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Faisabilité d’un bioréacteur a électro-osmose

THIBAULT LEMAIRE, SALAH NAILI, JULIEN PIERRE, MEHDI DIFALLAH, CHRISTIAN ODDOU

Laboratoire de Mécanique Physique, Université Paris Est, 61 Avenue du Général de Gaulle 94010 Créteil

Résumé :

Du fait de la faible perméabilité des tissus cartilagineux a la fin de la phase de production de matrice extracellulaire,
Uutilisation d’un bioréacteur par perfusion pour stimuler les cellules ensemancées dans un milieu poreux est rendue
délicate. L’ emploi de |’ électro-osmose est envisagé pour pallier ce probléme. L’ objectif est ici de vérifier la faisabilité d’ un
tel dispositif via la modélisation multiphysique d’un écoulement en milieu poreux. Les simulations numériques illustrent
U"obtention de vitesses de perfusion raisonnables.

Abstract :

Because of their very low permeability, cartilaginous tissues can not be cultivated with classical perfusion bioreactors. In
this study, electroosmosis is numerically tested as a driving effect to make the fluid flow through a cartilage implant.

Mots clefs : Génie tissulaire cartilagineux, Modélisation multi-échelle, Electro-osmose, Milieux po-
reux, Transport dépendant du pH

1 Introduction et motivations

La culture cellulaire désigne un ensemble de techniques utilisées pour faire croitre des cellules hors de leur
organisme (ex-vivo) ou de leur milieu d’origine. En orthopédie, la genese de tissus osseux ou cartilagineux a
partir des cellules du patient peut s’avérer étre une alternative novatrice aux techniques de greffes classiques.
La croissance de tels tissus se fait & ’aide de bioréacteurs permettant, durant quelques semaines, la culture in
vitro d’implants hybrides, constitués de substrats tridimensionnels dans lesquels sont ensemencées les cellules.
Sous certaines conditions, I’application d’un écoulement de liquide nutritif au sein d’un tissu cartilagineux
cultivé dans un bioréacteur de type microfluidique permet d’obtenir un tissu aux propriétés mécaniques et
biochimiques plus proches de celles du cartilage naturel. Au cours de cette phase de culture, des phénomenes
biologiques (adhésion, migration, prolifération, différentiation et mort cellulaires, synthése de matrice extra
cellulaire) et physico-chimiques (champ électrique, sollicitations mécaniques comme les effets de pression
et de cisaillement, influence de concentrations en nutriments, oxygene, cytokines, pH, etc.) interviennent et
interagissent entre eux.

D utilisation d’un bioréacteur a perfusion permet d’assurer un écoulement qui alimente le milieu cellulaire
en nutriments et oxygene tout en évacuant métabolites et catabolites. Les parametres biologiques et physico-
chimiques évoqués a 'instant sont alors plus ou moins bien contrdlés. La vitesse de perfusion doit étre suf-
fisante pour assurer un bon métabolisme cellulaire. Ainsi, si nous considérons un écoulement macroscopique
perfusant monodirectionnel, un calcul rapide aboutit & une estimation de cette vitesse Ve, = QNL,/Cp a
I’aide de la concentration initiale en oxygeéne disponible Cy, la longueur de I’implant L,, le taux maximal
de consommation cellulaire en oxygeéne () et la densité volumique de cellules cartilagineuses (chondrocytes)
N. Dans cette estimation rudimentaire, la répartition des cellules et la texture de I’implant n’entrent pas en
compte. Par ailleurs, si les valeurs Cy = 0.2 mol.m™ et L, = 0.01 m sont facilement déterminables, les
ordres de grandeur de () et de N sont plus étalés selon les sources. Ainsi, suivant les données issues de [1], @

peut varier entre 10~ 18 mol.cell™*.s™! et 10717 mol.cell~*.s 7!, tandis que N fluctue entre 1012 cell.m~2 et
10'3 cell. m~3. Notre estimation de la vitesse de perfusion V., nous donne donc des valeurs contenues entre

une estimation basse V,2%°¢ = 10~ 7 m.s™! et une estimation haute V4% = 1075 m.s~".

Par ailleurs, pour peu que les cellules cartilagineuses aient déja produit leur matrice extra-cellulaire, la perméabi-
lité hydraulique du cartilage peut étre trés faible, de 1I’ordre de 107% m?(Pa.s)~! [2]. L'utilisation de la loi

de Darcy nous indique que des pressions de plusieurs dizaines & plusieurs milliers de bars seraient nécessaires

pour générer une vitesse de perfusion raisonnable. De telles valeurs de pression sont irréalistes ! En pratique,

pour des valeurs de pression raisonnables, il apparait que la partie tissulaire en aval de 1’écoulement n’est

quasiment pas pénétrée par le fluide nutritionnel.

1l faudrait ainsi proposer un moyen pour promouvoir un écoulement a vitesse de perfusion acceptable. En outre,

il est nécessaire de garantir des sollicitations constantes au niveau du tissu. En effet, pour des raisons cliniques
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(nécrose et rejet de I'implant), le tissu fabriqué se doit d’étre le plus homogene possible, ¢’est-a-dire d’avoir
été cultivé sous conditions de culture stables.

Le tissu cartilagineux pouvant étre vu comme un milieu poreux présentant une densité de charge électrique
au niveau de ses interfaces poreuses, notre idée est de travailler & 1’aide d’une pompe électro-osmotique. Ce
type de pompe est fréquemment utilisé dans le cadre de la réhabilitation électrocinétique des sols pollués
[3, 4]. Son principe repose sur 1'utilisation d’un champ électrique pour générer un écoulement hydrique au
travers du milieu poreux chargé, de I’anode vers la cathode. Ce phénomene électro-visqueux, appelé électro-
osmose, est associé a un phénomene d’électro-migration des especes ioniques, les cations, respectivement les
anions, se déplacant vers la cathode, respectivement I’anode. Il est ainsi possible d’extraire ou d’échanger
les ions accumulés au niveau des électrodes. Les propriétés électriques du tissu cartilagineux sont dues & la
présence d’éléments structurels chargés. En effet, il est formé de chondrocytes noyés dans une matrice poreuse
extracellulaire constituée de glycosaminoglycanes chargés négativement et de fibres de collagene.

Apres avoir présenté les phénomenes physico-chimiques associés a 1’électro-osmose, un modele de transferts
hydriques couplés en milieu poreux est établi. Puis, quelques simulations numériques afin d’évaluer 1’ intérét
de I"électro-osmose dans la culture de tissu cartilagineux in vitro sont présentées.

2 Phénomenes électro-chimiques liés a 1’électro-osmose

Dans les milieux poreux chargés négativement classiques, qu’ils soient de nature géologique ou biologique,
la densité surfacique de charge négative qui caractérise les interfaces fluide-solide est contrebalancée par une
couche de cations compensateurs adsorbés (couche de Stern) et le développement d’une couche diffuse ca-
tionique dans leur voisinage [5]. Lorsque le milieu poreux est placé entre deux électrodes assurant un champ
électrique, la force de Coulomb engendrée met en mouvement les charges libres dans la couche diffuse. Le
mouvement de ces charges, du fait des interactions visqueuses, entraine le fluide. Dans notre cas, on observera
donc un mouvement de fluide vers la cathode accompagnant la migration des cations.

Le courant électrique fourni au niveau des électrodes dissocie les molécules d’eau en ions hydroxyles OH ~ et
en dihydrogéne gazeux au niveau de la cathode, et en ions hydronium H3O™ (nous les noterons plus simple-
ment H 1) et en dioxygéne gazeux au niveau de I’anode. Ainsi, il est nécessaire de tenir compte de la présence
de ces deux especes ioniques et de leurs éventuelles conséquences dans notre étude.

S’ajoutant a ces deux especes ioniques, diverses particules chargées (nutriments, déchets, etc.) sont contenues
dans le liquide de perfusion. Par souci de simplification, nous les représenterons pour ’instant par des ca-

tions N (J; g €t anions N, (;q) monovalents en solution. Ainsi, les sites réactifs de la phase solide X (; ) chargés

négativement auront tendance a réagir principalement avec ces cations et les ions hydronium. Négligeant, les
rares échanges anioniques, nous avons ainsi deux réactions chimiques d’échanges a prendre en compte.
La premicre de ces équations retranscrit les protonations (adsorption d’un ion hydronium) et déprotonations

(réaction inverse) : X (; y + H (J; g = X H,). La seconde fait référence aux échanges cationiques (adsorption
et désorption d’un cation) : X (; ) + N (J; 2 = X N(s). Ces deux réactions chimiques, caractérisées par leurs
constantes d’équilibre respectives K et K, peuvent provoquer la neutralisation d’une charge élémentaire

négative de la phase solide X (; ) La densité surfacique de charge globale o du milieu va donc varier avec les
concentrations cationique C_. et en ions hydronium Cy suivant une loi analogue a celle proposée dans [4] :

K,C, + KyCy
1 + K+C+ + KHCH‘

oo étant la densité surfacique structurelle de charge du solide et o4, la quantité de charge surfacique échan-
geable maximale.

(D

0 =00+ Omax

3 Modele électro-hydraulique avec effets de pH

3.1 Géomeétrie

Dans cette section, nous allons donner les ingrédients du modele multiphysique & deux échelles a la base
de notre étude. Compte-tenu de la complexité structurelle du tissu cartilagineux et du caractére prospectif
de ce travail, nous choisissons d’étre simple et de considérer un milieu poreux caractérisé par une cellule
representative élémentaire a géométrie cartésienne constituée de deux plaques paralleles placées en vis-a-vis.
Le transport de I’eau et des ions s’ effectue dans la direction longitudinale, entre les deux plaques solides placées
en vis-a-vis. Ces dernieres, d’une longueur L, sont situées a une distance = H du plan médian de symétrie et
leur épaisseur est notée e,. Ces dimensions sont calibrées sur les tailles caractéristiques de I'implant : L, =

1072 m, est sa longueur, 2H = 108 m la taille caractéristique des pores du cartilage (lorsque la matrice
extracellulaire est en fin de formation) et en notant € la porosité du milieu, [’épaisseur caractéristique de la
phase solide est exprimée par e, = (1 — €)H/e. L'estimation de la taille caractéristique du pore H est faite
en prenant la racine carrée de la perméabilité intrinseque mésurée dans [2]. D’ autre part, une estimation de la
porosité e = 0.75 peut étre faite par la donnée de la teneur en eau du tissu cartilagineux dans [6].
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F1G. 1 — Schéma de la cellule élémentaire représentative

Cette géométrie représente les pores qui sont saturés par une solution constituée d’eau, d’ions hydroxyles et
hydronium, et d’un sel monovalent entierement dissocié. En outre, I’échelle est suffisamment grande pour que
les effets stériques et d’hydratation soient négligés et que la phase liquide se comporte comme une solution
d’électrolyte dont les ions sont assimilés a des charges ponctuelles.

Le modele que nous utilisons dans cette étude est celui décrivant le transport couplé d’une solution d’électrolyte
incompressible dans les milieux poreux électriquement chargés, développé dans [7] et présenté dans le contexte
des milieux argileux dans [4].

Ces modeles prennent en compte 4 especes chimiques correspondant a un sel monovalent, typiquement formé
du couple N™ et N, etles ions H™ et OH~ générés notamment par la dissociation de I’eau. Nous notons
cy, C’_, CretCop leurs concentrations.

Le principe de ce modele est d’utiliser une approche multi-échelle pour transférer & 1’échelle macmscoplque
de I’écoulement les effets microscopiques sis a 1’échelle du pore. Les équations sont présentées en terme de
variables équivalentes obtenues suite & un changement de variables s’ appuyant sur le concept de solution fictive
d’électrolyte (bulk virtuel) a I’équilibre thermodynamique vérifiant I’ électroneutralité [8]. L’ intérét de ce chan-
gement de variables va étre, aprés homogénéisation, de séparer les variables de bulk purement macroscopiques,
dites "lentes”, des variables a forte fluctuation microscopique, dites “rapides™ [9].

Sur notre cellule representative élémentaire (cf. Fig. 1), 1a coordonnée longitudinale, qui se rapporte a la grande
échelle, est désignée par x, alors que la coordonnée transversale correspondant a la petite échelle est appelée
y. Typiquement dans notre cas, les variables de bulk (pression p;, concentrations chimiques Cy, C_, Cyr et
Coum, potentiel électrique d’écoulement ;) ne dépendront que de la coordonnée macroscopique x tandis que
les variables rapides (potentiel de double-couche ¢, composante longitudinale de la vitesse ) varieront avec

Y.

3.2 Modéele

Conditions aux bords du dispositif Au niveau de chacun de ses c6tés, le systéme est en contact avec deux
réservoirs supposés de grande taille et dont les caractéristiques sont constantes (salinité, pH, pression, poten-
tiel électrique). Les variables lentes sont donc continues a I’interface entre 1’espace interstitiel et les grands
réservoirs externes, assurant de ce fait des conditions de Dirichlet en z = 0 et x = Ly,.

Electroneutralité et produit ionique de ’ean  L’électroneutralité globale stipule qu’il doit y avoir autant de
cations que d’anions :

Cy +Cyp=C_+Con = np. (2)

En outre, le produit ionique de 1’eau étant constant, nous avons :

CuComn = K. (3)

Potentiel de double-couche Le potentiel électrique de double-couche réduit ¢ = F¢/RT, F étant la
constante de Faraday, T" la température absolue et R la constante des gaz parfaits, ne varie qu’a 1’échelle
microscopique et est régi par I’équation de Poisson-Boltzmann [4] qui, dans notre géométrie s’ écrit :

%@ 1

W_Lg sh(@). 4)

Dans cette équation apparait la longueur de Debye Lp = +/eeo RT/(2F2n;) qui caractérise 1’épaisseur de la
double couche électrique, g¢ étant la permittivité du vide et ¢ la constante diélectrique du milieu. Les conditions
aux limites associées s’obtiennent en se donnant la continuité du flux électrique aux parois du micropore, en

o
y = £ H, ot nous avons 6“0 = = RT Cette équation peut étre résolue en adaptant une méthode de résolution

présentée dans [5] et detalllee dans [7].
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Loi de Darcy generallsee Si nous notons < . > la moyenne sur I'espace fluide, I’écoulement du fluide
s’établit en réponse a des gradients de pression py, de concentration n, et de potentiel électrique macroscopique
wb, et est décrit par une loi de Darcy généralisée ;

dpe KC%—KE%- (5)

- _K
<uw>f Pz dr dr’

Kp, K¢ et Kg représentant respectivement les perméabilités hydraulique, osmotique et électro-osmotique.
Ces derni¢res peuvent étre calculées sous réserve de connaitre les propriétés texturales et physico-chimique
du milieu poreux (géométrie, charge surfacique des pores). Dans le cas de pores & géométrie cartésienne,
respectivement a géométrie cylindrique, ces perméabilités sont explicitées par [4], respectivement [8]. En par-
ticulier, dans la géomérie cartésienne de notre étude, la perméabilité de Poiseuille Kp = H?/3u ¢ ne dépend
que de la viscosité de fluide py et de la géoméirie. De fagon analogue, la perméabilité électro-osmotique
Kgp = % (%) (< @ >r —p(y = H)) peut étre exprimée facilement via I’équation de Poisson-Boltzmann
(4). Seule la perméabilité osmotique K¢ requiert une résolution numérique.

Transport des espéces chimiques Quatre équations macroscopiques de Nernst-Planck servent a décrire le
transport des quatre especes ioniques [4] :

a(C, e;f(-@)) L (G ezr;(—@)%) _ %(m eXp(_@(f)a% + C+%)), 6)
a9(C. ~ 9(C._ 7 R) oC_ oY

( e;f(w)) LA ezr;(er)U) = = (D exp(+8) (5 _C_%)), (7
a(CHe;f(—w)) + 8(CHG5(;I;(_‘P)U) _ %(DHeXp(_@(% +CH%)) T 1, 8)
a(C +¢)) . d(C, +¢ 9 9C UTI

( OH((;}ZP( ) o OHG(’;ZI;( @u) _ = (Dox exp(+)( agH _ OH%)) +1h, 9)

\

ou t est le temps, D; le coefficient de diffusion binaire dans I’eau de I’espece 4, 7h un terme source dii a la
dissociation de I’eau et @ le potentiel de double couche réduit connu par la résolution du probléeme de Poisson-
Boltzmann (4). Les conditions aux parois des pores font intervenir des termes d’échanges surfaciques entre
les ions, termes qu’il faudrait expliciter. Toutefois, lorsque 1’équilibre chimique est atteint, le flux d’échange
ionique entre I’électrolyte et la phase solide est nul. Cette étude n’étant qu’une approche grossiére pour vérifier
I’efficacité de 1’électro-osmose dans I’ingénierie tissulaire, nous nous placons dans un cas stationnaire.

Par ailleurs, I électrolyse de 1’eau générant de forte variation de pH, et connaissant I’extréme sensibilité du tissu
cartilagineux aux valeurs du pH [10], il sera indispensable de réguler ce parametre au niveau des électrodes
dans le cas d’un essai expérimental. Notons enfin qu’en conditions presque neutres les concentrations Cyy et

CoH proches de 10~7 peuvent étre négligées en comparaison de la concentration en sel ny, (force ionique).

4 Résultats

Dans cette section, nous allons avancer des pistes de réflexion quant 2 la faisabilité du bioréacteur fonctionnant
par effet électro-osmotique. Pour cela, nous considérons un systeme comparable a celui de la Fig. 1. Les incon-
nues macroscopiques sont la vitesse darcéenne de 1’écoulement monodirectionnel incompressible < u >y, la
pression hydraulique Db le potentiel électrique ¢, les quatre concentrations C+, C_,ChxetCppg. A cesincon-
nues macroscopiques s’ ajoute le potentiel de double couche ¢ calculer via I"équation (4). Outre la conservation
de la masse, les équations macroscopiques sont données par I’électroneutralité (2), la loi de Darcy modifiée
(5) et les quatre équations de transport (6) a (9). La résolution de ce systeme couplé est effectuée a I’aide d’un
code aux volumes finis “maison” [7].

4.1 Vitesse de perfusion atteignable par electro-osmose

L’ utilisation des expressions des perméabilités K p et K g ainsi que le calcul numérique de K nous permettent
de donner sur la Fig. 2 les évolutions de ces perméabilité€s avec la force ionique 7. Si la perméabilité hydrau-
lique est logiquement indépendante de la force ionique, la perméabilité électro-osmotique reste peu sensible
3 ce parametre et demeure proche de 5.1078 m2s~'V L. Enfin, la perméabilité osmotique varie fortement
puisqu’elle s’effondre de 5 ordres de grandeur sur la plage de forces ioniques étudiée.

Compte-tenu de cette forte sensibilité de I’effet osmotique vis-a-vis de la force ionique, I’efficience de notre
dispositif électro-osmotique sera liée a la vitesse électro-osmotique qui peut étre atteinte. La valeur de Kg
que nous obtenons requiert d’utiliser un champ électrique moteur de 1’ordre de quelques volts par metre en
hypothese basse quant a la vitesse de perfusion, valeur qui reste dans I’ordre de grandeur optimal observé
expérimentalement dans [11]. Toutefois, en hypotheése haute quant a la vitesse de perfusion, le champ électrique

4
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F1G. 2 — Evolution avec la force ionique des coefficients de perméabilité couplés

moteur nécessaire est alors de quelques volts par centimetre, ce qui n’est qu’un ordre de grandeur en decga de
la dizaine de volts par centimetre ou la mort cellulaire est observée [12].

Leffet électro-osmotique sera donc d’autant plus intéressant que 1’hypothese faite sur la vitesse de perfusion
est basse.

4.2 Autres effets couplés indésirables

Observations expérimentales en rémédiation électrocinétique des sols pollués Lors d’essais expérimen-
taux d’électro-osmose dans des sols, il est possible d’observer du c6té de la cathode un effet de succion générant
localement la consolidation du milieu. Cette succion peut étre imputée & deux phénomenes physiques agissant
dans le méme sens et ayant pour conséquence le fait de ne pas avoir un flux électro-osmotique constant au fil de
I’écoulement. D’une part, du c6té de la cathode, le pH a tendance a étre plus important, ce qui peut entrainer des
réactions de précipitation d’hydroxydes, diminuant ainsi la conductivité électrique du fluide [13]. D’ autre part,
du fait de la plus faible protonation des particules solides du c6té de la cathode ou le pH est élevé, la densité
surfacique de charge négative est plus importante, ce qui entraine une plus forte efficacité de I’ électro-osmose
a cet endroit [4].

De tels effets de succion ne sont pas souaitables dans notre cas. En effet, la pression du fluide étant connue pour
étre un des agents influencant I’activité cellulaire, des inhomogénéités du tissu cultivé liées a cette succion se-
raient alors prévisibles et nuiraient fortement a la réussite d’une greffe dans le cadre d’une application clinique.
Nous nous proposons par conséquent de vérifier a I’aide de notre modele si ces effets de succion inhérents
au transport électro-osmotique demeurent limités dans une perspective de mise en ceuvre d’un prototype de
“bioréacteur”. Pour cela, différentes simulations de 1’électro-osmose stationnaire au travers du dispositif de la
Fig. 1 sont proposées.

Protocole numérique Cet effet de succion indésirable résultant directement du couplage électro-hydrauli-
que, nous proposons de travailler & force ionique constante : ny(z = 0) = ny(z = L,) = 0.1 mol.l7%.
D’autre part, nous estimons que le gradient hydraulique reste trés faible. En fixant les conditions aux bords
en terme de pression relative py(z = 0) = 30 Pa et py(x = L,) = 0 Pa, nous avons donc un gradient
hydraulique de 1’ordre de la dizaine de pascals par centimetre. Par ailleurs, afin de ne pas détériorer le tissu
cultivé, une 1égere régulation de pH au niveau des électrodes est supposée de sorte & maintenir 1’échantillon
dans une plage de pH entre 6 et 8. L’anode étant placée en z = 0, le pH a cet endroit est bas et on se donne
pH(z = 0) = 6. A contrario, la cathode en x = L, étant une zone basique, nous prenons comme seconde
condition pH (z = L,) = 8. Nous allons pour finir choisir quatre jeux de potentiels électriques aux électrodes
pour obtenir des champs électriques variant entre les valeurs trouvées précédemment, valeur basse (optimale)
de 20 mV.cm™!, et valeur haute (quasi-léthale) de 1 V.em™1.

D’autre part, les données du modele sont celles fournies dans [4], exception faite des deux constantes de
réaction liées aux échanges qui sont choisies a I’aide de données sur les aminoacides en conditions acido-
basiques. La constante d’équilibre de ]a réaction d’échange protonique est K7 = 0.02 L.Lmol ! tandis que celle
des échanges des cations K. est supposée tres petite devant cette valeur (a priori le proton est le cation qui
s’échange le plus facilement).

Comportement hydro-chimio-électrique simulé T.es profils de force ionique, de pH, de pression et de po-
tentiel électrique sont visibles sur la Fig. 3. L’obtention des profils relatifs au transport des quatre especes
ioniques prises en compte résulte de la définition du pH avec le logarithme décimal pH = —log1oCp et de
I'utilisation des équations (2) et (3).
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FIG. 3 — Simulations pour 4 valeurs du champ électrique : 0.02 V.em™! (cas A, ligne continue), 0.1 V.cm™!
(cas B, croix), 0.5 V.em™! (cas C, points), 1 V.em™! (cas D, ligne discontinue).

Conformément a ce qui était escompté, les quatre profils de la concentration en sel sont constants. Les profils
de pH, quant 2 eux, sont caractérisés par un saut de pH au niveau de la cathode d’autant plus marqué que le
gradient électrique est important. Ce résultat met en évidence une inhomogénéité chimique forte a cet endroit,
inhomogénéité qui devra étre limitée au maximum par le biais d’une forte régulation de pH aux électrodes.
Concernant les profils électriques, ils demeurent linéaires, traduisant le fait que le champ électrique est constant.
Enfin, les profils de pression indiquent que les effets de succion craints demeurent légers pour des valeurs
du champ électrique inférieures au décivolt par centimetre, les profils étant quasi-linéaires. Seuls les profils
correspondant aux cas extrémes proches de la mort cellulaire laissent apparaitre cet effet indésirable.

5 Conclusion

Dans cette approche théorique prospective, et de ce fait fort rudimentaire, nous avons montré par un modele
multiphysique que I'utilisation de I’électro-osmose comme effet moteur du transport dans un bioréacteur pour
le cartilage était envisageable au sens ou elle permet d’atteindre des vitesses d’écoulement suffisantes pour
perfuser la totalité du milieu (de I’ordre du micron par métre). Par ailleurs, comme illustré par nos simulations,
si des effets néfastes de consolidation du c6té de la cathode restent limités, un saut de pH a lieu dans cette
zone. Si cette étude tres simplificatrice réduit la complexité inhérente a la culture de cartilage, dans le cadre de
la mise en ceuvre d’un bioréacteur dédié a celle-ci, ce travail théorique préliminaire nous donne tout de méme
les ordres de grandeur des conditions hydro-chimio-électriques favorables.
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