage par effet Peltier permet de réguler la température pendant la mesure
et d’obtenir des fondus dans I’entrefer entre les plateaux du rhéometre. Les propriétés rhéologiques
des échantillons extrudés sans recirculation dans le micro-mélangeur sont caractérisées apres découpe
de morceaux placés entre les deux plateaux du rhéomeétre, préchauffés a 130 °C pour obtenir une
fusion rapide des matériaux (< 20 s). Des échantillons pulvérulents sont aussi caractérisés aprés
préchauffage du rhéomeétre a 130°C. Pour ces deux cas de figure, la méme force normale est appliquée
pendant la mesure (Fy=0,5 N).

Le caractere viscoélastique des polymeres thermoplastiques fondus se refléte par la réponse a
une déformation oscillatoire, qui résulte de la somme d’une composante élastique, lorsque la
contrainte est proportionnelle a la déformation, et d’une composante dissipative, ou visqueuse, lorsque

la contrainte est proportionnelle a la vitesse de cisaillement.
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Figure 11.4. Rhéologie dynamique: illustration du dispositif expérimental et du dépdt de matiére pulvérulente
(zéine commerciale brute) sur le plateau inférieur (a-) et schéma de la cellule du rhéométre en géométrie plan-
plan (b-)

Une déformation sinusoidale, y [-], est appliquée :
y(t) = yp.sin(w. t) (Eq. 11.2.6)
ou, en notation complexe, y*(t) = y,. "t (Eq. 11.2.7)

La réponse en contrainte, o [Pa], dans le domaine linéaire (aux faibles déformations), s’écrit
alors :

a(t) = gy.sin(w.t + §) (Eq. 11.2.8)

ou, en notation complexe, o*(t) = ;. e-(@-t+9) (Eq. 11.2.9)

avec 9, le déphasage ou angle de perte (-), tan (8) est appelé « facteur d’amortissement ».

Le module de cisaillement complexe, G* [Pa], est défini par la relation suivante :
G =L =2 ¢i8 =2 (0058 +i.5in8) = G' +i.G" (Eq. 11.2.10)
Y Yo Yo

avec tan(6) = = (Eq. 11.2.11)

Le module de conservation, ou de stockage (dit « élastique »), G’ [Pa], est en phase avec la

déformation :

G = %.cos(a) (Eq. 11.2.12)
0
Le module de perte, ou dissipatif (partie imaginaire de G*), G” [Pa], caractérise la composante
visqueuse:
G" = %.sin(a) (Eq. 11.2.13)
0

La viscosité mesurée en régime dynamique oscillatoire est une viscosité complexe, n* [Pa.s],

dont le module peut étre exprimé par la relation suivante :
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12

n*zll

(Eq. 11.2.14)

La viscosité dynamique, n' [Pa.s], est la part d’énergie dissipée :

n =% (Eq. 11.2.15)

La viscosité imaginaire, n'’ [Pa.s], mesure 1’¢élasticité ou la part d’énergie stockée (elle est liée
au module élastique de cisaillement) :

=2 (Eq. 11.2.16)

11.2.3. Essai de faisabilité en FA-DFF
11.2.3.1. Elaboration de filaments par extrusion mono-vis

Aprés mélange de la zéine pulvérulente avec le glycérol, tel que décrit précédemment, la zéine
plastifiée par le glycérol est utilisée comme matériau de base pour les premiers essais de faisabilité en
FA-DFF. Les compositions sont extrudées avec une extrudeuse mono-vis Scamia (F-91, Crosne)
équipée d’une filiere permettant d’obtenir des filaments de 3 mm de diametre. L’extrusion est réalisée
pour une vitesse de rotation de vis de 20 rpm donnant un débit proche de 2 g.min™ (Fig. 11.5).
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Figure 11.5. Schéma d’illustration de 1’extrudeuse mono-vis (L/@,;s = 10, avec @y;s = 20 mm)

11.2.3.2 Essai d’impression des filaments extrudés sur machine FA-DFF standard

Les essais de faisabilité d’impression 3D sont réalisés avec une imprimante ORDBot-Hadron
(eMotion Tech, F-31 Toulouse) dont la buse est équipée d’une filiére de 0,5 mm de diamétre, régulée a
T = Timpression = 130 °C. Dans sa configuration standard, cette imprimante permet le dépot de filaments
thermoplastiques (Dfiiament = 3Mm) en PLA (Timpression = 180 & 210°C), ou ABS (Timpression = 230 a
260°C) achetés chez le méme fabriquant (Fig. 11.6).
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Figure 11.6. Schéma d’illustration : extrusion d’un filament calibré en polymére thermoplastique (I-) servant de
matiére premiére a I’imprimante 3D FA-DFF (I1-) pour le dép6t cohésif de filament fondus (I11-)

Le modéle numérique 3D de la piece a imprimer par superposition de couches de filaments
déposées est une pastille cylindrique (Bpastine = 20 mm, hpasine = 3 mm). 11 est congu avec le logiciel de
Conception Assistée par Ordinateur (CAO), libre de droits, 123D-Design (Autodesk). L’ imprimante
3D est pilotée par des logiciels également libres de droit (Repetier Host et Slicer), pour obtenir les
trajectoires de déplacement de la buse de I'imprimante et la régulation de la température a 130°C, a

partir du modele numérique de la piéce a imprimer.

11.3. Caractérisation moléculaire et structurale
11.3.1. Electrophorése SDS-PAGE
Principe :

Les masses moléculaires de la zéine commerciale brute, ou aprés traitement thermomécanique,
sont déterminées par électrophorese sur gel en polyacrylamide, en conditions dénaturantes dues a la
présence de SDS en solution (SDS-PAGE : « Sodium Dodécyl Sulfate - Poly Acrylamide Gel
Electrophoresis »). Des marqueurs de masses moléculaires sont aussi déposés sur le gel pour servir de
référence en fin de migration.

Mode opératoire :

Les échantillons sous forme pulvérulente (poudres a 1’état natif, ou aprés cryobroyage pour les
matériaux extrudés) sont soumis a un traitement thermique en présence de SDS, un détergent de
formule chimique brute semi-développée CHs-(CH,);11-O-SO3, qui dénature les protéines et leur
confére une charge négative. Les solutions sont portées a ébullition pendant 3 min. Au cours de ce
traitement, des interactions hydrophobes s’installent entre le SDS et les protéines qui deviennent des
polyanions étirés. La mobilité électrophorétique est alors proportionnelle au log de la masse
moléculaire pour une protéine considérée.

La séparation se fait sous 1’effet d’un champ électrique ; elle est suivie d’une coloration au
bleu de Coomassie-G. Un marqueur de mobilité (bleu de bromophénol) est utilisé pour suivre la

migration et I’arréter au bas du gel.
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Les protéines sont solubilisées a une concentration de 2 mg/mL dans un tampon Tris/HCI 50
mM a pH 6,8 contenant 2 % de SDS, 10 % de glycérol et 0,01 % de bleu de bromophénol. Elles sont
ensuite déposées sur les gels de migration (Fig. 11.7-a). Les dép6ts (5 uL) sont réalisés dans des puits
sur les gels de polyacrylamide [-CH2-CH(-CONH,)-],, formés a partir d’acrylamide a 12 %
(acrylamide/bisacrylamide : 29/1) pour le gel de séparation (« running gel ») et de densité plus faible
pour le gel de concentration (5 %), ou « stacking gel » (Atto Corp., Tokyo, JP ; Fig. 11.7-b).

Le tampon de migration contient, pour un volume de 3 litres complété avec de I’eau distillée: 9
g de Tris (25 mM), 3g de SDS (0,1 %), 43,2g de glycine (192 mM), ajusté a pH = 8,3. Il est placé dans
deux bacs disposés 1’un dans la partie supérieure reliée a la cathode (chargée négativement), et I’autre
dans la partie inférieure reliée a ’anode (chargée positivement), vers laquelle vont migrer les
protéines.

Un agent réducteur, le B-mercaptoéthanol (HS-CH,-CH,OH), peut étre ajouté & hauteur de 3 %
avant le traitement thermique des échantillons, pour assurer la réduction des ponts disulfure
éventuellement créés lors d’un traitement thermomécanique.

a- b-
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Figure 11.7. Tllustration du dispositif d’électrophorése verticale avec détail du gel de face, suite au dépdot des
échantillons sur le gel de concentration (coloration bleue due au bleu de bromophénol) (a-). Image scannée d’un
éléctrophorégramme de zéines avec marqueurs de masses moléculaires (b-)

Une solution contenant des marqueurs de masse moléculaire est aussi déposée sur les gels
pour servir de référence et suit une migration dans les mémes conditions (Euromedex, F-67
Souffelweyersheim). Par exemple celle présentée sur la figure 11.7-b donne des 7 bandes a : 14,4 kDa
(Lysozyme); 18,4 kDa (B-lactoglobuline); 25,0 kDa (RNase Bsp981 Ribonucléase); 35,0 kDa (Lactate
Déshydrogénase); 45,0 kDa (Ovalbumine); 66,2 kDa (Albumine de Sérum Bovin) et 116,0 kDa (j-
galactosidase). Un générateur de courant continu délivre une intensité de 10 mA par gel pour le gel de
concentration et 20 mA par gel pour le gel de séparation (Bio-Rad, Power PAC 200, Hercules, CAN),
afin d’assurer la migration des protéines déposées et leur séparation selon leur masse moléculaire.

Une fois la migration effectuée pendant 1 h (gel de concentration), puis encore environ 1h (gel
de séparation), une coloration au bleu de Coomassie-G colloidal est réalisée. Ce composé se lie

spécifiguement aux acides aminés aromatiques et basiques, tels que 1’arginine, des protéines.
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Les gels sont placés dans de 1’eau osmosée, chauffés 30 sec au four a micro-ondes puis agités
5 min (3 fois). La solution de colorant (60 mg/L, diluée dans une solution de HCI 37% a 3 mL/L) est
mise au contact des gels, puis chauffée (10 secondes au four a micro-ondes) et laissée sous agitation
douce pendant 12 h. Une fois rincés, les gels sont scannés a plat pour obtenir une image des
électrophorégrammes (Fig. 11.7-b). Ils sont ensuite séchés sous vides et peuvent ainsi étre conservés

sur une longue période.

11.3.2. Chromatographie Liquide & Haute performance par filtration sur gel
Principe :

La chromatographie d'exclusion stérique haute performance (HPSEC) réalisée par filtration
sur gel (GFC) est une technique permettant la séparation de molécules dissoutes selon leur taille, par
élution sur une colonne contenant un gel de silice microporeux.

Mode opératoire :

L’¢lution est réalisée a un débit constant a température ambiante, Qgyant = 0,6 mL/min (P = 20
Bar) sur une colonne de gel de silice Biosep Sec S4000: 15 kDa a 1500 kDa -native- et 15 kDa a 500
Da -0,5% SDS-; Leoione = 300 mm, Beoiome = 7,80 mm, Bpores = 500A (Phenomenex, F-78 Le Pecq). Le
montage est réalisé avec une pré-colonne en amont (type KJO-4282, du méme fabriquant). Des
marqueurs de masse moléculaire sont soumis a la méme élution: 43 kDa (Ovalbumine : 15,6 min); 66
kDa (Albumine de Sérum Bovin: 15,0 min); 232 kDa (catalase: 14,5 min); 440 kDa (ferritine: 9,5
min); 669 kDa (thyroglobuline: 10 min, volume exclu) et 2000 kDa (bleu dextran : 9,3 min, volume
exclu).

La dissolution des échantillons, préalablement a I’injection sur la colonne (Vipjects = 25 pL), est
réalisée pour une concentration en protéine de 2 mg/mL dans un tampon Phosphate (Na,HPO,a 1 M
et 1 % de SDS, équilibré a pH6,8 et préalablement filtré @pore sire = 45 pm). Une agitation forte est
nécessaire pour la dissolution des échantillons, dans un tampon a une concentration au moins égale a 1
% en SDS, notamment pour ceux ayant subi un traitement thermomécanique (en raison de la présence
d’agrégats en solution). Pour ces échantillons, deux étapes de 4 minutes, chacune en bain a ultrasons,
sont nécessaires pour une bonne solubilisation.

L’élution est réalisée ensuite avec un éluant similaire, mais a une concentration en SDS de 0,1
%. Pour les essais en conditions réductrices, du dithiothréitol (DTT) est ajouté a la solution de
protéine a hauteur de 1 %: 2 pL (DTT, 1M) ajoutés a 200 pl de solution de protéine.

A la sortie de la colonne, un détecteur (Dual A Absorbance Detector Ref.2487, Waters SAS, F-
78 Guyancourt) permet de suivre I’élution a 214 nm, caractéristique de la liaison peptidique. Le
traitement des chromatogrammes est réalisé avec le logiciel Empower-2 (Waters SAS, F-78

Guyancourt).
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11.3.3. Diffraction, ou diffusion (matériau amorphe), de rayons X aux grands Angles (WAXS)
Principe :

La diffractométrie de rayons X aux grands angles (WAXS, Wide Angle X-ray Scattering) est
une technique d'analyse basée sur I’évaluation de la diffraction des rayons X par la matiére engendrant
des interférences d'autant plus marquées que la matiére est ordonnée (notamment cristalline). Pour les
matériaux non cristallins, on parle de diffusion de rayons X.

Mode opératoire :

La zéine commerciale brute, ou aprés transformation thermomécanique, présente une structure
amorphe qui peut étre caractérisée par diffraction ou diffusion (matériaux amorphe) de rayons X. Un
diffractometre Bruker D8 X-ray (Madison, WI, US) équipé d’un détecteur 2D GADDS -General Area
Detector Diffraction System- est utilisé pour la caractérisation structurale de poudres et de filaments
thermoplastiques a base de zéine.

La source de rayons-X est une anode en cuivre. Elle est soumise a un bombardement
d’électrons accélérés depuis la cathode (différence de potentiel de 40kV pour une intensité de 40 mA)
produisant un rayonnement-X par fluorescence. Les raies Cu-K,; (A =1,5405 A) et Cu-Ky, (A = 1,5444
A) sont sélectionnées et parallélisées par des miroirs de Gobel, puis seule la raie K, est retenue suite a
la suppression numérique de la raie K, a la réception du signal. Le faisceau est orienté via un
collimateur vers 1’échantillon. Pour I’obtention d’un spectre (diffractogramme), ’intensité diffractée
est repérée par 1’angle 20 qui sépare la direction du faisceau incident et la direction de faisceau
d’émission par 1’échantillon. Suivant la position du détecteur (écran 2D), une partie du signal réémis
est enregistré pendant 10 minutes. Les échantillons sous forme de filaments extrudés sont placés selon
I’axe vertical du détecteur et les poudres sont contenues dans des tubes en quartz placés verticalement
entre le collimateur et le détecteur.

Les spectres sont normalisés en intensité sur ’ensemble du domaine considéré en 20 (de 3 a
30°), de facon a annuler 1’effet de différences pouvant étre dues a des irrégularités dans la géométrie

(e.g. variations d’épaisseur, ou diamétre) des échantillons disposés sur le banc de diffraction :

L2 (Eq. 11.3.1)

I ps E e————
normalisée 30
f3 Izede

La distance entre deux plans diffractant est déterminée par application de la loi de Bragg :
n.A=2.d.siné (Eq. 11.3.2)
avec n:l’ordre de diffraction [nombre entier|
M : la longueur d’onde des rayons-X [A], ici la raie Cu-K,, (A = 1,5405A)
d : la distance entre deux plans diffractant [A]
0

: angle de diffraction [°]
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Pour le montage standard utilisé, le détecteur est placé a 10,05 cm de 1’échantillon a un angle
de 25° par rapport au faisceau incident. Ceci correspond a un domaine en 20 de 3° et 30°, pour des
distances d = 29 A et 2,9 A, respectivement. Un deuxiéme montage est réalis¢, en faisceau direct, avec
un four disposé sur le banc de mesure. L’écran du détecteur 2D est alors placé a 8,6 cm de
I’échantillon et centré sur I’axe du faisceau incident. L’orientation des plans diffractants, ou de
diffusion (matériau amorphe), est déterminée comme précédemment par une intégration azimutale du
signal (pour ¢ de 0 a 360°) et entre 3° et 30° en 20, correspondant a des distances d =29 A et 2,9 A,
respectivement.

Le four est équipé de deux fenétres en quartz (Drensres = 4 mm ; Fig. 11.8). 1l permet le suivi de
la structure moléculaire d’un échantillon initialement pulvérulent a température ambiante (mélange de
zéine commerciale avec 20% de glycérol) dont I’état fondu est obtenu au cours d’un chauffage de 20 a
130°C a une vitesse de 10 °C/min. Ensuite I’échantillon est maintenu a température constante, a
T=130°C, pendant 50 minutes. L’acquisition des spectres est réalisée pour ce dispositif lors de paliers
de 3 minutes réalisés tous les 10 °C pendant 1’étape de chauffage, puis toutes les 10 minutes pendant le

plateau final & température constante.

Four Céne du rayon
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Figure 11.8. Schéma du montage avec un four disposé sur le banc de diffraction, ou diffusion (matériau
amorphe), de rayons-X

11.3.4. Spectroscopie RMN du solide (CP-MAS)
Principe :

Certains noyaux atomiques sont sensibles aux effets d'un champ magnétique. Ils ont un spin
non nul (moment angulaire intrinséque, selon le nombre de protons et de neutrons) et possedent donc
un moment magnétique qui permet leur étude par RMN (e.g. *H, ©°N, **C, *0). Lorsque I'on soumet
un échantillon a un champ magnétique By, tous les noyaux possédant des propriétés magnétiques vont
tourner & leur fréquence propre parallélement au champ magnétique B, (Fig. 11.9-a). Bien que les

moments magnétiques des noyaux ne soient pas tous orientés dans la direction du champ (agitation

thermique), la magnétisation globale de I'échantillon est paralléle & B, .
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Figure 11.9. Représentation schématique du principe de fonctionnement de la spectroscopie RMN. Spins au
repos dans le champ magnétique By (a-); Impulsion (champs B; orthogonal a By) et passage des spins a 1’état
« excités » (b-) puis Relaxation (retour a 1’équilibre des spins) (c-). Décroissance du signal temporel émis lors
de la relaxation (d-) et aprées transformation dans le domaine spectral (par transformée de Fourier), exprimé en

ppm (e-)
Une expérience RMN de base se compose d’une période d’excitation constituée par une

impulsion radiofréquence B, dont la fréquence est proche des fréquences de résonance de 1’échantillon
et dont I’amplitude et la durée sont calibrées de maniére a produire une bascule de 1’aimantation dans
le plan transversal (rotation de 90° de 1’aimantation ; Fig. 11.9-b), puis d’une période de retour a
I’équilibre (Fig. 11.9-c). Le retour a I’équilibre génére une induction électromagnétique qui est
enregistrée et produit un signal typique sous forme de sinusoides décroissantes (Fig. 11.9-d). On
obtient une superposition de tous les signaux des noyaux qui ont été excités par le champ magnétique.
Une transformée de Fourier permet de passer du domaine temporel au domaine fréquentiel et ainsi
d’obtenir un spectre résolu selon les fréquences de résonnance. Les spectroscopies RMN du proton
(*H; 1 proton, spin %, abondance 99,99 % environ) et du carbone (13C; 7 neutrons, 6 protons, spin %,
abondance 1,1 % environ) sont réalisées a température ambiante dans le cadre de cette étude.

Chaque noyau posséde un environnement qui lui est propre, avec une densité électronique
autour qui dépend de sa position dans le polymére considéré (e.g. protéine), de ses voisins et de sa
nature. Sa fréquence de résonnance est exprimée par un déplacement chimique, 3, donné par rapport a
une molécule de référence (e.g. le tétraméthylsilane, ou TMS, pour la RMN du liquide, avec §(*°C
TMS)=0,0ppm ; la glycine pour la RMN du solide, comme dans notre cas présent, avec (**COOH, ou
carbonyle)=176,03ppm ) (Fig. 11.9-e). Il est exprimé en ppm (parties par million) selon la relation

suivante:

5= fobservée_fréférence.1.106 (Eq ||33)

fréférence

Mode opératoire :
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Les échantillons solides (e.g. poudres, extrudés) sont placés dans un rotor positionné a I’angle
magique 8 = 54,74° (technique MAS, pour « Magic Angle Spinning ») afin d’obtenir des spectres
correspondant & la moyenne isotrope des interactions (fréquence de résonnance du carbone (**C) est
v=100,61MHz). Les acquisitions de spectres sont réalisées avec une séquence de polarisation croisée
(pour « CP ») *H-"3C utilisant un temps de contact de 1,5 ms et un temps de recyclage de 10 s. Le rotor
est en rotation a 9 kHz a température ambiante (Spectrométre RMN Ultrashield-400, Bruker, F-77
Champs-sur-Marne).

11.4. Propriétés thermiques et thermomécaniques

11.4.1. Mesure des teneurs en eau et des températures de décomposition par thermogravimétrie
(ATG)

Principe :

La teneur en eau et la dégradation thermique des échantillons sont mesurées par Analyse
Thermo Gravimétrique (ATG). Cette technique d’analyse thermique en atmosphére contrélée grace a
un balayage d’Azote permet de suivre la masse d’un échantillon placé sur une nacelle de pesée, a une
température fixée, ou suivant une cinétique de chauffage.

Mode opératoire :

Le suivi de la dégradation des échantillons se fait par une cinétique de chauffage de la
température ambiante & 800 °C, & une vitesse de chauffage de 10 °C.min™, avec un appareil de type
ATG (TGA-2050, TA Instruments, Division de Waters SAS, F-78 Guyancourt). La détermination de
la teneur en eau est réalisée a partir de la température ambiante, puis apres le maintien de 1’échantillon
a 100 °C pendant 2 heures. Dans les deux cas, on réalise une prise d’échantillon représentant une

masse de 10 a 20 mg.

11.4.2. Détermination des transitions thermiques par Analyse Enthalpique Différentielle (AED)
Principe :

L’analyse enthalpique différentielle (AED) est basée sur la mesure des échanges énergétiques
entre un échantillon et son environnement (four), lorsque la température de I’ensemble est soumise a
une variation linéaire (Fig. 11.10-a). Dans le cas d’une transition de phase du premier ordre, une
certaine quantité d’énergie est soit absorbée (phénoméne endothermique ; e.g., fusion ; Fig. 11.10-b)
soit dégagée (phénoméne exothermique ; e.g., cristallisation, oxydation) par 1’échantillon. Une
transition du second ordre comme une transition vitreuse induit une simple discontinuité de la capacité
calorifique mesurée.
Mode opératoire :

L’appareil utilisé est une DSC-Q100, (TA Instruments, Division de Waters SAS). La mesure
est une différence de potentiel captée par des thermocouples et convertie en énergie par un étalonnage

réalisé sur la fusion d’un composé connu (indium). Le signal émis par un creuset vide, placé dans le
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méme four que 1’échantillon, est soustrait du signal émis par le creuset contenant 1’échantillon ce qui
permet d’annuler tout effet di au creuset. Pour la mesure fine de la chaleur spécifique d’un échantillon
placé dans un creuset, C, [J.9".K™], une ligne de base est préalablement obtenue avec le méme creuset
vide, puis déduite du signal obtenu avec 1’échantillon a I’intérieur. Dans le cas de la zéine, et comme
pour la majorité des biopolymeéres, 1’échantillon est placé dans un creuset étanche en aluminium afin
de maintenir la teneur en eau constante. La vitesse de chauffage est fixée a 3 °C/min pour une prise
d’essai d’environ 10 mg. Deux cycles de chauffage sont réalisés pour la mesure d’une transition
vitreuse, de fagon a effacer les effets éventuels de 1’histoire thermique de I’échantillon. La température
de transition vitreuse T, est déterminée a la moitie de la variation de la capacité calorifique durant la

transition considérée.
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Figure 11.10. Schéma de présentation des creusets (avec échantillon et de référence) placés dans le four d’un
appareil d’analyse enthalphique différentielle (AED) (a-). Exemple de suivi des températures entre la référence
et un échantillon, lors d’un phénoméne endothermique de fusion (& T, la température de fusion du matériau
caractérisé) (b-)

11.4.3. Mesure de la diffusivité thermique
Principe :

La diffusivité thermique, D [m2.s™] caractérise la capacité d'un matériau continu & transmettre
un signal de température d'un point a un autre de ce matériau. Elle dépend de la capacité du matériau a
conduire la chaleur (conductivité thermique) et de sa capacité a accumuler la chaleur (capacité

thermique) :

A
D= (Eq. 11.4.1)

avec A [W.m™K™] la conductivité thermique du matériau, p [kg.m™], sa masse volumique et C,
[J.kg™.K™], sa capacité thermique massique.

Mode opératoire :
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Les propriétés thermiques sont déterminées avec un analyseur a source plane en régime
transitoire HotDisk® (Thermal Constants Analyser TPS-2500S, logiciel v.5.9.5; Thermo Concept, F-
33 Mérignac) sur des pastilles thermomoulées, de fagon a obtenir un matériau a surface lisse (Dpasiitie =
16 mm, épaisseur €pasine = 3 mm).

Une sonde en Kapton Ref. Hot disk 5501 (Dsonge = 6,4 mm) est insérée entre 2 pastilles
d’échantillons lors du montage de la cellule (Fig. I1.11). Elle permet le chauffage de plusieurs degrés
de I’échantillon (P = 0,02 W, t = 10 s) avec enregistrement de 1’¢1évation de sa température, a I’aide
d’un pont de Wheatstone monté sur la sonde (ISO 22007-2:2008). La sonde est a la fois source de
chaleur et capteur de température.

a- b-
. Piston de serrage et

: f/ plateau supérieur :

P | g

!; . mobile :

o l = Echantillons :
\‘3 e : l (pastilles) :

Sonde

Echantillons

o3 z Sonde

Figure 11.11. Montage de deux pastilles thermomoulées a base de zéine (Dpasine = 16 mm) dans une cellule de
mesure des constantes thermiques (source plane -plateau chauffant-, régime transitoire) (a-). Représentation
schématique du placement de la sonde et de la source de chaleur lors de son fonctionnement (b-)

11.4.4. Détermination des propriétés thermomécaniques par analyse thermomécanique dynamique
(ATMD)

11.4.4.1. Transitions thermomécaniques

Principe :

L’analyse thermomécanique dynamique (ATMD) consiste a imposer une sollicitation
mécanique sinusoidale d’amplitude trés faible par rapport aux dimensions de I’échantillon et a
enregistrer la réponse viscoélastique du matériau soumis par ailleurs a un chauffage contrélé. Le
principe est similaire a celui de la rhéologie dynamique, selon un mode de déformation distinct. Les
propriétés mécaniques de matériaux viscoélastiques peuvent varier en fonction des transitions
thermiques qu’ils subissent. L’ATMD permet d’évaluer la viscoélasticité dun polymeére
thermoplastique et d’en mesurer le module de stockage, E’' [Pa], correspondant a I’énergie élastique
restituée par le matériau, le module de perte, E” [Pa], correspondant a I’énergie dissipée sous forme de
frottements visqueux entre les chaines polymériques et le facteur d’amortissement, tan(3) = E”/ E" [-].
Mode opératoire, calculs des modules et du coefficient d’amortissement :

Le matériel utilisé est une DMA-50N (O1dB, Metravib, F-59 Lyon). L’échantillon est placé
dans une cellule de charge (e.g. entre deux mors de traction pour un filament avec Liament = 20 mm,

Diitament = 2 mm, entrefer-initial-mors = 10 mm ; Fig. 11.12-a). L’échantillon est alors enduit de graisse
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a base silicone pour limiter sa déshydratation et il subit une sollicitation mécanique sinusoidale
imposée, v = 1 Hz, de faible amplitude, € = 0,1 %. La réponse en contrainte, ¢ [Pa], du matériau
soumis simultanément & cette sollicitation dynamique et & une cinétique de chauffage & 3 °C/min est
enregistrée.

Cette réponse en contrainte présente la méme période que la sollicitation imposée par
I’appareil de mesure :

&(t) = g.cos(aw. t) (Eq. 11.4.2)

avec go, I’amplitude de la déformation imposée et @, la pulsation de déformation.

On peut alors exprimer la réponse en contrainte par la relation suivante :

a(t) = gg.cos(w.t + 0) (Eqg. 11.4.3)
avec 6 appelé «I’angle de perte » et représentant le déphasage de la contrainte par rapport a la
déformation (Fig. 11.12-b).

La contrainte peut étre décomposée en une composante en phase avec la déformation et une
seconde, en opposition de phase avec la déformation:

o(t) = agy.cos(@).sin(m.t) + gy.sin @.cos(m.t) (Eq. 11.4.4)

Deux modules dynamiques peuvent étre définis :

E' =2 cos(8) = E,.cos(5) (Eq. 11.4.5)
€0

et E" =2 sin(8) = E,.sin(5) (Eq. 11.4.6)
2]

En associant leurs formes réelles et imaginaires, on obtient le module complexe :
E*=E +i.E" (Eq. 11.4.7)

Le coefficient d’amortissement, ou facteur de perte visqueuse, tand, est alors directement

associé aux propriétés viscoélastiques du matériau (Fig. 11.12-b), avec :

tans =2 (Eq. 11.4.8)

EI

avec tand < 1 pour un comportent plutdt solide (élastique) et > 1 pour un liquide (visqueux).
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Figure 11.12. Images de la cellule de charge de I’ATMD avec ’échantillon (ici un filament extrudé a base de
zéine) placé entre deux mors de traction séparés d’un entrefer de 10 mm, ainsi que le four (a-). Représentation
schématique du déphasage contrainte-déformation en ATMD (b-)

11.4.4.2. Evaluation du coefficient d’expansion thermique par ATMD en mode ATM
Principe :

Le chauffage ou le refroidissement de matériaux solides entraine un changement dimensionnel
da a leur expansion thermique. L’ Analyse Thermomécanique Dynamique (ATMD) peut étre utilisée
en mode statique (mode « ATM », Analyse ThermoMécanique), dans le cas présent pour la mesure de
la variation dimensionnelle d’une piéce soumise a un chauffage.

Mode opératoire :

L’équipement utilis¢é est une DMA-50N (O1dB, Metravib, F-59 Lyon) présentée
précédemment sur la figure 11.13-a. Pour les mesures en mode ATM en tension, une piéce cylindrique
(i.e. filament extrudé rigide a I’ambiante) est disposée verticalement selon 1’axe de sa longueur et
enduite de graisse a base silicone, hydrophobe, pour limiter sa déshydratation (Lfijament = 20 mm,
Driament = 2mm ; Fig. 11.13-a). Une force statique nulle est appliquée en consigne, sans balayage en
fréquence. L’échantillon placé verticalement entre les deux mors de traction est alors soumis & une
¢lévation de température, typiquement depuis la température ambiante jusqu’a 180 °C, a une vitesse
fixée a2 °C.min™",

La variation dimensionnelle principale (AL, [m], positive dans le cas d’une dilation) est
enregistrée et rapportée a la longueur initiale de 1’échantillon (L, [m], mesurée avant la montée en

température, AT [s]):
AL _ o AT (Eq. 11.4.9)

Lo
avec a, coefficient d’expansion thermique (CTE) linéaire du matériau, [K'l].
Les mémes essais ont été réalises entre deux plateaux paralléles de compression (Dpiateau = 40
mm installé sur une DMA-50N, modele O1dB -Metravib, F59 Lyon-) de fagon a suivre I’expansion

thermique de pastilles thermomoulées, aprés avoir atteint 110 °C en 20 minutes en moule étanche
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(Dpasiine = 16 mm, épaisseur epasine = 3 mm, Fig. 11.13-b). La variation dimensionnelle est alors mesuréee

sur 1’épaisseur de I’éprouvette.

Echantillon
initial

Plateau supérieur fixe

& & \
~* ==
Echantillon . g n —

Plateau inférieur mobile

Figure 11.13. Représentation schématique de 1’accroissement dimensionnel pour la mesure du coefficient
d’expansion thermique en tension d’un filament extrudé a base de zéine (Dsjament=2MmM) (a-) et en compression
sur une pastille thermomoulée (Dpasiine=16mm ; avec le four ouvert pour I’image d’illustration) (b-)

11.5. Détermination des propriétés de surface et étude de la fusion-adhésion
I1.5.1. Mesure de I’énergie libre de surface a ’état solide (méthode de la goutte sessile)
Principe :

Le mouillage d’un liquide sur un solide peut étre caractérisé en terme d’énergie par le biais de
deux paramétres (Dupré, 1869): la tension de surface a I’interface liquide/vapeur du liquide, notée yiv
([3.m™], ou [N.m™]), et I’angle de contact a 1’équilibre 8. de la goutte stabilisée sur le solide, formée
par le liquide L déposé sur le substrat solide, S. Les énergies de surface a I’interface solide/vapeur,
ysv, et I’énergie interfaciale entre le liquide et le solide, ys., peuvent étre représentées au niveau du
point commun aux trois phases liquide/solide/vapeur a ’extrémité du dépdt (appelé ligne « triple » ;
Fig. 11.14-a). Le mouillage est défini par le coefficient d’étalement Ss;, [J.m 2] introduit par Marangoni
(1871), puis repris dans plusieurs travaux (Wu, 1982; Bonn, 2009).

Le coefficient d’étalement, également appelé « énergie d’étalement », correspond a I’énergie a
fournir & un liquide pour limiter son expansion sur une surface. Il représente le phénomene
d’adsorption d’un fluide sur un solide et il est uniquement li¢ a des forces secondaires de type van der

Waals, sans interdiffusion dans ce cas.
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Figure 11.14. Représentation schématique de la ligne triple d’une goutte de liquide déposée a la surface d’un
substrat solide (a-). Représentation des mesures réalisées a partir d’une goutte d’un liquide de tension de surface
connue a la surface d’un substrat solide a caractériser au DSA-30 (b-)

Le coefficient d’étalement Ss;, ne s’applique que lorsque la goutte de liquide (L) déposée sur le
substrat (S) se stabilise, environ 100 ms aprés le dépot de la goutte. I s’exprime selon un équilibre
entre les énergies de surface y.v, et ys., au niveau de la ligne triple:

Ysv=Ys.+Y1v.C0S(0e) (Eq. 11.5.1)

et Sst=ysv—(ysL+yw) (Eq. 11.5.2)

Soit, en appliquant la relation de Young (1805):
Ssi.=yv.(c0sO.~1) (Eq. 11.5.3)
avec 6. I’angle de contact a I’équilibre en régime statique, Ss;<0 dans le cas d’'un mouillage partiel.
Lorsque le fluide s’étale complétement sur le substrat solide, ’angle de contact a 1’équilibre,
Oe, est nul, de méme que le coefficient d’étalement Ss;. Dans le cas contraire, plus Ss; s’éloigne de 0

dans les valeurs négatives, moins 1’étalement est important.

L’énergie de cohésion se définit comme 1’énergie, ou le travail, a fournir pour rompre des
liaisons ou séparer les molécules d’une méme phase. Hansen et Skaarup (1967) puis Hobin (1972) ont
démontré que 1’énergie de cohésion W. [mJ.m?] peut se définir comme 1’énergie libre nécessaire pour
créer deux unités d’aire a I’interface liquide/vapeur, ce qui se traduit par :

W=2ywy (Eq. 11.5.4)
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Pour un liquide donné, y.y est directement lié a la cohésion interatomique et intermoléculaire.

La mouillabilité d’une surface solide peut étre déterminée pour un liquide donné par la mesure
de I’angle de contact (0, [°]) formé par une goutte du liquide et la surface du substrat solide au niveau
de la ligne triple (Fig. 11.14-a). Chaque tension interfaciale (liquide-solide, solide-vapeur et liquide-
vapeur), y [N.m™] (ou [J.m?]), est définie par 1’énergie libre & I’interface (AG,, [J]) par unité de
surface (Aa, [m?]) :

y=AG/Aa (Eq. 11.5.5)

Les composantes, polaire « p », attribuable aux capacités a créer des liaisons hydrogéne, et
dispersive « d », apolaire, attribuable aux forces de van der Waals des énergies libres d’interface, sont

additives. On retrouve les relations suivantes (Owens et Wendt, 1969; Awaja, 2009) :

y =yi+yp (Eq. 11.5.6)

et

Ysi. = Vv +Vsv — 2. [\/Vfiv-)’gv + \/VLPV-YS?V] (Eg. 11.5.7)

Ce qui donne I’expression suivante avec la mesure d’angle de contact a 1’équilibre :

(1 + cos(6,)).yLy = 2. [\/ygv.y;{, + \/yfv.ys”v] (Eq. 11.5.8, d’aprés Eq. 11.5.1 et
Eq. 11.5.7)

Mode opératoire :

Un tensiométre Kruss® de type DSA-30 (Drop Shape Analysis; KRUSS GmbH, Hamburg,
DE ; Fig. 11.14-b) est utilisé pour les mesures d’angle de contact a température ambiante. Le diamétre
de l’aiguille est choisi selon la viscosité et la tension de surface du liquide a déposer afin d’obtenir des
gouttes pour différents liquides (Vgoue = 1 HL); il est de 0,5 mm ou 0,69 mm (au minimum 2 liquides
doivent étre utilisés pour déterminer les différentes composantes de la tension de surface). La valeur
du diametre externe de [aiguille détermine le facteur de grossissement optique du systéme
d’acquisition d’images par une caméra numérique CCD équipée d’un objectif optique et reliée a un
ordinateur.

Un rétroéclairage permet d’enregistrer des séquences d’images contrastées lors du dép6t sur
un substrat solide, la mesure débute a 100 ms. Le traitement des données consiste a calculer 1’angle de
contact droite et gauche de chaque goutte; il est réalisé ensuite sur ordinateur a 1’aide du logiciel

d’acquisition et de traitement d’images du constructeur (DSA-v1.92.1.1).

11.5.2. Etude du frittage visqueux de filaments extrudés et cinétique de fusion-adhésion
Un dispositif expérimental inspiré de travaux récents a été mis au point pour 1’observation du
frittage visqueux de 2 filaments (Bakrani Balani et al., 2017). Ce dispositif est couplé a un systeme

d’acquisition et d’analyse d’image permettant le suivi de la cinétique de coalescence.
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Principe :

Le temps caractéristique de coalescence visqueuse de polymére thermoplastique est un
parametre important pour évaluer leur potentielle utilisation dans les procédés de thermosoudage, de
rotomoulage et de fabrication additive a 1’état fondu. L’évaluation des cinétiques de fusion-adhésion
entre filaments de zéine plastifiée est donc déterminante pour caractériser son aptitude a 1’étalement et
son ouvrabilité en FA-DFF. Un dispositif expérimental a donc été congu au cours de cette these pour
suivre la coalescence visqueuse de filaments cylindriques extrudés en conditions isothermes. Il s’agit
d’un four instrumenté régulé en température et couplé avec un systéme d’acquisition d’images pour
suivre la forme de la section des filaments pendant leur fusion-adhésion. L’évolution de 1’angle de
fusion-adhésion et de I’indice de convexité peut étre calculée pour évaluer la dépendance a la
température du temps caractéristique de coalescence visqueuse et la qualité finale de la fusion-
adhésion.

Dispositif expérimental mis au point :

Le schéma global du dispositif (Fig. 11.15) est similaire a celui décrit dans la littérature
(Bakrani Balani et al., 2017) : 2 filaments extrudés sont mis en contact dans un four transparent, leur
coalescence est ensuite suivie par acquisition d’images. Néanmoins notre systéme différe par les
dimensions réduites du four permettant de limiter [I’inertie, par son domaine de température
d’utilisation adapté a la zéine et par le systéme d’acquisition d’image dont la fréquence est Supérieure.

Un four aux dimensions internes : 20 x 10 x 50 mm?® (équiv. volume utile : largeur x hauteur x
profondeur) a été réalisé pour suivre la fusion-adhésion de deux filaments extrudés adjacents (Fig.
11.15-a). 11 s’agit d’une cavité usinée dans un bloc parallélépipédique d’aluminium dont la facade est
constituée d’une vitre transparente en verre, et le fond est équipé de 3 ampoules LED (@ gp = 3.6 mm,
6500 K, 39 Im; OSRAM Opto Semiconductors, Regensburg, DE) montées en série pour le rétro-
éclairage des filaments cylindriques.

Une caméra de type C-MOS (EXO model, SVS-Vistek GmbH; Seefeld, DE) équipée avec une
extension optique de 20mm et une lentille de grossissement (Computar modéle 5.6-32 C macroX10;
CBC, Cary, NC, US) a été placée devant la fenétre d’observation en fagade du four (Fig. I1.15-b).
Cette caméra permet 1’acquisition a 1 prise d’image par seconde.

Les images des sections de cylindres sont codées sur 8 bits (256 niveaux de gris, en Tagged
Image Format files : “.TIF”). La résolution a été déterminée au début de chaque séguence avec un
Vernier, avec une valeur moyenne de 1’ordre de 150 longueurs de cotés de pixel par mm (soit de

I’ordre de 6 a 8 um par longueur de c6té de pixel, selon le grossissement optique).
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Figure 11.15. Schéma du dispositif expérimental mis en place pour le suivi de la fusion-adhésion de filaments
extrudés (a-). Présentation du four (volume utile : 20 x 10 x 50 mm?®) et de la caméra (capteur de type CMOS,
limage.s™) (b-). Etapes successives de traitement illustrées pour une sélection d’images acquises pendant 60 s au
cours d’une séquence typique de fusion-adhésion en four instrumenté a 130°C entre deux filaments extrudés a
base de zéine (c-): (1) Acquisition d’images en 256 niveaux de gris ; (2) Images aprés sélection de la région
d’intérét ; (3) Images binaires obtenues aprés segmentation par seuillage ; (4) Images prétraitées prétes pour
I’analyse morphologique avec reconnaissance automatique de chacune des deux sections de filaments

Une grande attention a été portée au contrdle thermique et au suivi de la température : le four
est équipé d’un régulateur de température (Model 1/16 DIN avec PID, 48 x 48 x 100 mm®;, RKC
Instrument Inc.; Tokyo, JP) et de 4 résistances électriques chauffantes (Dresistance = 6.5 MM et Lyesistance =
40 mm, P = 30 W chacune; RS Pro Components SAS, Beauvais, FR) insérées a chacun des 4 angles
du four. Le thermocouple de régulation (type T) a été placé au milieu de la partie horizontale
supérieure du four, juste au contact avec la surface du métal. Un second thermocouple (type K) a été
placé au milieu de la cavité pour mesurer la température ambiante a I’intérieur du four (Ttoyr, [°C]).

Mode opératoire pour I’acquisition des images :
La procédure expérimentale se décompose en trois parties :
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i) fixer la température de consigne (T, [°C]) sur le contrdleur de température, entre 80 et
140°C. Dans cet intervalle 7 min sont nécessaires pour atteindre et stabiliser la valeur Ty = Tset *
0,1°C dans la cavité du four,

ii) introduire les filaments aprés ouverture, puis fermer la fenétre transparente du four. Aprés
cette séquence ouverture/fermeture, la température dans la cavité décroit légérement, mais le systéme
se stabilise & Ty = Ty apres environ 10 a 20 s,

iii) lancer I’acquisition d’images.

Pour chaque température fixée, T, les essais expérimentaux ont été effectués trois fois. De
facon a suivre précisément la température des filaments, une quatriéme série d’expériences a été
menée, pour laquelle un thermocouple fin (type K, @iermocoupte =~ 0,4 mm) est placé a I'intérieur d’un
filament, selon la direction d’extrusion, pour mesurer la température & coeur du matériau (Tfijament,
[°C]). Le filament est percé préalablement a sa demi-longueur pour insérer I’extrémité du
thermocouple.

Traitement des images :

A la différence du dispositif décrit dans la littérature, pour lequel 1’exploitation des images
pour le suivi de la cinétique de coalescence semble manuelle et limitée a 1’évaluation de I’angle 6 en
fonction du temps (Bakrani Balani et al., 2017), nous avons souhaité développer un systéme d’analyse
morphologique semi-automatique facilitant 1’obtention d’un nombre important de valeurs de 0,
complété par un descripteur morphologique supplémentaire (indice de convexité défini plus bas)

Dans les images initiales, la section des deux filaments et leur front de fusion-adhésion
apparait sombre sur un arriere-plan brillant (Fig. 11.15-b). Un exemple de leur évolution est montré sur
la figure 11.15-c pendant une séquence acquise dans le four instrumenté a une température fixée Tgy =
130 °C. Les étapes successives d’analyse d’image incluent : (i) la sélection de la région d’intérét dans
I’image initiale ; (ii) la segmentation de 1’image par application d’un seuil avec le logiciel ImageJ
(logiciel libre de droits; National Institute for Health, US), pour obtenir une image binaire avec un seul
objet blanc (valeur pixel : 1) sur un arriére-plan noir (valeur pixel : 0) ; (iii) I’analyse morphologique
(Matlab; The MathWorks Inc., Natick, MA, US).

Les descripteurs morphologiques suivants ont notamment été définis pour calculer 1’angle de
fusion-adhésion &(t) et représenter son évolution (cf. Chapitre I, Fig. 1.4):

- la longueur verticale minimale, Ly, €gale a 2.x (Fig. 11.16), correspondant a la longueur du
front de fusion-adhésion,

- les deux longueurs verticales maximum, Lyax €t Lyaxg, poOUr les zones situées a gauche et a
droite, respectivement (Fig. 11.16). Leur valeur moyenne, Lyay, €st utilisée pour calculer le rayon
équivalent des filaments par la relation:

— Lpax _ (LMaxL+LMaxR)
=— = . (Eq. 11.5.9)

a

L’application de I’Eq. 1.1.16 (cf. Chapitre 1) donne 1’angle de fusion adhésion, © :
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6 =sin™ (%) = sin~1 ({2) (Eq. 11.5.10)

Lyax

Des descripteurs morphologiques supplémentaires ont été définis pour calculer I’indice de
convexité du systéme, lconvex:

- les surfaces gauche (S,) et droite (Sg) des deux cylindres

- ’aire convexe, Scony, correspondant a I’objet entier des images segmentées. Elle inclut S, et
Sr, et les concavités entre filaments.

L’indice de convexité, Iconvex [-], €St défini par la relation:

Sp+S
Lonper = SL¥SR) (Eq. 11.5.11)

SCOTHIEX

lonvex atteint la valeur 1 si la fusion adhésion conduit & une coalescence compléte des

filaments, sans concavité résiduelle (Legland et al., 2013).

7’
Sed ot
Conve

Figure 11.16. Représentation schématique des descripteurs morphologiques évalués lors du traitement d’images
d’une séquence de fusion adhésion. La zone hachurée a pour aire Sconyex

11.6. Comportement en milieu physiologique simulé a 37°C

Afin d’évaluer I'intérét pour des applications dans le domaine biomédical d’une matrice
extrudée a base d’un biopolymére-modéle, tel que la zéine plastifiée par un principe actif (P.A. =
liquide ionique [Lidocainum][Ibuprofénate]), le suivi de ses propriétés mécaniques dynamiques et de
ses capacités de relargage du P.A. en conditions physiologiques simulées est réalisé.

11.6.1. Mesures thermomécaniques sur échantillons immergés
Principe de I’analyse mécanique dynamique avec immersion de ’échantillon :

De la méme fagon qu’au paragraphe précédent, I’analyse mécanique dynamique (AMD)
consiste a imposer une sollicitation mécanique sinusoidale d’amplitude tres faible et a enregistrer la
réponse viscoélastique du matériau. Ici 1I’échantillon est immergé en milieu physiologique simulé a
37°C en tampon phosphate salin a pH 7,4 (« PBS », Phosphate Buffered Saline).

Mode opératoire :
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L’échantillon (un filament extrudé) est placé verticalement entre deux mors de traction d’un
appareil d’Analyse Mécanique Dynamique (AMD ; ATMD MK 1V, Rheometric Scientific,
Piscataway, NJ, USA). Lsiament = 20 MM, @fjament = 2 mm et ’entrefer initial entre les mors est de 5
mm. L’ensemble (mors et échantillon fixé) est immergé dans 300 ml de tampon PBS placés un ballon
a double enveloppe thermo-régulé par circulation d’eau a 37°C (Fig. I1.17 ; N.B. le suivi du relargage
d’un principe actif depuis un filament extrudé identique est réalisé dans les mémes conditions
opératoires a I'UTINAM -UMR CNRS-Université Besancon- cf. paragraphe ci-dessous). La
déformation est fixée a € = 0,01 % initialement (le matériau étant vitreux, une force statique trop
importante, F > 5 N, étant obtenue pour des déformations supérieures), puis € = 0,1% (apres 2 heures
d’immersion environ) et enfin € = 0,5 % apres environ 12 h d’immersion, de fagon a avoir une force
statique minimale supérieure a SmN (I’échantillon ayant franchi sa transition vitreuse, par sorption
d’eau du tampon PBS). Malgré des variations trés importantes de propriétés mécaniques, on peut ainsi
suivre 1’évolution du matériau immergé sur une assez longue période de plusieurs jours en réalisant

une mesure par minute des modules E’ et E” et du facteur d’amortissement tang.

Sollicitation _— Batide 'AMD
—

mécanique

périodique ‘-—;I
Mors de 'AMD
en traction

Echantillon
extrudé

Tampon PBS
(300ml)

Circulation eau, 37°C §)

=\

Figure 11.17. Cellule de charge de I’appareil d’Analyse Mécanique Dynamique (AMD) inversée et immergée en
conditions physiologiques simulées (37 °C, tampon PBS ; a-) avec 1’échantillon fixé entre les deux mors de
traction de I’AMD (un filament extrudé, Gsijament = 2 MM, entouré en rouge sur I’image ; b-)

11.6.2. Test de relargages de composés actifs

Une collaboration a été initiée avec /"'UTINAM -UMR CNRS-Université Besangon- pour le
suivi du relargage en milieu physiologique simulé (PBS, pH 7,4, 37 °C) d’un principe actif
([Lidocainum][Ibuprofénate]) depuis un filament extrudé a base de zéine.

L échantillon est immergé dans un bécher maintenu sous une agitation permanente (50rpm).
Aux intervalles de temps donnés, un aliquote de 2 mL de milieu est réalisé et remplacé immédiatement
par 2 mL de PBS frais (Fig. 11.18-a).

Les prélévements sont analysés par spectroscopie UV-Visible a Amax = 225nm (absorbance
maximale pour [’anion et le cation ; Jouannin et al., 2014). Les concentrations sont déterminées grace

a une courbe d’étalonnage de [Lidocainum][lbuprofénate] dans le PBS (Fig.I1.18-b).
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Figure 11.18. Montage expérimental pour le suivi de la libération du liquide ionique
[Lidocainum][Ibuprofénate] immergé dans de tampon PBS a 37°C (a-). Courbe de calibration : variation de
["absorbance en fonction de la concentration en de [Lidocainum] [Ibuprofénate] dans le PBS (A=225nm) (b-)

11.7. Conclusion
Dans ce deuxiéme chapitre nous avons détaillé ’ensemble des formulations a base de zéine et
des méthodologies qui ont été mises en ceuvre au cours de I’étude expérimentale dont nous allons

présenter les résultats dans les chapitres qui suivent.
Pour rappel, les chapitres Il et IV concerneront les formulations contenant uniquement de la

zéine commerciale et du glycérol. Les autres formulations seront étudiées au chapitre V.
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Chapitre 111

Introduction

L’étude bibliographique présentée au chapitre | nous a conduits a utiliser le glycérol pour
plastifier la zéine, afin de tenter de formuler un matériau biopolymere modele pour le procédé FA-
DFF. L’objectif de ce chapitre sera d’affiner la formulation (taux de glycérol) et de la caractériser de
maniere a pouvoir confronter ses propriétés au cahier des charges matiére établi.

Nous commencerons par étudier le comportement thermique et thermomécanique des
matériaux. Ces premiéres caractérisations nous permettront d’accéder d’une part aux températures de
transition vitreuse et aux valeurs de modules élastiques en dessous et au-dessus de la relaxation
thermomécanique associée, importantes pour le cahier des charges, et d’autre part aux propriétés
thermophysiques (capacité calorifiqgue et conductivité thermique, notamment) nécessaires a la
modélisation du procédé.

Nous étudierons ensuite en détail le comportement de la zéine plastifiée a 1’état fondu en
fonction de la température et du temps. L’étude de la littérature a en effet montré que la zéine subit
une agrégation aux températures de mise en ceuvre a 1’état fondu. Il nous a donc semblé important de
comprendre ce phénoméne susceptible de modifier fortement le comportement thermoplastique des
matériaux et leur adéquation au cahier des charges nécessaire a leur ouvrabilité.

L’évolution du comportement rhéologique sera étudiée a la fois par des mesures de viscosité
apparente a I’aide d’un micro-mélangeur bi-vis permettant I’extrusion de filaments et en rhéométrie
rotationnelle classique en géométrie plan-plan. Dans chaque cas, 1’évolution de la rhéologie avec le
temps sera mise en relation avec 1’évolution de la structure macromoléculaire de la zéine, par la
caractérisation d’échantillons par électrophorése en conditions dénaturantes (SDS-PAGE, notamment)
et chromatographie. Enfin, nous nous intéresserons a la tension de surface du matériau, une propriété

importante pour le procédé FA-DFF.

I11.1. Comportement thermique et thermomécanique de la zéine plastifiée
I11.1.1. Transition vitreuse et stabilité thermique

La température de transition vitreuse de la zéine déterminée par analyse enthalpique
différentielle est de ’ordre de Ty= 85 °C (Fig. III.1). La capacité thermique massique a 1’état vitreux
est de I’ordre de C,= 1,5 kl.kg".K™ (valeur a T = 40 °C). L’augmentation de la capacité thermique
massique due a la transition vitreuse est de I’ordre de AC, = 0,7 kJ.kg".K™, conduisant & une valeur &
I°état caoutchoutique C, = 2,2 kl.kg™.K™ (valeur a T = 130 °C).
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Température [°C]
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Figure I11.1. Détermination par AED des transitions vitreuses de la z&éine commerciale brute (—) et avec 20%
de glycérol comme plastifiant, Z20Gly (=)

La figure III.2 montre I'influence de I’eau et des impuretés lipidiques sur la transition
vitreuse : Ces mesures ont été effectuées sur des échantillons placés a 1’équilibre sur des solutions
salines saturées donnant diverses humidités relatives a 20 °C (LiCl : HR = 11,1% ; MgCl, : HR = 33,0
% ; NaBr: HR =59,1 % ; NaCl : HR = 75 ,4 %). On observe une baisse significative de la température
de transition vitreuse avec la teneur en eau.

Aprés délipidation a I’extracteur Soxhlet (cf. Annexe 2), I’évolution des Ty est aussi présentée
pour la zéine délipidée sur la figure 111.2. Elles sont Iégérement supérieures a celles mesurées sur la
zéine commerciale brute pour des teneurs en eau équivalentes, les lipides ayant un effet plastifiant sur
cette protéine dont la structure primaire est composée en grande partie d’acides aminés hydrophobes
(Lawton, 2002 ; cf. Chapitre 1). N.B. La plastification de la zéine par des composés amphiphiles

hydrophobes sera abordée en détail dans le Chapitre V.

140 -

120 -

O . T T T T T T T T
0 5 10 15
Teneur en eau [%, ms]

Figure 111.2. Températures de transition vitreuse de la zéine commerciale brute (m) et délipidée (ZDelip ; ¢)
mesurées par AED pour différentes teneurs en eau. Représentation des valeurs publiées pour la zéine pure par
Madeka et Kokini (1996) : modeles de Gordon-Taylor (---) et Couchman-Karasz (=)
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Des modeles phénoménologiques ont été développés pour déterminer la température de
transition vitreuse d’un mélange polymeére-plastifiant (tel que 1’eau pour la zéine) par 1’équation de
Gordon et Taylor (1952) :

Tg (W + kwy) =wp. Ty + KW, Tg, (Eq. 11.1)
avec :

- k: constante, facteur empirique relatif aux liaisons hydrogenes plastifiant-polymére. Une
valeur de 6,24 peut étre retenue pour la zéine d’aprés Madeka et Kokini (1996) et Wang et al. (2003).

- Wy et w;, : fraction massique du solide et de I’eau (plastifiant), respectivement.

Cette équation est appliquée soit pour prédire I’influence du contenu en eau sur la T, soit pour
estimer la T, de mélanges binaires de polymeres (Roos, 1995).

Un modeéle a aussi été développé sur la base des théories thermodynamiques par Couchman et

Karasz (1978) :

T. = w1.ACp,.Tg1+W,.ACp,.Tg,
g w4.ACp1+W,.ACp,

(Eq. 111.2)

avec :
- w, : fraction massique en composés 1 (n=1), ou 2 (n=2) tels que wi+w,=1

- AC, : variation de capacité calorifique lors de la transition vitreuse d’un composé.

Le mélange est supposé uni-phasique et sa transition vitreuse est déterminée par AED avec les
mesures des ACp et Ty du polymere et du plastifiant, respectivement. Quand le plastifiant est 1’eau, les
valeurs couramment utilisées sont T, = 134 K et AC, = 1,94 J.gt.K™* (Sugisaki et al., 1968).

Le modéle de Couchman-Karasz (relation Eq. I111.2) permet donc de calculer la T, de la zéine
plastifiée par I’eau en utilisant les valeurs publiées par Madeka et Kokini (Madeka et Kokini, 1996)
pour la zéine pure anhydre : Tq_eine pure_anhyare = 412 K et AC, = 0,7 J.g1.K™. Des tendances similaires
sont retrouvées pour les valeurs expérimentales et celles calculées a partir des données publiées (Fig.
11.2).

Il faut souligner que les courbes présentées sur la figure 111.2 ne sont pas un ajustement de nos
données expérimentales, mais un calcul établi a partir des données de la littérature pour la zéine (dans
le cas du modele de Couchman-Karasz) et le facteur k (dans le cas du modele de Gordon-Taylor). Les
écarts assez importants sont expliqués par les variations de matiéres et de systemes de mesures entre

les différents laboratoires.
Comme I’eau, le glycérol permet d’abaisser la température de transition vitreuse de la zéine :

de 85 °C (zéine commerciale brute) a 42 °C pour 20% de glycérol ajouté (Fig. 111.1), avec I’avantage

d’étre beaucoup moins volatile (Corradini et al., 2006). Nous ’avons donc choisi comme plastifiant
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modele pour notre étude, notamment sur la base des travaux de Corradini et ses collaborateurs comme
détaillé au chapitre | de ce mémoire (Corradini et al., 2006 et 2007).

La figure 111.3 permet de comparer le comportement thermogravimétrique de la zéine
commerciale brute et plastifiée par le glycérol. Dans les deux cas, on observe une premiére perte de
masse, de I’ordre de 4 a 5 %, jusqu’a 90 a 100 °C, due a la perte d’eau structurelle de la zéine au début
de la cinétique de chauffage.

La zéine commerciale ne subit ensuite plus de perte de masse significative avant 230°C,
correspondant & sa décomposition thermique. Des résultats similaires ont été obtenus sur d’autres lots

de zéine commerciale et présentés dans la littérature (Selling, 2010 ; Di Maio, 2010).
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Figure 111.3. Suivi par thermogravimétrie de la z&éine commerciale brute (=) et avec 20% de glycérol comme
plastifiant, Z20Gly (—)

L’ajout de 20% de glycérol conduit a un comportement différent du fait de 1’évaporation du
glycérol a partir de 130 °C. Il faudra donc éviter de mettre en ceuvre le matériau a 1’état fondu a des
températures supérieures. Toutefois, pour des temps de séjour courts, certains auteurs ont utilisé des
températures pouvant aller jusqu’a 145 °C (Selling et Utt, 2013). En considérant une température de
mise en ceuvre de 130°C, le matériau se situera a 130 - 42 = 90 °C au-dessus de T,

En comparaison, I’ABS est typiquement mis en ceuvre a 220-240°C en FA-DFF pour une
température de transition vitreuse de 1’ordre de 110°C, donc environ 110 a 130°C au-dessus de T.

Quant au PLA, dont la T, est de ’ordre 50-70°C mais qui présente une fusion a 175°C, il est
typiquement mis en ceuvre a 190°C (T4 + 130 °C). Par conséquent, la volatilité du glycérol, méme si
elle est plus faible que celle de I’eau, apparait comme un facteur limitant pour se rapprocher des
conditions de mise en ceuvre des matériaux de référence en FA-DFF. Dans le chapitre V, nous

¢tudierons d’autres plastifiants moins volatils.
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111.1.2. Comportement thermomécanique et propriétés thermiques

L’ajout de 20% de glycérol a la zéine permet d’abaisser sa température de transition vitreuse et
d’obtenir une relaxation mécanique principale du matériau extrudg, liée a Ty, & To_z2061y esv de ’ordre
de 55 °C au pic du facteur d’amortissement, tand, Fig. II1.4 (avec Ty zx0c1y = 42 °C en AED, Fig. I11.1).
Si I’on considére le cahier des charges établi précédemment (cf. Chapitre 1), on peut comparer ses
propriétés thermomécaniques, notamment les modules vitreux et caoutchoutiques, a celles de I’ABS et
du PLA (Fig. 111.4). Par ailleurs, ces trois matériaux ont été caractérisés par calorimétrie, de fagon a
évaluer les transitions thermiques en jeu lors de leur chauffage et I’évolution de leurs capacités
calorifiques respectives (second chauffage a 3°C/min pour éliminer les effets du vieillissement
physique ; Fig. 111.5).
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Figure 111.4. Propriétés thermomécaniques d’un filament extrudé en mélangeur bi-vis & 130°C & base de zéine
plastifié¢e Z20Gly EBV, d’un filament d’ABS et de PLA. Notations : Z20Gly EBV (==); ABS (-)et
PLA(=) ; modules de stockage (E’, [Pa]) présentés en traits pleins et facteurs d’amortissement (tand, [-]) avec
des symboles « triangles »

Le matériau extrudé a base de zéine plastifiée Z20Gly_EBV a un module élastique élevé a
I’ambiante, E' =~ 1 GPa a 20°C, diminuant au-dessus de sa température de relaxation mécanique
principale jusqu’a son écoulement entre les mors de I’ATMD pour de trés faibles modules, a E' <1
MPa au-dela de 80°C. La capacité thermique massique de la zéine plastifiée par 20% de glycérol,
Z20Gly, est evaluée par AED et son évolution est typique de celle d’un polymére amorphe, avec une
augmentation du C, de 1,48.10° J.kg".K™ (2 20°C) 4 2,20.10° J.kg".K™ (4 130°C) (Fig. I11.5). N.B.
Pour ce matériau thermomoulé sous forme d’une pastille lisse, Z20Gly PTM, une mesure
complémentaire du C, a été réalisée avec le systéme HotDisk® (dispositif de mesure des constantes
thermiques de matériaux). La valeur obtenue est 1,9.106 J.m> K™, soit C, = 1,5.10° J.kg".K™ (pour

une densité de 1,25 ; Shukla et Cheryan, 2001), similaire aux valeurs obtenues en AED.
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Le PLA présente une premiére relaxation mécanique a 50 - 55 °C, ou son module élastique
diminue de E' = 2,3 GPa a 3 MPa (Fig. 1l1.4), liée au franchissement de sa transition vitreuse a cette
température visible en calorimétrie (Fig. I11.5). Le PLA présente alors un AC, de I’ordre de 0,5.10°
J.kgh.K™, avec une augmentation du C, de 0,9.10° & 1,4.10° J.kg".K™ au franchissement de sa
transition vitreuse a T¢= 55 °C. Un AC, du méme ordre de grandeur est reporté dans la littérature pour
un PLLA pur, au franchissement de sa T4 a environ 65 °C (Zhu et al., 2017). Vers 90°C, il présente
une augmentation du module élastique jusqu’a E' = 25 MPa, due a un phénomeéne de cristallisation
confirmé par AED. Ensuite, une diminution importante du module élastique (E’ < 0,5 MPa) se produit
a 150 - 160°C, due a la fusion des domaines cristallins dans ce matériau. Sa température de dép6t en
FA-DFF est nécessairement supérieure a ces valeurs et elle se situe en général entre 190 et 210 °C.
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Figure 111.5. Caractérisation par Analyse Enthalpique Différentielle du matériau a base de zéine plastifiée par
I’ajout de 20% glycérol, Z20Gly, et de filaments d’ABS et de PLA pour la FA-DFF (2°™ chauffage & 3°C.min™).
Notations : Z20Gly (==) ; ABS () et PLA (==).

L’ABS a un comportement thermomécanique tres différent du PLA, avec une relaxation
mécanique principale liée au passage de sa transition vitreuse entre 100 et 120 °C. C’est un polymere
biphasé amorphe présentant une large transition vitreuse (de 95 a 120°C environ en AED). Cette
amplitude en température est aussi reportée dans la littérature, avec une T4 centrée a 99 °C (Weng et
al., 2016). On mesure une augmentation de la capacité thermique massique de C,~ 1.10° J.kg".K™* &
I’ambiante, jusqu’a Cp = 2,6.10% J.kg".K™ a 200 °C. On note qu’une valeur moyenne globale de
capacité thermique massique est prise en premiére approximation a C, = 2,08.10° J.kg™.K™ dans des
travaux portant sur la modélisation des transferts thermiques lors de 1’impression 3D de I’ABS
(Bellehumeur et al., 2004). Pour le méme type de recherches, d’autres auteurs prennent une valeur
constante moyenne a C, = 1,85.10° J.kg*.K™* pour I’ABS, sans mesure directe (Hofstaetter et al.,
2015). On constate donc que 1’ordre de grandeur des valeurs communément présentées dans la
littérature correspond a une valeur moyenne telle qu’on peut la déterminer par nos mesures en AED

sur une tres large gamme de température (de 20 °C & 200 - 250 °C environ). Le module élastique de
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I’ABS (et sa viscosité) reste plus important que celui du PLA jusqu’a plus de 200°C et son impression
3D par FA-DFF est réalisée généralement & des températures supérieures a 220 °C.

En complément de I’évaluation de sa capacité thermique massique, la conductivité thermique
du matériau a base de zéine plastifiée par 20% de glycérol est mesurée a Azzciy prm 20:c = 0,26 + 0,01
W.m™.K™, pour une diffusivité évaluée & Dzocly prm 20.c = 1,34.107 + 0,08.10" m?.s™, avec le systéme
HotDisk®. Ces propriétés évoluant peu avec la température pour les polyméres amorphes (Dawson et
al., 2000; dos Santos et al., 2013), on peut raisonnablement estimer la conductivité thermique du
matériau & base de zéine plastifiée dans une gamme comprise entre 0,25 & 0,3 W.m™.K™, lors de sa
mise en ceuvre a 1’état fondu, typiquement a T de I’ordre de 130 °C.

Par ailleurs, la diffusivité thermique des polymeres diminuant avec la température, notamment
du fait de I’augmentation de leur capacité thermique massique, les valeurs restent dans la gamme de D
=05 a 1.107 m?s™ pour une température de I’ordre de 150 °C (avec des diffusivités mesurées a
’ambiante de ’ordre de 1,5.107 m?s™). Ceci semble un ordre de grandeur convenable pour le
matériau a base de zéine plastifiée, dont la diffusivité thermique a I’ambiante est mesurée a une valeur
proche de 1,3.107 m%s™.

111.1.3. Expansion thermique

Le coefficient d’expansion thermique, noté « CTE », quantifie la dilatation d’un matériau en
fonction de la température a pression constante. Il a été déterminé directement sur les filaments
extrudés, Z20Gly EBV, au cours de leur chauffage aprés fixation aux mors d’une ATMD utilisée en
mode ATM -déformation statique- (Fig. I11.6-a). Ce type de mesure est limité aux températures
inférieures a T, (Wei et al., 2015), aussi bien pour les polyméres amorphes, comme la zéine et I’ABS,
que pour le PLA semi-cristallin (Hughes et al., 2012).

Les données enregistrées en dessous de la température de transition vitreuse permettent
d’établir un CTEzy0c1y gy de ’ordre de 6,1 & 6,6.10° K™ (soit de 61 a 66 um.m™.K™) pour le matériau
a base de zéine plastifiée, sur la base des dilatations thermiques exprimées en déformation (Fig. 111.6-
b). Ce résultat est légérement inférieur & ceux obtenus pour le PLA (CTEpa =~ 8,4.10° K™) et ’ABS
(CTEags =~ 9,7.10° K™), mais 1’ordre de grandeur est le méme dans cette gamme de température. Ces
mesures sont en accord avec les données disponibles dans la littérature pour ces polyméres
synthétiques : De 6.10° 4 9.10° K™ pour le PLA, ou des mélanges ou il est majoritaire & au moins 80%
m/m ; Jiang et al., 2013) et 9.8.10° K™ pour I’ABS (Weng et al., 2016). A notre connaissance aucune
valeur n’est disponible dans la littérature pour les matériaux a base de zéine.

Pour améliorer le contact avec le matériau a I’approche de sa température de transition
vitreuse, des essais sont réalisés sur des pastilles thermomoulées lisses & base de zéine plastifiée par
20% de glyceérol, Z20Gly_PTM, placées entre deux plateaux de compression en ATMD utilisée en
mode ATM (Fig. 111.6-c). Les valeurs mesurées pour des températures inférieures a T4 sont similaires

a celles obtenues sur des filaments extrudés (CTEzzcly prm = 6.10° K™, puis divergent trés fortement
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au franchissement de la transition vitreuse dont la valeur est confirmée a T, = 45°C par cette méthode
(intersection des tangentes ; Fig. 111.6-c), proche de celle déterminée précédemment en calorimétrie
(AED).

Bien que délicat a déterminer pour un polymére amorphe, le coefficient d’expansion
thermique du matériau vitreux a base de z€ine plastifiée par 20% de glycérol est du méme ordre de
grandeur que celui de polymeéres synthétiques standards en FA-DFF (amorphe tel que ABS, ou semi-
cristallin tel que le PLA), avec des valeurs de CTE de ’ordre de 6.10° 4 7.10° K™,
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Figure I111.6. Suivi de la dilatation thermique de filaments (Dsjjamen=2mm, Lgjjament=20mm ; ATMD en mode
ATM) de zéine plastifiée par 20% de glycérol, Z20Gly_EBV, et des polymeéres standards en FA-DFF : ABS et
PLA (mesure déplacement, a-) et (déformation, b-). Notations: Z20Gly EBV (-m-), PLA (-e-) et ABS (-¢-) (a- et
b-). Suivi de la dilatation thermique d’une pastille lisse de zéine plastifiée, Z20Gly PTM, apres stockage en
conditions standardisées (HR=59%, 20°C ; -m-) (c-). Tangentes en pointillés (---) pour le calcul des CTE.

111.2. Comportement rhéologique et évolution de la structure moléculaire de la zéine plastifiée
111.2.1. Propriétés rhéologiques des fondus en régime établi

Le comportement rhéologique en régime établi des fondus de zéine plastifiée par 20% de
glycérol, Z20Gly a été caractérisé. Le couple et la viscosité apparente augmentent de fagcon continue
pendant la transformation en micro-mélangeur bi-vis (Fig. 111.7). L’évolution de la consistance des
fondus (viscosité ou couple seul dans le cas de I’extrusion sans recirculation) est similaire a celle

décrite par Sessa et al. (2006) pour la zéine plastifiee par le triéthyléne glycol. Le couple augmente
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d’abord doucement jusqu’a environ 5 min de recirculation. Il augmente ensuite plus rapidement et
atteint des valeurs importantes aprés 10 min de recirculation, proches de 50 N.cm.

En complément d’études précédentes en mélangeur statique (Sessa et al., 2006 ; Di Maio et
al., 2010) qui ont seulement présenté 1’évolution du couple, il est possible dans le cas présent d’obtenir
celle de la viscosité apparente (ay, = 6 s™) et des valeurs d’énergie mécanique spécifique (EMS).

Pour les échantillons extrudés aprés 5 min de recirculation (EMS =~ 30 J.g™), la viscosité
apparente est de n, = 2 kPa.s (Fig. 111.7-b). Elle augmente jusqu’a 6,5 kPa.s aprés 10 min (EMS ~ 87
J.gh).
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Figure 111.7. Comportement rhéologique en écoulement dans le micro-mélangeur bi-vis a 130°C. Evolutions du
couple moteur (a-) et de la viscosité apparente pendant la recirculation dans la zone capillaire (b-). Notations:
Z20Gly en recirculation 10 min a 130°C (-4-), Z20Gly en recirculation 5 min a 130°C (-m-) et Z20Gly sans
recirculation a 130°C (—, évolution du couple seulement car extrusion directe dans ce cas)

La viscosité apparente pour des temps de séjour trés courts (moins de 1 min) ne peut pas étre
évaluée a cause de 1’extrusion permanente du fondu ne recirculant donc pas dans la zone capillaire ou
la perte de charge est mesurée. Néanmoins, la consistance du fondu peut étre qualitativement évaluée

en tragant 1’évolution du couple moteur. Elle correspond a la courbe noire (Fig. II1.7-a), parfois
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d’aspect discontinu, dii a I’alimentation permanente du micro-mélangeur pour obtenir un écoulement
continu en sortie de filiére. Le couple est trés faible, inférieur & 1 N.cm, suggérant une viscosité initiale
tres faible. Une forte augmentation de la viscosité du matériau est obtenue pour des temps de
recirculation les plus longs (typiquement supérieurs & 5 min), tel que reporté par Sessa et al. (2006).
Ces auteurs attribuent cette augmentation a I’évolution structurale de la protéine par un phénomeéne
d’agrégation thermique impliquant des réticulations non- covalentes et des réticulations chimiques

(oxydation thermique SH en S-S).

111.2.2. Comportement rhéologique en régime dynamique
111.2.2.1. Evolution du comportement rhéologique en conditions isotherme

La viscosité du fondu a base de zéine plastifiée par le glycérol augmentant avec le temps de
séjour en régime établi, il est intéressant d’évaluer son comportement viscoélastique et son évolution a
haute température, pour une meilleure compréhension de sa mise en ceuvre.

Nous avons donc mis en ceuvre des expériences dans lesquelles la composition Z20Gly
initialement sous forme pulvérulente est introduite dans un rhéometre plan-plan a 20°C, puis chauffée
de 20°C jusqu’a une température isotherme comprise entre 120 et 150 °C (pour plus de détails se
référer au chapitre 11). Un exemple des résultats obtenus pour une température de plateau isotherme
de 130°C, & fréquence constante (0o = 10,47 rad.s™) et de suivi de 1’état macroscopique du matériau
sont présentés sur la figure 111.8. Pour chaque température de plateau isotherme, le méme scénario est
observé :

- Initialement, la zéine pulvérulente présente le comportement d’un solide divisé, avec G’ = 50
kPa, supérieur a G"” = 20 kPa

- Pendant le chauffage (20°C.min™), G” augmente en méme temps que le fondu apparait dans
I’entrefer de la cellule du rhéométre, jusqu’a des valeurs supérieures a celles de G’ pour une
température de 1’ordre de 80 °C (étape Il-, Fig. 111.8). A partir de ce stade, la zéine qui était
initialement a 1’état de poudre devient un matériau cohésif. Lors d’un refroidissement a la température
ambiante, il peut étre maintenu a I’aide d’une pince (encart dans 1’image présentée a 1’étape II- sur le
schéma, Fig. 111.8)

- Quand le plateau final en température est atteint (étape Il1-, Fig. I11.8), seule la partie centrale
de I’échantillon est fondue. Les modules (G"” > G') et la viscosité commencent a décroitre

- Quand le matériau est fondu intégralement (étape 1V-, Fig. 111.8), un minium de viscosité est
observé, ainsi qu’un pic maximal du facteur d’amortissement, tand. Les modules (G" > G')
commencent alors a croitre, ainsi que la viscosité dynamique 1. G’ croit plus rapidement que G”. Lors
du premier essai réalisé¢ jusqu’a ce stade, le fondu obtenu a 130 °C a été soumis a un balayage en
déformation, de fagon a en déterminer la valeur a fixer dans le domaine viscoélastique linéaire pour

I’ensemble des essais en théométre oscillatoire : yo= 0,7 % (Fig. 111.9).
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- Finalement, un point de croisement des modules (G’ = G") est atteint (étape V-, Fig. 111.8),

puis G’ devient supérieur a G”, suggérant un phénomene de gélification.
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Figure 111.8. Evolution de I’aspect d’une composition initiale pulvérulente Z20Gly et aux différents temps pour
I’obtention d’un fondu en rhéométrie dynamique (géométrie plan-plan) : initialement (étape I-), & tand=1
(G">G' pendant chauffage, étape II-), au début du plateau & 130°C (lll-), a ’obtention compléte du fondu
(viscosité minimale, 1V-) et aprés 40min a 130°C (V-). Evolution de la température et des propriétés
rhéologiques pour la composition Z20Gly pendant le chauffage a 20°C/min, puis au plateau a 130°C (dont le
début est signalé par la ligne verticale en pointillés noirs). Notations: G’ [Pa] (-¢-), G” [Pa] (-A-), tand [-] (=)
et m¥| [Pa.s] (-m-).

Des échantillons ont été collectés a chaque étape (I- a V-, Fig. 111.8) pour leur caractérisation,
notamment moléculaire. La température de transition vitreuse a été Vérifiée a des valeurs
stables suggérant une composition restant constante pendant la caractérisation au rhéométre chauffé a
des températures élevées pour cet essai : Tq= 41,3 °C pour I’étape II ; 41,5°C pour I’étape III ; 41,4°C
pour I’étape IV et enfin 41,9°C pour 1’étape V.

Ces résultats obtenus en AED montrent que I’augmentation de viscosité apres I’étape IV - peut
étre attribuée a un phénoméne de réticulation, sans séchage du matériau. Cette interprétation est en

accord avec les observations précédemment faites lors d’extrusions en micro-mélangeur avec

recirculation de matiere.
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Figure 111.9. Z20Gly a I’obtention de 1’état fondu complet dans la cellule plan-plan, aprés 5 mina T = 130 °C,
soumis & un balayage en déformation pour la détermination du choix de vy, (fixée a yo= 0,7 %, dans le domaine
viscoélastique linéaire et notée en pointillés noirs). Notations : [n*| ([Pa.s], m), G' ([Pa], ¢) et G” ([Pa], A)

L’intersection des évolutions de G’ et G” a I’étape V indique la formation d’un réseau, comme
un phénomene de gélification, méme si cette notion est généralement typique de gels obtenus sur des
systémes solvatés, ce qui n’est pas le cas pour la zéine plastifiée, mais en accord avec la littérature sur
la gélification de polyméres, on fera référence a ce phénoméne dans la suite du manuscrit.

Le temps pour obtenir I’intersection de G’ et G" lors d’un plateau isotherme (tsapev-tetaperv)
diminue avec la température, montrant ainsi une activation thermique (Tableau I11.1). Le temps pour
obtenir ’intersection des courbes de G' et G" a été décrit comme ne représentant pas exactement le
temps de gel (Winter, 1987). Un critére plus précis est le temps d’intersection des courbes obtenues
pour I’évolution des facteurs d’amortissement, tand, a différentes fréquences. Des balayages en
fréquence réalisés a 130°C ont été utilisés pour représenter 1’évolution de ces courbes pour différentes

fréquences, avec une intersection a tand =~ 1 pour des valeurs entre 1800 et 2400 s (Fig. 111.10).

Tableau I11.1. Viscosité minimale a I’obtention de 1’état fondu complet (étape IV-, Fig. 111.8 pour T=130°C),
temps de gel et viscosité au point de gel (étape V-, Fig. 111.8 pour T=130°C) pour la composition plastifiée
720Gly a différentes températures. 2 essais réalisés par température, 4 0o = 10,47 rad.s™.

Température au  Viscosité minimale [Pa.s] Temps de gel a Viscosité au point de gel [Pa.s]
plateau [°C] (étape 1V-, Fig. 111.8) température constante [s] (étape V-, Fig. 111.8)

120°C 13857 4968 22260
120°C 14910 6622 16029
130°C 2839 2210 4903
130°C 2904 2264 5043
140°C 1292 2012 3460
140°C 2080 1976 3785
150°C 439 1688 4557
150°C 658 1761 3968

Le temps moyen d’intersection des courbes de G’ et G”, de I’ordre de 2250 s a ® = 10,47 rad.s

! pour T=130°C est proche du milieu de cette fenétre. Ainsi, en prenant le temps de croisement de G’

et G” on peut obtenir une estimation raisonnable du temps de gel.
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Il est alors possible d’évaluer I’énergie d’activation du phénoméne de réticulation thermique
selon une loi d’Arrhenius (Fig. III.11). On constate que 1’évolution du log(te) avec (1/T) suit une
ligne droite pour les trois températures les plus élevées (130, 140 et 150 °C). L’énergie d’activation,

E., peut ainsi étre évaluée par la relation suivante:

ter = A.exp(22) (Eq. 111.3)

0,5 . . :
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Figure 111.10. Evolution des facteurs d’amortissement, tand, pour Z20Gly pendant le plateau a T=130°C: a
0,628 rad.s™ (-+-), 0,922 rad.s™ (-m-), 1,354 rad.s™ (-A-), 6,280 rad.s™ (-+-), 62,832 rad.s™ (- A-) et 291,640
rad.s™ (-e-)

La valeur estimée de E, = 18 kJ.mol’ obtenue par I’ajustement des résultats parait
relativement faible par rapport a des matériaux a base de gluten plastifiés par du glycérol, qui montrent
des énergies d’activation de gélification proches de 100 kJ.mol™ (Redl et al., 1999 ; Jerez et al., 2007).
Le fait que les points a 120°C ne s’alignent pas sur la tendance d’ Arrhenius pourrait étre attribué & une
moindre contribution des ponts disulfure dans le phénoméne de gélification. En effet, Selling (2010) a
montré que la contribution des réticulations de type disulfure dans 1’accroissement de la masse
moléculaire de la zéine plastifiée a 1’état fondu n’est significative qu’au-dessus de 120°C. Ceci
pourrait expliquer I’accélération que 1’on constate aussi aux plus hautes températures. La température
affecte aussi la viscosité dynamique, surtout @ son minimum (étape 1V-, Fig. 111.8), comme montré par
la décroissance de plus de 14 kPa.s a 120 °C a moins de 1 kPa.s a 150 °C.
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Figure 111.11. Evolution du temps de gel pour la composition plastifiée Z20Gly a 1’état fondu. En-dessous de la
température de réticulation (a 120°C, m) et au-dessus (a 130°C, 140°C et 150°C, ¢)

111.2.2.2. Comportement rhéologique pour les temps de séjour courts

Les dépendances en fréquence de G', G” et 1", & I’obtention de 1’état fondu complet (minimum
de viscosité mesurée ; étape V-, Fig. 111.8) a 130°C sont présentées sur la figure 111.12. On observe un
comportement rhéofluidifiant, avec une diminution de la viscosité complexe avec la fréquence
angulaire:

n" = Ko"! (Eq. 111.4)

avec K, I'indice de consistance [Pa.s"] et n, I’indice d’écoulement (avec 0<n<l, pour un

comportement rhéofluidifiant). On a ici: 07,06, = 7.103w™%*¢ (Fig. 111.12. et Tableau 111.2).
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Figure 111.12. Z20Gly a 1’état fondu, aprés 5 min a 130°C: balayage en fréquence (déformation a y,=0,7% et

fréquence angulaire 4 o = 10,47 rad.s™ illustrée en pointillés noirs, telle que fixée pour les essais a fréquence
constante). Notations : m*| ([Pa.s], m), G’ ([Pa], #) et G” ([Pa], A)
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Tableau I11.2. Propriétés rhéologiques déterminées sur les fondus a base de zéine plastifiée par le glycérol
(initialement a 1’état pulvérulent) a 130°C au minimum de viscosité mesurée (obtention compléte de 1’état fondu
dans le rhéométre). Avec:n* = Ko" 1, G' = L.oMetG' = P.w"

Matériau K [Pa.s"] n L [Pa.s™] m P [Pa.s'] r
Z20Gly 6997 0,54 3921 0,58 5722 0,54
Z30Gly 225 0,79 106 0,76 199 0,79

De facon a évaluer ’ouvrabilit¢ de la zéine, il est intéressant de comparer la viscosité
dynamique des fondus a celles obtenues pour I’ABS et le PLA (Fig. II1.13).

Les lois de comportement rhéofluidifant sont tracées pour ces deux polymeres (n)gzs =
5.3.103w7%3% et np 4 = 1.3.103w7%20) d’aprés les données de la littérature a leur température
d’impression, 230 et 190°C, respectivement (Kar et al., 2014 ; Hwang et al., 2016), dans 1’hypothése
de I’application de la loi empirique de Cox-Merz. Les fondus a base de zéine plastifiée Z20Gly a
130°C présentent une viscosité de 1’ordre de 0,5 & 1 kPa.s, assez proche de celles des polymeres
standards dans une gamme de vitesses de cisaillement adaptée & la FA-DFF, de ’ordre de 100 4 200 s™

en régime établi (Venkataram et al., 2000 ; Turner et al., 2014).
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Figure 111.13. Evolutions des modules des viscosités complexes mesurés en rhéométrie dynamique a I’obtention
des fondus: Z20Gly a 130°C (m), Z30Gly a 130°C (e) et données de la littérature pour deux polymeres standards
en FA-DFF : PLLA & 190°C (--- ; Hwang et al., 2016) et ABS a 230°C (--- ; Kar et al., 2014), ainsi qu 'un ABS-
«Heat Resistant» a 270°C (... ; Saadat et al., 2010)

L’ajout de plastifiant polaire (Z30Gly) permet de diminuer la viscosité dans cette plage de
fréguences, mais les matériaux obtenus présentent une exsudation du plastifiant une fois retirés de la
cellule de mesure du rhéomeétre pouvant expliquer 1’aspect irrégulier de la courbe (Fig. 111.13). Par
ailleurs, une composition avec seulement 10% de glycérol ne permet pas I’obtention de fondu dans le
rhéomeétre.

Le module conservatif, G, est inférieur au module dissipatif, G”. Tous deux suivent une loi

puissance (Fig. 111.12 et Tableau 111.2) :
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G'= L™ et G'"=P.wr (Eq. 111.5) et (Eq. 111.6)

avec L ~ 3.9.10°Pa.s" et P > 5.7.10%Pa.s" & 130°C. Les exposants m et r sont trés proches avec
des valeurs de I’ordre de 0,55.

Le comportement de la zéine plastifiée par 20% de glycérol semble donc différent de celui
d’un polymére fondu enchevétré, pour lequel on observe généralement une relation de type m = 2.r
(comportement Maxwellien typique d’un polymére fondu enchevétré non réticulé; Al-Hadithi et al.,
1992). Ce résultat suggére que la zéine plastifiée par le glycérol se comporte initialement comme un
polymere non-enchevétré a 1’état fondu, avant que la réticulation ne conduise a un point de gel pour de
longs temps de séjour.
111.2.2.3. Influence du traitement thermomécanique sur la cinétique de réticulation

Nous venons de voir que les mesures effectuées en rhéométrie dynamique permettent
d’observer un temps de gel de I’ordre de 2200 secondes a 130°C.

En comparaison, les essais en micro-mélangeur bi-vis montraient une augmentation tres rapide
de la viscosité apparente (Fig. 111.7) avec des valeurs trés élevées apres seulement 600 s en
recirculation. Nous avons donc procédé a des mesures complémentaires en rhéométrie dynamique
avec un protocole différent. Deux échantillons de zéine plastifiée par 20% de glycérol sont introduits
directement dans le rhéometre préchauffé a 130°C et caractérisés a fréquence constante (Fig. 111.14) :

- Pour le premier échantillon, il s’agit du produit initial pulvérulent Z20GLy, le matériau
fondu apparait instantanément, avec G” > G’, puis le minimum de viscosité est atteint aprés 300s,
indiquant un état fondu complet. La viscosité augmente alors jusqu’a un point de gel au croisement de
G'-G" aprés environ 2000 s. Ce temps de gel est proche de celui observé avec le protocole précédent,
bien que Iégerement inférieur.

- Pour le deuxiéme échantillon, Z20Gly EBV, ayant préalablement subi une extrusion au
micro-mélangeur bi-vis sans recirculation (donc un court traitement thermomécanique), on observe
d’abord un état fondu obtenu trés rapidement (probablement grace a une répartition plus homogene du
glycérol dans ce matériau extrudé). Il présente alors une viscosité trés faible, inférieure a 0,5 kPa.s
pendant les 30 premiéres secondes, puis jusqu’a des valeurs de 1’ordre de 1 kPa.s entre 30 s et 1min.
L’augmentation de la viscosité et la gélification du matériau est beaucoup plus rapide. Le croisement
des courbes G’ et G” est observé aprés seulement 400 a 500 s. Cela montre que la cinétique de
gélification de la zéine plastifiée est tres sensible aux conditions de transformation thermomécanique.

A la méme température, T= 130°C, le cisaillement au cours de 1’extrusion accélére de fagon
significative la gélification. Cela peut étre attribué a un mélange plus efficace de la zéine et du
plastifiant, augmentant la mobilité moléculaire et accélérant la dénaturation des protéines, augmentant
ainsi leur réactivité a chaud pour des réticulations de types non-covalentes et covalentes, tel que décrit

pour des bioplastiques a base de protéines (Bier et al., 2014).
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Figure 111.14. Evolution des propriétés rhéologiques d’échantillons a base de zéine plastifiée par 20% de
glycérol en rhéométre préchauffé & T = 130°C (-¢- G’ [Pa], - A- G" [Pa] et -m- |n*| [Pa.s]). Déformation fixée a
¥0=0,7% et fréquence angulaire a 0o = 10,47 rad.s™. Symboles pleins pour les échantillons pulvérulents Z20Gly
; symboles vides pour les échantillons aprés extrusion sans recirculation en micro-mélangeur, Z20Gly_EBV

Ces résultats sont confirmés par la caractérisation du comportement rhéologique
d’échantillons extrudés apres différents temps de recirculation en micro-mélangeur a 130°C, puis
placé en rhéomeétre oscillatoire préchauffé a la méme température:

- apres extrusion directe (échantillon Z20Gly_EBV, tel que sur la figure précédente pour
comparaison au produit pulvérulent, Fig. 111.14) ici reporté seul ou 1’on constate que le fondu est
obtenu rapidement (G” > G’ initialement), puis la réticulation apparait apres environ 400 a 500 s
(croisement G'-G”, Fig. 111.15-a),

- apres 5 min de recirculation (échantillon Z20Gly EBV_5min), avec un module G’
initialement proche de G” (de 3 a 4.10° Pa), mais évoluant & des valeurs supérieures, sans I’obtention
d’un réel état fondu (Fig. I11.15-b),

- aprés 10 min de recirculation (échantillon Z20Gly EBV_10min), ou une structure réticulée

donne des valeurs de G’ (= 2,5.10°Pa) trés supérieur a G” (Fig. I11.15-C).

Cette étude de I’évolution du comportement rhéologique de la zéine plastifiée montre que
contrairement aux thermoplastiques de référence (PLA et ABS), sa fenétre de mise en ceuvre sera
limitée par une agrégation pouvant aller jusqu’a la gélification. Nous allons maintenant étudier plus en

détail ce mécanisme.
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Figure 111.15. Propriétés rhéologiques de matériaux extrudés en micro-mélangeur bi-vis a base de zéine
plastifiée par 20% de glycérol, pour différents temps de séjour a 130°C, dont le comportement rhéologique est
évalué en rhéometre préchauffé a 130°C : échantillon aprés extrusion directe, Z20Gly_EBV (a-) ; aprés 5 min de
recirculation, Z20Gly EBV_5min (b-) et aprés 10 min de recirculation, Z20Gly EBV_10min (c-). Déformation
fixée & yo = 0,7% et fréquence angulaire & w, = 10,47 rad.s™. Notations : G' ([Pa], -0-), G" ([Pa], -A-) et [n*|
([Pa.s], -0-)
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111.2.3. Agrégation et évolution de la structure moléculaire de la zéine
111.2.3.1. Structure prismatique de la protéine

Comme nous I’avons évoqué au chapitre I, les macromolécules de zéine-o de type « Z22 »,
M,, =22kDa) s’organisent selon une structure prismatique de dimensions 13 x 3 x 1.2 nm®.

Cette structure proposée dans la littérature (Matsushima et al., 1997) peut étre mise en
évidence par diffraction des rayons-X aux grands angles (WAXS) : Pour la zéine commerciale brute
sous forme pulvérulente, on observe des épaulements a deux distances typiques caractéristiques de la
zéine, 4 4,5A et 9,5 A (Fig. 111.16-a) qui correspondent respectivement aux squelettes en hélices-a de
la z&ine et aux arrangements inter-hélices intervenant dans la structure prismatique qui se maintiennent
dans le matériau (Wang et al., 2005 ; Oliviero et al., 2010), pour une structure globalement amorphe
retrouvée apres extrusion (sans pic marqué sur les diffractogrammes).

Cette structure n’est pas modifiée lors d’une extrusion sous forme de filaments aprés ajout de
20% de glycérol (Z20Gly_EBYV, Fig. I11.16-a). Ce résultat est confirmé pendant le suivi réalisé a partir
du méme matériau initial, Z20Gly depuis 1’état pulvérulent, jusqu’a I’obtention d’un fondu puis son
maintien jusqu’au point de gel a 130°C (t=50 min a 130°C dans le cas présent) en cellule chauffante
adaptée sur le banc de diffraction des rayons X aux grands angles (WAXS) (Fig. 111.16-b).

La zéine, méme plastifiée, n’est donc pas un polymére thermoplastique classique. Cette
stabilité de la structure prismatique pourrait expliquer le comportement rhéologique de type polymeére
non enchevétré observé pour des temps de séjour courts. Par ailleurs, cela suggére que le mécanisme
d’agrégation fait intervenir des interactions covalentes ou non-covalentes entre les faces de deux

prismes.
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Figure 111.16. Résultats obtenus en diffraction des rayons X aux grands angles (WAXS) pour le mélange
pulvérulent de zéine commerciale brute avec 20% de glycérol comme plastifiant (Z20Gly) et aprés extrusion
directe en micro-mélangeur bi-vis a 130°C (Z20Gly_EBV, Ofijamenr=2mm). Notations : Z20Gly (==) et
Z20Gly_EBV (=) (a-). Z20Gly suivi depuis 1’état initial pulvérulent, jusqu’a I’obtention de 1’état fondu et
maintien jusqu’au point de gel a 130°C -t130.c=50min- en cellule chauffante montée sur le banc de diffraction de
rayons X aux grands angles (WAXS) (b-)

111.2.3.2. Tests de solubilités

La zéine commerciale brute et le mélange Z20Gly pulvérulent sont solubles dans une solution
éthanol/eau (70/30 vol.) (cf. Annexe 5). Par contre, les échantillons collectés aprés des temps de
séjours importants a 1’état fondu (aprés 10 min de recirculation dans le micro-mélangeur), ou apres le
croisement G'-G” dans le rhéométre oscillatoire (étape V-, Fig. 111.8) ne sont pas solubles dans la
solution aqueuse d’éthanol, a cause de la formation de réticulations dans le matériau.

Pour réaliser la caractérisation des masses moléculaires par électrophorése (SDS-PAGE) et
chromatographie (HPSEC), les échantillons ont été solubilisés dans un tampon contenant du SDS.
Cette solubilité trés supérieure des échantillons transformés en présence d’un tensio-actif tel que le
SDS, alors qu’ils sont insolubles dans une solution aqueuse d’éthanol, permet de penser que des
liaisons non-covalentes participent a la formation d’un réseau a haute température et jouent un role

significatif dans le phénomeéne de gélification de la zéine plastifiée.
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Cela pourrait expliquer I’accélération de la gélification au cours de 1’extrusion, en conduisant

a une dénaturation importante des protéines et favorisant 1’agrégation non-covalente.

111.2.3.3. Détermination des masses moléculaires

Pour confirmer les mécanismes d’agrégation de la zéine plastifiée, des électrophoréses SDS-
PAGE ont été réalisées en conditions normales et en présence d’un composé reducteur (Fig. 111.17-a et
-b, respectivement).

Le mélange initial pulvérulent Z20Gly présente deux « monomeres » typiques des bandes de
zéine-a avec une masse moléculaire comprise entre 20 et 25 kDa comprenant de nombreux variants
génétiques (pics entre 22 et 38 min d’¢élution en HPLC en phase inversée, tel que décrit par Dombrink-
Kurtzman et Bietz, 1993) (Fig. 111.18 ; cf. Annexe 4). Leurs « dimeres » a environ 45 kDa, ou méme
des « tétrameres » sont aussi observables sur les électrophorégrammes.

Comme attendu pour la zéine commerciale, des traces de zéines-y (M,, = 50, 27 et 16 kDa), -B
(M,,= 15 et 17 kDa) et -5 (M,,= 10 kDa) peuvent étre observées. Néanmoins, bien que ces autres types
de zéines soient minoritaires, ils peuvent contenir jusqu’a 7,4 % de cystéine (pour les zéines de type
vY), ce qui peut jouer un role dans la formation de réticulations de type ponts disulfure.

Pour des temps de séjour faibles, les masses moléculaires évoluent peu avec une tres faible
bande sur la partie supérieure du gel correspondant au matériau au minimum de viscosité en rhéometre
oscillatoire (Fig. 111.17-a ; de la piste « C » & « E », correspondant a I’échantillon prélevé a I’étape V-
au minimum de viscosité, Fig. I11.8). Néanmoins, I’échantillon collecté au croisement G'-G" (étape V-,
Fig. 111.8), sur la piste « F », montre une large bande de trés hautes masses moléculaires (M,, > 120
kDa).

Quand un composé réducteur est ajouté aux solutions avant leur dépbt sur les gels
d’électrophorése SDS-PAGE, ces bandes disparaissent (Fig. 111.17-b). Ces résultats montrent qu’en
dépit d’une trés faible teneur en cystéine dans la zéine commerciale (essentiellement constituée de
zéine-a), la formation de liaisons S-S a un r6le non négligeable dans la réticulation du matériau, avec

la formation d’agrégats covalents de trés hautes masses moléculaires (Tableau I11.3).
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Figure 111.17. Electrophorégramme obtenu en SDS-PAGE en conditions normales, sans agent réducteur (a-) :
Piste A : Marqueurs de masses moléculaires,

B : Mélange pulvérulent initial, Z20Gly (étape I-, Fig.111.8),

C : Z20Gly pendant le chauffage, au début de 1’obtention d’un fondu a G” > G’ en rhéométrie dynamique (2 T =
80°C ; étape I1-, Fig.I11.8),

D : Z20Gly a t=0s au plateau en température en rhéométrie dynamique (T=130°C; étape IlI-, Fig.111.8),

E: Z20Gly a l’obtention du fondu (viscosit¢ minimale) au plateau en température (T=130°C; étape IV-,
Fig.I11.8),

F : Z20Gly au point de gel, aprés 40min a T=130°C (croisement G'-G" ; étape V-, Fig.111.8).
Electrophorégramme obtenu en SDS-PAGE en conditions réductrices, avec 3 % [B-mercaptoéthanol ajoutés aux
solutions avant dep6t sur gel (b-) :

Piste A : Marqueur de masses moléculaires,

B : Mélange pulvérulent initial, Z20Gly (étape I-, Fig.111.8),

C : Z20Gly pendant le chauffage, au début de 1’obtention d’un fondu a G” > G’ en rthéométrie dynamique (a T =
80°C ; étape Il-, Fig.I11.8),

D : Z20Gly a t=0s au plateau en température en rhéométrie dynamique (T=130°C; étape Il1-, Fig.111.8),

E: Z20Gly a I’obtention du fondu (viscosité minimale) au plateau en température (T=130°C; étape IV-,
Fig.I11.8),

F : Z20Gly au point de gel, aprés 40min a T=130°C (croisement G'-G" ; étape V-, Fig.I11.8)
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Figure 111.18. Zéine commerciale brute caractérisée en HPLC en phase inversée
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Les changements structuraux de la zéine peuvent étre évalués plus précisément par
chromatographie (HPSEC) en conditions normales et réductrices (Fig. 111.19-a et -b, respectivement)
pour 1’échantillon Z20Gly initial a 1’état pulvérulent (étape I-, Fig. 111.8) et pour des fondus prélevés
aux étapes IV- et V- (Fig. 111.8).
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Figure 111.19. Résultats obtenus en HPSEC (gel filtration). Elugrammes en conditions normales (a-) et
réductrices (+1% DTT en solution, b-) : mélange Z20Gly initial pulvérulent (étape I-, Fig.l11.8; =) ; a
I’obtention compléte du fondu au plateau en température en rhéométrie dynamique (viscosité minimale, étape
IV-, Fig.I11.8; ==) ; au point de gel aprés 40 min a T=130°C (étape V-, Fig.111.8; —). Représentation des aires de
pic relatives a différents temps de rétention caractéristiques (<14,5 min; 15,1 min; 16,2 min et 17,4 min)
correspondant aux classes de masse moléculaires décroissantes (>200kDa; 40-200kDa; 10-40kDa et <10kDa,
respectivement) en conditions normales (c-) et réductrices (d-)

Quatre zones peuvent étre définies sur les chromatogrammes : (i) de 0 a 14,5 min de temps de
rétention, (ii) au pic centré a 15,1 min, (iii) au pic centré a 16,2 min et (iv) a 17,4 min. L’attribution
des classes de masses moléculaires pour chaque temps de rétention se fait par comparaison aux
électrophorégrammes obtenus en SDS-PAGE (Fig. 111.19) et les standards élués dans des conditions
similaires. Leur proportion respective est évaluée pour chaque chromatogramme en conditions
normale et réductrices (Fig. 111.19-c et -d, respectivement ; Tableau 111.3) :

- La fraction M,, > 200 kDa correspond aux agrégats réticulés avec de hautes masses

moléculaires. Ces agrégats sont essentiellement obtenus aprés un temps de séjour important, jusqu’a

un point de gel dans le rhéomeétre a 130°C
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- La fraction 40 < M,, < 200 kDa qui représente 15 a 20% de ’ensemble des molécules des
chromatogrammes, correspondant principalement aux agrégats de deux zéines-a que 1’on retrouve
dans la zéine commerciale initiale (« diméres », équivalent a des masses moléculaires moyennes M,,
de 40 a 45 kDa, piste «B» Fig. I11.17) et aussi quelques rares agrégats de quatre zéines-a
(« tétrameéres », équivalent a des masses moléculaires moyennes M,, de 1’ordre de 100 kDa)

- La fraction 10 < M,, < 40 kDa qui correspond a des proportions importantes de zéines-a,
avec principalement des masses moléculaires moyennes M,, entre 20 et 25 kDa, retrouvées dans les
zéines non-transformées. Cette fraction représente environ 50 a 60 % de ’ensemble des molécules en
conditions réductrices ou non en HPSEC pour la zéine brute (Fig. I11.19-c et -d) et dans les
échantillons collectés pendant les essais rhéologiques a 130°C (pistes « E » et « F » ; Fig. 111.17)

- La fraction M,, < 10 kDa (au bas des gels de SDS-PAGE, Fig. 111.17), représentant les
molécules aux plus petites masses moléculaires. Ces bandes peuvent correspondre a différentes
protéines résiduelles, ainsi que des zéines-6 ou méme certains pigments (Anderson et Lamsal, 2011).

La zéine commerciale brute est principalement composée de « monomeéres » de zéines-a. La
quantité de ces molécules de faibles masses moléculaires décroit avec le temps de séjour a I’état fondu
a 130°C, alors qu’une proportion croissante d’agrégats protéiques est observée. Au minimum de
viscosité (étape IV-, Fig. II1.8), la quantité d’agrégats est de 14% par rapport a 1’ensemble des
molécules représentées sur le chromatogramme. Cette proportion augmente jusqu’a 30% au point de
gel (croisement G'-G" ; étape V-, Fig. 111.8), Fig 111.19-c.

Pour les échantillons collectés au point de gel, I’ajout de DTT avant HPSEC diminue
d’environ 10,5 % la quantité d’agrégats de hautes masses moléculaires, grace a la réduction des ponts
disulfure. Ce résultat indique que ce sont ces liaisons qui maintiennent une large proportion d’agrégats
dans le matériau au point de gel. Néanmoins, quelques agrégats restent non sensibles a la présence
d’agent dénaturant (SDS) ou de composé réducteur (DTT). C’est généralement le cas pour des temps
de séjour importants dans le rhéomeétre a 130°C, jusqu’au point de gel aprés 40 min. Une large trainée
est observable en SDS-PAGE, typique de molécules couvrant une large gamme de masses
moléculaires, méme aprés ajout de B-mercaptoéthanol (piste « F », Fig. 111.17-b). Ce résultat suggere
gue certaines liaisons dans les agrégats ne semblent pas accessibles aux composés dénaturant ou
réducteur, ou que les réticulations de type ponts disulfure ne sont pas les seuls types de liaisons
covalentes intermoléculaires formées durant la transformation de la z€éine a 1’état fondu conduisant a la

gélification.

95



Chapitre 111 : Propriétés thermo-rhéologiques et évolution structurale de la zéine plastifiée par le glycérol

Tableau 111.3. Synthése des résultats obtenus pour la zéine plastifiée par 20% glycérol initialement a 1’état pulvérulent, Z20Gly : Température de transition vitreuse,
propriétés rhéologiques et caractérisation moléculaire. Depuis le mélange (zé&inetglycérol), jusqu’a ’obtention du point de gel des fondus @ T=130 °Cen rhéométre
oscillatoire (régime dynamique & wo = 10,47 rad.s™) : T,, déterminée par AED (deuxieme chauffage a 3°C.min™) et évolution structurale caractérisée par électrophorése (SDS-
PAGE) et chromatographie (HPSEC par filtration sur gel) en conditions normales et réductrices (proportions moyennes calculées pour chaque classe de masses moléculaires)

Caractérisation moléculaire

Ty n tand -
Etape en rhéométre oscillatoire SDS-PAGE HPSEC HPSEC
[°C] [kPas] [ -conditions normales- -conditions normales- -conditions réductrices-
M,,> 200kDa: 9,3 % M,,> 200kDa: 2,7 %
Mélange pulvérulent initial : Z20Gly i i . . 40 <M,,< 200kDa:18,3% 40 <M,,< 200kDa: 11,0 %
(étape |-, Fig.111.8) 419 Absence de reticulation o ™ 10iDa 497 % 10 <M, < 40kDa: 60,1 %
M, < 10kDa: 22,7 % M, < 10kDa: 26,2 %
Pendant le chauffage, a I’apparition de 1’état fondu _ . . i i
(G">G'a T = 80°C + étape II-, Fig.I11.8) 41,3 6,2 =1 Absence de réticulation
Au début du plateau a T=130°C >1 " .
(étape 111-, Fig.111.8) 41,5 13,0 13) Absence de réticulation - -

, . . . . M,,> 200kDa: 13,8 % M,,> 200kDa: 4,8 %
‘r';iln;’n'z;elg;logn%"a‘;‘fllgteIgfeafﬁne‘:]“tgﬁscé‘;zltfm ; sa a9 1 Faibles traces aux 40 <M< 200kDa: 17,9 % 40 <M, < 200kDa: 13,7 %
T=130°C (gtape V- l[:)ig 111.8) P ’ ’ (1,6)  hautes masses moléculaires 10 <M,, < 40kDa: 43,1 % 10 <M, < 40kDa: 53,0 %

' o M, < 10kDa: 25,2 % M,,< 10kDa: 28,5 %
M,,> 200kDa: 28,7 % M,,> 200kDa: 10,5 %
. N i A T ° M- . 0 M . 0
Au point de gel, aprés 40 min a T=130°C 419 5.0 _1 Réticulation 40 <M, < 200kDa: 17,1 % 40 <M, < 200kDa: 17,3 %

(croisement G'-G” ; étape V-, Fig.111.8)

10 <M,, < 40kDa: 29,8 %
M,, < 10kDa: 24,4 %

10 <M,, < 40kDa: 43,4 %
M,,< 10kDa: 28,8 %

"N.B. : Quel que soit le stade de caractérisation par SDS-PAGE du matériau, aucune réticulation (bande aux trés hautes masses moléculaires) n’est visible en conditions
réductrices aprés ajout de f-mercaptoéthanol aux solutions déposées sur les gels
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La figure 111.20 montre les différents types de réactions dans les protéines pouvant conduire a
une réticulation par des liaisons covalentes (Stadtman et Levine, 2003). Dans le cas de la zéine, des
ponts peuvent potentiellement apparaitre entre des résidus tyrosine (Corradini et al., 2014), ou par
déamidation des résidus glutamine notamment. Ceci a été reporté pour la zéine en solution dans des
mélanges éthanol/eau, avec la viscosité dynamique en cisaillement diminuant suite & une déamidation
sans oligomérisation, ni polymérisation (Zhang et al., 2011). Nous avons cherché, en vain, a mettre en
évidence ces types de liaisons covalentes dans nos échantillons ou de réticulations entre chaines
latérales des acides aminés présents dans la structure primaire de la zéine. Ces investigations sont
présentées dans les Annexes 6, 7 et 8.

Cette absence d’évidence de réticulation covalente autre que les ponts disulfures (dont la
guantité est limitée du fait de la faible teneur en résidus cystéine de la zéine), suggére que la
réticulation du matériau est principalement due a la formation d’agrégats non-covalents. Ces agrégats
non-covalents, souvent réversibles, sont maintenus par des liaisons de faibles énergies de type
interactions de Van der Waals (interactions électrostatiques entre multipbles, Eineraction=2-15 kJ/mol),
liaisons hydrogéne (électronégativité dipOle-dipble, Eineraction=10-40 kJ/mol) et interactions
hydrophobes (entre molécules non polaires, peu polarisables, Eieraction=20-30 kJ/mol) (Mabhler et al.,
2009). Ils peuvent donc facilement étre « actives » lors d’un traitement thermomécanique, conduisant
a la dénaturation de la structure des protéines. Cela expliquerait la diminution du temps de gel pour les
échantillons extrudés (Fig. 111.14 et Fig. 111.15).

ﬂ-éH-R, + l;-éH-R, —— DEPHR, Interaction directe entre deux radicaux carbonés
AN SR . ... *
o o OH OH
g W P
l/‘ e V o 10 Formation de ponts dityrosine
R B R B

B Y
R-Cys-SH + B-Cys-SH —» g_c:s_é Formation de ponts disulfure
2

Liaison groupement carbonyle (protéine
oxydée) et groupe amide (Lysine)

HO FH=N-Lys.-P1 Réaction de deux fonctions aldéhydes
R-Lys-NH, + P;Lys-NH, + GH, — ?Hz (dialdéhyde malonique) avec résidus
CHO CH=N-Lys-P, Jysine
Mgig:rd
roducts
CHoNH-Lys-R  wye™: (AGEs)
§=O Réaction entre groupements carbonyles
(H(‘ZOH),. Arg-p (issus de glycoxydation: groupement
R . — \\C-NH-Arg-P -NH, des protéines et oses simples -e.g.
A;"r;:::__" N/ % glucose-) avec la lysine ou arginine
Lys-p
Pentosidine

R-CH-CHCHO BLysNH, —» R-CH-CH-CH=N-Lys-F, Interactions entre groupes amines
OH NH-Lys-R OH NH-Lys-R (lysine) et aldéhydes (issus de lipo-
oxydation)

Figure 111.20. Réticulations possibles par liaisons covalentes entre protéines, ou acides aminés, d’'une méme
protéine (d’apres Stadtman et Levine, 2003)

97



Chapitre 111 : Propriétés thermo-rhéologiques et évolution structurale de la zéine plastifiée par le glycérol

111.3. Tension de surface de la zéine plastifiée

Comme nous ’avons vu dans le Chapitre I, la tension de surface a I’¢tat fondu est une
propriété importante dans le procédé FA-DFF. En principe, des mesures sont possibles par la méthode
de la goutte pendante (Cazaux et al., 2015), mais cela nécessite que le matériau ne présente pas
d’évolution en fonction du temps de séjour a 1’état fondu. Dans le cas de la zéine, nous venons de voir
que la structure macromoléculaire est tres sensible au temps de séjour. Pour cette raison, nous avons
choisi de procéder a des mesures d’énergie libre de surface a 1’état solide, puis a I’extrapolation d’une
valeur de tension de surface a 1’état fondu.

Les énergies libres de surface sont relativement faibles dans le cas des polymeres, typiquement
inférieures & 45 mJ.m™, ou exprimées en [mN.m™] dans I’hypothése de 1’équivalence avec une tension
de surface (Owens et Wendt, 1969) et leurs tensions de surface a 1’état fondu évoluent relativement
peu avec la température (Sun et al., 2008 ; Du et al., 2016-b). Des mesures sont réalisées a la
température ambiante sur des pastilles d’un matériau a base de zéine plastifiée par 20% de glycérol,
Z20Gly PTM. La méthode de la goutte posée sur des pastilles thermomoulées lisses est utilisée, pour
3 liquides présentant des tensions de surface et des composantes polaires et dispersives différentes
(Tableau I11.4).

Tableau I11.4. Caractéristiques des liquides utilisés pour les mesures d’énergie libre de surface du matériau
solide (gouttes sessiles déposées a température ambiante). Exemple d’images aprés dépdt des liquides sur des
pastilles thermomoulées lisses & base de zéine plastifiée par 20% de glycérol (Z20Gly_PTM) et détermination
des angles de contact a I’équilibre, 0, [°].

Liquide Tensionde  Composante  Composante  Densité Goultte sessile
déposé surface dispersive Polaire et détermination de ’angle
Yiv v v de contact, 0,
[mN.m™] [mN.m™] [mN.m"] [] [°]
0,=66,1°
Eau 72,8 26,0 46,8 0,998
—_ o
Ethyléne glycol 47,7 26,4 21,3 1,109 E @e 55,7
Ethanol 22,1 17,5 46 0,789 e 9:519,5

Les résultats obtenus sur le matériau a base de zéine plastifiée par 20% de glycérol montrent

une évolution de 1’angle de contact avec la tension de surface des liquides proche de celle de mesures
reportées dans la littérature sur des matériaux issus de résines a base de zéine plastifiée par des sucres
(Fig. 111.21; Ghanbarzadeh et al., 2007). La tension de surface critique d’un liquide peut étre
extrapolée, yve =13,3 mN.m™, en deca de laquelle 1’étalement sera total sur la surface solide du
matériau (Tableau 111.5). Elle est proche de celle reportée pour la zéine plastifiée par du glucose et du

galactose, a ypve=11et 13 mN.m?, respectivement (Ghanbarzadeh et al., 2007).
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Figure 111.21. Suivi de I’angle de contact a ’équilibre, 0., de gouttes déposées sur une pastille thermomoulée de
zéine plastifiée (Z20Gly_PTM ; Dpasine=16mm) : Représentation de 1’évolution de cos(8¢) [-] en fonction de la
tension de surface du liquide déposé : Yy eas = 72,8 MN.M™; Y1y emyiene giyeot = 47,7 MN.M™ et Yy stnanol = 22,1
mN.m™%. Extrapolation 4 la tension de surface critique d’un liquide présentant un étalement complet : y,vc = 13,3
mN.m™*

L’énergie libre de surface de la zéine plastifiée a 1’état solide (assumée équivalente a une
tension de surface) est de ys,= 39,2 #1,6mN.m™ a I’ambiante (avec une composante dispersive a y&,
= 4,2 +0,4mN.m™ et polaire & y%, = 35,0 £1,2mN.m™). Cette tension de surface est comparable &
celles du PLA: yg, = 43 mN.m™ (Biresaw & Carriere, 2002) et de I’ABS : 42 mN.m™ (Du et al., 2016-
b).

Tableau 111.5. Résultats des mesures de tensions de surface de la z&ine plastifiée par 20% de glycérol a 1’état
solide a température ambiante (déterminées sur pastilles thermomoulées, Z20Gly_PTM)

Tension de surface critique d’un liquide ~ Tension de surface ~ Composante dispersive Composante
déposé sur cette surface solide, du solide du solide polaire du solide
Yive [MN.M™] Vv [MN.m™] yé [mN.m™] Vv [MN.m™]
13,3 39,2+1,6 42+04 350+£1,2

La tension de surface des polyméres diminue faiblement et de fagon quasi-linéaire avec la
température, depuis 1’état solide a I’ambiante, jusqu’a I’obtention d’un fondu (franchissement Tg, ou
T et au-dela pour des températures supérieures (Fig. 111.22). Pour des polymeéres synthétiques tels
gue le polyéthylene (PE), le polystyréne (PS) et le polypropyléne (PP), elle diminue avec la
température de I’ordre de dy/dT = -0,04 & -0,05 mN.m™.K™, en suivant la loi d’E6tvos, depuis
I’ambiante (Kwok et al., 1998). Pour le PS fondu a 190°C, par exemple, on retrouve des valeurs de
I’ordre de I'tongu=25 & 26 mN.m™ (Kwok et al., 1998; Yang et al., 2010), pour des valeurs a I’ambiante
reportées de 1’ordre de 35 mN.m™. Des évolutions similaires, dy/dT = -0,05 mN.m™.K™, avaient
précédemment été reportées dans la littérature pour ces polymeéres synthétiques (amorphes -e.g., PS;
Wu, 1970-, ou semi-cristallins -e.g., PE; Wu, 1969 -).
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Figure 111.22. Evolution de la tension de surface de matériaux a 1’état solide (assumé équivalente a leur énergie
libre de surface) ou fondu. Notations: PE ( ; d’aprés Kwok et al., 1998), PS (... A ..., d’aprés Kwok et al.,
1998 et Yang et al., 2010), PE ( ; d’aprés Wu, 1969), PS (...A..., d’aprés Wu, 1970), PLA (---, d’apres
Biresaw et Carriere, 2002 et Dil et al., 2016), ABS (..., d’aprés Bellehumeur et al., 2004 ; Sun et al., 2008 et Du
et al., 2016-b) et zéine+20% glycérol (Z20Gly_PTM, m)

Dans le cas du PLA, des valeurs ont été reportées & haute température a I'iongu = 28 mN.m™*.K™,
pour T = 180 °C, proche de la température d’impression 3D en FA-DFF (Dil et al., 2016). Cela
représente une évolution de 1’ordre de dy/dT = -0,09 mN.m™.K™ depuis I’ambiante (ygy py4 = 43
mN.m* a 20 °C; Biresaw et Carriere, 2002). Pour I’ABS, les valeurs reportées sont de 1’ordre de 'tonay
=29 mN.m™ & 240 °C (Bellehumeur et al., 2004 ; Sun et al., 2008), pour une valeur de I’ordre de 42
mN.m™ a I’ambiante (Du et al., 2016-b). Ceci représente une évolution de la tension de surface depuis
’ambiante de I’ordre de dy/dT = -0,06 mN.m™.K™. En appliquant une estimation de la tension de
surface aux matériaux a base de zéine plastifiée sur la base des mesures réalisées a I’ambiante et des
travaux présentés dans la littérature pour les polyméres synthétiques (dy/dT = -0,05 mN.m™*.K™* en
premiére approximation), on obtient une valeur de la tension de surface estimee a ysy 1300¢ =

Fze’ine_plastifiée =34 n'lN-rl'l-l a 130°C.
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I11.4. Conclusions : Adéquation de la zéine plastifiée par le glycérol au cahier des charges FA-
DFF

Cette étude des formulations a base de zéine commerciale et de glycérol nous a conduit a
sélectionner un taux de glycérol de 20%, de maniére & obtenir un matériau a la fois suffisamment
rigide a température ambiante et fluide 2 une température de mise en ceuvre de 130 °C,
inférieure a la température d’évaporation du plastifiant. Les caractérisations réalisées sur la zéine
plastifiée par 20% de glycérol permettent de montrer que pour des temps de séjour courts a I’état
fondu, ce matériau présente des caractéristiques proches de celles de I’ABS et du PLA au regard
du cahier des charges maticre établi au chapitre I. L’ensemble des critéres semble étre vérifié d’apres
le Tableau 111.6 ci-dessous.

Néanmoins, du fait de I’agrégation des macromolécules de zéine, 1’augmentation de la
viscosité a I’état fondu dans le temps est de nature a modifier I’ensemble des critéres ou cette grandeur
intervient. De plus, la réticulation du matériau conduisant & un comportement de gel empéchant sont
écoulement peut intervenir pour des temps de séjour inférieurs a 5 minutes a 130 °C.

A notre connaissance, il n’existe pas de données sur le temps de séjour a la température
d’impression dans le procédé FA-DFF, car celui-ci dépend a priori fortement des conditions de dépot
de matiére. Pour cette raison nous avons choisi de consacrer le chapitre IV a P’étude du
comportement de la zéine plastifiée par le glycérol dans les conditions du procédé, afin de

valider ou non la compatibilité du matériau avec la FA-DFF.

L’étude de 1’évolution des masses moléculaires montre que la formation de ponts disulfure
par les résidus cystéine, pourtant peu présents dans la zéine (moins de 1%), joue un réle important
dans la cinétique d’agrégation. Il semble aussi que l’agrégation non-covalente ait un réle
déterminant. Cela a pour effet de rendre le temps de gel sensible au traitement thermomécanique
du matériau. Par ailleurs, cela nous permet de faire I’hypothése que la nature du plastifiant, ou
I’ajout d’additifs, sont susceptibles de modifier cette agrégation. Pour cette raison, nous étudierons

I’influence d’autres plastifiants que le glycérol au chapitre V.
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Tableau I11.6. Comparaison des principales propriétés thermo-physiques et rhéologiques de la zéine plastifiée
par 20% glycérol et de polymeéres thermoplastiques standards en FA-DFF -sur la base de résultats présentés
dans ce Chapitre 111, ou cf. Chapitre | pour certains critéres et propriétés définies pour les polyméres standards-

*

Propriété Z20Gly ABS PLA
Température de transition 55
vitreuse, T, [°C] 42 95-120 (T,=150°C)
Température de mise en ceuvre 80 - 130 220 - 300 190 - 230
a I’état fondu [°C] (état fondu dense) (FA-DFF) (FA-DFF)
Ecart par rapport a T4 [°C] 40 - 90 > 100 > 130

400™ - 2000™

Temps maximal de mise en "4 130°C, aprés extrusion directe

A "état fondu [s] en micro-mélangeur infini infini
ceuvre a fetat tondu | "4 130°C, & partir du produit

pulvérulent
Module vitreux [GPa] 0,9 1,9 2,3
Température minimale 80 165 155
pour E' < 1MPa [°C]
ATgepatg [°C] 40 45 - 70 100
Viscosité, 1, a 1’état fondu 05-1 ) )
[kPa.s] (3130°C) 01-1 01-1
Rapport E/m [s7] 6 6 1,9.10° 2,3.10°
-Critére : Efy > 0,5.10°s™- 0.9.10"-18.10 -1,9.10° -2,3.10°
Tension de surface (fondu), 0,034
I [N.m] (estimée a 130°C) 0.029 0.028
1 . s 3,5.10° 3,6.10°

Rapport n/I" [s.m "] 1,5.10"-3.10 -35.10° -3.6.10°
Conductivité thermique, 0,25-0,30
A [W.mtK?] (estimée & 130°C) 0.20-0.26 021
Coefficient d expansion 6.10°-7.10° 6.10°-10.10° 6.10°-9.10°K’

thermique, CTE [K™]

“Le PLA présente des propriétés thermomécaniques liées a sa transition vitreuse mais aussi aux phénoménes de
cristallisation et de fusion, pour ce polymere semi-cristallin. Les valeurs sont présentées a titre indicatif dans ce
cas, la comparaison de la z&ine plastifiée se faisant essentiellement avec le thermoplastique standard amorphe :
I’ABS.
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dans les conditions du procedé FA-DFF
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Chapitre IV

Introduction

Dans ce chapitre, nous étudions le comportement de la zéine plastifiée dans les conditions du
proceédé FA-DFF. Le chapitre précédent ayant mis en évidence I’augmentation de la viscosité a 1’état
fondu avec le temps de séjour a la température de mise en forme, nous avons choisi de considérer deux
étapes clef du procédé potentiellement impactées par cette propriété :

- I’alimentation/extrusion : comme nous I’avons vu au chapitre I, la capacité du matériau a
alimenter le liquéfacteur et a étre extrudé puis déposé couche-par-couche dépend essentiellement de
son caractere thermoplastique, de sa viscosité n et du rapport E/n, E étant le module a 1’état vitreux

- ’adhésion par soudage du matériau extrudé a la couche préalablement déposée. Comme nous
I’avons vu aussi au Chapitre I, ce processus se produit dans des conditions fortement anisothermes,
dans le procédé FA-DFF, du fait du refroidissement rapide de la matiére a la sortie de la buse. A
I’instar d’autres auteurs (Bellehumeur et al., 2004 ; Sun et al., 2008 ; Bakrani Balani et al., 2017),
nous avons décidé d’aborder ce probléme par I’approximation du frittage visqueux isotherme de deux
filaments. Bien que nous éloignant des conditions réelles du procédé FA-DFF, cette approximation va
nous permettre d’accéder au temps caractéristique de frittage visqueux, proportionnel au rapport /T’
ou I' est la tension de surface, dans le domaine de températures subies par la matiére dans le procédé.
La connaissance de ce rapport nous permettra ensuite de simuler le phénomene pour des conditions

non isothermes plus proches du procédé réel.

IV.1. Etape d’alimentation/extrusion
IV.1.1. Essai d’alimentation d’une imprimante FA-DFF standard

Les imprimantes FA-DFF actuellement les plus répandues fonctionnent selon le principe décrit
au chapitre 1. Nous avons choisi des conditions aussi proches que possible du procédé réel : des
filaments de zéine plastifiée par 20% glycérol ayant un diamétre proche de 3 mm ont préalablement
été obtenus a I’aide d’une extrudeuse mono-vis a 130°C (échantillon : Z20Gly EMV ; EMS = 300 J.g°
!+ débit matiére fondue Q = 2 g.min™). Cette configuration, typique de la préparation des filaments
destinés a I’impression 3D, implique que le temps de séjour du matériau a I’état fondu dans
I’extrudeuse soit non négligeable, ici environ 240 s. Dans le cas de la zéine, ce temps de séjour peut
entrainer un début d’agrégation en amont du procédé FA-DFF.

Les filaments extrudés viennent alimenter I’imprimante 3D, comme détaillé sur la figure IV.1.
Pour une température du liquéfacteur fixée a 130°C, un fondu a pu étre obtenu et déposé rapidement a
partir du filament, au travers de la buse de I'imprimante 3D équipée d’une filiére de 0,5 mm de

diamétre et pour une vitesse de sortie de I"ordre de 10 mm.s™,
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Fourreau

Elément chauffant

Filiere de la buse
(@ﬁ/iéreoi 5mm)

Zéine plastifiée en
écoulement a la

5 ., T \sortie de la filiere
Plateau de dépot

Dépot de la zéine plastifiée

Figure 1V.1. Essai de faisabilit¢ de I’impression 3D FA-DFF de la zéine plastifiée par 20% glycérol en
extrudeuse mono-vis a 130 °C, Z20Gly_EMV (Dsijamene=3mm) : écoulement et dépdt en sortie de buse a 130°C
(Dritiere=0,5mm) et obtention du contour d’une pastille circulaire (D pastine=20mm)

Lorsque le dépot a lieu en continu, I’alimentation et I’écoulement sont stables. Un programme
de déplacement de la buse décrivant un cercle permet de réaliser un anneau de 20 mm de diamétre
avec 2 couches superposées (contour d’une pastille, Qpasiine=20mm). L’objet obtenu est cohésif et
posséde des dimensions conformes au modele. Nous avons ensuite pu caractériser I’état d’agrégation
en entrée et en sortie de la buse.

Lorsque le dépot est discontinu, ou que I’on arréte I’impression pendant quelques minutes, la
matic¢re stagne dans le fourreau du liquéfacteur, il devient impossible de 1’extruder. La filiére est
colmatée par la matiére solidifiée. Ce probléme limite fortement la fenétre d’ouvrabilité avec ce type

de machine standard.

IV.1.2. Caractérisation moléculaire avant et apres dép6t en FA-DFF
IV.1.2.1. SDS-PAGE

Des échantillons prélevés en amont (filaments extrudés en extrudeuse mono-vis,
Z20Gly_EMV, @fjamenr=3mm), et aprés écoulement au travers de la filiére de la buse de I’imprimante
FA-DFFF ont été caractérisés par SDS-PAGE avec des marqueurs de masses moléculaires, en
I’absence d’agent réducteur et en conditions réductrices (Fig. IV.2-a et -b, respectivement).

Pour la zéine commerciale utilisée comme référence, on retrouve les caractéristiques
précédemment observées (cf. Chapitre 11, §111.2.3.3) : en conditions normales, sans agent réducteur,
deux bandes sont obtenues entre 20 et 25kDa, caractéristiques de la zéine commerciale brute (piste B)
composée majoritairement de zéines-a (Z19 et Z22). Des bandes sont visibles entre 35 et 45 kDa,
certainement dues a des «dimeres», puis des bandes de plus hautes masses moléculaires

correspondant trés probablement aux « tétramétres ».
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Pour les filaments extrudés en extrudeuse mono-vis a 130 °C (piste C), puis apres passage au
travers de la filiére de I’imprimante 3D a la méme température (piste D), on observe les mémes bandes
que la zéine brute dont ils sont issus (i.e., « monomeres » de zéine-a, « diméres » et « tétrameres »),
mais avec une proportion trés importante de molécules aux plus hautes masses, ne rentrant pas dans le
gel de séparation, indiquant la présence d'agrégats. Ces bandes sont absentes pour la zéine
commerciale brute, non soumise & un traitement thermomécanique (piste B). Comme pour les
échantillons prélevés lors des essais rhéologiques dynamiques (cf. Chapitre IlI, 8111.2.3.3), les
molécules de plus hautes masses formées deés 1’étape d’extrusion de la zéine, et retrouvées aprés FA-
DFF, sont en partie le résultat de I’oxydation thermique de groupements sulfhydriles -SH en ponts
disulfure S-S (Madeka et Kokini, 1996 ; Selling, 2010; Selling et Utt, 2013). En effet,
1”électrophorése SDS-PAGE en conditions réductrices montre la disparition de ces molécules de masse
élevée pour les pistes C et D (> 200 kDa, Fig. 1V.2-b). Toutefois, comme discuté précédemment (cf.
Chapitre 11, 8111.2.3.3), ces réticulations S-S ne sont pas possibles en trés grande proportion, car la
teneur en cystéine est relativement faible dans le cas des zéines-a (de I’ordre de 1 % de leur structure
primaire). Elles pourraient aussi étre dues a la présence en tres faible quantité de zéines plus riches en

cystéine, comme les zéines-6 (Anderson et Lamsal, 2011).
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Figure 1V.2. Electrophorégramme obtenu en SDS-PAGE en conditions normales, sans agent réducteur (a-) :
Piste A : Marqueurs de masses moléculaires,

B : Zéine commerciale brute,

C : Filament & base de z&ine plastifiée en extrudeuse mono-vis a 130°C, Z20Gly_EMV

D : Filament & base de zéine plastifiée aprés passage au travers de la filiere de la buse en FA-DFF a 130°C,
Z20Gly EMV_FA

Electrophorégramme obtenu en SDS-PAGE en conditions réductrices, avec 3 % B-mercaptoéthanol ajoutés aux
solutions avant dép6t sur gel (b-) :

A et A’ : Marqueurs de masses moléculaires,

B : Zéine commerciale brute,

C : Filament a base de zéine plastifiée en extrudeuse mono-vis a 130°C, Z20Gly_EMV

D : Filament a base de zéine plastifiée aprés passage au travers de la filiere de la buse en FA-DFF a 130°C,

Z20Gly EMV_FA
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1V.1.2.2. HPLC en phase inversée

Les chromatogrammes obtenus par HPLC en phase inversée (cf. Annexe 4) sur le mélange
pulvérulent montrent que la zéine commerciale avec ajout de 20% glycérol est composée
majoritairement de zéines-a, avec des variants génétiques typiques illustrés par ’ensemble de pics
obtenus entre 22 et 35 minutes d’élution (Fig. IV.3-a). Cet ensemble de pics est identique a celui
obtenu précédemment avec la zéine commerciale brute seule (cf. Chapitre 111, §111.2.3.3), et similaire a
celui présenté dans la littérature (Dombrink-Kurtzman et Bietz, 1993).

L’ajout de glycérol a seulement un effet de dilution, comme le montrent sur les
chromatogrammes les absorbances en sortie de colonne de chromatographie globalement plus faibles,
aprés ajout de ce plastifiant, par rapport aux résultats présentés sur la zéine commerciale brute seule au
chapitre III. Les pics a 20 minutes d’élution sont probablement dus a des résidus en faible quantité de
type zéine-B, ou zéine-y. Des résultats similaires sont obtenus en conditions réductrices, les a-z€ines
trés majoritaires étant peu sensibles aux réducteurs (Fig. 1V.3-b). Les chromatogrammes obtenus sur
les filaments aprés extrusion en extrudeuse mono-vis a 130°C et aprés passage au travers de la filiére
de la buse de I’imprimante 3D a la méme température, présentés sur la figure IV.3-a, sont tres proches
les uns des autres. En conditions réductrices, les chromatogrammes obtenus (i), pour le mélange
pulvérulent initial avant tout traitement thermomécanique, (ii) aprés extrusion en mono-vis et (iii),
aprés dépot en sortie de la filiere de la buse se superposent quasiment tous les trois, 1’agent réducteur
ayant éliminé les molécules de plus hautes masses moléculaires (Fig. 1V.3-b). Les profils obtenus
apres les traitements thermomécaniques ayant généré des ponts disulfure dans la structure moléculaire

de la protéine sont alors proches de ceux de la composition initiale.
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Figure 1V.3. Chromatogrammes obtenus par HPLC en phase inversée (détection & 214 nm), en conditions
normales, sans agent réducteur : zéine commerciale brute (==), plastifiée en extrudeuse mono-vis a 130°C sous
forme de filament apres ajout de 20% glycérol (Z20Gly EMV, =) et apres passage dans la filiére de la buse de
I’imprimante 3D FA-DFF & 130°C (Z20Gly_EMV_FA, =) (a-). Chromatogrammes obtenus en HPLC en phase
inversée (détection a 214nm), en conditions réductrices (ajout 3% [-mercaptoéthanol aux solutions avant
caractérisation), pour les mémes échantillons (b-)
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1IV.1.2.3. Conclusion : Utiliser un procédé alternatif d’alimentation

La caractérisation de I’évolution moléculaire de la zéine au cours des différentes étapes de sa
mise en ceuvre par FA-DFF montre que 1’étape de filage en extrudeuse mono-vis & 130 °C, nécessaire
pour obtenir un filament dont le calibre correspond a 1’entrée du fourreau de la buse de dépot de
I’imprimante 3D, induit I’apparition d’agrégats de masse moléculaire trés importante (M,, > 200 kDa).
Cette fraction a été précédemment mise en évidence au cours du suivi de 1’évolution des propriétés
rhéologiques des fondus, pour des temps de séjour les plus élevés, jusqu’au point de gel (cf. Chapitre
11, 8111.2.3.3).

L’alimentation d’une machine FA-DFF classique avec un filament de zéine plastifiée pré-
extrudée est donc, deés le départ, problématique. Les essais montrent qu’une alimentation en continu,
donc sans temps de séjour supplémentaire significatif & 130°C, reste possible. Par contre, en cas
d’extrusion discontinue, donc avec stagnation de la matiére dans le liquéfacteur, I’ouvrabilité des
filaments présentant une agrégation déja importante, est fortement limitée par une agrégation
thermique de novo dans la buse de dépdt, conduisant au colmatage rapide de la filiere.

Par conséquent, malgré I’adéquation de la zéine plastifiée par le glycérol au cahier des charges
matiére pour des temps de séjour courts a 1’état fondu, son agrégation parait rédhibitoire pour le
procédé FA-DFF standard. Ce constat nous a conduits a rechercher des procédés alternatifs
d’alimentation permettant une extrusion directe de la z€ine plastifiée par le glycérol, par la machine

FA-DFF, sans passer par une étape préliminaire de mise en forme de filaments.

Plusieurs machines FA-DFF permettant une alimentation de la matiére sous forme de granulés
sont apparues au cours des derniéres années. Certaines sont commerciales, mais trés peu répandues
(e.g. Arburg Freeformer ; Arburg GmbH, Lossburg, DE), et la plupart sont des prototypes. Nous avons
donc fait appel aux compétences du plateau technique ComposiTIC-IRDL de 1’Université de Bretagne
Sud, qui développe différents procédés pour I’impression 3D de matiéres sous forme de granulés. Pour
cela, nous avons d’abord fait réaliser la mise en forme de granulés compactés (mini-comprimeés
pharmaceutiques réalisés par les laboratoires Servier, Suresnes, F-92), obtenus directement par
compression du mélange pulvérulent Z20Gly en moules calibrés (Bgranus = 2,5 mm, Lganue = 2 mm,
Densitéganue = 0,7 - 0,8). Aprées différents essais réalisés par 1’équipe de ComposiTIC, cette matiére a
pu étre mise en ceuvre par 1’un des prototypes de machine FA-DFF. Comme le montre la figure 1V.4,
la buse de dépdt de I'imprimante 3D (Dsijere = 1 mm) est alimentée par une extrudeuse mono-vis

miniature (@.is = 8 mm ; Lis = 42 mm ; Fig. 1V.4-a), elle-méme alimentée en granulés de zéine.
Une photo prise lors de I’impression de disques de diamétre 20 mm constitués de 8 couches de

filament, permet d’observer la taille réduite du systéeme de dép6t. Toutefois, ce prototype étant en

cours de mise au point & ComposiTIC, nous ne pouvons présenter ici en détail la machine. Néanmaoins,
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les réglages utilisés pour ’impression des pastilles de zéine plastifiée (Fig. IV.5), sans probléme de
colmatage, méritent quelques commentaires:
- la température de la filiére d’extrusion est fixée a Trijiere = 145 °C. Cela permet d’avoir des
niveaux de viscosité encore plus faibles que ceux mesurés a 130°C au chapitre 111, mais un état
partiellement expansé des filaments en sortie de buse. Néanmoins, il serait nécessaire de
pouvoir procéder & des mesures in situ pour connaitre la température réelle de la matiére
extrudee,
- la vitesse linéaire de dépot (déplacement de la buse dans le plan) est Ve = 2 mm.s™. Cette
valeur est relativement faible par rapport a une vitesse de dépot classiquement utilisée en FA-
DFF que nous avions prise en compte au chapitre I, Vgeps: =10 mm.s™?,
- enfin, la température de régulation du plateau a été fixée a Tpjaeay = 100 °C, sensiblement au-
dessus de transition solide-fondu, proche de T = 80 °C (cf. chapitre II, §111.2.2.1), pour une
bonne adhésion avec le plateau horizontal en verre de I’imprimante 3D et du fait de pertes
thermiques importantes pour ce dispositif ouvert. Le dispositif étant ouvert, il est difficile
d’évaluer la température de ’air au voisinage de la matiére extrudée. Néanmoins, celle-Ci est
probablement supérieure a la température de transition vitreuse de la zéine plastifiee (T, = 42

°C), contrairement au procédé FA-DFF classique.

Pour ces différentes raisons, il est nécessaire de revoir le cahier des charges établi au chapitre |
pour un procédé FA-DFF classique. Dans le cadre de la thése, nous prenons en compte ces nouveaux
paramétres du procédé pour simuler le refroidissement de la matiére extrudée au cours de son

adhésion a chaud sur la couche précédente.

a_

Figure 1V.4. Schéma d’illustration de I’imprimante 3D FA-DFF par extrusion-dépdt et impression 3D de la
z¢ine thermoplastique (mélange Z20Gly directement introduit dans 1’extrudeuse miniature de I’imprimante 3D):
extrusion (I-) simultanée au dép6t de fondu (I1-) (a-). Zéine a 1’état fondu en sortie de filiere (Dyijigre= 1 MM ;
Totateaw = 100 °C, Timpression = 145 °C, Vggper = 2 mm.s'l) et obtention d’une piéce imprimée cohésive par
’adhésion des filaments juxtaposés et superposés (Modeéle : Dyasiitle_modele = 20 MM, Npagiitie_modete = 4,8 Mm -soit 8
couches de filament superposées, avec un pas de déplacement vertical de 0,6 mm entre deux couches déposées-
; b-)
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Le modéle numérique 3D de la piéce a imprimer est similaire a celui du modele testé avec
I’'imprimante 3D FA-DFF classique présentée plus haut : des pastilles circulaires, avec @pasille_modele =
20 mm et hyastitle_modele = 4,8 mm, sont composées de 8 couches de 0,6 mm d’épaisseur chacune. Cette
épaisseur correspond au pas de déplacement vertical entre deux couches superposées (axe z du dépot
de matiére).

Les pastilles imprimées 3D présentent des dimensions conformes au modeéle selon les axes x et
y d’impression 3D: @paitie_imprimeeso = 20,0 = 0,3 mm (Fig. IV.5). En revanche, un écart est constate
avec la valeur attendue selon 1’axe z du modéle : epasiie_imprimeesp = 4,5 + 0,2 mm, au lieu de 4,8 mm
attendue. Cet écart est d probablement a une viscosité plus faible et donc un écoulement un peu plus
important du matériau qu’en conditions optimales, qui seraient plus proches de 120 a 130°C, alors
qu’ici Timpression = 145 °C pour assurer 1’obtention du fondu dans I’extrudeuse mono-vis miniature en

amont de la filiére.

Figure IV.5. Pastilles imprimées 3D en FA-DFF par extrusion-dépdt de zéine plastifiée par 20% glycérol -
Z20Gly- et évaluation de leurs dimensions : @paitte_imprimee3n=2020,3mm et hyasitie _imprimeesn=4,5+0,2 mm.
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IV.2. Etape d’adhésion par soudage : Approximation du frittage visqueux isotherme
IV.2.1. Etat initial des filaments

Afin de nous rapprocher des conditions d’une alimentation/extrusion continue, nous avons
choisi d’utiliser des filaments calibrés de diamétre faible, mais suffisant pour que des thermocouples
fins (Dtnermocoupte_type-k = 0,4 mm) puissent étre insérés au centre des filaments. Les filaments doivent en
outre avoir subi un temps de séjour le plus faible possible, pour limiter 1’agrégation thermique de la
zéine. Pour le matériau a base de zéine plastifiée par 20% de glycérol sur le micro-mélangeur bi-vis
(Textrusion = 130 °C), noté Z20Gly EBV, ces filaments obtenus lors de 1’¢tude présentée au chapitre 111
ont un diamétre Grment = 2Mm. Pour une extrusion directe, sans recirculation, le temps de séjour est
typiquement de 60 s. L’étude rhéologique (cf. Chapitre 11, 8111.2.2.3) indique que ces filaments ont
une viscosité initiale de 1’ordre de 200 Pa.s a 130°C et un temps de gel de 1’ordre de 500 s.

Leur structure initiale n’est pas réticulée. En effet, pour des fractions de masses moléculaires
supérieures a 200 kDa, aucun agrégat n’est visible sur les électrophorégrammes (Fig. 1V.6). Seules les
fractions majoritaires de zéines-a, a 20 - 25 kDa (dénommées « monomeéres de zéine-a » ; cf. Chapitre
11, §111.2.3.3) et & 40 - 45 kDa (« diméres ») sont visibles, accompagnées de légére trace aussi vers
100 kDa (« tétrameres ») (Fig. IV.6-a).

L’ajout d’un composé réducteur n’a pas d’impact majeur sur les bandes ainsi obtenues, en
raison de 1’absence d’agrégats issus d’oxydations thermiques -SH en S-S (Fig. IV.6-b). L’obtention
d’une structure non-réticulée, apres un traitement thermomécanique de filage de courte durée a 130°C,
suggére qu’il est possible d’obtenir de novo des fondus a partir de ces filaments placés a haute
température, a partir de 80°C.
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Figure IV.6. Electrophorégrammes obtenus en SDS-PAGE pour des filaments extrudés sans recirculation en
micro-mélangeur bi-vis a 130°C, Z20Gly_EBV. En conditions normales (i.e., sans agent réducteur, a-) et en
présence de 3% [3-mercaptoéthanol ajouté aux solutions avant dépét sur gel (b-)
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1V.2.2. Essais de frittage visqueux en conditions isothermes

Un dispositif expérimental inspiré des travaux de Bakrani Balani et al. (2017) a été utilisé pour
étudier la cinétique de frittage visqueux de deux filaments a différentes températures de consigne (T
=80, 100, 120, 125, 130 et 140 °C). Le dimensionnement spécifique du four, permet d’effectuer des
mesures en conditions quasi-isothermes.

Une évolution typique de la température du four et des filaments au début des expériences de
frittage est montrée sur la figure IV.7. A t=0, la fenétre transparente du four est fermée et 1’acquisition

de la température (et de ’image) commence.

Température [°C]

0 T T T T T T 1

0 20 40 60 80 100
Temps [s]

Figure 1V.7. Evolutions des températures dans le four (T, en lignes pointillées sans marqueur) et a coeur des
filaments extrudés Z20Gly _EBV, pour T = 80°C (-A-), 100°C (-m-), 120°C (-*-) et 130°C (-e-)

Le temps nécessaire pour que la température dans le four, Ty, revienne a la température
donnée en consigne (Ts) est d’environ 10 a 20s. Le temps nécessaire pour que chaque filament
atteigne cette température a coeur est supérieur et, dans la suite, nous supposerons que le filament
atteint une valeur de température stable lorsque (Tour - Tilamen) < 5 °C, soit 30 a 35s aprés fermeture de
la vitre en fagade du four, une fois les filaments déposés. Typiquement, ce temps est de 35 s a 130 °C.
Cette valeur est 1égérement supérieure a celles rapportées dans le cas d’essais en thermomicroscopie a
190 °C sur des particules de différents polyméres thermoplastiques (@ ~ 0,5 mm) placées entre lames
de verre pour le suivi de leur frittage visqueux (pour application au rotomoulage de piéces ;
Bellehumeur et al., 1996).

Comme nous 1’avons décrit au chapitre 11, les images de la section des filaments sont acquises
toutes les secondes. L’analyse morphologique semi-automatique de ces images permet d’accéder a
I’évolution de deux descripteurs morphologiques : 1’angle de fusion-adhésion 6 et I’indice de
convexité leonex (cf. Chapitre I, 81.1.3.3.3 et Chapitre I, §11.5.2). Les courbes obtenues pour les

différentes températures de frittage sont représentées sur la figure 1V.8.
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Figure 1V.8. Evolutions de I’angle de fusion-adhésion, 8 [rad], (a-) et de I’indice de convexité, Iconvex [-], (b-)
pendant la coalescence de deux filaments extrudés a base de zéine, Z20Gly EBV, a différentes températures.
Résultats obtenus pour Ts=80°C (-a-), 100°C (-u-), 120°C (-+-), 125°C (-~-), 130°C (-e-) et 140°C (-o-)

De fagon & comparer les vitesses de fusion-adhésion a différentes températures, les pentes
do/dt [rad.s™] ont été évaluées a t = 35s (Tableau IV.1). Cette valeur de temps a été choisie sur la base
des mesures de température pour vérifier des conditions isothermes stables (Fig. 1V.7).

Les valeurs maximales (finales) de I’indice de convexité (Iconvex finat) SONt @USSi rapportées dans
le tableau IV.1.
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Tableau 1V.1. Caractéristiques de fusion-adhésion de filaments a base de zéine, Z20Gly EBYV (valeur moyenne
+ écart-type, pour trois essais répétés en conditions identiques pour chaque température): angle final de fusion-
adhésion ; indice de convexité final ; valeurs des angles de fusion-adhésion et des vitesses a 35s; temps
caractéristiques estimés de frittage visqueux, t,s; (d’aprés Pokluda et al., 1997) et t,; (d’aprés Hopper, 1984)

Teet Angle final de Indice de 0 do/dt tys1 tyso Ratio
fusion-adhésion, convexité final, a t=35s at=35s (Pokluda- (Hopper) tyst/tys
efinal Iconvex_final Bellehumeu r)
[°C] [rad] [-] [rad] [10*rad.s™] [s] [s] [-]
80 0,39 + 0,02 0,900 + 0,011 0,31 +£0,07 3,0+0,8 5233 +1460 3492 +974 1,5
100 0,73+0,14 0,917 £ 0,025 0,29 £ 0,03 28+10,4 599 + 222 380 + 141 1,6
120 1,10+ 0,10 0,972 + 0,001 0,54 +£0,21 108 + 53,5 77 £38 82 +41 0,9
125 1,19 + 0,05 0,987 + 0,001 0,57 £0,05 294 +84,9 27+8 30+£9 0,9
130 1,27 +0,01 0,989 + 0,003 0,48 £0,04 364 + 46,2 26+3 25+3 1,0
140 1,33+0,27" - 0,52+0,11 625 + 404,6 14+9 14+9 1,0

“Les valeurs élevées d’écart-type en fin de coalescence & 140°C sont dues & la vaporisation du plastifiant créant
des bulles dans les filaments

Trois comportements différents peuvent étre décrits :

- pour les températures les plus faibles (80 °C et 100 °C), les cinétiques sont tres lentes (do/dt
est de 3.10” rad.s™ et 28.10™ rad.s™, respectivement) et la coalescence est loin d’étre compléte méme
pour des temps longs : ’indice de convexité final, proche de 0,9, est atteint aprés plus de 800s (en
dehors de I’intervalle représenté). Cela signifie que les concavités résiduelles entre les filaments
représentent 10% de la section transversale, avec des angles de fusion-adhésion restant faibles (Bina <
0,4 et 0,8 rad, respectivement),

- pour les températures les plus élevées (140 °C), la coalescence parait tres rapide (do/dt >
0,06 rad.s™). Cependant, la courbe de I’indice de convexité (Fig. IV.8-b) s’affaisse soudainement a
environ 30s. Cette chute reflete une expansion du matériau due a la formation de bulles a cause de la
vaporisation du plastifiant. Les variations induites dans les dimensions des filaments conduisent a une
courbe irréguliére de I’angle de fusion-adhésion (Fig. 1V.8-a). Il doit aussi étre noté que les valeurs
tracées sont des moyennes et que les écarts-types sont grands dans ce cas (Tableau IV.1),

- pour les températures intermédiaires, dans I’intervalle [120, 130°C], les valeurs maximales
(finales) de I’indice de convexité sont proches, entre 0,972 et 0,987, ce qui indique une coalescence
quasi-parfaite, sans concavité résiduelle et avec un angle final de fusion-adhésion élevé (05 > 1 rad,
Fig. IV.8 et Tableau IV.1). Le temps nécessaire pour atteindre 1’état final décroit avec la température,

alors que la valeur de vitesse de coalescence est multipliée par 3 (de 0.011 & 0.036 rad.s™).

En outre, ces résultats illustrent I’intérét de 1’indice de convexité obtenu a partir de 1’analyse
morphologique des images de fusion-adhésion, comme un indicateur sensible de la dépendance a la
température du frittage visqueux. L’indice de convexité permet de détecter des problémes d’expansion

survenant & haute température et de concavité résiduelle a faible température.
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A 125-130 °C, le temps nécessaire pour atteindre un indice de convexité proche de ’unité est
de I’ordre de 60 s. Cette valeur est trés inférieure au temps de gélification mesuré au chapitre I11 pour
ces filaments a cette température (400 & 500 s ; cf. Chapitre 111, 8111.2.2.3).

1V.2.3. Estimation du temps caractéristique de frittage visqueux

Les valeurs de 6 et do/dt, at = 35s dans le Tableau 1V.1, peuvent étre utilisées pour évaluer le
temps caractéristique de frittage visqueux, t,;, simplement en utilisant la relation de Pokluda et al.
(1997), présentée au chapitre I, et que nous rappelons ci-dessous :

PR
€ = (2om) " 2 tcostsmO Gocosh (cf. Chapitre 1, Eq. 1.1.15).

de r (1-c0s6).(1-+c0s0)3
avec a, [m], le rayon initial des filaments ; I' [N.m™], la tension de surface du polymére fondu et n
[Pa.s], sa viscosité. Toutefois, comme nous 1’avons vu au chapitre I, cette équation n’est, en principe,
valide que pour des particules sphériques. Le frittage visqueux de filaments est décrit plus
specifiqguement par le modéle de Hopper (1984). L’application de ce modéle est plus complexe du fait
qu’il n’est pas explicitement décrit par une équation simple. Toutefois, les résultats de la solution

numérigque présentée par Hopper, sous forme de tableau de valeurs représentant les variations de

rt 1 t 1 . x 1 . 1 A
(m.ﬁ) = (tm .\/—E) en fonction de (a—o.\/—i) < (sm 0 .ﬁ), permettent de tracer une courbe maitresse

(Fig. IV.9).

Sur cette courbe maitresse, la variation de (d6 / d(t/t,s;)) est représentée en fonction de 6, ce
qui permet une seconde évaluation du temps caractéristique de frittage visqueux t,s. Pour chaque
température, en prenant la valeur de 6 a t = 35 s, t,s, est obtenu, aprés avoir reporté nos données
expérimentales sur la courbe maitresse, par la relation suivante :

<d(‘:—iz)> = tys2-(5) (Eq. IV.1)

25 -
i
2,0

15 a

d(8)/d(t/t,.,) [rad]

0,5 T T T T T T T T T LI I B s |
00 o1 02 03 04 05 06 07 08
0 [rad]
Figure 1V.9. Courbe maitresse pour le modéle de Hopper (-m-) et points expérimentaux obtenus pour des
filaments de zéine plastifiée par 20% glycérol, Z20Gly _EBV, reportés sur le graphe (x)
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Pour chaque température, les valeurs du temps caractéristique de frittage visqueux, estimées a
I’aide des deux méthodes, t. €t t s, sont présentées dans le Tableau IV.1 et sur la figure 1V.10. Les
valeurs sont trés proches, excepté pour les températures les plus faibles (80-100 °C), le modéle
développé pour des particules sphériques est donc une approximation raisonnable de la coalescence de
filaments cylindriques (ratio t,s/t,;=1, Tableau 1V.1).

1,E+04 -
] A

o ] *
an
©
£ 1E+03
"5 3 4
T — ®
a2 |
Els _
2 5 3
w @ +
t 3 ] 2 :
s .
8 1,E+01 - R?=0,9883
a ] R?=0,9907
£
2

1’E+00 T rrrrrrrr rrrrrrrrrrrrrrrrr rrrrrrrrr T

70 80 90 100 110 120 130 140 150
Température [°C]

Figure 1V.10. Evolution des temps caractéristiques de frittage visqueux avec la température, t,; et ty [S],
déterminés pour des filaments de zéine plastifiée par 20% glycérol, Z20Gly_EBV, a partir de deux modeles :
Pokluda (a) et Hopper (e), respectivement (Tableau 1V.1) et ajustement par lois puissance (de type Eq.1V.2)

IV.2.4. Discussion

Les valeurs de temps caractéristiques de frittage visqueux sont reportées en utilisant le modéle
de Hopper, t.s;, pour construire un diagramme de synthése présenté sur la figure 1VV.11 pour la zéine
plastifiée par 20% glycérol. Ces valeurs peuvent étre comparées a celles de I’ABS a sa température de
mise en ceuvre par FA-DFF, & T = 240 °C (Bellehumeur et al., 2004 ; Sun et al., 2008). En prenant les
valeurs rapportées pour ces travaux : | n* | ags_240°c = 5100 Pa.s, I'ags_240:c = 29 mN.m™ et 2.39_aBs_240°C
= 0,47 mm, on obtient t,s ags 240:c = 41 S. Cette valeur est trés proche de celles estimées ici pour les
temps caractéristiques de frittage visqueux de la zéine plastifiée entre 120 et 130 °C. Elle permet de
définir une fenétre de dépdt optimal de ce biopolymeére.

L’estimation du temps caractéristique et son évolution avec la température (Fig. 1V.10) permet
de modéliser le ratio n)/I" par une équation de la forme d’une loi puissance:

tys = 8.1/’ = a,.(c.TY Eq. IV.2
avec T, la température [K] et a,=1.10 m pour les filaments de zéine. Les paramétres sont ¢ = 2.10*
et d = -39,5 pour le modéle de Pokluda-Bellehumeur et ¢ = 7.10% et d = -35,87 pour le modéle de
Hopper. Cela permet d’estimer le temps caractéristique de frittage visqueux a une valeur de 1’ordre de
ts~25sa 130 °C.

Ce résultat peut étre vérifié en prenant : i) la valeur du module de viscosité complexe | n* | =

800 Pa.s, telle que déterminée en rhéométre oscillatoire préchauffé a 130 °C pour v = 1,67 Hz, a partir
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de filament Z20_EBV fondus (cf. Chapitre 11, §111.2.2.3) aprés 35 s dans le rhéometre (i.e., temps
identique au temps de détermination des propriétés de frittage visqueux ; Tableau IV.1) et ii) la tension
de surface extrapolée & 34 mN.m™ depuis les mesures d’énergie libre de surface a 1’ambiante (cf.
Chapitre 111, 8111.3). On retrouve alors une valeur de temps caractéristique trés proche pour T =
130°C, atys = ap.n/I' = 24 s.

Transition Apparition Fenétre
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- - -G">G’, rhéom.Plan-Plan.- -
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Figure 1V.11. Définition de la fenétre d’ouvrabilité de la zéine plastifiée par 20% glycérol en FA-DFF par un
diagramme de synthése des propriétés thermo-rhéologiques du matériau. Evolutions des propriétés
thermomécaniques d’un filament extrudé, Z20Gly EBV, évaluées par ATMD (E’, -m-, module de stockage
[Pa]; E”, -¢-, module de perte [Pa]; T, [-], température de la relaxation mécanique principale au pic du facteur
d’amortissement tand et pic du module de perte, E”, indiqué par une fléche verticale noire), des propriétés
rhéologiques déterminées en rhéometre oscillatoire plan-plan a partir du matériau pulvérulent a I’ambiante,
720Gly (G, -0-, module conservatif [Pa] et G”, -0-, module dissipatif [Pa]) et du temps caractéristique de
frittage visqueux de filaments, Z20Gly _EBV, déterminé a partir du modele de Hopper (Hopper, 1984) (t.[s], -

e-, avec t,, = (%))

Comme précisé en introduction de ce chapitre, ’ouvrabilit¢ de la zéine plastifiée par le
glycérol, pour son dép6t en FA-DFF, a été d’abord attribuée a des propriétés rhéologiques a 120 - 130
°C similaires a celles de I’ABS a 230 - 270 °C. Les temps caractéristiques de frittage visqueux sont
aussi proches, ainsi que les valeurs de tension de surface de ces deux polymeéres a 1’état fondu.

Le diagramme de synthése peut étre complété pour la zéine, en reprenant les principaux
résultats des différentes caractérisations thermo-rhéologiques réalisées au cours de ces travaux (Fig.
IV.11). La relaxation mécanique associée a la transition vitreuse du filament de zéine plastifiée,
Z20Gly_EBV, mesurée en ATMD, survient a la température T, = 55 °C, au pic de tand. En-deca de
cette température, le matériau a 1’état vitreux présente un module de stockage E’ élevé, proche de 1

GPa a I’ambiante. Ce module décroit avec la température, en prenant des valeurs proches de celles de
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E”, qui montre un maximum a T gr = 45 °C (proche de la température de transition vitreuse
déterminée en analyse enthalpique differentielle : T, =~ 42 °C). Au-dela de 75 a 80 °C, les mesures de
modules sont impossibles a cause du fluage, entre les mors de I’ATMD, du matériau qui a alors atteint
son état fondu fluide.

I est intéressant de noter que le matériau commence a s’écouler dans la méme gamme de
température que sous cisaillement a environ 75 - 80 °C, a I’instar du comportement de la zéine a 1’état
pulvérulent, Z20Gly, plastifiée en rhéometre oscillatoire, présenté précédemment (cf. Chapitre
I, §111.2.2.1 ; G" > G' a partir de 80°C, représenté sur la Fig. [V.11). Les filaments obtenus par filage
aprés un traitement thermomécanique de courte durée en micro-mélangeur bi-vis a 130°C,
Z20Gly_EBYV, non réticulés, atteignent 1’état fondu a une température identique.

L’absence d’agrégation thermique de la zéine dans ce cas est la raison majeure de ce
comportement. Par ailleurs, pour des températures comprises entre 80 et 120°C, inférieures a la fenétre
de dépot optimale, mais supérieures a 1’obtention d’un fondu, la coalescence est possible, mais lente,
avec des temps caractéristiques de frittage visqueux supérieurs a 100 s. Ces valeurs sont trés
supérieures a celle de standards en FA-DFF a leur température de mise en ceuvre, notamment 1’ABS
240°C (tus aBs 240°c = 41 5).

Pour de plus hautes températures, supérieures a la fenétre optimale de dépdt entre 120 et
130°C définie précédemment, 1’expansion du matériau attribuable a 1’évaporation du plastifiant
entraine la fusion-adhésion du matériau fondu a 1’état expansé et non plus dense. Ce comportement,
s’il n’est pas souhaité a priori pour viser une porosité déterminée par le motif de remplissage de la
piece imprimée 3D, permet toutefois le dépot d’un matériau expansé, ce qui peut étre intéressant pour
élaborer des matrices a porosité tres élevée, comme celles alimentaires fragiles conduisant a des

textures croustillantes.
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IV.3. Simulation du frittage visqueux en conditions de dép6t anisotherme

Dans ce qui précéde, nous avons étudié la coalescence de deux filaments dans des conditions
de chauffage pour atteindre un état quasi-isotherme. Pour nous rapprocher des conditions réelles de la
mise en ceuvre en FA-DFF, il faudrait étudier le refroidissement en sortie de buse alimentée par une
extrudeuse miniature (idem Fig. 1V.4-a), ce qui parait hors de portée actuellement, nous avons donc

choisi d’appliquer un mode¢le pour simuler ces conditions.

I1V.3.1. Refroidissement du fondu en sortie de filiere en FA-DFF
L’évolution de la température du filament en sortie de la buse de I'imprimante 3D peut étre
estimée en reprenant le modéle présenté dans le chapitre I, Eq. 1.1.10 (d’aprés Bellehumeur et al.,

2004 ; Sun et al., 2008) que nous rappelons ici :

T =To, + (Timpression=Tox) € (cf. Chapitre 1, Eq. 1.1.10)
Jit4.oB-1 _ A h.P

avec m = , X = Vol , o et avec P, la longueur du

2.0 - p.Cp.Vaepst - m
périmétre [m] du filament déposé, A la conductivité thermique [W.m™K™], et h [W.m?2K™] le
coefficient de transfert thermique qui inclut la convection du dép6t de matiére fondue avec ’air et le
matériau support.

Dans cette solution analytique de 1’équation de la chaleur, I’évolution de la température T du
filament en fonction du temps aprés sa sortie de la filiére, t, dépend fortement de la température initiale
d’extrusion, Timpression = To, de la température de 1’environnement d’impression de 1’imprimante, T,
(qui est atteinte pour x = ) et de la vitesse linéaire de dépot, Vs POUr la z€ine plastifiee, la valeur
de Vot €st fixée a 2.10° m.s, valeur utilisée lors des essais en FA-DFF par extrusion-dépot
précédemment présentés dans ce chapitre et dont les paramétres pris pour le modéle sont décrits dans

le Tableau 1V.2.

Tableau 1V.2. Paramétres du modéle pour I’estimation de la température du filament fondu en sortie de buse de
dép6t de matiére, et leurs valeurs pour la zéine plastifiée par 20% glycérol et pour un thermoplastique standard
amorphe, I’ABS (d’aprés Sun et al., 2008)

Paramétre Abréviation Z20Gly ABS
[unité]

Conductivité thermique A [W.mt K7 0,26 0,177
Coefficient de transfert thermique h [W.m?%K"] 10 - 150 10 - 150
Capacité thermique massique C, [DkgtK™ 1850 2080
Masse volumique p [kg.m?] 1250 1050
Diamétre du filament déposé DBritament [M] 1.10° 3.10™*
Périmétre de la section de filament déposé P [m] 3,14.10° 0,94.10°
Surface de la section de filament déposé A [m?] 7,9.107 0,71.107
Température d’environnement de I’imprimante 3D T, [°C] 20 70
Température du fondu en sortie de la buse T, [°C] 145 245

Les évolutions de la température calculée sont présentées sur la figure IV.12. La figure IV.12-
a est une reproduction des travaux de la littérature pour 1’ABS (Sun et al., 2008 ; Bellehumeur et al.,

2004). Comme ces auteurs, nous présentons plusieurs simulations pour différentes valeurs du

119



Chapitre IV : Comportement de la zéine plastifiée par le glycérol dans les conditions du procédé FA-DFF

paramétre h, variant de 10 & 150 W.m2K™. Pour h = 140 W.m?.K, typique en FA-DFF (Sun et al.,
2008), la vitesse de refroidissement initiale est de I’ordre de 100 °C.s™ et la transition vitreuse du
matériau est franchie environ 2 secondes apres sa sortie de la filiere. Ces valeurs correspondent aux
mesures expérimentales de la littérature (Sun et al., 2008 ; Seppala et Migler , 2016).

Pour cette valeur du coefficient de transfert thermique, h = 140 W.m>.K™, le filament de zéine
plastifiée franchit la transition vitreuse apres 7,5 secondes, dans les conditions de dépdt simulées
identiques a celles de I’expérience (Fig. IV.12-b et Fig. IV.4). L’influence de h est similaire a celle
retrouvee pour le standard amorphe (i.e., I’ABS) lors du refroidissement des filaments fondus en sortie
de filiere (Fig. IV.12-a et -b).

Par ailleurs, I’influence de la température d’environnement du dépét des filaments fondus peut
étre évaluée, pour une valeur constante du coefficient h = 140 W.m2K™ A une température
d’environnement élevée, telle que T, = 80 °C (i.e., la température d’apparition du fondu en ATMD et
en rhéométrie dynamique), le matériau se maintiendrait indéfiniment au-dessus de sa transition
vitreuse (T4 = 42 °C; Fig. IV.12-c). L’intervalle de temps disponible pour la coalescence par frittage
visqueux entre filaments est donc théoriquement infini dans ce cas, et I’adhésion au substrat de dépot
de I'imprimante 3D (i.e., plaque en verre horizontale) serait assurée par un étalement important du

fondu de la premiere couche déposée au contact du support de la piéce pendant son impression.
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Figure 1V.12. Evolutions de la température estimée d’un filament d’ABS (a-) et de z&ine plastifiée par 20%
glycérol en sortie de filiere de I’'imprimante 3D, pour différentes valeurs du coefficient de transfert thermique
(b-) et différentes valeurs de la température d’environnement T,, (c-). Conditions de dépdt simulées pour I’ABS
: T,,=70°C, Ty = 245°C et Dsijiere = 0,3 mm (a-) et pour la zéine plastifiée : T,, =20°C, T=145°C et Djjiere =1mm
(b-). Notations pour (a-) et (b-) : h = 10 (-¢-), 50 (-m-), 75 (-A-), 100 (-X-), 140 (-e-) et 150 W.m2.K™ (-*-).
Conditions de dép6t simulées pour la zéine plastifiée avec h=140 W.m?.K™ : T, =145°C, Bfjiere =1mm pour T,
= 20°C (-+-), 42°C (T, -u-) €t 80°C (Tapriion foncs - A ), ()
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IV.3.2. Simulation de la coalescence

Il est possible de calculer I’évolution du frittage visqueux entre 2 filaments a ['aide de
I’équation Eq. I.1.15, rappelée au §IV.2.3. Pour cela, nous considérons une évolution de la température
uniforme sur la section du filament issue de la simulation du refroidissement du filament extrudé
présentée au paragraphe précédent (Sun et al., 2008 ; Turner et al., 2014).

Nous reproduisons ce calcul dans le cas de ’ABS sur la figure IV.13-a. L’intégration de
I’équation différentielle 1.1.15 nécessite de connaitre la valeur de la température a chaque instant t.
L’évolution de cette température est obtenue comme précédemment, d’apres les profils présentés sur
la figure IV.12, par I’application de 1’équation Eq. 1.1.10. Par ailleurs, il est nécessaire de connaitre la
valeur du temps caractéristique de frittage visqueux a chaque température (t,s=ao.n/I"). Pour cela, nous
avons utilisé les valeurs de viscosité décroissantes avec la température, T [K], selon la relation : nags =
5,1.10%xp[-0,056*(T-503)]), fournie par Sun et al. (2008). La simulation conduit & une valeur
maximale de x/a= 14 % (Fig. IV.13-a, soit 6=sin™(x/a)=0,14), telle que rapportée par Sun et al. (2008).

La méme procédure, basée sur 1’équation 1.1.15 (Pokluda et al., 1997), est utilisée pour
simuler I’évolution du taux de coalescence x/a dans le cas de la zéine plastifiée mise en ceuvre par le
proceédé FA-DFF alternatif par extrusion-dépot a 145°C pour deux température d’environnement : T,,=
20 °C et T, = 80 °C, la température d’apparition de 1’état fondu déterminée en rhéométrie (figures
IV.13-b et -c). Dans chacun des cas, nous avons utilisé les lois d’évolution du temps caractéristique de
t,s en fonction de la température, identifiées précédemment dans ce chapitre (équation IV.2).

Ce modéle (Pokluda-Bellehumeur, Eq.1.1.15) appliqué aux filaments de zéine plastifiée pour
T.,,= 20 °C donne un taux de coalescence de 1’ordre de x/asny = 28 % (Fig. 1V.13-b ; soit 6 ~ 0,284
rad), ce qui est en accord avec 1’évolution des profils de température présentés au paragraphe
précédent, ou le temps de séjour estimé au-dessus de la transition vitreuse en sortie de buse pour la
z€ine thermoplastifiée est bien supérieur a celui de I’ABS, pour leurs conditions respectives de dépot,
d’ou un taux de coalescence final supérieur pour la zéine.

En utilisant les temps caractéristiques de frittage visqueux issus de 1’application du mod¢le de
Hopper appliqué aux filaments a base de zéine (Tableau IV.1), pour les deux températures
d’environnement testées : T, = 20 °C (Fig. 1V.13-b) et T,, = 80 °C (Fig. IV.13-c), une coalescence
supérieure est estimée dans les deux cas en comparaison avec celui de Pokluda-Bellehumeur (Eg.
I.1.15). Un taux de I’ordre de x/afinag = 36,8 % (6 ~ 0,38 rad) est obtenu pour T,,= 20 °C (Fig. 1V.13-b)
et 41,7 % (soit 6 = 0,43 rad) pour T,,= 80 °C (Fig. IV.13-c), 5 s aprés la sortie de la buse. Ce résultat
est en accord avec ceux obtenus avec le modéle de Hopper qui donne un ratio n/I" plus faible que pour
le modéle de Pokluda-Bellehumeur (Fig. IV.10 et Tableau I1V.1). Quelles que soient les conditions
simulées, un taux de coalescence supérieur est effectivement obtenu dans le cas de I’application du
modele de Hopper pour les filaments de zéine plastifiée, par rapport au modele de Pokluda-
Bellehumeur (Fig. IV.13-b et —).
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Figure 1V.13. Evolutions simulées de la fusion-adhésion par frittage visqueux (ratio x/a) pour des filaments
d’ABS (modéle de frittage visqueux : Pokluda-Bellehumeur ; x/asina = 14%, tel que rapporté par Sun et al.
(2008), a-) et de zéine plastifiée par 20% glycérol, en sortie de filiere d’une imprimante 3D FA-DFF
(modeles de frittage visqueux : Pokluda-Bellehumeur -¢- et Hopper -m-; encarts : Représentations schématiques
du frittage visqueux pour X/asina = 28 % et X/asing = 40 %, en b- et c-, respectivement). Conditions de dépdt
pour ’ABS : T,, = 70 °C, To = 270°C et h = 140 W.m2K™ (a-) ; pour la zéine plastifiée : T,, = 20 °C, Ty =
145°C et h = 140 W.m2.K™* (b-) et T,,=80 °C, T, = 145 °C et h = 140 W.m2.K™ (c-).
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Les simulations montrent I’importance du refroidissement des fondus en sortie de buse sur le
taux de coalescence des filaments déposés, ainsi que I’influence de la température de 1’environnement

du dép6t de matiere.

IV.4. Conclusions

Ce chapitre nous a permis de montrer qu’il était possible de mettre en ceuvre la zéine,
plastifiée par 20% de glycérol, par un procédé FA-DFF. Néanmoins, la mise en ceuvre du matériau
a nécessité I’utilisation d’une machine prototype dont le systéeme d’alimentation est modifié par
rapport au procédé FA-DFF standard alimenté par un filament pré-extrudé.

En effet, I’é¢tude du comportement de filaments a base de zéine dans les conditions du procédé
FA-DFF standard a confirmé les résultats obtenus au chapitre 111 : pour des temps de séjour faibles, a
130°C (alimentation continue), le matériau peut alimenter la machine d’impression 3D sous forme
de filament extrudé. Cependant, I’agrégation de la zéine rend le processus d’alimentation instable
du fait de ’augmentation de viscosité, voire de la gélification du matériau, des que le temps de
séjour augmente.

Une solution possible a ce probléme intrinseque a la zéine est d’utiliser un systéme
d’alimentation alternatif par extrusion directe de granulés. Des essais préliminaires sur ce type de
machine prototype montrent ’ouvrabilité de la zéine thermoplastifiée. Des pieces cohésives,

mécaniquement stables aprés dépot a I’état fondu, ont pu étre obtenues.

Afin d’étudier plus précisément le frittage visqueux de deux filaments en conditions quasi-
isothermes, représentatif des phénomeénes survenant lors du dépét, nous avons par ailleurs développé
un dispositif expérimental spécifique. Couplé a une méthode d’acquisition et d’analyse morphologique
d’image, celui-ci nous a permis de déterminer le temps caractéristique de frittage visqueux, ty, a
différentes températures en prenant en compte deux modeles (i.e., Pokluda-Bellehumeur et Hopper) :

-a130°C, la valeur de t,s obtenue pour la zéine plastifiée dépend peu du choix du modeéle. Elle

est proche de celle de ’ABS a sa température d’impression 3D. Par ailleurs, connaissant la

viscosité, nous avons pu en déduire une valeur de temps caractéristique de frittage
visqueux a partir de ’extrapolation de la valeur de tension de surface a chaud estimée au
chapitre 111 depuis des mesures faites a 20°C sur la zéine solide.

- pour les températures plus faibles, t,s augmente fortement. On observe une différence plus

marquée suivant le modele utilisé. Pour les températures les plus faibles, il semble

nécessaire de prendre en compte la géométrie cylindrique avec le modele de Hopper,

I’approximation de la coalescence de particules sphériques n’étant plus satisfaisante.

Une loi d’évolution de t, avec la température a pu étre établie et utilisée pour simuler le

frittage visqueux non-isotherme dans les conditions proches du procédé réel, en prenant en compte le
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refroidissement plus ou moins rapide de la matiére extrudée, en fonction des paramétres du procéedé.
Dans le cas du procédé FA-DFF d’extrusion-dépét ayant permis I’impression de la zéine
plastifiée, un taux de coalescence satisfaisant est prédit par les simulations.

En effet, dans les conditions d’impression 3D testées pour ce matériau et reproduites lors des
simulations, I’adhésion entre les couches est particulierement favorisée par une vitesse faible de dépot
de matiéere, un diamétre relativement élevé de filament fondu déposé et une température de transition
vitreuse faible. Ces conditions induisent un long temps de séjour a une température suffisamment

élevée pour améliorer la coalescence entre filaments.
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Chapitre V

Introduction

L’ensemble des travaux présentés dans les chapitres précédents a été centré sur une
formulation « modéle » de zéine plastifiée par 20% de glycérol. Hors, comme nous 1’avons vu, ce
systeme présente certains défauts au regard du procédé FA-DFF. Tout d’abord, la volatilité du glycérol
limite la température de mise en ceuvre (au-deld de 130 °C, des bulles ont été observées lors des essais
de frittage visqueux). Parallelement, a la température de mise en ceuvre de 130 °C, choisie car
permettant 1’obtention des niveaux de viscosité requis pas le cahier des charges, 1’agrégation de la
z€ine s’est révélée trop rapide pour permettre sa mise en ceuvre par un procédé FA-DFF classique.

Dans ce dernier chapitre, nous étudierons deux stratégies de formulation pour essayer de
remédier a ces probleémes et améliorer 1’ouvrabilité de la zéine a 1’état fondu :

- La premiere stratégie consiste a additiver la formulation de base zéine/glycérol : D’une part,
nous étudierons I’influence de plastifiants hydrophobes (i.e., acides gras) en essayant de tirer parti du
caractére amphiphile de la structure prismatique de la zéine. D’autre part, nous étudierons 1’influence
d’un additif dénaturant de la zéine (i.e., SDS), pour limiter son agrégation thermique par des
interactions physiques non-covalentes. Enfin, I’influence d’un additif réducteur (i.e., sulfite de
sodium), permettant de limiter les réticulations covalentes par ponts disulfures, sera étudiée.

- La deuxiéme stratégie, plus exploratoire, consistera a étudier I'utilisation de liquides ioniques
(LI), comme plastifiants fonctionnels, permettant a la fois de modifier le comportement rhéologique et
I’agrégation, ainsi que d’apporter des fonctionnalités nouvelles au matériau final. Nous nous
intéresserons en particulier a un liquide ionique contenant un principe actif pharmaceutique et a son

relargage en milieu physiologique.

V.1. Combinaison du glycérol avec d’autres additifs
V.1.1. Co-plastification par des acides gras

Comme nous 1’avons vu au chapitre 111, la structure prismatique de la zéine semble stable au
cours de sa mise en ceuvre a 1’état fondu en présence de glycérol. Hors, cette structure fait de chaque
molécule de zéine un objet amphiphile. Par ailleurs, tel que présenté au chapitre |, les faces supérieure
et inférieure du prisme sont de nature hydrophile et susceptibles d’interagir avec le glycérol. Les faces
verticales du prisme sont quant a elles hydrophobes. Nous avons donc pensé a utiliser un co-plastifiant
hydrophobe pouvant interagir avec ces faces et potentiellement limiter les possibilités d’agrégation
entre les molécules par interactions hydrophobes.

L’¢tude de la plastification de la zéine par des plastifiants hydrophobes, seuls ou en
combinaison avec le glycérol fait ’objet de plusieurs travaux dans la littérature. En présence d’acide

oléique, une structure stratifiée a été observée en microscopie MEB et confirmée par des mesures en
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diffraction des rayons-X (Lai et al., 1999). Cette structure est due a des interactions non-covalentes
avec la zéine qui lui confereraient une plus grande mobilité moléculaire, en raison de la présence
d’acide oléique sous forme de couche entre lamelles de zéine (Fig. V.1-a, d’aprés Lai et al., 1999).

En présence de glycérol, un modéle de structure moléculaire de la zéine plastifiée par le
glycérol et 1’acide oléique a été proposé (Xu et al., 2012). Nous le reproduisons sur la figure V.1-b.
Chaque prisme/molécule de zéine est entouré de molécules de glycérol hydrophile et d’acide oléique
(hydrophobe). Nous avons choisi d’étudier I’impact de ce type de structure sur le comportement
rhéologique et I’agrégation. La substitution de 1’acide oléique par 1’acide laurique a aussi €té étudiée,
car elle présenterait ’avantage d’étre a 1’état solide a température ambiante, ce qui permettrait de

garantir le maintien mécanique d’une piece ¢laborée a partir de zéine et cet acide gras.

a- b-
side view
b= turisa =] @ f= 1o =
A= =3 1 wsaZ :A
B — L Y o, Sy o =
i T TLIT v ar
— Zein ——@ Oleic acid A_A  Glycerol
Synergistic plasticization of zein film
- Mudel A Modcl B

Figure V.1. Représentations schématiques : deux modéles possibles de structures lamellaires obtenus par la
plastification de la zéine-a. par I’acide oléique (d’aprés Lai et al., 1999) (a-) et effet synergique de la
plastification par I’acide oléique et le glycérol pour des films castés (d’aprés Xu et al., 2012) (b-)
V.1.1.1. Influence sur le comportement rhéologique

Des formulations de zéine pulvérulente contenant 20% glycérol combiné a 20% d’acide
oléique (Z20Gly200le) ou 20% d’acide laurique (Z20Gly20Lau), ont été introduites entre les plateaux
du rhéométre plan/plan a 20°C puis chauffées jusqu’a 130 °C (fréquence constante, @, =10,47 rad.s™).
Il est ensuite maintenu a cette température et soumis a un balayage en fréquence. La figure V.2 montre

I’évolution des modules G’ et G” lors du chauffage, ainsi que du module de la viscosité complexe.
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Figure V.2. Evolutions du module de viscosité complexe |n’|, des modules de stockage G’ et de perte G” pour
des compositions a base de zéine pendant leur chauffage (Z20Gly200le, a-, perte de contact avec I’échantillon
en pointillés sur la figure ; Z20Gly20Lau, b-). Fréquence constante, w, =10,47 rad.s™. Notations: n’| (-A-,
[Pa.s]), G' (-¢-, [Pa]), G” (-m-, [Pa])

Lorsque 1’acide oléique est utilisé en combinaison avec le glycérol (Z20Gly200le, Fig. V.2-3),
il n’a pas été possible d’obtenir des courbes continues. Nous avons attribué ce probléme a un
phénomene d’exsudation important des plastifiants, qui entraine une perte de contact avec la cellule de
mesure a partir de 50 °C et jusqu’a 110 °C. La viscosité atteinte a 130°C est trés faible, de 1’ordre de
0,2 a 0,3 kPa.s a 130 °C, bien inférieure a celle obtenue, de ’ordre de 3 kPa.s a 130 °C lorsque seul le
glyceérol est utilisé comme plastifiant.

Le matériau contenant de 1’acide laurique, Z20Gly20Lau, présente une viscosité plus
importante par rapport a celui contenant de 1’acide oléique, avec des valeurs de I’ordre de 0,8 a 0,9
kPa.s a 130 °C (Fig. V.2-b). Ces différences de niveaux de viscosité sont confirmées par les mesures
multifréquences & 130°C aux temps de séjour courts (Fig. V.3). Les viscosités suivent des lois
puissances (Tableau V.1), ainsi que les modules. Le module G” est supérieur au module G’, comme

pour la formulation de référence contenant uniquement du glycérol étudiée au chapitre I11. Par ailleurs,
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on observe des exposants m et r trés proches pour les modules, ce qui suggére ici aussi un

comportement de type polymeére fondu non enchevétre.
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Figure V.3. Evolutions des modules des viscosités complexes || des matériaux, a I’obtention compléte de 1’état
fondu dans le rhéomeétre a 130°C. Notations: Z20Gly (-m-), Z20Gly200le (-¢-) et Z20Gly20Lau (-e-)

Les évolutions des G’ et G” sont relativement proches pour ces deux matériaux fondus, avec
un module de perte plus élevé que le module de stockage aux basses fréquences (L>P pour chaque
type de fondu, Tableau V.1), ce qui est typique d’un matériau polymérique fondu fluide (G” > G').
Toutefois, comme dans le cas du fondu a base de zéine plastifiée uniquement par le glycérol (cf.
Chapitre 111, §111.2.2.3), le comportement de la zéine plastifiée en complément de ce plastifiant polaire
par des acides gras semble donc différent de celui d’un polymeére fondu enchevétré, pour lequel on

observe généralement une relation de type m = 2.r (Al-Hadithi et al., 1992).

Tableau V.1. Propriétés rhéologiques déterminées sur les fondus a base de zéine a 130°C a I’obtention compléte
du fondu dans le rhéométre a partir du produit. Avec: n* = K.w" %, G’ = L.o™ et G’ = P. w"

Matériau K [Pa.s"] n L [Pa.s™] m P [Pa.s'] r
Z20Gly200le 397 0,86 110 0,94 412 0,82
Z20Gly20Lau 2774 0,61 1447 0,66 2320 0,61

Les figures V.4-a et -b permettent d’observer 1’évolution de la tangente de 1’angle de perte
(tand) a différentes fréquences. Pour la formulation combinant le glycérol et I’acide oléique, on
observe une diminution jusqu’a des valeurs proches de 1 aprés environ 40 min. Toutefois, on
n’observe pas de croisement clair des courbes de tan d, permettant de définir un point de gel comme
pour la formulation de référence Z20Gly. Pour la formulation contenant de I’acide laurique, la
diminution de tand est plus lente et sa valeur reste supérieure a 1, excepté pour la fréquence la plus
¢levée. Cela suggérerait un ralentissement de 1’agrégation pour ce plastifiant combiné au glycérol,
mais ’augmentation trés importante de la viscosité (Fig. V.4-c et -d), liée a I’exsudation massive des

plastifiants pour ce type de formulations limite fortement 1’intérét de la co-plastification.
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Figure V.4. Evolutions des facteurs d’amortissement, tand, pendant le plateau a T=130°C: a 0,628 rad.s™ (-+-),
0,922 rad.s™ (-m-), 1,354 rad.s™ (- A-), 6,280 rad.s™ (-+-), 62,832 rad.s™ (- A-), 291,640 rad.s™ (-e-) et 628,319
rad.s-1 (-=-). Résultats obtenus pour des compaositions a base de zéine plastifiée par 20% glycérol et 20% acide
gras (acide oléique, ou acide laurique) : Z20Gly200le (a-) et Z20Gly20Lau (b-). Evolutions pour une fréquence
constante (6,280 rad.s™) pendant le plateau & T=130°C: des modules G’ et G”, ainsi que du module de viscosité
complexe : Z20Gly200le (c-) et Z20Gly20Lau (d-)

V.1.1.2. Evolution de la structure moléculaire des matériaux fondus

Aprés 40 minutes a 130 °C, I’analyse en SDS-PAGE des deux formulations de zéine co-
plastifiées par le glycérol et un acide gras montre la présence de bandes de hautes masses moléculaires
sur les électrophorégrammes (> 116 kDa sur les pistes B et C, Fig.V.5-a). Ceci suggére une
réticulation par création de ponts disulfure survenue pendant la mesure en rhéologie dynamique. Les
bandes typiques de « monomeres » de zéines-a sont obtenues sur les gels, entre 20 et 25kDa, celles de
« dimeres » vers 45 kDa et traces de « tétrameres » vers 100 kDa (cf. Chapitre 111, §111.2.3.3).

Dans les deux cas, I’ajout d’un composé réducteur (B-mercaptoéthanol) entraine une
disparition de ces bandes sur les électrophorégrammes (pistes C et D, Fig.V.5-b), que I’on peut
interpréter par la réduction des liaisons S-S en groupements sulfhydriles.

Comme pour la formulation de référence, Z20Gly, I’accroissement des viscosités des fondus
contenant les acides gras lors de leur sé¢jour a haute température s’explique donc par 1’agrégation

thermique de la zéine, notamment par des réticulations covalentes de type ponts disulfure.
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Figure V.5. Electrophorégrammes obtenus en SDS-PAGE, en conditions normales, sans ajout de composé
chimique réducteur (a-) :

Piste A : Marqueurs de masses moléculaires,

B : Z20Gly200le aprés 40 min en rhéomeétre oscillatoire a T=130°C (idem temps gel Z20Gly, cf. Chapitre I11),
C : Z20Gly20Lau aprés 40 min en rhéométre oscillatoire a T=130°C.

Résultats obtenus en SDS-PAGE en conditions réductrices, avec 3% de B-mercaptoéthanol (b-) :

A : Marqueurs de masses moléculaires,

B : Marqueurs de masses moléculaires-répétition/vérification dépdt et migration (idem piste A),

C : Z20Gly200le apres 40 min en rhéomeétre oscillatoire a T=130°C,

D : Z20Gly20Lau aprés 40 minutes en rhéomeétre oscillatoire a T=130°C.

Il apparait donc clairement que la combinaison des deux types de plastifiants, amphiphile
(acides gras) et polaire (glycérol) ne permet pas de supprimer I’agrégation de la zéine et ’apparition
du phénomene de gélification. Par ailleurs, nous avons observé un phénomene d’exsudation,

probablement d{ au taux de plastifiant global de 40 % utilisé.

V.1.2. Ajout d’un composé chimique réducteur, ou dénaturant

D’apreés les résultats obtenus au chapitre 111, I’agrégation de la zéine fait intervenir :

- d’une part, des liaisons covalentes avec la formation de ponts disulfure (S-S). Afin de limiter
cette réaction nous avons ajouté a la formulation Z20Gly du sulfite de sodium. Une approche similaire
a été décrite dans la littérature pour bénéficier de 1’effet réducteur seul du sulfite de sodium et ainsi
limiter la réticulation de la kératine lors de traitements thermomécaniques (Barone et al., 2006). La
quantité de sulfite de sodium ajoutée (1%) est ici environ 2 fois la quantité nécessaire pour réduire les
liaisons S-S possibles a partir des résidus cystéine de la structure primaire de la zéine, qui représentent
environ 0,8 a 1 % des acides aminés de la séquence des zéines-o (Shukla et Cheryan, 2001). La
cystéine et I’ion cystéine-S-sulfonate sont formés par réaction des sulfites avec la cystéine (radical
noté « R ») :

RS-SR+S0;” 5 RS + RS-SO* (Eq. V.1)
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- d’autre part, des interactions non-covalentes. Pour les limiter, nous avons ajouté un tensio-
actif (SDS). Cette approche est décrite dans la littérature, en particulier dans le cas de la zéine (Sessa
et al., 2006).

V.1.2.1. Comportement rhéologique en micro-mélangeur bi-vis et structure moléculaire des extrudés
obtenus

L’évolution des viscosités apparentes déterminées lors d’essais en recirculation dans le micro-
mélangeur bi-vis a 130 °C montre un effet retard lors de ’ajout de SDS et de sulfite (Fig. V.6) sur
I’augmentation de la viscosité des fondus. L.’agrégation thermique est donc retardée, mais pas arrétée.
Des résultats équivalents ont été obtenus dans le cas du SDS seul ajouté a la zéine lors d’essais en

mélangeurs internes (Sessa et al., 2006).
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Figure V.6. Evolution de la viscosité apparente de fondus en micro-mélangeur bi-vis a 130°C pour des
compositions a base de zéine plastifiée par 20% de glycérol -Z20Gly-, en présence d’un tensio-actif (SDS) ou
d’un agent réducteur (Sulfite). Notations: Z20Gly(-0-), Z20GlylSulfite(-A-), Z20Gly2,5SDS (-e-) et
Z20Gly2,5SDS1Sulfite(-x-)

Une caractérisation par électrophorése SDS-PAGE est réalisée pour suivre 1’évolution
structurale aprés différents traitements thermomécaniques. Une extrusion pour un temps court (de
I’ordre de 1 min) a 130 °C donne un matériau ne présentant pas d’évolution structurale (absence de
bandes aux hautes masses moléculaires, piste B, Fig. V.7-a). Les bandes typiques de « monomeres »
de zéines-o sont obtenues entre 20 et 25kDa, de « diméres » vers 45 kDa et de faibles traces de
« tétrameres » vers 100 kDa (cf. Chapitre 111, §111.2.3.3). Mais, aprés 5 ou 10 minutes de recirculation
en micro-mélangeur a 130°C, des structures réticulées (bandes aux hautes masses moléculaires, > 120
kDa) apparaissent avec une intensité croissante avec le temps (pistes C et D, Fig. V.7-a ; Tableau V.2).

En présence de réducteur (sulfite de sodium) pour des temps de recirculation longs (> 10 min),
les électrophorégrammes ne mettent pas de réticulation en évidence, alors que les propriétés
rhéologiques évoluent vers une viscosité apparente importante au cours de la recirculation (piste E,
Fig. V.7-a).
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L’ajout d’un tensio-actif seul (SDS) ne limite pas 1’agrégation de fagon aussi importante que
I’ajout du composé réducteur, avec 1’apparition de bandes de hautes masses moléculaires sur le gel
(piste F, Fig. V.7-a). L’ajout combiné du tensio-actif et du réducteur, conduisant a une augmentation
retardée de viscosité apparente en micro-mélangeur bi-vis, donne un matériau non réticulé sans bande
aux hautes masses moléculaires (piste G, Fig. V.7-a).

A 120°C, comme a 130 °C, sans recirculation, la structure de la zéine plastifiée par 20% de
glycérol ne présente pas de réticulation pour des temps courts d’extrusion, en accord avec les résultats
obtenus en rhéologie dynamique au chapitre Il : le temps de gel est lié a la température d’obtention de
la z&ine plastifiée par le glycérol (piste H, Fig. V.7-a).

Pour I’ensemble de ces matériaux 1’ajout de f-mercaptoéthanol lors de I’analyse SDS-PAGE
entraine la suppression des bandes de plus hautes masses moléculaires par I’effet de la réduction
chimique entrainant la rupture des agrégats protéiques (Fig. V.7-b). Méme si elles sont en nombre
réduit pour la zéine, par rapport a d’autres protéines végétales, les liaisons de type ponts disulfure
générées pendant le traitement thermomécanique sont donc importantes pour le maintien des structures
réticulées. Elles constituent trés probablement la principale cause de l’augmentation de viscosité
observée et donc la limite la plus forte a la mise en ceuvre de la zéine a 1’état fondu.

Un tableau récapitulatif présente les résultats obtenus concernant les matériaux a base de
z€ine, leurs propriétés rhéologiques en écoulement et leur évolution structurale a 1’état fondu (Tableau
V.2).

Tableau V.2. Structure et propriétés rhéologiques en écoulement de matériaux a base de zéine: température de
transition vitreuse, T, ,déterminee par AED (3°C.min™) : propriétés déterminées en micro-mélangeur bi-vis a
130°C (50rpm, ¥=65"): EMS1omin , I'EMS mesurée aprés 10min de recirculation et NappMax, 18 Viscosité apparente
en fin de recirculation (au plateau atteint a viscosité maximale); évolutions structurales déterminées par SDS-
PAGE en conditions normales : sur les filaments extrudés sans recirculation dans le micro-mélangeur et apres
recirculation jusqu’au plateau a viscosité maximale (1appmax)

Mateériau et température Ty EMSiomin TappMax Evolution Evolution structurale
d’extrusion en micro- structurale sans apres recirculation
mélangeur bi-vis [°C] 0.9 [kPa.s] recirculation

Z20Gly 130°C 42 87 (£6) 6,4 (x0,4) Absence Traces aux hautes masses
moléculaires : réticulation

Z20Gly 120°C sans 42 - - Absence -

recirculation

Z20Gly1Sulfite 130°C 41 97 (5) 6,7 (£0,1) - Absence

Z20Gly2,5SDS 130°C 42 78 (£5) 7,5 (x0,3) - Traces aux hautes masses

moléculaires : réticulation

Z20Gly2,5SDS1Sulfite 42 73(x4)  63(20.2) - Absence
130°C

“N.B. : Quel que soit le matériau extrudé, son temps ou sa température de traitement thermomécanique, aucune
réticulation n’est visible par SDS-PAGE en conditions réductrices
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Figure V.7. Caractérisation par SDS-PAGE de matériaux extrudés en micro-mélangeur bi-vis a base de zéine
plastifiée par le glycérol, en présence d’un tensio-actif (SDS) ou d’un composé réducteur (Sulfite).
Electrophorése en conditions normales (a-)

A : Marqueur de masses moléculaires,

B : Z20Gly_EBV a 130°C,
C:Z20Gly_EBV_10min a 130°C,

D : Z20Gly_EBV_5min a 130°C,

E : Z20Gly1Sulfite_EBV_12min a 130°C,
F: Z20Gly2,55DS_EBV_13min a 130°C,
G : Z20Gly2,55DS1Sulfite_ EBV_14min a 130°C,
H: Z20Gly_EBV a 120°C,

I : Marqueur de masses moléculaires (idem marqueurs déposeés sur la piste A).
Electrophorése en conditions réductrices, avec ajout de 3% de 3-mercaptoéthanol (b-) :
A : Marqueur de masses moléculaires,

B : Marqueur de masses moléculaires (idem marqueurs déposés sur la piste A),

C: Z20Gly_EBV a 130°C,

D : Z20Gly_EBV_10min & 130°C,

E : Z20Gly_EBV_5min a 130°C,

F : Z20Gly1Sulfite_EBV_12min & 130°C,

G : Z20Gly2,55DS_EBV_13min a 130°C,

H : Z20Gly2,5SDS1Sulfite_EBV_14min a 130°C,

| : Z20Gly_EBV a 120°C.

V.1.2.2. Comportement viscoélastique des fondus et agrégation thermique

Les propriétés des fondus de I’ensemble des matériaux a base de zéine plastifiée par 20% de
glycérol ont été mesurées par théométrie oscillatoire. L’ajout de SDS donne une viscosité trés faible a
130°C (de I’ordre de 1 kPa.s ; Z20Gly2,5SDS, Fig. V.8-a) et le point de gel apparait plus tardivement
qu’avec le glycérol seul (tand = 1 apres tizp.c = 3000s ; Fig. V.8-b). Par I’ajout de sulfite de sodium a
cette composition, des viscosités faibles sont aussi obtenues, mais avec un point de gel apparaissant
pour des temps plus courts (1500 s a 2000 s aprés le début du plateau & T = 130 °C;
Z20Gly2,5SDS1Sulfite, Fig.V.8-b). Le sulfite de sodium ajouté seul a la zéine plastifiée par le
glycérol (Z20Gly1Sulfite) donne un temps de gel intermédiaire (tand = 1 apres tizp-c =~ 2000-2500s ;
Fig. V.8-b). Il semble donc que lors des mesures en rhéométre oscillatoire, en 1’absence de
cisaillement important tel que ¢’était le cas en micro-mélangeur bi-vis, I’accessibilité des sulfites aux

protéines agrégées soit empéchée.
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Ces résultats sont confirmés lors de balayages en fréquence, ou les temps les plus longs pour
I’obtention d’un point de gel sont mesurés pour la composition avec le tensio-actif seulement ajouté a
la zéine plastifiée (tus-1 = 2600 s ; Z20Gly2,5SDS, Fig. V.9-a). L’effet d’affaiblissement sur la
viscosité des fondus est aussi le plus remarquable avec K augmentant de 2007 Pa.s”® a 1’obtention des
fondus jusqu’a 9698 Pa.s**" au point de gel (Fig.V.9-d et Tableau V.3).

Un temps de gel intermédiaire est obtenu pour le sulfite de sodium ajouté seul (tiqs-1 = 1500-
2000 s ; Z20Gly1Sulfite, Fig. 9-b) et apparemment faible, mais plus difficile a déterminer, pour la
composition ou SDS et sulfite sont ajoutés (Fig. 9-c).

Pour I’ensemble des matériaux testés, on mesure des évolutions paralléles des modules de
stockage, G', et de perte, G”, avec des exposants m et r proches dés 1’obtention de 1’état fondu a 130°C
puis aux temps plus longs, a leurs points de gel respectifs (Tableau V.3). Ce résultat est semblable a
ceux obtenus avec le glycérol comme plastifiant seul (cf. Chapitre 111, §111.2.2). Ils sont typiques d’un
comportement viscoélastique d’un polymeére partiellement agrégé-réticulé a 1’état fondu, comme dans
le cas de la plastification de la z&ine avec I’eau seule (Madeka et Kokini, 1996).

De la méme fagon qu’avec Z20Gly (cf. Chapitre 111, §111.2.2), on ne retrouve pas une pente 2
fois plus importante pour I’évolution du G’ par rapport a celle du G” en fonction de la fréquence (m =
2.r ; Tableau V.3), tel que ce serait le cas pour un polymere non réticulé (comportement Maxwellien
d’un polymére fondu enchevétré non réticulé; Al-Hadithi et al., 1992 ; Madeka et Kokini, 1996).
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Figure V.8. Evolution a fréquence constante (o, = 10,47 rad.s™) lors du maintien & 130°C de la viscosité (a-) et
du facteur d’amortissement (b-) de compositions & base de zéine plastifiée par 20% de glycérol -Z20Gly-, en
présence d’un tensio-actif (SDS), ou d’un agent réducteur (Sulfite). Notations : Z20Gly (-0-), Z20Gly1Sulfite (-

A-), Z20Gly2,5SDS (

) et Z20Gly2,5SDS1Sulfite (-+-)
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Figure V.9. Evolutions des facteurs d’amortissement, tand, pendant le plateau a T=130°C: a 0,628 rad.st (-+-),
0,922 rad.s™ (-m-), 1,354 rad.s™ (- A-), 6,280 rad.s™ (-¢-), 62,832 rad.s™ (- A-), 291,640 rad.s™ (-e-) et 628,319
rad.s-1 (-m-). Résultats obtenus pour des compositions & base de zéine plastifiée par 20% glycerol en présence
d’un tensio-actif (Z20Gly2,5SDS, a-), d’un composé réducteur (Z20GlylSulfite, b-) et des deux
(Z20Gly2,5SDS1Sulfite, c-). Evolutions des modules des viscosités complexes | en rhéologie dynamique a
I’obtention compléte des fondus dans le rhéomeétre a 130°C (d-). Notations: Z20GlylSulfite (-A-),
Z20Gly2,5SDS (-o-) et Z20Gly2,5SDS1Sulfite (-x-)

Tableau V.3. Propriétés rhéologiques déterminées sur les fondus & base de zéine a 130°C plastifiée par le
glycérol avec un composé réducteur et/ou un tensio-actif : au minimum de viscosité a ’obtention compléte du
fondu dans le rhéométre & partir du produit pulvérulent (*) et au point de gel & T=130°C (7). Avec: n* =
Ko, G =Low"etG”" =P.w"

Matériau K n L m P r
[Pa.s"] [Pa.s™ [Pa.s]
Z20Gly1Sulfite” 3646 062 1827 067 3198 0,59
Z20Gly1Sulfite™ 22658 0,44 17929 0,43 13905 0,45
Z20Gly2,55DS" 2007 0,64 891 070 1832 0,61
Z20Gly2,5SDS™ 9698 051 7091 051 6760 0,51

Z20Gly2,5SDS1sulfite” 3207 0,61 1701 0,64 2630 0,62
Z20Gly2,5SDS1sulfite™ 12289 0,46 11900 041 6508 0,52

Un agent dénaturant tensio-actif, tel que le SDS, pourrait donc étre envisagé comme auxiliaire
technologique favorisant 1’ouvrabilité de la zéine en ralentissant son agrégation. Par contre, I’ajout de

sulfite ne semble avoir un effet supplémentaire a celui du SDS qu’en écoulement, lors de I’extrusion
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de la zéine. Leur effet n’est que partiel sur 1’agrégation thermique sans champs de cisaillement
important, tel qu’en rhéométre oscillatoire. La synergie escomptée entre agent dénaturant et composé
réducteur n’est pas obtenue, probablement du fait de 1’absence d’accessibilité aux sites réactionnels,
tel que cela a été rapporté dans la littérature lors de la thermoplastification de la kératine en présence
de sulfite de sodium comme additif réducteur (Barone et al., 2006 ; Shi et Dumont, 2014).

V.2. Plastification de la zéine par des liquides ioniques

Comme nous 1’indiquions au chapitre I, la plastification de la z€ine par des liquides ioniques a
trés peu été étudiée. Seule sa plastification par un liquide ionique commercial [1-butyl-3-
méthylimidazolium][Chlorure] a été étudiée dans notre laboratoire avec la mise en évidence d’un effet
plastifiant plus marqué qu’avec le glycérol. Par ailleurs, I’intérét de ce type de plastifiant est d’étre tres
peu volatil, comparé au glycérol.

Nous avons souhaité tester différentes combinaisons d’ions avec :

- Deux liquides ioniques commerciaux a base de cations immidazolium: [1-Allyl-3-
Méthylimidazolium][Chlorure]) et [1-Ethyl-3-Méthylimidazolium][Acétate]. Le choix de comparer
I’impact des ions chlorure et acétate vient du fait que 1’acide acétique est connu pour étre un solvant
tres efficace de la zéine, limitant son agrégation (Li et al., 2012 ; Hu et al., 2013)

- Deux liquides ioniques synthétisés a fagon : Un liquide ionique produit au laboratoire
[Cholinium][Acétate], combinant des anions acétates a un cation moins toxique que les immidazolium.
Les ions cholinium sont en effet issus du chlorure de choline, un nutriment essentiel de la classe des
vitamines B. L’autre liquide ionique nous a ¢été fourni par le laboratoire UTINAM :
[Lidocainum][Ibuprofénate] (liquide ionique avec un effet thérapeutique double, la lidocaine étant un
anesthésique local et I’ibuproféne un anti-inflammatoire non stéroidien ; Wang et al., 2014). Ce
liquide ionique pharmaceutique a déja été utilisé pour plastifier des polymeres tels que le PLLA
(Jouannin et al., 2014). Ce travail avait montré une grande affinité du plastifiant ionique avec la
matrice polymére et un effet sur le relargage de ces composés lorsque le matériau était placé en
conditions physiologiques. Nous étudierons donc a la fois son influence sur le comportement de la

z€ine a 1’état fondu, puis son relargage.

V.2.1. Propriétés thermomécaniques et comportements rhéologiques
V.2.1.1. Stabilité thermique et extrusion en micro-mélangeur

Comme indiqué plus haut, un des avantages potentiels des liquides ioniques sur le glycérol est
d’étre tres peu volatil, ce qui permettrait d’augmenter la température maximale de mise en ceuvre de la

zéine plastifiée. Toutefois, il est aussi nécessaire de prendre en compte la stabilité thermique.
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La caractérisation par thermogravimétrie des liquides ioniques seuls met en évidence plusieurs
pertes de masse (Fig. V.10-a). Les liquides ioniques contenant des ions acétates, fortement
hydrophiles, présentent une premicre perte de masse vers 100 °C due a la présence d’eau.

Les pertes de masse intervenant a des températures supérieures correspondent a la dégradation
thermique. Les liquides ioniques commerciaux a base d’ion immidazolium sont les plus stables avec
des tempeératures de décomposition supérieures a 250°C. Le [Cholinium][Acétate] et le
[Lidocainum][Ibuprofénate] sont beaucoup plus thermosensibles, avec une dégradation vers 150-
200°C. Cette gamme de température correspond a 1’évaporation du glycérol (Fig. V.10-a). Ces deux
liquides ioniques ne permettront donc pas d’augmenter la température de mise en ceuvre de la zéine.
Néanmoins, un traitement thermomécanique de courte durée (i.e., extrusion sans recirculation en
micro-mélangeur) peut étre envisagé, le mélange avec le biopolymere pouvant aussi jouer un effet
protecteur en température (Fig. V.10-b).

100 | =
90 \

80 -

a_

60

Masse [%]

50

40 -

20 T e e

0 50 100 150 200 250 300 350
Température [°C]

100 | -
90

80 -+

60 -

Masse [%]

50 -
40

20 NI i o R B
0 50 100 150 200 250 300 350 400
Température [°C]
Figure V.10. Suivi par thermogravimétrie des liquides ioniques et du glycérol seuls (a-) et des mélanges a base
de zéine plastifiés par D’ajout de 20% de ces mémes composés (b-). Notations: Glycérol (-0-),
[Lidocainum][Ibuprofénate] (-x-), [Cholinium][Acétate] (-*-), [1-Allyl-3-méthylimidazolium][Chlorure] (-e-),
[1-Ethyl-3-méthylimidazolium] [Acétate] (-+-) et z&éine commerciale brute seule (==, présentée en b- seulement)
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L’extrusion directe de filaments a base de zéine en présence de liquides ioniques (20%) donne
des valeurs de couple basses ne dépassant pas la limite inférieure détectable de I’ordre de 1 a 2 N.cm
et assez similaires de celles mesurées avec le glycérol (cf. Chapitre 11, §111.2.1). Mais, lors de la
recirculation des fondus dans micro-mélangeur a 130°C, on peut comparer 1’effet fluidifiant qui
décroit depuis celui de [Lidocainum][Ibuprofénate] (montée plus rapide de la viscosité apparente
qu’avec le glycérol, a 9 kPa.s en moins de 5 min), puis de [1-Allyl-3-méthylimidazolium] [Chlorure]
et de [Cholinium][Acétate] et enfin de [1-Ethyl-3-méthylimidazolium][Acétate] qui limite au mieux
I’augmentation de viscosité des fondus (Fig.V.11). L’agrégation thermique de la protéine se produit
plus tard dans ce cas qu’avec la zéine plastifiée par le glycérol (= 10 min a 130°C ; cf. Chapitre IlI,
8l11.2.1).
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Figure V.11. Evolutions de la viscosité apparente pendant la recirculation en micro-mélangeur bi-vis (50 rpm,
130 °C) pour I’obtention de filaments extrudés (Dsameni2mMm) & base de zéine avec 20% de plastifiant ajouté.
Notations selon le plastifiant : Glycérol (-0-), [Lidocainum][Ibuprofénate] (-x-), [Cholinium][Acétate] (-*-), [1-
Allyl-3-méthylimidazolium][Chlorure] (-e-) et [1-Ethyl-3-méthylimidazolium][Acétate] (-+-)

V.2.1.2. Structure moléculaire

Les résultats obtenus en diffraction des rayons-X aux grands angles (WAXS) montrent un
caractére semi-cristallin du liquide ionique [Cholinium][Acétate] (Fig. V.12-a). Ce liquide ionique
présente en effet une température de fusion de 50°C (Colomines et al., 2016). Une fois mélangé a 20%
de la masse de zéine pulvérulente, puis extrudé, on retrouve essentiellement les deux distances
typiques, a 4,5A et 9,5 A d’aprés la loi de Bragg, correspondant respectivement aux squelettes en
hélices-a de la zéine et aux arrangements inter-hélices pour une structure globalement amorphe
retrouvée apres extrusion (Fig. V.12-b) (Wang et al., 2005 ; Oliviero et al., 2010). La structure
cristalline de 1’acétate de choline n’est alors plus visible sur les diffractogrammes des extrudés.
L’ensemble de ces matériaux a base de zéine plastifiée par les liquides ioniques présente donc une

organisation amorphe.
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Figure V.12. Diffractogrammes en rayons X aux grand angles (WAXS) : glycérol seul et les liquides ioniques
seuls exprimés en angle (260) (a-) et en distance pour les filaments extrudés a base de zéine avec 20% de ces
plastifiants ajoutés (b-). Notations : Glycérol (-0-), [Lidocainum][lbuprofénate] (-x-), [Cholinium][Acétate] (

), [1-Allyl-3-méthylimidazolium][Chlorure] (-e-) et [1-Ethyl-3-méthylimidazolium] [Acétate] (-+-)

V.2.1.3. Propriétés thermiques et thermomécaniques

Les propriétés thermomécaniques des filaments extrudés a 130°C sans recirculation avec le

micro-mélangeur bi-vis sont présentées avec celles du matériau a base de zéine plastifiée par 20% de

glycérol (Fig.V.13). L’ensemble des matériaux a été stocké a humidité contrélée HR = 59 % a 20 °C

avant ces essais. Leurs teneurs en eau sont différentes selon le plastifiant ajouté, ainsi que leurs

températures de relaxation mécanique principale, T,, déterminée en ATMD et de transition vitreuse,
T, (Fig.V.13), en AED (Tableau V.4).
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Tableau V.4. Propriétés thermomécaniques de filaments extrudés a base de zéine (en micro-mélangeur bi-vis, a
130°C, sans recirculation de matiére) et pour la zéine commerciale brute, aprés stockage a 20°C en humidité
controlée HR=59%

Matériau Teneureneau [%, mt]  T4[°C] T,[°C]
Zéine commerciale brute 4,2 85 -
Z20Gly EBV 6,6 42 55
Z20ACH_EBV 11,1 42 63
Z20LID_EBV 3,0 56 80
Z20AMIM_EBV 6,1 15 49
Z20EMIM_EBV 7,5 12 44

Les évolutions du module élastique et du facteur d’amortissement, tand, des matériaux sont
liees au plastifiant, liquide ionique ou glycérol et a leur hygroscopie (Tableau V.4). Pour la zéine
extrudée avec 20% glycérol, le module élastique est de ’ordre de E' = 1 GPa a ’ambiante, puis E’ <
1MPa a T = T,+50°C). Un résultat est proche dans le cas de [Cholinium][Acétate] ajouté, mais sa
thermostabilité peut remettre en cause son utilisation et son hygroscopie importante peut expliquer un
module et une T, faibles comme c’est le cas. Le matériau a base de zéine plastifiée par
[Lidocainum][Ibuprofénate] présente un module E’ supérieur, du fait d’une trés faible hygroscopie et
d’un pouvoir moindre de ce LI pour plastifier la zéine, tel que mesuré par I’évolution de viscosité en
recirculation. Sa relaxation mécanique principale a aussi lieu a des températures plus élevées, de
Iordre de T, =~ 80°C. Pour les matériaux a base de =zéine plastifiée par [1-Allyl-3-
méthylimidazolium][Chlorure] et [1-Ethyl-3-méthylimidazolium][Acétate], leur effet plastifiant évalué
en recirculation (Fig.V.11 ; surtout pour le dernier) et leur forte hygroscopie conduisent a des modules
plus faibles (E’ de I’ordre de 0,5 GPa a ’ambiante) et des relaxations mécaniques principales a des
températures plus faibles, de I’ordre de T, = 45 °C (Fig. V.13). Ces matériaux trés plastifiés par les
liquides ioniques qu’ils contiennent sont souples a I’ambiante, contrairement a 1’ensemble des

matériaux présentés dans cette étude.
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Figure V.13. Résultats obtenus en Analyse Thermo-Mécanique Dynamique (3°C/min) pour les filaments
extrudés a base de zéine avec 20% de plastifiant ajouté. Modules de stockage (E’, [Pa]) présentés en traits pleins
et facteurs d’amortissement (tand, [-]) avec des symboles «triangles ». Notations: Z20Gly_EBV (=),
Z20LID_EBV (=), Z20ACH_EBV (~), Z20AMIM_EBYV (=) et Z20EMIM_EBV (—)
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Le liquide ionique [Lid][lbu] présente une transition vitreuse seule (Fig.V.14-a). Elle est
évaluée a Ty iguoy = -30 °C, ce qui est proche de celle présentée dans la littérature (Jouannin et al.,
2014). 1l est bien liquide & température ambiante, contrairement au [Cholinium][Acétate] qui est semi-
cristallin (endotherme a T,, = 50 °C, visible sur Fig. V.14-a). Une fois mélangé a la zéine, la
température de transition vitreuse est inférieure & celle de cette protéine commerciale brute
(Tg_zéine_srute = 80 °C aprés stockage a HR = 59%, 20°C ; Fig. V.14-b), montrant I’effet plastifiant de
ces composés comme celui du glycérol (Tq zcly = 42 °C), avec Tgzoach = 41,6 °C pour 20% de
[Cholinium][Acétate] ajouté a la z€ine et Ty 72010~ 56,3°C pour 20% de [Lidocainum][Ibuprofénate].
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Figure V.14. Résultats obtenus en Analyse Enthalpique Différentielle (AED, 3°C.min™) avec les liquides
ioniques seuls (a-) et des mélanges a base de zéine plastifiés par I’ajout de 20% de ces composés. Notations en
fonction des plastifiants: Glycérol (-0-), [Lidocainum][lbuprofénate] (-x-), [Cholinium][Acétate] (-*-), [1-Allyl-
3-méthylimidazolium][Chlorure] (-e-) et [1-Ethyl-3-méthylimidazolium] [Acétate] (-+-) et zéine commerciale
brute seule (=, présentée en b- seulement). Tangentes en pointillés (---) pour la détermination des transitions
vitreuses et fleches verticales (|) pour les fusions

Les transitions  vitreuses de zéine plastifiée par 20% de [1-Allyl-3-

méthylimidazolium][Chlorure] (amorphe sur I’ensemble de la gamme de température suivie en AED)
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ou de [1-Ethyl-3-méthylimidazolium][Acétate] (semi-cristallin, avec T~ -8 °C, visible sur Fig. V.14-
a) sont de ’ordre de Ty = 15 et 12°C, respectivement.

Ces résultats semblent en accord avec ceux obtenus en ATMD concernant le classement des
températures de relaxation mécanique principale liées a la transition vitreuse de ces matériaux
(Tableau V.4).

V.2.2. Evolution des propriétés rhéologiques et de la structure moléculaire des matériaux
V.2.2.1. Viscoélasticité des fondus

Le comportement viscoélastique des filaments extrudés & base de zéine plastifiée par des
liquides ioniques est étudié dans le cas de celui qui est le plus efficace comme plastifiant, le [1-Ethyl-
3-méthylimidazolium][Acétate] et pour les deux présentant un effet thérapeutique potentiel, le
[Lidocainum][lbuprofénate] et le [Cholinium][Acétate].

Le comportement viscoelastique de la zéine plastifiée en micro-mélangeur (tsour~ 1 min a 130
°C) par [1-Ethyl-3-méthylimidazolium][Acétate] est caractérisé a 130°C dans le rhéométre oscillatoire
La viscosité augmente avec le temps a haute température mais a des valeurs beaucoup plus faibles
(200 Pa.s, pour t < 2 min) que lorsqu’il s’agit du glycérol (cf. Chapitre 11, §111.2.2) et des évolutions
paralléles des modules G' et G"” sont observées (sans croisement, contrairement au glycérol apres

guelques minutes a 130°C) (Fig.V.15).
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Figure V.15. Propriétés rhéologiques du matériau extrudé a 130°C sous forme de filament Z20EMIM_EBV
(9=2mm), caractérisé¢ en rhéométre oscillatoire préchauffé a 130°C. Mesure a fréquence constante, v=1,6Hz.
Notations : G' (-4-, [Pa]), G" (- A-, [Pa]) et [n*| (-m-, [Pa.s])

Le méme essai de caractérisation du comportement viscoélastique des fondus a base de zéine,
aprés leur plastification en micro-mélangeur a 130°C et obtention de filaments extrudés, est réalisé
dans le cas de I’ajout des liquides ioniques d’intérét thérapeutique. Ils ne présentent pas d’évolution
vers un croisement des modules G’ et G”, tel que cela est obtenu avec le matériau plastifié par le
glycérol (cf. Chapitre I1l, §111.2.2), mais leur viscosité est plus €levée et augmente avec le temps de

séjour & 130°C (> 1kPa.s apres 2 min ; Fig. V.16).
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Les liquides ioniques limiteraient donc ’apparition du point de gel au sein des fondus, méme
pour des temps de séjour élevés, mais leur viscosité reste élevée par rapport a celle de la zéine
plastifiée dans les mémes conditions avec le glycérol. Une complémentarité d’utilisation de ce

plastifiant polaire et de liquides ioniques pourrait étre envisagée sur la base de ces résultats.
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Figure V.16. Propriétés rhéologiques des matériaux extrudés a 130°C sous forme de filament (3=2mm):
Z20LID_EBV (a-) et Z20ACH_EBV (b-), placés en rhéométre oscillatoire préchauffé & 130°C. Mesure a
fréquence constante, v=1,6Hz. Notations : G' (-¢-, [Pa]), G" (- A -, [Pa]) et n*| (-m-, [Pa.s])

V.2.2.2. Structure moléculaire

Il est important de déterminer la structure moléculaire des matériaux a base de zéine plastifiée
par les liquides ioniques d’intérét thérapeutique, [Lidocainum][Ibuprofénate] et [Cholinium][Acétate]
(Fig. V.17). Apres extrusion directe en micro-mélangeur bi-vis, ces matériaux ne présentent pas une
importante réticulation, mais des traces sont visibles pour des masses moléculaires élevées (> 120
kDa) pour [Cholinium][acétate] (Fig.V.17 -a, piste B) et une absence de réticulation pour
[Lidocainum][Ibuprofénate] (Fig. V.17-a, piste D ; Tableau V.5).

Dans le cas de [Cholinium][acétate], on constate ’apparition d’une trés 1égére bande proche
de 19 - 20 kDa visible aux temps longs (15 min recirculation ; Fig.V.17 -a, piste C), absente dans le

cas de la plastification de la zéine par [Lidocainum][lbuprofénate] dont la réticulation se traduit par
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I’apparition rapide de traces aux plus hautes masses moléculaires lors des recirculations (Fig. V.17-a,
piste E).

Pour I’ensemble des pistes, des bandes typiques de la zéine commerciale sont retrouvées,
notamment vers 20 - 25 kDa (« monomeres » de zéines-a), 45 kDa (« diméres ») et 100 kDa environ

(« tétrameres »).

a- b-
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Figure V.17. Electrophorégrammes obtenus en SDS-PAGE pour les matériaux extrudés & base de zéine
plastifiée par des liquides ioniques d’intérét thérapeutique pour différentes conditions de traitement
thermomécanique en micro-mélangeur bi-vis & 130°C. Electrophorése en conditions normales, sans agent
réducteur ajouté aux solutions deposées sur le gel (a-)

: Marqueurs de masses moléculaires,

: Z20ACH_EBV,

: Z20ACH_EBV_15min,

: Z20LID_EBV,

: Z20LID_EBV_5min,

: Marqueurs de masses moléculaires.

Electrophorése en conditions réductrices, avec ajout de 3% de B-mercaptoéthanol aux solutions avant leur dépot
sur le gel (b-) :

: Marqueurs de masses moléculaires,

: Marqueurs de masses moléculaires (répétition pour vérification migration),

: Z20ACH_EBV,

: Z20ACH_EBV_15min,

1 Z20LID_EBYV,

: Z20LID_EBV_5min.

mTmoOOwW>

Mmoo w>

L’ajout d’un composé réducteur aux solutions avant leur dépot sur le gel de polyacrylamide
entraine la disparition compléte des traces visibles aux hautes masses moléculaires, mettant ainsi en

évidence une oxydation thermique pendant 1’extrusion, ici peu marquée (Fig. V.17-b).
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Tableau V.5. Structure et propriétés de matériaux extrudés a base de zéine plastifiée par des liquides ioniques,
notamment d’intérét thérapeutique (ACH et LID): température de transition vitreuse déterminée par AED
(3°C.min™) ; propriétés déterminées en micro-mélangeur bi-vis & 130°C (50rpm, y=6s"): EMS;omin, 'EMS
mesurée apres 10min de recirculation et nappmax, 12 Viscosité apparente en fin de recirculation (au plateau atteint a
viscosité maximale) ; évolutions structurales déterminées par SDS-PAGE en conditions normales : sur les
filaments extrudés sans recirculation dans le micro-mélangeur et aprés recirculation jusqu’au plateau a viscosité

maximale (Mappmax)

Matériau extrudé en Ty EMS;0min TappMax Evolution Evolution
micro-mélangeur bi-vis a structurale sans structurale aprés
130°C [°C] 9.9 [kPa.s] recirculation recirculation”
Z20ACH 42 82 (x4) 6,0 (x0,2) Faibles traces aux - Trés faibles
(blocage hautes masses traces aux hautes
415 min moléculaires masses
recirculation) moléculaires
- Bande présente
vers 19-20kDa
Z20LID 56 (blocage apres 8,3 (x0,8) Absence Tres faibles traces
5 min (blocage & 5 min aux hautes masses
recirculation) recirculation) moléculaires
Z20AMIM 12 36 (£3) 7,9 (x0,9) - Traces aux hautes
masses
moléculaires
Z20EMIM 15 24 (£1) 3,7 (x0,3) Traces aux hautes - Traces aux
masses hautes masses
moléculaires moléculaires

- Bande présente
vers 19-20kDa

"N.B.: Quel que soit le matériau extrudé & base de z&ine, son temps ou sa température de traitement
thermomécanique, aucune réticulation n’est Vvisible par SDS-PAGE en conditions réductrices, aprés ajout de 2-
Mercaptoéthanol aux solutions déposées sur les gels

Dans le cas du liquide ionique [1-Allyl-3-Méthylimidazolium][Chlorure], 1’évaluation des
masses moléculaires par électrophorése SDS-PAGE donne un profil avec quelques bandes
majoritaires, typiques de la zéine commerciale, notamment 20 et 25 kDa (« monoméres » de zéines-o)
et 45 kDa («dimeres ») et I’apparition de traces aux plus hautes masses moléculaires dues a
I’agrégation thermique de la protéine. Ceci conduit a des viscosités de fondus tres élevées, n’en faisant
pas un plastifiant d’intérét pour la zéine (Fig. V.18-a piste B, Fig. V.11 et Tableau V.5).

Par contre, la plastification par [EMIM][Acétate] donne des résultats bien différents. En effet,
la viscosité des fondus est faible et augmente peu (Fig. V.11). On peut constater par électrophorése
qu’un long temps de séjour en recirculation dans le micro-mélangeur bi-vis semble donner une
structure présentant des traces d’intensité plus faibles aux plus hautes masses moléculaires avec une
bande apparaissant aux faibles valeurs de masse moléculaire, de 1’ordre de 19 - 20 kDa (Fig. V.18-a
pistes C surtout et D). Un résultat équivalent, avec une bande a 19 - 20 kDa, est obtenu sur un
échantillon de filament extrudé en micro-mélangeur puis fondu dans le rhéomeétre oscillatoire (Fig.
V.18-a, piste E). Pour les matériaux plastifiés par [Lidocainum][lbuprofénate] et [Cholinium][acétate],
cette bande apparait seulement pour le second L.I., en présence d’anions acétate (Fig. V.18-a pistes F

et G). D’autre part, I’acide acétique est présenté dans la littérature comme un solvant trés efficace de la
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z€ine, notamment par sa protonation conduisant a de la répulsion électrostatique et une meilleure
solubilisation des « monomeéres » de zéine que dans une solution aqueuse d’éthanol (Li et al., 2012).
Par ailleurs, ’ajout d’un composé réducteur aux solutions avant leur dép6t sur gel entraine la
disparition des traces visibles aux hautes masses moléculaires, mettant ainsi en évidence une
oxydation thermique de la zéine pendant 1’extrusion pour les temps longs (Fig. V.18-b). Les matériaux
a base de zéine plastifiée en présence d’anion acétate donnant des viscosités évoluant le moins
rapidement a chaud (Fig. V.11, Tableau V.5), il pourrait limiter leur agrégation thermique méme si des

réticulations de type ponts disulfure apparaissent, et ainsi favoriser leur mise en ceuvre a 1’état fondu.
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Figure V.18. Electrophorégrammes obtenus en SDS-PAGE pour les matériaux a base de zéine plastifiée par des
liquides ioniques pour différentes conditions de traitement thermomécanique pour le filage a chaud en micro-
mélangeur bi-vis a 130°C, suivi pour certains échantillons d’une caractérisation en rhéométre oscillatoire a
130°C. Electrophorese en conditions normales, sans agent réducteur ajouté aux solutions déposées sur le gel (a-)
A : Marqueurs de masses moléculaires,

B : Z20AMIM_EBV_15min (130°C),

C : Z20EMIM_EBV_15min (130°C),

D : Z20EMIM_EBYV (130°C),

E : Z20EMIM_EBYV (130°C) et apres caractérisation pendant 3h a 130°C en rhéomeétre oscillatoire préchauffé a
130°C

F : Z20LID_EBV (130°C) et apreés suivi pendant 3h a 130°C en rhéometre oscillatoire préchauffé a 130°C

G : Z20ACH_EBYV (130°C) et apres suivi pendant 3h a 130°C en rhéométre oscillatoire préchauffé a 130°C

H : Zéine commerciale brute.

Electrophorése en conditions réductrices, avec ajout de 3% de B-mercaptoéthanol aux solutions avant leur dép6t
sur le gel (b-) :

A : Marqueurs de masses moléculaires,

B : Z20AMIM_EBV_15min (130°C),

C : Z20EMIM_EBV_15 min (130°C),

D : Z20EMIM_EBYV (130°C),

E : Z20EMIM_EBYV (130°C) et apres caractérisation pendant 3h a 130°C en rhéométre oscillatoire préchauffé a
130°C

F: Z20LID_EBYV (130°C) et aprés suivi pendant 3h a 130°C en rhéomeétre oscillatoire préchauffé a 130°C

G : Z20ACH_EBV (130°C) et apres suivi pendant 3h a 130°C en rhéometre oscillatoire préchauffé a 130°C

H : Zéine commerciale brute.
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V.2.3. Etude de cas du relargage de [Lidocainum][Ibuprofénate] a partir d’un filament extrudé
V.2.3.1. Intégrité de la matrice et du liquide ionique apres extrusion

Méme si des résultats rapportés dans la littérature montrent sa thermostabilité (Bica et al.,
2012 ; Ramukutty et Ramachandran, 2012), les résultats obtenus en thermogravimétrie suggérent la
possibilit¢ d’une dégradation thermique du [Lidocainum][Ibuprofénate] au cours de 1’extrusion des
filaments de zéine a 130°C.

De facon a garantir son effet thérapeutique une fois libéré depuis la matrice de zéine, il est
donc nécessaire de vérifier que la structure des ions du liquide ionique n’a pas été modifiée par la mise
en ceuvre. Les spectres obtenus en RMN montrent que pour la zéine seule on retrouve les massifs de
pics aux déplacements chimiques typiques présentés dans la littérature en *H-"*C CPMAS pour la
zéine (Fig. V.19) : 175ppm (carbones des groupes carbonyles), 100-160ppm (chaines latérales
aromatiques), 45-70 (carbones alpha) et 15-45 (chaines latérales aliphatiques) (Forato et al., 2000 &
2004). On ne retrouve pas d’effet significatif du procédé sur la structure de cette protéine extrudée a
130 °C avec 20% de glycérol, de la méme fagon que lorsque le TEG est utilisé comme plastifiant de
cette protéine pour son extrusion a des températures similaires (Selling et Utt, 2013). Le glycérol
engendre des pics a 64 et 72 ppm sur les spectres, ils sont a des déplacements chimiques typiques de
ce plastifiant (Kongjao et al., 2010). Dans le cas de la zéine extrudée plastifiée par 20% de
[Lidocainum][lbuprofénate] ajouté, des pics apparaissent a des déplacements chimiques qui semblent
comparables & ceux publiés sur le PLA en présence de ce méme liquide ionique en *H-*C CPMAS
(Jouannin et al., 2014). lls semblent attribuables au liquide ionique seul, en particulier a 130 - 135
ppm (moins visibles a 45 ppm et 9 - 10 ppm, typiques aussi de ce liquide ionique ; Jouannin et al.,
2014), qui ne parait pas affecté par le traitement thermomécanique d’extrusion, tel que les résultats

obtenus en thermogravimétrie le laissaient présager.

250 200 150 100 50 0
Déplacement chimique [ppm]

Figure V.19. Spectres obtenus en RMN-Solide (*H-*C CPMAS) pour la zéine commerciale brute (—) et deux
matériaux extrudés en micro-mélangeur bi-vis -sans recirculation de matiére, a 130°C- a base de zéine avec 20%
de plastifiant : Z20GLY_EBV (-0-) et Z20LID_EBV (-x-)
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V.2.3.2. Comportement en milieu physiologique simulé : propriétés mécaniques et relargage du
liquide ionique

Deux types d’expériences ont eté réalisés pour caractériser le comportement des échantillons a
base de zéine et de [Lidocainum][Ibuprofénate] lorsqu’ils sont immergés en milieu physiologique
simulé a 37°C : Un suivi des propriétés mécaniques (effectué au laboratoire) et une étude du relargage
du liquide ionique (travaux effectués par le laboratoire UTINAM ; cf. Chapitre Il pour le détail des
protocoles opératoires).

Dans le but de cibler une application dans le domaine pharmaceutique ou biomédical, il est
important de suivre les propriétés mécaniques de 1’échantillon extrudé Z20LID_EBYV en immersion en
conditions physiologiques simulées (en PBS a 37°C), similaires & celles du suivi du relargage du
liquide ionique. La rigidit¢é du matériau (E' = 2 GPa initialement, a sec a température ambiante)
diminue fortement aprés quelques heures d’immersion, avec E' = 1.10” Pa et tand > 1 aprés environ 1

heure (Fig. V.20).
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4 N ' 5min aprés immersion:
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Figure V.20. Résultats obtenus en analyse mécanique dynamique inversée, pour 1’échantillon Z20LID _EBV
sous forme d’un filament (Dfjamen=2mm) immergé dans le PBS a 37°C (conditions physiologiques simulées).
Notations : E’ (-¢-, [Pa]), E” (-m-, [Pa]) et tand, le facteur d’amortissement (- A -, [-])

Ensuite, I’échantillon garde sa forme de cylindre et ses propriétés mécaniques se maintiennent
jusqu’a plus de 4 jours (E' = 0,5MPa). Finalement le glissement avec les mors de serrage de
I’éprouvette immergée engendre une perte de contact apres cette durée, mais 1’échantillon reste sous
forme cylindrique.

Pour le suivi du relargage du liquide ionique, des aliquotes du bain sont analysés par
spectroscopie UV-Visible a A = 225 nm (Jouannin et al., 2014). Les concentrations sont déterminées
grice a une courbe d’étalonnage préalablement établie pour le [Lidocainum][Ibuprofénate] dans le

tampon PBS.
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Toutes les expériences ont été dupliquées et les conversions représentées sur le graphique sont
une moyenne des deux expériences et I’écart type résultant qui I’encadre pour chaque matériau testé
(Fig.Vv.21).

Les cinétiques de relargage de la formulation contenant 20% de [Lidocainum][lbuprofénate]
sont représentées sur la figure V.21 avant et aprés extrusion sous forme de filament en micro-
mélangeur bi-vis @ 130 °C (Dfiament = 2mm). La composition Z20LID pulvérulente présente une
libération quasiment instantanée du principe actif : 90 % de la quantité initiale libérée en 15 min (Fig.
V.21). Le relargage est beaucoup plus lent a partir du filament extrudé & base de ce méme mélange,
Z20LID EBV. Dans ce cas, plus d’une semaine est nécessaire pour une libération de 90 % du principe
actif et 10 jours pour plus de 97 % de relargage (Fig. V.21). Les interactions entre ce liquide ionique
et la zéine semblent donc faire des filaments extrudés un systéeme intéressant pour cibler son relargage

progressif, sans pic initial tel qu’on peut le constater sur les suivis de relargage.
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Figure V.21. Suivi du relargage de [Lidocainum][Ibuprofénate] a partir : du mélange pulvérulent de la zéine
commerciale brute avec 20% LID ajouté (Z20LID, -e-) et du filament extrudé depuis ce mélange
(@mamem:me ; ZZOL'D_EBV, -0-)

En premiere approximation, les cinétiques de libération ont été analysées en utilisant le

modele de diffusion de Peppas et Brannon-Peppas (Peppas et Brannon-Peppas, 1994) :

1’:’1—; = K.t" (Eq. V.2)

avec : M, [mg], la quantité de [Lidocainum][Ibuprofénate] libérée a l'instant t; M, est la
quantité initiale [mg] (de ’ordre de 10 a 15mg, correspondant a des filaments de 50 a 70 mg en
moyenne selon la composition et la longueur, de 1’ordre de quelques mm) ; K, la constante de vitesse
et n [-], un exposant lié au mécanisme de diffusion. Selon les tracés (Fig.V.21), les parametres

cinétiques obtenus sont les suivants, Nzoup = 0,18 et Nzo11p_gsv= 0,49.
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Pour des échantillons cylindriques, ce qui est le cas ici pour les échantillons issus de
I’extrusion, une valeur théorique de I’exposant n = 0,45 peut &tre attribuée a un régime de diffusion de
Fick concernant la libération du liquide ionique dans le milieu. Par contre, dans le cas des échantillons
pulvérulents, la valeur de n (nzoLp = 0,18) ne peut étre expliquée par ce régime et la libération est
quasiment instantanée dans ce cas (90% L.I. libéré en 15 min). Une approche similaire avait été
appliquée dans le cas de relargage de principe actif depuis des filaments extrudés, ou de gélules
obtenues par injection-moulage, a base de zéine présentant différents facteurs de forme et dans le cas
de paracétamol comme principe actif (Bouman et al., 2015 & 2016). D’autres travaux portant sur la
libération de LID incorporé dans des matrices en PLA avaient montrés un régime de diffusion plus
complexe. En effet, différentes étapes (dont une partie en ordre zéro) avaient été mises en évidence
dans le cas de la libération de 20% LID a partir de membranes en PLA (Jouannin et al., 2014).

Un modeéle plus précis tenant compte de la géométrie cylindrique de 1’échantillon permet de
déterminer le coefficient de diffusion apparent du liquide ionique depuis le filament extrudé a base de

zéine vers le PBS (Peppas et Brannon-Peppas, 1994) :
M o 4
ﬁ = Zn=1ran2.exp(—D. o, 2. 1) (Eq. V.3)

avec oy les racines positives de Jy(a.a,) = 0 et Jo la fonction de Bessel de premier type et d’ordre zéro

(a.a, sont les zéros de cette fonction).

Le coefficient de diffusion peut étre déterminé pour une conversion jusqu’a 60% (M¢/My=0,58
dans ce cas, aprés 72 heures d’immersion des filaments extrudés dans le PBSD 4 37°C) a D =3,1.10™
m?.s™. Des travaux réalisés avec le paracétamol comme principe actif inclus dans des matrices
extrudées a base de zéine donnent des valeurs de D de I’ordre de 5.10™ m?s™ en conditions acides,
simulant 1’estomac (pH=1) (Bouman et al., 2015). A pH neutre, la libération du paracétamol est alors
seulement environ deux fois plus lente. Dans ces conditions, la diffusion beaucoup moins rapide
mesurée dans notre cas montre donc wune affinité importante entre la zéine et
[Lidocainum][Ibuprofénate] qui pourrait en faire un systéme matrice extrudée-principe actif

intéressant pour envisager un relargage différé depuis une matrice comestible résorbable.
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Chapitre V : Etude de formulations alternatives : additifs et plastifiants fonctionnels

V.3. Conclusions

Cette étude de formulations alternatives n’a pas permis d’identifier de solution totalement
satisfaisante au probléme de I’agrégation de la zéine :

- La co-plastification de la zéine par le glycérol et des acides gras permet de diminuer la
viscosité initiale, mais n’empéche pas I’agrégation, bien que la présence d’une gélification ne soit
plus clairement observée en rhéométrie. Des problémes d’exsudation ont par ailleurs été constatés
pour ces matériaux.

- L’ajout d’un composé tensio-actif, ou réducteur, ralentit ’agrégation de la zéine lors de
traitements thermomécaniques, sans ’empécher complétement. Un déficit d’accessibilité de ces
composés aux sites réactionnels de la protéine en est probablement la cause. Leur intérét dans la mise
en ceuvre de la zéine a 1’état fondu a cependant été¢ montré, méme s’il n’est que partiel.

- Les liquides ioniques présentent un effet plastifiant de la zéine et semblent prévenir son
agrégation thermique, particuliérement dans le cas d’anions acétates dans leur composition. Par
ailleurs, méme si sa contribution a la diminution de la viscosité des fondus reste bien inférieure a celle
du glycérol, le liquide ionique d’intérét thérapeutique [Lidocainum][Ibuprofénate] permet
I’obtention de filaments a partir de la zéine par traitement thermomécanique. Son utilisation peut
donc étre envisagée dans une matrice a base de ce biopolymeére, probablement en complément d’un
plastifiant non-volatil, comme le glycérol. Ce type de liquide ionique offrirait un double intérét:
favoriser la mise en ceuvre de la zéine a 1’état fondu et obtenir le contrdle de son relargage par la
maitrise de la structure d’une piéce imprimée 3D a fagon a base de ce biopolymere (i.e., porosité

ciblée).
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Conclusion générale

Nous nous sommes intéressés a la mise en ceuvre d’un polymeére naturel en fabrication
additive. Le couple (procedé, biopolymere modéle) choisi pour aborder ce sujet a permis de mettre au
point et de développer une méthodologie compléte d’étude de [’ouvrabilité d’un matériau
thermoplastique par le procédé de Fabrication Additive par Dépét de Fil Fondu (FA-DFF).

Cette méthodologie a consisté a: i) definir un cahier des charges matiére spécifique au
procedé (Chapitre 1) ; ii) effectuer les caractérisations nécessaires pour Vvérifier la conformité ou non
du matériau a ce cahier des charges (Chapitre 1l1) ; et iii) étudier le comportement du matériau dans les
conditions du procédé (Chapitre 1V).

Son application a la zéine, une protéine de mais faisant partie des rares polyméres naturels
pouvant étre mis en ceuvre a 1’état fondu, a permis de mettre en évidence les verrous pour sa mise
en ceuvre en FA-DFF et de proposer des pistes d’adaptation du procédé (Chapitre 1V) et/ou de
formulation du matériau (Chapitre V) qui conduisent a son ouvrabilité.

Le procéde FA-DFF, dans lequel la matiére thermoplastique alimente la buse d’impression
sous la forme de filaments préalablement extrudés, est I’'un des plus répandus. L’analyse de la
littérature abondante décrivant les différentes étapes du procédé nous a permis d’établir un cahier des
charges matiére précis a partir des propriétés des deux polymeres thermoplastiques les plus utilisés
en FA-DFF, I’acrylonitrile-butadiéne-styréne (ABS) et le poly(acide lactique) (PLA) : transition
solide-fondu rapide, rapports EyireuxMfondu €levé et Mgonau/Trongu faible. Parmi les différents
biopolyméres disponibles, nous avons ensuite choisi la zéine, car ses propriétés thermomécaniques
en présence de glycérol semblaient répondre, au moins en partie, a ce cahier des charges.
Néanmoins, les propriétés d’agrégation de la zéine a I’état fondu décrites dans la littérature,
suggeraient une différence probable de son comportement rhéologique par rapport aux
thermoplastiques de référence.

Nous avons donc complété les caractérisations des propriétés thermiques, thermomécaniques,
rhéologiques, structurales et de tension de surface de la zéine plastifiée par le glycérol, par une étude
poussée de leur évolution en fonction du temps de séjour a 1’état fondu. Nous avons ainsi établi que
I’augmentation de la viscosité se poursuivait jusqu’a la gélification et qu’elle était imputable a
une augmentation progressive des masses moléculaires. L’analyse de la structure macromoléculaire
a montré que le réseau formé engage des liaisons physiques non- covalentes et des réticulations
chimiques par oxydation thermique des groupements sulfhydriles, -SH, en ponts disulfure, S-S. La
proportion, méme faible, de résidus cystéine dans la séquence en acides aminés semble donc jouer un
role important dans la gélification de la zéine. Ce phénomeéne, a la base de 1’évolution des propriétés

rhéologiques vers un point de gel, survenant aprés 40 min a 130 °C, vient donc limiter ’ouvrabilité
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de la protéine a I’état fondu. Toutefois, lorsque le temps de séjour a I’état fondu est limité a
guelques minutes, nous montrons que la thermoplastification de la zéine par le glycérol conduit a
un matériau répondant au cahier des charges du procédé FA-DFF (cf. Chapitre I11).

Pour un taux de 20% en masse de glycérol, ses propriétés thermomécaniques sont proches de
celles des polymeéres standards, avec I’avantage de températures de mise en ceuvre moins élevées. Le
module de stockage a température ambiante, E’, est de 1’ordre de 1 GPa. Il diminue de plus de 3
décades au franchissement de la relaxation mécanique principale, liée a la transition vitreuse (T, = 42
°C). L’écoulement de la zéine plastifiée est possible au-dela de 80 °C et les fondus présentent un
comportement rhéofluidifiant dans I’intervalle de température de 120 a 150 °C. Cependant,
I’évaporation du glycérol limite la température de mise en ceuvre a environ 130°C. A cette
température, pour un temps de séjour de ’ordre de la minute, la viscosité est de I’ordre de 0,6 a 0,8
kPa.s pour des vitesses de cisaillement typiques en FA-DFF. Ces valeurs sont proches de celles de
I’ABS et du PLA, a leurs températures de mise en ceuvre en fabrication additive. L’ajout de plastifiant,
et les faibles temps de séjour a haute température constituent donc une formulation et des paramétres
opératoires adaptés a la mise en ceuvre de la zéine a I’état fondu. Les propriétés thermomécaniques
des matériaux a base de zéine plastifiée et leur comportement rhéologique a I’état fondu se
rapprochent du cahier des charges du procédé FA-DFF. Nous avons donc étudié le comportement
de la formulation zéine avec 20% en masse de glycérol au plus prés des conditions du procédé FA-
DFF, afin de valider cette hypothese. Pour cela nous avons considéré deux étapes clés du procédé
susceptibles d’étre impactées par 1’augmentation de viscosité avec le temps de séjour :

- I’étape d’alimentation/extrusion de la matiére, pour laquelle nous avons montré que
I’agrégation de la zéine rend instable son alimentation par des filaments pré-extrudés : la filiere
se colmate rapidement lorsque le dépot n’est pas effectué en continu. Néanmoins, une variante du
procédé FA-DFF apparue récemment permet de surmonter ce probléme. Dans cette technologie, la
buse de dépdt est précédée par une extrudeuse miniature, ce qui permet I’alimentation de la
machine par des granulés de matiére n’ayant subi aucun traitement a 1’état fondu. Des essais menés sur
le plateau technique ComposiTIC de Lorient avec notre formulation zéine/glycérol montrent son
ouvrabilité grace a cette adaptation du procédé

- I’étape d’adhésion d’une couche déposée sur I’autre par soudage a chaud, qui a été
abordée par ’approximation du frittage visqueux. Un dispositif expérimental spécifique, couplé a
une méthode d’acquisition et d’analyse morphologique d’image a été mis au point afin d’accéder
au temps caractéristique de frittage visqueux de la zéine plastifiée. Celui-ci diminue avec la
température depuis ’apparition du fondu a environ 80 °C, jusqu’a 140 °C ou la fusion-adhésion du
matériau est constatée, mais aussi son expansion suite & la vaporisation du glycérol. Entre 120 et 130
°C, le matériau reste dense, avec un temps caractéristique proche de celui d’un polymeére
synthétique amorphe standard en FA-DFF, ’ABS, a sa température de mise en ceuvre. La

mesure des variations de ce temps caractéristique en fonction de la température a par ailleurs permis
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de simuler le frittage visqueux dans les conditions réelles du procédé FA-DFF ou la matiere extrudée
subit un refroidissement rapide. Enfin, la tension de surface a I’état fondu peut étre estimée par

extrapolation de mesures a température ambiante sur un matériau solide.

Enfin, nous avons exploré I’effet d’additifs sur le comportement de la zéine en nous basant sur
sa structure primaire particuliére qui contient plus de 50 % de sites non polaires et plus de 25 % de
sites polaires. L’étude de la thermoplastification de la zéine a ainsi été étendue a d’autres composés
que le glycérol, pour améliorer sa mise en ceuvre a I’état fondu et cibler des applications dans le
domaine pharmaceutique ou biomédical, en utilisant le plastifiant comme principe actif. Ainsi,
des composés plastifiants de type polaires et amphiphiles (e.g., acides gras) présentent une
complémentarité dans leurs actions plastifiantes de la zéine, notamment en conduisant & de faibles
viscosités des fondus. Toutefois, I’intérét de ces additifs est limité car ils conduisent a des matériaux
instables qui exsudent le plastifiant au cours du stockage et de leur manipulation. L’ajout d’un
composé tensio-actif dénaturant des protéines (i.e., SDS), ou réducteur (i.e., sulfite de sodium), ralentit
I’agrégation thermique de la zéine lors de sa mise en ceuvre a 1’état fondu, sans la stopper.
L’accessibilité réduite de ces composés aux sites réactionnels de la protéine est probablement a
I’origine de cet effet limité sur sa réactivité. Enfin, la zéine peut étre plastifiée par des liquides
ioniques qui semblent limiter son agrégation thermique, notamment en présence d’anions acétate. Par
ailleurs, D’emploi de certains liquides ioniques d’intérét thérapeutique, tel que
[Lidocainum][Ibuprofénate] permet d’entrevoir la maitrise de leur relargage depuis une matrice a

base de zéine imprimées 3D a la porosité souhaitée.

En conclusion, ce travail a apporté des éléments de réponse au défi de la mise ceuvre des
polymeres naturels par les procédés de fabrication additive congus pour les matériaux polymeres
thermoplastiques traditionnels. Une méthodologie a été mise au point et appliquée avec succes a la
zéine plastifiée. Le dépot de ce matériau a 1’état fondu en fabrication additive a pu étre mené a bien
par une détermination précise de sa fenétre d’ouvrabilité et une modification du systéme
d’alimentation matiére du procédé FA-DFF. La formulation avec d’autres plastifiants et additifs ouvre

des perspectives de mise en ceuvre d’objets fonctionnels pour le domaine biomédical.
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Perspectives

Plusieurs axes de recherche se dégagent de ces travaux :

- une meilleure compréhension des mécanismes de fusion-adhésion entre filaments extrudés a
base de zéine requerrait la caractérisation de la coalescence des fondus en 3D, sa modélisation, ainsi
que I’intégration de I’apparition de structures expansées aux températures les plus élevées. Celle-ci
pourrait étre effectuée par expérimentations couplées associant le chauffage de filaments en four
instrumenté et I’acquisition rapide de leurs images en tomographie aux rayons X obtenues en
rayonnement synchrotron pour bénéficier de la résolution nécessaire pour ces dynamiques élevees,

- les mécanismes d’agrégation thermique associés au passage du comportement d’un polymere
fondu fluide a un point de gel et a la modulation de la viscosité par I’ajout de composés dénaturants,
réducteurs, ou de liquides ioniques devraient étre déterminés plus précisément. En effet, la structure
moléculaire de la zéine a été ici caractérisée depuis 1’état pulvérulent jusqu’a ’apparition du fondu
dans un four disposé sur un banc de diffraction des rayons X aux grands angles. Son comportement
viscoélastique a 1’état fondu a été déterminé en rhéomeétre oscillatoire équipé d’une cellule a effet
Peltier. Il serait donc intéressant de coupler ces deux types d’expérimentation, par I’utilisation d’un
dispositif rhéophysique afin d’accéder a une information structurale, tout en caractérisant les
propriétés rhéologiques de la zéine plastifiée. L’étude de la diffusion des rayons X dans ce matériau
amorphe aux grands angles et surtout aux petits angles permettrait d’appréhender les structures de plus
grosse taille (i.e., agrégats),

- pour maitriser le relargage d’un principe actif depuis une matrice imprimée 3D a base de
z€ine, ’ensemble de ces travaux pourrait étre appliqué a la conception par modélisation numérique et
la réalisation d’objets a structure poreuse ciblée. A cette fin, le procédé FA-DFF modifie par
extrusion-dépét pourrait étre optimisé pour des compositions a base de zéine incluant des principes
actifs. Cette démarche pourrait s’articuler selon deux volets : i) une étude expérimentale du procédé et
de I’influence de ses paramétres opératoires (€.9., vitesse de dépdt, diamétre et température de buse) et
ii) I’étude couplée des phénomenes thermiques, rhéologiques et d’adhésion impliqués lors du dépdt
des fondus. Elle combinerait des mesures in-situ des températures de matiére en différents points et
leur modélisation numérique par la méthode des éléments finis, afin d’obtenir, aprés confrontation des

résultats expérimentaux et calculés, un outil de simulation réaliste.

A plus long terme, la démarche suivie au cours de cette these pourrait étre étendue a
d’autres biopolyméres, par exemple déposés a 1’état liquide, puis gélifiant pour assurer le maintien
mécanique de la piece imprimée 3D. Par ailleurs, le contréle du dépdt de matériaux comestibles en
fabrication additive permettrait de mieux maitriser la texture d’aliments réalisés a facon, pour

optimiser leur aptitude a la mastication.
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Annexe 1 : Liste et structures des principaux acides aminés

HaN
NH
H"a.
HN
OH
Arginine Acide aspartique
OH
HZN/Y
0
Glycine

@]

Thréonine Tryptophane Tyrosine
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Annexe 2 : Délipidation de la zéine commerciale a I’extracteur Soxhlet

L’extracteur Soxhlet est constitu¢ d’un ballon monocol, d’un circuit réfrigérant (thermostaté a
5°C), et d’un extracteur ou est placée une cartouche en cellulose contenant la matiére premicére sous
forme d’une poudre (de 1’ordre de 150g a 250g selon la densité), Fig. Annexe-2.1.

L’extracteur présente un systéme de tube en siphon permettant la vidange du réservoir (1L)
contenant la cartouche. Initialement, la cartouche et I’échantillon qu’elle contient sont placés dans le
réservoir puis imbibés de solvant, le dichlorométhane (CH,CI,, Carlo Erba, F-27 Val de Reuil), qui
coule en exces dans le ballon pour un volume total de 1,51 environ. Le ballon est placé dans un
systéme chauffant pour entrainer 1’ébullition du solvant (Tguition=40°C) dont la vapeur se condense au
contact du circuit réfrigérant dans la partie supérieure du dispositif. Il retombe alors, a 1’état pur, sur la
cartouche et entraine les composés organiques solubles a extraire initialement présents dans le produit
brut a traiter. Dés que le niveau de solvant est a la hauteur du coude supérieur du siphon, le réservoir
se vidange automatiquement et le dichlorométhane chargé en composeés extraits retombe dans le ballon
d’ébullition et un nouveau cycle d’extraction recommence. Jusqu’a la fin de la délipidation, la zéine

reste contenue dans la cartouche en cellulose de I’extracteur Soxlhet.

a- b-
Condenseur
Solvant pur
aprés condenstion
Condenseur
Chambre Echantillon pulvérulent
d’extraction \ dans cartouche
Vapeur de Chambre d'extraction
Solvant pendant solvant | I Vapeur de
extraction
Siphon | solvant

Ballon

vant ch
d'ébullition Solvant charge

aprés extraction
Ballon d’ébullition

Solvant d'extraction ™

Figure Annexe-2.1. Image de I’extracteur Soxhlet, présentant un volume utile de 1L, en cours de
fonctionnement lors de la délipidation de la zéine (a-). Schéma de principe de fonctionnement du Soxhlet (b-)

La délipidation nécessite de nombreux cycles durant une période de 40 a 50 heures répartis sur
6 a 8 jours dans ce cas, jusqu’a ce que le solvant soit transparent dans le siphon et que la substance a
extraire soit donc €puisée dans I’échantillon. A la fin de ce temps, ’ensemble des composés extraits
par le dichlorométhane, tels les lipides et les pigments, se retrouvent dans le ballon d’ébullition. 11 est
démonté et le solvant est évaporé au Rotavapor a une pression de 450mBar pendant environ 30
minutes & 30°C a une vitesse de 150rpm (KNF Lab, RC900, KNF Neuberger SA, F-68 Village-Neuf).

La fraction lipidique extraite est rincée dans I’acétone (C3HgO, Carlo Erba, F-27 Val de Reuil)

avant lyophilisation.
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Quelques particules de zéine pouvant avoir été entrainées par le flux de solvant dans
I’extracteur sont alors retirées, car non solubles. Ainsi, la fraction lipidique extraite de la zéine est
diluée dans 150 mL d’acétone environ et répartie en 4 pots de 45 mL pour centrifugation a 3500 rpm
pendant 5 min.

Les surnageants (fraction lipidique pure) de chaque pot sont récupérés puis concentrés au
rotavapor, dans les mémes conditions que pour évaporer le dichlorométhane aprés 1’extraction au
soxhlet, puis pour un vide plus poussé (<10 mBar).

Les culots sont dilués a nouveau dans de 1’acétone en quantité suffisante pour remplir deux
tubes de centrifugation. Ceci est répété 4 a 5 fois, de fagcon a récupérer I’ensemble des lipides purs
rincés et de les séparer des résidus protéiques (culots constitués de protéines, vérifiés comme étant
insolubles dans une solution de dichlorométhane/méthanol -CH,Cl,/CH;0H-, Carlo Erba, F-27 Val de
Reuil-, a 2 volumes pour 1 volume respectivement). La fraction lipidique contenue dans la zéine
commerciale est issue de 1’ensemble des surnageants concentrés au rotavapor (pour évaporer
I’acétone), puis sechés par lyophilisation (12h ; -90°C ; 0,1 mBar) en Heto Drywinner (Thermo
Electron Corp., Waltham, MA, US). Cette fraction sera caractérisée ensuite (composition en acides
gras et triglycérides notamment).

La cartouche en cellulose, contenant la zéine délipidée, est vidée de son contenu qui forme une
masse compacte de couleur créme apres extraction des lipides et des caroténoides initialement
présents. La zéine est alors concassee (Dparicules < 20 mm) puis dispersée sur une plaque métallique a
température ambiante sous une hotte aspirante pour éliminer les résidus de dichlorométhane. De fagon
a obtenir une granulométrie réguliere, la zéine est alors soumise a un broyage dans un broyeur a rotor a
12000 tr/min (broyeur Rotor Speed Mill, pulv.14, Fritsch, ldar-Oberstein, DE), puis tamisée (< 0,7

mm).

188



ANNEXES

Annexe 3 : Caracterisation de la fraction lipidique de la zéine commerciale par HPLC

Les principaux lipides du mais (et pigments caroténoides aux structures proches) ont été
reportés dans la littérature. Les lipides neutres, tels que le triglycérides, et les acides gras libres (en
proportions équivalentes dans [’albumen) représentent plus de 80% des lipides de 1’endosperme

(Gayral et al., 2015) :
- Lipides = 4% du gluten de mais (CGM) et 1% de I'albumen :
essentiellement acides gras libres et triglycérides

Ac. palmitique, C16:0 (= 20 % des acides gras libres du mais) 0
CisH3,0, /\/\/\/\/\/\/\J\OH

—0

o

Ac. oléique, C18:1 (=15 %)
C1sH340; P

Ac. Linoléique, C18:2 (= 50-60 %) L/\ ,
C15H320; HO™y NN N TN

Trigycérides (teneur = teneur totale g §
en acides gras libres) /\/WW\/\)&(\J °
\/\/\/\/\/\/\/YUI H

[

- Caroténes+Lutéine=50mg/kg mais

I | O
Q b 5
o™ Lutein Lutéine (Mw=569, C,,H5;0;)

\ A
o Qannonanats

Zeaxanthin

La fraction lipidique séche (aprés extraction au Soxhlet) issue de la zéine commerciale est
diluée dans 100 mL de chloroforme pour constituer une solution mere qui servira de base a la
caractérisation des composés lipidiques présents (e.g., triglycérides, acides gras libres). La solution
mere constituée de la fraction lipidique dans du chloroforme est diluée a 1/100 de nouveau dans du
chloroforme, puis injectée (10 pL) dans un dispositif d’HPLC (Ref. 1525, Waters SAS, F-78
Guyancourt). La colonne non modifiée (Ref. EC250/4,6 NUCLEODUR 100-5, Macherey-Nagel
GmbH & Co. KG, Diren, DE), avec groupements de type silanols (SiOH), est alimentée en éluant a 1
mL/min pour une élution a gradient de solvants adaptée a la séparation des lipides (Tableau Annexe-
3.1).

Tableau Annexe-3.1. Gradient de solvant pour élution en HPLC : caractérisation de la fraction lipidique. Avec

A (chloroforme pur) et B (Méthanol : 460 volumes, ammoniac en solution aqueuse & 30% : 35 volumes, et
chloroforme : 5 volumes)

Temps (min)  Flux (mL.min") %A  %B

0 1 100 0
3 1 80 20
12 1 0 100
18 1 0 100
18,10 1 100 0
23 1 100 0
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Les groupements silanols non greffés de la phase stationnaire sont polaires et hydrophiles. Les
composeés a la polarité la plus faible, tels les triglycérides dans la fraction lipidique issue de la z€ine,
sont élués en premier, suivis par des composés un peu plus polaires tels que les diglycérides, puis les
acides gras libres.

En sortie de colonne, I’équipement d’HPLC est équipé d’un détecteur a diffusion de lumicre
(Sedex 55, Sedere SAS, F-94 Alfortville) aprés vaporisation de 1’éluant (3 Bar, 40°C). Les
chromatogrammes sont traités par le logiciel Breeze 2 (Waters SAS, F-78 Guyancourt).

La fraction lipidique extraite de la z&ine est ainsi caractérisée puis comparée a un standard
contenant des triglycérides (élués a 5 minutes, Fig. Annexe-3.1) et des acides gras libres (élués a 11

minutes, Fig. Annexe-3.1).

500 -
| —Lipides extraits de |a zéine commerciale
400 E — -Standard
s \
E h
5 300 h
7] I
] |
o I
] [
o 200 !
é I
(=] I
.E | :
2 100 - : .
: I
0 T : T T 1
0 5 10 15 .20 25 30
Temps [min]

Figure Annexe-3.1. Caractérisation de la fraction lipidique extraite de la zéine commerciale et d’un standard
(triglycérides et acides gras libres) par HPLC sur colonne SiOH

Les résultats ne sont pas quantitatifs, mais permettent d’identifier les lipides extraits de la
z€ine, constitués de triglycérides et d’acides gras libres par comparaison a un standard. Un pic apparait
aussi & 7 minutes d’élution, probablement dii & des mono- ou di-glycérides.

Une caractérisation plus précise a été réalisée avec 1’équipe BIA-ISD, par HPLC et CPG
(chromatographie en phase gazeuse) aprés méthylation (résultats présentés ci-dessous). Elle est
similaire aux valeurs de la littérature avec 58% d’acides gras libres (AGL, dont majoritairement les
acides linoléique, oléique et palmitique), 38% de triglycérides (TAG) et 4% de diglycrérides (DG) :

- Teneurs en Acides Gras Libres (AGL) : 58%, en triglycérides (TAG) : 38% et en di-
glycérides (DG) : 4% (détermination en HPLC)

- Détail de la composition en AGL (détermination en CPG, aprés méthylation ; Tableau
Annexe-3.2).
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Tableau Annexe-3.2. Détail de la composition en acides gras libres (AGL) de la zéine commerciale brute.
Fleches indiquant les acides gras majoritaires : acides linoléique (C18:2n-6), oléique (C18:1n-9) et palmitique
(C16, saturé)

Composition en acides gras des lipides extraits de |z zeine

C15 0.1
—> (16 14.3
Cc18 1.9
c20 0.6
c22 0.5
c24 1.1
Saturés 18.6
C16:1n-9 0.1
Cl6:1n-7 0.1
—> (C181n-9 24.0
C18:1n-7 0.8
C20:1n-9 0.3
C22:1n-9 0.6
Monoinsaturés 25.9
—> ci8:2n-6 53.2
C18:3n-3 2.3
Polyinsaturés 55.6
Qtt méthylée (pg) 970
Qtt AG (pg) 471
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Annexe 4 : Caracterisation de la zéine par HPLC en phase inversée

Cette technique de Chromatographie Liquide a Haute performance (HPLC) en phase inversée
repose sur 'utilisation d’une phase stationnaire placée dans une colonne de 25 cm de longueur, pour
un diametre de 4,6 mm, dont le diametre des particules est de 5 um avec une porosité moyenne de 30
nm (ref. Nucleosil 300-5-C18, Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Diiren, DE).

La nature chimique de la phase stationnaire (chaines alkyles a 18 atomes de carbone) greffée
sur les billes de silice de la colonne (R=(CH,):7-CH3), permet des interactions hydrophobes avec les
composeés peptidiques a analyser. Les solutés les plus polaires (tres solubles dans la phase mobile) sont
peu retenus et les apolaires seront d’autant plus retenus que leur hydrophobie est importante.

Pour améliorer les interactions hydrophobes solutés-phase stationnaire, la colonne est placée
dans un four a 50°C. L’élution est réalisée pendant 50 min a un débit de 0,8 mL/min par un gradient de
solvant : A (eau et acide trifluoroacétique a 0,1%) et B (acétonitrile et acide trifluoroacétique a
0,09%), Tableau Annexe-4.1.

Tableau Annexe-4.1. Gradient de solvants pour élution en HPLC en phase inverse, avec A : eau et acide
trifluoroacétique a 0,1 % et B : acétonitrile et acide trifluoroacétique a 0,09 %
Temps [min]  Flux [mL.min™] %A  %B

0 08 75 25
15 08 47 53
17 08 47 53
44 08 3B 65
45 08 30 70
47 08 30 70
48 08 75 25

Le volume de solution injecté est de 50 ul (@ 2 mg/mL, aprés dissolution dans 1’éthanol a
70vol%). Une pré-colonne de méme nature, mais de longueur inférieure & 5cm est placée en amont de
la colonne de séparation pour la rétention de composés non éluables.

En sortie de colonne, un détecteur (Dual A Absorbance Detector Ref.2487, Waters SAS, F-78
Guyancourt) permet de suivre 1I’élution a deux longueurs d’onde : 214 nm, caractéristique de liaison
peptidique et 280 nm: cycle aromatique du tryptophane. L’acquisition et le traitement des
chromatogrammes sont réalisés avec le logiciel Empower 2 (Waters SAS, F-78 Guyancourt).
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Annexe 5 : Détermination de la solubilité de la zéine commerciale brute et plastifiée

Les échantillons bruts, ou prélevés pendant leur caractérisation a 1’état fondu, sont cryobroyés
et mis en solution en tube eppendorf, & une concentration de 30 mg/mL dans le solvant considéré (e.g.,
eau distillée, solution aqueuse d’éthanol, avec ou sans agent dénaturant -SDS-). Ils sont ensuite agités
fortement (6 x 10 s, au vortex), puis centrifugés a 18.10° rpm pendant 5 min & température ambiante.
Le surnageant est éliminé par pipetage, puis le reste évaporé pendant 72h a température ambiante. La
pesée des culots secs est réalisée avec une balance de précision. La proportion de matiéere insoluble est
alors calculée en rapportant cette masse a celle de zéine mise en solution initialement. N.B. Des essais
ont été réalisés pour des mesures de solubilité & partir des surnageants, mais les composés colorés
naturellement liés aux zéines, ou le plastifiant, interferent lors des mesures directes de densité optique
a 280 nm. Un dosage a aussi €té essayé par spectrophotométrie apres coloration spécifique des
surnageants: le test colorimétrique est basé sur la réduction des ions Cu®* (Cu(Il)) en Cu* (Cu(l)), en
milieu alcalin, par les liaisons peptidiques des protéines. L acide bicinchoninique présente dans le kit
utilisé est un réactif colorigéne hautement spécifique pour le Cu(l), qui forme un complexe pourpre
ayant une absorption optique maximale a 562 nm (BC Assay Kit, Uptima, Interchim, F-03
Montlugon). L'absorbance est théoriquement proportionnelle a la concentration de protéines. Mais les
mémes problémes de mesure, attribués aux composés colorés liés aux zéines, ou au plastifiant rendant
le milieu l1égérement turbide, ne donnent pas de résultats interprétables.

La meilleure solubilité a été constatée en solution aqueuse d’éthanol a 70% (v/v), I'un des
solvants les plus efficaces pour la zéine (Fig. Annexe-5.1-a; Anderson et Lamsal, 2011). Aprés mise
en solution dans ce solvant, centrifugation et élimination du surnageant (Fig. Annexe-5.1-b), la pesée
des résidus secs donne des valeurs de 1’ordre de 0,5 & 1 % du poids initial mis en solution pour la zéine
commerciale, de 3 a 4 % pour I’échantillon Z20Gly au minimum de viscosité en rhéométrie
dynamique a 130°C et de 6 a 7% pour la méme composition (Z20Gly) au point de gel obtenu a la
méme température. N.B. Les pesées sur des masses aussi faibles (de l’ordre du mg) sont relativement
peu précises, mais semblent liées a I’agrégation thermique de la zéine.
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Figure Annexe-5.1. Solubilité de la zéine commerciale dans différents solvants: eau distillée (A), solution
aqueuse d’éthanol a 70vol% (B), solution de SDS a 1% (g/mL) (C), solution de SDS a 1% (g/mL) et B-
mercaptoéthanol & 1% (D) (a-). Solubilité en solution aqueuse d’éthanol 70vol% de la z&éine commerciale brute

(D), de la zéine plastifiée, Z20Gly, a 1’obtention du fondu en rhéométrie dynamique a 130°C (II) et au point de
gel 4130°C (1) (b-)
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Annexe 6 : Recherche de réticulations de type dityrosine

But de la mise en évidence de dityrosines :

Des réticulations de type dityrosine peuvent étre créées lors des traitements thermomécaniques
de protéines (Stadtman et Levine, 2003). Ce type de modifications est a rechercher dans les matériaux
a base de zéine, de facon & contribuer a la compréhension du changement de leur comportement
rhéologique au cours de leur mise en forme a 1’état fondu. La tyrosine représente 5% des acides
aminés des z€ines-a (cf. Chapitre 1).

Principe et Modes opératoires :

Des essais de mise en évidence de réticulations de type dityrosine sont réalisés sur des
échantillons témoins (zéine commerciale brute pour laquelle les réticulations sont induites par une
réaction d’oxydation ciblée sur les tyrosines) et des zéines plastifiées a différents temps pendant leur
caractérisation rhéologique a 1’état fondu a 130°C.

Les échantillons témoins sont préparés a partir de la zéine commerciale oxydée
spécifiquement par Cu?*/H,0, (Huang et al., 2013). La zéine commerciale est diluée & 2 mg/mL dans
une solution aqueuse d’éthanol a 70%vol. Un ajout de solution de sulfate de cuivre, CuSO, & 5mM, est
réalisé a 10 pL/mL de solution de zéine. L’eau oxygénée a 50mM est ajoutée, pour 10ul/ml de
solution de zéine dans 1’éthanol. Les tubes dans lesquels sont réalisés les mélanges sont laissés 16h a
37°C a I’abri de la lumiére. La réaction est arrétée par ajout d’EDTA a 1mM (11 pl /ml). Une mesure
est alors réalisée par spectrophotométrie de fluorescence (Edinburgh Instruments, UK) en cuve a
quartz, a Amax = 410 nm (excitation a Aexcitation = 318 nm) selon la procédure décrite par Michon et al.
(1999).

Les échantillons sont aussi caractérisés par électrophorése PAGE, en milieu acide en présence
d’urée (permettant la solubilisation des protéines sans affecter leur charge, contrairement au SDS). Ils
sont mis en solution aqueuse d’éthanol (70% vol), puis dilués (¥4 dans tampon acide: acide acétique a
25mM, 20% glycérol, urée a 6M et vert de méthyle 0,01% -avec/sans B-mercaptoéthanol a 3% selon
conditions réductrices ou non-). lls sont soumis ensuite a une électrophorése sur gel en polyacrylamide
(Tableau Annexe-6.1) réalisée en solvant acide (a pH4, auquel les protéines migrent en fonction de
leur charge et de leur masse moléculaire depuis 1’anode reliée au haut du gel dans ce cas, vers la

cathode en bas -anode: 45 mM acide acétique; cathode: 25 mM acide acétique ; 250 V, 1h30-).
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Tableau Annexe-6.1. Préparation du gel pour 1’électrophorése acide-urée PAGE

Composé Quantité
Acrylamide/bis-acrylamide (29/1) 40% 6 mL
Urée 2449
Acide ascorbique 20 mg
Sulfate de fer 16mg/50mL 0,875 mL
Acide acétique 1M 2,625 ml
H.0 gsp 20mL
H,0, 0,6% 25 mL

Une caractérisation des tyrosines par HPLC en phase inverse est aussi réalisée, aprés
hydrolyse acide des liaisons peptidiques des mémes échantillons. L’¢élution est réalisée en milieu acide
(détection a 275nm, pour une absorbance maximale spécifique de la tyrosine et 318nm, spécifique des
liaisons dityrosine). Pour réaliser 1’hydrolyse acide, les échantillons sont dilués a 5 mg/mL dans une
solution aqueuse d’éthanol a 70vol%. 100uL sont placés en tube @6mm.

Un témoin (2mg/mL) est aussi préparé pour référence avec 250pl/tube. Les échantillons sont
alors séchés sous vide et 200uL HCI (6N, pour hydrolyse acide de la protéine) sont ajoutés avec 1mM
de BHT (Hydroxytoluéne butylé, un antioxydant évitant la dégradation de la tyrosine) dans un flacon
mis sous vide partiel pendant 24 h a 110 °C. Une étape de séchage est alors nécessaire sous vide, puis
de neutralisation par ajout de 20 pL eau/éthanol/TEA(triéthylamine) (2/2/1) et séché de nouveau (2
fois).

L’analyse par HPLC en phase inverse est réalisée sur une colonne synergi-4-fusion (250 x
4,6mm, 80A ; Phenomenex, F-78 Le Pecq) équilibrée avec [H,O, TFA (0,11%)] 95% , CH;CN 5%
(solvant A) & un débit de 0,8 mL/min. L’¢lution est réalisée par un gradient de 5 a 20% de solvant B
(CH3CN, TFA (0,09%), en 15 min d’élution. La détection est réalisée a Amaxy = 275 Nm (absorbance
maximale spécifique de la tyrosine) et Amae = 318 nm (absorbance maximale spécifique des liaisons de
type dityrosine) en sortie de colonne. L’injection du témoin (tyrosine seule) est réalisée avec une
solution a 1 mg/mL (d’abord solubilisée dans une solution d’éthanol & 70vol%), puis diluée dans H,O
(10% [éthanol] au final).

Résultats obtenus :

Des spectres d’émission de fluorescence ont été acquis tout d’abord avant et aprés oxydation
de la zéine brute commerciale pour entrainer la création ciblée de réticulations de type dityrosine (Fig.

Annexe-6.1). Ils sont assez d’allures similaires.
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Le maximum du spectre a Amax = 415 nm de la zéine oxydée semble plus élevé que celui de la
z¢ine native, mais cette derniére présente aussi un spectre d’émission important dans ce domaine de
longueur d’ondes aprés excitation a Aexitation = 318 Nm. La présence de dityrosine dans la zéine brute
est donc possible, mais cette émission pourrait aussi étre due & la fluorescence de nombreuses
molécules potentiellement présentes (e.g. pigments, composés émettant dans cette gamme de longueur

d’ondes). Cette technique ne permet donc pas de mettre en évidence la présence de dityrosine.
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Figure Annexe-6.1. Spectre d’émission d’une zéine commerciale oxydée (==) (création spécifique de
réticulations dityrosine) et brute (---), en solution (Aegitation=318nmM) (N.B. bande Raman de I’eau ¢ A=350nm)

Des essais sont réalisés par électrophorése en milieu acide avec une zéine commerciale
solubilisée, puis diluée (x1/4) -ou non-, en solution tampon (urée a 6M). Les bandes obtenues (pistes
A et B, Fig. Annexe-6.2) sont identiques a celle obtenue aprés oxydation spécifique pour la création de
réticulations de type dityrosine (piste C). Des résultats équivalents sont obtenus en conditions
réductrices. Les réticulations de type dityrosine ne sont donc pas mises en évidence par cette

technique.
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Figure Annexe-6.2. Acide-urée PAGE sur témoins (différents traitements dont oxydation pour créer di-
tyrosine): Piste A, Zéine commerciale brute solubilisée en solution tampon a 2mg/mL (urée + acide acétique);
B, zéine solubilisée dans solution éthanol-70% (2mg/mL), puis diluée 4x dans tampon; C : Zéine oxydée
spécifiquement (création de dityrosine), mise en solution éthanol a 70%, puis diluée 4x dans tampon. *: en
conditions réductrices (2-Mercaptoéthanol -3%- ajouté aux solutions avant déposition sur gel)
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Aprés hydrolyse des liaisons peptidiques en milieu acide a 110°C ’analyse par HPLC en
phase réverse ne montre aucune apparition de dityrosine dans la zéine aux différents stades de sa
caractérisation rhéologique a 1’état fondu (Fig. Annexe-6.3). En effet la dityrosine devrait étre éluée
quelques minutes apreés la tyrosine (Michon et al., 1999) éluée a 11min (Fig. Annexe-6.3-a), or aucun
nouveau pic n’est détecté a 318 nm. De plus la hauteur du pic de tyrosine est la méme pour tous les
échantillons indiquant que la quantité de tyrosine n’a pas diminué. (Fig. Annexe-6.3-b). L échantillon
oxydé pour générer des réticulations ciblées de type dityrosine présente de trop nombreux pics pour
pouvoir conclure.
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Figure Annexe-6.3. Chromatogrammes en HPLC & Agsection=275nm (typique des résidus tyrosine) (a-) et
Adstection=318nm (dityrosine) (b-). Notations : (==), mélange Z20Gly pulvérulent (étape I-, cf. Chapitre 1) ; (=),
a I’obtention compléte du fondu au minimum de viscosité a 130°C (étape IV-, cf. Chapitre 111) ; (—), au point
de gel (étape V-, cf. Chapitre I1) ; (=), z&éine commerciale brute pulvérulente ; (=), zéine commerciale oxydée
pour création spécifique de réticulations de type dityrosine ; (—) tyrosine seule, en solution & 1mg.mL™

Malgré des tentatives de réticulations ciblées, les différentes techniques mises en ceuvre pour
observer, ou quantifier, I’apparition de réticulations de type dityrosine pour la zéine commerciale ne

montrent aucune évolution certaine en ce sens.
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Annexe 7 : Recherche de déamidations

Description de la déamidation et but de sa caractérisation :

La déamidation est un processus enzymatique, ou non enzymatique, favorisé par des pH acides
et des traitements thermomécaniques de protéines. Il convertit les résidus asparagine et glutamine en
acide aspartique et glutamique, respectivement. Le changement de charge induit par cette réaction peut
conduire & des changements de conformation des protéines, notamment dans le cas de la zéine tel que
montré en solution (Zhang et al., 2011). La déamidation est donc & rechercher dans les matériaux a
base de zéine au cours de leur transformation a 1’état fondu, les résidus asparagine et glutamine

représentant 5% et 25% des acides aminés des z€ines-a, respectivement.

Principe du dosage et mode opératoire :

Les essais de dosage de la déamidation sont réalisés sur des échantillons témoins (zéine
commerciale) pour lesquels elle est induite par une réaction spécifique avec de I’acide chlorhydrique
peu concentré. Ils sont aussi menés sur des zéines plastifiées a différents temps pendant leur
caractérisation rhéologique a 1’état fondu a 130°C.

Les échantillons témoins sont préparés a partir de zéine commerciale diluée a 5mg/mL dans
une solution aqueuse d’éthanol a 70%vol. Une solution aqueuse d’acide chlorhydrique (HCI, 50mM)
est ajoutée et les échantillons sont laissés de fagon contrdlée 2h, ou 16h, a 70°C.

Des solutions sont préparées ensuite a partir des échantillons témoins et des zéines
préalablement caractérisée a 1’état fondu dans le rhéometre oscillatoire & 130°C (4mg/mL dans éthanol
a 70%vol), puis diluées (“2) dans un tampon d’électrophorese en présence d’urée (Tris S0mM pH 6,8,
urée 6M, bleu de bromophénol 0,01% -avec/sans -mercaptoéthanol & 3% selon conditions réductrices
ou non-).

Elles sont déposées sur des gels en polyacrylamide (dép6t: 10ul) ou les échantillons subissent
deux types d’électrophoréses: « acide » (pH4, auquel les protéines migrent en fonction de leur charge
de I’anode reliée au haut du gel dans ce cas, vers la cathode, idem protocole acide-urée PAGE pour
dosage dityrosine, cf. Annexe 6) et « native » (Tableau Annexe-7.1 ; pH basique, sans SDS; Tampon
de migration: Tris 50mM, glycine 0,2M) en présence d’urée (pour la solubilisation des protéines sans
affecter leur charge, contrairement au SDS). Dans ce dernier cas d’électrophorése, les protéines
migrent en fonction de leur charge a pH basique et de leur masse moléculaire (10 mA pour le gel de

concentration et 20 mA pour le gel de séparation).
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Tableau Annexe-7.1. Préparation des gels pour 1’électrophorése native(basique)-urée PAGE

Composé Gel de séparation  Gel de concentration

Acrylamide /bis-acrylamide (29/1) 40% 2ml 0,44 ml

Tris 2M pH8,8 1,33 ml -

Tris 0,5M pH6,8 - 0,48 ml

Urée 9M 4,57 ml 2,72 ml

Eau - 0,33 ml

APS 10% 0,1ml 40 mi
TEMED 10 ml 4 ml

Résultats obtenus :

La premiere étape a visé a induire spécifiguement une déamidation de la zéine commerciale
brute et d’évaluer si un impact était visible sur sa structure moléculaire. Lors de cette déamidation
controlée des effets importants sont constatés sur les résultats en acide-urée PAGE. La zéine
déamidée pendant 2 heures donne une bande migrant moins loin et celle ayant subi une déamidation
pendant 16h ne pénétre pas dans le gel (Fig. Annexe-7.1). D’autres essais sont réalisés en conditions
« natives » (pH basique) en urée PAGE, pour mieux mettre en évidence I’effet (meilleure séparation

des bandes lors de 1’¢électrophorése, Fig. Annexe-7.2).
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Figure Annexe-7.1. Acide-urée PAGE. Résultats obtenus sur la zéine commerciale brute et aprés deux
traitements de déamidation. Notations : Piste A, zéine 2mg/mL en solution urée + acide acétique ; B, zéine 5
mg/mL solution aqueuse d’éthanol a 70%, HC1 50mM 2h a 70°C diluée 5x dans solution urée + acide acétique;
C, zéine 5 mg/mL éthanol-70%, HCI 50mM (16h) a 70°C diluée 5x dans solution urée + acide acétique. *: en
conditions réductrices (3% B-mercaptoéthanol ajouté aux solutions avant déposition sur gel)

Les résultats obtenus par native (pH basique)-urée PAGE montrent qu’une partie des zéines
natives ne migre pas dans le gel principal (Fig. Annexe-7.2). La bande observée dans le gel de
concentration disparait en milieu réducteur, elle correspond certainement aux protéines agrégées par

pont disulfure.
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Apres déamidation pendant 2h, 2 bandes migrent plus loin et une large bande diffuse apparait
dans le gel principal a 16h de déamidation (avec disparition de la bande dans le « stacking gel », ou
gel de concentration). La déamidation contrdlée entraine une modification hétérogene des zéines dont

I’effet est trés visible dans ces conditions d’électrophoréses.

A,B,C,A, |A%B* C* A% A

Figure Annexe-7.2. Native(basique)-urée PAGE sur une zéine commerciale subissant un traitement contrdlé de
déamidation. Notations : A, zéine native (dépdt tripliqué sur le gel) ; B, déamidation ciblée, pendant 2h ; C,
déamidation ciblée, pendant 16h. *: en conditions réductrices (3% B-mercaptoéthanol ajouté aux solutions avant
déposition sur gel)

Aucune différence n’apparait entre les matériaux a base de zéine prélevés aux différents temps
de leur caractérisation rhéologique (Fig. Annexe-7.3). Ils sont similaires a 1’échantillon initial, alors
que la technique de déamidation ciblée a été montrée efficace sur la zéine commerciale seule (Fig.
Annexe-7.2 et Fig. Annexe-7.3 pistes D et E), surtout aprés séparation en native-urée PAGE pour une

meilleure visualisation des bandes qu’en acide-urée PAGE (Fig. Annexe-7.1).
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A1 B1 C1 IA¥B% CH 1 DIE

Figure Annexe-7.3. Native(pH basique)-urée PAGE sur fondus a base de zéine lors de leur caractérisation
rhéologique. Notations : A, mélange Z20Gly pulvérulent (étape I-, cf. Chapitre I1) ; B, a I’obtention compléte
du fondu au minimum de viscosité a 130°C (étape IV-, cf. Chapitre Ill); C, au point de gel (étape V-, cf.
Chapitre 111) ; D, déamidation contrdlée 2h ; E, déamidation contr6lée, 16h. *: en conditions réductrices (3%, B-
mercaptoéthanol ajouté aux solutions avant déposition sur gel)

Les fondus a base de zéines subissent une évolution structurale a chaud que nous avons reliée
a I’évolution de leurs propriétés rhéologiques, conduisant a 1’augmentation de leur viscosité et
I’apparition d’un point de gel. De fagon non exhaustive, une agrégation thermique par des interactions
non covalentes et des réticulations par liaisons covalentes de type pont disulfure, S-S (oxydation
thermique des résidus cystéine) ont été mises en évidence a la base de ce phénoméne. De la méme
facon que lors de la recherche de réticulations de type dityrosine (cf. Annexe 6), il n’est pas possible

de conclure assurément sur la déamidation des zéines a 1’état fondu.
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Annexe 8 : Détermination de la composition en acides aminés

Description de la détermination de la composition en acides aminés de la zéine et but de sa
caractérisation :

La composition en acides aminés est déterminée aux différentes étapes de 1’évolution des
fondus & base de zeéine plastifiée & 130 °C en rhéometre oscillatoire. Ceci est réalise de fagon a
déterminer si les résidus acides aminés sont affectés et si leurs chaines latérales interagissent a haute

température.

Mode opératoire :

La composition en acides aminés de la protéine est déterminée aprées rupture intégrale des
liaisons peptidiques par 1’acide chlorhydrique concentré (HCI, 6 N, 110 °C, 24 h). Les échantillons
lysés sont séparés par chromatographie, puis comparaison des élugrammes avec des solutions d’acides
aminés standards de molarités connues et éluées dans les mémes conditions.

L’échantillon a base de protéine est solubilisé¢ dans 1’éthanol (5 mg/mL). 20 pL sont alors
prélevés et déposés dans des tubes de diamétre 6 mm puis séchés sous vide. Les tubes sont déposés
dans un flacon et 200 pL. d’une solution concentrée d’acide chlorhydrique (HCI, 6 N) sont disposés
dans ce flacon qui est placé sous vide partiel. L’ensemble est porté a 110 °C pendant 24 h, dans une
station Pico-Tag (Waters Associates, Millford, MA, USA) pour entrainer la rupture de 1’ensemble des
liaisons peptiques par exposition aux vapeurs d’acide. Aprés séchage, puis neutralisation par une
solution de triéthylamine (TEA) -éthanol/eau/TEA, en proportion 2/2/1- (20 pL ajoutés), 1’échantillon
est séché. Un groupement phénol est ensuite greffé pour détection en sortie de colonne HPLC
(composé chimique réactif : phénylisothiocyanate, ou PITC, en solution dans éthanol/Eau/TEA/PITC,
en proportion 7/1/1/1 ; selon méthode Bidlingmeyer et al., 1984).

L’échantillon est dissout dans une solution 95% [2mmol/l Na,HPO,, pH7,4] / 5% acétonitrile.
La séparation est ensuite réalisée par chromatographie en phase inverse (colonne Pico Tag
C18/10um/100A/150x4.6mm; élution a 1 mL/min; Ageecewr = 254 NM). La colonne est équilibrée au
préalable en solvant A (94% [0,14M CH;COONa, avec 3,59 mM triéthylamine -pH6.4-] / 6%
acétonitrile) et 1’élution est réalisée avec un gradient de 100% en solvant A a 46% en solvant B (40%
H,0 / 60% acétonitrile) en 10 min. Des standards (2.5 pmol/mL ; Pierce™/Thermo Scientific, F67,
Tllkirch), de molarité connue, sont utilisés dans les mémes conditions d’élution, pour le calcul de la
proportion molaire de chaque acide aminé présent dans la structure primaire de la protéine

caractérisée.
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Résultats obtenus :

La composition en acides aminés est déterminée aux différentes étapes de 1’évolution des
fondus a haute température au rhéométre, aprés lyse compléte des liaisons peptidiques dans 1’acide
chlorhydrique concentré, 24h & 110°C (Bidlingmeyer et al., 1984).

On constate que la composition reste stable, quel que soit le stade étudié (Tableau Annexe-8.1)
: mélange pulvérulent de zéine avec 20% glycérol, Z20Gly (étape I-, cf. Chapitre III), a I’obtention des
fondus a 130 °C (étape IV-, cf. Chapitre I11) et au point de gel & 130 °C (étape V-, cf. Chapitre III).

Les chaines latérales des acides aminés caractérisés par ce dosage ne semblent pas étre

impliquées dans des réticulations au cours de la mise en ceuvre des fondus a base de zéine.

Tableau Annexe-8.1. Composition en acides aminés principaux de la zéine plastifiée [mol%] pendant son
évolution a haute température : mélange pulvérulent initial (Z20Gly (I-) ; étape |- de la caractérisation en
rhéomeétre oscillatoire, cf. Chapitre I11) ; a ’obtention des fondus a 130°C (Z20Gly (IV-) ; étape V-, cf. Chapitre
I11) et au point de gel (Z20Gly (V-) ; étape V-, cf. Chapitre III).

N.B. L’oxydation intense nécessaire a ce type de dosage ne permet pas de présenter les résultats pour certains
acides aminés, tels que la Méthionine, ou la Cystéine ; par ailleurs, « AsX » et « GIX » représentent la somme
des résidus Asp-Asn et Glu-Gin, puisque I’hydrolyse acide transforme Asn et Gln en Asp et Glu, respectivement.
Notations : « Ser », pour les résidus Sérine ; « Gly », pour résidus Glycine ; « His », pour résidus Histidine ;
« Arg », pour résidus Arginine ; « Thr », pour résidus Thréonine ; « Ala », pour résidus Alanine ; « Pro », pour
résidus Proline ; « Tyr », pour résidus Tyrosine ; « Val », pour résidus Valine ; « Leu», pour résidus Leucine ;
« lle », pour résidus Isoleucine et « Phe », pour Phénylalanine

Echantillon AsX GIX Sér Gly His Arg Thr Ala Pro Tyr  Val lle Leu Phe

Z20Gly (I-) 4,0 214 71 2,8 13 1,4 27 125 113 35 38 31 183 52
Z20Gly (I1V-) 38 209 7.3 2,8 1,2 1,4 27 128 114 35 39 31 180 54
Z20Gly (V-) 39 210 73 2,7 11 1,3 26 127 115 35 39 31 181 55
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Résumeé : La Fabrication Additive (FA) ouvre
des perspectives nouvelles pour mettre en
forme des matériaux a base de polymeéres
naturels et ainsi tirer parti de leurs propriétés
intrinséques, telles que comestibilité et
biorésorbabilité. Cette thése se concentre sur le
procédé d’'impression 3D par dépdt de fil fondu
(FA-DFF) appligué a la zéine, une protéine de
réserve du mais pouvant étre mise en ceuvre a
I'état fondu en présence de plastifiants.

Aprés avoir établi un cahier des charges
déclinant les criteres « matiére » pour ce
procédé, une formulation plastifiée par 20% de
glycérol a fait l'objet d’'une caractérisation
complete des propriétés concernées. Son
comportement thermomécanique et rhéologique
peut étre compatible avec un procédé FA-DFF
alimenté par des filaments préalablement
extrudés : Suffisamment rigide a 20°C, le
matériau peut étre extrudé a des températures
supérieures a 120 °C.

Son comportement rhéofluidifiant et son
aptitude a la fusion-adhésion sont alors
similaires & ceux de polyméres standards tels
que IABS et le PLA. Cependant, une
réticulation progressive due a I'agrégation de la
protéine a I'état fondu, mise en évidence par
des caractérisations structurales, vient limiter
sa fenétre de mise en ceuvre. Néanmoins, il est
possible de pallier a ce phénoméne soit en
modifiant le systéme d’alimentation matiére du
procédé, soit en modulant la formulation. Outre
la combinaison du glycérol avec des additifs
réducteurs ou dénaturants, lintérét de sa
substitution par des liquides ioniques est mis
en évidence, ces composés pouvant apporter
des fonctionnalités pharmaceutiques aux objets
imprimés, ce qui ouvrirait un champ
d’applications nouvelles pour la zéine.

Thermoplastic materials based on biopolymer for their 3D printing by material extrusion
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Abstract : Additive Manufacturing (AM) opens
new perspectives for the processing and
shaping of materials based on natural polymers.
Their intrinsic properties such as edibility and
bioresorbability could thus be exploited. This
thesis focuses on 3D printing by molten Material
Extrusion (AM-ME). It is applied to zein, a corn
storage protein which is melt processable in
presence of plasticizers.

After listing the relevant material specifications
for the AM-ME process, all the properties
concerned were characterized for a formulation
plasticized by 20% of glycerol. Its
thermomechanical and rheological behaviour
can be compatible with an AM-ME process fed
by previously extruded filaments : While rigid
enough at 20°C, the material can be extruded
above 120°C.

Its shear thinning behaviour and fusion-
bonding ability are similar to those of standard
polymers such as ABS and PLA. However, a
progressive crosslinking due to protein
aggregation in the melt was shown by
structural characterizations. The processing
window is thus limited, but this issue can be
addressed either by modifying the feeding
system of the process, or by adapting the
formulation. Glycerol can be combined with
reducing or denaturing agents, or substituted
by ionic liquids. The interest of these
plasticizers is to allow bringing pharmaceutical
functionalities to printed parts. This would open
the field of new applications for zein.



