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Introduction générale

Lorsque deux membranes biologiques viennent au contact l'une de l'autre, la

première interaction ressentie est l'approche de deux surfaces portant des groupements

sucres. Il peut s'agir des têtes polaires de glycolipides ou de glycoprotéines, molécules

abondantes à l'interface de ces architectures moléculaires complexes que sont les

membranes [1]. Il est souvent mis en avant que ces groupements externes doivent

participer aux mécanismes de reconnaissance cellulaire, d'adhésion entre cellules, de

réactions immunitaires... [2, 3]. La conformation de la tête sucre hydrophile semble en

effet provoquer des interactions spécifiques de type ligand-récepteur, difficiles à analyser

[4], et en même temps générer une barrière stérique [5].

Différents auteurs se sont déjà intéressés au problème de la caractérisation des

interactions moléculaires introduites par des glycolipides associés aux bicouches. Marra,

en 1985, a travaillé sur le digalactosyl-diglyceride (DGDG), un glycolipide dont la partie

polaire est constituée par deux motifs galactosides [6]. Par SFA ("Surface Force

Apparatus"), il a mesuré des énergies d'adhésion six fois plus fortes que dans le cas des

phospholipides. Parker, en 1989, toujours par SFA, a mis en évidence une interaction

répulsive à courte distance dans le cas du GM1, un glycolipide naturel chargé, qui

contredit la possibilité de promouvoir une quelconque adhésion entre les membranes [7].

Récemment, Mclntosh et Simon ont obtenu un résultat similaire par la technique de

stress osmotique [8]. Seuls Luckham et coll. ont mesuré dans des systèmes mixtes

GMl/phospholipides des énergies d'adhésion significatives [9]. Le débat reste donc

ouvert quant à savoir si les motifs sucres induisent ou non une force attractive

d'adhésion entre bicouches du seul fait de leur présence.

L'un des objectifs de notre travail est d'essayer d'isoler nous aussi les interactions

spécifiques introduites par des glycolipides dans le cas de systèmes lamellaires, non

seulement par des mesures de forces, mais également par l'exploitation

thermodynamique des zones d'équilibre présentes dans les diagrammes de phases. Nous

désignons par "glycolipide" toute molécule tensioactive dont la tête polaire est constituée



de motifs sucres, et par "oligosaccharide" une molécule carbohydratée simple, non

tensioactive, tel que le glucose ou le saccharose.

Au laboratoire le système des phases lamellaires de DDAB (bromure de

didodécyldiméthyl ammonium), un tensioactif cationique, a été l'objet d'études

approfondies pour comprendre les mécanismes de stabilité des phases ordonnées et

désordonnées de bicouches, c'est pourquoi nous l'avons choisi comme système-hôte [10].

Pour avoir une comparaison avec un système non chargé, nous avons aussi travaillé avec

la phase lamellaire de DMPC, un phospholipide zwitterionique modèle, fréquemment

utilisé [11].

Le choix de deux glycolipides synthétiques, 2-0 LauroylSaccharose (LS) [12] et N-

lauroyl, N-nonyl Lactitol (LC11C9) [13], a été guidé par la collaboration avec deux

laboratoires de chimie des systèmes moléculaires organisés (ENSC Rennes et UPS

Toulouse) au sein du GDR "Systèmes Colloïdaux Mixtes". Sur la Figure 1 nous avons

représenté schématiquement ces molécules en respectant les ordres de grandeur des

volumes des têtes polaires et des chaînes alkyles.

lnm 1
R * R
U CN*5 <d> \^J

8 8

8 8

D

B
Figure 1 : Représentation schématique à l'échelle des molécules étudiées : le DDAB chargé
et les deux glycolipides dont les têtes polaires sont plus volumineuses, le 2-0
LauroylSaccharose monochaine et le N-lauroyl, N-nonyl Lactitol bichaine. D représente la
période smectique et S l'épaisseur des bicouches.



Ce mémoire débute, dans le chapitre I, par un rappel sur les modes d'interactions

actuellement reconnus dans les systèmes de bicouches. Ces expressions explicites sont en

effet nécessaires pour interpréter les mesures de pressions osmotiques et les

comportements de phases de nos systèmes purs et mixtes. Une illustration est donnée

avec la molécule de DDAB, en système binaire dans l'eau.

Dans le chapitre II, nous donnons les caractéristiques physico-chimiques des

composants moléculaires utilisés : volumes moléculaires, surfaces par tête polaire,

diagrammes binaires observés dans l'eau en fonction de la température. Nous nous

intéressons également à l'effet de l'ajout de différents oligosaccharides dans la phase

lamellaire de DDAB.

Une part essentielle de notre étude a consisté à obtenir des informations

structurales sur les phases formées par les systèmes mixtes. Pour cela, nous avons mis

au point une méthode d'obtention des diagrammes de phases en gradient de

concentration en capillaire, que nous décrivons dans le chapitre III. Nous présentons

ainsi les deux diagrammes ternaires des systèmes DDAB/LS/eau et DDAB/LCnC9/eau

résultant de l'utilisation de notre méthode, de même qu'une étude de diffusion de

neutron sur des échantillons orientés.

Le chapitre IV décrit les résultats de mesures de la pression osmotique dans les

phases lamellaires, obtenus par la méthode de stress osmotique. A partir de ces

résultats, nous modélisons, en fonction de la fraction molaire de glycolipide ajouté, les

différentes forces qui interviennent dans le bilan total. Quelle combinaison d'interactions

moléculaires permet une coexistence de deux phases lamellaires de périodicités

différentes? Qu'est-ce qui favorise l'apparition de points critiques? Nous retrouvons, en

évaluant les pressions et les énergies libres, l'allure des diagrammes de phases ternaires

expérimentaux du chapitre III.

Après nous être intéressés essentiellement aux phases concentrées dans les

précédents chapitres, nous cherchons, dans le chapitre V, quelle est la périodicité

maximale, Dmax, pour laquelle la phase lamellaire mixte est stable. Qu'est-ce qui limite le

gonflement maximum des bicouches? Que se passe-t-il lorsque nous mélangeons un

système qui gonfle (DDAB) et un qui ne gonfle pas (glycolipide) ?
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Chapitre I

Forces interlamellaires et équilibres de phases



Chapitre I

LA. Rappels sur les modes d'interactions entre bicouches

Le modèle classique DLVO [1] a été établi il y a plus de 50 ans pour rendre compte

de la floculation de colloïdes inorganiques en présence de sels. Il fait intervenir

séparément et de manière additive une force attractive, la force de van der Waals, et

une force répulsive, la force électrostatique. Cette additivité est une approximation (cf.

[2]) mais elle permet d'expliquer et de prédire de manière surprenante de nombreux

équilibres observés, dans des systèmes eau/huile, huile/oxyde minéral... [3]

Cependant ce modèle est parfois pris en défaut. Par exemple, Wennerstrôm et

Jônsson ont montré que cette théorie induit des erreurs quantitatives sur l'estimation

des forces entre surfaces chargées dans le cas de contre-ions divalents, si l'on ne tient

pas compte de corrélations ions-ions [4]. La coalescence d'émulsions est aussi un cas où

le modèle DLVO est mis complètement en défaut et ne donne pas les bons ordres de

grandeur de la barrière cinétique gouvernant le phénomène [5].

D'autres forces doivent être prises en compte pour expliquer les phénomènes

observés : dans les systèmes lamellaires peu chargés, Helfrich a montré théoriquement

qu'il existe, à grande distance, une force répulsive d'origine entropique, associée à des

fluctuations dans des structures à topologie réduite [6] ; de même, dans le cas qui nous

intéresse de bicouches de lipides, Parsegian et coll. ont mis en évidence

expérimentalement une force répulsive, prédominante à moins de lnm, exponentielle à

courte portée, dite "d'hydratation" [7].

Dans la partie qui suit, nous détaillons les mécanismes généralement reconnus

dans les interactions entre films de tensioactifs en solution aqueuse, en reprenant les

formules classiques et d'autres moins classiques : malgré une application parfois

abusive, à la limite de leur domaine de validité que nous allons préciser, ces expressions

analytiques explicites restent un outil utile. Par exemple, nous verrons leur utilisation



Forces interlamellaires et équilibres de phases

dans le Chapitre IV pour quantifier l'importance relative de ces forces les unes par

rapport aux autres et leur évolution d'un système à l'autre.

I.A.l. Une force attractive : la force de van der Waals

L'origine de la force de van der Waals ou force de dispersion qui s'exerce entre

deux corps à travers un milieu continu est liée aux propriétés de polarisabilité des

atomes. Parsegian et Ninham ont développé la théorie de Lifshitz pour exprimer cette

force dans les cas des systèmes lipide-eau (cf. [8] ou [9]).

I.A.l.a. Modèle simple

Figure I- 1: Schéma simplifié de deux bicouches d'épaisseur dh séparées par une
épaisseur d'eau da.

Si on schématise le système comme sur la Figure 1-1, où les bicouches sont

considérées comme des milieux continus d'épaisseur dh, séparées par la phase aqueuse

d'épaisseur da également prise comme un continuum, la théorie donne pour l'énergie

libre d'interaction par unité d'aire, l'expression suivante [8, 9] :

127T

1 1

(da+dhy
(M)

Comme la pression est égale à l'opposé de la dérivée de l'énergie on a encore :

_A_
vdW

 6K
(1-2)



Chapitre I

A, la "constante" de Hamaker, se calcule à partir des permittivités diélectriques

des phases et de leurs variations en fréquence [8, 9] :

Le premier terme, à fréquence nulle, dépend des constantes diélectriques £a et Eh de

la phase aqueuse et de la bicouche hydrocarbonée : ces constantes valent respectivement

80 pour de l'eau pure et de l'ordre de 2 pour un quelconque hydrocarbure. A température

ambiante on obtient donc A ^ = 2.8 x 10~217 (lkT~4.1xlO"21J).

„ 2nkT
Dans le deuxième terme, ç, = —-—n, avec h la constante de Planck. Si on suppose

que la permittivité diélectrique varie avec la fréquence comme la polarisabilité des

molécules on a [9] :

Cte Cte

[CO.. )

(1-4)

avec cùrot les fréquences de rotation des molécules (dans le domaine des micro-ondes) et

eue les fréquences d'absorption (infrarouge ou ultraviolet). Ainsi à partir des données

spectrales des composés on peut calculer numériquement Av>0 comme l'ont fait par

exemple Parsegian et Weiss dans [10].

Une méthode plus approchée pour calculer A ^ est de considérer seulement une

absorption principale coe~3xl015s-1 dans l'ultraviolet (cf. [11]) : l'équation (I- 4) devient

alors

n2-\

or.

d-5)

où n est l'indice de réfraction optique, (n vaut 1.33 pour l'eau pure et de l'ordre de 1.41

pour la bicouche). Après intégration sur la fréquence, on trouve Av>0 = 1.7x10" ' / d'où

une valeur pour A totale égale à 4.5xlO"21 J. En utilisant l'équation (I- 4) et toutes les

fréquences connues d'absorption de l'eau, Parsegian obtient une valeur légèrement

inférieure A=4.26xlO-21 J [12].
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D'autre part, si la distance entre les deux objets en interaction est suffisamment

grande, alors le temps mis par le champ électrique du premier objet pour aller jusqu'au

deuxième et revenir devient comparable à la période de fluctuation des dipôles. Il y a un

effet de retard qui a pour conséquence de diminuer la valeur de Av>0 pour les distances

de séparations supérieures à 30A. Ninham et Parsegian ont résolu l'équation de

Liftshitz à toutes les distances et il est possible de corriger la valeur numérique Av>0

avec leurs résultats (cf. [8]).

De plus ces ondes électromagnétiques à la base des forces de van der Waals sont

aussi bien écrantées que les interactions électrostatiques, si l'on fait l'hypothèse que les

charges localisées dans le solvant sont mobiles. Donc, si l'on travaille en présence de sel,

il faut tenir compte de l'écrantage des charges pour \=0 qui devient [9] :

KL = Av=0(2KrfJe-2^'' (1-6)

avec K l'inverse de la longueur d'écran de Debye. En pratique, cette correction de force

ionique est importante dès que l'on est à des concentrations en sel supérieures à 0.1M,

où des effets d'adsorption d'ions interviennent [13].

I.A.l.b. Modèle triple film

Figure I- 2 : Schéma simplifié de deux bicouches d'épaisseur apolaire dh, possédant de
part et d'autre une partie polaire d'épaisseur dP et séparées d'une distance da.

Dans le cas de films de tensioactifs possédant une tête polaire volumineuse ou

ayant des propriétés de polarisabilité spécifiques, il est nécessaire de ne pas s'en tenir

au modèle simple précédent et d'utiliser un modèle "triple film" : dans ce cas, on
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Chapitre I

introduit pour la partie polaire une troisième phase d'épaisseur dP, comme représentée

sur la Figure 1-2, et on a (cf. [7]) :

6K

6K

A
6K

1

d

1

(da+2dl

1
3

a

) 3

) 3

2

+ 2dp+dh

1

1

)3

3

, ) 3 (da

1

1

1
+ K ) 3

(da

1

+ 3dp + 2dh

- i

(1-7)

avec

A,

(1-8)

Ai traduit les interactions entre la couche polaire et la phase aqueuse, A3 entre les

chaînes et la couche polaire et A2 est un terme croisé.

Les propriétés diélectriques des têtes polaires sont mal connues. Cependant pour

des glycolipides, on peut considérer qu'elles se rapprochent de celles d'une solution

concentrée de sucrose : d'après [14], la constante diélectrique d'une solution aqueuse de

sucrose 50% en poids vaut 63.4 (e=80 pour l'eau pure, 2 pour les chaînes). D'autre part,

d'après [7], la variation en fréquence de la permittivité diélectrique d'une telle solution

concentrée de sucrose se rapproche de celle des chaînes. L'indice de réfraction d'une

solution de sucrose à 50% vaut 1.42 [15] (n=1.33 pour l'eau, -1.41 pour un

hydrocarbure). Donc on peut dire que, à fréquence nulle, les têtes polaires se comportent

plutôt comme l'eau, et plutôt comme les chaînes dans l'ultraviolet. Donc Ai et A3 doivent

avoir une valeur plus faible que la constante de Hamaker A hydrocarbone/eau puisque

l'un de leur deux termes, fréquence nulle ou fréquence variable, est quasi nul.

D'après Evans et Needham [16], Ai varie entre 1.2 et 3xlO'21 J selon la nature de la

couche polaire (phospholipides ou glycolipides), A3 reste constant (~3xlQ-21 J) et A2 est
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un ordre de grandeur plus petit que Ai et A3 : 1022 J comparé à 1021 J. Donc le deuxième

terme dans l'équation (1-7) peut être négligé.

Sur la Figure 1-3, nous avons tracé la force de van der Waals calculée pour des

bicouches de lipides avec trois hypothèses différentes. On a choisi dh=24.8Â, dP=10.9À

(cf. [7]).

1.E+10

1.E+08

1.E+02 :

1.E+00

a) modèle simple avec da=eau

b) modèle simple avec da=eau+têtes polaires

c) modèle triple film

limite têtes polaires/eau

20 40 60 80 100

da (épaisseur d'eau) (À)

120 140

Figure I- 3 : Terme de pression dû aux interactions de van der Waals calculé pour des
bicouches de phospholipides dans l'eau. Le détail des calculs et les valeurs des
paramètres sont donnés dans le texte

Pour les cas a) et b) nous avons utilisé le modèle simple avec A=4.5xlO21J. Dans le

cas a), les têtes polaires sont considérées comme l'eau : autrement dit, le plan d'origine

de la force se trouve à la "frontière" chaînes-têtes polaires c'est à dire à da=-dP=-10.9Â.

Pour le cas b), les têtes polaires sont incluses dans la bicouche (dh=24.8+10.9=35.7À): le

plan d'origine de la force est en da=0. On voit donc que la définition du plan d'origine de

la force de van der Waals est très importante car quelques Angstroms de décalage sur da

donnent sur les 20 premiers Angstroms une variation de l'intensité de la force d'un

facteur 1000.

Pour le cas c) nous avons utilisé le modèle triple Ai=2xlO-21 J, A2=lxlO-22 J et

A3=3xlO-21 J. On remarque que la forme de la courbe est différente de a) ou b). Sa valeur
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est proche de b), et même plus grande après 80Â, alors que les constantes de Hamaker

Ai et A3 sont plus petites que A.

Attard [17] a montré que l'allure des courbes expérimentales d'attraction entre

bicouches de lipides était mieux reproduite en utilisant un modèle triple-film qui tient

compte des dipôles permanents des têtes polaires zwitterioniques qu'en utilisant la

formule simplifiée (1-2). Cependant, le modèle proposé par Attard utilise deux

paramètres, la susceptibilité électrique de la couche polaire et son épaisseur dP, alors

que dans le modèle simple, seule peut varier la constante de Hamaker si l'on fixe le plan

d'origine.

Finalement, l'évaluation de la force de van der Waals dans le cas de bicouches en

phase aqueuse reste délicate. Non seulement, elle dépend de la valeur de la constante de

Hamaker (ou des constantes de Hamaker si on utilise un modèle triple film) qui est mal

connue, mais aussi de la définition du plan d'origine de la force (ou de l'épaisseur de la

partie polaire). Heureusement, à grande distance, les conséquences de ce type

d'approximation sur la valeur de la force restent faibles. D'ailleurs il ne faut pas oublier

que la théorie de Liftshitz traite les corps comme des milieux continus en ignorant la

structure moléculaire et suppose que les interfaces sont parfaitement définies et lisses

entre deux milieux homogènes. Donc les résultats analytiques pour des épaisseurs

inférieures à 20 Â, c'est-à-dire à des distances qui sont du même ordre de grandeur que

les distances intermoléculaires, ne sont que des évaluations qualitatives.

I.A.2. La répulsion électrostatique

L'interaction électrostatique entre deux surfaces chargées dans une solution

aqueuse peut être calculée en utilisant la théorie classique basée sur l'équation de

Poisson-Boltzmann à une dimension.

Si on travaille avec un système ouvert, en équilibre osmotique avec un réservoir

dont la salinité cs est fixée (cf. expériences de stress osmotique, Chapitre IV), alors

l'équilibre thermodynamique impose l'égalité des potentiels chimiques de toutes les

espèces entre le système et le réservoir [18]. Donc dans l'hypothèse champ moyen, avec

un electrolyte 1:1, les profils de concentration des ions présents dans l'espace

interlamellaire peuvent s'écrire :

c±(x) = csexp[±<p(x)] (1-9)

11
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avec x, la distance à partir de l'une des deux surfaces (0<x<d avec 2d=D-ee la distance

totale de séparation entre les surfaces, si D est la période smectique dans le cas d'une

phase lamellaire et ee est l'origine choisie pour la force électrostatique, c'est-à-dire en

général ee=ô l'épaisseur de la bicouche) et (p le potentiel électrostatique réduit (cp=ev)//kT

avec e la charge de l'électron), pris à zéro dans le réservoir.

L'équation de Poisson à résoudre est alors de la forme :

d2œ(x)
, = K'1 sinh[ç>(jc)] d -10)

dx~
avec K'=(8TZLB CS )

V2 la constante d'écrantage ou inverse de la longueur de Debye

LB=e2/4rc£oekT est la longueur de Bjerrum qui vaut 7.2À pour les solutions aqueuses à

température ambiante.

Pour résoudre l'équation (1-10), on a besoin de deux conditions aux limites: la

première est donnée par la symétrie du système :

W =0 (I- 11)
V dx )x=d

Pour la deuxième, on a le choix d'imposer à la surface soit une charge constante,

soit un potentiel constant [1]. Cependant ces deux hypothèses négligent le fait que

lorsque les surfaces se rapprochent jusqu'à de faibles séparations, il peut s'exercer une

forte pression sur les contre ions qui les plaquent sur les surfaces. Donc celles-ci

n'auront pas le même état d'ionisation à courte distance. Pour rendre compte de ce

phénomène dit de régulation de la charge, Ninham et Parsegian ont introduit un

équilibre chimique entre les sites ionisables en surface et les contre ions, caractérisé par

une constante K que l'on peut fixer [19]. Par exemple pour une bicouche de DDAB on

peut écrire :

site0 -̂  site+ + Br (I- 12)

avec la constante d'équilibre K égale à :

Br\\site+
c'

(1-13)
site

où I est la densité surfacique de charge (électrons/Â2) et Et est la densité surfacique de

sites ionisables (c'est-à-dire l'inverse de la surface par tête polaire s du tensioactif). X

varie en fonction de d selon un profil schématisé sur la Figure 1-4. Au delà d'une

certaine distance critique d*, X devient constante, égale à une valeur ZTC < Z,. En
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faisant varier K on fait varier d* et Z^. Par contre pour d<d* la répulsion

électrostatique est donc diminuée par rapport à l'hypothèse à charge constante. Ce

modèle de répulsion est le plus général qu'il soit actuellement possible de tester : la

partie chimique de l'interaction ion-tête polaire est incluse dans la constante K.

Figure I- 4 : Variation de la densité surfacique de charge en fonction de la distance de
séparation dans l'hypothèse à équilibre constant.

Sur la Figure I- 5 nous avons tracé la force électrostatique calculée selon les trois

hypothèses : a) à charge constante; b) à potentiel constant et c) à équilibre constant. Les

différents paramètres de calcul ont été choisis de telle manière que les trois courbes

coïncident à grande distance. Par contre pour les faibles séparations (<20Â) les

différences dépassent une décade : on remarque que c) se place entre a) et b), ce qui est

logique puisque analytiquement on trouve que quand d tend vers 0, cpa) diverge en 1/d, (pC)

et cpw est constant par construction.en
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1.E+08

1.E+07: \

Q. 1.E+06-

1.E+05 :

1.E+04

a) à surface constante (s=220À2)

b) à potentiel constant (202mV)

c) à équilibre constant (pK=0.16, s=68Â2)

120

Figure I- 5 : Force électrostatique calculée avec trois hypothèses différentes de conditions
aux limites et c' s=6xl0-4mol 11.

A grande distance (d»l/K') et dans l'approximation de faible recouvrement, on

obtient l'expression classique asymptotique analytique de la décroissance de la force

électrostatique [18] :

n«« - MkTcfe-KiD~e<] (I-14;

avec y=tanh(Oi(0))/4 où 0,(0) est la solution exacte de l'équation Poisson-Boltzmann

pour une bicouche isolée. Dans le cas de surfaces très chargées y=l. Nous notons la

longueur de Debye K' et non K car elle est toujours définie à partir de la concentration

en sel cs dans un réservoir en équilibre osmotique avec l'échantillon et non pas à partir

de la concentration réelle de sel dans l'échantillon.

Dans le cas où il n'y pas de sel ajouté dans la solution, la solution de l'équation de

Poisson-Boltzmann se calcule analytiquement [18, 20] et est donnée par :

exp[ç(d) - (p(x)] = cos2[U(d -

avec UtanU=7tLB£(D-ee). La pression est donnée par :

(I- 15)
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2U2

n f e = kT rr (I- 16)
nLB{D-eL)

A grande distance, comme le paramètre U tend vers TC/2, la pression suit donc dans

ce cas une loi de puissance en 1/D2 et non une loi exponentielle. Mais ceci n'a jamais été

observé quantitativement dans un système moléculaire réel.

I.A.3. Force d'ondulation à grande distance

Helfrich a été le premier à montrer que les fluctuations d'origine thermique dans

le cas de membranes fluides donnent lieu à une répulsion stérique à longue distance [6].

Cette force s'exprime en fonction du module de courbure élastique kc de la membrane

[21]:

avec 8 l'épaisseur de la membrane et <j) la fraction volumique. Le facteur (l-(j)) rend

compte du volume non nul de la membrane.

La force est donc d'autant plus grande que kc est petit, de l'ordre de lkT.

Expérimentalement elle n'est observée que lorsque les membranes sont suffisamment

fluides, c'est-à-dire par exemple avec des tensioactifs nonioniques [22] ou bien avec des

co-tensioactifs ajoutés à des tensioactifs chargés [23]. Avec des membranes trop

chargées, quelle que soit la distance de séparation, l'interaction électrostatique est

toujours dominante d'autant plus que la double couche de contre-ions contribue à la

rigidité des membranes [24].

I.A.4. Répulsions à courte distance

A courte distance, dans les systèmes biologiques notamment, il existe de fortes

forces répulsives qui ne sont pas prises en compte dans le modèle DLVO. Ce sont ces

forces qui permettent aux cellules d'exister puisqu'elles empêchent la fusion des

bicouches. Leurs origines physiques sont encore mal définies. On distingue

généralement deux classes : les forces d'hydratation et les forces stériques (entropiques)

(cf. Israelachvili [11] et Mclntosh [25]).
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I.A.4.a. Forces d'hydratation

Ce sont les forces liées aux propriétés particulières des molécules d'eau près des

surfaces. Expérimentalement, elles ont été beaucoup étudiées dans les films de lipides

par Parsegian et collaborateurs [7], [26], Mclntosh et Simon [27]. Pour des distances

interlamellaires inférieures à 30À, ils ont observé une variation exponentielle de la

forme :

nw=noexp(-(Z)-eJ/A) (1-18)

avec X compris entre 1 et 3 Â (donc de l'ordre de grandeur de la taille d'une molécule

d'eau) et FIo de l'ordre de 108-1010 Pa si eh~ô l'épaisseur de la bicouche. Divers modèles

ont été avancés pour expliquer ce comportement (cf. Macelja & Radie [28], Cevc & Marsh

[29], ) qui font intervenir une orientation et une polarisation partielles des molécules

d'eau près de la surface des bicouches. Mais les confrontations avec les résultats

expérimentaux sont restées ambiguës et de nouvelles théories sont encore développées

[30], [31].

I.A.4.b. Forces stériques (entropiques)

Ces interactions stériques de courte portée sont dues à l'approche jusqu'au contact

des bicouches et aux mouvements hors-plan des molécules et des bicouches. On

distingue [11, 25] :

- une pression due au contact des têtes polaires qui perdent une partie de

leur entropie de mouvement : cette force doit varier également exponentiellement avec

une portée de l'ordre de deux fois la longueur des têtes polaires (cf. [11])

- une force de protusion qui traduit la rugosité dynamique de la surface et

les fluctuations verticales des molécules. Israelachvili & Wennerstrôm prévoient que la

portée de cette force est inversement proportionnelle à la dimension latérale des

molécules [32]

- une force d'ondulation induite par les fluctuations thermiques dont nous

avons déjà parlé au paragraphe 1-1-3. Parmi ces forces entropiques c'est celle qui a la

portée la plus longue puisqu'elle varie en 1/D3.

Expérimentalement, comme toutes ces forces (hydratation, stériques) ont leur

domaine d'application limité (da<30 À), il est souvent difficile d'en distinguer une parmi

les autres. Cependant en jouant sur la température, l'état des chaînes, la nature des
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têtes polaires, Mclntosh et Simon ont pu caractériser ces forces à courte portée dans les

systèmes de lipides [33]. En particulier sur la lécithine d'oeuf, ils ont observé que la

répulsion dite stérique augmente avec la température tandis qu'ils distinguent la force

dite d'hydratation, entre 2 et 10À, indépendante de la température [34]. Ils ont montré

que l'incorporation de lipides à une seule chaîne alkyle, dans l'état cristal liquide,

contribue aux forces d'ondulation et de protusion à courte distance [35].

Sur un système très analogue au DDAB, le DHDAA, (acetate de

dihexadecyldimethyl ammonium) Parsegian et coll. ont montré que la très forte

répulsion à courte distance ne pouvait pas avoir une origine ondulatoire dans ce cas-là

[36] : en effet ils ont trouvé expérimentalement que la courbe pression-distance entre 0

et 8Â est exactement la même au-dessus et au-dessous de la température de fusion des

chaînes. Comme lorsque les chaînes sont cristallisées, les forces d'Helfrich ainsi que les

forces de protusion doivent disparaître, on en déduit qu'elles sont négligeables dans le

système que nous étudions (DDAB) du moins en l'absence de molécules ajoutées.

I.B. Application sur l'exemple du DDAB

Pour illustrer les ordres de grandeurs et les portées des différentes forces évoquées

dans la partie précédente, nous donnons ici des valeurs quantitatives dans le cas du

DDAB pur et notamment à l'équilibre double-lamellaire La- La' (des précisions sur la

molécule et son diagramme de phase seront données dans le Chapitre II).

Nous faisons l'hypothèse de découplage des mécanismes, donc que la pression

totale est la somme de toutes les forces précédentes :

n,,,Mfc = né!cc + nhyd + nhel + nvdw a-19)

Cette hypothèse n'est pas toujours bonne, notamment dans le cas des membranes

fluides, chargées, cf. [2, 24].

Pour calculer la pression ou l'énergie du système pour toutes les valeurs de D,

nous avons donc a priori six paramètres ajustables : le choix du plan d'origine de la force

de van der Waals, de la valeur exacte de la constante de Hamaker, de la surface par site

ionisable, si on travaille à charge constante, ou de la constante de dissociation, si on

travaille à équilibre constant, de la valeur de kc et enfin des valeurs de FI0 et de X pour la
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répulsion à courte distance. Heureusement, les mesures de pression osmotique

permettent d'évaluer séparément certains de ces paramètres.

Pour la force répulsive à courte distance, nous avons le résultat expérimental de

stress osmotique qui sera détaillé au Chapitre IV :

n w ( D ) = 1.1 xlO8exp[-( £>-£„)/ 0.57] (1-20)

avec D la période smectique telle que l'on peut la mesurer en diffusion de rayons X et

eh=28À qui est l'origine arbitrairement choisie.

De même pour la force électrostatique des mesures de stress osmotique réalisées

au-delà de 78A confirment que cette force domine à grande distance (cf. Chapitre IV et

[37]). Ainsi nous pouvons négliger la force d'ondulation dans le bilan des forces. Ceci est

confirmé par l'allure des pics de diffraction, qui restent fins (cf. Chapitre III).

D'autre part, nous savons que le diagramme de phase du DDAB présente une zone

d'équilibre entre deux phases lamellaires avec une pression d'équilibre mesurée à

2.5xlO5Pa et des périodes de 31À et 78Â (cf. Chapitres II, IV de cette thèse et [37]).

Donc pour retrouver théoriquement un trou de miscibilité entre les deux phases

lamellaires, nous avons maintenant besoin d'évaluer de manière cohérente la force

attractive. En effet, en utilisant le groupe de renormalisation, Lipowsky et Leibler ont

les premiers démontré théoriquement la possibilité d'obtenir une transition de phase

entre deux phases lamellaires, en présence d'une force attractive [38]. D'après leurs

calculs la transition est continue, du deuxième ordre. En faisant l'hypothèse de champ

moyen, Wennerstrôm a trouvé que la transition est une transition de type liquide-gaz,

donc du premier ordre, avec un point critique en pression [39]. Par analogie avec les

diagrammes isothermes pression-volume, on obtient une "boucle de van der Waals" sur

les courbes pression-distance et il est alors possible d'effectuer la construction de

Maxwell pour déterminer les différents paramètres de la pression totale qui donne la

transition de phase. En effet l'intégration de l'aire sous la courbe de pression traduit

l'égalité des potentiels chimiques dans les deux phases :

t^-fiLm= \(nmak-né(i)dD = o (I-2D

Si on travaille avec l'énergie libre V(D) plutôt qu'avec la pression (une simple

intégration permet de passer de celle-ci à celle-là), comme représenté plus loin sur la
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Figure I- 9, alors la coexistence entre les deux phases lamellaires se prédit par la

construction de la double tangente : si l'énergie possède des points d'inflexion et ne

prend pas de valeurs négatives, il est possible de tracer une et une seule tangente

double, dont l'ordonnée à l'origine est égale au potentiel chimique des deux phases en

équilibre, et la pente à moins la pression d'équilibre.

Une hypothèse importante de ce calcul est que l'on néglige l'entropie de mélange. Il

est possible d'en tenir compte comme l'ont fait Jônsson et Persson pour déterminer

l'existence des régions biphasiques lamellaires dans le cas de bicouches peu chargées

[40]. Ils calculent les potentiels chimiques en considérant une contribution attractive

dispersive, une énergie d'hydratation, une énergie électrostatique et des entropies de

mélanges. Mais dans notre étude de bicouches de DDAB pure dans l'eau, sans sel ajouté,

la question des entropies de mélange ne se pose pas et nous avons raisonné sur la

pression à une dimension, en utilisant les relations (1-19) et (1-21). Nous faisons alors

varier les paramètres restés libres, jusqu'à obtenir, pour la pression totale, une

construction de Maxwell qui donne bien une pression et des distances d'équilibre en

accord avec les valeurs déterminées expérimentalement.

En pratique nous utilisons un programme pour effectuer la construction de

Maxwell sur la pression totale : après l'entrée des différents paramètres caractérisant

chaque contribution de la pression totale, le programme recherche la présence d'une

boucle de van der Waals sur la pression totale, c'est-à-dire d'un minimum local Ilmin,

éventuellement négatif, à la distance Dmin (cf. Figure I- 6) : si tel est le cas, le

programme trouve également le maximum local Ilmax à Dmax. On teste alors si une

construction de Maxwell est possible en regardant le signe du potentiel d'interaction V à

Do, lorsque la pression s'annule : V", égal à l'opposé de l'intégrale de la pression, doit être

positif sinon cela signifie que le puits attractif est trop grand et qu'il n'y a pas de

solution physique (en effet on ne peut pas alors trouver, comme sur la Figure I- 9, de

double tangente à la courbe du potentiel, dont la pente, c'est-à-dire l'opposé de la

pression totale, soit positive, et l'ordonnée à l'origine, le potentiel chimique soit

également positif). Pour trouver la valeur du plateau d'équilibre, EUq, on doit trouver Di

et D2 tels que n(Di)=n(D2)=]léq et ui=U2. On commence par faire une estimation de Iléq,

par exemple néq=(nmin+rimax)/2, ou rimax/2 si rimin<0. Puis on calcule les deux distances,
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Di et D2, qui correspondent à cette pression, (on écarte bien sûr la troisième distance qui

oTl
correspond à la solution instable —— > 0 ), ainsi que le potentiel chimique aux deux

oD

distances :

+ n«,A d-22)

Si ui=U2 à 10"3 près alors la solution est trouvée : Di = Dva et D2 = DL« . Sinon, si ui<U2

c'est que EUq choisi est trop grand, il faut reprendre le calcul avec une estimation plus

faible, et si ui>U2 c'est que EUq choisi est trop petit.

n

•éq

*1min

Figure I- 6 : Schéma de la construction de Maxwell sur la pression totale.
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Sur la Figure I- 7 nous avons tracé en échelle semi-log les différents termes de

pressions en fonction de la période smectique. Flhyd est donnée par l'équation (1-20). Pour

la force électrostatique, nous avons d'abord travaillé à charge constante avec, pour

surface par site ionisé, s=530À. Quant à la force de van der Waals, nous avons utilisé le

modèle simple. Mais en conservant une valeur raisonnable pour la constante de

Hamaker, 8.3xlO21J c'est à dire ~2kT, nous avons trouvé qu'il est nécessaire de déplacer

son plan d'origine à 26.4À, donc au-delà des têtes polaires. Ceci met en évidence

l'importance de la contribution de la zone polaire dans la force attractive et est donc

équivalent au modèle triple film décrit dans la partie précédente. La sommation des

pressions est faite à partir de 28Â, qui correspond à un mur stérique fictif qui permet

d'éviter la divergence de la force de van der Waals.

co
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1.E+09 -.

'•

1.E+06 ;
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1 .E+03 z

1 .E+00 -
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+ •
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x •<:

+

+_

mur

+ Phydratation

Pvdw

Pélec

" - -

20 30 40 50 60 70 80 90 100
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Figure I- 7 : Forces calculées dans le cas de bicouches de DDAB dans l'eau. La seule force
attractive, la force de van der Waals, est portée en valeur absolue pour faciliter la
comparaison avec les autres forces. La force électrostatique est calculée à charge
constante (s=530À2).

21



Forces interlamellaires et équilibres de phases

2.E+06

-4.E+06
D(A)

Figure I- 8 : Pression totale calculée dans le cas des bicouches de DDAB, à température
ambiante, à partir des pressions de la figure précédente. La construction de Maxwell
donne pour les deux phases lamellaires en coexistence une pression d'équilibre de 1.4xlO5

Pa et des périodes de 28.8À et 79.5Â.

0.0025

o>

?
c 0.0005

20 40 60 80 100

D(À)

Figure I- 9 : Energie par unité d'aire calculée pour les bicouches de DDAB avec les mêmes
paramètres que la pression de la figure précédente : cette énergie est l'opposé de
l'intégrale de la pression. La coexistence de deux phases se retrouve alors par la méthode
de la double tangente.
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Le résultat de l'intégration sur la pression totale, représentée sur la Figure 1-8,

nous donne une pression d'équilibre de 1.4xlO5 Pa, et des périodes d'équilibre égales à

28.8Â et 79.5À.

En travaillant à équilibre constant pour le calcul de la force électrostatique, et

sans modifier les autres forces, nous obtenons le même résultat en prenant un pK=0.95

pour la constante d'équilibre définie par (1-13), et 65À2 pour la surface par tête polaire.

Une autre façon d'évaluer l'énergie attractive qui résulte des têtes polaires est de

séparer la force attractive en une force de van der Waals liée aux chaînes alkyles, pour

laquelle on a une constante de Hamaker de l'ordre de 6xlO21 J, et en un puits attractif

modélisant l'adhésion, représenté par une fonction exponentielle. Sur la Figure I- 10,

nous avons tracé l'ensemble de ces pressions (y compris Tlhyâ et FUiec à équilibre

constant). Nous trouvons alors que pour obtenir l'équilibre double lamellaire observé

expérimentalement, cette exponentielle, de portée choisie arbitrairement égale à 3Â,

vaut l.lxlO7Paà28À:

nu,,rac = -1.1 x 107 exp[- (D - 28) / 3] (I- 23)

En intégrant sur D, cela donne, à 28Â, une énergie attractive équivalente, ou

énergie d'adhésion, de -3.3mN/m :

EuurUC = - J KumacdD = -3.3 x 10"3 exp[- (D - 28) / 3] (I- 24)

En prenant une surface s=65Â2 par tête polaire ceci correspond à une énergie

attractive de 0.5kT/molécule (E(kT/molécule) = (E(iWm)xs) / kT ).
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Figure I- 10 : Bilan des forces dans le cas du DDAB : la force d'hydratation est évaluée à
partir des mesures expérimentales; la force électrostatique est calculée à équilibre
constant (pK=0.95 et s=65A2); la force de van der Waals est évaluée pour les chaînes
alkyles en prenant l'origine à 24A et une constante de Hamaker de 6xlO21 J; une force
attractive supplémentaire a été ajoutée pour rendre compte spécifiquement des têtes
polaires, et qui est équivalente à une énergie de -3.3mN/m.

I.C. Diagrammes de phases ternaires

Nous pouvons également calculer théoriquement un diagramme de phase ternaire

complet dans le cas de systèmes lamellaires. En effet, il suffit de reprendre la procédure

précédente pour différentes droites de dilution, à fraction molaire constante x de

molécule 2 ajoutée à une molécule 1. Pour chaque fraction molaire x, il faut d'abord

déterminer les différents paramètres caractérisant chacune des contributions de la

pression totale. Ensuite la construction de Maxwell sur la pression totale, est le critère

qui permet de caractériser les zones biphasiques lamellaire-lamellaire : si la

construction est possible, elle donne la pression et les compositions d'équilibre, en

faisant l'hypothèse que la composition x est la même dans les deux phases en

coexistence (donc en négligeant les entropies de mélange). Sinon soit la pression est
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décroissante monotone et il y a un domaine monophasique tout le long de la dilution;

soit il y a trop d'attraction et il y a équilibre entre une phase lamellaire et une phase

très diluée de monomères. Donc en faisant varier x nous pouvons déterminer les limites

de phases, comme illustré sur la Figure I- 11.

tensioactif 2

eau

D

tensioactif 1

Figure I- 11 : Schéma du principe d'obtention des diagrammes de phases ternaires par le
calcul de la pression totale le long des lignes de dilution et la construction de Maxwell
pour obtenir les limites des domaines biphasiques.

Nous verrons dans le Chapitre II et dans le Chapitre IV de ce manuscrit

l'application de cette méthode avec l'ajout, respectivement, de molécules

d'oligosaccharides et de molécules de glycolipides sur les phases lamellaires de DDAB.
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Chapitre II

Pour notre étude de l'effet de l'ajout de glycolipides dans les membranes, nous

avons utilisé des molécules tensioactives synthétiques dérivées de sucres naturels. Cette

famille de molécules forme maintenant une classe à part entière dans les tensioactifs

nonioniques et est l'objet de nombreuses recherches en synthèse et sur leur

caractérisation. En effet elles possèdent des propriétés intéressantes, comme

d'excellentes biocompatibilité et biodégradabilité et on les retrouve dans un nombre

croissant d'applications, comme l'extraction et la cristallisation de protéines

membranaires, les synthèse chirales, les détergents etc.

Les deux molécules que nous avons utilisées, le 2-0 Lauroylsaccharose (noté LS

par la suite) et le N-lauroyl, N-nonyl Lactitol (LC11C9), sont représentées sur la Figure

II-1. La molécule de LS a été synthétisée dans le Laboratoire de Synthèses et

d'Activations de Biomolécules du Pr. D. Plusquellec à l'ENSC de Rennes [1]. Sa tête

polaire est composée d'un motif saccharose sur lequel est greffée une chaîne alkyle à

onze carbones. Le LC11C9 a été synthétisé au Laboratoire des Interactions Moléculaires

et Réactivité Chimique et Photochimique dirigé par I. Rico-Lattes [2] et est dérivé du

lactitol. La molécule possède deux chaînes alkyles, à onze et neuf carbones.

Avant de pouvoir étudier les effets de ces glycolipides dans nos systèmes hôtes, il

est nécessaire de déterminer leurs grandeurs physiques caractéristiques ainsi que leurs

comportements en phase aqueuse. Dans la première partie de ce chapitre, nous donnons

donc les résultats de l'étude physico-chimique que nous avons réalisé sur le 2-0

Lauroylsaccharose et sur le N-lauroyl, N-nonyl Lactitol. Ensuite nous décrivons les

diagrammes binaires de chacune des molécules après un rappel pour le DDAB et la

DMPC. Enfin en troisième partie nous avons étudié l'effet de l'addition

d'oligosaccharides, c'est-à-dire des têtes polaires libres des glycolipides, dans les phases

lamellaires hôtes.
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Caractérisation des composants moléculaires en solution aqueuse

Figure II- 1 : Représentation schématique des deux glycolipides étudiés, le
2-0 Lauroylsaccharose [(C13H21O12XC11H23)] en haut et le N-Lauroyl, N-Nonyl Lactitol
[(C13H23O11NXC11H23XC9H19)] en bas. Les conformations dessinées sont arbitraires mais
donnent une bonne idée des volumes relatifs des têtes polaires et des chaînes alkyles. Les
atomes de carbone sont noirs, ceux d'hydrogènes gris, d' oxygène rouges et celui d'azote
bleu.

30



Chapitre II

ILA. Grandeurs physiques caractéristiques

II.A.l. Le volume moléculaire

II.A.l.a. Mesures de densité

Une des techniques possibles pour avoir accès au volume moléculaire est

d'effectuer des mesures très précises de densité de solutions. Nous avons utilisé un

densimètre commercialisé par Anton Paar (Graz, Autriche) : à partir de la mesure des

périodes d'oscillation d'un tube en quartz soumis à des vibrations mécaniques, on déduit

la densité de la solution contenue dans le tube. Le volume moléculaire V2 de la molécule

dissoute se calcule par la formule suivante :

V2 = M2
1 l-x 1 1

2 ~~ "Â2
2 p x \p0 p.

(II- D

avec M2 la masse moléculaire, p la densité mesurée, po la densité du solvant et x la

fraction massique de molécule dissoute, entre 0 et 2% en général. L'incertitude sur V2

est de l'ordre de ±0.5%.

Les résultats numériques sont donnés dans le paragraphe récapitulatif II.A.3

II.A.l.b. Estimation des volumes polaire et apolaire

Une fois que l'on connaît le volume total de la molécule amphiphile, on doit estimer

la part de volume polaire et de volume apolaire.

Si l'on considère la partie apolaire formée par les chaînes alkyles, alors on peut

estimer Vapoi par la formule de Tanford qui donne le volume d'une chaîne

hydrocarbonnée saturée de n atomes de carbones [3] :

V . = 27.4 + 26.9n (À3) (II- 2)

Vpoi se déduit alors simplement par soustraction :

Vpol=Vlot-Vapol (II-3)

Tanford a donné aussi une formule pour calculer la longueur d'extension maximale

d'une chaîne alkyle à n atomes de carbone que nous utiliserons par la suite :

lc = \5+\.265n (À) (II-4)
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II.A.2. La surface par tête polaire

Une autre dimension caractéristique utile d'une molécule tensioactive est sa

surface par tête polaire. Pour les molécules assez solubles dans l'eau elle peut se déduire

des mesures de tension de surface, pour les molécules très peu solubles par des

isothermes de compression.

II.A.2.a. Mesures de tension de surface

Nous avons mesuré la tension de surface de solutions aqueuses de LS en utilisant

un "Digital-tensiometer K10" de chez Krùss avec la méthode de l'anneau de Du Nouy :

l'anneau est descendu jusqu'au contact de la solution puis remonté automatiquement

tout en mesurant la force nécessaire pour étirer la surface. La courbe des résultats de la

tension de surface déduite est donnée en fonction de la concentration de LS sur la Figure

II-2.

30

0.00001 0.0001 0.001 0.01

Concentration (mol/l)

Figure II- 2 : Mesure de la tension de surface par la méthode Du Nouy de solutions
aqueuses de LauroylSaccharose en fonction de la concentration.
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La rupture de pente à 6xlO"4mol/l correspond à la concentration micellaire critique

(c.m.c), c'est-à-dire à l'apparition de micelles dans la solution et à la saturation de la

surface en tensioactif.

D'autre part la pente de la lere partie de la courbe, avant la c.m.c, permet

d'accéder à la valeur de la surface par tête polaire. En effet dans cette partie de la

courbe on peut appliquer le modèle d'adsorption de Gibbs :

dr = -TRT.d\nc (II-5)

avec y la tension de surface, c la concentration molaire et F l'excès de tensioactif en

surface, inversement proportionnel à la surface par tête polaire s. Pour le LS nous avons

calculé une surface égale à 65+1À2.

Pour les molécules cationiques comme le DDAB il peut apparaître des problèmes

de mouillage du fait de l'affinité forte de ces molécules avec le métal (cf. [4]). Pour

minimiser ces effets, plutôt que d'utiliser la méthode de l'anneau, nous avons mesuré la

c.m.c. du DDAB avec la méthode du poids de goutte. Le principe consiste à mesurer le

poids de la goutte, m, au sortir d'un capillaire vertical lorsque la tension de surface égale

juste le poids de la goutte. On a alors :

ylTUir = mg (II- 6)

avec y la tension de surface, r le rayon du capillaire, a un facteur correctif géométrique

et g l'intensité de la pesanteur. La courbe est donnée sur la Figure II- 3. Nous observons

une rupture de pente vers 8xlO-5mol/l qui correspond cette fois à l'apparition de

vésicules dans la solution. En appliquant le modèle de Gibbs au DDAB (c'est-à-dire en

multipliant F par un facteur 2 dans l'équation (II-5) pour tenir compte de la présence de

la molécule de tensioactif et de son contre-ion à la surface, et en faisant donc ici

l'hypothèse que tous les contre-ions Br sont dissociés) on trouve une surface par tête

polaire de 65±1À2.
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0
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Figure II- 3 : Mesure de la tension de surface du DDAB par la méthode du poids de
goutte.

II.A.2.b. Isothermes de compression

Pour mesurer la surface par tête polaire du N-lauroyl, N-nonyl Lactitol très peu

soluble nous avons utilisé une cuve de Langmuir-Blodgett du laboratoire des Systèmes

Moléculaires Organisés (SCM - Saclay). Le principe consiste d'abord à épandre grâce à

un solvant volatil et insoluble dans l'eau, une solution de concentration connue qui va se

disperser à l'interface eau-air. Ensuite, grâce à une barrière mobile, on réduit la surface

de l'interface et on fait passer les molécules de l'état gazeux à deux dimensions (non

organisé) à une phase solide où les molécules sont organisées et forment un film

monomoléculaire. On peut alors tracer ce que l'on appelle une isotherme de compression,

c'est-à-dire la pression de surface en fonction de l'aire disponible, ramenée à l'aire

occupée par une molécule. A la limite du collapse du film cette aire doit correspondre à

la surface par tête polaire de la molécule en bicouche en phase aqueuse.
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La mesure effectuée sur la molécule de LC11C9 est portée sur la Figure II- 4. Nous

avons trouvé une aire minimale par tête de 59±1.5À2.
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Figure II- 4 : Isotherme de compression du N-Lauroyl, N-Nonyl Lactitol

II.A.3. Tableau récapitulatif et comparatif

Les résultats numériques de cette partie A sont regroupés dans le Tableau II-1:

Masse Moléculaire M (g/mol)

Volume Moléculaire V (À3)

Volume apolaire Vapoi (Â
3)

Volume polaire Vpoi (À
3)

Longueur de chaîne lc (A)

Surface par tête polaire s (A2)

c.m.c. (mol/1)

P=Vapol/slc

LS

524

695

323

372

15.4

65

6xlO-4

0.32

LC11C9

651

978

563

415

15.4

59

<io-8

0.61

DDAB

462

784

700

84

16.7

65

8xlO-5

0.64

DMPC[5]

678

1095

745

350

17.9

45.5

10-8

0.91

Tableau II. 1 : Récapitulatif des grandeurs caractéristiques des molécules étudiées.
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La dernière ligne du tableau donne les valeurs du paramètre géométrique

d'empilement moléculaire, p, défini dans [6]. Pour chaque valeur de p, et suivant la

fraction volumique de la sous phase apolaire <J)A, il est possible de prédire la structure de

la première structure condensée formée, comme sur la Figure II- 5, extraite de la

référence [7]. Lorsque p=l il se forme une phase lamellaire, pour l/2<p<2/3 une phase

cubique bicontinue, une phase hexagonale pour p=l/2 et une phase micellaire isotropes

lorsque l/3<p<l/2.

Pour calculer p, nous avons pris le la longueur de la chaîne étirée au maximum qui

n'est pas la valeur réelle; néanmoins en comparant les valeurs de p pour nos 4 molécules

on peut prédire que la molécule de LS est celle qui introduira le plus de courbure vers

l'eau et donc des défauts intralamellaires (comme des pores) ou interlamellaires (qui

induisent la formation des phases cubiques bicontinues).

1.0

0.6

g 0.4

I 0.2

0.0

irieoittiiuuHU
sponge of D inA ,
(normal) '

\ lamellae of A &B

tricontinuous
sponge of A in

"spheres of A

t. \

0.0 17:

shape parameter of A, sA

Figure II- 5 : Prédiction de la géométrie des agrégats en fonction du paramètre de forme
SA=P, et de la fraction de volume <pA de la sous phase apolaire. D'après [7].
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II.B. Diagrammes de phases binaires

II.B.1. Rappels pour le DDAB et la DMPC

II.B.1.a. Diagramme de phases du DDAB

Le comportement de phases du DDAB (bromure de didodécyldiméthyl ammonium :

(Ci2H25)2N+(CH3)2Br) en solution aqueuse est connu depuis une vingtaine d'années

(Fontell [8]) et a été largement étudié dans notre laboratoire par M. Dubois [9]. Le

diagramme de phase en échelle semi-logarithmique est reproduit sur la Figure II- 6. Sur

un large domaine, entre 2.5 et 30% en poids, ce tensioactif cationique forme une phase

lamellaire gonflée notée La en solution binaire dans l'eau pure. Au-delà de 30% et

jusqu'à 75% il y a une coexistence entre deux structures lamellaires, la phase diluée L«

et une phase dite "collapsée" La'.

Sur la Figure II- 7, nous avons porté le spectre de diffusion centrale de rayons X

d'un échantillon de DDAB à 50% en poids dans l'eau. Nous observons bien deux pics de

Bragg caractéristiques de l'ordre lamellaire. La première période à 78A (avec son

deuxième ordre) correspond à la phase gonflée, tandis que la deuxième à 31Â correspond

à la phase collapsée. Sur la même figure nous avons également tracé les spectres de

chacune de ces deux phases obtenues après séparation par centrifugation de

l'échantillon. Nous avons utilisé une centrifugeuse Sigma 3K30 avec un rotor pour tubes

Ependorf qui permet de centrifuger à 25000 tr/min. La séparation obtenue après une

nuit donne la preuve qu'il y a séparation macroscopique entre les phases lamellaires La-

La' et qu'il y a une transition du premier ordre entre les deux phases.
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Figure II- 6 : Diagramme de phases du DDAB en fonction de la fraction de volume
(portée en échelle logarithmique) et de la température, d'après [10].

0.32

phase inférieure
phase supérieure

avant centrifugation

Figure II- 7 : Spectres de diffusion centrale de rayons X de DDAB à 50% en poids dans
H2O, avant et après centrifugation.
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D'autre part, on remarque sur la Figure II- 6 qu'il existe un point critique en

température (Tc=76.2°C) entre ces deux phases lamellaires (cf. [11]). C'est-à-dire qu'au

delà de la température critique on retrouve un domaine lamellaire monophasique. On

prévoit que dans cette zone critique, le système va être très sensible aux additifs.

Dans la partie diluée du diagramme, on observe un gonflement maximum de la

phase lamellaire pour 2.8% en poids de DDAB, ce qui correspond à un espace

interlamellaire de plus de 1000À. En présence d'excès d'eau, le système forme une phase

notée [LJ, composée de cristallites de phase lamellaire gonflée au maximum en

coexistence avec des domaines vésiculaires où l'eau est en excès. Il n'y a pas de

séparation macroscopique même après centrifugation, seulement microscopique, c'est

pourquoi les binodales sont tracées en pointillés dans cette région sur la Figure II- 6.

Par contre entre 2.8 et 0.15%, la séparation est macroscopique (binodales tracées en

trait plein).

Pour des concentrations inférieures à 0.15% et jusqu'à la c.m.c, des vésicules se

forment spontanément dans ce système binaire chargé. La symétrie est brisée en raison

de la forte concentration des contre-ions à l'intérieur des vésicules. La première preuve

expérimentale a été apportée par Ninham et coll. en 1984 [12]. Le phénomène a été

observé sur les sels d'ammonium quaternaire [13], avec des têtes carboxyliques [14] et

généralisé aux systèmes ternaires dont l'un des deux composants de la membrane est

chargé [15].

M. Dubois a également déterminé la pression osmotique en chaque point du

diagramme binaire. Sur la Figure II- 8 nous avons tracé la variation de la pression en

fonction de l'épaisseur d'eau interlamellaire. On se rend compte que ce système à

l'avantage de présenter des structures lamellaires sur plusieurs décades de pressions.

Cela justifie de l'avoir choisi comme hôte pour nos glycolipides. De plus il existe deux

plateaux d'équilibre, correspondant à des transitions du 1er ordre : le premier entre les

phases La et La' a été interprété dans le chapitre I; le deuxième correspond à la zone de

coexistence entre la phase lamellaire gonflée au maximum et les vésicules, c'est-à-dire

lorsque la pression électrostatique entre les lamelles est du même ordre de grandeur que

la pression osmotique imposée par les vésicules [16]. Là encore, on prévoit que la

position de ce deuxième plateau, tout comme le premier, va être sensible à l'ajout

d'additifs. L'étude détaillée de ce gonflement maximum sera le but du chapitre V.
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Figure II- 8 : Variation des phases de DDAB en fonction de la pression osmotique, da est
l'épaisseur d'eau interlamellaire.

II.B.l.b. Diagramme de phases de la DMPC

La DMPC (dimyristoylphosphatidylcholine) est une lécithine de synthèse

fréquemment utilisée comme modèle de lipides. Son diagramme de phases, reproduit

sur la Figure II- 9, a été déterminé par Janiak il y a une quinzaine d'années [17].

La c.m.c. est très faible, 108mol/l. Au-dessus de 23°C, les chaînes aliphatiques sont

fluides et l'on a une phase La appelée cristalline liquide, d'après la nomenclature de

Luzzati [18], par opposition aux phases gels Pp et Lp aux températures inférieures pour

lesquelles les chaînes sont cristallisées. Au maximum, la phase La contient 40% d'eau

c'est-à-dire présente un espace interlamellaire de 25.5À. Au-delà de cette teneur en eau

les échantillons sont biphasiques avec un excès d'eau en équilibre avec la phase La. En

fait pour cette molécule zwitterionique, donc globalement non-chargée, il n'y a pas de

force répulsive électrostatique à grande distance comme dans le cas précédent du

DDAB. Au gonflement maximum de la DMPC l'interaction attractive de van der Waals

compense juste la répulsion de courte portée et ainsi la pression osmotique totale
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devient brusquement égale à zéro, c'est-à-dire égale à la pression osmotique de la phase

d'eau en excès (cf. [19]). Sur la Figure II- 10 nous avons reproduit schématiquement la

variation de la pression osmotique en fonction de l'épaisseur d'eau entre les bicouches, à

partir des résultats de B. Demé [20].

La La

Pe. * Hf

10 20 30 40 50
I WATER

Figure II- 9 : Diagramme de phases de la DMPC en fonction de la composition et de la
température, d'après Janiak [17].
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Figure II- 10 : Variation de la pression osmotique dans la phase lamellaire de DMPC en
fonction de l'épaisseur d'eau, d'après [20]. Au-delà du gonflement maximum à 25.5A,
l'attraction de van der Waals domine la répulsion d'hydratation.

II.B.2. Diagrammes de phases binaires des glycolipides modèles utilisés

II.B.2.a. Diagramme de phases du 2-0 Lauroylsaccharose

Au-delà de sa c.m.c, le 2-0 Lauroylsaccharose [(C13H21O12XC11H23)] (noté LS)

forme en solution aqueuse des micelles légèrement allongées, dont nous préciserons la

structure au chapitre V. En régime concentré au-delà de 70% en poids, on observe une

phase hexagonale, c'est-à-dire des micelles cylindriques infinies dans une direction,

placées sur un réseau hexagonal. Le diagramme de phases est représenté

schématiquement sur la Figure II- 11. Par rapport aux études faites sur d'autres

tensioactifs monochaînes à tête polaire sucre, comme les N-alkyl aminolactitol [21] ou

l'octylglucoside [22], nous n'avons pas observé de phases cubiques entre la phase

micellaire et la phase hexagonale ou au delà.
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phase
cmc biphasique hexagonale
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0.00025 ~0-7 0.9

Figure II- 11 : Diagramme de phases schématisé du LS à température ambiante

Un spectre de diffusion de rayons X d'un échantillon à 80% est donné sur la Figure

II- 12. On observe deux ordres de la structure hexagonale, avec le deuxième pic à V3 xler

ordre, qui traduisent la réflexion sur les plans (10). Le paramètre de maille a est donné

par la relation suivante :

Bi.=--f« (II-7)

où Dio est la distance, dans l'espace réel, entre les plans (10). a vaut donc 41.5À. A partir

de la fraction volumique apolaire de tensioactif et de ce paramètre de maille on peut

calculer la surface s par tête polaire du LS dans la phase hexagonale en utilisant les

relations géométriques suivantes :

KR2

* <n-8)

et

2KR
sxc = —T=-T (II- 9)

V3
2

avec R le rayon des cylindres apolaires et c la concentration en tensioactif. Nous

trouvons s=51.3Â2/molécule ce qui est plus faible que l'aire trouvée à l'interface air/eau

(65Â2). Cette phase hexagonale disparaît au-dessus de 45°C.
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Figure II- 12 : Spectre de diffusion de rayons X d'un échantillon à 80% en poids de 2-O
LauroylSaccharose, formant une phase hexagonale.

II.B.2.b. Diagramme de phases du N-lauroyl, N-nonyl lactitol

Le N-lauroyl, N-nonyl lactitol [(C13H23O11NXCHH23XC9H19)], que nous désignons

aussi par LC11C9, est très peu soluble dans l'eau et son comportement est similaire à

celui des phospholipides zwitterioniques. Il forme une phase lamellaire La qui gonfle

très peu : 9.6Â d'eau au maximum entre les bicouches, c'est-à-dire 23% d'eau au total. Si

on ajoute plus d'eau l'échantillon devient blanc, biphasique, avec de l'eau en excès. La

valeur du gonflement maximum est insensible à une hausse de la température, du

moins jusqu'à 65°C. Le diagramme binaire est représenté sur la Figure II- 13.

Par la mesure de la période de la phase lamellaire en fonction de la fraction

volumique on en déduit une épaisseur de bicouche égale à 32.5±0.5Â.
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Figure II- 13 : Diagramme de phases du LC11C9 en fonction de la fraction uolumique et de
la température. La cmc est estimée à 10sM, comme la DMPC.

U.C. Etude des têtes sucres seules

L'effet de l'ajout de petits carbohydrates dans une phase lamellaire a déjà été

étudié dans le cas de la DMPC : LeNeveu et collaborateurs ont observé une

augmentation puis une diminution du gonflement maximum, Dmasx, de la phase Lo en

présence de glucose et de saccharose [19]. Ils ont interprété cette observation par une

variation de la permittivité diélectrique du milieu aqueux en fonction de la

concentration de sucre qui se répercute sur l'intensité de l'attraction de van der Waals

via la constante de Hamaker (cf. chapitre I). En effet comme nous l'avons vu au

paragraphe II.B. 1.2 décrivant le comportement de la DMPC, au gonflement maximal,

nous avons la relation :

nhyADmj + nvUw(Dmj = o (ii-io)

Donc toute variation de l'intensité de la force de van der Waals, se répercute sur la

valeur de Dmax.
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Cependant récemment dans notre laboratoire, B. Demé a montré que la variation

du gonflement maximum est en fait monotone, dans le sens d'une augmentation [20]. La

différence entre les deux résultats serait due a une cinétique lente de la pénétration des

sucres dans l'espace interlamellaire. Pour être sûr d'atteindre l'état d'équilibre du

système, B. Demé a mis au point une méthode preparative qui fait d'abord passer le

système dans une phase diluée de vésicules, avant d'être lyophilisé et remouillé avec la

quantité d'eau nécessaire.

Dans le cas où la taille du sucre est inférieure à l'espace interlamellaire, B. Demé a

toujours observé un gonflement de la phase lamellaire. Par contre si le sucre, de par sa

taille, est exclu de la phase lamellaire alors il exerce une pression osmotique extérieure,

Flext, qui comprime la phase La :

n , v , (£>max ) + n v J w (Dm a x ) = ncxt (Dm a x ) ai- ID

C'est d'ailleurs ce phénomène qui est a la base de la technique de stress osmotique

dont nous reparlerons au chapitre IV.

En ce qui nous concerne, nous avons voulu étudier l'effet de l'ajout des mono- et

disaccharides sur le diagramme de phase et les interactions du système chargé DDAB.

Nous avons travaillé sur les molécules qui constituent les têtes polaires des glycolipides

étudiés plus loin dans cette thèse, le saccharose et le lactitol, ainsi qu'avec le maltose, le

glucose, qui est le carbohydrate le plus petit qui existe, et une série de dérivés de sucres

qui se différencient par la configuration du carbone anomère et de l'un des carbones

secondaires : oc-D-glucoside de méthyle, oc-D-mannoside de méthyle et (3-D-galactoside de

méthyl. Toutes ces molécules sont commerciales (Fluka). Elles sont représentées sur la

Figure II- 14 et leurs grandeurs caractéristiques sont données dans le Tableau II-2.

Dans la partie qui suit, nous nous intéressons d'abord à localisation des sucres

dans la phase lamellaire et à la question de savoir si les sucres s'adsorbent à la surface

des bicouches, puis nous donnons les résultats de diffusion de rayons X dans le domaine

biphasique La- La' et enfin des mesures de tonométrie.
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Glucose

a-D-glucoside

de méthyle

a-D-mannoside

de méthyle

(S-D-galactoside

de méthyle

Saccharose

Lactitol

Maltose

Masse Moléculaire

M (g/mol)

180

194

194

194

342

344

342

Densité

(g/cm3)

1.56

1.46

1.46

1.46

1.58

1.62

1.58

Volume Moléculaire

vm
191

220

220

220

360

353

360

Diamètre

d(À)

7.1

7.5

7.5

7.5

8.8

8.8

8.8

Tableau II. 2 : Grandeurs caractéristiques des sucres étudiés. Les densités et volumes
moléculaires sont tirés de [23] sauf pour le Lactitol où ils ont été mesurés au laboratoire
par la technique décrite au paragraphe II.A.1.1. Le diamètre d est calculé en considérant
la molécule sphérique.
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glucose

OCH3

ot-D-glucoside de méthyle

H OCH3

a-D-mannoside de méthyle

-OCH3

H H

P-D-galactoside de méthyle

maltose

OH

saccharose

lactitol

Figure II- 14 : Structure chimique des mono- et disaccharides étudiés.
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II.Cl. Localisation des oligosaccharides dans la phase lamellaire: étude par

variation de contraste

Pour déterminer si les sucres pouvaient s'adsorber en partie sur la surface des

bicouches comme illustré sur la Figure II- 15, nous avons imaginé une méthode originale

de variation de contraste en diffusion de neutrons aux petits angles.

K

Figure II- 15 : Structure schématique de la phase lamellaire en présence de sucre : K est
la constante d'équilibre entre la solution et l'interface, pi et P2 sont les densités moyennes
de diffusion respectivement de la bicouche et de la solution.

Il.C.l.a. Méthode expérimentale

Le principe de la méthode repose sur le fait que l'intensité de neutrons diffusée par

l'échantillon, intégrée sur le premier pic de Bragg, dépend du contraste entre les

bicouches et le solvant :

= O.V.(p,-p2)2 (11-12)

avec O la fraction volumique d'objet diffusant, V le volume moléculaire d'objet diffusant

et pi et p2 sont les densités de diffusion respectivement de l'objet diffusant et du solvant.

Dans notre cas pi et p2 sont les densités moyennes de diffusion respectivement de

la bicouche et de la solution et dépendent de la composition interfaciale A. :

A (ids / 0 / T T ~ I O \

— ft n ,, , (11- lo)
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où nfs est le nombre de molécules de sucre adsorbées sur la bicouche et n°ddah le nombre

de molécules de DDAB dans l'échantillon. Le contraste s'exprime alors en fonction de

quatre grandeurs physiques :

avec <£>ddab la fraction volumique de DDAB, Os la fraction volumique de sucre et ^^o/^o

la fraction volumique d'eau lourde dans l'eau. L'expression exacte de / est donnée dans

[24], placé en Annexe 1. A X fixé il est possible de calculer la variation du contraste en

fonction de *¥D^0iH^0 et donc de prédire la variation de l'intensité du pic de Bragg en

fonction de la composition isotopique de l'eau. Notamment il est possible de prédire,

suivant X, la valeur de "P^,,,,,^ qui annule la contraste.

ILC.l.b. Résultats

Les expériences ont été réalisées au Laboratoire Léon Brillouin sur le spectromètre

PAXE (longueur d'onde = 7Â, détecteur à 5m). Nous avons étudié des échantillons

préparés avec 5% en volume de DDAB, 10% de lactitol et complétés par de l'eau à

différents rapport D2O/H2O.

La Figure II- 16 rappelle les résultats obtenus pour du DDAB pur [25] : l'intensité

du pic de Bragg s'annule pour une fraction d'eau lourde de 4.3%. La Figure II- 17 donne

les résultats obtenus en présence de lactitol. L'intensité s'annule pour 2.3% d'eau lourde

et les points expérimentaux s'alignent sur la courbe calculée en considérant que tout le

sucre reste en solution. En effet comme le montrent les deux autres courbes tracées sur

cette figure, si le sucre s'adsorbait à l'interface alors l'annulation du contraste serait

décalée vers des fractions de D2O plus grandes : 15% si 50% du sucre s'adsorbe, 22% si

tout le sucre est adsorbé.

Ainsi cette expérience de variation de contraste du solvant nous a donné la preuve

que les molécules de sucres ajoutées à la phase lamellaire de DDAB, restent libres dans

la phase aqueuse et ne se lient pas à la surface des bicouches.
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10 20 30

*D2OIH2O

40 50

Figure II- 16 : Expérience de variation de contraste avec du DDAB 10% dans l'eau [25].
Les carrés sont les points expérimentaux et la ligne la meilleure approximation linéaire.
Le dernier point dans H2O pur est porté négativement pour faciliter la lecture. Le
contraste est trouvé nul pour ^D^OiH^o =4.3%

20 30 40 50

Figure II- 17 : Racine carrée de l'intensité diffusée en fonction de la fraction volumique
d'eau lourde dans l'eau pour les échantillons de DDAB 5% + lactitol 10%. Les carrés sont
les points expérimentaux Le dernier point dans H2O pur est porté négativement pour
faciliter la lecture. La ligne continue est la meilleure approximation linéaire et aussi la
prédiction numérique obtenue avec 0% de sucre adsorbé; (—) avec 50% adsorbé et (-..-..)
avec 100%.
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U.C.2. Diffusion centrale de rayons X sur l'équilibre La- La' du DDAB en présence

de sucres

Nous avons préparé des séries d'échantillons dans le domaine de coexistence des

phases La et La' en faisant varier la concentration en sucre dans l'eau et la nature du

sucre. Pour exemple nous donnons sur la Figure II- 18 les spectres de diffusion centrale

de rayons X avec le lactitol. Nous remarquons que par rapport à l'échantillon de DDAB

pur, plus la concentration de sucre augmente plus la période de la phase La augmente,

alors que la phase La' reste quasi-inchangée. Pour l'échantillon à 40% en lactitol, le pic

de Bragg sort même de la gamme de vecteur d'onde étudiée.
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Figure II- 18 : Spectres de diffusion centrale de rayons X d'échantillons de DDAB à 50%
dans des solutions de D2O + lactitol.

Sur la Figure II- 19 nous avons regroupé les résultats obtenus avec tous les sucres

en portant les périodes smectiques en fonction de la concentration initiale de sucre dans

l'eau. Plusieurs remarques s'imposent : d'abord le glucose est le seul sucre qui ne

modifie pas les périodes des deux phases en équilibre. Ensuite suivant les sucres, à
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concentration molaire égales il y a des disparités. Notamment le lactitol est le sucre qui

donne le plus grand gonflement de la phase La.

De manière à pouvoir interpréter ces observations nous avons réalisé des

expériences de tension de vapeur, décrites dans le paragraphe suivant, pour essayer de

mesurer la pression osmotique des échantillons ainsi que les volumes d'interactions des

différents sucres.

75-

50-

25 ̂

0

D a

glucoside de méthyle

galactoside de méthyle

mannoside de méthyle

+ o x

0.5 1 1.5

[sucre] (mol/l)

saccharose

glucose

2.5

Figure II- 19 : Périodes smectiques des phases La et La' de DDAB en présence de sucres
(les échantillons ont été préparés dans D2O).

U.C.3. Mesures de tonométrie

U.C.3.a. Principe de la mesure

L'appareil utilisé est un osmomètre à tension de vapeur. Il possède deux

thermistances, plongées dans une cellule de mesure où un peu de solvant se trouve à

une tension de vapeur constante Po. A l'aide de seringues on dépose une goutte de

solvant sur chacune des thermistances. Puis on remplace une des gouttes par une goutte

de solution. D'après la loi de Raoult, les solutions de solutés ont une tension de vapeur

plus faible que celle du solvant pur. Donc pour compenser cet effet une quantité de
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solvant va se condenser sur la goutte, jusqu'à ce que, par la chaleur dégagée par cette

condensation, la température de la goutte atteingne la valeur qui redonne Po. C'est cette

différence de température entre les gouttes, c'est-à-dire entre les thermistances, que l'on

mesure avec un pont de Wheatstone.

Grâce à une calibration avec des solutions étalons, on détermine la relation

linéaire qui existe entre cette déviation en température et l'osmolalité de la solution. Le

calcul final de la pression se fait à partir de la loi de Van't Hoff :

U = c,,s.R.T (11-15)

Généralement cette technique est utilisée avec des solvant organiques, volatiles,

pour la détermination de masses moléculaires.

Par ces mesures de pressions osmotiques, on peut également déduire le volume

moléculaire, ou plutôt le volume d'interaction. En effet pour les solutions non idéales on

peut développer l'équation des gaz parfait de la manière suivante :

n î ( i O
\ ^ \ (11-16)

+ \ \c+...
ckT M [M2)

avec c la concentration du soluté (g/1), M la masse moléculaire (kg) et A2 le second

coefficient du Viriel qui est proportionnel au volume exclu v de la molécule. On peut

montrer que A2=4v. Donc si on trace n/ckT en fonction de c, par l'ordonnée à l'origine on

déduit M et par la pente v.

L'expression précédente n'est valable que pour les concentrations faibles. Pour les

concentrations élevées, toujours dans l'hypothèse de sphère dures, il existe une formule

empirique, de Carnahan-Starling [26] :

n 1 + 0 + </>2 - </>3

ckT

avec <)> la fraction volumique.

(II- 17)

II.C.3.b. Résultats

Les mesures ont été faites sur un tensiomètre à tension de vapeur Knauer, à

l'I.F.P. à Rueil-Malmaison et au Collège de France dans le laboratoire de Chimie des

Interactions Moléculaires. Nous avons travaillé à 37°C pour avoir une vapeur d'eau

suffisante. La calibration a été faite avec des solutions de NaCl et de Saccharose en

utilisant les tables d'osmolalité connues [23].
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Nous avons d'abord étudié les solutions aqueuses de sucres pour essayer de

retrouver les différences de comportements observées au paragraphe U.C.2. Les

résultats sont donnés sur la Figure II- 20 où IT/ckT est tracé en fonction de la

concentration c en sucre. On remarque surtout la différence entre les sucres à un cycle -

glucose, glucoside, mannoside et galactoside- et ceux à deux cycles - saccharose,

maltose, lactitol. Par contre il est difficile de voir une différence dans chacune des

familles du fait des barres d'erreurs. Les calculs de la masse et du volume moléculaires

par le développement du Viriel sont donnés dans le Tableau II. 3 et on trouve un très

bon accord avec les valeurs connues. Nous avons également tracé en pointillé les courbes

théoriques calculées à partir de la formule de Carnahan-Starling (11-17) et de la masse

moléculaire déterminée par le développement du Viriel : on remarque que les points

expérimentaux se trouvent toujours sous ces courbes.

7E+24

6E+24 -

5E+24 -

'o> 4E+24 -

I -
^ 3E+24-
G

2E+24 -

1E+24 -

100 200 300

c (g/i)

400

Glucose

Glucoside

Mannoside

o Galactoside

• Saccharose

] • Maltose

S A Lactitol

Figure II- 20 : Résultats de tension de vapeur des solutions aqueuses de sucres.
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Glucose

a-D-glucoside de

méthyle

a-D-mannoside

de méthyle

(3-D-galactoside

de méthyle

Saccharose

Lactitol

Maltose

Masse

Tables

180

194

194

194

342

344

342

Moléculaire M (g/mol)

Mesure osmotique

212

228

209

225

360

376

404

Volume

Tables

191

220

220

220

360

353

360

Moléculaire V (A3)

Mesure osmotique

197

225

117

235

310

342

345

Tableau II. 3 : Comparaison des masses et volumes moléculaires des sucres donnés dans
[23] et mesurés par tension de vapeur.

Nous avons également mesuré la pression de quelques échantillons lamellaires.

Les échantillons étant visqueux et pauvres en eau, les retours à l'équilibre thermique

ont été plus longs et les réponses parfois trop faibles ou peu fiables. Les résultats que

nous avons gardés sont donnés dans le Tableau IL 4. On remarque que le DDAB pur a

une pression osmotique beaucoup plus faible que lorsque l'on a ajouté du sucre en

solution et qu'en fait la pression avec le sucre est quasiment égale à celle de la solution

équivalente de sucre dans l'eau. Ceci est très bien vérifié pour le maltose, moins bien

pour le glucose. C'est donc le sucre dans l'espace interlamellaire qui donne le terme

dominant de la pression totale.

fraction massique de sucre dans l'eau

DDAB pur 50%

maltose dans l'eau

maltose avec DDAB 50%

glucose dans l'eau

glucose avec DDAB 50%

0%

1.43

10%

7.74

15.92

20%

17.8

17.8

35.85

18.45

30%

31.1

40%

48.64

Tableau II. 4 : Mesures des pressions osmotiques (x!05Pa) des échantillons lamellaires
de DDAB en présence de sucres.

56



Chapitre II

U.C.4. Interprétation de l'effet des sucres sur l'équilibre Lo- La' du DDAB

Nous avons observé que les sucres augmentent le trou de miscibilité entre les

phases La et La'. Seul un sucre fait exception et ne donne aucun effet, le glucose; c'est

aussi le sucre le plus petit. Comme l'espace interlamellaire maximal de la phase

collapsée La' est de 7.8Â [10] c'est-à-dire juste de l'ordre de grandeur de sa taille

caractéristique, on peut penser que le glucose est le seul sucre qui arrive à pénétrer

dans la phase collapsée. Par contre les autres sucres, légèrement plus gros, notamment

si on tient compte du volume de l'eau d'hydratation, doivent être exclus. (Des dosages

resteraient à faire pour confirmer cette hypothèse). Les sucres imposent alors une force

de compression ou de depletion comme B. Demé a pu l'observer dans le cas de dérivés de

maltose avec la DMPC [20].

En effet si l'on considère un système composé de deux populations de sphères

dures de diamètres différents ai et 02, on peut montrer [27] que les petites billes

exercent sur les grosses billes une force attractive dite de depletion dont l'allure est

donnée sur la Figure II. 21. En utilisant l'approximation de Derjaguin [28], on revient à

notre cas de bicouches planes infinies en présence de petites billes (les sucres), en

sachant que l'énergie entre les bicouches vaut : E = 2Fxp IKOX et que la pression est

égale à l'opposée de la dérivée de cette énergie. D'où

si ai<D< ai + a2 alors Uxucre = -psucre.kT

sinon Uxum, = 0

avec D la période lamellaire, pSUcre la concentration en sucre. C'est-à-dire que la pression

de depletion est égale à la pression "gaz parfait" du sucre, avec une portée égale à la

taille caractéristique du sucre. Aux concentrations auxquelles nous travaillons, de

l'ordre de lmol/1, on trouve que Ilsucre ~2.5xlO6Pa.

La situation est en fait analogue au cas des phases lamellaires à "solvant dopé"

définies par F. Nallet et coll. et décrites pour des suspensions colloidales de

ferrosmectiques incluses dans une structure lamellaire [29]. De même, récemment, pour

des polymères non-adsorbants incorporés dans des phases lamellaires, Ligoure et coll.

ont trouvé que les polymères induisent une interaction attractive sur les bicouches qui

dépend du régime de confinement du polymère, et qui peut induire une séparation de

phases lamellaire-lamellaire [30]. Cette interaction, qu'ils calculent en terme de module

de compression B, est équivalente à la pression de depletion que nous introduisons dans

notre système sucre/DDAB.
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Figure II- 21 : Illustration de la force de depletion dans le cas de sphères dures et de
bicouches + sphères.

Dans le bilan des forces du DDAB pur, détaillé dans le chapitre I, cette force

attractive supplémentaire n'est pas donc pas négligeable. Nous pouvons la modéliser par

une force exponentielle de pression au contact — psucre-kT et de portée 02. Sur la Figure

II- 22 nous avons tracé en même temps que cette force, les forces d'hydratation,

électrostatique (à équilibre constant) et de van der Waals (origine à 26.4Â et A = 8.3x10-
21 J = 2kT), déterminées pour le DDAB dans le chapitre I.
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La présence des sucres dans la solution aqueuse modifie a priori la permittivité

diélectrique e. D'après le chapitre I, la différence de e entre la solution aqueuse et la

bicouche intervient au carré dans le calcul de la constante de Hamaker. Si on écrit

£u - » £u+s = £ a + Ô a l O r S O n a

(II- 18)

et en faisant un développement limité

.£a+£
h.

(II-19)

Le premier terme redonne la contribution sans sucre ajouté. D'après l'équation (1-5) du

chapitre I, on peut écrire o = ——pr~ d'où :

Les indices optiques des solutions de sucres ont été mesurées sur un réfractomètre :

concentration Maltose (c

ns

e

7c en poids) 0%

1.333

78.5

10%

1.347

76.2

20%

1.362

73.7

30%

1.393

70.9

40%

1.42

67.7

Tableau I. 5 : Valeurs de l'indice optique des solutions aqueuses contenant du sucre,
mesurées avec un réfractomètre, et de la permittivité diélectrique [31].

La fin du calcul montre que les termes correctifs, qui d'ailleurs seraient les mêmes

pour le glucose et le maltose, n'induisent en fait qu'une variation inférieure au pourcent

sur la valeur de la constante de Hamaker, et nous les avons donc négligés.
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Figure II- 22 : Bilan des forces dans le cas des bicouches de DDAB en présence de sucres
exclus de la phase La'.

400

[sucre] (mol/l)

Figure II- 23 : Prédiction théorique, par construction de Maxwell sur la pression, de
l'ouverture du trou de miscibilité La-La' du DDAB en présence de sucres exclus de la
phase La\ La force de depletion induite est modélisée par une exponentielle comme décrit
dans le texte. En trait plein et pour les valeurs de la pression d'équilibre, nous avons
utilisé un diamètre de 8.8A et en pointillés un diamètre de 7.5A.
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En utilisant la construction de Maxwell sur la pression totale, il est possible de

déterminer la pression du plateau et les périodes des phases lamellaires à l'équilibre en

fonction de la concentration de sucre ajouté (cf. Chapitre I). Sur la Figure II- 23 nous

avons tracé les valeurs obtenues, avec 02=7.5 et 8.8A, diamètres respectivement des

dérivés de glucose et des disaccharides, considérés comme des sphères dures. Nous

remarquons que l'allure de la variation des périodes est tout à fait analogue aux

résultats expérimentaux de la Figure II- 19 : il y a un décalage d'une dizaine

d'Angstroems sur la période de la La, car les expériences ont été faites dans D2O, alors

que les calculs sont dans H2O, mais on retrouve que le trou de miscibilité entre les deux

phases lamellaires augmente quand on ajoute du sucre, et que les sucres plus petits,

comme les dérivés de glucose, ont un effet plus faible.

On note aussi que ce modèle prédit que la pression du plateau d'équilibre, celle que

l'on mesurerait avec des membranes perméables aux sucres et imperméable au DDAB,

diminue en ajoutant du sucre, ce qui serait intéressant à vérifier expérimentalement.

Cependant ce modèle n'explique pas pourquoi il y a des différences entre les sucres

de tailles a priori identiques et pourquoi le saccharose, pourtant beaucoup plus gros que

les dérivés méthylés, a un effet moins important. Evidemment nous avons beaucoup

simplifié le problème en considérant les sucres comme des sphères dures sans tenir

compte de la géométrie réelle des molécules et de leur conformation. Malheureusement

les mesures de volumes exclus par tonométrie ne sont pas assez précises pour évaluer

directement 02.

Dans la suite de cette thèse nous allons maintenant étudier l'effet des glycolipides

sur les phases lamellaires, c'est-à-dire des sucres ancrés à la surface des bicouches et

non plus libres en solution.
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Chapitre III

Dans ce chapitre, nous nous intéressons à l'étude structurale des phases que

forment le mélange du glycolipide avec son hôte : la connaissance des limites de phases

en fonction de la température et des compositions est un moyen de caractériser les

interactions spécifiques de chacune des molécules. Dans une première partie nous

décrivons la préparation des échantillons et notamment la mise au point de la technique

originale en gradient de concentration en capillaire, qui nous a permis d'obtenir l'allure

des diagrammes DDAB/glycolipides avec le minimum de produit. En deuxième partie,

nous donnons les résultats obtenus pour les deux systèmes moléculaires DDAB/LS et

DDAB/LC11C9. En dernière partie, nous comparons les deux comportements obtenus et

nous nous intéressons qualitativement aux propriétés thermodynamiques des phases

lamellaires via une étude des profils des raies de Bragg.

III.A. Méthodes expérimentales

III.A.l. Méthode traditionnelle

Généralement, les diagrammes de phases de systèmes lyotropes s'obtiennent en

préparant un très grand nombre d'échantillons à des compositions données, souvent en

suivant des lignes de dilution, puis en les observant à l'oeil, ou entre polariseur croisés

ou par des techniques de diffusion de rayonnement. Pour détecter avec une bonne

probabilité la succession des phases, par exemple avec un pas de concentration de 2%, il

faut préparer plus de 50 échantillons, c'est à dire disposer d'au moins 25g de produit

pour préparer des volumes de lml maximum.

Au cours de notre étude, l'essentiel des résultats ayant été obtenu par la méthode

de gradient décrite plus loin, nous n'avons eu à préparer qu'un petit nombre

d'échantillons à une composition donnée, pour confirmer ou préciser certains points des
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diagrammes de phases. Pour ces échantillons classiques, les poudres et le solvant ont

été pesés, puis le mélange homogénéisé en effectuant des cycles en température (de 25 à

70°C) ou par centrifugation répétée (à 5000 tr/min) ou bien encore par sonication. Pour

les échantillons concentrés, nous sommes d'abord passés par une étape de phase diluée

de vésicules, en suivant la méthode preparative décrite par B. Demé [1]. Cette phase

diluée assure qu'il y a un mélange homogène au niveau moléculaire. Les solutions sont

ensuite lyophilisées puis réhydratées avec la quantité d'eau voulue. Dans le cas du

LC11C9 peu soluble dans l'eau, nous avons même préféré parfois dissoudre les poudres

dans un mélange méthanol/chloroforme, évaporer le solvant avec un évaporateur rotatif

avant de dissoudre dans un excès d'eau, de lyophiliser puis de réhydrater.

Dans le cas de certains échantillons biphasiques que nous avons pu séparer, nous

avons réalisé le dosage des compositions : d'une part la teneur en eau a été déduite par

pesée de l'échantillon, avant et après lyophilisation, et d'autre part les concentrations en

DDAB et en glycolipides ont été déterminées par chromatographie Iatroscan. Le

principe de cette technique et les conditions expérimentales sont données en annexe.

III.A.2. Méthodes en gradient de concentration

Pour obtenir toute une ligne de composition dans un seul capillaire, avec le

minimum de produit et de manière continue, il est astucieux de travailler en gradient de

concentration. Le principe le plus simple pour établir un gradient consiste à obtenir un

gonflement progressif des phases par pénétration de l'eau [2]. Contrairement à la

méthode précédente pour laquelle il est essentiel d'atteindre l'équilibre

thermodynamique, la détermination des phases peut se faire alors très rapidement.

Une première méthode qualitative existe depuis longtemps et s'effectue sous

microscope polarisant [3]. Nous en parlerons dans le paragraphe suivant.

Depuis d'autres méthodes plus raffinées ont été développées pour améliorer l'étude

des structures. Par exemple Caffrey [4] a travaillé sur des systèmes lyotropes binaires et

ternaires en utilisant la diffusion centrale de rayons X pour étudier les phases. Il crée

les gradients de concentrations dans des tubes capillaires pour rayons X avant de les

balayer par les rayons X. Les capillaires étant scellés, l'étude peut se faire à différentes

températures.

D'autres méthodes plus quantitatives quant à la détermination des compositions

en limite de phases, et utilisant le même principe de gonflement par l'eau, ont

également été mises au point [2]. L'une d'entre elles ("Diffusive Interfacial Transport")
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utilise une interférométrie quantitative en transmission pour établir les concentrations

à partir de la mesure de l'indice optique [5] Cependant des problèmes liés à l'orientation

des phases à l'intérieur des capillaires empêchent une bonne précision. Des

développements sont aussi en cours pour obtenir la détection micrométrique de l'eau le

long des capillaires par spectrométrie infrarouge ou Raman.

Dans notre étude qui va être développée par la suite nous avons mis au point une

méthode quantitative de gradient en capillaire grâce à un marquage au carbone 14 et à

une analyse par diffusion centrale de rayons X.

III.A.2.a. Observation des phases sous microscope entre polariseurs

Nous avons travaillé sur un microscope optique Axioplan Universal, au laboratoire

de Physical Chemistry, à l'Université de Lund, Suède.

Les échantillons ont été préparés selon le principe de méthode de pénétration

d'eau, sur une plaque de verre recouverte d'une lamelle fine : des bris de verre

permettent d'obtenir sur un côté, un coin, comme représenté sur la Figure III-1. De

l'autre côté, la poudre, à la composition en glycolipide voulue, est fondue avec une

flamme. Par capillarité une goutte d'eau déposée vers le coin va aller hydrater la poudre

et former une zone de gradient de concentration.

Vue de dessus:

cristaux
fondus

Vue de coté:

bris de verre

goutte d'eau

• » •

Figure III- 1 : Schéma de la préparation des échantillons pour les expériences sous
microscope optique avec pénétration d'eau.
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III.A.2.D. Méthode de gradient en capillaire avec marquage isotopique

Cette technique de gradient en capillaire est hors équilibre thermodynamique mais

elle nous a cependant donné des résultats en total accord avec les observations faites par

la méthode conventionnelle décrite au paragraphe précédent III.A.l. Elle a l'avantage de

balayer continûment les lignes de dilution et donc d'éviter de manquer une phase,

d'utiliser très peu de produit par capillaire, d'être rapide pour le dosage des

concentrations et l'identification structurale des phases.

L'amélioration que nous avons apportée à la technique déjà mise au point par

Caffey, [4], est la détermination directe et quantitative de la composition le long du

capillaire, grâce à un marquage isotopique et à la mesure de la transmission aux rayons

X. Par rapport aux autres méthodes, ceci nous a permis d'étendre la technique du

gradient aux systèmes ternaires.

III.A.2.b.l. Préparation des capillaires

Pour pouvoir mesurer la composition en glycolipide directement dans les

capillaires nous avons utilisé un marquage isotopique de nos molécules. C'est-à-dire que

les synthèses du 2-O Lauroylsaccharose et du N-lauroyl, N-nonyl Lactitol ont été

refaites en utilisant de l'acide laurique marqué au carbone 14 durant l'étape

d'alkylation. Ces synthèses ont été réalisées par Alain Vandais au sein du Service des

Molécules Marquées, à Saclay. Nous avons obtenu des solutions mères méthanoliques à

0.5 mCurie/ml pour le LS et 0.62 mCurie/ml pour le LC11C9. L'activité intrinsèque du

carbone 14 étant de 54 mCurie/mmol, nous avons dilué la molécule marquée avec la

molécule "froide" de manière à obtenir, dans chaque capillaire, quelque soit la fraction

XGL de glycolipide par rapport au DDAB, la même activité totale : 1.64 mCurie/ml. Ce

choix a été fait de manière à garder la meilleure précision de détection de la

concentration en glycolipide tout en manipulant le moins possible de radioactivité.

Les échantillons sont préparés en remplissant d'abord, sur environ 1.5cm, les

capillaires avec des solutions concentrées (20% d'eau seulement) DDAB+glycolipide, à

des fractions molaires XGL données de glycolipide par rapport au DDAB. Ces solutions

concentrées sont elles-mêmes préparées en dissolvant les quantités voulues de DDAB et

de glycolipide "froid" à la solution de glycolipide marqué dans le méthanol, puis en

évaporant le solvant sur un évaporateur rotatif avant d'ajouter une quantité d'eau

équivalente à 20% massique. Le remplissage des capillaires est alors complété avec de
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l'eau pure et les capillaires sont scellés à la flamme. Les capillaires utilisés sont des

capillaires s tandards pour rayons X, en borosilicate, de 2 mm de diamètre et de 2/100e

mm d'épaisseur.

III.A.2.b.2. Principe de l'analyse en composition des capillaires

Le dosage en glycolipide se fait en dosant la radioactivité le long du capillaire. En

fait, le rayonnement beta se transforme en partie en rayons X de freinage à travers le

verre. C'est pourquoi nous pouvons détecter un signal par les plaques photosensibles

couramment utilisées en détection de diffusion de rayons X, en posant les capillaires à

plat, 15 minutes environ, sur les plaques. Le système de détection Phosphorimager de

Molecular Dynamics permet une résolution spatiale de 88 microns.

La détermination des deux autres concentrations,en DDAB et en eau, se déduit de

la mesure de la transmission aux rayons X. En effet la transmission T de l'échantillon

dépend des fractions massiques yeau, yDDAB et yGL des trois composés, de leurs densités

deau, dDDAB et do, et de leurs coefficients massiques d'adsorption ueau, UDDAB et UGL selon :

-tx^,chxdech (III-1)

avec t l'épaisseur de l'échantillon, //ecA = ymu.p.wu + yDDAB.fiDDAB +yCL-HGL et

dech = y(yeau/deau+yDDAB/dDDAB+yGL/dGL) • L e s valeurs des coefficients massiques des

molécules, données dans le Tableau III-1, ont été calculées pour une longueur d'onde de

1Â à part i r des coefficients atomiques pris dans [6]. L'évolution de la transmission en

fonction des compositions yeau, yddab et yGL qui se déduit de l'équation III-1 est

représentée sur la Figure III- 2.

Expérimentalement la transmission est mesurée grâce à une photodiode sur

laquelle est envoyée une fraction déviée du faisceau direct de rayons X. L'erreur la plus

grande sur la détermination de yeau et yDDAB vient de l'erreur sur t, l 'épaisseur du

capillaire. On trouve numériquement que 5% d'incertitude sur t, donne une incertitude

de l'ordre de 10% sur yeau et yDDAB. C'est pourquoi nous avons pris soin de mesurer au

microscope l'épaisseur réelle le long de nos capillaires.

Eau DDAB LS LC11C9

Coefficient d'adsorption massique (cm2/g) 2.99 6.01 2.01 1.83

Tableau III- 1 : Coefficients massiques d'adsorption aux rayons Xà 1Â.
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LairoylSaxhaose LC11C9

T=O.4

DDAB

T=0.4

DDAB

Figure III- 2 : Courbes d'isotransmission en rayons X (longueur d'onde 1 Â) pour les
systèmes DDAD/LS/eau et DDAB ILC11C91eau avec une épaisseur d'échantillon prise
égale à 0.16cm. Dans cette représentation, les lignes d'égale radioactivité sont
horizontales.

III.A.2.b.3. Analyse par diffusion centrale de rayons X

L'identification et l'étude structurale des phases rencontrées successivement le

long des capillaires se fait grâce à la diffusion centrale de rayons X. Les mesures ont été

réalisées à l'ESRF sur la ligne Haute Brillance (BL4/ID2).

La Figure III- 3 montre schématiquement la géométrie du montage de la cellule

thermostatée utilisée. Le détecteur est un détecteur à gaz bidimentionnel avec 512x512

cellules (1024x1024 en 1997 pour l'expérience sur le LC11C9). Nous avons travaillé à une

longueur d'onde de 1Â, à une distance échantillon-détecteur de lm et 1.8m pour le LS

soit 0.025-0.6À1 et 0.015-0.35À1 comme gamme de vecteur d'onde (2.55m et 6m pour le

LC11C9 soit 0.01-0.27 À"1 et 0.005-0.115 Â1 comme gamme de vecteur d'onde). La taille

du faisceau a été fixée à 250x250 um2 pour le LS (500x200 um2pour le LC11C9).
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Sonde de
température

Faisceau RX
microdéplacement

Détecteur 2D

rr

Figure III- 3 : Schéma de la cellule à capillaire thermostatée utilisée pour étudier les
gradients de concentration par diffusion de rayons X.

III.B. Résultats

III.B.l. Analyse des gradients de concentration en capillaires

Les expériences en gradient de concentration ont été réalisées sur le système

DDAB/LS d'une part et DDAB/LC11C9 d'autre part. Nous avons préparé des capillaires

avec différentes fractions molaires XGL de glycolipides. L'emplacement en composition de

ces capillaires sur les triangles est représenté schématiquement sur la Figure III- 4.

LauroyISaccharose LC11C9

DDAB

Figure III- 4 : Représentation des différents capillaires préparées avec des molécules
marquées pour la détermination des diagrammes ternaires.
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La Figure III- 5 donne l'image autoradiographique de la série de capillaires

préparée avec le LS. Les capillaires ont été posés à plat sur la plaque pendant environ

15 minutes. Sur cette image enregistrée 24h après la préparation des capillaires on

observe déjà les gradients de concentration.

Des coupes le long de l'axe des capillaires sont données sur la Figure III- 6. Sur la

première courbe XLS= 0.1, les créneaux entre x=10 et 20mm sont dus à des bulles d'air

formées lors du remplissage et du transport des capillaires. A partir de x=20mm, on

observe une diminution de la radioactivité émise donc dans la concentration en LS. Pour

la courbe à XLS= 0.33, le gradient est également bien marqué. Par contre on remarque

que pour la molécule LS pure (courbe du bas) le gradient de concentration n'existe plus

et donc la composition est uniforme dans tout le capillaire. En fait, plus il y a de DDAB

plus la migration est lente, ce qui est a posteriori logique puisque que le DDAB a deux

chaînes alkyles tandis que la molécules de LS n'en a qu'une.
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Figure III- 5 : Image obtenue sur une plaque photosimulable des capillaires de la série
préparée sur le système DDAB/LS. L'acquisition qui dure 15 minutes a été prise 24
heures après la préparation des capillaires. De haut en bas on a xis=0.1, 0.16, 0.33, 0.66
etl.
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Figure III- 6 : Radioactivité le long des capillaires de mélange DDAB/LS préparés à
fractions molaires différentes après 24 heures d'équilibre.
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Dans le système DDAB/LC11C9 la cinétique de migration des gradients a été plus

lente. La formation du gradient est de l'ordre de quelques jours mais ensuite nous avons

pu observer à l'œil que la migration se stabilise. Il est possible de garder un gradient sur

plusieurs semaines, voire plusieurs mois. Sur la Figure III- 7 nous avons tracé

l'évolution du gradient au cours du temps sur les premiers jours pour un mélange initial

à XLCIIC9=0.1. Sur ce capillaire on observe en fait deux gradients en concentration avec

des variations en concentrations assez brutales. On verra plus loin que ces pentes raides

coïncident avec les zones de transitions de phases observées par rayons X.

Nous avons également travaillé en température (jusqu'à 65°C) pour observer le

comportement des phases avec la température. Sur la Figure III- 8 on remarque que la

température n'a pas d'effet important sur les profils en radioactivité. Donc nous avons

pu faire l'hypothèse que la composition sur un point du capillaire ne bouge pas même si

on chauffe l'échantillon. Seule la structure de la phase peut changer comme c'est le cas

pour des échantillons préparés à une composition donnée par la méthode classique.

0.15

0.1 - •

Q.

o

0.05 - •

-jour même

après 3 jours

après 4 jours

après 7 jours

-après un mois, le
transport et l'expérience

10 20 30

x(mm)
40 50

Figure III- 7 : Evolution du gradient de concentration au cours du temps pour un
capillaire préparé avec un mélange initial DDAB/LC11C9 à XLCIIC9=0.1.
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0.25

0.2 --
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•avant les RX

•après les RX et la montée en t°
(65°C)

40 50

Figure III- 8 : Comportement du gradient de concentration avec la température. Courbes
données pour le capillaire DDAB/LS à XLS=0.1 juste avant et juste après l'expérience.

Complétées par les mesures de transmission, ces analyses du signal radioactif

permettent de déterminer le long du capillaire la composition en chacun des trois

composants, eau, DDAB et glycolipide. Sur la Figure III- 9 nous donnons pour un

capillaire le résultat des mesures de 14C et de transmission (graphique du haut) et les

valeurs déduites des concentrations massiques suivant x (graphique du bas). En

regroupant les courbes obtenues pour tous les capillaires il est possible de visualiser sur

le diagramme ternaire la position réelle en composition des capillaires. C'est ce que nous

avons représenté sur la Figure III- 10 pour le système DDAB/LC11C9 pour lequel nous

avons pu observer des gradients de concentration pour tous les capillaires préparés. Sur

cette figure on observe encore que les gradients ne sont pas uniformes : en fait les zones

où les points sont plus espacés correspondent aux zones de transition de phases.
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40
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Figure III- 9 : analyse en composition d'un capillaire préparé avec un mélange initial
DDAB ILS XLS=0.33 en contact avec de l'eau pure. En haut, le signal radioactif et la
transmission par rapport à un capillaire vide. En bas, les fractions massiques déduites.
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C11C9

DDAB

Figure III- 10 : Positionnement sur le diagramme ternaire des capillaires du système
DDAB/LC11C9 après diffusion de l'eau, d'après l'analyse faite en 14C et en transmission,.
Deux points consécutifs sur un capillaire sont séparés par 200fim.

Connaissant la composition en tout point des capillaires, nous avons pu établir les

diagrammes de phases grâce à l'analyse structurale par diffusion centrale de rayons X le

long des capillaires. De plus nous avons complété notre étude par des résultats obtenus

avec les autres méthodes plus conventionnelles.

III.B.2. Diagramme de phase DDAB/LS

III.B.2.a. Allure du prisme

Les six capillaires préparés avec des fractions molaires de LS allant de 0 à 1 ont

été balayés à différentes températures (25, 45 et 65°C) avec un pas de 250um (égal à la

taille du faisceau) ou plus quand moins de précision était nécessaire. Sur la Figure III-

11 nous donnons les spectres 2D obtenus à 25°C sur le capillaire préparé avec XLS=0.1.

Les images vont de x=12mm à 13.5mm tous les 0.25mm depuis l'image en bas à gauche

jusqu'à celle à haut à droite. Sur les deux premières images on observe un anneau de

Bragg qui correspond à une période lamellaire de 32.2Â donc à la phase concentrée La'.
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Figure III- 11 : Spectres 2D de diffusion centrale de rayons X obtenus à 25°C le long du
capillaire préparé avec XLS=0.1. Les images vont de x~12mm à 13.5mm tous les 0.25mm
depuis l'image en bas à gauche jusqu'à celle en haut à droite.
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Figure III- 12 : Spectres regroupés radialement des images de la figure précédente III-ll

Sur la troisième image on voit apparaître un deuxième ordre lamellaire aux plus

petits angles qui correspond à une période plus gonflée (57 Â). Sur les images suivantes

on observe que le pic de la phase La' diminue jusqu'à disparaître complètement sur la

dernière image. Les spectres regroupés radialement de cette série sont tracés sur la

Figure III- 12. Ceci démontre la présence d'une région biphasique lamellaire-lamellaire

avec des lignes binodales.

L'analyse des données de tous les capillaires nous a permis de construire le prisme

représenté sur la Figure III- 13 qui donne la nature des phases observées, leurs limites

d'existence en fonction des concentrations et de la température. Dans la partie riche en

DDAB nous observons la zone de coexistence des deux phases lamellaires La- La' qui

disparaît au delà d'une fraction de LS supérieure à 20% ou lorsque l'on chauffe au

dessus d'une température critique qui dépend de XLS. NOUS allons détailler cette zone

dans le paragraphe suivant. Dans le coin riche en LS, nous avons une phase cubique sur

laquelle nous allons aussi revenir par la suite. Lorsque l'on chauffe c'est d'abord la

phase hexagonale très riche en LS qui disparaît (avant 45°C) puis la phase cubique.

Comme nous n'avons pas chauffé nos capillaires au-delà de 65°C nous avons toujours

conservé les phases lamellaires, dont l'ordre à une dimension supporte des fluctuations

thermiques plus élevées.
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Lauroylsaccharose

Water
t°=65°C

t°=45°C

DDAB

t°=25°C

Figure III- 13 : Allure du prisme des phases du système DDAB/LS. F symbolise la phase
hexagonale, C la phase cubique, Li la phase micellaire et La, La' les phases lamellaires.

III.B.2.b. Point critique La- La'

La Figure III- 14 représente le comportement de phase déduit des résultats de

diffusion centrale de rayons X : le graphique du haut en fonction de XLS et de la

température est déduit des résultats obtenu à l'ESRF (cf fïg précédentes) tandis que la

projection dans la partie inférieure est déduite de résultats obtenus à température

ambiante sur notre montage au laboratoire avec anode tournante sur des échantillons

préparés avec D2O. Les deux lignes de démixtion ont été déterminées en séparant les

deux phases en coexistence par centrifugation (15 heures à 25000 tr/min) puis en dosant
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les composés par chromatographie Iatroscan. Ces lignes montrent qu'il y a plus de LS

relativement au DDAB dans la phase La gonflée que dans la phase collapsée La'. Sur

cette figure on remarque également que le trou de miscibilité entre les deux phases

lamellaires diminue quand XLS augmente. Cet effet est similaire à l'effet de la

température. A température ambiante nous observons un point critique pour

XLS=0.2±0.02. C'est-à-dire que au-dessus de cette composition il n'y a plus qu'une seule

phase lamellaire. Nous avons tracé sur la figure une extrapolation de tous les points

critiques en température, la ligne notée £, qui montre comment la température Tc

diminue quand XLS augmente.

Une interprétation de ce comportement de phases en terme d'interactions sera

donnée au chapitre IV à l'issue des mesures de pressions osmotiques du système.

Figure III- 14 : Représentation 3D de la zone de coexistence La- La' en fonction de la
fraction uolumique de DDAB, du rapport molaire LSI DDAB et de la température. La
partie supérieure est déduite de résultats de l'ESRF, la partie inférieure de résultats dans
D2O obtenus sur la camera haut-flux du laboratoire avec les lignes binodales déterminées
par dosage au Iatroscan. La ligne /joint les points critiques.
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III.B.2.C. Phase cubique

Sur la Figure III- 15 sont donnés les spectres 2D obtenus à l'ESRF à 25°C sur le

capillaire préparé avec XLS=0.66. Sur les premières images on reconnaît en plus des

anneaux de Bragg d'une phase lamellaire les taches caractéristiques d'une phase

cubique. Un spectre regroupé (enregistré à lm) est donné sur la Figure III- 16 et l'on

reconnaît trois ordres de pics de Bragg de phase Lo en plus des pics liés à la phase

cubique. Aucune symétrie n'a pu être attribuée de manière satisfaisante sur cette phase

cubique, mais du fait de la coexistence cubique/lamellaire nous pouvons penser qu'il

s'agit d'une structure bicontinue. D'ailleurs un échantillon préparé à XLS=0.75 c'est-à-

dire encore plus riche en LS, nous a donné, sur le montage RX du laboratoire, le spectre

présenté sur la Figure III- 17. Ici la phase cubique est pure et contrairement à

l'échantillon préparé à XLS=0.66, l'échantillon est complètement isotrope. Sur ce spectre

nous avons pu indexé les sept pics visibles sur une symétrie cubique primitive, de

groupe d'espace Pn3m. Ce groupe d'espace est l'un des groupes {Ia3d, Pn3m et Im3m)

communément rencontrés dans les systèmes lyotropes, entre les phases hexagonales et

les phases lamellaires. Par exemple il a été observé par Longley et Mclntosh avec du

glycerol monooleate [7]. De plus il s'agit de l'une des deux symétries cubiques observées

par Barois et coll. dans le système ternaire DDAB/cyclohexane/eau [8]. Le film de

tensioactifs forme une bicouche, continue dans les trois dimensions, séparant deux

réseaux continus et entrecroisés de structure diamant remplis par l'eau.
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Figure III- 15 : Spectres 2D de diffusion centrale de rayons X obtenus à 15°C le long du
capillaire préparé avec XLS=0.66. Les images vont de x-8mm à 20mm tous les 1mm depuis
l'image en bas à gauche jusqu'à celle en haut à droite.
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Figure III- 16 : Spectre regroupé de diffusion centrale de rayons X sur lequel on observe
le premier, second et troisième ordre de pics de Bragg de phase lamellaire en plus des
ordres d'une phase cubique (la composition est 20% d'eau, 24% DDAB et 56% LS , i.e.
XLS=0.66)
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Figure III- 17 : Spectre de diffusion centrale de rayons X d'un échantillon préparé dans le
domaine cubique monophasique (LS 64%, DDAB 18% et eau 17% en poids). Les pics ont
été indexés sur un réseau cubique primitif de l'espace de symétrie Pn3m.
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Les observations sous microscope optique, entre polariseurs croisés, ont d'ailleurs

confirmé la présence de cette phase cubique. Un exemple d'observation est donnée sur la

photo 1 Figure III- 18, prise à 25°C: le cristal, à gauche, est composé d'un mélange à 75%

de LS et 25% de DDAB. On observe qu'entre cette phase cristalline et la phase

complètement isotrope à droite (qui correspond à l'eau pure) on a une succession de

plusieurs phases : on reconnaît une phase lamellaire avec des défauts caractéristiques

en croix de malte, une phase isotrope, une deuxième phase lamellaire et enfin une phase

hexagonale. Sur la photo 2, prise à 45°C, la phase hexagonale et la phase lamellaire

intermédiaires sont réduites, tandis que sur la photo 3, à 80°C, elles ont complètement

disparues. D'autre part sur la photo 2 on peut remarquer que la bulle d'air coincée dans

la phase isotrope centrale est déformée alors que les bulles sur la droite sont

parfaitement rondes : ceci est caractéristique d'une phase cubique, très visqueuse.
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T=25°C

T=45°C

T=80°C

Figure III- 18 : Photographies à différentes températures de microscopie entre polariseurs
croisés d'un échantillon DDAB+LS à XLS=0.75 préparé par la technique de pénétration
d'eau.
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III.B.3. Diagramme de phase DDAB/LC11C9

III.B.3.a. Diagramme à 25°C

L'analyse des sept capillaires préparés avec le LC11C9 nous a permis de construire

le diagramme ternaire à 25°C présenté sur la Figure III- 19. On retrouve ainsi la zone

de coexistence ha- La' qui aboutit à un point critique, ci, au-delà duquel il y a une phase

lamellaire monophasique. Dans le coin riche en LC11C9 nous avons une zone de

démixtion entre une phase lamellaire concentrée et une phase très diluée. Dans la zone

intermédiaire nous avons retrouvé une zone de démixtion entre deux phases lamellaires

fermée par un deuxième point critique, noté C2. La règle des phases et l'orientation des

binodales imposent l'existence d'une zone triphasique que nous avons représentée par

des pointillés. Malheureusement nous n'avons jamais réussi à isoler ni observer

d'échantillons triphasiques dans cette région. Dans les deux paragraphes suivants, nous

allons détailler ces observations et notamment les difficultés d'analyse rencontrées sur

ce système pour lequel tous les échantillons apparaissant blancs à l'oeil ne sont pas

forcément biphasiques et pour lequel tous les échantillons qui donnent un seul réseau de

pics de Bragg ne sont pas forcément monophasiques.
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LC11C9

Figure III- 19 : Allure du diagramme de phase ternaire à 25°C pour le système
DDAB/LC11C9. ci et C2 sont les deux points critiques fermant les zones biphasiques
lamellaire-lamellaire. Les pointillés indiquent l'existence de la zone triphasique prévue
par la règle des phases.

III.B.3.b. Echantillon blanc monophasique

Pour pouvoir affirmer que nous retrouvions un point critique à température

ambiante sur l'équilibre La- La' nous avons préparé avec la méthode conventionnelle des

échantillons à des compositions intermédiaires entre les capillaires à XLCIIC9=0.14 et

0.33. En effet les seuls résultats de l'expérience à l'ESRF ne suffisaient pas à trancher

puisque le long de ces deux capillaires nous avons observé des équilibres double-

lamellaires. Nous avons eu la surprise d'obtenir des échantillons d'aspect blanc donc

apparemment biphasiques mais qui en diffusion centrale de rayons X donnent un

spectre caractéristique d'une phase lamellaire monophasique. Sur Figure III- 20 nous

avons tracé le spectre à 25°C d'un échantillon à XLCIIC9=0.2 et avec 35% en poids d'eau

pour lequel on reconnaît deux ordres de raies de Bragg. La période de la phase
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lamellaire déduite de la mesure sur le spectre (D=27t/q=39.0À) correspond à la valeur

calculée à partir de la composition initiale (D=Ô/<|)DDAB+LCIIC9=39.7Â). Sur la même figure

nous avons également tracé le spectre obtenu avec le même échantillon à 58°C. Nous

remarquons que la position du pic de Bragg n'a pas bougé alors qu'à l'œil nous avons

observé que cet échantillon est complètement translucide à cette température. Nous

avons vérifié, en refroidissant et en chauffant plusieurs fois, que ce phénomène est

réversible. Une explication possible à ces observations est la présence de défauts dans la

phase lamellaire qui rendent l'échantillon blanc à température ambiante (peut être un

excès d'eau autour d'oignons multilamellaires ou même l'ouverture des oignons) et qui

disparaissent lorsque l'on chauffe sans que cela modifie notablement la période

smectique.

10 T n t°=25°C; échantillon blanc

o t°=58°C; échantillon tranlucide

eau

£o

0.1 :

0.01

0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.35 0.4

Figure III- 20 : Spectre de diffusion centrale de rayons X à 25 et 58°C d'un échantillon
préparé à XLCIIC9=0.2 et 35% d'eau en poids. Le spectre de l'eau tracé sur le même
graphique démontre que la remontée aux petits angles n'est pas due à l'échantillon.

III.B.3.c. Deuxième point critique - Problème du facteur de forme
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Figure III- 21 : Spectres 2D de diffusion centrale de rayons X obtenu à 25°C le long du
capillaire XLCHC9=0.5. X varie del2 à 19.5 mm tous les 0.5mm depuis l'image en bas à
gauche jusqu'à celle en haut à droite.
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Sur la Figure III- 21 nous présentons la série de spectres obtenus tous les 500 um

à 25°C le long du capillaire préparé à XLCIIC9=0.5. Sur les cinq premières images nous

observons le gonflement de la phase lamellaire concentrée La'. Sur la sixième image on

note l'apparition d'une bosse intense sous le pic de Bragg de la phase La ' . Sur les images

suivantes cette bosse devient plus intense que le pic de Bragg qui disparaît

complètement. En fait cette bosse de diffusion est due au facteur de forme des bicouches.

En effet dans le cas des molécules de glycolipides avec une tête polaire volumineuse le

contraste en rayons X a le profil représenté sur la figure suivante d'après [9].

o o o r>

o o o

o o o o

o

I Ap

Apt

r
Figure III- 22 : Dessin schématique du profil de densité de longueur de diffusion d'une
bicouche en rayons X (d'après [9])

8h et ôt sont respectivement l'épaisseur des têtes polaires et l'épaisseur des chaînes

alkyles, Aph et Apt les différences de densité de longueur de diffusion par rapport à H2O

des têtes polaires et des chaînes. Le facteur de forme s'écrit alors:

P{q) = — h +8,)]- sin(qô,)] + Ap, sin(qô,)}2 (III- 1)

Dans le Tableau III- 2 nous avons rassemblé les valeurs numériques pour nos

molécules.
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phead(xl010Cm-2)

Aph(xl010cm-2)

ptaii(xl010cm-2)

Ap t(xl010cm-2)

Ôh(Â)

St(À)

eau

9.4

0

9.4

0

DDAB

20.64

10.84

7.81

-1.59

1.2

10.3

LS

14.77

5.37

7.76

-1.64

5.4

4.8

LC11C9

13.32

3.92

8.11

-1.29

7

9.5

Tableau III- 2 : Densités de longueur de diffusion en rayons X calculées en utilisant les
volumes polaires et apolaires définis au Chapitre II et les épaisseurs calculées en
utilisant les surfaces mesurées aussi au Chapitre II.

Toujours d'après le modèle de Nallet et coll. [9] il est possible de calculer

théoriquement l'intensité diffusée par une phase lamellaire en tenant compte du facteur

de forme P(q) et du facteur de structure S(q). Nous avons repris l'expression donnée

dans [9] pour S(q) et calculé ainsi l'intensité diffusée par une phase lamellaire mixte

DDAB/LC11C9 avec XLCHC9=0.5. En plus des paramètres ôh, 6t, Aph et Apt pour P(q), il faut

introduire une constante T| et D (la période smectique) dans le calcul de S(q). Le résultat

de ce paramétrage est tracé en Figure III- 23 pour deux spectres expérimentaux. Il s'agit

de bicouches mixtes et les valeurs optimales trouvées pour les différents paramètres

sont donnés dans le Tableau III- 3.

D(A) ôh(À) à) (À) Aph (cm-2) Apt (cm-2)

x=12mm

x=15.5mm

0.1

0.4

42.5

87

2.3

2.3

12

12

9.7

9.7

-1.44

-1.44

Tableau III- 3 : Résultats du paramétrage avec le modèle de Nallet et al. [9] des spectres
expérimentaux de la Figure III- 22.

Nous reviendrons plus loin dans la fin de ce chapitre sur la signification et les

valeurs trouvées de T|. Pour le moment le résultat que nous tirons de cette simulation

numérique est qu'avec notre système il est possible que lorsque les pics de Bragg d'une

phase lamellaire tombent dans le zéro du facteur de forme et ils ne peuvent plus être

observés aux rayons X.
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0.8-

0.6-

3

0.4-

0.2-

0.1 0.2 0.3

Figure III- 23 : Spectres regroupés obtenus avec le capillaire XLCUC9=0.5 à x=12mm (phase
lamellaire collapsée) et à x=15.5mm (phase lamellaire diluée). Les lignes sont les
paramétrages obtenus avec le modèle de Nallet et al. [9]. Les valeurs des paramètres sont
données dans le texte.

Pour éclaircir la transition de phase décrite plus haut (cf. Figure III- 20) nous

avons préparé un échantillon à XLCIIC9=0.4 et 54% en poids d'eau. L'échantillon est blanc

à température ambiante, mais comme nous l'avons vu au paragraphe précédent nous ne

pouvons pas affirmer si l'échantillon est monophasique ou biphasique. Une analyse par

diffusion centrale de rayons X au laboratoire et en température a donné les spectres de

la Figure III- 24. A 25°C on n'observe qu'un seul pic de Bragg mais la période smectique

mesurée, 43.7Â, est inférieure à celle que donne le calcul à partir des fractions

volumiques de tensioactifs, 59.5Â. Lorsque l'on chauffe on remarque cette fois que le pic

se déplace vers les petits angles et à 73°C l'échantillon est transparent biréfringeant

donc monophasique. La période de cette phase lamellaire correspond alors bien à la

fraction volumique initiale de tensioactifs. Ainsi nous avons la preuve que nous avons

une zone biphasique de deux phases lamellaires avec certainement une ligne de points

critiques en fonction de la température. Mais l'étude de cette coexistence en diffusion de

rayons X est rendue difficile par le fait que le pic de Bragg de la phase diluée est annulé

par son facteur de forme, comme expliqué théoriquement plus haut.
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10 q
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£u
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0.01
0
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0.1 0.2

o t°=25°C

D t°=40°C

A t°=73°C
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Figure III- 24 : Spectres de diffusion centrale de rayons X d'un échantillon préparé à
XLCUC9=0.4 et 56% d'eau en poids. A 25°C on n'observe qu'une série de pics de Bragg alors
que l'échantillon est biphasique double-lamellaire : c'est le facteur de forme qui annule la
deuxième série, plus diluée.

III.B.3.d. Allure du prisme en température

A partir des résultats en température obtenus à l'ESRF et sur le banc de rayons X

du laboratoire, ainsi que des résultats de diffusion de neutrons que nous détaillerons au

paragraphe III.C.2.b, il nous est possible de tracer l'allure du diagramme de phases en

température, pour la partie concentrée. Au paragraphe précédent, III.B.3.C, nous avons

vu qu'un échantillon préparé dans la deuxième zone de démixtion devient monophasique

vers 73°C. De même nous verrons au paragraphe III.C.2.b qu'un échantillon dans la

première zone de démixtion a sa transition de phase biphasique-monophasique vers

61°C. Par contre à l'ESRF nous n'avons pas dépassé 65°C et nous n'avons pas observé de

grandes différences par rapport à 25 °C. Sur la Figure III- 25 nous avons tracé le prisme

en température entre 25 et 65°C. L'effet de la température est donc de refermer les deux

zones de démixtion entre deux phases lamellaires, comme dans le cas du DDAB pur [10]

ou du système DDAB/LS vu au paragraphe III.B.2.b . Il faudrait sans doute chauffer
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plus pour faire disparaître complètement ces zones et faire apparaître des points

critiques à haute température.

LC11C9

Water
t°=65°C

t° = 45°C

t°=25°C

DDAB

Figure III- 25 : Allure du prisme des phases du système DDAB/LC11C9.

96



Chapitre III

III.C. Discussion

III.Cl. Comparaison entre les deux glycolipides

A partir des résultats des deux diagrammes de phases précédents, il est possible

d'établir une comparaison sur les effets du LS et du LC11C9 sur les phases de DDAB.

Tout d'abord, dans la partie riche en DDAB, nous constatons que l'addition des

deux molécules a le même effet : celui de fermer le trou de miscibilité entre les phases La

et La'. Dans les deux cas nous observons un point critique autour d'une fraction molaire

de 0.18±0.02. De même, la température de la transition du régime biphasique au régime

monophasique diminue en présence des deux glycolipides avec des ordres de grandeurs

comparables. Ceci prouve qu'à faible fraction molaire, l'effet du glycolipide est lié à sa

tête polaire et non pas aux chaînes hydrophobes ou au volume total qui sont différents

pour les deux molécules étudiées. Dans le chapitre suivant, nous détaillerons les

interactions possibles mises en jeu pour expliquer ce comportement de phases.

Par contre au delà de XGL=0.33, les comportements sont différents. Dans le cas du

LS la géométrie de la molécule induit une succession de phases pour lesquelles la

courbure spontanée du film de tensioactif passe de zéro (dans la phase lamellaire) à une

courbure vers l'huile (phase hexagonale). En effet, si l'on reprend la théorie géométrique

déjà discutée au chapitre II [11] et que l'on suppose que les tensioactifs DDAB et LS sont

mélangés de manière homogène, on trouve par exemple qu'à 50% de DDAB et 50% de LS

p le paramètre géométrique vaut 0.6 . Donc à cette fraction molaire de LS, le système va

plutôt former une phase cubique bicontinue qu'une phase lamellaire, comme cela a été

observé sur le diagramme de phase. De même à 80% de LS, p~0.4 donc on se rapproche

de la géométrie hexagonale. Sur la Figure III- 26 nous avons tracé l'évolution de p en

fonction de la fraction molaire de glycolipide en faisant la moyenne algébrique des

volumes apolaires, des surfaces et des longueurs de chaînes des deux molécules DDAB

et glycolipide en supposant que le mélange est homogène. Pour les longueurs de chaînes,

plutôt que de prendre la valeur maximale de Tanford, nous avons utilisé les valeurs

expérimentales de diffusion de rayons X : 1C=11Â pour le DDAB ; 1C=15.4Â pour le LS et

lc=9.5Â pour le LC11C9. Ainsi on trouve que dans le cas DDAB/LS p varie continûment de
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1 à 0.33 tandis que pour le cas LC11C9 il n'y a pas de variation. Il n'est donc pas étonnant

de n'avoir sur le diagramme de phase DDAB/LC11C9 que des phases lamellaires, tandis

que la présence du LS induit une structure cubique.

1.2

1 ,

0)

1 0 . 8 ̂
Eo

£

|

Q.

0.4-

0.2 -

• D

O

o

• • • • o il

o DDAB/LS
DDDAB/LC11C9

0.2 0.4 0.6 0.8

X G L

Figure III- 26 : Evolution du paramètre géométrique p=Vapoil sic en fonction de la fraction
molaire de glycolipide dans les systèmes DDAB/LS et DDAB/LC11C9.

III.C.2. Analyse des profils de raies

D'autre part, nous nous sommes intéressés aux profils des spectres obtenus par les

techniques de diffusion aux petits angles. Il est théoriquement possible d'obtenir, en

plus des informations structurales que nous avons utilisées pour construire les

diagrammes de phases, des informations thermodynamiques sur les phases lamellaires

[12].

En effet l'origine du signal de diffusion est liée aux fluctuations de concentrations

et aux fluctuations de déplacement des couches induites thermiquement. Comme il

existe un couplage entre ces deux fluctuations, la densité d'énergie libre d'une phase La
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peut s'écrire par analogie avec un smectique A incompressible et d'après la théorie de

Laudau- de Gennes [13] :

d2u d2u
(III- 3)

féq est la densité d'énergie libre du système à l'équilibre, c'est à dire fig= V(D)/D où D est

la période smectique et V(D) le potentiel d'interaction entre les membranes, u

représente le déplacement des bicouches par rapport à leur position d'équilibre. B et K

sont respectivement le module de compression des couches à potentiel chimique du

tensioactif constant et le module d'élasticité de courbure. B rend compte d'une

déformation perpendiculairement aux bicouches (suivant z) en faisant l'hypothèse de

bicouches incompressibles i.e. dont l'épaisseur ne varie pas pendant la déformation.

Sachant que la pression osmotique s'exprime selon :

n = —y- (III- 4)

on peut écrire :

c'est-à-dire B est l'inverse de la compressibilité osmotique.

Dans l'hypothèse de fluctuations harmoniques (u«D) et en appliquant le

théorème d'équipartition, la moyenne thermodynamique de ces fluctuations s'exprime

selon

< u(q)u(q)* >= - , . ' (III- 6)

qz est la projection du vecteur d'onde q selon l'axe normal aux bicouches et q± la

projection sur le plan des bicouches.

A partir de l'expression ci-dessus, il est possible d'exprimer la densité de longueur

de diffusion p(r) qui intervient dans le calcul de l'intensité diffusée par la phase

lamellaire :

I(q) = v\eiqr.p{r). d3r (III-7)

Caillé [14] a le premier effectué ces calculs en considérant des fluctuations u

gaussiennes, fonctions des coordonnées transverses x,y , et en négligeant l'épaisseur des

membranes. Il a ainsi pu rendre compte de la diffusion autour des pics de Bragg et de
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celle anisotrope aux petits angles. Notamment pour une phase smectique orientée,

l'intensité autour de la position de Bragg qo s'exprime sous la forme de lois de puissance

et non plus seulement d'une fonction de Dirac :

Kqt,q±=0)oc\qt-qo\-
1** (III8)

I(<lz =«o.?j.)°ekx-9o| + " (III-9)

La constante T|, appelée aussi constante de Caillé, s'exprime en fonction des

constantes élastiques des bicouches [14] :

m qokT
T] = — r = ^ (III- 10)

%4KB
avec m l'ordre du pic.

Expérimentalement, le profil longitudinal a été vérifié par Als-Nielsen et al. [15]

sur la phase smectique A de l'octyloxy-cyanobiphényl. Roux et Safinya ont également

observé par une analyse en haute résolution de rayons X le comportement en loi de

puissance du facteur de structure d'une phase lamellaire de SDS/eau/pentanol/dodécane

[16]. Ils ont prouvé que l'exposant T| est bien lié aux interactions entre les membranes

[16, 17]. Ainsi dans le cas où les interactions d'ondulations sont dominantes, ils ont

vérifié la relation prédite par Helfrich :

77=1 .33( l - — J (III-11)

avec 8 l'épaisseur de bicouche.

Le modèle plus complet proposé par Nallet et al. [9] tient compte également du

facteur de forme tout en ne considérant que des fluctuations thermiques indépendantes

des coordonnées transverses x, y. Il tient compte aussi de la résolution d'appareil et de

la moyenne de poudre à effectuer pour reproduire des expériences sur des échantillons

non orientés. C'est avec ce modèle que nous avons paramétré nos spectres au

paragraphe III-B-3-c. La constante r\ qui intervient dans les équations est aussi la

constante de Caillé définie par l'équation III-10. En fait ce modèle prédit une diffusion

autour du pic de Bragg de la forme

l(q )oc\q - < 7 0 p " (III-12)

qui correspond à la moyenne de poudre des expressions trouvées par Caillé, moyennant

certaines approximations [18].

Récemment Lei et al. [19] ont proposé un modèle harmonique discret qui considère

la phase lamellaire non plus comme un milieu continu mais bien comme l'alternance de
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membranes et de solvant et qui tient compte des corrélations d'une bicouche à l'autre

pour les fluctuations. Ils prédisent en plus de la diffusion trouvée par Caillé une

diffusion en qz
2autour du pic de Bragg et aux petits angles.

III.C.2.a. Résultats sur les spectres aux rayons X

En analysant les spectres obtenus à l'ESRF, nous avons cherché si l'ajout des

glycolipides dans la membrane de DDAB modifiait ses paramètres élastiques, ce qui

dans tous les cas doit se traduire par un élargissement des pics quand les fluctuations

augmentent.

Sur la Figure III- 27 nous avons tracé trois profils de raies de Bragg à des

gonflements identiques (-100Â) pour trois fractions molaires XLS différentes : 0, 0.1 et

0.33. Les spectres sont tracés en coordonnées réduites I/Ibragg en fonction de q-qBragg . En

fait nous n'observons aucun élargissement des pics qui serait lié à l'augmentation de r|

avec l'ajout du glycolipide. Pour XLS=0.33 nous commençons à observer le facteur de

forme qui apparaît sous le facteur de structure. Cet effet empêche de faire une analyse

correcte du profil de raie pour des fractions plus grande de LS car un éventuel

élargissement peut être dû aussi bien à une diminution de la rigidité des membranes

qu'à une variation du facteur de forme.
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Figure III- 27 : Profils de raies de Bragg d'échantillons à différentes fractions molaires de
LS. Les spectres sont tirés de l'expérience réalisée à l'ESRF.

De même, avec le N-lauroyl N-nonyl Lactitol, nous avons tracé sur la Figure III- 28

les profils de Bragg pour les phases lamellaires concentrées (80% en poids) à toutes les

fractions de LC11C9 . Là non plus, à dilution égale, nous n'observons pas d'élargissement

systématique des raies en fonction de l'ajout de LC11C9. Donc, dans la partie théorique,

nous négligerons les forces de type Helfrich dans les systèmes ternaires comme nous

l'avons fait pour le système binaire DDAB/eau.
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Figure III- 28 : Profil de raies de Bragg d'échantillons à différentes fractions molaires de
LC11C9. Les spectres sont tirés de l'expérience réalisée à l'ESRF

III.C.2.b. Résultats de diffusion de neutrons aux petits angles sur des échantillons

orientés

Pour caractériser l'effet du glycolipide sur les phases lamellaires de DDAB nous

avons également réalisé des expériences d'analyse de raies de Bragg par diffusion de

neutrons aux petits angles sur des échantillons orientés au voisinage du point critique

Les expériences ont été réalisées sur le spectromètre PAXE au Laboratoire Léon

Brillouin à Saclay. Nous avons travaillé à une longueur d'onde de 4.5À et à une distance

échantillon-détecteur de 1.80m. La gamme de vecteur d'onde est donc 0.03-0.25Âx avec

une incertitude mesurée Aq de SxlCHA-1 entre chaque pixel. La résolution pour les pics

de Bragg autour de 0.16Â1 est donc de 5%.

Pour essayer d'améliorer cette résolution d'appareil qui est donc beaucoup moins

grande qu'en rayons X (Aq=3.5xlO"3À-1 sur le montage haut-flux au laboratoire,

Aq=4.5xlO4À-1 à l'ESRF sur ID2) nous avons essayé de travailler en temps de vol pour

notre analyse de raie. Le principe consiste à utiliser le faisceau blanc de neutrons, c'est-

à-dire avec toutes les longueurs d'onde. On enlève le sélecteur de longueur de d'onde et
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on place juste avant l'échantillon un "chopper" (un disque métallique percé d'une fente)

qui permet d'envoyer des "paquets" de neutrons à un temps t donné. La détection est

synchronisée sur le top du chopper pour n'enregistrer que les neutrons d'un paquet à la

fois et faire une analyse dans l'espace et dans le temps. Plus de détails expérimentaux

sont donnés dans l'Annexe 2.

Sur la Figure III- 29, nous comparons les spectres de phase lamellaire La de DDAB

obtenus en temps de vol et en détection XY classique : la technique temps de vol permet

d'obtenir beaucoup plus de points sur le pic et on remarque que les formes des deux pics

sont différentes. Cependant la largeur à mi-hauteur est la même dans les deux cas,

égale à 20%. Par la suite nous avons travaillé en XY, sachant que l'acquisition en temps

de vol nécessite de l'ordre de 50 fois plus de temps qu'en XY pour obtenir un spectre.

Avec le sélecteur et le chopper utilisés en même temps, nous avons pu mesurer la

distribution exacte en longueur d'onde autour de 4.5Â. Le résultat est tracé sur la Figure

III- 30. Pour paramétrer la courbe nous avons utilisé une distribution gaussienne de la

forme

F = AQ exp (III-13)
2(2cr)2

avec Ào=4.65À et a=0.117 ce qui correspond à un AX/7^ de 11.7%. Ramenée au vecteur

d'onde, on obtient une incertitude de 1% qui s'ajoute au 3% d'incertitude lié à la taille

des cellules du détecteur.
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Figure III- 29 : Spectres de diffusion de neutrons aux petits angles de DDAB dans la
phase ha mesurés d'une part en temps de vol et d'autre part en détection XY.
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Figure III- 30 : Distribution de la longueur d'onde, sortant du sélecteur, autour de la
valeur 4.5À sur le spectromètre PAXE mesurée en temps de vol. L'élargissement à mi-
hauteur vaut 11.7%.
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Pour orienter les phases lamellaires de DDAB nous avons utilisé une cellule

thermostatée particulière représentée sur la Figure III- 31. La cellule est composée de

deux compartiments : l'un est muni d'un réseau d'une dizaine de lamelles de quartz

parallèles les unes aux autres et distantes de 200um environ; l'autre est un réservoir où

l'on place la solution au départ. L'échantillon est orienté en chauffant suffisamment la

cellule pour faire passer l'échantillon de la phase lamellaire à la phase isotrope liquide

puis en basculant la cellule pour faire couler l'échantillon du réservoir au réseau de

lamelles de quartz. Cette technique a déjà été utilisée dans la littérature [20]. Comme

pour le DDAB, la phase isotrope n'apparaît qu'à 115°C la cellule a été construite en

métal avec seulement les fenêtres en quartz pour pouvoir résister à la pression interne

due au solvant qui règne à cette température. Pour pouvoir chauffer au dessus de 100°C,

cette cellule est mise en contact direct avec des pièces en cuivre parcourues par un

circuit d'huile thermostaté tandis que le tout est placé dans une enceinte métallique

possédant deux fenêtres de quartz et thermostatée par un circuit d'eau. Ce double

thermostat est absolument nécessaire pour pouvoir assurer une précision de ±0.5°C sur

tout le volume de l'échantillon.

lamelles en quartz

faisceau de neutrons

boite métallique

thermocouple

reservoir
fenêtres en

peigne en téflon quartz

Figure III- 31 : Schéma de la cellule utilisée pour orienter les échantillons en diffusion de
neutrons.
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Nous avons travaillé sur deux échantillons préparés à 62.2% en poids dans D2O,

l'un de DDAB pur, l'autre contenant 10% de LC11C9 et 90% de DDAB en moles. Ces deux

échantillons sont biphasiques "double-lamellaires" à température ambiante. Nous avons

pu déterminer avec précision la température de transition entre deux phases lamellaires

: nous avons trouvé Tc=76.2±0.1°C pour le DDAB seul et Tc=61±0.5°C pour le mélange à

10% en LC11C9. Nous avons ainsi la confirmation que l'ajout du glycolipide diminue de

façon notable cette température de transition. De plus sur la Figure III- 32 nous

vérifions que comme pour le DDAB (cf. [10]) nous avons un comportement critique avec

une augmentation de la remontée aux petits angles (anisotrope selon qz ) près de la

température de transition. Ce signal aux petit angles est dû aux fluctuations de position

des bicouches qui augmentent près de la transition de phase.
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Figure III- 32 : Spectres de diffusion de neutrons à différentes températures d'un
échantillon préparé à 62.2% en poids dans D2O d'un mélange DDAB:LCuC9 avec
XLCIIC9=0.1. On remarque que l'on s'approche par le haut de la température critique
(61°C) la remontée aux petits angles augmente.
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Par ailleurs, nous nous sommes intéressés au profil des pics avec ou sans

glycolipide. Sur la Figure III- 33 sont présentés en trois dimensions les spectres obtenus

dans le domaine lamellaire monophasique (vers 95°C) pour le DDAB et le mélange

DDAB+LC11C9. On remarque que l'orientation est bien meilleure pour le DDAB pur, le

signal étant 100 fois plus intense selon z que selon x. Nous avons pu faire varier

l'intensité relative des deux pics symétriques par rapport au piège en jouant sur

l'orientation de la cellule, jusqu'à pratiquement annuler l'un des deux pics. Nous en

concluons que la distribution des normales aux plans des bicouches doit être de l'ordre

de grandeur de l'angle d'incidence 9, i.e. 6°. Pour le mélange DDAB/LC11C9 l'orientation

est moins bonne, il n'y a qu'un facteur 7 entre les intensités suivant z et x et les deux

pics ont toujours été quasi symétriques : la distribution des normales aux plans des

bicouches doit être dans ce cas-là supérieure à 6°C.

Sur les Figure III- 34 et III- 35 nous avons tracé en échelle log-log l'allure des ailes

des pics de Bragg selon la direction qz, perpendiculaire aux bicouches et selon q± dans le

plan des bicouches. La fonction de résolution d'appareil a été tracée en utilisant une

distribution gaussienne telle que donnée dans l'équation (III- 13) avec qo=O, a=0.004 et

Ao=l. On remarque qu'elle contribue à la forme du pic en qz pour les premiers points.

Sur Figure III- 36 nous avons tracé les lignes de niveaux de l'intensité autour du

pic de Bragg pour les deux spectres expérimentaux et, à gauche, l'allure que donne les

équations asymptotiques de Caillé (III-8) et (III-9).
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DDAB

qx

DDAB/LC11C9

Figure III- 33 : Spectres en 2 dimensions de diffusion de neutrons aux petits angles
d'échantillons orientés de DDAB et de DDAB+LC11C9.
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Figure III- 34 : Profils en échelle log-log du pic de Bragg de l'échantillon orienté de
DDAB à 62.2% dans D2O à 96°C. La courbe en pointillé est la fonction de résolution
gaussienne. La droite donne la pente asymptotique des profils que l'on trouve égaux en qz

et en q±.
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Figure III- 35 : Profils en échelle log-log du pic de Bragg de l'échantillon orienté de
DDAB+LC11C9 à 62.2% dans D2O à 99°C. La courbe en pointillé est la fonction de
résolution gaussienne. Les droites donnent les pentes asymptotiques des profils en qz et en
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Figure III- 36 : Tracés, à la même échelle en q, des lignes de niveaux du pic de Bragg de
la phase lamellaire orientée. Les contours théoriques ont été obtenus en joignant par une
ellipse les points obtenus par les lois de puissance (III-8) et (III-9) sur les axes qx et qz. Les
contours expérimentaux DDAB et DDAB+LC11C9 sont ceux des spectres de la Figure III-
33 après avoir normalisé l'intensité maximale du pic à un. Pour le DDAB et le calcul
selon Caillé les lignes sont tracées sur deux décades (1-0.75-0.5-0.25-0.1-0.075-0.05-0.025-
0.01) ; pour le mélange DDAB+LC11C9 sur la première décade seulement (1-0.75-0.5-0.25-
0.1)

Pour le DDAB, d'après Figure III- 34, nous trouvons qu'il n'y a pas de différence

entre le signal selon q± ou selon qz . Or si on suppose que nous sommes dans la zone du

pic de Bragg où les calculs de Caillé sont valides, le pic devrait donc être plus large selon

z que selon le plan des bicouches d'après les équations (III-8) et (III-9) et la Figure III-

36. La valeur que nous trouvons pour la pente, -1.66 (cf. Tableau III- 4), est plus petite

que -1 . Donc on ne peut pas non plus appliquer la formule de moyenne de poudre (III-9)

en -1+T| : elle donnerait une valeur négative pour T|. Finalement, avec la formule (III-8)

en -2+r|, r\ vaudrait donc 0.33, c'est-à-dire correspondant à une bicouche assez "dure".

En fait la théorie de Caillé, ou encore le calcul de la force stérique par Helfrich,

suppose que les fluctuations des bicouches ne sont pas corrélées d'une bicouche à l'autre

comme représenté sur la Figure III- 37 a). Intuitivement, on comprend que la diffusion

due aux fluctuations est principale dans la direction qz et est liée à B . Par contre

comme il n'y a pas de domaines corrélés dans les directions autres que q2,
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D

b)

c)

Figure III- 37 : Schématisation des fluctuations de concentration d'un smectique A à
deux composants dont l'épaisseur des membranes est constante, a) fluctuations sans
corrélations entre les membranes; b) et c) deux modes hydrodynamiques corrélés (d'après
[21]): b) le mode barocline; c) le mode d'ondulation.
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l'élargissement du signal diffusé est moins grand en q± qu'en qz. Maintenant si on

considère qu'il y a des corrélations des oscillations d'une bicouche à l'autre, alors deux

cas limites peuvent être envisagés, toujours dans l'hypothèse où l'épaisseur des

bicouches reste constante : le premier, Figure III- 37 b) correspond au mode

hydrodynamique barocline [21] : les membranes fluctuent en opposition de phase et il

n'apparaît toujours pas de domaines corrélés qui puissent donner de la diffusion en

dehors de q2 (d'ailleurs dans notre cas de bicouches chargées, ces fluctuations en

opposition de phase doivent être négligeables car elles vont coûter trop d'énergie du fait

de la répulsion électrostatique). Le deuxième cas, correspond au mode d'ondulation, et

fait apparaître dans les directions transverses des domaines corrélés qui donneront lieu

à un signal de diffusion donc à une augmentation de la diffusion selon qj_. Ainsi peut

s'expliquer notre observation pour le DDAB d'un profil quasi-symétrique en qz et en q±,

lié à la répulsion électrostatique, forte à longue distance.

Pour l'échantillon de DDAB+LC11C9, nous avons obtenu les profils tracés sur la

Figure III- 35. Nous remarquons cette fois qu'il y a une différence entre les deux

orientations et que la pente en qi est plus grande que celle en qz. Ceci va dans le sens

contraire de la prédiction de Caillé. Nous interprétons cette observation par le fait que le

glycolipide augmente les fluctuations des bicouches selon q± et pas du tout selon qz ce qui

correspondrait, d'après ce qui a été expliqué plus haut, aux fluctuations du mode

d'ondulation sur la Figure III- 37 c). On peut imaginer que les molécules de glycolipides

ne sont pas réparties uniformément en surface mais forment des îlots qui donnent ces

ondulations aux bicouches. Des études plus précises restent cependant à faire pour

confirmer cette hypothèse.

p (regroupement radial) p(qz) p(qJ r\ si p(qz)=-2+

DDAB

DDAB+LC11C9

-1.57 -1.66 -1.66 0.33

-1.90 -1.74 -0.93 0.25

Tableau III- 4 : Valeurs numériques des coefficients des lois de puissance trouvées pour
les profils de pics de Bragg.
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III.D. Conclusion

Dans ce chapitre, nous avons établi les diagrammes de phases ternaires des deux

systèmes DDAB/LS/eau et DDAB/LCiiC9/eau, en fonction de la température. Pour cela

nous avons mis au point et utilisé une méthode en gradient de concentration en

capillaire avec marquage au carbone 14 du glycolipide. Nous avons observé que les deux

systèmes ont un comportement analogue dans la partie riche en DDAB (XGL<0.4) : dans

les deux cas, il y a apparition d'un point critique à température ordinaire, pour une

fraction critique XGL~0.2, c'est-à-dire la disparition du trou de miscibilité entre les deux

phases lamellaires La et La'. Lorsque l'on ajoute plus de glycolipide, les deux molécules

induisent alors des effets différents : le LS, de part sa courbure spontanée marquée vers

l'huile, induit la formation de structures présentant plus de courbure (phases cubiques

et hexagonales) ; le LC11C9, lui, conserve la topologie en bicouches planes. Cependant,

l'étude en DNPA sur des échantillons orientés indique qu'il existerait en présence de

LC11C9 des mécanismes d'ondulations dans le plan des membranes plus grands que dans

le cas du DDAB pur.

Dans le chapitre suivant, nous allons maintenant nous intéresser plus

quantitativement aux interactions liées à la présence des glycolipides dans les

membranes. Pour cela nous avons travaillé dans les domaines lamellaires pour lesquels

on sait mesurer expérimentalement les pressions osmotiques et donc pour lesquels le

bilan des forces en présence est accessible expérimentalement.
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Chapitre IV

Pour obtenir des informations quantitatives sur les interactions spécifiques

introduites par les glycolipides dans les membranes, nous avons cherché à mesurer la

force agissant entre les membranes, et en particulier dans ce chapitre, nous nous

sommes intéressés aux équilibres présents en régime concentré.

Plusieurs méthodes expérimentales sont connues pour obtenir cette mesure en

fonction des distances de séparation des films moléculaires [1], [2].

Une méthode "directe" est le SFA (Surface Force Apparatus) pour lequel les

tensioactifs sont adsorbés sur des feuilles de mica, elles-mêmes collées sur des surfaces

cylindriques. Les distances sont déduites, avec une précision de l'ordre de l'Angstroem,

par des mesures de franges d'interférence, et les forces par la déflexion d'un système de

ressorts. Pour traduire les mesures en géométrie plane il faut utiliser l'approximation de

Derjaguin (cf. [2]). Cette technique n'est pas suffisamment précise pour évaluer les

pressions à courtes distances (<10Â). De plus comme les membranes sont immobilisées

sur un support, il faut tenir compte, dans le bilan des forces, du fait que l'adsorption des

monocouches inhibe leurs ondulations, par rapport à la situation des bicouches libres en

solution [3]. Une autre correction à apporter, mais qui ne fait pas l'unanimité, est

l'éventuelle contribution du mica sous-jacent dans l'évaluation de l'attraction de van der

Waals [4].

L'aspiration par pipette [5], est une autre technique qui permet de déterminer

l'élasticité des membranes en mesurant la taille et la forme des vésicules au bout d'une

pipette, en fonction de la pression de succion. En mettant au contact deux vésicules ainsi

formées on peut également déduire l'énergie d'adhésion.

Pour notre étude nous avons utilisé la méthode de stress osmotique [6] qui permet

de mesurer les forces dans les phases lamellaires mais aussi dans d'autres assemblages

macromoléculaires. La pression osmotique imposée par l'échantillon sur les molécules

d'eau est égale à celle connue d'un réservoir en équilibre thermodynamique avec

l'échantillon. Contrairement au SFA, cette méthode permet de mesurer les forces
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répulsives à très courte distance. Mais elle ne donne pas d'information directe sur les

mécanismes induisant une interaction attractive, car les échantillons sont

intrinsèquement instables dès que l'attractif domine. Dans la première partie de ce

chapitre nous allons détailler les deux techniques utilisées, avec polymère stresseur et

avec pression de vapeur, qui n'ont pas les mêmes gammes de mesures utilisables. De

plus nous parlerons de la technique de balance de film mince (TFB [7]) qui permet

également de mesurer, à l'interface eau-air, la pression de disjonction en fonction de

l'épaisseur de film. Les résultats expérimentaux sont ensuite donnés pour le système

DDAB/LC11C9 pour lequel les trois méthodes ont été appliquées. Enfin, en reprenant les

calculs déjà développés dans le chapitre I de cette thèse, nous faisons une interprétation

théorique de ces résultats de pression ainsi que des diagrammes de phases du chapitre

précédent.

IV.A. Méthodes expérimentales

IV.A.1. Stress osmotique avec polymère

Le principe de cette méthode consiste à imposer le potentiel chimique de l'eau dans

l'échantillon, via une solution plus ou moins concentrée d'un polymère non-ionique. Pour

isoler l'échantillon on utilise une membrane de dialyse semi-perméable, c'est-à-dire qui

laisse passer les molécules d'eau mais pas celles du polymère. Si l'espace interlamellaire

est prévu d'être, à la pression recherchée, plus petit que le rayon de giration du

polymère alors la présence de la membrane de dialyse n'est pas nécessaire. Pour nous il

est possible de travailler sans membrane dans la phase La' du DDAB. De même,

récemment, dans le système Ci2Es/hexanol/eau, en compression avec du dextran,

Bagger-Jorgensen et Olsson n'ont pas utilisé de membrane semi-perméable pour leur

étude [8].

Le montage expérimental est schématisé sur la Figure IV-1. Les membranes de

dialyse sont fermées en bas en faisant un noeud, en haut en plaçant un embout ouvert

en téflon. Cette ouverture permet d'assurer qu'il n'y a pas de surpression à l'intérieur du

sac due à un trop grand gonflement, et permet de prélever une partie de l'échantillon à

tout moment.
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échantillon lamellaire

embout en téflon

membrane de dialyse

réservoir à une concentration
w% de polymère stresseur

Figure IV- 1 : Schéma du dispositif de stress osmotique.

La valeur de la pression que l'on impose est donnée par des courbes de calibration

de la pression osmotique des solutions de polymères. La distance interlamellaire est

mesurée par diffusion de rayonnement aux petits angles : les rayons X pour les

pressions élevées car les échantillons sont concentrés et la période lamellaire D tombe

dans le domaine de vecteur d'onde disponible (pratiquement pour le montage au

laboratoire il faut D<200Â); les neutrons pour les pressions faibles et les échantillons

dilués.

Nous avons travaillé avec deux polymères, le dextran 110000 et le PEG 8000. Le

premier, un polysaccharide, du fait de son plus gros poids moléculaire permet une

meilleure précision sur les pressions faibles tandis que le deuxième a été utilisé pour

limiter la viscosité du réservoir, donc la durée d'équilibration, pour les pressions élevées.

Cependant avec le PEG nous avons remarqué qu'après plus de deux semaines

d'équilibre, le polymère arrive à traverser les membranes, probablement par un

phénomène de reptation. Les deux polymères ont été utilisés tels que nous les avons

reçus (Fluka), après avoir vérifié au préalable, pour chaque nouveau lot, la distribution

en masse par chromatographie GPC.

Avec le dextran nous avons utilisé des membranes Visking (Roth) avec un seuil de

coupure à 12000-14000 daltons. Ces membranes se conservent à température ambiante

tandis que pour le PEG, nous avons utilisé des membranes Spectra/Por de coupure 1000
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daltons qui se conservent au froid. Dans les deux cas, il est nécessaire avant utilisation

de mettre à tremper les membranes au moins 48h, dans de l'eau "Millipore" renouvelée

plusieurs fois, pour les assouplir et éliminer les impuretés salines (et les agents

conservateurs).

Pour le dextran 110000 nous avons utilisé la courbe de calibration déterminée par

Cécile Bonnet-Gonnet [9] :

w<10% log n(Pa) = 0.385 + 2.185*w°***e (TV- 1)

w > 10% log n(Pa) = 0.872 + 1.657*w<>-304a (IV- 2)

avec w la fraction massique du polymère en pourcent.

Pour le PEG 8000 nous avons pris [10] :

w>l% log n(Pa) = 2.1498 + 1.601*u>0-2823 (TV- 3)

Avec le dextran, en travaillant entre 1 et 40% en poids, nous avons donc exploré

une gamme de pressions comprise entre 300 et 106 Pa. Avec le PEG nous sommes

montés jusqu'à 50% en poids c'est à dire 107Pa.

IV.A.2. Pression de vapeur saturante

Cette deuxième méthode de stress osmotique consiste à imposer le potentiel de

l'eau via des pressions de vapeur variables, imposées par des solutions saturées en sel.

En effet une humidité relative p/po imposée au dessus de l'échantillon va créer une

pression osmotique effective n dans l'échantillon égale à :

(IV- 4)

avec vw le volume moléculaire de l'eau, pris égal à 30xl030m3.

La valeur de l'humidité relative imposée par une solution saturée en sel est

tabulée pour un grand nombre de sels [11]. Nous avons choisi de travailler avec cinq

d'entre eux dont la liste et les valeurs de p/po sont données dans le Tableau IV-1. La

gamme de pressions étudiée recouvre donc sur deux points les données en stress

osmotique avec polymères. Cependant, plus l'humidité relative augmente, plus l'erreur

sur n est grande et devient sensible aux gradients de température. Nous estimons

l'erreur maximale sur II égale à ±1.5xlO6Pa.
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p/po

n(Pa)

NaCl

0.75

3.94E+07

KCl

0.85

2.23E+07

BaCh

0.90

1.44E+07

K2SO4

0.95

7.03E+06

K2Cr207

0.98

2.77E+06

Tableau IV- 1 : Valeurs de l'humidité relative et de la pression osmotique imposées par
des solutions saturées en différents sels.

Pour mesurer la distance interlamellaire de l'échantillon en même temps qu'est

imposée la pression, nous avons utilisé la technique de réflectivité de rayons X à

humidité contrôlée décrite dans [12] ou [13]. L'échantillon lamellaire est orienté en

déposant, sur une lame de verre pour microscopie, une goutte contenant le mélange de

tensioactifs dissout dans un solvant volatile. Après quelques minute, le solvant

s'évapore et est remplacé par de l'eau provenant de l'air environnant. Pour avoir une

solubilisation totale, nous avons préparé les solutions initiales à 10% en poids de

tensioactifs dans l'éthanol, le chloroforme ou un mélange des deux solvants suivant les

rapports étudiés en DDAB, LS et LC11C9.

La Figure IV- 2 donne la photo de la cellule utilisée au laboratoire et conçue par

Valentin Gordeliy. Cette cellule possède un goniomètre pour positionner correctement,

par rapport au trajet du faisceau, la lame de verre recouverte par l'échantillon. Le socle

et le couvercle sont thermostatés par une circulation d'eau commune. Le couvercle est

percé de deux fenêtres fermées par deux parois de Mylar entre lesquelles on fait le vide

pour améliorer l'isolation thermique. Comme cette isolation n'est pas parfaite et

l'équilibre thermodynamique lent, nous avons ajouté à l'intérieur de la boîte un capteur

pour contrôler la pression et la température au cours de l'expérience. Le capteur

(Novasina, Suisse) est une membrane dopée de polyélectrolyte dont la conductivité

dépend de l'humidité. Grâce à une calibration avec des solutions de référence et dans

des conditions parfaites d'équilibre et de régulation de température, on peut mesurer

une humidité relative de 11% à 98%.

La mesure des périodes lamellaires se fait sur les plaques photosensibles lues avec

une résolution spatiale de 88um sur le dispositif de numérisation "Phosphorlmager"

(Molecular Dynamics). Un exemple de spectre est donné sur la Figure FV- 3. La mesure

de D peut se faire directement par la lecture du nombre de pixels, sans regroupement

radial ni correction géométrique. Nous estimons l'incertitude sur D égale à ±0.2A.
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Figure TV- 2 : Photo du montage de réflectivité de rayons X à humidité contrôlée. Le
couvercle à droite, muni de deux fenêtres à double paroi de Mylar, est placé pendant
l'expérience à gauche, au-dessus de la lame de verre recouverte par l'échantillon et du
réservoir circulaire de la solution de sel saturée.

Figure TV- 3 : Spectre de réflectivité de rayons Xd'un échantillon orienté de DDAB pur en
équilibre avec une solution saturée de K2SO4, c'est-à-dire à 95% d'humidité relative. En
haut de l'image on voit le piège avec l'ombre portée de la lame de verre.
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IV.A.3. Thin Film Balance

Le principe de cette méthode consiste à mesurer l'épaisseur de films minces à

l'interface eau/air suivant la pression de disjonction imposée. Depuis la première

expérience réalisée par Derjaguin et Obuchov sur des bulles d'air piégées entre des

lames de verre immergées dans l'eau [14], différents auteurs ont contribué à améliorer

cette autre technique de mesure de forces [15]. Le dispositif expérimental tel que nous

avons pu l'utiliser a été réalisé au laboratoire par Vance Bergeron. Son principe est

donné sur la Figure IV- 3. Le film mince liquide est formé en saturant avec la solution

contenant les tensioactifs un disque en matériau poreux, percé d'un trou d'imm environ

de diamètre et soudé à un tube capillaire. Le tout est enfermé dans une cellule en

Plexiglas hermétique avec seulement deux ouvertures, l'une pour le capillaire, l'autre

pour le contrôle de la pression du gaz à l'intérieur. A l'équilibre et dans la partie plane

du film, la pression de disjonction Fia est égale à la pression capillaire Pc de telle façon

que l'on a la relation suivante :

-5)

avec Pg la pression du gaz dans la cellule de mesure et Pi la pression du liquide dans la

région de bordure de Plateau du film. Pi s'exprime en fonction de la pression de

référence Pr d'où la formule :

nrf = Pg - Pr+—- N>sK (iv- 6)
rtube

avec a la tension superficielle du film, rtube le rayon du tube capillaire, Ap la différence de

densité entre la solution et le gaz, g la constante de gravité et hc la hauteur de solution

dans le tube par rapport au film. Toutes ces constantes sont connues ou mesurables et

(Pg-Pr) est mesurée directement pendant l'expérience par un capteur différentiel de

pression.

On montre, [7], que la pression minimale imposable dépend de la taille du trou

foré dans le poreux (Pmin ~2o/Rtrou ) tandis que la pression maximale imposable dépend

du choix de la taille des pores du matériau poreux (Pmax~2a/rpOre).

D'autre part, pour obtenir les courbes de pression en fonction de la distance,

l'épaisseur du film est mesurée par interférométrie sur la lumière réfléchie par le film,

en utilisant une lumière monochromatique (546nm) et un photomultiplicateur.
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contrôle
delà
pression

solution

Pr

hc

Figure IV- 4 : Schéma du dispositif expérimental pour la balance de film mince d'après
[7]. Pg est la pression imposée, Pi la pression dans le film et Pr la pression de référence, ici
la pression atmosphérique. Le photomultiplicateur (PM) permet de mesurer l'épaisseur
du film mince par interférométrie.

IV.B. Résultats

P7.B.1. Système DDAB/LC11C9

IV.B. 1.a. Résultats dans la gamme des pressions élevées

Par la technique de pression de vapeur saturante, nous avons pu mesurer les

courbes pression-distance sur une gamme allant de 106 àlO8 Pa pour des échantillons

contenant différentes fractions molaires de LC11C9. Les résultats sont donnés sur la

Figure IV- 5. On remarque que toutes ces courbes donnent une décroissance

exponentielle de la pression en fonction de la distance. Le résultat du paramétrage avec

une exponentielle dont l'origine est choisie à 28Â, Ilo exp(-(D-28)A.), est donné dans le

Tableau IV-2.
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Les valeurs trouvées pour À. (-1À) et n0 (-108-12 Pa) sont bien de l'ordre de

grandeur des valeurs mesurées par Rand et Parsegian dans les systèmes de lipides dans

la même gamme de pression [2]. Cette répulsion à courte distance correspond à ce qu'ils

ont appelé la force d'hydratation. Dans le paragraphe IV-C, nous discuterons de la

variation de cette pression en fonction de la quantité de glycolipide introduite.
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Figure IV- 5 : Pressions osmotiques imposées (par pression de vapeur saturante) en
fonction de la période lamellaire en échelle semi-logarithmique, pour différentes fractions
molaires XLCUC9 de LC11C9 allant de 0 (DDAB pur) à 1 (LCnCspur).
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Tableau IV- 2 : Résultats du paramétrage des courbes pression-distance de la Figure IV-
5 par la fonction IJoexp(-(D-28) IX). R est le coefficient de régression linéaire.
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IV.B.l.b. Résultats dans la gamme de pressions intermédaires (104-105 Pa)

Sur la Figure IV- 6, nous avons tracé les résultats des mesures de la pression

osmotique au voisinage de 105Pa pour trois fractions molaires de LC11C9 (XLCIIC9= 0, 0.09

et 0.16). Les points les plus hauts sont tirés des résultats précédents en pression de

vapeur. Les autres points ont été déterminés par stress osmotique avec du PEG 8000.

On remarque qu'il y a un très bon raccord entre les deux techniques.

Pour le DDAB pur, nous retrouvons le trou de miscibilité, avec l'équilibre de deux

phases lamellaires de périodes différentes (31 et 79À) à une pression d'équilibre égale à

2.5xlO5Pa. Pour les deux autres fractions molaires en LC11C9, on observe également une

brusque rupture de pente avec un saut dans la période lamellaire. Grâce aux mesures

des périodes d'échantillons biphasiques, indiquées par des flèches sur la figure, il est

possible de retrouver la valeur du plateau en pression qui correspond à l'équilibre

double-lamellaire. On remarque que plus il y a de LC11C9 dans la membrane, plus la

pression d'équilibre augmente : -5xlO5 Pa pour XLCHC9= 0.09 et ~7xlO5 Pa pour XLCIIC9 =

0.16.
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Figure TV- 6 : Variation de la pression osmotique dans la zone d'équilibre double
lamellaire pour 3 fractions molaires de LC11C9 (XLCUCS- 0, 0.09 et 0.16). Les symboles
ouverts correspondent aux mesures en pression de vapeur saturante (cf. paragraphe
précédent), tandis que les symboles pleins correspondent aux résultats en stress
osmotiques avec du PEG 8000. Les flèches indiquent les périodes lamellaires mesurées
dans la zone biphasique.
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IV.B.l.c. Résultats en régime dilué

Pour imposer des pressions plus faibles (<105Pa) nous avons utilisé le dextran

110000. Sur la Figure IV- 7 sont donnés les résultats pour le DDAB et trois fractions

molaires de LC11C9 (XLCHC9= 0.04, 0.09 et 0.16). Nous remarquons que toutes les courbes

se superposent aux incertitudes expérimentales près. Donc à ces fractions molaires, il

n'y a pas d'effet observable du glycolipide sur la loi de gonflement. Cette loi de

gonflement reste dominée par la répulsion électrostatique. Sur la figure nous avons

tracé le meilleur paramétrage par une fonction exponentielle pour la courbe du DDAB.

Nous trouvons que la portée de l'exponentielle, i.e. la longueur de Debye associée,

d'après la formule (1-14) du chapitre I, vaut 124Â. Ceci correspond à une concentration

en sel dans le réservoir cs' de 6xl04mol/l. Cette valeur, légèrement supérieure à la cmc

du DDAB (8xlO-5mol/l) est probablement due à des impuretés résiduelles.
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Figure IV- 7 : Variation en échelle semi-logarithmique de la pression osmotique imposée
en fonction de la période lamellaire, pour différentes fractions molaires de LC11C9. La
droite correspond au meilleur paramétrage par une fonction exponentielle de la courbe
pour le DDAB.

Les courbes précédentes de stress osmotique avec membranes de dialyse n'ont pu

être réalisées que sur des échantillons contenant peu de LC11C9. En effet l'établissement
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de chaque courbe nécessite au moins sept échantillons de 2ml préparés à environ 10% en

poids, donc plus de 1.4g de poudre sèche. Or nous ne disposions que de quantités

limitées de LC11C9. Pour obtenir néanmoins des mesures de pressions avec des quantités

plus importantes de glycolipides dans les bicouches, nous avons effectué quelques

mesures préliminaires avec la technique de balance de film mince, en collaboration avec

Vance Bergeron. Même si le volume de solution nécessaire est plus grand (50ml), les

concentrations utilisées sont beaucoup plus faibles (~cmc) et donc la technique

consomme beaucoup moins de produit (de l'ordre de quelques dizaines de mg).

Cependant nous n'avons pas pu obtenir de films avec le LC11C9 pur, la molécule n'étant

pas assez hydrophile pour produire des films stables.

Les résultats sont donnés sur Figure IV- 8. Nous remarquons que pour les deux

courbes avec la concentration du DDAB à 1.5mM il y a un bon accord avec les résultats

précédents de stress osmotique : ces courbes donnent une décroissance exponentielle

interprétable toujours avec la loi limite de gonflement électrostatique dominante

explicitée dans le chapitre I, équation (1-14). La longueur de Debye trouvée ici vaut

150A. De plus il n'y pas de différence appréciable entre la courbe à XLCHC9=0 et celle à

XLCHC9=0.12. Donc, si on suppose que la composition des bicouches est la même à

l'interface eau/air et en solution, nous retrouvons qu'à faible quantité de LC11C9, la

répulsion électrostatique domine et n'est pas perturbée par la présence des "têtes

sucres".

Par contre pour les deux courbes obtenues à O.lmM (c'est à dire très près de la cmc

du DDAB) il apparaît des divergences avec les courbes précédentes. D'une part la courbe

avec le DDAB pur à O.lmM se trouve décalée vers les pressions plus faibles par rapport

à celle à 1.5mM. D'autre part, la courbe obtenue avec XLCHC9=0.78, se place bien au-

dessus des autres. Le meilleur paramétrage est obtenu avec non plus une fonction

exponentielle, mais une loi de puissance, en 1/D3. Ceci voudrait dire que, lorsque la

membrane est peu chargée, c'est une répulsion entropique de type Helfrich qui

l'emporterait sur la répulsion électrostatique. En reprenant la formule (1-17) du chapitre

I, nous calculons une constante de rigidité kc de l'ordre de 0.009 kT, a priori très faible

par rapport aux valeurs habituellement mesurées (~lkT). L'interprétation de ces

résultats préliminaires est délicate : il est possible que la structure de la phase diluée en

équilibre et de la sous-phase sous l'interface jouent des rôles importants. Une étude

précédente réalisée sur l'AOT, qui est un autre tensioactif bicaténaire, laisse à penser

qu'il se forme une bicouche dans le film mince entre les interfaces [16]. Cela avait déjà

été vu sur des bicouches de phospholipides [17]. Ainsi il serait intéressant de compléter
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cette étude avec d'autres concentrations et par exemple d'étudier par réflectivité de

rayons X la structure du film.
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Figure IV- 8 : Mesure de la pression de disjonction en fonction de l'épaisseur de film, sur
la balance de film mince, pour différentes concentrations initiales en DDAB et en LC11C9.
Pour comparaison nous avons aussi tracé la courbe obtenue pour le DDAB pur par la
technique de stress osmotique.

IV.B.2. Système DDAB/LS

Le 2-0 LauroylSaccharose étant un glycolipide à une seule chaîne alkyle, nous

n'avons pas réalisé sur ce système de mesures de stress osmotique avec polymères

stresseurs et membranes de dialyse : nous avons en effet observé qu'une partie des

molécules LS arrive à traverser la membrane pour former dans le réservoir de polymère

une phase mixte à une concentration en LS de l'ordre de grandeur de sa cmc. Ceci fausse

donc les calibrations de pressions osmotiques imposées et n'est pas exploitable.

Par contre, sur un échantillon contenant 9% en moles de LS par rapport au DDAB,

nous avons mesuré la courbe pression-distance par équilibre de pression de vapeur avec

un sel saturé. Le résultat ainsi que la courbe mesurée pour le DDAB pur est tracé sur la
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Figure IV- 9. La grandeur caractéristique de la décroissance, 0.89À, est égale à celle

mesurée dans le paragraphe précédent avec 0.9% de LC11C9.

De plus, en extrapolant les fonctions exponentielles jusqu'aux valeurs de la période

lamellaire de la phase La' mesurées aux rayons X sur des échantillons dans la zone

biphasique, on obtient une estimation de la pression du plateau d'équilibre : pour le

DDAB, riéqui=2.5xlO5Pa et pour XLS=0.09, riéqui=5xlO5Pa. Ces valeurs sont égales aux

mesures directes en stress osmotique du paragraphe précédent avec le DDAB pur et

XLC11C9=O.O9.

Donc l'addition des deux glycolipides, l'un monochaîne, l'autre bichaîne, induisent

quantitativement la même répulsion stérique à courte distance et ont le même effet sur

le plateau en pression de l'équilibre La-La' du DDAB.
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Figure IV- 9 : Pressions osmotiques imposées (par pression de vapeur saturante) en
fonction de la période lamellaire en échelle semi-logarithmique. Les points au-dessous de
10e Pa ont été extrapolés en prenant un paramétrage exponentiel des données. Les flèches
indiquent la période observée dans la phase Là dans le domaine de coexistence. Les
lignes épaisses donnent une estimation de la pression d'équilibre : DDAB 2.5xlO5Pa et
DDABILS5xlO5Pa.
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IV.C. Interprétation : bilan des forces

IV.C.l. Répulsion à courte distance - Premier point critique

En reprenant les résultats du paragraphe IV-B-1 de mesures de la pression

osmotique, il est possible de tracer la variation de la période lamellaire D en fonction de

la fraction molaire de LC11C9 à pression osmotique imposée constante. Sur la Figure IV-

10, nous donnons la courbe obtenue à n=4xlO7Pa. On remarque que D varie

linéairement avec XLCIIC9 jusqu'à environ 0.75. Au-delà, D reste constant.

De même sur les Figures IV-11 et IV-12 nous avons tracé la portée (A.) et

l'amplitude (IL) de la répulsion à courte distance en fonction de la fraction molaire de

LC11C9 . Là encore nous observons que X varie linéairement avec XLCHC9 jusqu'à environ

0.75 avant de diminuer et que la courbe de IL fait un saut brusque vers XLCHC9=0.75.

0.2 0.4 0.6 0.8

*LC11C9

Figure IV- 10 : Variation de la période lamellaire en fonction de la fraction molaire de
LC11C9, à pression constante égale à 4xlO7Pa. En pointillés nous avons tracé la variation
discontinue attendue avec un modèle de "champignon dur".
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Figure TV- 11 : Variation de À, la portée de la répulsion à courte distance, en fonction de
la fraction molaire de LC11C9.
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Figure TV- 12 : Variation de ïl0, l'amplitude de la répulsion à courte portée à D=28À, en
fonction de la fraction molaire de LC11C9.
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Si on imaginait la membrane de DDAB comme un mur dur, l'ajout d'une faible

fraction de LC11C9, comme un "champignon" qui dépasse en surface, empêcherait

l'approche des bicouches à moins d'une longueur de tête polaire de LC11C9. Nous

devrions alors observer une discontinuité dans le comportement de la répulsion à courte

distance, comme représentée en pointillés pour la variation de D à pression constante

sur la Figure IV- 10. En fait la variation continue de D et de X nous indique qu'il y a une

moyenne de l'effet du glycolipide sur toute la bicouche, probablement liée aux

ondulations ou aux mouvements des têtes polaires, mis en évidence dans l'étude en

DNPA des échantillons orientés décrite au chapitre III. Ce décalage linéaire de D en

fonction de la quantité de glycolipide hôte, s'observe également sur les résultats de

mesures de pressions de Mclntosh et Simon dans le système GMl/lécithine [18]. Mais

leurs résultats ne vont pas au-delà de 30% de GM1 incorporé.

Lorsque la bicouche arrive à saturation en glycolipide (XLCHC9>0.75), on note que la

pression redevient équivalente à celle observée pour le DDAB, avec une translation en D

de 9A, due au volume impénétrable des têtes polaires. Dans la description donnée au

chapitre III, nous avions estimé la longueur des têtes à 7A, donc pour la bicouche nous

devrions obtenir 14Â de décalage. En fait les chaînes alkyles sont plus courtes que dans

le cas du DDAB (-2x2.5Â) c'est pourquoi le décalage n'est que de 9À.

Par ailleurs nous remarquons que si nous extrapolons à des valeurs plus faibles,

toujours avec une exponentielle, toutes les courbes de pressions mesurées de la Figure

IV- 5, la courbe pour XLCHC9=0.66 va croiser, avant 106 Pa, la courbe du LC11C9 pur et

passer au-dessus. Donc à distance égale, la répulsion serait plus forte avec XLCIIC9=0.66

qu'avec le LC11C9 pur. Ceci signifierait que la répulsion est exaltée par le mélange des

deux types de molécules. Ce résultat reste à vérifier expérimentalement.

Si l'on reprend le bilan des forces établi pour le DDAB pur dans le chapitre I de

cette thèse, il est possible maintenant de tenir compte des forces introduites par des

glycolipides. Ainsi sur la Figure IV- 13, nous avons tracé la pression totale obtenue en

remplaçant la pression d'hydratation du DDAB par les pressions d'hydratation

mesurées en présence de LC11C9 (cf. Tableau IV- 2). En première approximation, les

deux autres forces prises en compte, force électrostatique et force de van der Waals, sont

calculées avec les paramètres du DDAB pur (des calculs plus complets en faisant varier

toutes les forces ainsi que la détermination du diagramme de phases seront explicités

dans la dernière partie de ce chapitre). Nous remarquons que l'augmentation de la
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répulsion à courte distance, avec le décalage du mur stérique lié aux têtes polaires du

glycolipide, comble le puits attractif existant dans le DDAB pur.

A XLCIIC9=0.09, le calcul prédit une pression d'équilibre égale 6.4xlO5Pa à et des

périodes de 33.5 et 39.3À. C'est-à-dire que, comme cela a été observé par ailleurs

expérimentalement, il y a bien un resserrement des périodes d'équilibre et une

augmentation de la valeur du plateau en pression lorsque l'on ajoute le glycolipide.

Pour XLCIIC9>0.16, il n'y a plus de boucle de van der Waals, donc plus d'équilibre

possible entre deux phases. Ainsi ces calculs donnent une explication théorique de la

disparition du trou de miscibilité La-La' observé dans le chapitre III sur le diagramme de

phase eau/DDAB/LCnC9 et du point critique pour une fraction molaire de LC11C9 au-

delà de laquelle on passe à une phase lamellaire monophasique.

Comme nous avons mesuré une augmentation similaire de la pression

d'hydratation avec le LS à 9%, cette explication est valable aussi pour le comportement,

très analogue, du système eau/DDAB/LS dans la partie riche en DDAB.
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Figure IV- 13 : Pression totale théorique en fonction de la période lamellaire. Pour les
quatre courbes, la force électrostatique est calculée à charge constante (s=530À) et la force
de van der Waals a son origine à 26.4À et une constante de Hamaker de 2kT. Seule varie
entre ces courbes la force d'hydratation, qui est calculée en utilisant les résultats
expérimentaux en fonction de XLCUC9 du Tableau IV- 2.
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IV.C.2. Bilan des forces pour le LC11C9 - Deuxième point critique

La molécule de LC11C9 n'est pas chargée donc dans le bilan des forces nous ne

tenons compte que de la répulsion à courte distance et de la force de van der Waals. Les

pics de Bragg mesurés par diffusion de rayons X ayant toujours été très fins (cf. chapitre

III), nous supposons les membranes rigides et nous négligeons donc la force d'Helfrich.

Par les résultats expérimentaux pour le LC11C9 pur dans l'eau, nous savons aussi qu'au-

delà de 23% en volume d'eau, il y a démixtion entre la phase lamellaire gonflée à 41.8Â

et une phase très diluée qui est quasiment de l'eau pure. Ceci signifie qu'à cette

distance-là, la pression osmotique dans la phase lamellaire vaut quasiment zéro, donc

qu'il y a égalité entre la force répulsive et la force attractive. Parsegian et coll. ont été

les premiers à utiliser cette hypothèse pour estimer la valeur de la constante de

Hamaker dans les systèmes de lipides à partir des données de stress osmotique [19].

Sur Figure IV- 14 nous avons tracé la pression d'hydratation expérimentale et la

pression de van der Waals calculée avec un modèle simple en prenant son origine à

26.4A comme pour le DDAB. Pour retrouver le gonflement maximum à 41.8À, c'est-à-

dire passer d'une pression totale positive à une pression totale négative à 41.8Â (cf.

Figure IV- 15), il faut prendre une constante de Hamaker de 17kT (70xl0"21J), c'est-à-

dire au-delà des grandeurs raisonnables. Si nous choisissons l'origine de la force à 35A,

c'est-à-dire 2À au-delà des têtes polaires, nous trouvons alors qu'une constante de

Hamaker de 1.45kT (6xlO-21J) permet aussi d'obtenir le gonflement maximum à 41.8Â.

En fait, dans les deux cas, ces calculs mettent en évidence l'importance de la

contribution des têtes polaires dans la force attractive.

Comme nous l'avons fait pour le DDAB, il est aussi possible de décomposer la force

attractive en deux contributions : une force de van der Waals "classique" dont l'origine

est prise à 24Â et la constante de Hamaker égale à 1.45kT, qui rend compte de la partie

apolaire, et une contribution d'adhésion modélisée sous forme exponentielle, de portée

3À (Figure IV- 16). Nous trouvons que cette exponentielle a l'expression suivante :

narfA = - 9 x 107 exp[- (D - 28) / 3] (IV-7)

En intégrant sur D on calcule, à 28Â, une énergie attractive équivalente de -

27mN/m. En prenant une surface par tête polaire de 59Â2, ceci revient à 3.8kT/molécule.

Pour le DDAB nous avions trouvé -3.3mN/m, toujours à 28Â (cf. chapitre I). Donc
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l'énergie attractive, à distance égale de la partie apolaire, est plus forte dans le cas du

glycolipide que dans celui du DDAB.

Même si la définition du plan d'origine de la force attractive est arbitraire, et

dépend des auteurs, il est intéressant de noter que ces résultats sont analogues à ceux

obtenus par Marra en SFA sur des bicouches de digalactosyl-diglyceride (DGDG), un

lipide avec deux motifs sucres pour la tête polaire [20]. Marra a trouvé que l'interaction

attractive du DGDG est entre 2 et 6 fois plus forte que pour le phopholipide DPPC. De

même Evans et Needham ont trouvé que l'énergie d'adhésion au contact est deux fois

plus forte pour le DGDG que pour le POPE, un phospholipide neutre [21]. Mclntosh et

Simon concluent également que, dans le cas de l'AGMl, un glycolipide non chargé, la

présence des saccharides dans les têtes polaires augmente les interactions attractives

par rapport au film de lécithine pure [13]. Dans notre cas nous avons trouvé une

adhésion huit fois plus forte pour le glycolipide que pour le DDAB.

1 .E+09 :

<0

£. 1.E+06
C

1 .E+03

1 .E+00

mur

+ Phydratation

Pvdw (réf. 26.4Â)

Pvdw (réf. 35Â)

20 30 40 50 60 70 80 90 100

D(Â)

Figure IV- 14 : Bilan des forces pour les bicouches de LC11C9. La pression d'hydratation
est celle mesurée expérimentalement dans ce chapitre. Pour la pression de van der Waals,
deux calculs sont donnés : avec l'origine choisie comme pour le DDAB à 26.4A et la
constante de Hamaker A=17kT; ou avec l'origine à 35À et A=1.45kT. (les forces
attractives sont tracées en valeurs absolues pour plus de clarté)
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1.E+06

8.E+05 -

6.E+05 -

4.E+05 -

2.E+05 -

O.E+00

-2.E+05 -

-4.E+05

30 40 60 70 80 90 1<

D(Â)

Figure IV- 15 : Pression totale, somme des forces d'hydratation et de van der Waals,
explicitées sur la figure précédente, pour les bicouches de LC11C9.
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Figure IV- 16 : Introduction d'une courbe exponentielle comme force attractive spécifique
des têtes polaires dans le bilan des forces des bicouches de LC11C9. La force d'hydratation
est inchangée et la force de van der Waals pour les chaînes alkyles est calculée en prenant
son origine à 24A et la constante de Hamaker égale à 1.45kT
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Maintenant que se passe-t-il si on ajoute le DDAB? Les bicouches vont se charger

peu à peu. Sur la Figure IV- 17 nous avons introduit la répulsion électrostatique dans le

calcul des interactions en gardant constantes les pressions d'hydratation et de van der

Waals. Nous observons que l'effet de l'ajout de charge, donc d'une répulsion à longue

distance, redonne une boucle de van der Waals. Ainsi on retrouve la deuxième zone de

coexistence entre deux phases lamellaires du diagramme ternaire eau/DDAB/LCnC9

dans la partie riche en glycolipide (cf. chapitre III). On prédit la présence d'un point

critique lorsque la surface par site ionisé devient inférieure à s=280Â2, mais qui est plus

petite que la valeur déterminée pour le DDAB, 530À2 (cf. chapitre I).
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•
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s=530

S=275
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! \ .
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Figure TV- 17 : Variation de la pression totale en fonction de la quantité de DDAB
introduite dans les bicouches de LC11C9 : la force d'hydratation est gardée constante pour
les 4 courbes, égale à celle mesurée expérimentalement pour le LC11C9 pur, tout comme la
force de van der Waals, calculée à partir de 26.4A, avec la constante de Hamaker égale à
17kT. La force électrostatique est calculée à charge constante pour différentes valeurs de
surface par tête polaire, s (A2).

138



Chapitre IV

IV.C.3. Prédiction théorique du diagramme de phases eau/DDAB/LCiiC9

Nous sommes maintenant en possession de tous les éléments permettant de

prédire théoriquement l'allure générale du diagramme de phases ternaire

eau/DDAB/LCnC9. Nous avons la possibilité de faire varier toutes les forces considérées,

hydratation, van der Waals et électrostatique, en fonction de la fraction molaire de

LC11C9 . Ceci nous permet de faire différentes hypothèses physiques sur l'effet de l'ajout

du LC11C9 dans la bicouche chargée de DDAB.

Comme nous l'avons vu au chapitre I, la construction de Maxwell sur la pression

totale est notre critère de démixtion, qui permet de déterminer les limites des zones

lamellaires biphasiques avec la pression et les compositions à l'équilibre. Pour cela nous

supposons que XLCUC9 est la même dans les deux phases lamellaires en équilibre. Par

rapport aux calculs de Jônsson et de Persson sur l'addition de charges dans des phases

lamellaires neutres [22], nous négligeons donc les entropies de mélanges.

En pratique, nous avons obtenu chaque diagramme de phases théorique en

calculant la pression totale en fonction de XLCHC9. Les paramètres nécessaires pour

calculer chaque contribution, hydratation, van der Waals et électrostatique sont choisis

selon les hypothèses voulues. La construction de Maxwell est ensuite effectuée, pour

chaque XLCUC9 , par itérations successives, (cf. chapitre I) et nous donne, s'il y a lieu, la

pression et les périodes des phases lamellaires en équilibre.

En supposant une moyenne pondérée de l'épaisseur <5> de la bicouche et une

densité de 1 pour tous les composés, nous déduisons les compositions des deux phases

lamellaires en coexistence par les deux relations suivantes :

équi

et

Sur la Figure IV- 18, nous avons représenté en plus du diagramme de phases

expérimental eau/DDAB/LCnC9 déterminé au chapitre III, cinq diagrammes de phases

obtenus par les calculs en faisant cinq hypothèses distinctes :
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H-l) la force attractive et la force d'hydratation sont constantes sur tout le

diagramme et égales aux expressions trouvées pour le DDAB (cf. chapitre I). Nous avons

seulement fait varier la pression électrostatique : nous travaillons à équilibre constant.

Nous faisons l'hypothèse que la constante de dissociation K du DDAB ne varie pas avec

XLCHC9 et nous supposons que la surface par site ionisable s'exprime en fonction de

XLCHC9 selon :

»2 65
* ( A ) = — " (IV- 10)

'1 XLC\IO'

Nous remarquons que le trou de miscibilité calculé du DDAB s'élargit au lieu de

diminuer.

H-2) la force attractive et la force d'hydratation sont constantes sur tout le

diagramme et égales aux expressions trouvées pour le LC11C9. Nous ne faisons varier

que la force électrostatique selon (IV-10). L'apparition de la charge, dans le sytème

LC11C9 initialement non chargé, permet de faire apparaître une zone de démixtion entre

deux phases lamellaires, comme cela a déjà été vu au paragraphe IV-C-2. Mais même

avec la charge du DDAB, il n'y a pas assez de répulsion électrostatique pour faire

apparaître un point critique. Dans le système phosphatidylcholine/amphiphile

chargé/eau, en prenant une force attractive de type van der Waals avec une constante de

Hamaker de 6xlO21J et la même origine que pour la force électrostatique, Jônsson et

Persson ont calculé que 0.6% en moles d'amphiphile chargé ajouté au lipide suffit pour

faire disparaître la région biphasique [22]. Donc dans notre cas l'étendue de la zone de

démixtion est une preuve de l'existence d'une forte attraction d'adhésion produite par

l'introduction des glycolipides.

H-3) la force attractive est fixée, égale à celle du DDAB; la force

d'hydratation varie avec XLCIIC9 selon les résultats expérimentaux décrits au paragraphe

IV.B.l.a et la force électrostatique varie selon (IV-10). Dans la partie inférieure du

diagramme, on retrouve le résultat du paragraphe IV-C-1 : la répulsion à courte

distance introduite par le glycolipide ferme le trou de miscibilité, contrairement au

diagramme 1). Dans la partie supérieure, la zone de démixtion est trop réduite. Très peu

de charge (<5%) suffit à fermer le trou de miscibilité, car la force attractive est ici faible,

contrairement aux diagrammes précédent H-2 et suivant H-4.
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1)

3)

5)

LC11C9

LC11C9

LC11C9

2)

4)

6)

LC11C9

LC11C9

LC11C9

Figure TV- 18 : Diagrammes de phases théoriques (1-5) et diagramme expérimental (6) du
système eau I DDAB I LC 11C9. Les hypothèses de calculs sont données dans le texte.

141



Pressions osmotiques dans les systèmes mixtes lamellaires

H-4) la force attractive est fixée, égale à celle du LC11C9; la force

d'hydratation et la force électrostatique varient comme pour H-3. La zone de demixtion

étant très élargie dans la partie inférieure du diagramme, la force attractive y est

clairement surestimée. Par contre, on obtient deux points critiques, qui s'expliquent par

l'exaltation de la force répulsive à courte portée entre 50 et 75% de LC11C9, lorsque nous

extrapolons au-dessous de 106 Pa, les résultats obtenus au-dessus de 106 Pa, comme

nous l'avons remarqué au paragraphe IV-C-1.

H-5) les trois forces varient avec XLCIIC9. Les forces électrostatique et

d'hydratation varient comme pour les diagrammes précédents. Pour estimer la variation

de la force attractive dans les bicouches mixtes, nous considérons d'une part la

contribution des chaînes hydrocarbonées, indépendante de XLCIIC9, qui s'exprime par une

force de van der Waals avec l'origine à 24À et une constante de Hamaker de 6xlO21J.

D'autre part nous exprimons la contribution des têtes polaires par une exponentielle

naexp[-(D-28)A.a]. Nous avons choisi ?ia=3Â indépendant de XLCHC9 et une variation

linéaire de la pression au contact, Fia , entre les valeurs extrêmes trouvées pour le DDAB

pur et le LC11C9 pur :

n
f l = ( 1 -^a ic9)* l - lx l0 7 +^ c l l c 9 *9xl0 7 (IV-11)

Ce dernier diagramme est le plus proche du diagramme expérimental 6). Dans la

partie riche en DDAB, il est clair que c'est l'augmentation de la répulsion à courte

distance due à la protusion des têtes sucres introduites qui induit le premier point

critique. De plus, nous remarquons que les pressions prédites pour les plateaux

d'équilibre sont bien du même ordre de grandeur que les valeurs expérimentales.

L'apparition de la deuxième zone de démixtion est due à l'adhésion apportée par le

glycolipide et la diminution de la répulsion électrostatique. Sur la figure cette zone

apparaît réduite par rapport au résultat expérimental : il est possible que nous ayons

surestimé la force d'hydratation en extrapolant les mesures de pressions osmotiques.

Mais il faut rappeller que nous avons fait d'autres hypothèses implicites : pas d'entropie

de mélanges, variation linéaire de la force attractive avec XLCHC9, constante de

dissociation du DDAB indépendante de XLCIIC9. Par contre la force attractive d'adhésion

du glycolipide est au moins égale à la valeur que nous lui avons trouvée, ce qui confirme

que les têtes polaires constituées de sucres donnent des énergies d'adhésion plus

importantes que les têtes polaires de phopholipides.
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Des résultats sur des systèmes mixtes glycolipides/phospholipides existent dans la

littérature, essentiellement avec le GM1, qui est chargé. Avec 10 ou 20% de GM1

mélangé à la DOPC ou à la DPPC (deux phospholipides zwitterioniques, donc

globalement neutres), Parker n'a mis en évidence par SFA qu'une augmentation de la

répulsion à courte distance, liée à l'hydratation et à l'encombrement stérique des têtes

polaires volumineuses du GM1 [23]. Il n'a mesuré aucune énergie attractive qui puisse

promouvoir l'adhésion des bicouches. De même, par la méthode de stress osmotique,

Mclntosh et Simon ont trouvé que dans le système GMl/lécithine d'œuf, la force

d'interaction est toujours répulsive, même si la constante de Hamaker est augmentée

par la présence des oligosaccharides dans les têtes polaires [13]. Seuls Luckham et coll.

ont mesuré par SFA des énergies d'adhésion dans les systèmes mixtes GM1/DPPC et

GT1/DPPC [24]. Dans le Tableau IV- nous avons regroupé nos résultats d'énergie

d'adhésion et ceux trouvés dans la littérature. Il faut noter que les valeurs numériques

dépendent de la définition de la distance "au contact" et sont donc à considérer

relativement, les unes par rapport aux autres.

DDAB

LC11C9

DGDG

DPPC

GM1

GM1/DOPC

GM1/DPPC

GT1/DPPC

Energie d'adhésion au contact (mN/m)

-3.3 (à 28A) ; -12.6 (à 24A)

-27 (à 28Â) ; -5.1 (à 33Â)

-1.8 [20]

-0.9 [20]

0 [23] et [24]

0[23]

-2.5 [24]; 0 [23] et [13]

-3.1 [24]

Tableau IV- 3 : Tableau comparatif des valeurs des énergies d'adhésion mesurées sur
différents systèmes de glycolipides.
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IV.D. Conclusion

Dans ce chapitre, nous avons mesuré expérimentalement les pressions osmotiques

des phases lamellaires mixtes DDAB/LC11C9 et DDAB/LS. A courte distance nous avons

mis en évidence une augmentation de la répulsion stérique dans les fortes pressions liée

aux têtes polaires volumineuses des glycolipides. Nous avons également observé que la

portée de cette répulsion augmente linéairement avec la fraction molaire XGL de

glycolipide ajoutée. Cet effet stérique nous a permis d'interpréter la fermeture du trou

de miscibilité La-La' , avec un point critique, dans la partie riche en DDAB des

diagrammes de phases ternaires.

D'autre part dans le cas du LC11C9, nous avons trouvé, en modélisant

théoriquement le diagramme de phases ternaire, qu'il existe une forte force attractive au

contact, sans laquelle il n'y aurait pas de deuxième zone double-lamellaire aussi

étendue. Au niveau des têtes polaires, nous avons estimé l'énergie d'adhésion à

-5.1mN/m. Notre réponse à la question initiale - les glycolipides induisent-ils une force

d'adhésion dans les membranes ? - est donc "oui" dans le cas non chargé du LC11C9.

Enfin à partir du calcul explicite de toutes les interactions en fonction de la

composition, nous avons obtenu ce que nous pouvons appeler l'équation d'état de notre

système mixte dans le cas du LC11C9 et que nous avons représenté sur la Figure IV- 19 :

la variation de la pression n est donnée en fonction de <E>DDAB+LCIIC9 la fraction volumique

de molécules amphiphiles et XLCHC9 la fraction molaire de LC11C9 par rapport au DDAB.

Cette figure met en évidence le fait que les deux points critiques se placent à des

pressions osmotiques du même ordre de grandeur. A posteriori ceci explique

l'observation au chapitre III des échantillons blancs monophasiques à température

ambiante dans la région intermédiaire : on imagine que le système fluctue facilement

entre ces états proches en énergie. Déjà dans le cas de DDAB pur, nous avons remarqué

qu'au voisinage de la zone biphasique, côté dilué (La), les échantillons sont plus fluides

qu'ailleurs, probablement parce que les phases lamellaires sont ouvertes et non plus

sous forme d'oignons. Comme la région d'échantillons blancs se situe entre deux points

critiques, on peut donc imaginer que c'est aussi la proximité de ces régions critiques qui

induit une forte densité de défauts dans la phase lamellaire. De plus lorsque la

température augmente on sait que les deux points critiques s'éloignent en composition

(cf. chapitre III). Donc on prévoit que la différence en énergie entre les deux états
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Chapitre IV

critiques augmente avec la température ce qui doit stabiliser cette région lamellaire

monophasique intermédiaire et explique que les échantillons deviennent

progressivement transparents en chauffant.

Figure IV- 19 : Représentation de l'équation d'état IK&DDAB+LCHCS, XLCUCS) du système
eaulDDABILCuC9 avec &DDAB+LCHC9 la fraction volumique de molécules amphiphiles et
XUCHC9 la fraction molaire de LC11C9 par rapport au DDAB. Les lignes en trait gras
correspondent aux courbes pression-distance calculées pour chaque XLCUCS donné avec les
hypothèses de calculs H-5 décrites dans ce chapitre. Les deux zones blanches sont les deux
régions lamellaires biphasiques prédites.
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gonflement maximum de la phase lamellaire



Chapitre V

Le gonflement maximum d'une phase lamellaire peut être limité par différents

mécanismes d'équilibre de forces :

- le cas le plus standard correspond à la situation où la phase lamellaire

est en équilibre avec des monomères très dilués, c'est-à-dire qu'au gonflement maximal

Dmax, la pression totale est quasi nulle (~100Pa aux termes de tension interfaciale

microscopique près). Les bicouches non chargées de DMPC en sont un exemple, et

comme nous l'avons vu dans le chapitre II, la force de van der Waals à Dmax égale alors

la répulsion stérique de courte portée appelée aussi "hydratation".

- un autre cas correspond à la phase lamellaire de C12E5 qui contient

jusqu'à 99% d'eau. L'estimation du gonflement maximum permet d'accéder

implicitement à la force attractive qui contrebalance la répulsion à longue distance de

type Helfrich qui intervient dans ce cas là [1].

- dans le cas des bicouches chargées de DDAB, le gonflement maximal

n'apparaît également qu'à des concentrations très faibles (-3% en poids). Il correspond à

l'apparition de la phase [L<J formée de cristallites de phase lamellaire en coexistence

avec des vésicules, sans séparation de phase macroscopique [2]. L'origine de Dmax

provient alors de l'équilibre thermodynamique entre la phase lamellaire et la phase de

vésicules qui se traduit par l'équilibre des pressions osmotiques dans ces deux phases :

la répulsion électrostatique entre les bicouches devient égale à la répulsion d'origine

entropique dans la phase AL3 en équilibre [3] :

nODmax)ia = 64kTcj2 exp(-ic'D) = n(£)^ = kT I<f (V-1)

Sur la Figure V- 1 nous avons détaillé la séquence complète des structures

rencontrées au cours de la dilution de la phase lamellaire de DDAB et que nous

retrouverons dans ce chapitre :
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• la phase lamellaire La est transparente, biréfringente

statiquement et donne des pics de Bragg fins. La dilution dans cette phase obéit à la loi

linéaire O=t/D où O est la fraction volumique de tensioactif, t l'épaisseur des bicouches

et D la période smectique.

• la phase [L<J correspond à un gel de cristallites lamellaires (que

l'on appelle aussi sphérulites ou oignons) dispersés dans une phase diluée de vésicules.

Les échantillons sont assez fluides, transparents et biréfringents statiquement. En

diffusion elle se caractérise par l'invariance de la position des pics de Bragg donc de la

période lamellaire D=Dmax avec O. Parfois on observe également un pic moins intense à

une deuxième distance caractéristique A., de l'ordre de 2000-4000À, qui correspond à la

distance centre à centre des sphérulites. De plus on a une remontée aux petits angles

démontrant l'hétérogénéité.

• la phase L3 est métastable et au cours du temps démixte entre la

phase [LJ et la phase vésiculaire plus diluée. Elle est constituée de lamelles aléatoires,

et est biréfringente d'écoulement. Elle est caractérisée par une longueur de persistance £,

qui donne une bosse de diffusion diffuse. Il est possible de distinguer le cas symétrique,

c'est-à-dire lorsque la fraction volumique de domaines intérieurs, délimités par les

bicouches, est égale à la fraction volumique de domaines extérieurs et tel que avec £, qui

doit varier en 1.5*5M>, et le cas asymétrique où la pseudo-phase extérieure est plus

grande que la pseudo-phase intérieure et t, est indépendant de <t> [4, 5]. De telles

structures ont été observées en présence d'huile dans des systèmes ternaires [6] et dans

des systèmes quaternaires en présence de cotensioactif [7, 8]. En fait les observations en

microscopie par cryofracture ont confirmé que cette phase est asymétrique dans le cas

du DDAB avec des tailles de vésicules de l'ordre de 300Â [9].

• lorsque l'on dilue l'échantillon, la phase L3 devient de plus en plus

asymétrique. On aboutit alors, sans transition marquée, à une phase de vésicules qui est

liquide, isotrope du fait de la trop faible concentration d'objets et thermodynamiquement

à l'équilibre.
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L« n>300Pa

D,

[La]

A L 3 n=300Pa

o

o°
Vésicules
polydisperses
répulsives n<300Pa

Figure V- 1: Schéma de la séquence de structures que Von rencontre au cours de la
dilution de la phase lamellaire de DDAB.
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L'étude de la variation de Dmax en fonction du paramètre thermodynamique que

représente l'ajout de glycolipide est ainsi intéressante puisqu'elle doit nous permettre de

caractériser l'effet des glycolipides sur les interactions mises en jeu dans l'existence de

Dmax. Deux possibilités sont envisageables, comme nous l'avons représenté sur la Figure

V- 2 pour le cas du DDAB : soit le glycolipide induit une diminution de Dmax en fonction

de XGL, soit une augmentation.

Après une description de la préparation des échantillons et un rappel sur les

méthodes de diffusion aux petits angles utilisées pour caractériser les microstructures,

nous donnons, dans ce chapitre, les résultats expérimentaux sur le gonflement maximal

obtenus sur les systèmes DMPC/LC11C9, DDAB/LCnC9et DDAB/LS.

-0.001 -0.03 'DDAB

Figure V- 2 : Représentation schématique et prévisionnelle du diagramme de phases du
DDAB, dans la partie diluée, en fonction de la fraction de glycolipide ajoutée.
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V.A. Méthodes expérimentales

V.A.l. Préparation et analyse en composition des échantillons

Pour le système DDAB/LS les échantillons ont été préparés classiquement dans

D2O par pesée des poudres et du solvant. Pour les mélanges DDAB/LC11C9 et

DMPC/LC11C9, la molécule de LC11C9 étant peu soluble, nous avons suivi la

méthodologie mise au point par B. Demé [10] et déjà utilisée au chapitre III : c'est-à-dire

que nous avons d'abord formé une phase très diluée de vésicules, rendue homogène par

sonication. Il s'agit alors d'une dispersion moléculaire. Puis après lyophilisation, nous

sommes revenus à la concentration souhaitée en ajoutant la quantité nécessaire de D2O

au mélange des deux poudres.

Dans le cas des échantillons biphasiques avec le DDAB, nous avons essayé de

travailler avec des volumes aussi grands que possible (~4ml) pour améliorer la

séparation des phases en coexistence . Nous avons parfois forcé la séparation par

centrifugation modérée, à 4500 tr/min pendant 12 heures, soit environ 5xg à R=10cm.

Des dosages de la composition des phases ont été réalisés d'une part par la pesée

des poudres sèches après lyophilisation pour déduire la teneur en eau et d'autre part par

chromatographie Iatroscan, en suivant le mode opératoire donné dans l'Annexe 3, pour

déterminer la fraction molaire de glycolipide.

V.A.2. Diffusion de neutrons et de rayons X aux petits angles (DNPA et DXPA)

La diffusion de rayonnement aux petits angles permet dans de nombreux cas de

caractériser la structure des agrégats moléculaires en solution aqueuse. En effet

l'intensité diffusée par un ensemble de N particules dans un volume V est donnée en

fonction du vecteur d'onde q par :

I(q) = yP(q)S(q) (V-2)

où P(q) est le facteur de forme de la particule diffusante, qui dépend de sa géométrie et

S(q) le facteur de structure qui rend compte des interactions entre les particules.
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V.A.2.a. Cas des micelles globulaires

Pour des particules sphériques homogènes, sans interaction (S(q)=l), P(q) est

donné par :

I(q) = <t>V(R)(Ap)2(f(q,R)2 (V-3)

avec O la fraction volumique occupée par les particules, Àp la différence de densité de

longueur de diffusion, V(R) le volume d'une sphère de rayon R, V(R) = AKR7" 13 et

3{sm(qR)-qRsin(qR)]
)

Aux très petits angles, q«R-1, on devrait observer la loi limite de Guinier, jamais

observable en pratique pour des micelles ioniques en raison des interactions

électrostatiques fortes :

p ( ^ J (V- 4)

avec RG le rayon de gyration des particules (RG2=3R2/5).

Dans le cas de deux coquilles ellipsoïdales concentriques de rayons intérieur Ri et

extérieur Re, d'ellipticité e, la formule (V- 3) se complique et devient [11]:

7(ç, £,,/?,,£) = O \F2[q,r(R,£,a)]sina.da (V- 5)
o

où r(R,e,a) = R(sin2 a+ £2 cos2 oc)l/2 et

F(q,r) = ̂ [piV(R,)f(q,ri) + (pe-Pl)V(Re)f(q,re)] et V = pV(/?,) + (pc -p;)V(/îe) avec

V(R) et f(q,R) définis plus haut.

Lorsque la concentration en tensioactif augmente, la micelle peut être le siège

d'une transition vers des cylindres rigides ou flexibles [12, 13]. L'expression exacte du

facteur de forme fait alors intervenir la fonction de Bessel d'ordre un [11]. Aux petits

angles et si on néglige les interactions, on peut écrire :

m . ,»?«*£ J.Ëf\ < V-6)

avec VL le volume par unité de longueur du cylindre de rayon Rc, c'est à dire TIRC2. Le

tracé classique log(Iq)=f(q) donne alors une droite car la diffusion aux petits angles tend

vers une loi de puissance en -1.

154



Chapitre V

V.A.2.b. Cas des vésicules

Pour des bicouches libres, d'épaisseur Ô, I(q) est donné par

(Ap)2 (smqS/2)2

et aux petits angles l'approximation est :

(Ap)2

12
(V-8)

V.A.2.C. Analyse des micelles

Pour analyser les spectres de phases micellaires nous avons utilisé un programme

développé par J. S. Pedersen qui permet le paramétrage simultané des données de

rayons X et de neutrons, par la méthode des moindres carrés, pour des particules

sphériques ou cylindriques, neutres ou chargées [11].

Le facteur de structure est calculé analytiquement pour des particules sphériques

en résolvant l'équation intégrale d'Ornstein-Zernike avec une relation de fermeture

approchée. Pour le potentiel de sphères dures, on utilise l'approximation de Percus-

Yevick. Dans le cas de micelles chargées, le programme reprend les calculs de Hayter et

Penfold obtenus avec un potentiel d'interaction électrostatique écranté de type Yukawa

et avec l'hypothèse de "Mean Spherical Approximation", MSA [14]. Pour obtenir de

meilleurs résultats aux faibles concentrations, la renormalisation du rayon de sphère

dure est faite comme décrite par Hansen et Hayter [15].

A l'usage, et comme nous le verrons dans la partie expérimentale, nous avons

éliminé l'hypothèse des cylindres qui ne donnait pas de résultats satisfaisants pour nos

échantillons. Cinq paramètres sont donc restés effectivement libres :

- le nombre d'aggrégation N des micelles

- le nombre d'hydratation h (c'est-à-dire le nombre de molécules d'eau par

tensioactif incluses dans le volume exclu)

- l'ellipticité e

pour le facteur de forme, et

- la fraction volumique sphères dures VHS

- la charge effective par tensioactif Zeff
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pour le facteur de structure.

Les valeurs numériques connues et utilisées des densités de longueur de diffusion

en neutrons et en X, sont données dans le Tableau V- 1, pour les trois molécules de

DDAB, LS et LC11C9.

Volume partiel

(Â3/molécule)

px (xlO10 cm-2)

Pneutron ( x l O 1 0 CHI"2)

DDAB

polaire

84

20.2

8.3

apolaire

700

7.8

-0.39

LS

polaire

372

14.8

4.7

apolaire

323

7.8

-0.32

LC11C9

polaire

415

13.3

1.7

apolaire

563

8.1

-0.43

D2O

30

9.4

6.4

Tableau V- 1 : Densités de longueur de diffusion en rayons X et en neutrons.

V.A.2.d. Conditions expérimentales

Les expériences de DXPA ont été réalisées au laboratoire sur le montage Huxley-

Holmes à collimation ponctuelle [16]. Les échantillons ont été préparés dans des cellules

plates avec des parois en Kapton collées. Les spectres ont été enregistrés sur un

détecteur à gaz bidimentionnel. La gamme de vecteur d'onde utile est 0.02<q<0.35A1.

Un exemple de spectre brut en deux dimensions est donné sur la Figure V- 3 tandis que

nous avons tracé sur la Figure V- 4 le spectre regroupé radialement ainsi que celui de la

cuve vide à deux parois de Kapton et l'eau avec la cuve.

La normalisation en échelle absolue (cm1) est faite à partir de l'eau. En effet la

valeur de l'intensité diffusée par l'eau se calcule théoriquement à partir de la

compressibilité %T. A q=0 on a :

5(0) = ^ =
IT

XT
- 1 (V-9)

et

/(0) = p./2_.n2 .5(0) (V

avec %T= 45xlO-nPa [17], p = 55 moles/1,/e-= 0.282xlO"12cm le facteur de Thomson et ne-=

10. Finalement on trouve I(eau) = l.ôlSxlO^cnr1.
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Figure V- 3 : Spectre brut de DXPA en deux dimensions d'un échantillon de LS, 4% en
poids dans D2O, obtenu sur un détecteur à fils.
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Figure V- 4 : Spectre de DXPA de la figure précédente regroupé radialement, ainsi que les
spectres de la cuve vide en Kapton et de l'eau.
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Les expériences en DNPA ont été réalisées en plusieurs séries, sur plusieurs

spectromètres. Pour le système DDAB/LS nous avons travaillé sur PAXE au LLB avec

trois configurations (A =̂5.5Â et détecteur, décentré, à 1.5m ou 5m ; À=14Â et détecteur à

5m), d'où la gamme totale 0.0044<q<0.4Â"1. Pour le système DDAB/LC11C9 nous avons

réalisé une série de mesure sur D U à TILL (À=6Â et détecteur à 35, 10, 2.5 et 1.1m)

avec 0.0017<q<0.3À1. La deuxième série a été effectuée sur D22 à FILL (X,=8À et

détecteur à 1.7 et 12m et A.=12À et détecteur à 18m) avec 0.003<q<0.4Â1.

Les intensités sont données en unité absolue (cm"1) après une calibration par l'eau

(H2O) sur chaque configuration selon la procédure décrite par Jacrot [18] (cf. aussi [19]).

Sur la Figure V- 5 nous avons tracé deux spectres du même échantillon obtenus sur

deux spectromètres différents. Nous notons que les intensités se raccordent bien.

o

J\J\J\J -.

100 :
•

1 :

•

0.01 -

D22-ILL

PAXE-LLB
V

0.001 0.01 0.1

q (À1)

Figure V- 5 : Spectres de DNPA d'un même échantillon (phase concentrée du mélange
initial DDAB 1.65%+LCnC9 2.3% dans D2O) obtenus sur deux spectromètres différents et
calibrés par rapport à H2O.

158



Chapitre V

V.B. Résultats

V.B.I. Système non chargé DMPC/LC11C9

Cinq échantillons ont été préparés au gonflement maximum, c'est-à-dire avec de

l'eau en excès de la phase lamellaire donc avec au plus 50% en poids de lipides au total.

Les échantillons ont été analysés par DXPA, à température ambiante. Les valeurs de

Dmax obtenues sont données sur la Figure V- 6 en fonction de la fraction molaire de

XLC11C9 dans les bicouches.

Nous remarquons que Dmax varie linéairement avec XLCHC9 , entre 62Â pour la

DMPC pure et 42Â pour le LC11C9. Tout se passe comme si nous avions un mélange

idéal des deux molécules. Les deux lipides formant des bicouches d'épaisseurs très

proches (~33À pour le LC11C9 et ~35Â pour la DMPC), la variation d'épaisseur de la

bicouche mixte doit être négligeable, même si les fractions de parties polaire et apolaire

sont différentes pour les deux molécules.

Si on reprend le bilan des forces de l'équation (11-10), en supposant l'additivité des

pressions, on peut écrire :

(v- ID

avec X, rio les paramètres de la répulsion stérique pour le LC11C9 seul, A, d la constante

de Hamaker et l'origine associées à la force de van der Waals. À', FIo' et A', d' sont les

paramètres pour la DMPC. Les valeurs numériques sont données dans le Tableau V- 2 :

pour le LC11C9, nous avons repris les résultats du chapitre IV et pour la DMPC ceux de

B. Demé [10]. Les quatre forces sont représentées sur la Figure V- 7 . On remarque que

la différence entre les deux lipides provient essentiellement de la pente de la force

d'hydratation (mais il faut noter que si on choisit l'origine de la force de van der Waals

pour le LC11C9 au niveau des têtes polaire comme pour la DMPC, donc à 33Â, alors il

faut prendre une constante de Hamaker de 1.5xl0"20J, c'est-à-dire 3 fois plus grande que

celle de la DMPC, pour obtenir le bon gonflement maximal).

En utilisant l'équation précédente (V-ll) nous avons donc calculé la valeur

attendue a priori pour Dmax en fonction de XLCHC9. Les résultats sont représentés par la
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courbe en pointillés sur la Figure V- 6 . On observe que l'allure de cette courbe ne

correspond pas au résultat expérimental.

Par contre, si maintenant on fait la moyenne directement de X, de FIo et de A

UméI =xLCUC9À + (\-xLCUC9)À
t; Uf =xLCUC9no + (\-xLCUC9)Uo etc..) avant d'utiliser

les formules de la force d'hydratation et de la force de van der Waals, on obtient la

courbe en trait continu. On retrouve alors une variation linéaire de Dmax avec XLCUC9.

Autrement dit, si les forces d'hydratation sont additionnées proportionnellement à

la fraction molaire de glycolipides ajoutée, on ne retrouve pas les résultats

expérimentaux : pour retrouver ces résultats expérimentaux il faut supposer que c'est la

portée de la force d'hydratation totale qui dépend du paramètre thermodynamique

qu'est la fraction molaire. Ceci est en accord avec les résultats expérimentaux de

pressions osmotiques du chapitre IV, avec le système chargé DDAB/LC11C9 pour lequel

nous avons trouvé que pour XLCIIC9<0.75, X, la portée de la force d'hydratation totale,

varie linéairement avec la fraction molaire.

30

Figure V- 6 : Variation du gonflement maximal des bicouches mixtes DMPC/LC11C9 en
fonction de la fraction molaire de LC11C9. Les points expérimentaux sont représentés par
des croix. La ligne continue a été calculée en faisant la moyenne pondérée des paramètres
des forces tandis que la courbe en pointillés correspond à la formule (V-8).
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t
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Figure V- 7 : Bilan des forces pour les deux systèmes DMPC et LC11C9, en échelle semi-
logarithmique. Les valeurs numériques des paramètres sont données dans le Tableau V-
2. Les flèches indiquent les gonflements maximaux.

noà35A(Pa) A(J) (À)

LC11C9

DMPC

1.15

2.1

3.8E8

4.5E9

6E-21

5.1E-21

35

35

Tableau V- 2 : Valeurs numériques utilisées pour le calcul de la force d'hydratation et de
la force de van der Waals.

V.B.2. Système chargé DDAB/LC11C9

De manière à obtenir directement le gonflement maximum de la phase lamellaire

La sans avoir à réaliser le diagramme de phase par dilutions successives des

échantillons jusqu'à observer une démixtion, nous avons imaginé travailler comme en

stress osmotique (cf. chapitre précédent), mais à pression nulle c'est-à-dire en mettant

les échantillons à équilibrer avec de l'eau pure, sans polymère. Nous avons donc préparé

une première série de huit échantillons avec des fractions molaires de LC11C9 allant de 0

à 0.5 et à des fractions volumiques allant de 5 à 20% de manière à se placer dans la

phase lamellaire La monophasique. Ces solutions ont été placées ensuite dans des sacs à
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dialyse et mis en équilibre avec de l'eau (lourde). Après deux semaines d'équilibration,

l'observation du gonflement des sacs et le renouvellement du réservoir d'eau une fois,

nous avons prélevé les échantillons. Une fraction a été analysée en DNPA telle quelle,

tandis que nous avons dilué environ par 5 l'autre fraction. Nous avons alors obtenu une

séparation en deux phases de volumes à peu près égaux : une phase supérieure

blanchâtre, biréfringeante d'écoulement, correspondant à la phase [L<J, et une phase

inférieure plutôt transparente et bleutée. Nous avons centrifugé les échantillons pour

essayer d'améliorer la séparation avant d'observer les phases par DNPA et d'effectuer

un dosage par Iatroscan.

Une deuxième série d'échantillons a été obtenue plus classiquement en se plaçant

dans la zone biphasique et en prélevant les solutions dans les phases supérieures ou

inférieures.

V.B.2.a. Echantillons préparés dans les sacs de dialyse

Sur la Figure V- 8 nous avons tracé les spectres de DNPA des échantillons prélevés

dans les sacs de dialyse. Pour déterminer plus précisément la période lamellaire nous

avons tracé ces spectres en représentation I*q2 en fonction de q pour nous affranchir du

facteur de forme en q-2 des bicouches (cf. équation (V-7)). Pour les premières valeurs de

XLC11C9 la variation de la position du pic de Bragg n'est pas nette, on observe d'abord une

diminution puis une augmentation puis une diminution : en fait les positions

correspondent à des distances de l'ordre de 1000A donc à des pressions osmotiques très

faibles. On imagine que la moindre impureté peut perturber le système et déplacer

facilement l'équilibre. De même pour l'échantillon à XLCIIC9=0.09 nous avons observé une

démixtion [LJ/phase isotrope dans le sac qui expliquerait un gonflement relativement

grand.

Cependant qualitativement nous pouvons dire qu'il y a un déplacement du pic de

Bragg vers les plus grands q lorsque XLCHC9 augmente. C'est-à-dire que le gonflement

maximal des bicouches diminue lorsque XLCHC9 augmente.

A partir des spectres en Iq2 il est possible d'obtenir le facteur de structure S(q) des

bicouches en normalisant à la valeur 1 la limite à grand q des oscillations des spectres :

si on trace alors la valeur de S(q) extrapolée à l'origine, comme sur la Figure V- 9, on

note que S(0) augmente avec XLCHC9. Donc il y a une augmentation de la compressibilité

des bicouches lorsque l'on ajoute du LC11C9, c'est-à-dire une diminution de la répulsion.
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De plus, si nous traçons les spectres en coordonnées réduites, comme sur la Figure

V- 10, nous remarquons que les pics s'élargissent lorsque l'on ajoute le glycolipide,

surtout à partir de XLCIIC9=0.33. Contrairement au cas des phases concentrées étudiées

au chapitre III, cela indique que, en régime dilué, il y a une augmentation des

fluctuations thermiques des bicouches lorsque la fraction de glycolipide augmente. Ceci

peut s'expliquer soit parce que le taux de charge des membranes diminue et donc la

répulsion entre les bicouches diminue, soit parce que les ondulations des bicouches

deviennent importantes, comme nous l'avons vu en diffusion de neutrons sur les

échantillons orientés (chapitre III) et en TFB (chapitre IV).
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Figure V- 8 : Spectres de DNPA en représentation Iq2 en fonction de q pour les
échantillons préparés dans les sacs de dialyse avec différentes fractions molaires XLCHC9

dans le mélange DDAB:LCnC9-
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0.8

Figure V- 9 : Valeurs de S(0) extrapolées à partir des spectres de la Figure V- 8.
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D'autre part, à partir de la valeur de Dmax, la position du pic de Bragg à ce

gonflement maximum, il est possible de retrouver la composition de la phase lamellaire :

en effet si on suppose que la fraction molaire de LC11C9 reste égale, dans les deux phases

en équilibre, à la fraction molaire initiale (ce qui a été vérifié à 10% près par les dosages

au Iatroscan) alors la fraction de tensioactifs se déduit de la formule

= <PLCUC9 <t>DABB =
462

651

1 - j t LCUC9 (V- 12)

avec <ô> l'épaisseur moyenne des bicouches, qui est la moyenne pondérée des bicouches

de DDAB pur (24A) et de LC11C9 pur (33À). Les résultats de Dmax et des compositions

sont regroupés dans le Tableau V-1. Nous avons placé ces points sur le diagramme de

phases ternaire eau/DDAB/LCnC9, comme représenté sur la Figure V- 11 .

xlc11c9

0.000

0.032

0.048

0.063

0.091

0.167

0.333

0.500

Dmax (A)

885

654.5

628

737

828

642

733

493

<S> (À)

25.00

25.26

25.38

25.50

25.73

26.33

27.67

29.00

%vol ta

2.82

3.86

4.04

3.46

3.11

4.10

3.77

5.88

%vol eau

97.18

96.14

95.96

96.54

96.89

95.90

96.23

94.12

%lc11c9

0.00

0.16

0.24

0.27

0.35

0.84

1.47

3.30

%ddab

2.82

3.70

3.80

3.19

2.75

3.27

2.30

2.58

Tableau V- 3 : Résultats de la mesure de Dmax par DNPA pour les échantillons préparés
dans les sacs de dialyse et déduction de la composition par la formule (V-1).
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LC11ÇÔ

Vésicules

eau DDAB

Figure V- 11 : Partie diluée du diagramme ternaire eau /DDAB /LC11C9. Les ronds en
noir correspondent aux résultats de DNPA pour les expériences dans les sacs de dialyse,
en blanc pour les échantillons dilués.

V.B.2.b. Echantillons dilués

Sur ce diagramme Figure V- 11 nous avons également placé les résultats obtenus

avec les échantillons qui, contrairement aux échantillons précédents, ont été dilués

après gonflement dans les sacs, puis séparés. Les phases supérieures, concentrées, ont

des spectres analogues aux précédents, c'est-à-dire caractéristiques de phases

lamellaires. Là aussi nous observons que la période diminue avec l'ajout du glycolipide.

Cependant les périodes mesurées sont toutes inférieures aux valeurs trouvées

précédemment donc la limite de phases qui se déduit par la formule (V-12) est décalée

vers le coin riche en eau du diagramme ternaire de la Figure V- 11 . Nous comprenons

que le gonflement maximum ait continué à augmenter avec la dilution s'il y a une

variation, même faible, de la composition de la bicouche, dans le sens d'une diminution
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de XLCHC9 . Si nous reprenons les observation faites sur le DDAB pur, cette nouvelle

limite déterminée avec des échantillons réellement démixés macroscopiquement, doit

correspondre à la limite d'existence de la zone monophasique [LJ. Sur la Figure V- 11

nous avons donc placé cette phase entre les deux lignes de gonflement maximum et

tracé en pointillé les binodales entre cette phase [LJ et une phase de vésicules

correspondant aux phases inférieures.

En effet pour les phases inférieures nous avons obtenu les spectres donnés sur la

Figure V- 12 . Nous remarquons qu'ils présentent tous une décroissance en q2 sur

plusieurs ordres de grandeurs. Sur la Figure V- 13, nous avons tracé le spectre

expérimental pour la fraction molaire XLCHC9=0.33 ainsi que les courbes théoriques

obtenues avec quatre modèles différents : le premier correspond au facteur de forme de

bicouches donné par la formule (V-6), avec Ô=16Â et 0=0.0075. Les deux modèles

suivants correspondent à des micelles sphériques en interaction avec un potentiel de

sphères dures et à des micelles sphériques chargées en interaction avec un potentiel de

type Yukawa (cf. paragraphe V-A-2) : nous avons choisi un nombre d'agrégation de 70,

un nombre d'hydratation de 20, une ellipticité de 4 et la même fraction volumique

0.0075. Le dernier modèle est celui de cylindres rigides : avec la même fraction

volumique nous avons pris N=150 et une longueur L=800A. On note bien, surtout aux

petits angles, que seule l'hypothèse de bicouches est satisfaisante. Comme à l'œil ces

phases diluées sont bleutées on peut supposer qu'il s'agit de vésicules. Par contre nous

n'observons aucun pic de corrélation ce qui indique que les vésicules doivent être très

diluées.

Certains des spectres de la Figure V- 12, les moins riches en LC11Ç9, présentent

cependant des oscillations entre 1050-1250A, c'est-à-dire correspondant aux positions de

la phase lamellaire en équilibre dans la phase concentrée. Il s'agit donc probablement

soit de fractions mal séparées de la phase supérieure, soit de cristallites lamellaires

réellement en équilibre thermique avec la phase diluée. Comme pour les deux dernières

fractions molaires de LC11C9 (0.33 et 0.5) on n'observe aucune oscillation sur les

spectres, cette séparation entre la phase [LJ et la phase de vésicules a été mieux réussie

ou bien elle existe réellement.
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10000

1000

0.01
0.001 0.01

axLC11C9=0.032
• xLC11C9=0.047
xxLC11C9=0.062
4-xLC11C9=0.09
oxLC11C9=0.16
xxLC11C9=0.33
A X L C 1 1 C 9 = 0 . 5

0.1
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Figure V- 12 : Spectres de DNPA en échelle logarithmique des phases diluées des
échantillons séparés.

E
o

0.01

0.001

o xl_C11C9=0.33

bicouche

micelles sphères dures

micelles Yukawa

cylindres

0.001 0.01 0.1

Figure V- 13 : Spectre expérimental de DNPA en échelle logarithmique de la phase diluée
de l'échantillon à XLCIIC9=0.33 avec trois courbes théoriques de diffusion de bicouches, de
micelles neutres et de micelles chargées.
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Nous avons essayé de doser la composition chimique dans chacune des phases

démixées, par chromatographie Iatroscan (cf. Annexe 3). Malheureusement, en pratique,

une séparation parfaite entre ces deux phases très liquides et de densités voisines, sur

des volumes limités, est difficile. Nous avons trouvé par dosage que, dans chacune des

phases, la fraction molaire de glycolipide ne varie pas à 10% près de sa valeur initiale,

mais les phases lamellaires supérieures sont beaucoup plus diluées que ne l'indique la

mesure des périodes en DNPA. En fait si cette phase est bien ce que l'on a appelé la

phase [LJ pour le DDAB pur, il y a en fait coexistence entre des cristallites de phase

lamellaires et des poches de vésicules, et il est normal de trouver de l'eau en excès par

rapport à une phase lamellaire pure. Cependant il se peut aussi que pendant les

prélèvements, les deux phases se séparent mal et expliquent un si grand décalage entre

les deux résultats.

V.B.2.C. Echantillons préparés classiquement

La deuxième série d'échantillons a été préparée à 1% et 4% en volume de

tensioactifs dans D2O et à XLCIIC9=0, 0.16, 0.33 et 0.5. Les échantillons sont biphasiques,

avec une phase supérieure, concentrée, blanchâtre et une phase inférieure diluée et

bleutée. Mais comme aux paragraphes précédents, nous avons retrouvé qu'il n'y a pas de

séparation parfaite entre cette phase supérieure lamellaire et la phase diluée : sur la

Figure V- 14 nous avons tracé les spectres des phases concentrées et diluées de

l'échantillon à 4% et XLCHC9=0.5 ; nous avons également tracé les spectres obtenus un

mois et demi plus tard sur le même échantillon. Alors qu'initialement les spectres sont

bien distincts entre la phase concentrée et diluée, un mois et demi plus tard on note qu'il

a une combinaison des deux spectres : donc a priori les phases ont redémixé, ce qui

signifie que la séparation est métastable.
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5E+14

4E+14

~ 3E+14

396Â
• PAXE ph. diluée

• PAXE ph. concentrée

o D22 ph. concentrée

o D22 ph. diluée

618A

0.01 0.02 0.03 0.04 0.05

q (À*1)

Figure V- 14 : Représentation en Iq2 fonction de q des spectres obtenus pour les phases de
l'échantillon préparé initialement à 4% en volume et à XLCHC9=0.5 : en symboles pleins
sur PAXE au LLB, en symboles ouverts sur D22 à l'ILL, un mois et demi plus tard.

Sur la Figure V- 15 nous avons tracé en représentation I*q2 en fonction de q les

spectres des phases concentrées des échantillons préparés à 1% en volume. On

remarque le déplacement vers les plus grands q et l'élargissement du pic de Bragg :

comme pour la première série d'échantillons, il y a une diminution du gonflement

maximum lorsque XLCHC9 augmente. Par rapport aux échantillons à 4% en volume les

gonflements sont plus grands pour des fractions molaires XLCIIC9 initiales identiques

(491A au lieu de 396Â pour XLCIIC9=0.5) : ainsi même si les dosages chimiques nous ont

indiqué à 10% près que XLCHC9 ne varie pas dans les phases démixées, nous retrouvons

comme au paragraphe V-B-2-b qu'il doit quand même y avoir un léger enrichissement en

DDAB de la phase concentrée et inversement un enrichissement en LC11C9 de la phase

diluée pour pouvoir expliquer ce décalage de Dmax. Donc en pratique sur la Figure V- 11

les binodales entre la phase [LJ et la phase diluée doivent être légèrement inclinées

vers le bas par rapport aux lignes de dilution simple.
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Figure V- 15 : Représentation en Iq2 fonction de q des spectres de DNPA obtenus sur les
phases concentrées des échantillons préparés initialement à 1% en volume.
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Figure V- 16 : Spectres de DNPA en échelle logarithmique des phases diluées des
échantillons préparés initialement à 1% en volume, recueillies en bas. Il s'agit de
bicouches isolées de longueur de persistance dépassant 1000À.
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Par contre pour les phases diluées les spectres ne présentent pas autant de

différence (cf. Figure V- 16 ) et correspondent tous à des bicouches isolées, dont la

longueur de persistance dépasse 1000À puisque l'on n'observe aucune oscillation sur

toute la gamme de vecteur d'onde étudiée.

On trouve que si on divise par la fraction de volume initiale les spectres des

échantillons à 4%, les spectres de phases diluées se superposent avec ceux à 1%, sauf

aux petits angles, où pour l'échantillon le plus concentré il y a une diminution du signal

donc une augmentation de la compressibilité de la phase (cf. Figure V- 17). On comprend

donc qu'à 4% le gonflement maximal dans la phase lamellaire soit moins grand puisque

la pression osmotique dans la phase diluée en équilibre doit être plus grande.

10000

100

I

0.01

0.0001

-xlc11c9=0.33, 1%, ph. diluée

xld 1 c9=0.33, 4%, ph.diluée

xlc11c9=0.33, 4%, ph. diluée
divisée par 4

0.001 0.01 0.1

q (À"1)

Figure V- 17 : Spectres de DNPA en échelle logarithmique des phases diluées des
échantillons préparés initialement à 1% et 4% en volume pour XLCIIC9=0.33.

Connaissant maintenant la variation du gonflement maximal en fonction de la

composition en glycolipide, nous allons pouvoir interpréter, après avoir aussi analysé le

comportement avec le glycolipide monochaine, les mécanismes qui limitent Dmax et nous

intéresser aux équilibres de pressions osmotiques.
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V.B.3. Système chargé DDAB/LS

L'observation visuelle et la caractérisation par DNPA d'échantillons préparés à

différentes compositions en LS, en dessous de 8% en volume de poudre, nous a permis de

déterminer l'allure du diagramme ternaire eau/DDAB/LS dans la partie riche en eau,

comme représentée sur la Figure V- 18. Nous observons l'équilibre de la phase

lamellaire au gonflement maximal avec soit une phase L3, bleutée et biréfringente

d'écoulement qui est probablement composée de vésicules, soit une phase de micelles

mixtes Li, transparente, isotrope. La phase supérieure lamellaire est probablement une

phase [La] et est parfois blanchâtre, la séparation entre les phases ne présentant pas

toujours un ménisque net. La limite entre les deux formes de démixtion L3-L1 est

indiquée par une ligne pointillée sur le diagramme et correspond à une fraction molaire

de LS de 0.5.

Lauroylsacpharose

10
DDAB

Figure V- 18 : Partie diluée du diagramme de phases ternaire eau/DDAB/LS. Les ronds
correspondent à des échantillons monophasiques, tandis que les croix correspondent à des
échantillons biphasiques.
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Sur les Figures V-19 et V-20, nous avons tracé en échelle logarithmique les

spectres de DNPA des phases démixées concentrées et diluées des échantillons notés A

et B sur le diagramme de phases : l'échantillon A (XLS=0.47, LS=2% +DDAB=2% en

poids) a démixé en une phase inférieure bleutée à l'œil et une phase supérieure

biréfringente. Sur Figure V- 19, on note trois ordres de pics de Bragg d'une phase

lamellaire tandis que le spectre de la phase inférieure présente un large domaine en q2

caractéristique d'une phase L3, symétrique ou asymétrique (vésicules). Pour l'échantillon

B (XLS=0.57, LS=3% +DDAB=2% en poids), la phase supérieure est visqueuse,

biréfringente tandis que la phase inférieure est complètement transparente, sans

biréfringence. Sur la Figure V- 20 , nous retrouvons pour la phase supérieure trois

ordres lamellaires et pour la phase inférieure nous obtenons un signal que nous

interprétons comme le spectre d'une solution de micelles mixtes chargées, comme nous

allons le justifier maintenant.

10000 1

1000

100

j — 10

1

0.1

0.01

o

0.001

477À
o phase concentrée, supérieure

o phase diluée, inférieure

0.001 0.01 0.1

q (À1)

Figure V- 19 : Spectre de DNPA en échelle logarithmique des phases supérieure et
inférieure de l'échantillon noté A sur la Figure V- 18, c'est-à-dire préparé à XLS=0.47

(LS=2% + DDAB=2% en poids).
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Figure V- 20 : Spectre de DNPA en échelle logarithmique des phases supérieure et
inférieure de l'échantillon noté B sur la Figure V- 18, c'est-à-dire préparé à XLS=0.57
(LS=3% + DDAB=2% en poids).

Nous avons par ailleurs caractérisé la phase micellaire mixte Li sur deux

échantillons notés C et D sur la Figure V- 18, c'est-à-dire préparés respectivement à

LS=3% + DDAB=1% en poids (XLS=0.75) et LS=4% en poids (XLS=1). Les spectres

expérimentaux de DNPA et de DXPA sont donnés sur la Figure V- 21 ainsi que les

résultats du paramétrage simultané des deux spectres en utilisant la programme

dévelopé par J. S. Pedersen, détaillé au début de ce chapitre. Nous avons utilisé un

modèle de coquilles ellipsoïdales concentriques pour le facteur de forme et un facteur de

structure de Hayter et Penfold. Nous avons utilisé les densités de diffusion pour les

rayons X et pour les neutrons du Tableau V-l. Pour l'échantillon C nous avons fait

l'hypothèse d'une moyenne pondérée par XLS des volumes polaire et apolaire, des

densités de longueur de diffusion et de la charge. Les résultats des paramètres obtenus

sont donnés dans le Tableau V- 4.
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Figure V- 21 : Spectres expérimentaux de DXPA (croix) et de DNPA (ronds) des
échantillons notés dans le texte D (en haut) et C (en bas). Les courbes correspondent au
paramétrage simultané expliqué dans le texte.

176



Chapitre V

Echantillon

DDAB (% poids)

LS (% poids)

XLS

Nombre d'agrégation NDDAB+LS

Nombre d'hydratation h

Ellipticité e

Fraction volumique sphère-dure VHS

Charge effective par tensioactif Zeff

C

1

3

0.72

77

15

1.3

0.1

0.25

D

0

4

1

76

15

1.4

0.032

io-5

Tableau V- 4 : Résultats des paramètres des modèles de micelles mixtes

Nous notons qu'il n'y a pratiquement pas de variation de la géométrie des micelles

entre le LS pur et les micelles mixtes DDAB/LS, malgré l'introduction pour un quart de

la molécule bicaténaire, chargée et de volume polaire réduite. A partir du nombre

d'agrégation, il est possible d'en déduire les rayons intérieur et extérieur,

respectivement 18 et 23.5Â. Nous remarquons également que le modèle Hayter-Penfold

renormalisé ne rend pas bien compte du pic d'interaction important observé aux petits

angles sur l'échantillon C, même en jouant sur la fraction sphère-dure. Le calcul est fait

pour des particules sphériques et sous-estime peut être l'interaction électrostatique

entre ces objets allongés, mais à notre connaissance, aucune formule analytique simple

n'existe pour le S(q) de micelles ellipsoïdales chargées.

D'autre part sur la Figure V- 22 nous avons tracé en échelle logarithmique et

divisé par la fraction volumique de tensioactifs les intensités diffusées par les

échantillons D et E. Ces deux échantillons ont été préparés à la même fraction molaire

XLS=0.72, E étant deux fois plus dilué que D. Nous remarquons qu'à grands q les

spectres se superposent parfaitement, indiquant que le facteur de forme des objets

diffusants n'a pas. changé, donc la géométrie des micelles n'a pas varié. Par contre le pic

d'interaction s'est décalé, de d=203 à 273Â. En fait ce décalage est légèrement plus

grand que si l'on applique la loi de dilution

O « — (V- 10)

a

Ceci peut s'expliquer par l'influence du facteur de forme P(q) sur l'intensité

diffusée qui déplace la position du pic du S(q) diminué par la dilution.
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1000 q

0.1

0.01

Figure V- 22 : Spectres de DNPA en échelle logarithmique normalisés par la fraction
volumique de tensioactifs des échantillons micellaires C (ronds) et E (carrés), qui
correspondent à la même fraction molaire XLS=0.72 et respectivement à ty=0.035 et 0.0175.

V.C. Discussion

Nous venons de déterminer le gonflement maximum Dmax et les structures en

équilibre avec la phase lamellaire La de DDAB à son gonflement maximum en fonction

de l'ajout de LC11C9 et de LS. Il est donc maintenant possible de comparer et d'essayer

de comprendre les mécanismes physiques qui agissent sur le gonflement maximum avec

l'addition de glycolipides.

Sur la Figure V- 23 nous avons tracé la variation de Dmax en fonction de la fraction

molaire XGL. Pour les deux systèmes, DDAB/LC11C9 et DDAB/LS, on note la diminution

quasi linéaire jusqu'à XGL=0.5. Les premiers points dans le cas DDAB/LC11C9 sont assez

dispersés, probablement, comme nous l'avons déjà dit, à cause des très faibles pressions

mises en jeu, qui rendent le système sensible aux perturbations de structure de la phase

diluée, aux impuretés... Dans le cas DDAB/LS, au-delà de XLS=0.5, il a apparition des

micelles au lieu de la phase L3.
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Figure V- 23 : Variation du gonflement maximal Dmax en fonction de la fraction molaire
de glycolipide ajoutée au DDAB.

uuuuu :

10000 t

1000 1
:
'•

•

100 =

10 :

(
À

1 -

A

> A A

A

o

o
o

o A o
o o

A

o
o
8

o
8 °

A

A

O

A

LS

LC11C9

0.2 0.4 0.6 0.8

Figure V- 24 : Variation de la pression osmotique dans la phase lamellaire au gonflement
maximal en fonction de la fraction molaire de glycolipide ajoutée au DDAB. La pression
a été calculée pour les valeurs de Dmax tracées sur la figure précédente et en utilisant la loi
électrostatique asymptotique (V-l).
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En supposant que l'interaction électrostatique reste la répulsion dominante dans

la phase lamellaire gonflée, nous pouvons aussi estimer la variation de la pression

osmotique d'équilibre en fonction de XGL, en utilisant l'équation (V-l) pour la loi

électrostatique. Sur la Figure V- 24 nous avons donc tracé n(Dmax)La en fonction de XGL,

en prenant c's=6xlO-4M et les valeurs expérimentales de Dmax de la Figure V- 23. Nous

notons que la pression osmotique d'équilibre au gonflement maximum augmente lorsque

l'on ajoute le glycolipide.

Puisqu'il y a un équilibre thermodynamique entre la phase lamellaire et la phase

diluée, nous pouvons dire que la pression osmotique de la phase diluée doit aussi

augmenter avec XGL. Il serait intéressant de retrouver par le calcul cette variation de

pression de la phase diluée. Dans la partie précédente nous avons caractérisé cette

phase diluée comme une phase L3 fortement asymétrique (vésiculaire), pour le système

LC11C9/DDAB et le système LS/DDAB quand XLS<0.5. Malheureusement nous n'avons

pas pu mesurer de distance caractéristique de cette phase, comme la longueur de

persistance ou la distance vésicule-vésicule, qui puisse nous permettre de retrouver, par

le calcul, l'ordre de grandeur de ces pressions d'équilibre. La seule explication

qualitative que nous puissions donner à l'augmentation de pression quand XGL

augmente, est que soit la taille des objets diminue avec XGL à concentration égale, soit la

concentration de la phase diluée augmente avec XGL, de telle sorte que, dans les deux

cas, le nombre d'objets augmente (Fl-pkT en première approximation).

Par contre dans le cas du LS avec XLS>0.5, comme nous avons pu caractériser la

phase micellaire en équilibre avec la phase lamellaire, il est possible de calculer

théoriquement la pression osmotique d'équilibre. En effet dès que l'on connaît la taille,

la fraction volumique et la charge des micelles on peut effectuer un calcul de type

Poisson-Boltzmann Réseau pour obtenir la pression osmotique de la solutions de

micelles [20].

Ce modèle calcule les profils ioniques c+(r) et c(r) autour des particules colloïdales

en découpant la solution en cellules sphériques centrées sur les particules et en utilisant

la charge structurale des particules. L'équation de Poisson-Boltzmann non linéarisée est

intégrée numériquement et de manière itérative sur toute la cellule et la pression

osmotique se déduit selon :
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n = kT(c+(R) + c_(R) ~ 2c;) = AkTcssh2(cp{R) 12) (V- 11)

Le rayon de la cellule, R, est donné par la concentration en colloïdes : px4/37iR3=l; cs' est

la salinité du réservoir et cp est le potentiel électrostatique normalisé.

Généralement, sans sel ajouté, la contribution des contre-ions est prépondérante.

Par contre ce modèle ne donne aucun renseignement sur l'intensité diffusée car les

corrélations entre particules ne sont pas considérées.

Nous pouvons donc appliquer ce modèle à notre phase de micelles mixtes en

équilibre avec la phase lamellaire. Nous avons vu sur la Figure V- 22 que nous pouvons

supposer que la structure des micelles ne varie pas avec la dilution. Nous faisons donc le

calcul en prenant les paramètres des échantillons C et E : rayon=23.5Â, charge

maximale = (l-XLs)*Nagg =21. De plus nous travaillons à équilibre constant, en prenant

un pK de dissociation du Brome de 0.95, comme dans le chapitre I et le chapitre IV.

Sur la Figure V- 25 nous avons tracé la pression calculée en fonction de la fraction

volumique de micelles. En particulier nous trouvons une pression de 26560Pa pour C et

12400Pa pour E. Sur la même figure nous avons aussi tracé pour comparaison la

variation de la pression dans la phase lamellaire en utilisant la loi électrostatique (V-1)

et O=24/D. Nous retrouvons la propriété que la pression augmente plus avec la fraction

volumique dans le cas des micelles que dans le cas de la phase lamellaire. Ainsi les

pressions calculées pour une fraction volumique de micelles de l'ordre de 1% sont de

l'ordre de grandeur de la pression calculée dans la phase lamellaire pour XLS>0.5 et

Dmax~300À. Donc ceci est tout à fait en accord avec l'orientation des binodales portées

sur le diagramme de la Figure V- 18 et que nous avons retracé sur la Figure V- 26.
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40000

Figure V- 25 : Pression osmotique (en trait plein) de la phase de micelles mixtes en
fonction de la fraction volumique de tensioactif, calculée par le modèle Poisson-Bolzmann
réseau en faisant l'hypothèse que la géométrie des micelles ne varie pas avec la dilution.
En trait gris est tracée la variation de la pression osmotique calculée dans des bicouches
qui se repoussent électrostatiquement.
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Chapitre V

Lauroylsacpfiarose

eau 10
DDAB

Figure V- 26 : Partie diluée du diagramme de phases du système DDAB ILS. Les
pressions indiquées correspondent d'une part au calcul plan-plan de la répulsion
électrostatique dans la phase lamellaire au gonflement maximum et d'autre part au
calcul avec le modèle Poisson-Boltzmann réseau dans la phase de micelles.

V.D. Conclusion

Dans le cas du système non chargé, DMPC/LC11C9 , nous avons observé une

diminution linéaire du gonflement maximum de la phase lamellaire mixte en fonction de

la fraction molaire XLCHC9. NOUS avons montré que ce résultat se retrouve théoriquement

si le mélange moléculaire est traduit dans le bilan des forces par une moyenne pondérée

des paramètres décrivant chacune des forces mises en jeu, hydratation + van der Waals.

Ainsi, comme au chapitre IV, la simple addition pondérée de ces forces ne donne pas le

résultat expérimental.
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Dans les systèmes chargés, avec le DDAB, nous avons trouvé que les glycolipides,

LS et LC11C9, induisent aussi une diminution du gonflement maximum : cette

diminution est quasi proportionnelle à la fraction molaire XGL, du moins jusqu'à XGL=0.5.

Nous n'avons pas travaillé au delà avec le LC11C9 ; avec le LS, nous avons observé pour

les valeurs supérieures de XGL un changement de structure, de vésicules à micelles, de la

phase diluée en équilibre.

Nous avons démontré que l'origine physique du comportement du gonflement

maximal de la phase lamellaire est liée à l'équilibre osmotique entre les deux phases,

lamellaire et diluée. Ainsi les vésicules étant de gros objets, donc moins nombreux que

des micelles, à fractions volumiques de tensioactif égales, elles imposent une pression

osmotique plus faible, ce qui explique l'équilibre avec des phases lamellaires très

gonflées. N'ayant pu caractériser précisément la structure de ces vésicules, nous n'avons

cependant pas pu établir de modèle théorique pour expliquer la variation de Dmax avec

XGL. Par contre, dans le système DDAB/LS, lorsque nous avons une phase de micelles en

coexistence, nous avons mis en évidence l'équilibre osmotique entre la phase lamellaire

et la phase micellaire par le calcul explicite des pressions dans les deux phases. Nous

avons ainsi retrouvé l'orientation des lignes de démixtion du diagramme de phases

expérimental.
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Conclusion générale

Notre objectif initial, dans ce travail, était d'isoler et de quantifier les interactions

spécifiques des oligosaccharides et des glycolipides dans les phases lamellaires chargées,

du seul système lamellaire binaire connu dominé par l'interaction électrostatique sur

plusieurs décades de pression, le DDAB (bromure de didodécyldimethyl ammonium).

Dans ce but, nous avons utilisé les techniques de diffusion de rayonnement aux

petits angles (DNPA : diffusion de neutrons aux petits angles et DXPA : diffusion de

rayons X aux petits angles) qui sont a priori bien adaptées pour l'étude structurale de

tels systèmes. En particulier nous avons mis au point deux méthodes expérimentales

originales pour caractériser les systèmes ternaires :

• d'une part, une méthode par variation de contraste en DNPA qui permet

d'étudier de façon générale l'adsorption de solutés sur des bicouches organisées en

phase lamellaire. Nous avons montré que l'enthalpie libre d'absorption du soluté

peut se déduire de la mesure de la composition isotopique du solvant qui annule

le contraste. Nous avons ainsi obtenu la preuve que les oligosaccharoses restent

libres dans l'espace interlamellaire.

• d'autre part, une méthode en gradient de concentration en capillaire pour

établir quantitativement les diagrammes de phases des systèmes lyotropes

ternaires. Par rapport aux autres méthodes en gradient, cette nouvelle technique

de DXPA permet de connaître la composition en chaque point du gradient, grâce à

un marquage au carbone 14 et à la mesure simultanée de la transmission du

faisceau de rayons X. Ainsi, avec une quantité de molécules hôtes de l'ordre de

lOOmg, cette méthode permet d'obtenir rapidement la nature et la composition

des phases présentes en fonction de la température sur tout le triangle de

composition.

Pour les deux glycolipides étudiés, 2-0 lauroylsaccharose (LS) et N-lauroyl, N-

nonyl lactitol (LC11C9), nous avons établi les diagrammes de phases ternaires

eau/DDAB/glycolipide en fonction de la température.
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Sur le système eau/DDAB/LCnC9 nous retenons la présence de deux points

critiques lamellaire-lamellaire à température ambiante. Dans le système eau/DDAB/LS

nous ne retrouvons que le point critique dans la zone riche en DDAB. L'excès de ce

glycolipide monochaîne entraîne l'apparition d'une phase cubique. Nous avons également

isolé, avec le LC11C9, des échantillons lamellaires monophasiques caractérisés par DXPA,

qui sont très opaques au point d'apparaître blancs lorsqu'on les observe à l'œil, à

température ambiante, mais qui deviennent progressivement, de manière réversible,

transparents en chauffant. Nous avons attribué ce phénomène très inhabituel à des

variations de concentration créées par les glycolipides, liées à la proximité de deux points

critiques et aux fluctuations du système entre ces deux points très proches en énergie.

Les diagrammes de phases une fois établis, nous sommes passés à leur

interprétation thermodynamique, ce qui nous a amené à étudier quantitativement les

pressions osmotiques dans les phases lamellaires concentrées. Pour les deux glycolipides

étudiés nous avons mesuré une augmentation de la répulsion stérique exponentielle à

courte distance. Nous avons observé que le mélange moléculaire se traduit par la

variation linéaire de la portée de cette répulsion exponentielle avec la quantité de

glycolipide ajoutée et non celle de la valeur à l'origine. Nous avons retrouvé ce

comportement avec le mélange DMPC (un phospholipide zwitterionique) + LC11C9.

Avec le LC11C9 nous avons également mis en évidence une énergie attractive

d'adhésion supérieure aux valeurs des énergies de van der Waals habituelles. Cette

énergie, liée à la présence des têtes polaires constituées de sucres, est donc

caractéristique des glycolipides.

Le calcul théorique des interactions moléculaires à partir des données

expérimentales partielles de pressions nous a permis d'obtenir l'équation d'état de

notre système mixte, donnant la variation de la pression en fonction de la composition.

Nous avons alors retrouvé l'allure des diagrammes de phases ternaires expérimentaux.

En régime dilué, nous avons observé l'équilibre entre la phase lamellaire gonflée au

maximum et une phase diluée formée de vésicules ou de micelles mixtes. Dans le cas des

micelles, nous avons démontré, par le calcul explicite des pressions dans les deux phases

en présence, l'équilibre osmotique entre la phase lamellaire au gonflement maximum et

la phase diluée. Nous avons également observé que ce gonflement maximum diminue

avec l'ajout du glycolipide.
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Des problèmes soulevés pendant cette étude restent encore à éclaircir :

• pourquoi par le calcul de l'interaction électrostatique l'ion brome apparaît

fortement adsorbé, alors que, dans le calcul de Gibbs, il faut le considérer comme

complètement dissocié pour obtenir la bonne surface par tête polaire?

• ne faudrait-il pas tenir compte, dans le bilan des forces des bicouches

mixtes, des fluctuations de concentrations dans le plan des bicouches et des

ondulations possibles?

Notre étude n'a considéré que des surfaces identiques en regard, avec les mêmes

motifs sucres présents en protusion; il serait intéressant d'obtenir les mêmes

informations sur les interactions avec des têtes sucres différentes de part et d'autre. Par

exemple on peut imaginer ajouter des oligosaccharides d'un certain type dans un

équilibre lamellaire-lamellaire de bicouches décorées en surface avec les têtes polaires

d'un glycolipide d'une autre famille.

De même la méthode de gradient de concentration en capillaire ouvre la

perspective de travailler avec des glycolipides naturels encore plus rares (GMl, GM3...)

ou des glycoprotéines membranaires, pour lesquelles les quantités manipulées sont de

l'ordre du milligramme. Avec la mesure des pressions osmotiques, cela permettrait

d'obtenir l'équation d'état de tels systèmes biologiques et d'avancer dans la

compréhension des mécanismes d'interactions cellulaires.
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Annexe 1

Annexe 1 : Etude d'adsorption sur des bicouches de DDAB par

variation de contraste en DNPA
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Abstract . — Partition coefficients of solutes between bilayers and water are determined with
a new method, using contrast variation with SANS. The isotopic composition of the solvent that
annuls the contrast is shown to depend on thermodynamical quantities related to the adsorption.
Experimental results are given for two organic solute molecules (lactitol and aniline) in the
favorable case of the swollen lamellar phase obtained with DDAB double chain surfactant.

One of the basic aspects in the study of biological membranes is to understand what happens
at the water-bilayer interface or what interactions are dominant during molecular recognition
involved in immunologie processes. It is therefore important to determine directly partition
coefficients of solutes between the bulk and the surface of surfactant bilayers.

Consider any guest molecule in a complex fluid. This molecule can exist either as molecularly
dissolved in the solvent or associated to the surfactant. The molar fraction ratio of these
two situations is the partition coefficient. In the latter situation, the guest molecule can be
adsorbed at the interface or embedded in the aggregate. The simplest complex fluid is the
spherical micelle. In this case an extended review of the methods used to determine partition
coefficients exists for instance in [1]. A number of analytical techniques have been developed:
fluorescence probing, NMR self diffusion experiments, differential spectrophotometry, liquid
chromatography, conductance, vapor pressure techniques, etc. In the case of reverse micelles,
a detailed study has been made by Hatton and co-workers [2].

Our aim is to determine the partition coefficient when the complex fluid under study is a
swollen lamellar phase at thermodynamical equilibrium.

In this case the host molecule can be dissolved in the interbilayer solvent considered as bulk
or attached to the bilayer.

In this paper, we describe a method based on solvent contrast variation with SANS allowing
measurement of partition coefficients. The contrast variation technique has been routinely
used to determine the internal structure of micelles or of biological objects [3,4]. It relies on
the contrast dependence of the intensity scattered by the sample extrapolated to zero angle:

2 (1)
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where $ is the volume fraction of the scatterer, V is the molecular volume of the scatterer
and p\ and p2 are the scattering densities of the scatterer and the solvent respectively. These
densities are given by the following formula:

where b\ is the scattering length of the element i and v\ is the specific volume of the element i.
By varying the isotopic constitution of the solvent, for example by adding heavy water to

light water, it is possible to annul the contrast and determine the exact scattering length
density p\ of the scatterer. The standard procedure to determine p\ is to plot the square root
of I(q —• 0) versus the molar ratio D2O/H2O [4].

Since we work with a swollen lamellar phase it is better, to increase the signal/noise ratio,
to use the square root of the intensity of the integrated first order Bragg peak. This is possible
only if the shape of the form factor P(q) is independent of the contrast. At low angle, if qo

2TT
is the peak position and t the bilayer thickness, then t <C — and we can consider in a good

qo
approximation that the bilayer is homogeneous and that the form factor has the following
expression [5]:

(3)

Thus P(q) is linear with the square of (pi — P2). Since the intensity of the sample is the form
factor modulated by a numerical structure factor which is independent from the contrast, we
assume the linearity in intensity as for P{q). Typical result obtained with a pure bilayer [6] is
shown in Figure 1.

In the following, we show on a complete example how it is possible to extend this contrast
variation method to determine the partition coefficient of a solute between the bulk and the
interface of a bilayer. The model system chosen is a dilute lamellar phase of DDAB, (dido-
decyldimethylammonium bromide), with two different solutes, aniline and lactitol, which is
a lactose derivative. The DDAB presents a large domain of stable swollen lamellar phase,
so that the bulk water thickness is much larger than the bilayer thickness [6]. Moreover the
DDAB lamellar phase is a rigid phase with no fluctuation so that no strong central diffusion
can perturb the observation of the Bragg peak. The two solutes chosen are expected to have
different behaviors: the lactitol molecule being more hydrophilic with its hydroxy groups than
the aniline molecule that contains an aromatic ring.

1. Experimental

We use DDAB from Kodak recrystallized 3 times in ethyl acetate. Lactitol monohydrate
(Ci2H24Oii,H2O) is used as received from Aldrich. To increase the contrast between DDAB
and aniline molecules and thus to get a better precision on A', the equilibrium constant, we
use deutered aniline (C6D5NH2) from Eurisotop.

Numerical constants used for the scattering length and the molecular volumes are given in
Table I. The molecular volumes of DDAB and lactitol have been measured using a Density
Measurement Apparatus DMA 60 from A. Paar (Graz, Austria). The volume of the bromide
is taken from crystallographic data [7]. The volume for aniline and water are calculated from
the densities values given in [8]. We assume that these molecular volumes in liquids are
independent of the structure and we also neglect the effects of strong interactions that may
exist with association [9].
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100

Fig. 1. — Typical contrast variation experiment with DDAB 10 wt% in water (from [6]). *D 2O/H 2O
is the volume fraction of heavy water over light water and / is the scattering intensity. The squares
are the experimental values and the line gives the best linear fit. ^D2O/H2O

 1S found equal to 4.3%
which is in good agreement with the value of 4.14% calculated according to the model described in
the text.

Table I. — Numerical constants used for the calculation of the contrast (details for the molec-
ular volumes determination are given in the experimental part).

DDA+

Br-

H 2 0

D 2 0

Lactitol

Aniline

(Ci2H24On)

(C6D5NH2).

-8.7526 + 9

8.2576 + 2

b

(xlO"1 2 cm)

-2.723

0.679

-0.168

1.9152

x [*D 2 O/H 2 O x 6D + (1 - * D 2

x [*D 2 O/H 2 O x bD + (1 - * D 2 O

D/H2o) X 6H]

/ H 2 O ) x 6H]

V

(xlO"24 cm3)

751

39

30

30

350

151

The composition of the samples is defined by the values of the volume fractions of DDAB,
$ddab5 of solute, $ s , and of water $ w = $ D 2 O + $H 2 O = 1 — $ddab — $s as well as the volume
ratio of heavy water over light water ^ D 2 O / H 2 O = $ D 2 O / ( $ D 2 O + $ H 2 O ) -

$ddab was fixed to 5% so that the periodicity of the lamellar liquid crystal is 480 Â. At
room temperature, the chains are in the liquid state (La). 10 samples with different ratios
^DOO/H->O from pure H2O to pure D2O were prepared for each of the 3 experiments we made:
$iactitoi = 0-1) ^aniline = 0.005 and $aniiine = 0.01. The scattering experiments have been
performed on PAXE spectrometer at the LLB laboratory at Saclay with a wavelength of 7 Â
and the detector at 5 m. The samples were placed in 1 mm quartz cells from Thuet-Bichelin
(B.P. 7-Blodelsheim-France).
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Fig. 2. — Schematic structure of the lamellar phase in presence of the solute: K is the equilibrium
constant of the solute between the bulk and the interface, pi and pi are the average scattering densities
respectively for the bilayer and for the bulk (quantities are defined in the text).

2. Theory

From the measurement of \&p Q/H c ^ne volume ratio of heavy water over light water that
annuls the contrast between the bulk and the lamella one can deduce the amount of solute that
adsorbs at the surface. Indeed, we show now that the binding constant of the solute depends

D2O/H2O"
Let us consider our system as schematized in Figure 2. In order to calculate the contrast

between the lamella and the bulk, we introduce:

h b2
(4)

where 61 and b2 are the scattering lengths for respectively the lamella and the bulk; V\ and V2

are the volumes of respectively the lamella and the bulk. In the following these quantities are
evaluated per DDAB molecule.

We introduce the parameter A, the interfacial composition, as defined by Leodidis and Hatton
[2]: A = Wsds/nddab (where n*ds is the number of solute molecule adsorbed on the bilayer and
nddab i s t n e number of DDAB molecule in the sample). Thus for the bilayer, per DDAB
molecule, we have:

= &dda+ Xbs (5)

j3 is the ratio of bound bromide counterion per DDAB molecule. We assume /3 « 0.9 as it was
found in DLVO fit of forces measurement in [10]. However we have verified that a variation in
the value of (5 less than 10% is in the range of the experimental error on the determination of
^DoO/HoO- ^ n e scattering density of the solute, bs, depends on ^D2O/H->O

 a s t n e solute can
exchange labile protons with the solvent (cf. Tab. I).

In equation (4), Vi is derived from:

Since we have vwnî, = and 0 _ with i/w and

(6)

the molecular
volumes of the water and DDAB respectively and V the total volume of the sample, we can
write n^/n^dab = Pddab/ïÂv$w/$ddab-
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The average scattering length of the bulk solvent 62 is also depending on A, because the
adsorbed host molecule should not contribute in the bulk scattering:

L /-, m- , ( $s ^ddab , \ , . f $w ^ddab^ , ,„,
62 = (1 - P)bBr- + A 6, + I — bw (7)

\$ddab ^s / \$ddab "w J

with bw = ^D2O/H2O^D2O + (1 — ̂ fD2o/H2o)^H2o- The volume of the bulk is given by:

V2 = (1 - (3)UBV + A )ua + J/ddab (8)
V^ ^ / $ddab

So finally we obtain an expression for the contrast depending on four physical quantities:

Pi - Pi = TJ- ~ TT ~ /l(A, $ddab, $s, *DoO/HoO) (9)

This equation gives a linear relation between p\ — P2 and ̂ D^O/H2O S O according to (1) it
implies also a linear relation between ±\/7 and ^D2O/HOO-

For given $ddab and $ s it is possible to solve numerically the equation p\ — pi = 0 and
get the variation of A as a function of the value of ̂ D2O/H2O that annuls the contrast: A =

Besides from the value of A, one can calculate rCsds = A/(l + A), the mole fraction of solute
at the interface, and c{iee = ((ns° - nfs)/n0

ddah)/V2 = ($ s /$ d d a b FddabM - A)/V2, the con-
centration of solute that stays in the bulk. Then we can deduce the equilibrium constant K,
as defined in [1]:

xfds

= /s ( *dd.b,

or a dimensionless partition coefficient K', as defined in [2]:

~.ads

In sufficiently dilute solutions one has x[ree = cfee/55.5 (so that K' S K x 55.5). These
two quantities, K and K', make no hypothesis on the bilayer being a continuum since rrsds

represents a mole fraction. Moreover if the solute in the aqueous solution has an ideal behavior
in the sense of Henry's law, then K or K' can be converted into thermodynamical quantities.
For example, for given $ddab and $ s , it is possible to plot — log(/sT), which is proportional to
the free enthalpy of adsorption of the solute on the surface, versus ^DOO/HOC t^ie r a t i ° that
annuls the contrast. This is illustrated in Figure 3 with computed values of ̂ D->O/H->O versus

log(K').
Finally, from the experimental measurement of 3>D^O/HOO ^ *s Possible to deduce the ther-

modynamical quantities about the adsorption of the solute.

3. Results and Discussion

For the different experiments, the maximum intensity of the first Bragg peak has been deter-
mined graphically on each scattering spectrum. The square-root of this intensity is plotted in
Figure 4 versus ^D 2 O/H 2 O : for clarity, only the points with ^D2O/H2O below 30% are shown
and the points below the match point (open symbols in the figure) have been plotted with an
opposite sign so that they can align with the others. The lines in the figure are the best linear
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Fig. 3

10

^D20/H2O

20 30

-0.05

Fig. 4

10 20 30

Fig. 3. — Simulations of the logarithm of K', the molar fraction based partition coefficient as defined
in the text and in [2], as a function of *DOO/H2O' the volume ratio of heavy water that annuls the
contrast: (—) $aniiine = 0.005, ( ) $aniiine = 0.01 and ( ) *iactitoi = 0.1 ($ddab = 0.05 for the
three curves).

Fig. 4. — Square root of the scattering intensity versus volume fraction of heavy water in the solvent
for 3 experiments: squares $iactitoi = 0.1, losanges $aniiine = 0.005 and triangles $aniiine = 0.01. The
open symbols represent the values for which the sign has been changed so that the full lines could give
the best linear fits for all the points.

fits which have regression coefficients higher than 0.99 in the three cases. The error on the
graphical measurement of the intensity has been reported by the error bars.

In the experiments with aniline, we observe that the points do not align as well. We explain
this phenomenon by the fact that the bilayers may not be strictly homogeneous especially if
there is some adsorption. Equation (3) for P(q) is modified for heterogeneous bilayers and
since we work at finite angle instead of zero angle, P(q) is slightly different when the contrast
between the lamellae and the bulk is high compared to the case when the contrast is small. The
scattered intensity should be modified by a small factor. However we find that, either using
the linear fit of all the points or only several points around the match point, the uncertainty
in the determination of ^DOO/HOO

 i s ^ess t^Sin ®-2 units.
From equations (1) and (9) described above, which give a linear relation between (pi — P2)

(or ±y/I) and $D2O/H2O> it is possible to deduce the value of A that gives the best fit of
the experimental points. The value of the fit is arbitrarily set equal to the intensity of the
experimental points at #D2O/H2O = 100% for which the intensity of the Bragg peak is the
highest and the error is the smallest. The fit corresponds also to a best linear fit so it should
cross the abscissa axis at the same value of ^DOO/H^O ^ ^ e experimental points. Thus we
deduce the upper and lower possible values for A by the fits that reproduce the upper and
lower experimentally determined limits for ^£),0/HoO- ^^ e r e s u^ t s a r e summarized in Table II.
Figures 5a, b and c show the comparison for \/7 = /4(*D2O/H2O) between computed lines with
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Table II. — Results of the contrast variation experiments for lactitol and aniline.

Lactitol 10%

Aniline 0.5%

Aniline 1%

0)0
*D 2 O/H 2 O

0.023 ± 0.002

0.09 ± 0.002
0.13 ±0.002

A

<io-2

0.354 ±0.108

0.674 ±0.101

% of solute adsorbed

< 1 %
75% ± 2.2

71% ± 2

Table III. — Values of the different partition constants for the adsorption of aniline.

Aniline

Aniline

0.5%

1%

K

19

13

(mol/1)

.5 ±9.9

.0±3.5

K'

1085 ±
725 ±

553

196

AG (kcal/mol)

-4.06 ±0.24

-3.82 ±0.14

different values of A and experimental curves. For clarity around the match point, only the
points below #D2O/H2O = 50% a r e shown.

In the case of the lactitol molecule solubilized in an La phase, it is clear that we do not
have an adsorption of the sugar at the interface (Fig. 5a). This observation agrees with the
observation reported by Katz and Diamond on sucrose and multilayered DMPC liposomes [11].
However in this latter case, the adsorption equilibria were evaluated on liposomes with excess
water.

On the contrary, in the case of aniline, we see a strong adsorption, greater than 70% in our
experimental conditions (Figs. 5b and 5c). In Table III, we show the values for K and K'
calculated using equations (10) and (11). We have also calculated the free enthalpy of transfer
of aniline from water to DDAB bilayer using K'. The value we found (~ —4 kcal/mol) is of the
order of the value found for the most hydrophobic amino acids in the scale of the transfer from
water to AOT interface described by Leodidis and Hatton [2]. This is consistent with the fact
that aniline has an aromatic ring and no carboxylic group in comparison with amino acids. It
is also possible to correlate these values of the free enthalpies of transfer with the octanol/water
scale for partition coefficients, first studied by Collander, [12], who observed that there tend
to be systematic relationships among nonelectrolyte partition coefficients measured between
water and nonpolar solvents for a family of solutes. Later Hansch and Leo [13], found that
biological activity of simple organic compounds correlate with their octanol/water partition
coefficients. In [2], Leonidis and Hatton have found that it costs more energy to transfer amino
acids from water to the AOT interface than to octanol whereas Katz and Diamond have found
that the free energies of transfer for nonelectrolytes are lowered in the case of the DMPC
bilayers. In our case, with DDAB bilayers, we have only data for aniline. The octanol/water
partition coefficient for aniline is given in [14]: the value 8 is defined as the unitless ratio of the
concentrations in the organic phase and in the aqueous phase. Using the same definition we
can calculate the partition coefficient DDAB-membrane/water for aniline and we find a ratio
of 50, indicating that aniline has more affinity for the bilayers than for octanol.

It is also interesting to define I, a characteristic thickness for the adsorption layer, by (n*ds x
'7s)/(w^dab x Oddab) where Oddab is the polar headgroup area of DDAB and equals 68 Â . The
calculations with aniline give 0.78 Â for c£ree = 0.013 mol/1 and 1.49 Â for cfee = 0.031 mol/1.
First we observe that / is in the range of 1 Â, which is less than the aniline molecule size: this
means that the surface is not totally covered. Then we observe that / is proportional to c{

sJree
s
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Fig. 5. — Square root of the scattering intensity versus volume fraction of heavy water in the solvent.
The squares are the experimental results (open squares represent the points that have been plotted
negatively) and the lines are predictions calculated with the implicit relation (2) for different adsorption
ratios: a) *i«titoi = 0.1 and (—) nfs/n°s = 0%; (- - -) 50%; ( ) 100%; b) $aniiine = 0.005 and
(- - -) 0%; ( - ) 75%; ( ) 100%; c) $ani,ine = 0.01 and (- - -) 0%; ( - ) 71%; ( ) 100%.

so no saturation seems to happen. If saturation occurs, an extension of this method to higher
solute/surface ratio would allow the determination of a full Langmuir isotherm in a lamellar
system.

A large number of such a membrane/water partition coefficient study already exist in the
literature: a good review of them can be found in [15]. But as the authors explain it, most
of the studies are based on the separation of versicle and aqueous phases like in [11]: this
procedure can however lead to errors since the centrifugation may modify the system and the
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solute partitioning. Fluorescence spectroscopy or EPR do not require phase separation: for
example, in [16], partition coefficients of local anesthetics have been determined in spin labeled
membranes. However these methods are indirect measurements of the partition coefficient since
they are sensitive to the spectral effects caused by the addition of the solutes to the bilayers;
in addition they need probes either on the solute or on the lipids which may gives artifacts.
Compared to these methods, the SANS technique allows direct determination of partition
coefficients in a single phase lamellar liquid crystal. The example given in this paper with
DDAB, lactitol and aniline is a first illustration of this method which could also be applied to
more classical lipids membranes and other biological solutes. The interbilayer space dimension
must allow the penetration of the solute and the presence of solute should also not induce a
phase transition which is true at dilute concentration. The main limitation is that the shift of
the contrast match point with a possible adsorption of the solute has to be measurable, i.e.
larger than typical error bars, commonly 1 to 2% on the match point isotopic content. This
shift depends on each system but can be calculated as shown in this paper once the molecular
volumes are known.
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Annexe 2

Annexe 2 : Temps de vol en diffusion de neutron

Le principe de la mesure du signal de diffusion en temps de vol consiste à utiliser

un faisceau blanc de neutrons (i.e. avec toutes les longueurs d'onde) au lieu d'utiliser un

faisceau monochromaté (à 10% près) au moyen d'un sélecteur de vitesse. On utilise alors

un "chopper" pour envoyer à un temps t donné des paquets de neutrons sur l'échantillon

sur une durée At. La détection se fait alors à partir d'un temps ti, sur une durée T qui

soit suffisante pour tenir compte de la durée mise par les neutrons les plus lents pour

parcourir la distance D chopper-détecteur. La vitesse co de rotation du chopper doit être

telle que la fréquence d'émission des paquets d'onde est inférieure ou égale à T pour

éviter un recouvrement sur le détecteur des neutrons lents d'un premier paquet et des

neutrons rapides du paquet suivant. Dans la configuration actuelle des programmes

d'acquisition au LLB, la période T peut être au maximum découpée en 250 canaux

temporels de largeur lc tandis qu'on peut définir sur le détecteur bidimentionnel au

maximum 15 zones spatiales sur lesquelles le signal est moyenne.

En résumé il y a quatre paramètres libres à définir par l'utilisateur pour effectuer

la mesure en temps de vol : T, D, lc et les 15 zones de regroupement.

Figure 1 : Schéma de principe de l'analyse en temps de vol.
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Annexe 2

L'acquisition permet d'obtenir sur chaque zone l'intensité I en fonction du numéro

de canal temporel. Le passage en vecteur d'onde q se fait par les calculs suivants :

Sachant que la vitesse d'un neutron de longueur d'onde X, de masse m=1.66xlO27

kg vaut v=h/(m À.)=l/(253* X) Â/us , on a la relation suivante :

D D

avec n le numéro du canal (de 1 à 250), lc la largeur de chaque canal. R=ti-to est le retard

à la détection qui n'est pas connu a priori.

Nous avons choisi de travailler à D=2.70m pour obtenir en XY et à 4.5À le pic de

Bragg de nos phases lamellaires entre le piège et le bord du détecteur. Comme les

neutrons les plus lents, à 20Â, mettent 13.6ms pour parcourir D, nous avons choisi une

largeur de canal lc=50us, pour avoir une détection sur 12.5ms à partir de ti. Nous avons

également choisi co=4200tr/min pour que soit vérifiée la relation suivante :

60xl06

°'i250xl,+R (W

c'est à dire on a bien 4200/(60xl06)<l/(250x50) (R étant de l'ordre d'une ms).

En fait dans le programme d'acquisition on introduit un retard arbitraire Rfiche (par

exemple pour nous 2200us) et le retard vrai à entrer finalement dans les équations

précédentes est déterminé grâce à une calibration avec un échantillon dont on connaît

une longueur d'onde d'absorption. Par exemple nous avons utilisé du béryllium qui a

une coupure à 3.95À. Le spectre brut est donné sur la Figure 2. On note la coupure sur

la canal 84. Donc on a, d'après (i) :

R = Âjfc x 253 x D - (nBe - 05) x lc = -1478|ls ( iii)

Si on change Rfiche ultérieurement il faut utiliser dans les calculs R= RfiChe-(2200-(-

1478))= Rfiche-3678.

Connaissant X par l'équation (i), q est défini par :

4TT . , „ - - - . , . . .
(iv)

avec x et y les positions de la zone par rapport au faisceau direct et Dech la distance

échantillon-détecteur.
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La transmission de l'échantillon qui dépend de X, a été déterminée pour toutes les

longueurs d'onde en utilisant le même principe du temps de vol mais en enlevant le

beam-stop et en utilisant un atténuateur (3mm de plexiglass) pour mesurer l'intensité

sur la zone centrale sous le beam-stop avec l'échantillon et sans échantillon. La

transmission est donnée par le rapport des deux intensités. Le résultat pour

l'échantillon de DDAB à 50% dans D2O avec un comptage d'une demi-heure est donné

sur la Figure 3. On remarque que pour les grandes longueurs d'onde (>11A) la

statistique est mauvaise tandis que pour les neutrons rapides (<2Â) la valeur de T

dépasse la limite physique T=l.

Sur la Figure 4, nous avons tracé I(q) pour un échantillon de DDAB à 50% .

L'intensité a été divisée par la transmission et normalisée par l'intensité maximale du

pic de Bragg, qui correspond à la phase La. Nous avons également tracé le triangle de

résolution de l'expérience dont la largeur à mi-hauteur est estimée à 4% . En effet

d'après l'équation (iv) on peut écrire :

Aq AX Ax
-2- = — + — (y)

q À. x

Ax A/L
— est lié à la taille des cellules du détecteur et est estimé à lcm/32cm~3%. Pour ——
x A

nous estimons l'erreur égale à une largeur de canal, 50us, c'est à dire - 1 % .
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Figure 2 : Spectre en temps de vol du béryllium. 2a) L'intensité est donnée en fonction du
canal temporel. On note la coupure pour le canal 84. 2b) L'intensité est donnée en
fonction de la longueur d'onde après la calibration avec Aç=3.95A.
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Figure 3 : Mesure de la transmission en temps de vol de l'échantillon de DDAB 50% dans
D2O en fonction de la longueur d'onde.
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Figure 4 : Spectre I(q) normalisé à 1 sur le pic de Bragg, obtenu avec échantillon de
DDAB à 50% en volume dans D2O. La résolution du montage est estimée à 4% sur la
largeur à mi-hauteur.
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Annexe 3 : Dosage des échantillons - Chromatographie

Iatroscan

Pour déterminer la composition de nos échantillons de mélanges ternaires

eau/DDAB/glycolipide nous avons toujours procédé de la même manière :

La quantité d'eau est d'abord déterminée par la méthode des restes, c'est-à-dire

par la pesée des poudres sèches après lyophilisation des échantillons. La précision est

donc donnée par la précision de la balance, ±0.0001g. Pour éviter de perdre de la poudre

lyophilisée très volatile nous plaçons, pendant la lyophilisation, en haut des ependorfs,

un film de paraffine percé de petits trous.

A partir des poudres sèches il est alors possible d'utiliser la méthode de

chromatographie Iatroscan (Iatron, Japon) pour déterminer les concentrations en DDAB

et en glycolipide. En effet il est préférable de ne plus avoir d'eau dans les échantillons à

analyser car cela peut générer sur les chromatogrammes un élargissement des pics et

des bosses parasites.

Principe de la chromatographie Iatroscan

Le principe de base de cette méthode de chromatographie est le même que celui de

la chromatographie sur plaque de silice (Chromatographie sur Couche Mince), avec en

plus le couplage à une détection par flamme qui donne des informations quantitatives.

La séparation des solutés se fait par élution avec un solvant bien choisi et les

plaques de silice sont remplacées par des barreaux de verre de un millimètre de

diamètre, recouverts de silice. Le dépôt de la solution se fait à l'aide d'une microseringue

motorisée pour obtenir des volumes reproductibles. Une fois que la migration des

différents composés a eu lieu dans une cuve à élution, la détection se fait avec l'appareil

Iatroscan proprement dit. Il s'agit d'une détection par flamme : un petit brûleur avec

une flamme composée d'un mélange hydrogène + air se déplace le long du barreau de

silice et brûle tous les composés qui y sont adsorbés. Ces composés s'ionisent, les cations

migrent vers une cathode collectrice placée juste au-dessus tandis que les anions sont

attirés par le brûleur qui joue aussi le rôle d'anode. Le courant ainsi généré entre ces

deux électrodes est amplifié et donne un signal en fonction de la distance par rapport au
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dépôt. Si les différents composés de la solution à analyser ont bien des distances de

migration différentes, et si une calibration des composés purs a été faire, on peut alors

obtenir la nature et la quantité des composés présents dans la solution à partir des

positions et des surfaces des pics. Evidemment il est nécessaire de connaître quelles

molécules peuvent se trouver a priori dans l'échantillon. Il est possible d'effectuer 10

analyses en même temps puisque le Iatroscan travaille sur des barrettes comprenant 10

barreaux de silice.

Cette technique est utilisée en milieu industriel dans des domaines variés comme

les analyses de lipides en agroalimentaire, de polymères, d'huiles en pétrochimie...

Conditions expérimentales

• l'échantillon sec à analyser est dissout à une concentration de 1% en

poids dans un mélange équivolumique : méthanol + chloroforme (ce mélange a été choisi

de manière à dissoudre complètement le DDAB et le LS plutôt solubles dans l'alcool et le

LC11C9 plutôt soluble dans le chloroforme)

• nous avons déposé des volumes de lui, et laissé migrer 40 minutes. Nous

utilisons pour l'élution un mélange MeOH:HCCl3:H2O:NH4
+aq. 30:60:2.5:2 .

• après l'élution les barrreaux sont séchés pendant 5 minutes dans une

étuve à 80°C avant la mesure sur le Iatroscan. La flamme est réglée avec un mélange

air/hydrogène, de débits 180 et 200 ml/min respectivement, et la vitesse de déplacement

du brûleur est telle que l'analyse d'un barreau dure 30 secondes.

Sur la Figure 1 nous avons tracé les courbes de calibration obtenues avec les

produits purs DDAB, LS et LC11C9. Sur les Figures 2 et 3 nous donnons deux exemples

de chromatogrammes obtenus avec des mélanges DDAB/LS et DDAB/LC11C9.
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Figure 1 : Courbes de calibration sur le Iatroscan pour les trois molécules DDAB, LC11C9
et LS. Les poudres sont dissoutes dans un mélange équivolumique ME0H:HCCl3 et
l'éluant est un mélange 30:60:2.5:2 de MeOH:HCCl3:H2O:NH4

+aq.
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Figure 2 : Chromatogramme d'un échantillon de DDAB+LC11C9 préparé initialement à
XLC11C9=O.33.
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Figure 3 : Chromatogramme d'un échantillon de DDAB+LS (DDAB 2% + LS 2%, phase
supérieure). Le petit pré-pic correspond certainement au 6-0 Lauroylsaccaharose qui se
forme au bout d'un certain temps à partir du 2-0 Lauroylsaccharose, surtout dans le
méthanol.
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Résumé : *

Le problème général traité dans ce travail est la caractérisation de l'effet spécifique

têtes polaires sucres dépassant à la surface d'une bicouche. Nous avons ainsi étudié l'ajout

d'oligosaccharides et de glycolipides dans les phases lamellaires du tensioactif cationique

DDAB (bromure de didodécyldiméthyl ammonium). Deux étapes ont été suivies : la

détermination des prismes de phases et l'interprétation thermodynamique en termes

d'interactions moléculaires.

Pour caractériser ces systèmes nous avons mis au point deux méthodes

expérimentales originales de diffusion de rayonnements aux petits angles :

- une méthode par variation de contraste en diffusion de neutrons, qui permet

d'étudier l'adsorption de solutés dans des bicouches.

- une méthode en gradient de concentration en capillaire pour établir

directement et quantitativement les diagrammes de phases de systèmes ternaires par

diffusion de rayons X.

Nous avons observé que les oligosaccharides, c'est-à-dire les têtes polaires sucres libres

en solution, induisent sur l'équilibre lamellaire-lamellaire du DDAB une force attractive de

depletion lorsqu'ils sont exclus de la phase la plus concentrée.

Pour les deux glycolipides étudiés, 2-0 lauroylsaccharose et N-lauroyl N-nonyl lactitol,

nous avons établi les diagrammes de phases ternaires eau/DDAB/glycolipide en fonction de la

température. Nous avons mis en évidence des points critiques à température ambiante.

Nous avons mesuré la pression osmotique dans les phases lamellaires concentrées.

Nous avons observé que les glycolipides augmentent la répulsion d'hydratation à courte

distance, et que la répulsion électrostatique est dominante et inchangée à grande distance

tant qu'il reste au moins 1% en moles de tensioactif ionique. Enfin, nous avons calculé une

énergie d'adhésion liée aux têtes polaires carbohydratées près de 8 fois plus grande que celle

du DDAB, à distance égale des parties apolaires.

En régime dilué, nous avons observé que les glycolipides diminuent le gonflement

maximum des phases lamellaires, avec une compétition pour l'eau entre la phase lamellaire

et la phase diluée de vésicules ou de micelles suivant le cas.

Mots-clés : glycolipides, phases lamellaires, démixtion lamellaire-lamellaire, pression

osmotique, interactions moléculaires, adhésion, diffusion de rayons X aux petits angles,

diffusion de neutrons aux petits angles


