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La cavitation acoustique apparait comme un phénomene stochastique, un niveau d’insonification fixé ne
donnant pas lieu a une activité de cavitation reproductible ni réguliére. Lors d’une insonification, des collapses
inertiels de bulles peuvent apparaitre de maniére intermittente, se traduisant sur les spectres du signal de
réception par un bruit de fond, qui est un bon indicateur de la cavitation inertielle. Basée sur cet indicateur, est
proposée une méthode de contréle dynamique du niveau de cavitation dans un milieu placé dans un champ
ultrasonore stationnaire. Cette méthode consiste & maintenir un indice de cavitation CI, image de I’intensité de
cavitation dans le milieu insonifié, au niveau de celui désiré, par une boucle de rétroaction modulant I’intensité
ultrasonore dans la plage comprise entre 0.12 et 3.44 W/cm®. Le dispositif expérimental est constitué d’un
transducteur ultrasonore pi€zoélectrique plan (diametre 20 mm, fréquence 445 KHz), et d’un hydrophone
récepteur du signal acoustique diffusé par les bulles de cavitation. L’apport d’un tel processus de contréle est
évalué par I’émission acoustique de la cavitation induite dans le milieu irradié et par la production de radicaux
hydroxyles issus de la sonolyse du milieu. Le syst¢tme de régulation permet de reproduire des indices de
cavitation avec une variabilité inférieure a 3 % dans la plage des puissances appliquées, alors que, sans le
contrdle de I’activité de la cavitation, cette variabilité peut atteindre 40 % sur une certaine plage d’excitation
ultrasonore. Ce générateur de cavitation régulé permet donc de reproduire précisément les niveaux de cavitation
et cela indépendamment de faibles variations des conditions extérieures comme la température et la pression

atmosphérique.

1 Introduction

La thérapie par ultrasons est 1’objet d’un intérét
croissant, a la fois du point de vue des applications
cliniques et de la recherche fondamentale. Les ultrasons
sont a la base d’outils prometteurs pour les traitements non-
invasifs tels que les ultrasons focalisés de haute intensité
(HIFU) [1, 2], la lithotritiec par ondes de choc [3, 4] et le
transfert de drogues et de génes [5]. Dans ces applications,
le phénoméne de la cavitation peut jouer un réle important,
complémentaire aux effets thermiques, voire principal dans
la sonoporation [6]. La cavitation est la formation spontanée
et excitation de bulles de gaz de quelques micrométres dans
un milieu, soumis a une onde acoustique. Les microbulles
peuvent présenter deux types de cavitation [7]. En
cavitation dite stable, les bulles peuvent osciller de maniére
non-linéaire autour de leur rayon d’équilibre pendant
plusieurs cycles de 1’onde acoustique. Ces oscillations sont
caractérisées par 1’émission des sous-harmoniques de la
fréquence fondamentale d’excitation. Par opposition, la
cavitation est dite inertielle lorsque les bulles croissent
rapidement (jusqu'a plusieurs fois leur rayon d’équilibre)
puis implosent violemment, et ceci parfois en moins d’une
période acoustique. Dans ce dernier régime, des effets
mécaniques et thermodynamiques induits par 1’implosion
des bulles (onde de choc [8], microstreaming [9], microjet
[10]), sont aussi a 1’origine de la production de lumiére
(sonoluminescence) [11], de la sonolyse de 1’eau [12,13].
Une des conséquences de I'implosion de bulles est
I’émission acoustique d’un bruit large bande [14], qui peut
étre utilisée pour détecter et suivre les événements de la
cavitation inertielle. Dans les applications thérapeutiques,
comme la délivrance ciblée de médicaments, les

mécanismes de sonoporation cellulaire sont encore mal
définis. Cependant tous les auteurs s’accordent a dire que la
cavitation inertielle est I’¢lément clé a I’origine de ces effets
[15, 16, 17]. Généralement, I’intensité acoustique appliquée
est utilisée comme critére de sonoporation cellulaire.
Cependant, a cause du caractére instationnaire de
I’initiation et du maintien de la cavitation [18], le contrdle
de ce paramétre en s’appuyant sur un critére de niveau de
cavitation peut &étre d’un plus grand intérét en ce qui
concerne la reproductibilité, la répétabilité et la stabilité de
I’activité de cavitation dans le temps. Des travaux antérieurs
ont montré que la transfection et la cytotoxicité sont
fortement corrélées avec un indicateur du niveau de
cavitation basé sur le bruit large bande [19]. Le systéme de
régulation proposé s’appuie sur cet indicateur et assure le
maintien du niveau de cavitation par 1’ajustement temps
réel de la puissance d’excitation du transducteur.

Cette étude propose d’évaluer I’impact du processus de
régulation avec le méme systéme ultrasonore par une
comparaison de I’activit¢ de cavitation selon les deux
modes de contréle, par I’intensité appliquée et par le niveau
de cavitation. Pour compléter cette comparaison, les effets
de sonolyse sont évalués selon les mémes critéres.

2 Matériels et méthodes

Un transducteur piézo-¢lectrique plan (fréquence
445 kHz ; diametre : 20 mm) est immergé dans un bain
d'eau dégazé (cuve de 20 litres; concentration d’oxygeéne
dans I’eau =~ 3 mg/L; température ambiante comprise entre
18 et 25°C). Le transducteur est positionné tel que son axe
acoustique soit vertical (fig.1) avec une hauteur d’eau de



14 mm au dessus de sa surface.
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Figure 1 : Schéma du dispositif expérimental.

Le transducteur, adapté €lectriquement a 50 Q est excité
par un signal sinusoidal continu issu d’un générateur de
fonction (HP33120 Agilent), amplifi¢ successivement par 2
amplificateurs, I’un & gain variable (-10 a 30 dB ; AD603,
Analog Device) et 1’autre de puissance (50 dB ,200 W ;
Adece). Les puissances électriques appliquées sont
comprises entre -12 et 3 dBm et ces limites correspondent a
des intensités acoustiques (I,) respectives de 0,12 et 3,44
W/em?®. Les pressions acoustiques associées sont 0,01 et
0,63 MPa. Les milieux a exposer sont placés dans des puits
d’une plaque de culture en polystyréene (12 puits BD
sciences ; diamétre : 20 mm). Chaque puits est disposé au
dessus du transducteur dans son champ proche (fig. 1). Sa
position verticale est positionnée précisément tel que la
surface de liquide soit sur un nceud du champ d’onde
stationnaire crée dans le milieu irradié [20].

Latéralement au transducteur est fixé un hydrophone
(bande passante : 10 MHz). Il permet I’écoute du bruit de
cavitation dans le milieu exposé. Le signal de réception est
amplifié (20 dB, NF Electronic Instruments” BX31),
numérisé (carte d’acquisition PXI-5620, résolution 14 bits,
fréquence  d’échantillonnage 64  MHz,  National
Instruments®), transféré sur le calculateur (PC + Labview),
puis traité. Ce traitement consiste, dans un premier temps, a
déterminer le spectre instantané dans la bande de 0,1 a 7.1
MHz, puis de caractériser le niveau moyen correspondant a
un indice de cavitation CI'\y instantané (indice i) et non
référencé (indice NR), calculé comme la moyenne
arithmétique de I’ensemble des amplitudes fréquentielles en
dB (448 points ; fig. 2). L’indice de cavitation instantanée
CI' est déterminé par la relation CI'=CI'yg - Cly dans
laquelle Clg est défini comme suit: avant chaque
expérimentation, un indice Cly de référence est obtenu par
une procédure d’étalonnage du dispositif de traitement
correspond & la valeur moyenne de 1000 CI'y instantanés
obtenus lorsque le signal d’excitation est inhibé.
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Figure 2 : Un exemple de spectre de réception est présenté
(I.= 1,5 W/em®) avec son indice de cavitation associé
CIl = CIINR - CIR =17.

Le méme calculateur permet le contrdle du dispositif en
fixant le gain de I’amplificateur a gain variable (AGV) a la
valeur désirée dans le cas de la boucle ouverte (BO) et en
modulant le gain pour la boucle fermée (BF) avec un
cadencement de 5 ms. Ainsi le programme prend deux
aspects (fig.3) correspondant au mode de fonctionnement

choisi.
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Figure 3 : Schéma simplifié¢ du fonctionnement en boucle
ouverte et en boucle fermée
(cadencement de boucle de 5 ms)

Dans le cas de la boucle ouverte, les CI' sont
directement mémorisés au cours du temps pour un gain de
PAGV constant fixant ainsi l’intensité acoustique I,
appliquée. En boucle fermée, a chaque cadencement, les CI'
sont systématiquement comparés a la consigne CI et le gain
de ’AGV est corrigé en fonction de différence entre ces
deux valeurs pour assurer un niveau de cavitation stable.

Caractérisation chimique

Le processus de cavitation inertielle, source de la
sonolyse du milieu, peut étre évalué par le dosage des
radicaux hydroxyles. En effet, la sonolyse de I’eau conduit
a la formation des radicaux libres suivant I’équation :

H,0 >He+OHe

Diverses techniques sont utilisées pour détecter la
production de OHe, telles que I’iodométrie [21], le
dosimétre de Fricke [22] et 1’acide téréphtalique (TA) [23].
Le dosage de OHe par I’acide téréphtalique présente une
meilleure sensibilité [24] en raison de sa réaction trés rapide
avec les OHe pour générer de 1’acide hydroxytéréphtalique
(HTA). Le HTA a la particularit¢ d’étre fluorescent
(longueur d’onde d’émission : 424 nm) lorsqu’il est excité
par une source de lumiére de longueur d’onde 314 nm. Le
taux de fluorescence relevé refléte le taux de OHe produits
et de ce fait permet d’évaluer le niveau de cavitation
appliqué dans les milieux pour une durée d’irradiation
donnée [23].

Pour ce faire, les échantillons de 2 ml a irradier sont
composés de solution de 2mM de TA provenant d’une
solution mére de 20 mM (PH=7.3 Radiométre Copenhague
_ 210 PHM standard pH-métre ; Conservation a 4 °C a
I’abri de la lumiére). Pour déterminer la concentration de
HTA dans les milieux irradiés, les mesures de fluorescence
sont réalisées par un spectrofluorimétre (SFM 25
Kontron ; Tension: 500 Volts, plage de mesure: de 2 a
200 %, Taux de fluorescence de 1uM de HTA : 37 %).



3  Résultats

La caractérisation d’un processus de régulation de la
cavitation est évaluée sur le méme dispositif ultrasonore,
d’une part, par la mesure de signaux acoustiques produits
par l’activité de la cavitation dans le milieu irradié et,
d’autre part, par le dosage de OHe dans 2 ml d’acide
téréphtalique.

3.1 Mesures acoustiques

Quatre séries de mesures indépendantes ont été réalisé
en boucle ouverte et en boucle fermée, attachées a des
conditions  expérimentales changeantes (température
ambiante et pression atmosphérique). Chaque série est
composée de deux irradiations d’une minute par condition
d’irradiation au nombre de 8 en boucle ouverte et 9 en
boucle fermée. L’ensemble de ces données vont permettre
d’évaluer la reproductibilité de I’irradiation, sa stabilité
dans le temps et sa répétabilité selon les conditions
extérieures.
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Figure 4 : Systéme en boucle ouverte : évolution des CI en
fonction de I,. En pointillé, la ligne moyenne des mesures
effectuées pour chaque intensité.

En boucle ouverte (fig.4), CI croit de manicre
monotone en fonction de I’intensité. Trois zones se
distinguent :

e Pour les faibles intensités [< 0,12 W/em?], les CI

restent faibles et concentrés ( CI = 2).

e pour les intensités comprises entre 0,2 et
1,2 W/em?, les valeurs de CI sont trés dispersées
avec un écart maximal relevé pour I’intensité I, =
0,48 W/cm® ( CI varie entre 2 et 20).

e Enfin pour les intensités supérieures a 1,2 W/em®,
les CI convergent vers une valeur limite de 22.
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Figure 5 : Systéme en boucle fermée : Evolution des CI en
fonction des CI imposés. En pointillé, la fonction linéaire

CI =CI

En boucle fermée (fig5), CI (calculé sur 8 mesures)
présente une égalité quasi-parfaite avec le CI imposé. Un
écart maximal de 0,2 est relevé pour CI = 4.

3.2 Dosage des radicaux hydroxyles

Trois séries de mesures indépendantes ont été réalisé en
boucle ouverte et en boucle fermée. Chaque série est
composée d’une irradiation d’une minute de 2 ml de 2 mM
de TA. Les figures 6 et 7 représentent le taux de
fluorescence de HTA produite, en fonction de I’intensité en
BO et du CI en BF, respectivement.
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Figure 6 : Variation du taux de fluorescence de HTA en
fonction de I, pour le systéme en boucle ouverte.
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Figure 7: Variation du taux de fluorescence de HTA en
fonction du CI imposé pour le systéme en boucle fermée.

En boucle ouverte (BO) (fig.6), 1’évolution de la

concentration de HT A présente deux zones :

e pour les intensités inférieures a 1,2 W/cm? une
forte dispersion des valeurs est observée, (le taux de
fluorescence varie entre 2 et 100). Notons entre
autre qu'un méme niveau de fluorescence peut étre
obtenue pour des intensités ¢loignées (par exemple
un taux de 50 % pour [,=0,2 W/cm? et I, =0,72
W/cm?) ou des écarts extrémes de fluorescence pour
une méme intensité ultrasonore (par exemple : I,
=0,72 W/cm?, le taux de fluorescence varie entre
2% et 60%).

e Pour les intensités supérieures a 1,2 W/cm? les
valeurs convergent vers un niveau moyen de 180 %.

En boucle fermée (fig.7), les taux de fluorescence sont
globalement reproductibles pour un méme CI. Tres faibles
pour les CI inférieures a 10, elles croissent selon une loi de
type exponentielle, jusqu’a 180 % pour une consigne de CI
=22. Une tres forte corrélation est observée entre le taux de
fluorescence et le CI (coefficient de détermination r*
=0,97).

4 Discussion

L’indice de cavitation proposé, CI, permet de micux
prendre en compte le bruit large bande associé¢ a la
cavitation inertielle au profit des raies fréquentielles
associées a la fréquence de la source ultrasonore.

En boucle ouverte, pour les faibles intensités (< 0,12

W/em?), les CI restent faibles et concentrés ( CI= 2) (figd) ;
Le spectre du signal de cavitation ne laisse apparaitre dans
ces conditions que la raie a f, = 445 kHz. D’autre part, (fig.
6), le taux de fluorescence reste en dessous du seuil de
sensibilité de spectrofluorimétre et ne permet pas de déceler
la moindre production de OHe. L’intensité appliquée n’est
donc pas suffisante pour initier et entretenir le phénomeéne
de cavitation.

Pour les intensités comprises entre 0,2 et 1,2 W/em?, les

valeurs de Clsont dispersées et varient entre 2 et 20 ;
I’analyse spectrale des signaux de cavitation a montré que
les amplitudes des harmoniques et sous-harmoniques et plus
globalement le bruit large bande varient énormément d’une
mesure a 1’autre. Rappelons que les faibles intensités ne
suffisent pas a assurer une initiation systématique du
phénoméne de cavitation. Plusieurs paramétres tels que la

température, la densité du milieu, la viscosité, la pression
atmosphérique, le taux de gaz dissout dans le milieu et la
tension de surface, influent largement sur la dynamique des
bulles et sur les types de cavitation produite. Les résultats
présentés dans cette étude sont issus d’expériences réalisées
a densité, viscosité et tension de surface fixes. Les autres
paramétres sont non contrdlables et peuvent expliquer la

dispersion des valeurs de CIobtenues. De plus, la

variabilit¢ de CI dans cette gamme d’intensité est
importante et peut atteindre des valeurs de 5 a 6. Cette
grande dispersion se retrouve sur les taux de fluorescence
mesurés. Par exemple une méme intensité appliquée de
0,8 W/em® peut induire un taux fluorescence soit de 2 %,
soit de 60 %. Un méme taux de fluorescence peut aussi étre
obtenu pour des intensités tres éloignées (par exemple, un
taux de fluorescence de 55% est obtenu pour
L,=0,2W/ecm® et [,=0,8 W/cm?). Dans cette gamme
d’intensité (0,2 a 1,2 W/cmz), la cavitation exhibe un
caractére aléatoire de son initiation et de son entretien.

Enfin, pour les intensités supérieures a 1,2 W/cmz, les CI

paraissent reproductibles, et convergent vers CI=22.
L’analyse spectrale montre une augmentation du niveau des
harmoniques et sous-harmoniques et surtout du niveau de
bruit large bande: la cavitation inertielle est alors
prépondérante. Ceci est confirmé par la faible variabilité

des CI (<1,3). De méme, les taux de fluorescence sont
relativement élevés et concentrés autour d’une valeur
moyenne de 180%.

Au vu de D’ensemble des résultats en boucle ouverte,
I’intensité acoustique n’est pas un critére satisfaisant du
contrdle, de I’initiation, et de I’entretien du phénomene de
cavitation.

En boucle fermée, la régulation permet d’appliquer des
CI compris entre 4 et 20 qui coincident parfaitement avec

les CI correspondants. (fig.5et 7).

Pour les faibles CI (généralement liés aux faibles
intensités), la cavitation stable parait prépondérante dans le
milieu, et, comme son initiation est fortement aléatoire, le
systtme de régulation applique une intensité acoustique
suffisante pour initier le phénomeéne. Une fois le niveau de
cavitation atteint, il s’ensuit une diminution de 1’intensité
acoustique appliquée pour «calquer» le niveau de
cavitation requis. En régime permanent, I’analyse spectrale
du signal de cavitation a montré que le niveau de bruit large
bande est quasiment nul. Dans ces conditions d’irradiation,
le taux de fluorescence de HTA produit (fig.7) est
indétectable par le dispositif de mesure. Dans cette gamme,
la cavitation inertielle dans le milieu peut étre considéré
comme inopérante, voire inexistante.

Pour les CI supérieurs a 10, les mesures sont toujours
reproductibles (fig.5). L’analyse spectrale du signal de
cavitation a montré que le niveau de bruit large bande
augmente en fonction du CI imposé, comme le taux de
fluorescence relevé. La cavitation inertielle est donc
prépondérante dans le milieu. Ces premiers résultats
confirment 1’indice de cavitation CI comme critére de
contrdle du niveau de cavitation. Le taux de fluorescence
évolue de maniére exponentielle en fonction du CI avec un
coefficient de détermination de r’= 0,97. Cette trés forte
corrélation assure la fiabilit¢ de CI comme un critére de
contréle du niveau de cavitation. Ainsi, le systéme de
régulation, qui s’appuie sur ce critére, permet une
répétabilité et une reproductibilité des effets induits et sa



fiabilité laisse espérer son implication dans des applications
biologiques comme moyen de sonoporation cellulaire.

4 Conclusion

Un systéme de régulation de cavitation ultrasonore basé
sur un indice acoustique de cavitation a été mis en ceuvre.
Les avantages d’un tel systéme sont : un suivi en temps réel
du niveau de cavitation durant 1’irradiation, des
informations quasi-instantanées sur les composantes
spectrales caractéristiques de la cavitation, une meilleure
reproductibilité et stabilité du niveau de cavitation surtout
pour les intensités acoustiques inférieures a 1 W/cm?. Ce
systéme apparait donc comme un outil trés intéressant pour
des expérimentations de transfection ou le niveau de
cavitation est déterminant pour avoir un meilleur contréle
des effets induits (mortalité et taux de transfection). Lors de
nos essais préliminaires sur cellules vivantes, une bonne
corrélation entre les CI et la mortalité cellulaire a été
obtenue [25].
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