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Chapitre 1
Avant-propos

La plupart des études concernant les films liquides se sont développées parallélement aux
théories sur la stabilité des dispersions colloidales. De fait, les interactions qui gouvernent la
structure de ces films minces sont analogues & celles mises en jeu dans les systémes colloidaux,
ol le role des interfaces est primordial. Sous leur forme la plus simple, les films liquides corres-
pondent & des bicouches de tensioactifs dont on peut ajuster ’épaisseur en modulant les répulsions
électrostatiques entre les parois. Toutefois, les films peuvent revétir des formes plus complexes,
associées & la nature chimique des tensioactifs impliqués dans leur structure et aux interactions
tensioactif-tensioactif qui s’y développe. Le terme « tensioactif » lui-méme s’applique & une pa-
noplie de molécules extrémement diversifiée, capables d’abaisser la tension superficielle. Il s’agit
dans le cas le plus basique de petites molécules constituées d’une téte polaire et d’une chaine ali-
phatique, et dans le cas le plus complexe, de macromolécules synthétiques ou biologiques comme
les protéines.

D’un point de vue pratique, les molécules tensioactives intéressent des secteurs de I'industrie
trés variés comme lextraction du pétrole, les détergents, I’agroalimentaire (mousses et émul-
sions), la cosmétique et la pharmacologie (encapsulation de principes actifs). Par ailleurs, dans le
domaine du vivant, la matrice des membranes cellulaires est composée d’un type de tensioactifs
particuliers appelés phospholipides. Dans ce contexte, les films minces apparaissent comme des
systémes modeéles pertinents pour caractériser I'activité de surface de nombreux tensioactifs et
répondre & des problémes interfaciaux trés divers. Les récents travaux réalisés dans notre labo-
ratoire illustrent tout & fait ce point. Ils concernent I’étude de films de polyélectrolytes couplée a
celle des émulsions correspondantes, mais aussi I’hydration des films de phospholipides ou I’étude
des interactions protéines/tensioactifs par le biais de films mixtes.

Dans le cadre de mon travail de thése, nous nous sommes intéressés a une nouvelle architecture
moléculaire, celle des films stabilisés par des protéines solubles. Il est vrai que les propriétés in-
terfaciales des protéines sont déja abondamment étudiées du fait de 'omniprésence des protéines
dans I'industrie agroalimentaire. Ces travaux, parfois empiriques, concernent majoritairement la
structure et la rhéologie des couches adsorbées & diverses interfaces, ou la stabilité globale des
mousses et des émulsions. Cependant, les études concernant les films de protéines a proprement
parlés sont rares. Ils permettent pourtant de modéliser les interactions qui existent entre parti-

cules dispersées (les bulles dans le cas d’une mousse) et finalement d’interpréter la stabilité des
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dispersions. Ici, nous avons adopté une approche basée sur plusieurs techniques afin de détermi-
ner la structure moléculaire des filins de protéines, quantifier les interactions qui y prennent part
et discuter de leur permeéabilité au gaz. Dans la derniére partie de ce travail, nous nous somines
intéressés a d’autres films complexes, constitués uniquement de cyclodextrines amphiphiles. Au
cours de cette étude, nous avons mis 'accent sur le role-clef de 'hydratation des cyclodextrines
dans la structure de ces films.

Le plan de ce manuscrit se divise en six grandes parties:

— tout d’abord, nous présentons briévement les caractéristiques des couches de protéines ad-
sorbées a l'interface air/solution, ainsi que les modeéles théoriques utilisés dans la littérature
pour décrire cette adsorption (chapitre 2);

— puis, nous faisons le point sur I’état actuel des connaissances relatives aux films noirs et
sur les motifs de leur étude. La suite de cette partie est consacrée & la présentation de
la réflectivité des rayons X, technique trés performante pour déterminer la structure fine
des films noirs. Nous 'utiliserons ensuite pour étudier l'organisation moléculaire des filns
noirs de protéines. Ainsi, nous mettrons en évidence comment les propriétés des couches de
protéines adsorbées a 'interface air/solution conditionnent la stabilité et la structure des
films résultants (chapitre 3);

— dans la partie suivante, nous nous intéressons au « mirissement d’Ostwald »,! l'un des
phénomeénes responsables de la déstabilisation des mousses. Ce phénoméne est le résultat
de la diffusion de l’air des petites bulles vers les plus grosses a travers le film qui les
sépare. Nous le caractériserons a ’échelle d’une bulle individuelle en étudiant comment les
couches de protéines adsorbées s’opposent au transfert de l'air de 'intérieur de la bulle vers
I’extérieur. Nous en déduirons le coefficient de perméabilité a I'air des couches d’adsorption.
Nous insisterons particuliérement sur 'influence de la rhéologie des surfaces lors de la
diminution de taille de la bulle (chapitre 4);

— ensuite, nous proposons une nouvelle technique pour mesurer I’énergie d’interaction entre
les couches de protéines adsorbées dans les films noirs. A la lumiére de ces résultats, nous
verrons si ’énergie d’interaction des films est un parameétre pertinent pour expliciter leur
perméabilité a l'air (chapitre 5);

— enfin, nous étudions la stabilité globale de mousses de protéines. Nous tenterons d’inter-
préter ces résultats au regard des propriétés des films et des bulles individuelles présentées
tout au long des chapitres précédents (chapitre 6);

— dans un autre registre, nous exploitons la géométrie confinée des films noirs pour étudier

Ihydratation des cyclodextrines (chapitre 7).

1. En toute rigueur, le terme de « mirissement d’Ostwald » s’applique aux émulsions pour décrire la disparition
des petites gouttes au profit des grosses. Un phénoméne analogue se produit au niveau des bulles dans les mousses.
11 est désigné en anglais sous le terme de « coarsening ». Malheureusement;, il n’existe pas de traduction en francais.
A défaut, nous parlerons aussi de « mirissement d’Ostwald » dans le cas des mousses.



Chapitre 2

Les protéines: présentation générale et

activité de surface

2.1 Structure générale des protéines

Les protéines sont des polymeéres biologiques construits & partir de 20 acides aminés différents.
Les acides aminés se divisent en trois familles: polaires non chargés, chargés et hydrophobes
[Bra91]. Ils peuvent s’associer en un grand nombre de séquences différentes via des liaisons
peptidiques (Figure 2.1) et former des domaines spécifiques, dont la structure tridimensionnelle

détermine la fonction biologique de la protéine.

acide aminé acide aminé
R, H L 0o
| o
“'N/T\C /N\C/C -
| ” |
H H O R,

liaison peptidique

Fi1G. 2.1 — Les protéines sont constituées d’une succession d’acides aminés soudés les uns auz
autres par des liaisons peptidiques. Les acides aminés (20 au total) différent par la nature chi-
mique du résidu, noté R sur le dessin.

On distingue traditionnellement quatre niveaux d’organisation dans les protéines:
— la structure primaire désigne la séquence des acides aminés le long de la chaine principale,

— certaines régions de la séquence s’organisent localement en hélices «, en feuillets (5 ou
en coudes  (Figure 2.2). Ce sont les motifs élémentaires qui caractérisent la structure
secondaire de la protéine,

— la structure tertiaire décrit le repliement spatial de ces motifs, qui conduit généralement a
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la formation de globules compacts en solution,

— quant a la structure quaternaire, elle indique si la protéine finale est composée de 1’asso-

ciation (non covalente) de plusieurs chaines peptidiques.

Eléments de
structure
secondaires

Feuillet béta

&
maﬂnri;faim . E ‘ .Pratéine

Copyrigh! ©2001 Banjamin Curnmings. an imprint of Addison Wesley Langman, inc.

F1G. 2.2 — Représentation schématique des différents motifs élémentaires qui forment la structure
secondaire des protéines.

Ces éléments de structure sont stabilisés par des interactions de type électrostatique, Van der
Waals, hydrophobe, par liaison hydrogéne et parfois méme par liaison covalente. Les interactions
entre la protéine et son environnement jouent également un role prépondérant. Ces interactions
sont briévement présentées ci-dessous, a l’exception des deux premiéres (électrostatique et Van

der Waals), qui n’ont rien de spécifique aux protéines.

Interaction hydrophobe L’intérieur des protéines solubles est plutét hydrophobe tandis
que leur surface est hydrophile. 11 est couramment admis que les effets hydrophobes sont le
principal moteur qui gouverne l'effondrement de la chaine peptidique sur elle-méme [Bra91].
Le repliement des protéines solubles dans I’eau permet donc de soustraire les acides aminés
hydrophobes a tout contact avec le solvant. Cependant, seules les chaines latérales de ces acides
aminés sont effectivement hydrophobes. La chaine principale, constituée uniquement de groupes
N-H et C=0, est trés polaire. Afin de minimiser le colt énergétique de son insertion dans un
environnement hydrophobe, elle s’arrange en hélice a ou en feuillet 3, structures dans lesquelles
les groupes N-H et C=0 se lient par liaisons hydrogeéne. C’est également la raison pour laquelle
les segments des protéines transmembranaires insérés dans les bicouches lipidiques adoptent des
conformations en hélice a ou en feuillet 3 (Figure 2.3).

Liaison hydrogéne La structure en hélice o est maintenue par un ensemble régulier de
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a-helical bundle fharrel
bacteriorhodopsin porin

Fi1G. 2.3 — Les protéines membranaires se classent en deux catégories différentes: leur structure
dans la membrane peut s’organiser soit sous forme d’hélices o, soit sous la forme d’un tonneau

de feuillets (3.

liaisons hydrogéne: chaque groupement carbonyl sert d’accepteur de liaison hydrogéne pour
le groupement N-H situé quatre résidus plus loin sur la chaine (pas de I’hélice: 3,6 a.a). La
structure plissée du feuillet 8 (paralléle ou antiparalléle) repose elle aussi sur la formation de
liaisons hydrogene.

Liaison covalente : les ponts disulfides Des ponts covalents peuvent se former entre deux
points (résidus cystéine) assez éloignés dans la chaine peptidique, mais proches du fait des replie-
ments de la protéine (Figure 2.4). Ces liaisons S-S stabilisent la structure tertiaire de la protéine
et lui conférent une plus grande rigidité qui influence considérablement son comportement aux

interfaces.

H 7N cystéine cystéine
H—C— CH, SH c=o0
/ NN /
0=¢C SH CH,—C—H
N—H
i
H—C— CH, ;:o
/ \ S
O=¢C S/ \CHZ—C—H

N—H

pont disulfide

Fi1G. 2.4 — Formation d’un pont disulfide entre deuz résidus cystéine de la chaine peptidique.
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Interaction avec Uenvironnement L’hydratation des protéines solubles, tout comme 1'in-
teraction protéine transmembranaire/membrane sont des parameétres cruciaux pour comprendre
leur structure et donc leur fonction. En effet, les protéines globulaires en solution sont entou-
rées d’une coquille de molécules d’eau fortement liées, dont les propriétés sont trés différentes
de celles de 'eau liquide [Sve98]. Cette couche d’hydratation représente environ 0.3 g d’eau par
gramme de protéine, ce qui correspond en moyenne a 2 molécules d’eau par acide aminé [Cre93].
Les interactions protéine/solvant, dont dépend la solubilité de la protéine, sont essentiellement

déterminées par les acides aminés hydrophiles qui tapissent la surface du globule.

La structure tridimensionnelle des protéines résulte donc d'un grand nombre d’interactions
simultanées qui se développent entre différentes parties de la molécule et avec son environnement.
Aujourd’hui encore, prévoir la conformation native d’une protéine dans un environnement donné
a partir de sa séquence d’acides aminés reste un défi majeur en biologie moléculaire. De nom-
breuses interrogations subsistent quant a la nature des mécanismes qui controlent le repliement
des protéines. L’hypothése d’un controéle purement thermodynamique suppose que I’état natif des
protéines correspond a la conformation de plus basse énergie. Cependant, Levinthal a montré
qu’il était impossible qu'une chaine dépliée cherche de maniére aléatoire la conformation la plus
favorable énergétiquement a travers l’espace de toutes les conformations possibles [Lev68]. Cela
nécessiterait en effet un temps gigantesque non compatible avec les temps de repliement mesurés
expérimentalement. II semble donc que I'hypothése d’un contréle mixte, thermodynamique et
cinétique, soit plus conforme a la réalité [Cam93].

Dans le cadre de ma thése, nous nous sommes exclusivement intéressés a la structure et aux
propriétés de films minces stabilisés par des protéines solubles. En effet, les protéines présentent
un caractére amphiphile marqué qui les rend trés actives aux interfaces. Connaitre la structure
de ces couches adsorbées est fondamental pour mieux controler la formation et la stabilité des

mousses et des émulsions dans lesquelles les protéines sont impliquées.

2.2 Propriétés interfaciales des couches de protéines adsorbées

2.2.1 Cinétique d’adsorption des protéines

Du fait de leur amphiphilie, les protéines s’adsorbent spontanément aux interfaces. Pour des
temps trés courts (quelques dizaines de secondes), le processus d’adsorption est purement diffusif.

La concentration surfacique de protéines (I') obéit a la loi suivante, proposée par Langmuir

[Mac63a| [Ybe98a):
I(t) = QCOE (2.1)

ou ¢g est la concentration de protéines en solution et D leur coefficient de diffusion.

Pour des temps plus longs, les protéines doivent franchir une barriére d’énergie avant de pouvoir
s’ancrer sur la surface [Mac63b]. Cette barriére est induite par la présence des molécules déja
adsorbées dans la couche. Ainsi, le taux d’adsorption des protéines ‘fl—ll: diminue lorsque la pression

de surface augmente. En négligeant le phénomeéne de désorption, on peut exprimer % a partir
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de l’équation de Boltzmann suivante! :

dl’ IMAA
= 7z - 7 = 2.2
o exp( T ) avec k1co (2.2)

ou Z représente le nombre de protéines qui entre en collision avec la surface par unité de temps
et k1 une constante cinétique du premier ordre. IIA A correspond au travail que doit fournir une
protéine pour s’adsorber sur une surface de pression II. En effet, elle doit compresser les molé-
cules déja présentes afin de dégager la surface minimum AA dont elle a besoin pour s’adsorber.
Dans le cas de polyélectrolytes comine les protéines, I’adsorption est également limitée par la pré-
sence d’une barriére électrostatique a la surface [Mac63c|. Cette contribution électrique conduit
4 une diminution de la concentration effective en protéines aux abords de la surface et donc &
une diminution du nombre de collisions (Z). On peut en tenir compte dans l’équation (2.2) en

modifiant ’expression de Z:

Q¢
o7 (2.3)

ou & est le potentiel zéta de la surface et Q la charge des protéines en solution.

Z = kicoexp(—

Narsimhan et al ont ainsi modélisé I’adsorption des protéines comme un processus de diffusion
dans un champ de potentiels [Nar92|. Leur modeéle, assez élaboré, intégre les barriéres liées a la
pression de surface et a la charge électrique évoquées ci-dessus. 1l prend également en compte la
taille et la forme des protéines, ainsi que I’hydrophobicité de leur surface. De cette maniére, leurs
prédictions sont en accord avec les courbes expérimentales I'(¢) obtenues pour diverses protéines

a l'interface air/solution.

2.2.2 Equation d’état TI(I") a Pinterface air/solution

La plupart des travaux concernant la cinétique d’adsorption des protéines proposent une
mesure simultanée de la concentration de surface I'(t) et de la pression de surface II(t) corres-
pondante [Gra79a] [Cor99] [Gur03]. La concentration de surface est déterminée par ellipsométrie
ou par des méthodes de tragage radioactif, tandis que la pression de surface est directement me-
surée par la méthode de Wilheliny. L’équation d’état II(T") est ensuite déduite de ces expériences.
De maniére générale, II et I' augmentent trés rapidement au début de I’adsorption. Cette aug-
mentation est d’autant plus forte que la concentration de protéines en solution est importante.?
Plusieurs modéles ont été proposés pour rendre compte de I’état des couches de protéines adsor-

bées a l'interface air/solution :

— le modéle le plus simple assimile les couches d’adsorption & un gaz idéal a deux dimensions.

1. Cette équation a été initialement proposée par Ward et Tordai (1952) pour décrire I’adsorption d’acides gras
a l'interface hexane/eau. Elle a ensuite été appliquée a de nombreux systémes, comme les polyéléectrolytes.

2. On observe parfois une phase d’induction durant laquelle la pression de surface est nulle alors que la concen-
tration de surface atteint des valeurs assez élevées (~ 1 mg/m?). Ce phénoméne a été observé pour la BSA [Ybe98a|
et la B-lactoglobuline [Cor99] [Gur03] lorsque la concentration de protéines en solution était faible (10~? mg/mL).
Dans ces conditions, la couche de protéines adsorbées, trés diluée pendant la phase d’induction, se comporte
comme un gaz idéal & deux dimensions. C’est I’absence d’interactions entre les protéines qui expliquerait que la
pression de surface reste quasi-nulle au début de ’adsorption.
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Les protéines adsorbées obéissent alors a I’équation d’état suivante:
II =kpIT (2.4)

Cette équation est trés restrictive puisqu’elle suppose que les protéines adsorbées n’inter-

agissent pas entre-elles. Elle ne s’applique donc que dans des régimes dilués,

— pour des concentrations de surface plus hautes, ’équation de Volmer semble décrire conve-
nablement ’état des monocouches de protéines globulaires [Dou99| [Gur03] :
kpTT
m= 5" (2.5)
(1 —wl
ou w représente l’aire moyenne occupée par une protéine adsorbée. Cette équation décrit les
couches d’adsorption comme une solution 2D. Dans ce modéle, les protéines sont assimilées
a des disques durs qui interagissent entre eux uniquement via des forces & courte portée.

On peut remarquer que pour wl' < 1, on retrouve ’équation du gaz idéal,

— il existe un autre modéle, basé sur I'idée que les protéines adsorbées se comportent comme
des polymeéres multiblocs en régime semi-dilué [Dou99|. L’équation d’état correspondante

est alors déduite d’une approche de type loi d’échelle:
IT~ kgTT¥ (2.6)

Ce modéle est particuliérement pertinent pour décrire les couches adsorbées de [-caséine
[Agu99]. En effet, cette protéine posséde une structure désordonnée, trés distincte des
structures compactes des protéines globulaires. En premiére approximation, la (-caséine

est souvent assimilée & un polyélectrolyte linéaire et flexible [Lee96|,

— enfin, Fainerman et al ont proposé un autre modéle, valable dans des régimes trés concen-

trés, qui prend en compte le phénomeéne d’agrégation des protéines en surface |Fai99|.

2.2.3 Irréversibilité de ’adsorption des protéines

Une des caractéristiques du comportement interfacial des protéines réside dans 'irréversibilité
de leur adsorption [Mac98|. Malgré leur grande solubilité dans l'eau, les protéines sont tres
difficiles & désorber de l'interface air/solution |Gra79b]. On se propose d’illustrer ce point a

travers deux exemples de la littérature:

— Graham et al ont déterminé les parameétres a I'équilibre (I'¢q et 1l¢,) de diverses couches de
protéines a U'interface air/solution. Ils ont ensuite cherché & déplacer cet équilibre en rem-
plagant progressivement la solution de protéines par de 1’eau. Ils ont observé que la pression
de surface ne variait pas malgré la déplétion. Les protéines responsables de 'activité de

surface de la solution sont donc irréversiblement adsorbeées.

3. Toutefois, ces expériences montrent que la concentration de surface diminue sous 'effet de la déplétion. Cette
diminution correspond a la désorption des protéines situées dans les sous-couches de l'interface (sous la couche
primaire directement adsorbée au contact de l’air). La présence de ces protéines a peu d’incidence sur la tension
de surface de la solution.
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— Ybert et al ont étudié la vitesse d’ascension d’une bulle d’air (R ~ 400pm) dans une

solution de protéines [Ybe98b|. Leurs résultats montrent que la vitesse de la bulle diminue
au fur et a mesure que les protéines s’adsorbent & sa surface. En effet, la bulle s’enveloppe
d’un manteau de protéines qui lui confére des propriétés hydrodynamiques proches de
celle d’une spheére rigide. Ils ont ensuite considéré la vitesse d’ascension d’une bulle, déja
recouverte de protéines, dans une colonne d’eau pure [Ybe(00|. D’aprés leurs mesures, la
vitesse reste constante. Ce résultat indique que la structure de la paroi de la bulle ne varie
pas. Les protéines sont donc adsorbées de maniére irréversible.
A Tinverse, la vitesse d’une bulle recouverte de dodécyl sulfate de sodium (SDS) augmente
au cours de sa montée le long d’une colonne d’eau pure. Cette accélération traduit la
désorption des molécules de SDS et donc une modification des propriétés hydrodynamiques
de la bulle.

On peut donc conclure que les protéines sont des tensioactifs singuliers. Contrairement aux
tensioactifs classiques, constitués d'une téte polaire et d’'une queue hydrophobe (SDS), les pro-
téines s’adsorbent de maniére irréversible. Ceci est probablement lié au fait qu’elles sont attachées
a la surface en plusieurs points. De plus, les protéines adsorbées interagissent fortement avec leurs

voisines ; elles tendent & former un réseau dont il est difficile de les extraire.

2.2.4 Dénaturation des protéines aux interfaces

Que devient la structure des protéines une fois adsorbées? Cette question est aujourd’hui
encore sujet a débat. S’il est communément admis que les protéines subissent des réarrange-
ments moléculaires aux interfaces [Gra79a|, 'amplitude de ces réarrangements n’est pas encore
bien connue. Elle dépend d'une part de l'interface considérée (eau/air, eau/huile, eau/surface
solide, etc.), mais également de la nature des protéines en question. A I'interface air/solution, les
protéines adsorbées cherchent & exhiber a lair leurs groupements hydrophobes. Néanmoins, elles
sont limitées dans leur capacité de réorganisation par la flexibilité de leur structure (le nombre
de ponts disulfides que posséde la protéine peut étre un élément pertinent pour discuter de ce
point.).

De maniére générale, on peut retenir les deux points suivants:

— l'amplitude des réarrangement structurels subis par les protéines dépend de la concentration
en molécules a l'interface [Gra79c| [Nor92|. Ainsi, les protéines se déplient davantage lorsque
la concentration surfacique est faible. En revanche, les protéines impliquées dans des couches
d’adsorption denses adoptent une structure compacte, proche de leur structure native en

solution,

— les protéines globulaires ne se dénaturent que partiellement aux interfaces. Des expériences
de spectroscopies I.R. ont montré qu’elles conservaient de nombreux éléments de leur struc-
ture en solution une fois adsorbées [Fan97| [Pos03]. Postel et al ont vérifié ceci a travers
I’étude de couches de lysozyme adsorbées a 'interface air/solution. En présence d’'un agent
dénaturant en solution, ils ont observé que le profil de densité des couches d’adsorption
obéissait a la loi d’échelle théorique prévue pour les polymeéres (~ Z_%). Néanmoins, les

profils d’adsorption associés a des solutions natives de lysozyme ne vérifient plus cette loi,
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et leur structure ne correspond pas pour autant a celle d'une monocouche de protéines na-
tives. Il semble donc que les protéines adsorbées subissent des réarrangements moléculaires
au contact de l'air (hydrophobe); toutefois, 'amplitude de ces réarrangements est limitée
par des interactions intramoléculaires suffisamment fortes qui empéchent la dénaturation

compléte des protéines.

2.2.5 Propriétés rhéologiques et structure gélifiée

Les protéines ont la particularité de former des couches viscoélastiques aux interfaces. Dans la

littérature, on parle souvent de réseau interfacial, ou méme d’une « peau » qui tapisse 'interface
considérée |Pri98].
La spécificité des couches de protéines adsorbées a été mise en évidence a travers I’étude de leurs
propriétés rhéologiques. Typiquement, on applique une déformation & l'interface étudiée et on
observe ensuite les répercussions sur la tension de surface (o) en fonction du temps. On distingue
traditionnellement deux types de déformations |Bos01]: la dilatation et le cisaillement (Figure
2.5).

dilatation

—

cisaillement

—>

FiG. 2.5 — Ezemples de déformations 2D qu’on applique auz interfaces pour caractériser les
propriétés rhéologiques de leurs couches d’adsorption.

La réponse de l'interface dans chacune de ces situations est caractérisée par les paramétres

suivants :

— le module élastique de dilatation ¢ défini par I'expression :

_da
T dinA

(2.7)

ou A correspond a l'aire de la surface considérée,
— le module élastique de cisaillement pu.
A chacun de ces modules, on associe un paramétre de viscosité (1) qui traduit le déphasage entre

le moment ou la déformation est appliquée et le moment ot la structure de la surface change.
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Les techniques utilisées pour déterminer ces parameétres sont multiples. En outre, la dyna-
mique & laquelle les déformations sont appliquées ainsi que leur amplitude sont trés variables
d’une expérience a une autre |Bos01|. De maniére générale, I’étude des propriétés rhéologiques
des couches d’adsorption sert de base pour sonder indirectement la structure du réseau interfacial
et les interactions entre les protéines. Les auteurs en tirent des informations pour discuter de la
« rigidité » des couches d’adsorption, et éventuellement de la conformation des protéines adsor-
bées (c¢f. |Gra80a| |Gra80b| [Mel98| par exemple). A terme, le but est de parvenir a interpréter la
stabilité globale des mousses de protéines en fonction de la nature du réseau présent a U'interface
air/solution [Mar02]. En particulier, les expériences de rhéologie peuvent servir a optimiser les
conditions de formation des mousses (vitesse de création de l'interface) |[Mur02a| [Mur02b].

Du fait de la complexité de leur structure chimique, les protéines interagissent fortement
les unes avec les autres via des liaisons trés variées (liaisons hydrogene, électrostatiques, hydro-
phobes, etc.). Ainsi, les paramétres viscoélastiques de cisaillement et la viscosité dilatationnelle
des couches de protéines sont trés supérieures a ceux des couches de tensioactifs de petite taille
(petites molécules amphiphiles constituées d'une téte polaire et d’une chaine hydrophobe) [Pri98§]
[Bos01]. C’est pourquoi, les couches de protéines adsorbées sont souvent assimilées a des gels phy-

siques & deux dimensions [Pet00] [Ban03|.

2.3 Les protagonistes de cette thése

Dans ce paragraphe, nous présentons les principales caractéristiques des protéines que nous
allons étudier tout au long de cette thése (cf. tableau). Les échantillons d’a-lactalbumine et de
B-lactoglobuline proviennent de la compagnie Davisco Foods International, et ceux de (3-caséine
de Nutriceps. Quant aux échantillons de BSA et de lysozyme, nous les avons acheté auprés de
Sigma-Aldrich. Dans tous les cas, le degré de pureté en protéines est supérieur a 95 % (sur
une base séche). Le pourcentage restant correspond essentiellement a du matériel inorganique et

occasionnellement a des impuretés grasses (1,8 % dans le cas de I'a-lactalbumine).

Protéines H o-la B-1g B-ca BSA ‘ lysozyme
Nb d’acides aminés 123 162 209 581 129
Poids moléculaire 14200 18300 24000 67000 14500
Structure tertiaire globule globule pelote stat. globule globule
dimensions (nm) 3,7x3,2x2,5 | 3,58%3,58%3,58 - 4,16x4,16x14,09 | 3x3x4,5
Nb de ponts disulfides 4 2 17 4
pH; 4,6 5,2 4.8 11,8

L’a-lactalbumine, la S-lactoglobuline et la B-caséine sont des protéines du lait. Les deux pre-

miéres sont globulaires alors que la (3-caséine posséde une structure tridimensionnelle aléatoire.
En effet, elle ne comporte pas de pont disulfide intramoléculaire. La flexibilité de sa conforma-
tion lui confére une grande activité de surface, puisqu’elle peut rapidement exhiber ses parties

hydrophobes a I'air [Gra79b|. Sa chaine est constituée d’'une alternance de séquences hydrophiles
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et hydrophobes. De ce fait, elle est souvent modélisée comme un copolymére multiblocs et la
structure de ses couches d’adsorption peut étre décrite a ’aide de la théorie classique des poly-
meres [Agu99| [Har98|. Dans le lait, elle est impliquée dans la formation de gros agrégats mixtes

qui permettent de piéger du matériel organique.

Nous avons également travaillé avec deux autres protéines globulaires, la BSA (Bovine Serum
Albumin) et la lysozyme. La premiére se distingue par ses dimensions: sa chaine peptidique est
environ quatre fois plus longue que celles des autres protéines globulaires étudiées ici. Quant
a la lysozyme, elle, est connue pour la stabilité de sa structure tridimensionnelle en solution
[Nor92]; elle se dénature a plus haute température que les autres protéines globulaires [Gra79a).
On peut s’en rendre compte sur la figure 2.6 qui compare la tension de surface des différentes
solutions de protéines préparées au point isoélectrique.* Au bout de 1/2 h, les tensions de surface
ont toutes atteintes leur valeur a 1’équilibre a l’exception de celle associée a la lysozyme. Trés
rigide, cette protéine réarrange lentement sa structure moléculaire a I'interface air/solution. En
outre, sa tension de surface est la plus haute de toutes. Par conséquent, la lysozyme est la protéine

qui posséde l'activité de surface la plus pauvre pour des raisons intrinséques a sa structure native.

63 -
62 -
61 -
60
59 —
58 -
57 -
56 -
55 -
54 lys
53
52 1 BSA
51 -
50
49 - B-ca
48 - a_|g
47 - B-lg
! | ! | ! | ! | ! | ! | ! |
0 4000 8000 12000 16000 20000 24000 28000
temps (s)

tension de surface (MN.m™)

FiG. 2.6 — Isothermes de tension de surface (o) des différentes protéines étudiées tout au long
de ce travail. Les solutions ont été préparées au point isoélectrique en présence de 0,5 mg/mL
de protéines. Les expériences ont €té réalisées par la méthode de Wilhelmy a T=24+1°C. La
précision des mesures est de l'ordre de =1 mN/m.

4. Le principe de cette méthode consiste & mesurer la force F exercée par la surface de la solution sur une fine

plaque de platine (dimension: 1) via le ménisque qui les met en contact. L’angle de contact entre la solution et le

platine étant proche de zéro, on a: o = Ez
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D’un point de vue rhéologique, les couches de [(-caséine sont souvent qualifiées de flexibles,
tandis que celles des protéines globulaires sont dites rigides |Gra80a| [Gra80b| [Bos01|. En d’autres
termes, les couches de protéines globulaires possédent une structure interne plus cohésive, ce qui
se traduit par des coefficients viscoélastiques plus élevés. Parmi elles, les couches de lysozyme
semblent étre plus rigides que celles de BSA.

On dispose ainsi d’une série de protéines dont les caractéristiques en solution et aux interfaces
sont assez diversifiées. Nous allons voir tout au long de ce travail comment ces différences se
manifestent & travers ’étude des films minces stabilisés par chacune de ces protéines. A un autre
niveau, nous comparerons réguliérement les propriétés des films de protéines a celles des films de
SDS (sodium dodécyl sulphate). Ainsi, nous opposerons souvent le comportement interfacial des
protéines a celui des tensioactifs dits de petite taille, dont le SDS sera le représentant (Figure
2.7).

H,C O
2 \/\/\/\/\/\/
\S

J —O Na

:O

O

Fia. 2.7 — Formule chimique du sodium dodécyl sulphate (SDS). Ce composé est constitué d’une
téte polaire chargée et d’une chaine carbonée hydrophobe. Il posséde une cinétique d’adsorption
trés rapide qu’on ne peut pas observer par la méthode de Wilhelmy. Expérimentalement, la tension
de surface des solutions (¢csps=0,5 mg/mL, cnac1=0,32 M) chute instantanément & 31,5 mN/m

a T=24£1°C. Elle est donc beaucoup plus basse que celle des protéines, typiquement comprise
entre 45 et 55 mN/m.
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Chapitre 3

Stabilité et structure d’un film noir de

protéines

Dans ce chapitre, nous commencerons par présenter 1’état actuel des connaissances concer-
nant les films noirs. Nous mettrons particuliérement 1’accent sur leurs propriétés de stabilité et de
structure, puis nous montrerons en quoi ils constituent des systémes pertinents pour modéliser
les interactions dans les systémes colloidaux. Dans une deuxiéme partie, nous présenterons la
technique de réflectivité de rayons X qui est notre outil pour déterminer la structure molécu-
laire de ces films. Nous verrons comment les données expérimentales sont traitées & 1’aide d’un
formalisme matriciel d’optique, et nous détaillerons les informations auxquelles on a finalement
acces. Pour finir, nous mettrons a profit ces connaissances et cette technique expérimentale pour

étudier un nouveau type de film noir, constitué uniquement de protéines solubles.

3.1 Les films noirs: un systéme modéle pour étudier les interac-

tions entre objets colloidaux

3.1.1 Préambule: irisation des films de savon

Newton est 'un des premiers a s’étre intéressé aux films de savon, et plus particuliérement aux
irisations qu’ils présentent a leur surface. Par analogie avec les interférences colorées, observées
4 l'aide d’'un coin d’air entre deux plaques en verre, il mit en relation la couleur des films en
fonction de leur épaisseur. L’ensemble de ses travaux ont permis d’établir 1’échelle des teintes
dite de Newton (Figure 3.1) [New04].

noir-gris-blanc-jaune-orange-bleu-vert-jaune-rouge-bleu-vert-jaune...

g
bl

| | | | | | N,
7

|
T T T T T T T
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500  épaisseur (A)

Fi1G. 3.1 — Echelle des teintes de Newton: elle fait correspondre Uépaisseur des films a leur irisa-
tion.

17



18 CHAPITRE 3. STABILITE ET STRUCTURE D’UN FILM NOIR DE PROTEINES

Lorsqu’un faisceau de lumiére incident atteint la surface d’un film, une partie du faisceau
est réfléchie tandis que l'autre est transmise (Figure 3.2). Le faisceau transmis va lui-méme se
scinder de maniére analogue a sa rencontre avec ’autre surface du film, etc... Le film est donc le

siege de réflexions multiples.

faisceau interférences entre

incident faisceaux réfléchis

air

film

air
faisceaux

transmis

Fi1G. 3.2 — Réflexion de la lumiére par un film mince: les irisations sont le résultat d’interférences
constructives entre les faisceaux réfléchis sur chacune des faces du film.

Les irisations sont le résultat des interférences constructives qui se produisent entre les fais-
ceaux réfléchis sur chacune des faces du film. Considérons le cas simple ot I’on éclaire un film
d’épaisseur e et d’indice de réfraction n par un faisceau de lumiére blanche sous incidence normale.

L’intensité réfléchie pour une longueur d’onde A s’exprime de la maniére suivante [Bor80]:

472 sinZ(%)

I=1 3.1
Y- r2)2 + 4r? sin?(25e) (3.1)
ou Iy est I'intensité incidente et r le coefficient de Fresnel: r = L‘r—z

La couleur du film sera celle dont la longueur d’onde est la plus intensément réfléchie compte-
tenu de I’épaisseur du film. Plus schématiquement, ce sera la couleur pour laquelle les différents
faisceaux réfléchis sont en phase. Pour illustrer ceci, voici la description de trois exemples carac-
téristiques :

— un film trés épais, typiquement de 10 000 A, apparait blanc. En effet, plusieurs longueurs
d’onde du spectre visible! présentent des pics de réflexion pour cette épaisseur et se mé-
langent optiquement,

— un film d’épaisseur 3000 A présente une irisation verte (A= 5500 A),

— enfin, un film mince (~ 700 A) est plutot blanc brillant (« argenté » d’aprés [Mys59]) ; pour
cette épaisseur, l'intensité réfléchie par le film dépend peu des longueurs d’onde du spectre

visible.

1. 4000 A< X < 8000 A
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En-dessous de 200 A, aucune radiation visible n’est réfléchie de maniére conséquente par le
film. En effet, son épaisseur est négligeable devant les longueurs d’onde considérées ; ainsi les fais-
ceaux réfléchis sur chacune des ses faces interférent systématiquement de maniére destructive.?
Le film est alors invisible pour ’oeil humain et ne peut étre détecté que par la présence de ses

ménisques. 1l est dit noir car il ne réfléchit pas la lumiére visible.

Cependant, il est possible de restaurer un jeu d’interférences constructives en irradiant les
films noirs par un faisceau de longueur d’onde plus petite comme celle des rayons X. Nous verrons
en effet au paragraphe 3.2 que la réflectivité de rayons X est une technique particuliérement

pertinente pour déterminer la structure moléculaire des films noirs |Bel91a].

3.1.2 Meétastabilité

Les films noirs communs se composent de deux couches de molécules amphiphiles séparées
par une fine couche d’eau (n’excédant pas une centaine d’angstroms). Ces systémes sont donc
caractérisés par une grande surface spécifique, c’est-a-dire par un grand rapport surface sur
volume. L’énergie interfaciale d’un film de surface S, formé a partir d’une solution de tension de
surface o, est de lordre de 20.S. Prenons le cas d'un film noir rectangulaire 0.3 x 3.5 cm, épais
de 100 A. Ces dimensions sont comparables a celles des films que nous étudierons par réflectivité

de rayons X (cf. § 3.2). La surface spécifique de ce film vaut :

25 21

_ 6 -1

En comparaison, la surface spécifique d’une goutte sphérique de volume équivalent est de seule-
ment 4,8.10%2 ¢m ™!, D’un point de vue énergétique, la formation d’un film noir est donc clai-
rement défavorable. Lorsqu’il casse, il libére une énergie de surface de l'ordre de 10% erg (pour
o ~ 50 mN.m~1)3. Les films noirs sont des états métastables de la matiére. Il est possible de les
observer sur des durées allant de quelques minutes a plusieurs heures selon la nature du tensio-
actif utilisé et les conditions de préparation de la solution (pH, force ionique, concentration en

tensioactifs).

Les forces interfaciales jouent un role prépondérant au moment de la formation des films noirs,
du fait de leur grande surface spécifique. Nous verrons par la suite qu’ils ne peuvent étre obtenus
qu’a partir de solutions dont la tension de surface est suffisamment basse (c¢f. § 3.3). D’autre
part, leur extréme finesse les rend fragiles; les mécanismes responsables de leur déstabilisation
sont liés & la propagation d’ondes capillaires a leur surface. Ce point sera précisé au paragraphe
3.3.1.

2. En effet, les deux interfaces qui marquent la frontiére entre le film et I’air ne sont pas équivalentes en terme
de réflexion pour un faisceau incident. A la premiére interface air — film, l'indice de réfraction diminue, tandis
qu’a la seconde interface film — air, 'indice de réfraction augmente. Cette alternance d’indice est a l'origine
d’un déphasage supplémentaire de 7 entre les faisceaux réfléchis sur chacune des faces du film [Mys59]. Dans le
cas d’un film noir, la différence de chemin optique entre des faisceaux de lumiére visible est tellement faible qu’ils
restent en opposition de phase. Ils interférent donc systématiquement de maniére destructive.

3. L’erg est I'unité d’énergie de base du systéme d’unités cgs (centimétre-gramme-seconde), 1 erg = 1.1077 J.
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3.1.3 Equilibre thermodynamique d’un film mince
Un parameétre fondamental: la pression de disjonction

Derjaguin a été le premier a formuler le concept de pression de disjonction (notée II) pour
caractériser les films minces |Der76| [Der78|. Cette grandeur thermodynamique permet de quan-
tifier les interactions qui se développent entre les parois d’un film d’épaisseur connue. Elle traduit
également le fait que les propriétés de la couche de solution emprisonnée dans le film dépendent
de l'intensité de ces interactions. Dans le cas d’un film épais, la pression de la couche d’eau cen-
trale est égale a celle du réservoir de solution auquel il est connecté. En revanche, lorsque les filins
sont trés minces, les champs de force associés & chacune des parois de tensioactifs commencent
a se recouvrir et donnent naissance a une pression supplémentaire (Figure 3.3). Cest a cette
surpression (positive ou négative) que correspond la pression de disjonction. Pour un film plan,

elle s’exprime de la maniére suivante:
Il =pN — PB = Patm — PB (33)

ol py est la pression normale qui s’applique sur la surface du film et pp la pression dans le

réservoir de solution au contact du film.

F1G. 3.3 — Représentation schématique de deux parois (1 et 2) séparées par une couche de liquide.
La zone hachurée, associée & chaque paroi, indique la portion de l'espace dans laquelle son champ
de force s’applique. Dans le cas (a), les champs de force des deuz parois ne se recouvrent pas ; la
pression du film liquide est donc celle du réservoir communiquant. Dans le cas (b), il y a recou-
vrement des zones interfaciales, il apparait alors une surpression liée auz forces de surface qu’on
appelle pression de disjonction.

On décompose traditionnellement la pression de disjonction en plusieurs termes relatifs aux

différentes forces qui s’exercent entre les surfaces [Ber99] :
II = 1_[ValW + Helec + Hsteric + ... (34)

Les indices VAW, elec et steric se rapportent respectivement aux forces de Van der Waals, élec-
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trostatiques et stériques. Les expressions détaillées des termes de ’équation 3.4 sont disponibles
dans la référence |Isr91]. Nous verrons qu’il existe deux types de films noirs pour lesquels les

contributions de chacune de ces forces sont trés différentes.

Condition d’équilibre

Considérons le cas général d’un film vertical plan étiré sur un cadre métallique. Aprés avoir
trempé le cadre dans une solution de tensioactifs, le film initialement formé est épais (II = 0).
Une partie de son contenu en eau s’écoule ensuite sous l'action conjuguée de la gravité et des
forces capillaires. En effet, le film est raccordé au cadre par 'intermédiaire d’un ménisque, dont la
courbure indique que la pression du liquide a I'intérieur est inférieure a la pression atmosphérique
(Figure 3.4). Le liquide contenu dans la partie plane du film (a la pression atmosphérique) est donc
entrainé vers le ménisque par aspiration capillaire [Mys59|. D'un point de vue thermodynamique,
I’équilibre d'un film plan est réalisé lorsque sa pression de disjonction est égale & la pression

capillaire dans le ménisque (p,) [Tos75]:

I =p, (35)

ménisque
accroché au cadre

AP —— Ps I

o film a I'équilibre:
aspiration p=TI1

(@) (b)

Fi1G. 3.4 — Représentation d’un film en train de drainer: (a) le liquide contenu dans le ménisque
est en dépression par rapport 4 celui contenu dans le film; (b) le film est a l’équilibre lorsque la
pression capillaire est égale a la pression de disjonction.

3.1.4 Film noir commun et film noir de Newton

Il existe deux états d’équilibre pour les films noirs, qu’on désigne sous les noms de filns
communs (CBF) et films de Newton (NBF). Dans les deux cas, les films sont constitués de deux
parois de tensioactifs qui enserrent un coeur central aqueux. Cette structure « sandwich » des
films noirs a été mise en évidence dans les années soixante par des mesures de radioactivité
[Cor61|. La taille du coeur aqueux est déterminée par 1’équilibre des forces qui agissent entre
les parois amphiphiles et gouvernent la structure du film. Les films communs sont convenable-
ment décrits par le modéle DLVO (Derjaguin, Landau, Verwey et Overbeek) [Mys66|[Isr91] ; leur
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épaisseur résulte de 1'équilibre des pressions de Van der Waals et électrostatique (Figure 3.5).
Ils posseédent une couche centrale d’eau de plusieurs dizaines d’angstroms, dont la structure est
supposée proche de celle de la solution. Dans le cas des films de Newton, cette couche se réduit
a quelques molécules d’eau directement impliquées dans ’hydratation des tétes polaires et des
contre-ions éventuellement présents: on parle alors d’eau liée. La description de ces films, ca-
ractérisés par leur extréme finesse, fait intervenir des forces répulsives & trés courte portée, liées
a 'hydratation et au confinement entropique des molécules qui participent au film (Figure 3.5)
[Ber99].

\
\ [Ty~ exp(-xh)
AN
+ AN
N
\ /—\ - - P
Il \ N / ;:—»
0 -
_— épaisseur du film (h)
nsteric - .
) , - [~ 1/h
s
/

Newilon black filns common black films

FiG. 3.5 — Représentation schématique d’une isotherme de pression de disjonction qui prend
en compte les contributions électrostatique (Ilg), de Van der Waals (Myan et stérique (sieric)
[Ber99].

La transition du film commun au film de Newton a été abondamment étudiée. Le changement
de structure des films a pu étre observé expérimentalement soit par des techniques interféromeé-
triques [Jon66| [Ibb69]| [Exe87], soit par réflectivité de rayons X [Bel91a| [Ben92]. Le type de films
obtenus dépend étroitement des parameétres suivants : la concentration en électrolyte, la tempé-
rature, et la concentration surfacique de tensioactifs adsorbés aux parois du film. La variation
de I'un d’entre-eux influence les valeurs de la pression de disjonction du film et de la pression
capillaire, modifiant ainsi les conditions de 1’équilibre thermodynamique présenté a 1’équation
(3.5). Chacun de ces paramétres constitue donc un levier permettant de passer de l'état de film
commun 3 celui de film de Newton. Dans le cas d’un film formé a partir de tensioactifs ioniques,
la transition CBF— NBF s’opére en augmentant progressivement la concentration en électrolyte
de la solution (voir par exemple [Jon66]). On écrante ainsi les répulsions électrostatiques qui
s’exercent entre les parois du film [Isr91]. Au-deld d’une certaine concentration en électrolyte,
I’épaisseur du film ne dépend plus de la force ionique de la solution [Bel91a|. Cela indique que le

terme électrostatique (Ilge.) de la pression de disjonction du film est finalement supplanté par
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le terme stérique (ILgeric), déterminant pour décrire la structure des films de Newton. Pour une
concentration donnée en électrolyte, Jones et al ont également montré que I’état d’équilibre du
film (CBF ou NBF) dépendait de la température |[Jon66|. Enfin, la formation d'un film de New-
ton nécessite que les tensioactifs adsorbés a l'interface air/solution soient empilés de la maniére
la plus compacte possible. En revanche, les films communs sont obtenus pour des concentrations
surfaciques moindres |Exe81].

Malgré tous ces travaux, des interrogations subsistent quant & la nature de la transition
CBF—NBF : pour certains tensioactifs, les courbes expérimentales de pressions de disjonction
en fonction de I'épaisseur du film II(h) montrent que la transition se produit contintiment sur
une certaine gamme de pressions, et non pas de maniere abrupte pour une valeur de la pression
bien définie. Suite a ces observations, Stubenrauch et al ont proposé d’interpréter ces courbes en
terme de diagramme de phase (Figure 3.6), par analogie avec les diagrammes p-V classiques qui

caractérisent la transition liquide-vapeur [Stu04].

Z 9q4nod

point critique C

NBF

901 ~ 9o,

y \
J‘I'/ ] qo =4,
- ) X > 902 = 4o

épaisseur du film (h)

F1G. 3.6 — Représentation schématique du diagramme de phase I1-h d’un film de surfactants non-
toniques. qo correspond a la densité de charge surfacique des parois du film. Pour de grandes
épaisseurs et de faibles pressions de disjonction, on assiste a la formation de CBF. A l'opposé,
les NBF se forment dans une gamme d’épaisseurs plus faibles et pour des pressions de disjonc-
tion d’autant plus grandes que qqo est élevée. A lintérieur de la courbe en cloche, CBF et NBF
coexistent.

3.1.5 Spécificité de la structure des films noirs de Newton

Les films de Newton sont constitués de deux parois de tensioactifs, au contact 'une de
l'autre. Leur structure moléculaire a été mise en évidence au début des années 90 par réflectivité
de rayons X sur des films de SDS (dodécyl sulfate de sodium) [Bel91a|. Ces expériences ont

permis de dégager un certain nombre de caractéristiques structurelles qui ont été observées par
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la suite pour de nombreux films de tensioactifs tels que les polyéthyléne glycol alkyl éther [Sch94].
Les résultats expérimentaux ont également été confirmés par diverses simulations moléculaires

|Gam92| |Bre04|. Les films de Newton s'’illustrent par les différents points suivants:
— leur extréme finesse (33 A pour les films de SDS),
— leur tres grande compacité liée a la forte inclinaison des chaines aliphatiques (~ 45°),

— des rugosités interfaciales extrémement faibles (~ 3 A) indiquant que les tensioactifs

forment des couches adsorbées trés ordonnées.

tétes polaires
chaines hydrophobes + chaines hydrophobes
eau d’hydratation

Fi1G. 3.7 — Représentation d’un film de Newton de SDS d’aprés les paramétres structuraux déter-
minés par réflectivité de RX [Bel91a.

A titre d’exemple, la figure 3.7 propose une représentation schématique d’un film de Newton
de SDS: les chaines aliphatiques des tensioactifs forment deux couches hydrophobes a chacune
des interfaces film/air tandis que la partie centrale du film, hydrophile, est constituée des tétes
polaires et de molécules d’eau d’hydratation. Dans le cas de tensioactifs ioniques comme le SDS; le
coeur des films de Newton possédent également des contre-ions condensés électrostatiquement sur
les parois du film (condensation de Manning). La nature du contre-ion utilisé peut ainsi influencer
I’épaisseur finale des films obtenus (CBF ou NBF): & concentration équivalente, 1'utilisation de
LiCl & la place de NaCl conduit a la formation de films plus épais [Jon66] [Ben92| [Kru97]|.
Ces résultats sont attribués aux différences d’hydratation caractérisant les ions: les ions Li™
sont entourés d'un coquille d’hydratation plus épaisse que celles des ions Na™, ce qui les rend
stériquement plus encombrants et écrante localement leur charge |[Sen98].

En conclusion, on peut retenir que les films de Newton correspondent au cas limite pour
lequel les deux parois de tensioactifs sont accolées 'une a ’autre. Leur structure, trés dense,
est défavorable d’un point de vue entropique [DeF78|. Elle est régie par un ensemble de forces a
courte portée, telles que les forces de protusion ou d’ondulation, que nous ne décrirons pas ici (voir

[Isr91] pour plus de détails). L’hydratation des parties polaires des tensioactifs est également un



3.1. LES FILMS NOIRS : UN SYSTEME MODELE... 25

parameétre-clef de leur structure : une illustration de ce point sera proposée au chapitre 7 a travers
I’étude de films noirs de cyclodextrines amphiphiles, dont on fait varier le degré de methylation

de la couronne.

3.1.6 Interactions et applications

De nombreux travaux sur les films noirs concernent 1’étude des interactions qui s’exercent
entre les parois amphiphiles [Stu03]. La technique la plus couramment utilisée est celle dite TFPB
(Thin Film Pressure Balance). Elle se base sur I’étude d’un film formé au centre d’un poreux
(percé d’un trou) qui constitue le réservoir de solution. L’ensemble est placé dans une cellule
hermétique dans laquelle on peut modifier la pression par l'intermédiaire d'une seringue. Par
ailleurs, le poreux est raccordé a un capillaire au contact de 'atmospheére extérieure & la cellule
(Figure 3.8). Ce montage permet de controler la pression de disjonction des films tandis que leur

épaisseur (h) est mesurée simultanément par micro-interférométrie?.

microscope .
air (patm)

seringue

ménisque L
capillaire

poreux imbibé ——
de liquide (p,)

solution

FiG. 3.8 = Montage de la technique du plateau poreuz, souvent appelée technique TFPB (Thin
Film Pressure Balance). Elle permet de mesurer les isothermes de pression de disjonction des
films minces. L’épaisseur des films est mesurée par interférométrie, tandis que la pression de
disjonction est déterminée par l'expression suwante . II = py — patm + 270 — Apgz, o et r étant
respectivement la tension de surface de la solution et le rayon du capillaire.

Initialement mise au point par Mysels et Jones [Mys66], cette technique a permis d’observer
la transition CBF—NBF d’'une grande variété de films [Exe87| [Ber96a|. D’autre part, elle s’est
montrée trés pertinente pour étudier l'organisation supramoléculaire de particules colloidales
confinées dans des films minces d’épaisseur variable. Ce type d’architecture est obtenue pour

des films de tensioactifs classiques, formés & partir de solutions au-dessus de la concentration

4. Cette technique consiste a éclairer le film par un faisceau monochromatique en incidence normale, puis a
récolter I'intensité réfléchie. L’épaisseur du film est déduite de 'équation (3.1). Pour plus de détails, voir [Sch67].
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micellaire critique (cmc) [Ber92], ainsi que pour des films renfermant des chaines de polyélectro-
lytes |[Ber96b| [Asn97| [KI1iO1]. Les films résultants présentent une structure stratifiée, mise en
évidence par les oscillations de la pression de disjonction en fonction de ’épaisseur. Il s’avére que
la période des oscillations est liée & une grandeur caractéristique des particules confinées, i.e.
la taille des micelles ou la longueur de corrélation des chaines de polyélectrolytes. Les travaux
concernant la stratification des films sont trés nombreux et la liste de références proposées ci-
dessus ne prétend pas étre exhaustive. On se rend compte a travers toutes ces études que les filins
minces (et noirs en particulier) constituent des systémes de choix pour modéliser les interactions
entre objets colloidaux. Ainsi, la théorie de Pincus, décrivant les interactions entre deux brosses
de polymeres chargés, a été vérifiée en mesurant 1’épaisseur a I’équilibre d’une série de films noirs
de copolymeéres dibloc obtenus pour différentes concentrations en électrolyte [Gue95|.

Une autre approche, motivant ’étude des films noirs, cherche & corréler leurs structure et
propriétés diverses (rhéologie, perméabilité, etc) a la stabilité des systémes dispersés. En effet,
les films minces sont susceptibles de modéliser I'espace interstitiel qui sépare deux bulles dans
une mousse ou deux gouttelettes d’huile dans une émulsion [Mil99] [Lan00] ; I’état noir des films
correspond a la situation extréme ou les particules colloidales flocculent.

Enfin, ’étude des films noirs permet également d’aborder des problémes physico-chimiques
d’intérét biologique. En effet, la structure des films de Newton de phospholipides n’est pas sans
rappeler celle d'une membrane biologique inverse: les tétes polaires occupent le centre des filins
tandis qu’elles pointent vers l'extérieur dans les membranes (Figure 3.9 (a)). Etant donnée
lextréme complexité des membranes réelles, I’analogie film de phospholipides/membrane est a
manier avec précaution (Figure 3.9 (b)). Néanmoins, ces deux structures mettent en jeu les
meémes interactions élémentaires, et de nombreux travaux soulignent que les films constituent un
systéme pertinent pour modéliser les membranes [Exe92|. Ainsi, la structure moléculaire (épais-
seur, hydratation, etc) de films stabilisés par divers phospholipides a été établie par réflectivité
de rayons X |Cuv00| [Tra02|. D’autres études proposent de mesurer directement les isothermes
de pression de disjonction de ces films (|Coh91| par exemple).

On peut se rendre & compte a travers cette revue de l'intérét multiple porté & I’étude des
films noirs, et plus particuliérement aux interactions qui régissent leur structure. Dans la suite
de ce travail, nous allons nous intéresser a un nouveau type de films, constitués uniquement de

protéines solubles.

3.2 Technique de réflectivité des rayons X

Dans ce paragraphe, nous allons présenter la technique de réflectivité des rayons X. De ma-
niére générale, une expérience de réflectivité consiste a illuminer la surface étudiée par un faisceau
X a différentes incidences, puis a récolter les signaux réfléchis correspondants (Figure 3.10).

On appelle coefficient de réflectivité R(0), le rapport de l'intensité réfléchie a 'angle 6 sur
I'intensité incidente :

(3.6)

Le coefficient de réflectivité permet de remonter a l'indice de réfraction du milieu étudié, lui-
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Fi1G. 3.9 — Représentations schématiques : (a) d’un film de Newton de phospholipides, en [’oc-
currence de dimyristoyl phosphatidylcholine (DMPC) [Cuv00]; (b) d’une membrane réelle. La
géométrie de ces deuxr systémes est inversée; méanmoins, ils mettent en jeu des interactions
élémentaires similaires. La complexité des membranes réelles provient de la grande variété des
composants qu’elles impliquent. Elles sont formées d’une bicouche de phospholipides dans laquelle
sont ancrées diverses protéines transmembranaires, des molécules de cholestérol, etc.
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faisceau faisceau
incident réfléchi
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FiG. 3.10 — Faisceau de rayons X éclairant une surface plane sous lincidence 0. k; et k, sont
respectivement les vecteurs d’onde incident et réfléchi. Le vecteur de diffusion q est défini par l’ex-
pression suiwante : ¢ = k, — k;. Dans le cas d’une expérience de réflectivité, q est perpendiculaire
a la surface du film et son module vaut q, = 47” sin 6.

méme relié & ses propriétés physiques. A travers les brefs rappels théoriques proposés ci-aprés,
nous expliquerons pourquoi la réflectivité est particuliérement adaptée a I’étude des films libres.®
3.2.1 Indice de réfraction de la matiére pour les rayons X

La propagation des rayons X a travers un milieu donné peut étre décrite en introduisant

I'indice de réfraction n, caractérisé par I’expression suivante |[Jam82]:

n=1-06—if (3.7)
avec : \2 \
_ANTe _ kA

§= 5 P et [= ppm (3.8)

ol A est la longueur d’onde du rayonnement considérée et r, = M:}% désigne le rayon classique
de I’électron.

0 est une grandeur sans dimension habituellement appelée densité électronique réduite. Ce
terme est proportionnel a la densité électronique p du milieu traversé et sa valeur pour les films
qu’on étudie est de I'ordre de 1076, A titre de référence, on peut retenir que la densité réduite
de Teau liquide vaut 3,56 x 1076 pour la raie Ka; du cuivre (A= 1.5405 A). Quant au terme 3,
il est proportionnel au coefficient d’absorption linéaire du milieu (noté u). Les films amphiphiles
sont trés peu absorbants et se caractérisent par des valeurs de 3 autour de ~ 1078, On négligera
donc ce terme dans la suite de ce travail.

L’expression (3.7) montre que l'indice de réfraction des films étudiés est légérement inférieur
a 1. La loi de Snell-Descartes prévoit alors l'existence d’un angle critique, au-dessous duquel la

réflexion est totale au cours d’une expérience de réflectivité a U'interface air/film. Néanmoins, sous

5. On parle d’un film libre par opposition & un film déposé au contact d’un substrat. Les films libres qu’on
étudie sont suspendus & un cadre: leurs deux faces sont au contact de Dair.
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cette valeur critique, une onde évanescente se propage le long de l'interface (cf. [Bor80] p47). Son
amplitude décroit exponentiellement en fonction de la distance z avec la frontiére air/film; sa
profondeur de pénétration dans ’eau ou dans un milieu organique est de ordre de 100 A [Sen97].
Par conséquent, lors de 1’étude d’un film noir de Newton (épaisseur de quelques dizaines d’ang-
stroms), 'onde évanescente traverse le film. Il n’existe donc pas réellement de domaine angulaire
de réflexion totale.

On peut remarquer qu’au cours d’une expérience de réflectivité des rayons X, la plupart de l'in-
tensité du faisceau qui atteint le film est transmise. L’intensité réfléchie, porteuse d’information
sur la structure interne du film, est extrémement faible. En effet, le coefficient de réflectivité, qui
compare lintensité réflechie a intensité incidente, est typiquement compris entre 1072 et 1076
dans nos expériences. Les expériences de réflectivité X sur des films noirs nécessitent donc un

détecteur de haute sensibilité.

3.2.2 Approximation de Born

Dans ce paragraphe, nous allons proposer une expression analytique simplifiée du coefficient
de réflectivité R(#). Ce calcul, basé sur approximation de Born, permet de mettre en évidence la
loi de dépendance de la réflectivité en fonction de ’angle d’incidence et de la densité électronique
du milieu étudié. Cette approximation suppose que ’onde électromagnétique diffusée en un point
par le systéme considéré n’est le résultat que d’une seule interaction avec celui-ci [Coh77]. Dans
le cas d'une expérience de réflectivité sur un milieu stratifié, cela revient & négliger les réflexions
multiples au sein du systéme. Pour les filins de savon, cette approximation est valable dés que
6 > 3 mrad [Bel91b].

La section efficace différentielle de diffusion correspond au carré du module de 'amplitude de
diffusion. Cohen-Tannoudji et al en propose une expression générale dans le cadre de "approxi-

mation de Born [Coh77|. Appliquée au cas de la diffusion de rayons X, il vient :

do 2 =N\ —i . T =2 e? =\, —iq. T 3722
e N R A P B P (39)

ot p(7’) est la densité électronique du milieu diffuseur et ¢ le vecteur de diffusion. Le terme

( ¢’ 5)? est parfois appelé facteur de Thomson ; il décrit 1'oscillation d’un électron soumis &
dmegme ?

une onde électromagnétique.
Au cours d’une expérience de réflectivité, le vecteur de diffusion ¢ est orthogonal a la surface

du milieu diffuseur (Figure 3.10) et il faut intégrer (3.9) sur la section droite du faisceau pour

obtenir la section efficace de diffusion. La réflectivité correspond a la section efficace rapportée

au flux du faisceau:

e 5 A

R(0) = (5-—)* (o

Py | [ pteleoas (3.10)

2eomc?

Cette expression peut étre simplifiée en introduisant la variable ¢ (¢f. equation (3.8)) et en

intégrant par parties 'intégrale qu’elle contient. En négligeant le terme tout intégré, on obtient
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finalement dans I’approximation des petits angles (sinf ~ 0):

1 00(2) _io
R(9) = 07 |/ a(z)e =7 z|? (3.11)

L’équation (3.11) appelle quelques commentaires :

— d’un point de vue expérimental, la rapide décroissance du signal réfléchi en 9% impose de

travailler en incidence rasante (typiquement entre 5 et 80 mrad),

— les effets de polarisation sont négligeables aux incidences rasantes. Par conséquent, l'ex-
pression (3.11) est valable en polarisation s ou p [Sch94],

— le vecteur de diffusion étant orthogonal & la surface de I’échantillon, la réflectivité n’est
sensible qu’a la projection de la densité électronique le long de la normale (0z) du milieu
étudié. On ne récolte aucune information directe sur sa distribution électronique dans le
plan (x,y),

— la réflectivité est liée au profil de densité électronique par une transformée de Fourier.
Elle est donc sensible aux gradients de densité électronique créés par les différentes strates
homogeénes qui constituent le milieu étudié. Le signal réfléchi résulte d’interférences entre
les faisceaux réfléchis sur chacune des interfaces qui partitionnent 1’échantillon. Ces interfé-
rences, aussi appelées franges de Kiessig, ont pour effet de moduler la décroissance en 9%1 de
la réflectivité d’un dioptre parfait. Dans le cas des films libres de tensioactifs, les interfaces
air/film /air offrent chacune un important gradient de densité, a 'origine de modulations
trés marquées sur les courbes expérimentales (Figure 3.11 (a)). De plus, si le film posséde
une structure interne trés organisée, le spectre de réflectivité présentera un diagramine
d’interférences plus complexe. A titre d’exemple, la figure 3.11 (b) présente le spectre de
réflectivité d’un film de Newton de DMPC. Dans ces films, les différentes parties chimiques
de la molécule donnent lieu a des empilements moléculaires de densités électroniques trés
différentes qu’on peut visualiser par réflectivité X. Cette technique est donc trés pertinente

pour analyser la structure des films libres a une échelle moléculaire.

Ainsi, approximation de Born permet d’établir une expression simple du coefficient de réflec-
tivité qui met en évidence l'origine physique des motifs présentés sur les spectres de réflectivité
des films. Néanmoins, l'interprétation de nos courbes expérimentales sera basée sur un autre

formalisme, plus complet (valable a tous les angles), que nous allons présenter ci-aprés.

3.2.3 Formalisme matriciel de 'optique

Une description trés détaillée du formalisme matriciel de 'optique est disponible dans le
livre de Born et Wolf [Bor80|. Ce formalisme rend compte de la propagation d'une onde électro-
magnétique dans un milieu stratifié. Il permet d’établir une expression exacte de la réflectivité
valable quelque soit I'angle d’incidence 6, i.e. il prend en compte le phénomeéne de réflexions mul-
tiples. Il est particuliérement adapté a I’étude des films de Newton, qui présentent une structure
moléculaire organisée par strates de densité homogeéne.

Lorsqu’une onde incidente traverse le milieu étudié, elle rencontre successivement chacune des

interfaces qui séparent les différentes strates (Figure 3.12). Chacune de ces strates est modélisée
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F1G. 3.11 — Profils de réflectivité : (a) d’un film de 150 A de densité électronique uniforme ; (b)
d’un film de Newton de DMPC dont la structure interne se caractérise par des gradients de
densité électronique trés marqués. Dans le premier cas, le coefficient de réflectivité est tel
que : R(0)x sin2(27rT96), e étant l'épaisseur du film. C’est pourquoi on observe un signal de réflecti-
vité périodique. Dans le second cas, la complexité du diagramme d’interférences révéle une organi-
sation du film en différentes strates de densité électronique homogéne. Ces strates correspondent

auz différentes parties chimiques des molécules de DMPC (partie polaire, chaine hydrophobe)
(voir aussi la figure 3.14).
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Fi1G. 3.12 — Propagation d’une onde électromagnétique dans un milieu stratifié: cas d’un film noir
présentant trois couches de densité électronique différente. La structure de ces films est symétrique
par rapport au plan médian du systéme (films libres), soit: n1 = n3 et e; = e3.

par une matrice dont les éléments dépendent de ses propriétés physiques. Ainsi, une strate i est

décrite par la matrice carrée suivante [Bor80] :

M, = cos ?bz 5, Sin (r
—ip;sint;  cosyY;

avec: 0
i = Tﬂnz sin 6;¢€; (3.12)
et:
p; =mn;sinf; en polarisation s (3.13)
0.
P = SV e polarisation p (3.14)
ng

n; et e; sont respectivement l'indice de réfraction et I’épaisseur de la strate considérée. Quant &

I'angle 6;, il se déduit de celui de la strate précédente 6;_1 par la loi de Descartes:

n;_1cosB;_1 = n; cosb; (3.15)

Ces matrices correspondent en quelque sorte & des matrices de passage dont 'effet est d’as-
surer la continuité des composantes de ’onde lorsqu’elle pénétre dans une nouvelle strate. Elles
vérifient également la loi de conservation de I’énergie au moment de la scission de I'onde incidente

en une onde transmise et une onde réfléchie. Finalement, le milieu entier est caractérisé par la
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matrice produit [M] suivante:

[M] =[] (3.16)

dont les coefficients donnent accés assez simplement au coefficient de réflectivité du milieu étudié
[Bor80].

Toutes nos courbes expérimentales de réflectivité sont interprétées a 'aide d’'une procédure
d’ajustement basée sur ce formalisme. On remonte ainsi a la densité et a I’épaisseur des sous-
couches qui forment le film en identifiant les courbes expérimentales a des simulations théoriques

par la méthode des moindres carrés.

3.2.4 Rugosité interfaciale

Jusqu’a présent, la réflectivité des films a été calculée dans 'approximation ou les interfaces,
délimitant deux zones de densité électronique différente, étaient parfaitement lisses. Cependant,
toutes les surfaces réelles présentent des aspérités a ’échelle de la longueur d’onde des rayons
X (Figure 3.13). C’est pourquoi, dans un modéle plus réaliste, il est nécessaire de considérer la

rugosité des interfaces des systémes qu’on étudie.

A Z N 5 5 //0

Nl

FiG. 3.13 — Aspect d’une interface rugueuse dont les aspérités obéissent & une distribution aléa-
toire de hauteur. Le plan z=0 est le plan moyen des aspérités. dg est la densité électronique
réduite du substrat.

Supposons que les aspérités aux interfaces obéissent & une distribution aléatoire de hauteur
(z). On définit la hauteur des aspérités par rapport a un plan moyen tel que la valeur moyenne
de z(x,y) soit nulle. Alors, la probabilité pour qu'une aspérité ait une hauteur z donnée est :

_ 2
P(2) = ——exp( )

= e
oV 2

(3.17)

Dans ce modele statistique gaussien, la rugosité est définie par o = V< 22 >.
Le principal effet de la rugosité interfaciale est d’arrondir les profils de densité électronique
(Figure 3.14): la transition d’un milieu 1 & un milieu 2 ne se fait plus de maniére disconti-

nue. Autrement dit, cela se traduit par une modulation de l'indice de réfraction au niveau de
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I'interface :
< n(z) >=n1 P<(2) + na P~ (2) (3.18)

avec:

< 1 z —u? S 1 ~+o00 —u2
P~(2) = W exp(ﬁ)du et P7(z)= exp(ﬁ)du (3.19)

oV 2

En traduisant cette modulation de l'indice en terme de densité électronique et en l'injectant

dans Pexpression (3.11) de la réflectivite, il vient [Sen98] :
R(0) = Rp(0) exp(—¢*0?) (3.20)
0—(02—02)2

0+(02—02)2
appelée réflectivité de Fresnel. Dans cette expression, 8. = /240 correspond a l’angle critique

ou Rp = correspond & la réflectivité d’un dioptre parfait d’indice n = 1 — §, aussi

au-dessous duquel on a réflexion totale.

densité électronique réduite

10 20 30 40 50 60

o

épaisseur (A)

FiG. 3.14 — Profil de densité électronique réduite d’un film de Newton de DMPC. A linverse de
la courbe en pointillés, la courbe en trait plein prend en compte leffet de la rugosité (~ 3 fi). On
peut noter que les différentes strates de ce film correspondent aux différentes parties chimiques
des molécules de DMPC' (cf. dessin au bas du graphe).

On peut donc conclure que leffet de la rugosité est d’atténuer le signal réfléchi aux grands
angles® (Figure 3.15). Cet effet peut étre intégré dans le formalisme d’optique matriciel décrit
au paragraphe précédent. Par conséquent, on peut également déduire la rugosité des films noirs
& partir de leurs courbes de réflectivité expérimentales. Cette rugosité est essentiellement liée &

la propagation d’ondes capillaires a la surface du film.

6. En effet, une partie du signal incident est diffusé en position hors-spéculaire. Cette diffusion est une source
potentielle d’information sur la structure du plan de 'interface. Cependant, son intensité est tellement faible que
son étude ne peut étre réalisée qu’en utilisant un rayonnement synchrotron, c’est-a-dire trés brillant.



3.2. TECHNIQUE DE REFLECTIVITE DES RAYONS X 35

0,01

rugosité 3 A
rugosité 5 A

1E-3 .

1E-4

1E-5

Réflectivité

1E-6

1E-7

1E-8 = T T T T T T T T T T
0,05 0,10 0,15 0,20 0,25 0,30

Vecteur de diffusion Q, (A™)

FiG. 3.15 — Profils de réflectivité de deux films d’épaisseur et de densité électronique identiques,
mais de rugosité différente. L’effet de la rugosité est d’atténuer le signal réfiéchi auz grands
vecteurs de diffusion.

3.2.5 Dispositif expérimental
Description

Un schéma du dispositif expérimental est proposé a la figure 3.16. Le faisceau de rayons X est
délivré par une anti-cathode de cuivre fonctionnant a l'aide d’un générateur Enraf-Nonius (30
mA et 40kV). Un monochromateur taillé dans la face < 111 > du silicium permet de sélectionner
la raie Koy (A= 1.5405 A), tandis qu’une fente F,; (100 um), située a environ 30 cm de la source,
limite la divergence du faisceau (~ 0.1 mrad). Juste derriére F,, une autre fente F}, (1,25 mm)
est utilisée pour limiter la hauteur de film illuminée.

Les films qu’on étudie sont formés sur un cadre vertical en inox. Ce dernier est nettoyé
régulierement dans des solutions trés corrosives (mélange a 6 % en HCL et 10 % en HNO3) afin
d’éliminer les impuretés adsorbées qui rendent sa surface hydrophobe. Le cadre est par ailleurs
biseauté et suffisamment large (4 cm) pour que la totalité du faisceau atteigne le film lorsqu’on
s’approche des incidences rasantes. La cuve contenant la solution de tensioactifs est en téflon.
Elle est nettoyée dans un mélange 3:1 d’acide sulfurique et d’eau oxygénée (pirahna) afin de
ne pas introduire d’impuretés dans le systéme. Enfin, 'ensemble cuve + cadre est placé dans
une cellule confinée pour éviter I’évaporation de ’eau contenue dans le film. Deux fenétres en
kapton (matériau peu absorbant pour les rayons X) permettent le passage des faisceaux incident

et réfléchi tout en garantissant I’étanchéité de la cellule.
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F1G. 3.16 — Présentation de la géométrie (0 : 20) d’une expérience de réflectivité X et des différents
éléments optiques qui constituent le dispositif (voir texte).

Les expériences de réflectivité sont réalisées a l'aide d’un diffractomeétre 4-cercles de haute
résolution, congu en collaboration avec la société Micro-Controle. La précision des déplacements
des moteurs est de 1073 degré. La source de rayons X est fixe tandis que deux cercles assurent
la rotation du cadre et du détecteur. Nous avons exclusivement utilisé le diffractomeétre dans le
mode de fonctionnement (6 : 260) : le cadre tourne d’un angle 6 pendant que le détecteur tourne
d’un angle 20 pour se placer en position spéculaire. Un troisiéme cercle permet la rotation du
cadre dans le plan du film afin de régler le parallélisme entre I'aréte supérieure du cadre et la
surface de la solution. Enfin, un quatriéme cercle permet la rotation du détecteur dans un plan

orthogonal au plan d’incidence, offrant ainsi la possibilité de réaliser des mesures hors-spéculaires.

Le faisceau réfléchi est récolté et analysé a l'aide d’un détecteur & scintillation Nal. Une fente
d’analyse F, (250 pm) est placée devant le détecteur a environ 30 cm du film. Sa taille est choisie
de maniére & optimiser le contraste entre les franges d’interférences recueillies sur les spectres

expérimentaux.

Pour finir, deux tubes & vide sont placés sur le trajet optique des faisceaux incidents et

réfléchis de maniére & minimiser leur absorption par lair.
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Alignement de l’échantillon par rapport au faisceau

Nous avons vu que la forte décroissance en 0%1 de la réflectivité nécessitait de travailler aux
incidences rasantes. Pour ce faire, il faut parvenir & aligner le cadre parallélement au faisceau
incident (Figure 3.17). La qualité des expériences de réflectivité dépend largement de la précision

de cet alignement.

faisceau RX
(100 um de largeur)

détecteur

cadre aligné

00 um de largeur)

détecteur

FiG. 3.17 — Schéma illustrant la procédure d’alignement du cadre dans le faisceau de rayons X
(vue de dessus).

Dans un premier temps, il faut s’assurer que le détecteur et le faisceau incident sont alignés

lorsque € est nul (on utilise pour cela un filtre en aluminium afin de protéger le détecteur). On
monte ensuite le cadre sur son support et on le déplace, & ’aide d’une translation horizontale,
jusqu’a ce qu’il coupe partiellement le faisceau. On le fait alors pivoter, griace & un berceau 6
d’une précision de 0,01 deg, de telle sorte que 'intensité du faisceau mesurée augmente : le cadre
en s’alignant sort progressivement du faisceau. Lorsqu’il en est complétement sorti, on I"avance
4 nouveau et on réitére 'opération. Le plan du cadre est paralléle au faisceau lorsque l'intensité
diminue quelque soit le sens de rotation du cadre.
L’alignement réalisé, on peut former le film & I’aide d’un moteur de translation vertical qui permet
de tremper le cadre dans la solution au-dessous, puis de le remonter. Le film se situe toujours
légérement en retrait de l'extrémité du cadre; il est donc nécessaire d’ajuster son alignement en
position spéculaire (toujours a l’aide du berceau 6 et de la translation horizontale du cadre).

Une fois tous ces réglages effectués, 'acquisition des courbes de réflectivité peut commencer.

Précision des mesures

Préalablement & chaque expérience, on mesure l'intensité Iy en placant le détecteur en inci-
dence directe avec le faisceau de rayons X (on utilise pour cela un filtre en aluminium parfaitement
calibré). Sa valeur se situe typiquement autour de 10 coups/s, tandis que le bruit de fond récolté
par le détecteur est de 'ordre de 0.1 coup/s. On a donc acceés expérimentalement & 7 décades

d’intensité. L’erreur statistique sur la détermination de I'intensité du signal réfléchi varie d’une
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AN 1
[T oas

ot N est 'intensité réflechie (en coups par seconde) et t le temps de comptage & une position

décade a 'autre:

spéculaire donnée.

Dans notre cas, ’épaisseur des films que nous avons étudiés (protéines ou cyclodextrines
amphiphiles) était de 'ordre d’une centaine d’angstréms. Ils présentaient entre 4 et 5 franges
de Kiessig sur un domaine angulaire compris entre 7 et 50 mrad. Lorsque la stabilité des films
le permettait, nous avons enregistré les courbes de réflectivité en deux parties afin d’utiliser
des temps de comptage plus longs (~ 100 s) pour résoudre la forme des derniéres franges du
spectre (30 s suffisent en général pour les premiéres franges).

En respectant ces précautions expérimentales, on obtient des franges de Kiessig bien défi-
nies. On estime alors que la détermination des paramétres du film, & l'aide de notre logiciel de

traitement des données, se fait avec une incertitude de:
— £+ 1 % pour les épaisseurs,
— £ 5 % pour les densités électroniques,
— £ 5 % pour les rugosités.

Dans la suite de ce chapitre, nous allons utiliser les performances de cette technique pour

caractériser la structure moléculaire de films noirs de protéines.

3.3 Etude de la stabilité et de la structure de films noirs de pro-
téines

Nous allons porter notre attention sur un nouveau type de films, constitués uniquement de
protéines solubles. Nous avons travaillé plus particuliérement avec la g-lactoglobuline, une des
protéine globulaire du lait. Nous verrons tout d’abord quelles sont les conditions de pH, de
concentrations en protéines et en électrolyte qui favorisent la formation de films noirs stables.
Nous montrerons, a travers ces résultats, que la structure et la stabilité des films sont condi-
tionnées par les propriétés des couches d’adsorption a linterface air/solution. Finalement, nous

proposerons une description moléculaire de la structure des films noirs ainsi obtenus [Pet03].

3.3.1 Influence du pH sur la stabilité des films

La question de la stabilité des films est critique pour les expériences de réflectivité de rayons
X. En effet, elles nécessitent des films de grande taille (typiquement 3,5 x 0,3 ~ 1 cm?), plus
délicats & obtenir que les films microscopiques. Le pH des solutions de protéines est un des
paramétres-clef de la stabilité des films. Nous avons effectué des expériences préliminaires qui
visent a déterminer la zone de pH pour laquelle les films sont les plus stables. La figure 3.18
présente les résultats obtenus pour une série de films, formés a partir d’'une solution contenant
1 mg/mL de S-lactoglobuline et 0,01 M de NaCl. On observe que la stabilité des films augmente
de maniére significative autour du point isoélectrique de la protéine (pH;—5,2). Seuls les films

obtenus & pH~5,2 finissent par devenir noirs, tandis qu’ils éclatent immédiatement aprés leur
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formation ou bien au cours du processus de drainage dans tous les autres cas considérés. Méme

épais, les films sont donc instables.

140

120 L _
100 L _
80 L _

60 L i

durée de vie (min)

40 L _

20 L _

FiG. 3.18 — Effet du pH sur la stabilité de films minces de B-lactoglobuline formés a partir d’une
solution contenant & 1 mg/mL de protéine et 0.01 M NaCl. Les expériences ont été réalisées a
T=25°C. Le point isoélectrique de la protéine est situé a pH=5,2.

Stabilité d’un film juste formé

Les films sont formés en plongeant le cadre dans la solution de protéines étudiée, puis en
le relevant au moyen d’une translation motorisée (typiquement V=2 cm/min). Les films juste
formés sont blancs, donc trés épais. Leur épaisseur initiale dépend de la vitesse & laquelle le cadre
est levé : plus le film est étiré rapidement, plus il entraine avec lui une grande quantité de solution
du fait des frottements visqueux entre les couches de liquide. L’équilibre mécanique d’un film
vertical, fraichement formé, est tel que le poids du film est supporté par les forces de surface

[DeGO1]. Pour une tranche élémentaire de film située a la hauteur z, on peut donc écrire:

0
pghLdz = 2L (0(z + dz) — (2)) = 2L a—"dz (3.22)
z
ou h et L sont respectivement I’épaisseur et la largeur du film, et p sa masse volumique.
Finalement : 5
o

h=2— 3.23
Pg o (3.23)

Cette expression indique que le poids du film est équilibré par un gradient de tension de surface
au niveau des parois. Pour avoir un film stable, il est donc nécessaire d’avoir une couverture
dense de molécules a la surface de la solution. Expérimentalement, on laisse la surface de la

solution s’enrichir en molécules pendant quelques heures avant de tirer les films.” Malgré toutes

7. On se base pour cela sur les isothermes de tension de surface o(t) mesurées indépendamment par la méthode
de Wilhelmy.



40 CHAPITRE 3. STABILITE ET STRUCTURE D’UN FILM NOIR DE PROTEINES

ces précautions, les films de (-lactoglobuline obtenus prés du pH=7 cassent presque instanta-
nément apres leur formation. C’est probablement lié au fait que la tension de surface n’est pas

suffisamment basse pour assurer la formation de films épais.

Stabilité d’un film en cours de drainage

Lorsqu’on s’approche davantage du point isoélectrique, la durée de vie des films s’améliore.
Ainsi, les films formés aux pH=4,6 et 5,4 restent stables quelques dizaines de minutes. Ils cassent
ensuite au cours du drainage. Plusieurs modeles ont été proposés pour rendre compte du phéno-
meéne de rupture des films minces. Ils considérent pour cela les fluctuations thermiques d’épaisseur
|Vri66] [Rad83] ou de concentration en tensioactifs adsorbés |[Exe92|, susceptibles de déstabiliser
la structure des films. Lorsque I'amplitude des fluctuations est trop importante, le film casse.
Cependant, on peut noter que ces fluctuations sont amoindries lorsque les parois du film pré-
sentent des coefficients viscoélastiques élevés [Vri66]| [Lan00]. Les films ainsi obtenus sont donc
plus stables, autrement dit ils cassent plus tardivement pendant le drainage (& des épaisseurs
plus petites). Dans le cas de solutions de protéines, plus on s’approche du point isoélectrique
et plus les couches adsorbées possédent des propriétés rhéologiques importantes [Nin99]. Cela
pourrait expliquer pourquoi les films de [-lactoglobuline atteignent un stade de drainage plus

avancé lorsque le pH tend vers 5,2.

Condition nécessaire a la formation d’un film noir

C’est prés du point isoélectrique de la protéine qu’on a observé les meilleures conditions de
stabilité et la formation de films noirs. Ce résultat, assez intuitif, a déja été mis en évidence pour
d’autres films de protéines [Ang80]|. On l'interpréte de la maniére suivante : a 'approche du point
isoélectrique, la charge nette portée par les protéines en solution diminue. Cela se traduit par des
couches d’adsorption plus denses a I'interface air/solution comme le montrent les expériences de
réflectivité de neutrons d’Atkinson et al [Atk95|. En effet, les répulsions électrostatiques entre
protéines adsorbées sont moins importantes autour du point isoélectrique, permettant ainsi la
formation d’arrangements moléculaires plus compacts. Il s’ensuit que la tension de surface des
solutions de protéines diminue lorsqu’on s’approche du pH; [Pau92|. Finalement, les couches
de protéines adsorbées a linterface air/solution au pH; présentent un potentiel électrostatique
o faible et des taux d’adsorption importants. Ces deux propriétés sont primordiales pour la
formation de films noirs, caractérisés par leur extréme finesse et leur grande compacité.

En bref, on peut retenir que la structure des couches de protéines adsorbées a l'interface
air/solution conditionne la stabilité des films résultants. L’obtention de films noirs est favorisée
preés du point isoélectrique de la 3-lactoglobuline. C’est pourquoi toutes les expériences présentées

dans la suite de ce chapitre ont été réalisées au pH=5,2 £ 0,1.
3.3.2 Influence de la concentration en protéines sur les propriétés des films
au le

Nous avons étudié Ueffet de la concentration de (-lactoglobuline en solution (pH—5,2) sur

la structure et la stabilité des films noirs associés. Les résultats sont regroupés dans le tableau



3.3. STABILITE ET STRUCTURE DE FILMS NOIRS DE PROTEINES 41

ci-dessous. A 'exception des films obtenus a partir de solutions a 1 mg/mL, tous les films cassent
en fin de drainage, c’est-a-dire avant que leur structure ne se soit bien stabilisée. Les courbes
de réflectivité X correspondantes ont donc été enregistrées sur des temps relativement courts
(~ 10 min). Dans ces conditions, elles ne nous serviront qu’a estimer 1’épaisseur globale des films

avant qu’ils ne cassent, mais aucune information sur leur structure fine ne pourra étre déduite.

| sy (mg/mL) | <025 [ 025 | 05 | 1
durée de vie qgs min | 40 min | 60 min | qgs heures
épaisseur (A) - 110 130 210

On peut dégager de nos résultats les tendances suivantes:

— il existe une concentration seuil, identifiée autour de 0,25 mg/mL de [-lactoglobuline, au-
dessous de laquelle on ne peut pas obtenir de films noirs stables de taille macroscopique (~
1 cm?). Comme évoqué au paragraphe précédent, ¢’est sans doute lié au fait que 'interface
air /solution ne posséde pas une couverture moléculaire assez compacte pour que les films
deviennent noirs. Une alternative a cette explication serait que le réservoir de protéines en
solution n’est pas suffisant pour que l'interface air/solution se regénére rapidement un fois

le film étiré,

— au-dela de cette concentration-seuil (cg_;; >0,25 mg/mL), la durée de vie moyenne des films
augmente en fonction de la concentration en protéines. Cependant, leur vitesse de drainage
diminue: les films obtenus pour 0,25 mg/mL de protéines atteignent en 40 minutes une
épaisseur de 110 A, tandis qu’ils se figent & 210 A au bout d’1h30 pour une concentration de
1 mg/mL. Ces derniers présentent des spectres de réflectivité peu structurés qui semblent
indiquer une structure inhomogéme et gélifie. Il est intéressant de souligner que méme sur
une gamme de concentrations relativement restreinte (0,25 mg/mL< cg_jy < 1 mg/mL),
les répercussions sur le drainage et la structure des films noirs sont trés sensibles. A priori,
on ne s’attend pas a ce que la viscosité des solutions varie de maniére significative sur cet
intervalle de concentrations. Le taux de drainage doit donc dépendre essentiellement de la
structure interfaciale des parois du film. Pour des concentrations élevées en protéines, les
phénomeénes d’agrégation de surface peuvent ralentir la derniére phase du drainage lorsque

les deux parois du film sont proches, et limiter 'amincissement des films.

C’est donc la structure des couches de protéines adsorbées qui controle les propriétés de drai-
nage et de structure des films résultants. Au point isoélectrique, augmenter la concentration de
protéines en solution améliore la densité de molécules adsorbées et favorise la formation d’agré-
gats de surface.

On a remarqué que l'effet du vieillissement sur la structure de U'interface air/solution équivaut
a celui d’'une augmentation de la concentration de protéines en solution. Expérimentalement, si
on laisse U'interface air/solution au repos une dizaine d’heures, on obtient des films extrémement
stables mais qui n’atteignent jamais le stade noir. Ces films, inhomogeénes et trés épais, présentent
une structure de type gel qui leur confére une trés grande résistance mécanique. Ce méme type

d’observations a déja été rapporté a propos de films de BSA et de (-caséine. En effet, Pereira
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et al ont montré que le drainage et I'épaisseur finale des films dépendaient de ’age des couches
d’adsorption impliquées dans leur formation [Per03]. Avec le temps, les protéines adsorbées se dé-
naturent et forment un réseau interfacial dont les propriétés viscoélastiques augmentent |Mar(02].
De plus, on assiste a la formation de multicouches et d’agrégats de surface [Gra79| [Per03|, qui

sont & Dorigine des inhomogénéités et de ’épaisseur finale des films.

3.3.3 Influence de la concentration en électrolyte sur les propriétés des films

au pH;

Nous avons déterminé l’effet de la concentration en électrolyte sur la stabilité et la structure
de films obtenus au point isoélectrique de la protéine. Nous avons travaillé pour cela & une
concentration en f-lactoglobuline de 0,25 mg/mL, qui favorise la formation de films noirs fins et

homogeénes.

-------- sans NaCl (e=110A)
—=—0,005 M NaCl (e=113A) R/5
—e—0,007 M NaCl (e=146A) R/50
0,05 M NaCl (e=149A) R/100
--—-0,1 M NaCl (e>149A) R/500

1E-4

1E-5

1E-6

1E-7

Réflectivité

1E-8

1E-9

. T . T .
0,05 0,10 0,15 0,20 0,25 0,30

vecteur de diffusion Q, (A™)

FiG. 3.19 — Courbes expérimentales de réflectivité de rayons X caractérisant des films noirs de
B-lactoglobuline (solution: 0,25 mg/mL de protéine a pH—5,3) obtenus pour différentes concen-
trations en électrolyte. Pour une meilleure lisibilité de la figure, les courbes ont été décalées
verticalement en divisant le coefficient de réflectivité par un facteur indiqué dans la légende. On
observe un déplacement des franges d’interférences vers les petits vecteurs de diffusion lorsque
la concentration en sel augmente. L’addition de sel est donc a l'origine d’un épaississement des
films.

L'ajout de seulement 5x107% mol/L de NaCl améliore considérablement la stabilité¢ des
films: leur durée de vie passe de 40 minutes en l’absence de sel & plusieurs heures. Ce change-
ment est peut-étre lié & I'écrantage de charges résiduelles dans le film, qui permet aux protéines
d’optimiser leur arrangement aux interfaces. De plus, ’addition de NaCl permet d’augmenter

de maniére conséquente la solubilité de la protéine prés de son point isoélectrique (on parle de
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« salting-in effect » en anglais)|Wit96]. En présence de sel, il y a donc a priori davantage de
protéines disponibles en solution pour couvrir les interfaces. Cela pourrait expliquer la stabilité

accrue des fils observée expérimentalement.

Lorsqu’on continue d’augmenter la concentration de NaCl en solution, on assiste a la for-
mation de films (stables) de plus en plus épais (Figure 3.19). Ce comportement, surprenant au
regard de la théorie DLVO, a déja été observé pour des films microscopiques de protéines [Pla81].
Toutefois, il ne semble pas étre spécifique aux interactions entre couches de protéines adsorbées.
Des singularités de ce type ont déja été observées pour des particules colloidales de silice, qui ne
coagulent pas, méme en présence de fortes concentrations en électrolyte (c’est-a-dire lorsque les
forces répulsives de double-couches électriques sont minimisées) [Man0la|. Ces observations sug-
gérent qu’il est nécessaire de prendre en compte d’autres forces, telles que les forces d’hydratation
pour décrire convenablement ces systémes. Manciu et al ont proposé un modéle théorique basé
sur I’idée suivante : lorsque la concentration en électrolyte augmente, il y a des phénomeénes d’as-
sociation d’ions en surface qui diminue la charge effective du systéme, mais génére de nouvelles
paires d’ions. Le moment dipolaire de ces paires polarise les molécules d’eau environnantes et se-
rait & Uorigine d’une force d’hydratation répulsive qui pourrait expliquer ’absence de coagulation
observée dans certains systémes [Man0Ola|. Bien que l'origine microscopique des forces d’hydra-
tation soit toujours discutée aujourd’hui (une revue est disponible dans la référence [Man01b|),
leur importance ne fait pas de doute pour décrire fidélement les interactions au sein des systémes

colloidaux.

3.3.4 Drainage d’un film de protéines

Le drainage des films de protéines différe nettement de celui observé pour des tensioactifs de
petite taille. Dans ce dernier cas, on observe des franges horizontales de différentes couleurs qui
défilent verticalement & la surface du film. Des mouvements rapides et turbulents sont visibles
le long des ménisques verticaux et les premiéres zones noires apparaissent au bout de quelques
minutes sur la partie haute du film. Ce type de films, dits « mobiles », drainent selon le processus
de « regénération marginale » décrit initialement par Mysels [Mys59]. Dans ce processus, des
portions de film sont absorbées au niveau des bords et sont remplacées par des zones plus fines,
lesquelles s’accumulent ensuite par convection sur la partie supérieure du film. L’origine de ce
phénomeéne, assez complexe, est aujourd’hui encore matiére & débat [Nie98|[Ara01].

Les films de protéines appartiennent a une autre catégorie de films, dits « rigides ». Leurs parois
sont caractérisées par des coefficients viscoélastiques supérieurs a ceux des films « mobiles ».
Au cours du drainage, ils ne présentent pas de franges colorées horizontales. Par contre, leur
surface est parsemée de petites taches multicolores qui indiquent que I’épaisseur du film est trés
hétérogeéne. Ces films s’affinent selon un processus non uniforme qui impliquent des distorsions
importantes au niveau de leurs parois. Des zones noires nucléent & différents endroits du film
et finissent par envahir intégralement sa surface (Figure 3.20). Mysels et al ont montré que
Pamincissement d’un film rigide est dii & un écoulement visqueux du coeur aqueux entre ses

parois [Mys59].



44 CHAPITRE 3. STABILITE ET STRUCTURE D’UN FILM NOIR DE PROTEINES

FiG. 3.20 — Photographies d’un film sphérique de B-lactoglobuline soufflé & la surface d’un poreuz
imbibé de solution (pH=5,2, sans sel). Le film est observé a différents moments du drainage. Sur
la premiére image, le film est blanc brillant donc relativement épais (~ 700 fi) Dans les minutes
qui suivent, de petites taches noires apparaissent localement a la surface du film. Elles finissent
ensuite par se rejoindre et & envahir intégralement la surface du film. A la différence des films
de tensioactifs de petite taille, on n’observe pas de front noir horizontal qui se propage de haut
en bas du film.

3.3.5 Structure d’un film de Newton de protéines

Nous allons discuter dans ce paragraphe de 'organisation moléculaire des films noirs de
B-lactoglobuline obtenus dans les conditions optimales de stabilité déterminées précédemment
(pH~5,3, ¢5-13—0,25 mg/mL et cyaer=5x1072 mol/L). Les films sont formés aprés avoir laissé
I'interface air/solution deux heures au repos, temps au bout duquel la tension de surface atteint sa

valeur minimale. Quarante minutes aprés sa formation, le film a atteint son épaisseur d’équilibre.

Description générale

Le spectre de réflectivité X obtenu dans ces conditions présente quatre franges d’interférences
bien distinctes (Figure 3.21). Il n’est pas possible de rendre compte de la forme de la courbe
expérimentale en considérant le film comme une strate homogeéne. Seul un modéle a trois couches
permet de décrire convenablement sa structure. Il existe donc un gradient de densité électronique
significatif au sein du film.

Les paramétres structuraux, déduits de l’ajustement théorique du spectre de réflectivité,

sont regroupés dans le tableau suivant. Au cours du traitement des données, la rugosité a été
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FiG. 3.21 — Courbe de réflectivité de rayons X d’un film noir de [-lactoglobuline (solu-
tion: cg_1g=0,25 mg/mL, cnaci=5% 1073, pH-5,3). Les points correspondent a la courbe ex-
périmentale. La courbe en pointillés est le résultat d’une simulation numérique o 'aide d’un
modéle a une couche. De toute évidence, elle ne permet pas de reproduire fidélement l’intégralité
du diagramme d’interférences obtenus expérimentalement. Il faut pour cela utiliser un modéle a
trois couches (courbe en trait plein) qui indique qu’il existe un gradient de densité électronique le
long de la normale du film.

considérée comme un parameétre ajustable, qu’on a supposé identique pour chacune des interfaces
du film.

H épaisseur (A) ‘ §x106 ‘ rugosité (A) ‘
couches externes (1 et 3) 12,7 1,8 3,7
couche centrale (2) 87,5 1,4 3,7

D’aprés les valeurs de densité électronique qui caractérisent le film, il apparait clairement que
celui-ci ne posséde pas de couche centrale d’eau liquide (cf. Jequ = 3,56 x 1079). Le film en
question est donc un film de Newton, compte-tenu du fait que les seules molécules d’eau qu’il
contient doivent participer a ’hydratation des protéines. Ces molécules interagissent fortement
avec les acides aminés de la chaine peptidique et font partie intégrante de la structure de la
protéine par le biais de liaisons hydrogéne et d’interactions ioniques |Pes85].
L’épaisseur totale du film est de 113 A | ce qui correspond environ a trois fois la taille caractéris-
tique de la protéine dans son état natif (35,8 A) On peut considérer plusieurs hypothéses quant
a la structure moléculaire du film :

— soit le film est constitué de trois couches de protéines,

— soit il n’est composé que de deux couches de protéines trés dénaturées (chaines peptidiques

dépliées).

Nous allons tester ces deux hypothéses en calculant 1’aire moyenne occupée par une protéine
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dans le film dans chacune de ces situations. Pour cela, on a utilisé la formule suivante :

Ne— total = A (Qeextpea:t + ecenpcen) (3.24)

OU: My— 41 COrTespond au nombre total d’électrons contenus le long d'une section du film d’aire
A'; pext €t eert sont respectivement la densité électronique et I’épaisseur des couches externes du
film (cf. tableau). De maniére analogue, les parameétres peen €t €cen se rapportent a la couche
centrale du film.

En remplacant p par son expression en fonction de la densité électronique réduite 9, il vient :

2
A Te Ne— total

A:

(3.25)

2T 2 eeptdent + €cendeen

Hypothése d’un modéle a trois couches de protéines Le nombre d’électrons contenus dans
une molécule de $-lactoglobuline hydratée® est d’environ 13 000. En supposant que le film
comporte trois couches de protéines, on a n.— ;=39 000. On trouve alors que A vaut
~2400 A2. Cette valeur semble raisonnable compte-tenu du fait que 'aire occupée par une
protéine, au moment de 'effondrement (« collapse ») d’une couche de [-lactoglobuline a
Vinterface air/solution, se situe autour de 2000 A% [Bos96].

Hypothése d’un modéle a deux couches de protéines En considérant cette fois-ci que le
film est constitué de deux couches de protéines, on a n.— ;=26 000. L’équation 3.25
donne alors A ~1600 A2. Cette valeur est donc inférieure a l'aire occupée par une protéine
au moment du « collapse » [Bos96]. Il faut noter que le « collapse » est induit par la
compression de la couche d’adsorption considérée a ’aide d’une barriére de Langmuir. Or,
les films que nous étudions ici ne sont pas sous contrainte mécanique. Par conséquent, il

ne semble pas réaliste que ’aire moyenne par protéine soit aussi restreinte dans les parois
du film.

En conclusion, ’hypothése d’un modéle & trois couches de protéines semble étre la plus
probable. Elle semble d’autant plus raisonnable que la S-lactoglobuline posséde une structure
tridimensionnelle plutot rigide, liée a la présence de liaisons disulfide intramoléculaires. A la
différence des protéines flexibles comme la (-caséine, les protéines globulaires conservent de
nombreux éléments de leur structure en solution lorsqu’elles sont impliquées dans des couches
d’adsorption denses [Fan97| [Pos03]. Elles se dénaturent partiellement aux interfaces, mais on
ne s’attend pas a ce que leurs dimensions changent de maniére dramatique une fois adsorbées.
Un modéle & deux couches aurait signifié que les molécules de (-lactoglobuline adoptaient une

conformation trés dépliée dans les films (cf. €fm =113 A).

Protéines adsorbées au niveau des couches externes du film

Le profil de densité électronique du film (Figure 3.22) se caractérise par la présence de deux

pics & chacune des interfaces air/film.

8. En solution, le taux d’hydratation moyen d’une protéine est d’environ 2 molécules d’eau par acide aminé
(chargé, polaire,ou hydrophobe) [Cre93]. Ici, pour une protéine adsorbée, on a fait le calcul en supposant deux
molécules d’eau en moyenne par acide aminé chargé ou polaire.
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Fia. 3.22 - Profil de densité électronique d’un film noir de [-lactoglobuline (solu-
tion: cg_1g=0,25 mg/mL, cNac1=5% 1073, pH=5,3). Ce profil est construit a partir des don-
nées structurales présentées au paragraphe précédent (cf. tableau) dans le cadre d’un modéle a
trois couches. L’ interprétation des informations qu’il regroupe nous a conduit a considérer un film
constitué de trois couches de protéines (cf. dessin). Les strates externes du film, caractérisées par
des pics de densité électronique, indiquent une dénaturation partielle des protéines au contact de
Uair.
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La différence de densité électronique entre la couche centrale et les couches externes du film
suggeére que les protéines contenues dans ces différentes parties ne possédent pas la méme confor-
mation. En effet, on s’attend a ce que la structure et I’hydratation des protéines se modifient
partiellement au contact de linterface. Fang et al ont montré par spectroscopie infra-rouge a
transformée de Fourier que la structure en tonneau [, qui caractérise la cavité hydrophobe de la
protéine, était perturbée a l'interface huile/eau [Fan97|. Des études de réflectivité de neutrons a
I'interface air/solution ont aussi abouti a la conclusion que la 8-lactoglobuline se dénaturait par-
tiellement une fois adsorbée, et ce particuliérement a I’approche du point isoélectrique [Atk95].
Le phénoméne de dénaturation, favorable d’un point de vue énergétique, permet & des groupe-
ments hydrophobes, enfermés dans le coeur de la structure native de la protéine, de s’exposer a
l'air. I pourrait donc expliquer ’excés de densité électronique observé au contact de I’air dans
les films noirs de G-lactoglobuline. On peut noter que ce méme type de profil a déja été observé
pour des films de polyélectrolyte tels que les HMPAANa.? Ces derniers sont constitués d'une
chaine principale chargée sur laquelle ont été greffée des groupements alkyles hydrophobes. Ils
forment des films stables dont les couches externes au contact de l’air sont plus riches en mono-
mere que la couche centrale. Les polymeéres adsorbés peuvent ainsi exposer a 'air un maximum
de groupement alkyl [Mil99.

En conclusion, 'excés de densité électronique observé dans les films de polyélectrolyte est le
résultat d’une optimisation de leur conformation aux interfaces, sous l’effet d’interaction hydro-

phobe.

Protéines contenues dans le coeur du film

La couche centrale du film (87,5 A) contient une partie des acides aminés des protéines
adsorbées au contact de ’air, ainsi qu’une couche compléte de protéines (Figure 3.21). Le coeur
du film étant hydrophile, les protéines qu’il renferme gardent probablement une conformation
proche de leur état natif. Cependant, comment expliquer la formation de cette troisiéme couche?
Les films que nous étudions ont été obtenus au point isoélectrique de la protéine. A ce pH, les
solutions de (3-lactoglobuline sont un mélange de dimeéres et d’octameres. L’équilibre entre ces
deux formes est en faveur du dimeére & température ambiante [Pau92|. Il existe peu d’information
concernant la compétition entre diméres et octameéres aux interfaces. Cependant, ’adsorption des
dimeéres est a priori privilégiée d'un point de vue cinétique. De plus, il semble que les octameres
soient instables aux interfaces et se dissocient rapidement en monoméres et dimeéres |Elo97].
Par conséquent, les films de (-lactoglobuline doivent étre un assemblage de ces deux derniéres
formes. La formation d’une troisiéme couche de protéines au coeur du film peut étre attribuée
a la présence de dimeéres adsorbés perpendiculairement & Uinterface (Figure 3.23). Par ailleurs,
d’autres protéines, initialement présentes dans la phase aqueuse du film juste formé, ont pu étre

emprisonnées au cours du drainage.

9. HMPA ANa est le sigle de polyacrylates de sodium hydrophobiquement modifiés.
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solution

F1G. 3.23 — Dimeéres de (-lactoglobuline (3,58x6,93 nm) adsorbés a Uinterface air/solution : les
dimeres peuvent soit s’allonger a Uinterface, soit s’ancrer perpendiculairement a elle.

3.3.6 Conclusion

Nous sommes donc parvenus a controler la formation de films noirs de S-lactoglobuline de
taille macroscopique et a déterminer leur structure moléculaire. Pour cela, nous avons optimisé
les parameétres de la solution (pH, concentration en protéines et en électrolyte) afin de permettre
la formation de couches d’adsorption suffisamment denses pour que les films soient stables, mais
pas trop chargées en molécules pour que les films puissent drainer jusqu’au stade noir. Ce com-
promis subtil entre films instables et films inhomogénes de type gel n’est pas évident & trouver
pour des films de si grande taille (~2 cm?). Les diverses tentatives entreprises avec d’autres
protéines comme la [-caséine ou ’a-lactalbumine n’ont pas abouti. Autrement dit, nous n’avons
pas trouvé pour ces protéines la fenétre expérimentale qui conduit a la formation de films noirs
stables. Pour pouvoir étudier une gamme de films noirs plus large, il faut avoir recours a des
techniques ne nécessitant que des films de taille microscopique.

Dans la suite de ce travail, nous allons déterminer la perméabilité a l'air et ’angle de contact de
différents films noirs de protéines. Ces deux parameétres reflétent de maniére indirecte 1’organi-

sation moléculaire des films considérés.
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Chapitre 4

Perméabilité a 'air des films minces de

protéines

La perméabilité a l'air des films minces est un paramétre crucial pour étudier la stabilité des
mousses. Fn effet, elle permet de caractériser le mirissement d’Ostwald, phénoméne au cours du-
quel I'air diffuse des petites bulles vers les plus grosses a travers le film qui les sépare. Comme nous
le verrons au chapitre 6, le mirissement d’Ostwald est en partie responsable de la déstabilisation
des mousses. Les travaux déja réalisés sur le sujet ont montré que la perméabilité des films noirs
était étroitement corrélée & la structure des couches moléculaires adsorbées. Aprés avoir détaillé
la méthode expérimentale de mesure de la perméabilité, nous passerons en revue les résultats
déja établis pour les films noirs de tensioactifs de petite taille. Nous les confronterons ensuite
aux caractéristiques des films noirs de protéines que nous avons dégagées de nos expériences.
Nous verrons que le comportement spécifique de ces films est déterminé par l'irréversibilité de
I'adsorption des protéines et les propriétés rhéologiques des couches qu’elles forment a Uinterface

air/solution.

4.1 Technique expérimentale de mesure

4.1.1 Dispositif expérimental

Les expériences consistent a observer la décroissance d’une bulle qui se vide de son contenu
en air par le film qui la sépare de la phase atmosphérique [Pla80] [Ned85].
Plus précisément, une bulle d’un rayon compris entre 200 et 250 pum est formée a ’aide d’une
microseringue dans la solution de tensioactifs étudiée. Moins dense que la solution environnante,
la bulle monte immeédiatement & la surface. Un film apparait alors sur le haut de la bulle, au point
de contact avec la surface (Figure 4.1). Sa formation résulte de 1’équilibre des forces verticales

suivantes :

-G = %WR3pg, la poussée d’Archiméde qui tend & presser la bulle contre la surface de la

solution,

— et F, = 2mrosiney , qui s’y oppose.
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La poussée d’Archiméde favorise la formation de grands films, tandis que F, tend & limiter

leur taille.

Patm

AIR

SOLUTION

P.m+ 26/R

ménisque

o tensioactif
F1G. 4.1 — Bulle de tensioactifs adsorbée a la surface de la solution

La différence de pression de part et d’autre du film est égale a la pression de Laplace, aussi
appelée pression capillaire (p, = %’) Elle est a l'origine de la diffusion des molécules d’air de
Iintérieur de la bulle vers l'extérieur, en passant a travers le film. Cela se traduit expérimenta-
lement par une diminution continue des rayons du film et de la bulle. Cependant, le processus
diffusif étant relativement lent, on peut considérer que la bulle et son film sont en permanence
a I’équilibre thermodynamique; il est donc possible de déterminer leurs dimensions a un instant
donné. On utilise pour cela un microscope optique (en lumiére blanche) connecté a une cameéra
CCD (Figure 4.2). Les photographies acquises sont ensuite traitées a l’aide du logiciel IMAQ

Vision Builder 6.0 (National Instrument).

4.1.2 Description théorique: le modéle diffusif

D’aprés la loi de Fick exprimée pour un flux unidimensionnel, le nombre de moles de gaz dN
transférées a travers un film de surface A pendant un intervalle de temps dt est proportionnel
au gradient de concentration en gaz suivant ’épaisseur du film (h):

dN dCc
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Fi1G. 4.2 — Schéma du dispositif expérimental : les bulles de tensioactifs sont formées dans une cel-
lule en atmosphére confinée afin d’éviter la déshydratation des films. On suit leur décroissance en
fonction du temps a l’aide d’un microscope placé au-dessus. A un instant donné, on photographie
le rayon de la bulle et celui du film en modifiant le plan de focalisation de ’objectif.

D étant le coefficient de diffusion moléculaire. En régime permanent (stationnaire), il vient :

dN AC
— =—-DA— =-KAA 4.2
dt h ¢ (42)

AC représente la différence de concentration en gaz de part et d’autre du film. Le coefficient de

perméabilité du film (K) est défini par le rapport K = D/h et a pour unité le cm.s™!.

En considérant l’air comme un gaz parfait, on peut exprimer N(t) et AC de la maniére

suivante: oo 3
+Z)3mR
N() = Puim = RT)S”” (4.3)
9p
ol Ry, est la constante universelle des gaz parfaits.
200 1
AC = — 4.4
R Ry, T (44)

On peut remarquer qu’en prenant %FR3 pour le volume de la bulle, on néglige implicitement les

déformations lices a la gravité. En effet, la longueur capillaire! (notée x~!) d’une solution de

1. La longueur capillaire est estimée en comparant la pression de Laplace o/ %~ a la pression hydrostatique

pgr~* lorsqu’on plonge & une profondeur ~~ ' dans un liquide de densité p soumis au champ de gravité terrestre
g = 9.8 m.s 2. L’égalitée de ces deux pressions permet de déterminer 'expression de ' utilisée ci-dessus. Pour
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protéines (o ~ 50 mN.m™!) vaut typiquement :

o
kl=,/—~226mm (4.5)
Py
L’approximation sphérique est donc acceptable pour des bulles d’un diamétre inférieur & 500 pmn
comme celles utilisées lors de nos expériences.
Nous supposerons également que le film qui se forme au haut de la bulle est plan. En effet, en

toute rigueur, on a :
2y 20

J A 4.6
P R R (4.6)

ou 7y et Ry sont respectivement la tension et le rayon de courbure du film. En exprimant I'équilibre

des forces au niveau de la ligne de contact du film, on a (Figure 4.1):
v =20 cosf (4.7

f étant I'angle de contact du film avec ses ménisques (cf. chapitre 5). Pour l'ensemble des films

étudiés, cos 6 est trés prés de 1. Par conséquent, il vient :
Y~ 20 (4.8)

Soit, d’apres (4.6) :
Ry ~2R (4.9)

La courbure du film étant presque deux fois plus petite que celle de la bulle, nous la négligerons

dans la suite des calculs. L’aire du film A sera donc assimilée a 7r2.

En remplacant N(t), AC et A par leurs expressions dans ’équation (4.2), on obtient :
2 _ 4 Patm 3 2

Apres intégration sur U'intervalle [0;t], il vient [Kru96] :

Patm (R — RY) + S(RY_, — RY)

K = 7
fo r2dt

(4.11)

C’est a l’aide de cette formule que 'on calcule expérimentalement la perméabilité des films en
observant la décroissance simultanée des rayons de la bulle et du film sur un intervalle de temps

[0;t]. La tension de surface o est déterminée séparément par la méthode de Wilhelmy (cf. § 2.3).

On peut remarquer que ’expression de K, déduite d’'un modeéle purement diffusif, s’appuie

implicitement sur les deux hypothéses suivantes:

— la barriére d’énergie qui s’oppose au passage des molécules d’air a travers le filin reste

constante dans le temps (& une température donnée),

des échelles de taille inférieure a £k~*, on considére que Peffet de la gravité est négligeable [DeG02].
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— la quantité de molécules d’air qui traverse les parois de la bulle et passe directement en

solution est négligeable devant celle qui traverse le film.

Nous verrons par la suite que si ces hypothéses sont vérifiées pour des films stabilisés par des
tensioactifs de petite taille, les films de protéines présentent eux un comportement plus complexe

qui nécessitera un modéle plus élaboré.

4.1.3 Limites de la technique

L’incertitude sur la détermination de K est a priori d’autant plus petite que les rayons du

film et de la bulle seront mesurés avec précision :

— le rayon d’une bulle est connu & +4 pixels prés, ce qui correspond a une erreur d’environ
+1,5 um. Les facteurs qui limitent la qualité de cette mesure dépendent essentiellement de

Poptique du dispositif (finesse de la mise au point) et du traitement numérique de I'image,

— la détermination du rayon d’'un film ne dépend pas uniquement de ces incertitudes expéri-
mentales. Elle est plus aléatoire dans la mesure ou la frontiére qui délimite le film de son
ménisque n’est pas franche. En effet, prenons le cas d’un film noir relativement épais (~
150 A), caractérisé par un angle de contact petit (< 2 °) (Figure 4.3). L’image qu’on obtient
de ce film est constituée d'un disque noir entouré de plusieurs anneaux (clairs et sombres)
dits de Newton, qui correspondent aux franges d’interférences de la lumiére du microscope
sur chacune des faces du ménisque. Dans ce cas, le disque noir observé inclut le film et une
partie du ménisque. Le rayon qu’on mesure expérimentalement est donc supérieur au rayon
réel du film noir. Cependant, cette indétermination sur la position de la ligne de contact
entre le film et le ménisque est considérablement réduite dans le cas d’un film noir fin (~

40 A), caractérisé par un angle de contact grand (> 7 °) (Figure 4.3).

Par conséquent, cette méthode de détermination de la perméabilité est d’autant plus précise
qu’elle est utilisée pour des films caractérisés par des angles de contact grands. On estime que
Ierreur globale maximale engendrée sur les mesures de K est de I'ordre de +5 %. En pratique, on
observe que les valeurs de K sont déterminées & 420 % pour un film de protéines donné. Cette
dispersion des résultats n’est pas due a la technique elle-méme ; elle est intrinséque a la structure
des films de protéines qui varie sensiblement d’une expérience a une autre.

Il existe une autre technique, appelée technique de la « bulle stationnaire », qui est plus
adaptée a I’étude des films dont les angles de contact sont petits [Ned87]. Le principe consiste a
former un film sphérique connecté au réservoir de solution par I'intermédiaire d'un verre poreux
(Figure 4.4). Spontanément, l'air se met a diffuser & travers le film. Les pertes en gaz sont
périodiquement compensées a l'aide d’un piston de maniére a ce que la taille du film reste la

méme (p, reste contante). La perméabilité du film est alors calculée a I’aide de la formule suivante:

pAV

K=—— 4.12
dryhAt ( )

La pression p et le volume d’air AV qui s’est échappé pendant l'intervalle de temps At sont
mesurés expérimentalement. La hauteur de la calotte sphérique (h) et v = Rf/2p. sont obtenus

a l'aide d’un microscope horizontal (R est le rayon de courbure du film).
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F1G. 4.3 — Vue en coupe de deuz films noirs : (a) l'un caractérisé par un angle de contact petit, (b)
Uautre par un angle de contact grand. Les dessins situés au-dessous schématisent les images qu’on
obtient par microscopie optique. Dans le cas (a), le rayon (7 fiim) observé expérimentalement ne
correspond pas au rayon réel du film noir.

L’avantage de cette technique réside dans le fait que les paramétres géométriques du film sont
parfaitement connus. Cependant, elle requiert des films de plusieurs millimétres de rayon, c’est-
a-dire d’une surface 1000 fois plus grande que celle des filins étudiés avec la méthode précédente.
Cette technique se préte donc bien a I'étude de films possédant de petits angles de contact, mais a
condition que leur stabilité le permette! Les films noirs de protéines possédent généralement des
angles de contact bas, mais ils sont malheureusement trés difficiles & obtenir pour des surfaces
supérieures a quelques centiémes de mm?. C’est la raison pour laquelle nous n’avons pas pu

utiliser la technique de la « bulle stationnaire » pour déterminer leur perméabilité.

4.2 Perméabilités comparées des films noirs: du film commun au
film de Newton

Les films communs possédent une structure trés distincte de celle des films de Newton (cf. §
3.1). Nous allons voir que ces différences structurelles conférent a chacun des films des propriétés

de perméabilité caractéristiques.



60 CHAPITRE 4. PERMEABILITE A L’AIR DES FILMS MINCES DE PROTEINES

film

—

poreux
| imbibé de

| ] solution

(p= Patm* pc)

observation du profil
du film

solution

T

air surpressé

Fi1G. 4.4 — Vue en coupe d’un film sphérique raccordé au réservoir de solution par l'intermédiaire
d’un verre poreux.

4.2.1 Expression de la perméabilité du film en fonction de celle des mono-

couches adsorbées

Princen et al ont proposé un modéle détaillé de la perméabilité des films en fonction des
propriétés des différentes strates qui le composent, i.e. les deux couches de tensioactifs adsorbés
et la couche centrale d’eau (Figure 4.5) [Pri65].

Le flux de gaz qui traverse le film en régime permanent est exprimé en appliquant ’équation
(4.2):

% =—-KA(Cy — C) (4.13)

On peut également exprimer ce méme flux a travers la couche centrale d’eau et chacune des

monocouches adsorbées :

N D
D kA — ) = Ay - o)) (4.14)
dt heau
dN
Y _kch(Ci - Csatl) (415)
dt
dN
=i = FmeA(Csarz — Cy) (4.16)

Ol Keqy €t kme sont respectivement les perméabilités de la couche d’eau et des monocouches; D

est le coefficient de diffusion du gaz dans le liquide.
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Fi1G. 4.5 — Représentation schématique d’un film mince plan constitué de deux parois de tensioac-
tifs qui entourent une couche centrale de solution d’épaisseur heqy. C1 et Co sont les concentra-
tions en gaz de part et d’autre du film; C7 et Ch correspondent quant a elles aux concentrations

en gaz solubilisé & chacune des extrémités de la couche aqueuse.

Csap1 correspond a la concentration a 1’équilibre en gaz dissous dans une couche d’eau située

au contact d'une atmosphére ou régne C; ( Csquo est définie de maniére analogue). On a donc

Csar1 = BCY et Cyqro = BCo, B étant le coefficient de solubilité du gaz.

En régime permanent, tous ces flux sont égaux. L’égalité entre (4.13) et (4.14) conduit a:

D (C1—-0y)

K = ATl el
heau (Cl - CQ)

En égalisant (4.13) et (4.15), ainsi que (4.13) et (4.16), il vient:

K

Ci:_k (CI_C2>+/BCI
K

Cy = B (C1 — Ca) + BCy

Soit, en remplagant C] et C) par leurs expressions dans (4.17):

Dp

K=—""__
heau“‘]?—i)c

(4.17)

(4.18)

(4.19)

(4.20)
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On distingue alors deux cas limites:

— lorsque heqqy > ,?—fc,

K= Db (4.21)
heau
La permeéabilité du film est déterminée par celle de la couche centrale d’eau.
— lorsque heqy < ,?fc ,
K = b ];m (4.22)

La perméabilité du film est déterminée par celles des monocouches adsorbées.

4.2.2 Permeéabilité des films communs

Krustev et al ont mesuré la perméabilité a ’air de toute une gamme de films communs
stabilisés par du SDS [Kru93|] |Kru97a]. Expérimentalement, ’épaisseur des films est ajustée
en modifiant la concentration en électrolyte (NaCl), c’est-a-dire en écrantant plus ou moins les
répulsions électrostatiques qui agissent entre les deux parois du film.

Ils ont mis en évidence la présence de deux régimes pour décrire la perméabilité des filns

communs :

— lorsque D'épaisseur de la couche centrale d’eau est inférieure 3 ~100 A, la perméabilité
des films communs diminue en fonction de leur épaisseur. Une analyse plus fine (basée
sur l'équation (4.20)) révele que la perméabilité des films est déterminée, non pas par
I’épaisseur de la couche centrale d’eau, mais par la structure des couches adsorbées. En
effet, lorsque les films s’amincissent, les interactions normales qui se développent entre les
monocouches a petite distance les rendent plus denses et ordonnées.? Ils offrent alors une

meilleure résistance au passage de l'air,

— lorsque 'épaisseur de la couche centrale d’eau dépasse ~100 A, la perméabilité des films
entre dans un nouveau régime ou la taille du corps aqueux devient le parameétre essen-
tiel. Dans ce régime, les couches adsorbées ressentent peu l'influence 'une de 'autre et se
comportent davantage comme des monocouches isolées & la surface d’une solution. Leur
structure est moléculaire est moins organisée. Expérimentalement on observe un compor-
tement assez intuitif: la diminution de la perméabilité des films lorsque leur épaisseur

augmente.

On peut donc retenir que la perméabilité des filins communs refléte indirectement 1’organisa-
tion du réseau de molécules qui constituent les deux parois du film. Cette organisation est quand

a elle étroitement corrélée aux interactions mutuelles qui s’exercent entre ces deux parois.

4.2.3 Permeéabilité des films de Newton

Dans un film de Newton, le corps aqueux qui sépare les deux monocouches amphiphiles se

réduit a quelques molécules d’eau d’hydratation. La perméabilité du film est alors entiérement

2. Cette conclusion corrobore les résultats relatifs aux rugosités des différents films noirs, 2.7 A pour un
film de Newton de SDS et 3.6 A pour un film commun [Ben92].
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conditionnée par celles des deux monocouches adsorbées:

(4.23)

Les films de Newton sont caractérisés par une structure plus dense et ordonnée que celle des
films communs (cf. § 3.1). C’est la raison pour laquelle ils possédent une perméabilité plus faible.
Ainsi, un film de Newton de SDS, d’une épaisseur de 33 A, est environ trois fois moins perméable
qu'un film commun de 84 A d’épaisseur [Kru97a] .

La permeéabilité des films de Newton a fait ’objet de nombreuses investigations. La plupart
concerne des films stabilisés par du SDS, considéré comme un tensioactif de référence. Ces travaux

s’articulent majoritairement autour de deux axes:

— P’étude de la perméabilité en fonction de la température; les résultats montrent que K

augmente avec la température (Figure 4.6),

— I’étude de la perméabilité en fonction de la concentration en tensioactifs (Cy,) dans la
solution (a partir de laquelle les films sont formés); expérimentalement, la perméabilité
décroit lorsque Cy, augmente. Au-deld d’une certaine concentration, elle atteint sa valeur

minimum pour le film étudié. La perméabilité reste alors sur un plateau (Figure 4.6).
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Fi1G. 4.6 — Evolution de la perméabilité d’un film de Newton de SDS en fonction de la concentra-
tion en tensioactifs (C) pour quatre températures différentes [Ned92].

Plusieurs modéles théoriques ont été proposés pour interpréter ces différents résultats. Les

principaux sont présentés ci-dessous:
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Théorie de la barriére d’énergie

Cette théorie a été initialement élaborée pour discuter de lefficacité de certaines mono-
couches, déposées a l'interface air/eau, a s’opposer a I’évaporation de 'eau |Arch5|. Elle a ensuite
été appliquée avec succés au cas de monocouches impliquées dans des films de Newton. Dans
ce modéle, le film est supposé agir comme une barriére d’énergie qui s’oppose au passage des

molécules de gaz. La perméabilité du film s’exprime alors ainsi:

*

InK = —
. RapT

+ constante (4.24)

ou AFE* est I'énergie d’activation du processus de passage de l'air a travers le film.

Ce modéle prédit donc une diminution linéaire du In K en fonction de % (coordonnées d’Ar-
rhénius), vérifiee sur différents type de films pour des températures de lordre de 20 a 30°C
[Ned92] [Kru96]. Certaines courbes présentent cependant des ruptures de pente sur certains in-
tervalles de température. Ces déviations par rapport au modele linéaire suggérent qu’un modéle
plus complexe s’impose. Krustev et al ont également montré que ’énergie d’activation dépendait
de la longueur de la chaine alkyl du tensioactif utilisé pour stabiliser le film; plus cette chaine
est longue, plus I'énergie d’activation est grande [Kru97b].

Barnes et La Mer ont ensuite amélioré ce modeéle en utilisant AG¥, 'enthalpie libre d’activa-
tion (ou énergie libre de Gibbs) |Bar97|:

AGH

InK =—
. RepT

+ constante (4.25)

AG! peut se décomposer en trois termes, relatifs a énergie U, a 'entropie S et a 'aire occupée

par une molécule de tensioactif dans la couche adsorbée A :
AGH = AU* + TIAAF — TAS? (4.26)

ot IT est la pression de surface de la monocouche. ITIAA?! correspond au travail qu’il faut fournir
pour dilater la surface de la monocouche de AA? afin de créer un espace suffisant entre les
molécules de tensioactifs pour que le gaz passe. Plus la densité des arrangements moléculaires
dans la monocouche est faible, plus le travail & fournir est petit.

Ce modeéle prend en compte la pression de surface, i.e., la densité d’adsorption des mono-
couches de tensioactifs, pour prédire la perméabilité des films. Il permet également de décrire de
maniére plus subtile le comportement des films en fonction de la température dans la mesure ol
la densité d’adsorption dépend elle-méme de la température (elle tend généralement a décroitre

lorsque T augmente) [Mur03].

Théorie de la surface accessible

Tout comme la théorie précédente, la théorie de la surface accessible a été énoncée pour
I’étude de la perméabilité de monocouches situées a U'interface air/eau [Bar70]. Elle postule que

les molécules de gaz traversent la couche adsorbée par l'intermédiaire de trous naturellement
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présents a la surface.® L’ensemble de tous ces sites vacants constitue la surface accessible pour
les molécules gazeuses (notée Agec). La permeéabilité a travers chacun de ces trous est supposée
étre égale a celle de la surface nue (en 'absence de tensioactifs). Ce modéle a été appliqué de
maniére probante pour décrire I’évolution de la perméabilité des films de SDS lors de la transition
film commun/ film de Newton (en présence de NaCl et de LiCl) [Kru99|]. La perméabilité des

monocouches du filin est définie de la maniére suivante:

_ DAacc

kme = hch

(4.27)

ou D est le coefficient de diffusion a travers la surface nue, A l'aire totale du film et A, 1’épais-
seur de la monocouche. A, est calculée a I'aide de considérations théoriques reliant la densité

d’adsorption des parois du film a I’énergie libre de formation du film.

Théorie de nucléation des trous

Ce dernier modele prend également en compte la présence de carences moléculaires au sein
des monocouches de tensioactifs qui forment le film. Il considére que ces sites vacants peuvent
diffuser au sein des films et conduire a la nucléation de trous plus grands (qu’on peut décrire
comme des agrégats de sites vacants) [Kas80] [Exe83|. La perméabilité des films de Newton est

alors exprimée en fonction de deux composantes:

00
K =Ky+ Z K; (4.28)

i=1
ou Ky se référe a la perméabilité des zones du film qui ne présentent pas de trous tandis que K;
correspond & celle des trous composés de i carences moléculaires [Ned88|.

Ky dépend de la longueur des chaines alkyls des tensioactifs et suit la théorie de la barriere
d’énergie développée précédemment |Kru97b|. Nedyalkov et al ont aussi montré que pour des
films de SDS formés & partir de solutions de tensioactifs trés concentrées, la contribution de la
perméabilité a travers les trous est négligeable entre 23 et 25°C [Ned92]. Cependant, ce terme
reprend de l'importance dés que la température atteint 27 °C.

Cette théorie permet donc de décrire de maniére détaillée la variation de la perméabilité
totale des films en fonction de la température. Elle rend compte notamment des déviations &
la linéarité observées sur certains diagrammes d’Arrhénius, dont la présence n’est pas prévue
par la théorie de la barriére d’énergie |[Ned92| |[Kru96]. D’autre part, elle explique de maniére
satisfaisante la dépendance de la perméabilité des films de SDS en fonction de la concentration

en tensioactifs dans la solution [Ned88|.

En conclusion, il existe déja de nombreuses études qui s’attachent & corréler la perméabilité
des films noirs & leurs propriétés de structure. Tous ces travaux concernent exclusivement des

tensioactifs de petite taille comme le SDS (c¢f. références discutées ci-dessus) ou les chlorures

3. Dans tous les modéles thermodynamiques réalistes, les couches d’adsorption ne sont jamais complétement
saturées en tensioactifs ; lorsqu’une molécule se désorbe, elle n’est pas instantanément remplacée par une autre
[Kru99].
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d’alkyltrimethylammonium [Kru97b|. Des molécules d’intérét biologique comme le dodécyl mal-
toside |[Mur03] et certains phospholipides |Pla03| [Pet03| ont également été étudiées. A notre
connaissance, il n’existe pas de résultats concernant la perméabilité de films stabilisés par des

macromolécules, qu’elles soient synthétiques ou naturelles comme les protéines.

4.3 Perméabilité de la paroi d’une bulle de protéines

Nous avons mesuré la perméabilité a I’air d’une série de films de protéines dont les caracté-
ristiques ont été présentées au chapitre 2. Tous les films ont été obtenus & partir de solutions
préparées au point isoélectrique des protéines de maniére a ce qu’ils soient initialement noirs.
Nous les avons étudié a ’aide de la méthode décrite au début de ce chapitre. La figure 4.7 présente
la décroissance en fonction du temps des rayons du film et de la bulle pour différentes protéines
ainsi que pour un film de Newton de SDS. Ces courbes montrent clairement que la disparition
des bulles de SDS est environ trois fois plus rapide que celles des bulles de protéines, dont 1’étude
peut durer plus de 5 heures. Dans ces conditions, on peut se demander s’il est encore légitime de
négliger le processus de diffusion de I'air (enfermé dans la bulle) & travers la couche adsorbée qui
constitue la paroi de la bulle. C’est ce que nous allons vérifier expérimentalement au paragraphe

suivant.
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Fi1G. 4.7 — Dissolution d’une bulle de protéines a la surface de la solution : le graphique présente
la décroissance des rayons de différentes bulles en fonction du temps. Quelle que soit la protéine

considérée, la dissolution de la bulle est nettement plus lente que celle observée pour une bulle de
SDS de méme taille.
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4.3.1 Meéthode expérimentale

Tout comme pour la mesure de la perméabilité des films, on forme des bulles d’'un rayon
compris entre 200 et 250 pm dans la solution de protéines étudiée. On recouvre ensuite im-
médiatement la surface de la solution par une lamelle en verre afin de bloquer le processus de
diffusion de air a travers le film (Figure 4.8). Ces lamelles ont été préalablement nettoyées dans
un mélange 3:1 d’acide sulfurique et d’eau oxygénée (pirahna), puis abondamment rincées a I’eau
ultra-pure (18.2 MQ.cm, systéme milli-Q) afin de ne pas introduire d’impuretés dans le systéme.
Cette opération de nettoyage présente également l'avantage de rendre la surface de verre tres
hydrophile. Dans ces conditions, le film noir qui surmonte la bulle est détruit au moment ou la
lamelle est déposée; le haut de la bulle et la surface en verre sont alors séparés par une couche
d’eau relativement épaisse (typiquement de 1'ordre de 700 A). Par conséquent, I’air enfermé dans

la bulle ne s’échapper qu’en traversant la paroi de la bulle.

AIR

SOLUTION LAMELLE EN

VERRE

P+ 20/R

atm

FiG. 4.8 — Bulle attachée a la surface de la solution, elle-méme recouverte par une lamelle de
verre

4.3.2 Description théorique

Le flux de molécules d’air & travers la paroi de la bulle s’écrit :

dN
% = _KbUlle47TR2(Spatm+pc - Spat'm) (429)
Spatm €t Spaim—+p. correspondent aux coefficients de la solubilité de 1'air dans 'eau, au contact
d’une atmosphére ot la pression vaut respectivement putm €t pParm + pe. En effet, la quantité de
gaz dissoute dans un liquide est proportionnelle & la pression partielle du gaz dans 'atmospheére
située au-dessus du liquide (loi de Henry). Dans notre cas, la solution dans laquelle baigne la bulle

est globalement en équilibre avec 'air a la pression pgm- Il y a donc localement un déséquilibre
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entre la solution et l'air enfermé dans la bulle (& la pression pgm, + pe). Par conséquent, un
processus de diffusion se produit afin que la solution au contact de la bulle s’enrichisse en air.

D’aprés la loi de Henry :

Spuctne = (14 —=2) Sy (4.30)
En injectant (4.3) et (4.30) dans (4.29), il vient:
N (3patmRAR + 40dR) = Kbu”e2—0 Spaim dt (4.31)
3RraT Patm
Apreés intégration sur lintervalle [0;t], on a:
Ko = gttty (B (B — B) 4§ (Rico — R2) (4.32)

La grandeur Sp,,,, est calculée a I'aide de la loi de Henry a partir des coefficients de solubilité

atm
dans l'’eau de chacun des gaz présents dans 'air. Typiquement, la solubilité de l'air dans l’'eau a
25°C pour une pression de 1 atmosphére vaut 7.9698.10~% mol /L (en prenant comme composition
de Pair 20.93 % d’oxygeéne, 79.04 % d’azote et 0.03 % de dioxyde de carbone). La valeur de o,
utilisée pour le calcul de Kpye, est déterminée indépendamment par la méthode de Wilhelmy
(cf. § 2.3).* On supposera en premiére approximation que la tension de surface des bulles reste
constante tout au long de leur étude. Nous discuterons par la suite de la légitimité de cette

approximation (cf. § 4.4.5).

4.3.3 Résultats expérimentaux

Les résultats obtenus pour des solutions contenant 0.5 mg/mL de protéines au point isoélec-

trique sont regroupés dans le tableau suivant :

‘ Protéines H a-la ‘ G-lg ‘ (-ca ‘lysozyme ‘ BSA ’
| Kyue(em.s™) | 0,007 | 0,006 | 0,009 | 0,005 | 0,006 |

Toutes les mesures ont été réalisées a 25+1°C pour des études d’une durée de trois heures
(apres la formation de la bulle). Chaque valeur est la moyenne d’au moins cing mesures indé-
pendantes ; les valeurs de Ky, déterminées expérimentalement présentent une dispersion de
+20 % autour de la valeur moyenne. Malgré de nombreuses précautions (propreté de la verre-
rie...), nous ne sommes pas parvenus a obtenir des valeurs de K moins dispersées. Cette limitation
expérimentale semble étre intrinséque a la structure des couches de protéines qui forment la bulle.

Dans la série de protéines étudiées, les valeurs de Kpyyie s’échelonnent entre 0,005 et 0,009 cm.s™ .
La valeur la plus haute a été obtenue pour les bulles de (3-caséine, tandis que la plus basse corres-
pond aux bulles de lysozyme. D’un point de vue rhéologique, les couches adsorbées de [3-caséine

sont tres flexibles alors que celles de lysozyme s'illustrent par leur rigidité (c¢f. chapitre 2). Nos

4. On fait 'hypotheése que la tension de surface des bulles de protéines atteint rapidement sa valeur a ’équilibre
dans la gamme de concentrations dans laquelle on travaille (typiquement 0.5 mg/mL). Cette approximation semble
légitime d’aprés les cinétiques d’adsorption observées a 'interface air/solution par la méthode de Wilhelmy ; seul
le cas de la lysozyme est discutable ( § 2.3).
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résultats semblent confirmer cette tendance: la basse perméabilité observée pour les bulles de
lysozyme pourrait indiquer que les couches de lysozyme sont plus difficiles & comprimer que celles
des autres protéines. A l'inverse, les bulles de [-caséine décroissent plus rapidement du fait de
la flexibilité de la structure de leur paroi.

Une analyse plus fine des résultats montre que la perméabilité de la bulle tend & décroitre en
fonction du temps (Figure 4.9). La couche de protéines adsorbées devient donc plus résistante
au passage de l’air, ce qui refléte indirectement un changement au niveau de sa structure. En
d’autres termes, la barriére d’énergie que les molécules de gaz doivent franchir avant de passer
en solution augmente avec le temps. Une interprétation de ces observations sera proposée dans
la partie suivante, a la lumiére des résultats concernant ’étude de la perméabilité des films. Par
ailleurs, 'augmentation de Ky, au début de chaque expérience doit probablement correspondre

a un temps de mise a I’équilibre de la paroi de la bulle.®
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FiG. 4.9 — Evolution du coefficient de perméabilité des bulles de protéines en fonction du temps.
Les courbes relatives a l'a-lactalbumine et o la BSA ont été décalées horizontalement pour une
metlleure lisibilité du graphique. Dans un premier temps, la perméabilité augmente : cette étape
correspond probablement & un temps de mise a l’équilibre des bulles. Elle se met ensuite a décroitre
contindment. Ces résultats seront interprétés ultérieurement. On peut noter que les courbes ci-
dessus sont issues d’une seule mesure expérimentale, tandis que les valeurs de Kpyye du tableau
précédent sont moyennées sur plusieurs expériences. C’est ce qui explique les éventuels écarts
numériques qui les séparent.

En conclusion, la diffusion de l'air a travers la paroi d’une bulle de protéines est a 'origine

d’une diminution de sa taille d’au moins 30 % sur une durée de trois heures. Il est donc nécessaire

5. Il peut s’agir de réarrangement moléculaire de la conformation des protéines adsorbées afin de minimiser la
tension de surface.
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de prendre en compte ce phénoméne lors de la détermination de la perméabilité des films de

protéines.

4.4 Perméabilité des films de protéines

4.4.1 Extension du modéle diffusif

Pour rendre compte de la perméabilité des films de protéines, il faut donc apporter un
terme correctif a expression de la permeéabilité présentée a I'équation (4.11). Le flux de gaz
qui s’échappe de la bulle se produit simultanément a travers le film vers la phase gazeuse située
au-dessus, et a travers la paroi de la bulle vers la solution. D’otl I’équation de diffusion suivante

en régime permanent :

dN
—E = KAfz’lm AC + KbulleAparoi AS avec AS = Spatm+pc — Spatm (4.33)

L’aire de la paroi de la bulle est celle d’une sphére tronquée par la présence du film. Elle

vaut : Aparei = 2rR?(1 + cos ¢) avec ¢ = arcsin % (cf. annexe A).

En remplacant AC, AS, Atim, et Aparoi Par leurs expressions dans (4.33), il vient :

dN 2
- = Knar? g

—— 4 Kpue2nR? (1
o RRGPT+ bulle 2T (1 + cos ¢)

—_— 4.34
patmR Patm ( )

Par une méthode de calcul analogue a celle utilisée dans la partie 4.1, on obtient:

%(R;‘:O — R} + %(Rg’zo — R}) B Kpuite 2 Spppm RapT f(f R?(1 + cos(arcsin %)) dt

K= T 1
fO r2dt Patm fo r2dt

(4.35)

C’est ’expression que nous utiliserons pour calculer la perméabilité des films de protéines.

Le premier terme correspond a la perméabilité du film en ’absence de diffusion par la paroi de
la bulle (¢f. équation (4.11)); nous I'appellerons par la suite K ". Le second terme tient compte

des molécules de gaz qui passent en solution ; il sera noté K.ypp-

4.4.2 Description des films microscopiques de protéines

Les films étudiés sont formés a partir de solutions contenant 0.5 mg/mL de protéines au
point isoélectrique. Dans le cas de ’a-lactalbumine, de la g-lactoglobuline et de la B-caséine, le
drainage des filims dure & peine quelques secondes, i.e., les films sont presque instantanément noirs.
Il arrive fréquemment que leur forme ne soit pas parfaitement circulaire, mais ces irrégularités
s’estompent avec le temps (Figure 4.10). On n’observe jamais de telles déformations de la ligne de
contact pour les films de SDS. Elles sont probablement dues au fait que les couches de protéines
adsorbées (au point isoélectrique) possédent une viscosité interfaciale nettement plus haute que
celle des couches de petites molécules tensioactives [Pri98| [Bos01].

Les films de lysozyme et de BSA présentent eux un comportement plus singulier ; ils sont ini-

tialement mixtes, c’est-a-dire constitués d’une zone centrale noire entourée d’une couronne grise
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Fi1G. 4.10 — Film d’a-lactalbumine formé au sommet d’une bulle, a partir d’une solution préparée
au point isoélectrique de la protéine: la ligne de contact présente des irrégularités qui traduisent
une viscosité de surface importante.

(Figure 4.11). La frontiére noir/gris est fluctuante et il faut parfois attendre plusieurs dizaines
de minutes avant que le film soit uniformément noir. Ces films semblent donc correspondre a des
états métastables, ou deux phases d’épaisseur différentes coexistent. Les raisons de leur formation

ne sont pas claires.

FiG. 4.11 — Film de lysozyme formé au sommet d’une bulle, & partir d’une solution préparée au
point isoélectrique de la protéine : deux phases d’épaisseur différente coexistent.

On peut également noter que la formation des films de lysozyme nécessitent des précautions
particuliéres ; il faut laisser la surface de la solution s’équilibrer pendant environ une heure avant
de pouvoir former des bulles stables. Cette protéine est effectivement plus lente que les autres
pour abaisser la tension de surface de la solution (cf. § 2.3) et la valeur atteinte a I’équilibre est

plus haute.
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4.4.3 Les films de protéines: films communs ou films de Newton?

On ne posseéde pas assez d’information sur la structure interne des films de protéines qu’on
étudie pour affirmer si ce sont des films communs ou bien des films de Newton. On peut malgré
tout avoir une estimation de leur pression de disjonction : c’est un paramétre-clef de la structure

des films qui traduit les interactions qui agissent entre ses deux parois |Ber99|. La pression de

— Pe
=5,

ol p. correspond a la différence de pression de part et d’autre du film [Iva88]. Dans notre systéme,

disjonction d’un film légérement courbe, comme c’est le cas ici, est définie par le quotient 11

on a donc p. = %’. La tension de surface des solutions de protéines qu’on étudie est comprise
entre 45 et 55 mN /m. Pour des bulles d’un rayon de 230 pm, les pressions de disjonction des films
correspondant sont comprises entre 196 et 240 Pa. Pereira et al ont mesuré les isothermes de
pression de disjonction de films de BSA et de (-caséine prés de leur point isoélectrique [Per03].
Leurs résultats indiquent que les films de BSA obtenus autour de 200 Pa ont une structure proche
d’une tricouche (140 A), tandis que les films de (-caséine semblent étre des bicouches (180 A).

En conclusion, il semble que I'on travaille dans des conditions ou I’épaisseur des films est
presque minimale |Per03|; on ne s’attend donc pas a ce qu'ils possédent une couche centrale

d’eau épaisse (de plusieurs dizaines d’angstroms).

4.4.4 Résultats expérimentaux

Les résultats obtenus sont regroupés dans le tableau suivant :

‘ Protéines H a-la ‘ G-lg ‘ G-ca ‘lysozyme ‘ BSA ‘
| K(cm.s™") [ 0,009 | 0,008 [ 0,006 | 0,004 |0,014]

Toutes les mesures ont été réalisées a 25 + 1°C pour des études d’une durée de trois heures
(apres la formation de la bulle). Chaque valeur est la moyenne d’au moins cing mesures indé-
pendantes ; les valeurs de Ky déterminées expérimentalement présentent une dispersion de
+20 % autour de la valeur moyenne. La encore, malgré de nombreuses précautions (propreté de
la verrerie...), nous ne sommes pas parvenus a obtenir des valeurs de K moins dispersées. Cette
limitation expérimentale semble étre intrinséque a la structure des couches de protéines du film.
Le manque de reproductibilité est peut-étre lié a la présence d’amas protéiques aux interfaces,

dont la formation est favorisée prés du point isoélectrique des protéines.

Quelle que soit la protéine considérée, la valeur de la permeéabilité du film est largement
inférieure aux valeurs mesurées pour des films de Newton de SDS (K= 0.034 cm.s™! a 25°C
d’aprés |Kru96|). Les réseaux de protéines constituent donc une barriére efficace au passage de
Pair. Les films de lysozyme sont les moins perméables. A I'opposé, les films de BSA sont ceux
qui résistent le moins au passage de ’air. Ces différences de perméabilité refletent probablement
la spécificité de l'organisation moléculaire de chacun de ces films.

Il est surprenant de constater que pour toutes les protéines, la perméabilité de la paroi de la bulle
est plus faible ou quasiment égale a celle du film. On s’attendait a priori a la tendance inverse,

comme prévue dans le modéle de Princen (cf. § 4.2.1).% Nous reviendrons sur l'interprétation de

6. La perméabilité des films est au moins deux fois plus petite que celle des monocouches qui le composent
(équation 4.22).
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ce point ultérieurement (cf. § 4.4.7).

La figure 4.12 présente I'évolution du coefficient de perméabilité en fonction du temps. Pour
chaque protéine, les courbes ont été calculées en utilisant les valeurs moyennes de Ky, détermi-
nées précédemment. On observe globalement que la permeéabilité des films diminue en fonction

du temps.
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FiG. 4.12 — Evolution du coefficient de perméabilité des films de protéines en fonction du temps.
La perméabilité des films décroit progressivement. On peut noter que les courbes ci-dessus sont
issues d’une seule mesure expérimentale, tandis que les valeurs de Ky, du tableau précédent
sont moyennées sur plusieurs erpériences. C’est ce qui explique les éventuels écarts numériques
qui les séparent.

L’évolution générale de K suit un cheminement analogue a celle de Kpyye (Figure 4.9). 11
semble que les structures du film et de la paroi de la bulle se modifient simultanément au cours
des expériences. On peut se demander si ces changements de structure sont dus & un simple effet
de vieillissement des couches de protéines adsorbées”, ou bien s’ils sont liés & la diminution de la
taille de la bulle. La figure 4.13 présente deux séries de clichés qui montrent 1’évolution de films
de f-lactoglobuline, initialement noirs, en fonction du temps. Le premier film (cas (a)) est formé
au-dessus d’une bulle dont le rayon initial vaut R=235 um, contre 285 ym pour le second (cas
(b)). Dans les deux cas, les films ont tendance a s’éclaircir au fur et a mesure de expérience ; ce
changement de teinte traduit le fait que les films deviennent plus épais. Au bout de 3h30, le
premier film est cependant beaucoup clair que le second pour un temps équivalent. Il faut attendre

une heure de plus (soit 4h30) pour que le second film présente une teinte comparable. L’épaisseur

7. Cette hypothése semble a priori peu probable d’aprés les expériences de réflectivité de rayons X réalisées sur
des films noirs de B-lactoglobuline (  § 3.3) : la structure moléculaire des films a pu étre étudiée pendant plus de
5 h sans qu'un quelconque effet de vieillissement ne soit observé.
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des films n’est donc pas déterminée par I'dge des couches de protéines adsorbées; elle dépend
du taux de décroissance de la surface de la bulle. En effet, la premiere bulle a perdu 75 % de sa
surface initiale au bout de 3h30, chiffre comparable & celui calculé pour la seconde bulle au bout
de 4h30.

t=0, R=235 um t=1h30, R=190 um  t=3h30, R=115 um t=4h30,R=85 um
100% 65% 25% 15%

(b)

t=0, R=285 um t=1h15, R=245 pum t=3h15, R=185 um t=4h30, R=140
100% 75% 40% 25%

F1G. 4.13 — Evolution comparée de l’épaisseur de deuzx films de (B-lactoglobuline en fonction du
temps. Les séries de photographies (a) et (b) se rapportent a deux bulles dont le rayon initial vaut
respectivement 235 pym et 285 wm. Pour chaque cliché, la surface de la bulle correspondante est
indiquée en pourcentage par rapport a sa valeur a Uinstant t=0. Dans les deuz cas, les films ont
tendance a s’éclaircir, c’est-a-dire o s’épaissir au fur et a mesure de la décroissance de la bulle.
On peut remarquer qu’au bout de 4h30, le contraste s’est inversé pour le film (a): il est devenu
plus clair que la solution environnante.

Des observations similaires ont été réalisées pour les autres films de protéines.

4.4.5 Influence de la rhéologie des couches de protéines adsorbées sur la
vitesse de décroissance des bulles

A une température donnée, la vitesse de dissolution d’une bulle stabilisée par un tensioactif
de petite taille dépend de la structure moléculaire de la couche adsorbée. Au fur et & mesure
que la bulle diminue de taille, une partie des molécules amphiphiles impliquées dans la paroi se
désorbent et repartent en solution. Le film et la paroi de la bulle gardent donc a priori la méme

structure tout au long du processus de dissolution (Figure 4.14).
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Le cas des bulles stabilisées par des protéines est plus subtil du fait de l'irréversibilité de leur
adsorption (cf. chapitre 2). Dans ces conditions, lorsque la bulle décroit, la couche de protéines
adsorbées est progressivement comprimée. L'interface air/solution étant de plus en plus réduite,
I'excédent de protéines est expulsé vers la solution. La couche de protéines adopte alors une
structure tridimensionnelle, dite « collapsée », qui compense la diminution de surface de la bulle
(Figure 4.14). La présence d’une telle structure a déja été maintes fois rapportée sur des surfaces
horizontales comprimées a I’aide d’une barriére de Langmuir [Bos96| [Nin99|. Elle a également
été observée directement pour des bulles stabilisées dans une solution de [-lactoglobuline a
pH 7 en présence d’électrolyte [Dic02]. Nos résultats vérifient ces observations: la diminution de
Kpuie avec le temps est probablement liée & la compression des couches de protéines lorsque la
bulle rétrécit. De méme, 1’épaississement progressif des films correspond stirement a une forme
« collapsée » des films noirs formés initialement. En observant attentivement la figure 4.15, on
s’apercoit que la structure du film au bout de quelques heures est assez hétérogéne. Elle présente
des plis, qui pourraient s’apparenter a des fronts de compression. Cela semble confirmer que les

couches de protéines impliquées dans le film sont mécaniquement sous contrainte.
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F1G. 4.14 — Dissolution d’une bulle stabilisée : (a) par une couche de tensioactifs de petite taille,
(b) par une couche de protéines.

Dans quelle mesure les propriétés rhéologiques des surfaces influencent-elles le processus de
dissolution des bulles? Dickinson et al ont montré qu’il n’était pas possible de décrire fidélement

la décroissance d’une bulle de f-lactoglobuline (solution a pH 7, 0.05 M NaCl) avec un modeéle
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FiG. 4.15 — Film de B-lactoglobuline au point isoélectrique de la protéine; au bout de quelques
heures, la surface du film est hétérogéne. Elle présente différentes teintes qui indiquent que les
couches de protéines adsorbées sont plissées.

qui néglige l'élasticité de la couche de protéines adsorbées (Figure 4.16) [Dic02|. En effet, la
tension de surface de la bulle baisse significativement au-dela d’un certain seuil de compression.
Il est donc nécessaire de prendre en compte la dépendance de o en fonction du rayon de la bulle
a l’aide de I’expression suivante, proposée par Kloek et al |[Klo01]:

J=Uo+2€ln(%)+%ﬂ% (4.36)
oll 0, € et n sont respectivement la tension de surface a 1’équilibre, le module élastique de
dilatation et le coefficient de viscosité associé de la couche de protéines adsorbées .

Dickinson et al ont toutefois observé qu'un modéle & tension de surface constante suffisait
pour rendre compte convenablement de la dissolution d’une bulle de (-caséine formée dans des
conditions analogues (Figure 4.16) [Dic02|. Ce n’est pas surprenant a priori puisque cette pro-
téine posséde des coeflicients rhéologiques nettement plus bas que ceux des protéines globulaires
[Bos01].

A la lumiére de ces résultats, on peut déduire que le coefficient de perméabilité du film, dans
le cas d’une bulle de protéines, ne refléte pas uniquement la structure des couches adsorbées via
la résistance qu’elles opposent au passage de l'air. En-dessous d’un certain seuil de compression
de la surface de la bulle, le coefficient de perméabilité traduit également une augmentation de la
rigidité de la paroi de la bulle, qui freine le processus de dissolution. Dans le cadre de la théorie de
la barriére d’énergie, il faudrait donc distinguer deux composantes dans I’expression de 1’énergie
d’activation AE™ (c¢f. § 4.2.3):

— une composante relative aux propriétés du réseau de molécules qui forme le film (densité

des arrangements moléculaires, taille des molécules adsorbées),

— et une autre relative a la rhéologie interfaciale des couches adsorbées (compressibilité).
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FiG. 4.16 — Décroissance du rayon d’une bulle: (a) de (-lactoglobuline ; (b) de [(-caséine en
fonction du temps (solutions a pH 7, 0.05 M NaCl). Dans les deux cas, les points correspondent
auz données expérimentales. Dans le cas (a), la courbe en pointillés est issue d’un calcul théorique
qui ne prend pas en compte les propriétés rhéologiques de la couche de protéines, tandis que la
courbe continue utilise un modele plus réaliste, qui introduit le module d’élasticité e= 7 mN.m ™
[Dic02]. Dans le cas (b), la courbe continue est issue d’un calcul théorique qui ne prend pas en
compte Uélasticité de la couche de protéines [Dic02].

4.4.6 Optimisation du modéle utilisé pour le calcul de la perméabilité

Finalement, les valeurs de la perméabilité des films et des bulles que nous avons déterminées
au cours de ce travail ne prennent pas en compte les variations de la tension de surface de la
bulle sous 'effet de la compression des couches d’adsorption. Pour ce faire, il faudrait intégrer
dans le modele diffusif & l'origine de K et de Kpye expression de o(R) proposée a 1'équation
(4.36). En toute rigueur, il faudrait donc déterminer de maniére indépendante les coefficients
et 1 des couches de protéines étudiées dans des conditions proches de celles de nos expériences.
En T'occurrence, la paroi des bulles se comprime & une vitesse moyenne trés basse, de 'ordre de
0,2 mm?/h. Dans la littérature, les coefficients rhéologiques des interfaces sont déterminés pour
des déformations nettement plus rapides, .e. incomparables & celles subies par la paroi des bulles
au cours de leur dissolution.

En conclusion, nous ne disposons pas des données nécessaires pour pouvoir affiner le calcul de
la perméabilité de nos systémes. La perspective de nouvelles expériences s’impose pour pouvoir

y parvenir.

4.4.7 Structure d’un film de protéines « collapsé »

Lors de la dissolution d’une bulle de protéines, nous avons vu que la compression de la surface
de la bulle se répercutait au niveau de la structure du film. En effet, le film s’épaissit & mesure
que la bulle rétrécit, ce qui se traduit par une diminution de sa perméabilité. Le film présente

alors une structure dissymétrique: sa paroi interne est constituée d’une couche de protéines
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« collapsée », tandis que sa paroi externe posséde a priori une structure plus proche de celle de
I'interface air/solution. La structure résultante est assez torturée. Au bout de 8h, les films sont
quasiment blancs et présentent des zones colorées, qui témoignent du relief de la surface.

Cependant, jusqu’ou peut-on comparer la structure de la paroi de la bulle & celle du film as-
socié? En effet, les mesures de perméabilité suggérent que la paroi de la bulle offre une meilleure
résistance au passage de lair que le film lui-méme, pourtant constitué de deux couches de pro-
téines. Comment se produit le « collapse » au niveau du film? Dans quelle mesure la présence
de la surface de la solution affecte-elle ce processus? Autant de questions auxquelles nous ne
pouvons pas répondre pour le moment. L’observation des films in situ par microscopie a force
atomique pourrait apporter des éléments de réponse. Il faudrait ensuite confronter la topographie
des films a celle d’'une monocouche de protéines, lentement comprimée a ’aide d’une barriére de
Langmuir.

La différence de perméabilité entre le film et la paroi de la bulle pourrait aussi s’expliquer par
des différences au niveau de 'hydratation des couches de protéines considérées. Supposons que
I’on puisse assimiler le film & une solution 2D de protéines dans un régime concentré. Au fur et a
mesure que le filin se comprime, la phase de protéines devient plus concentrée. Comment évolue
alors le potentiel chimique de ’eau dans le film ? Peut-on s’attendre & un gonflement osmotique du
réseau de protéines par diffusion de molécules d’eau a travers le ménisque? Flory s’est intéressé
a la capacité d’'un réseau de polyméres a absorber une grande quantité de solvant [Flo53]. En
effet, un réseau de polyméres placé au contact d’un réservoir de solvant gonfle spontanément.
D’un point de vue énergétique, le mélange polymeére/solvant est favorisé: il se traduit par une
augmentation du volume du réseau, donc par un gain entropique pour le systéme (entropie
de dilution). Ce processus est contrebalancé par l'existence d'une force élastique qui assure le
maintien de la structure du réseau et limite donc son taux de gonflement a 1’équilibre. On peut
penser que les films de protéines suivent un comportement similaire, de type gel; connectés a
la solution par l'intermédiaire de leur ménisque, ils gonflent pour optimiser leur interface avec
le solvant. Au fur et & mesure que la bulle rétrécit, la structure du film change, modifiant ainsi
Iinteraction entre le réseau de protéine et le solvant. C’est peut-étre la différence d’hydratation
entre les couches de protéines qui participent au film et celle qui constitue la paroi de la bulle

qui pourrait expliquer les valeurs des perméabilité obtenues expérimentalement.

4.5 Conclusion

La dissolution d’une bulle de protéines est en partie contrélée par les propriétés rhéologiques
des couches de protéines adsorbées. En effet, les protéines forment un réseau viscoélastique aux
interfaces, qui se re-dissout difficilement en solution. Lorsque la bulle rétrécit, la structure de sa
paroi et celle du film associé s’affaissent sous leffet des contraintes mécaniques. La bulle est alors
entourée d’une coquille qui devient de plus en plus épaisse et de moins en moins compressible.
Expérimentalement, cela se traduit par une diminution simultanée des coefficients de perméabilité
(a T'air) de la bulle et du film. Le comportement des bulles de protéines face au marissement
d’Ostwald se distingue donc nettement de celui des bulles stabilisées par des tensioactifs de petite

taille, dont la structure des couches adsorbées reste constante tout au long de la dissolution de
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la bulle. Ainsi, les bulles de protéines, étudiées au point isoélectrique, ont une durée de vie
beaucoup plus longue que celle des bulles de SDS. On peut donc conclure que les protéines, a
défaut de pouvoir stopper le mirissement d’Ostwald, contribuent a le ralentir. Le ralentissement
sera d’autant plus grand que la couche de protéines sera rigide. En effet, Du et al ont montré
qu’en entourant une bulle d'une carapace rigide, formée de particules solides hydrophobes, il

était possible de bloquer complétement le murissement d’Ostwald [Du03].
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Chapitre 5

Angle de contact d’un film noir de

protéines

L’objectif de ce chapitre est de quantifier les interactions qui existent entre les différentes
couches de protéines adsorbées dans les films noirs. Une méthode pour cela consiste & mesurer
I'angle de contact qui se forme & la jonction entre le film et son ménisque. Nous discuterons
d’abord des différentes techniques qui permettent de remonter a ce paramétre-clef de la structure
des films. Cependant, nous verrons que toutes ne se prétent pas a I’étude des films de protéines.
En effet, nous montrerons que dans certaines conditions dynamiques, il se produit un hysteresis
de ’angle de contact 1lié a la rhéologie des couches de protéines et a ’adhésion entre les deux
parois du film. Nous proposerons alors une nouvelle technique, développée au laboratoire, qui
permet de déterminer I'angle de contact des films de protéines a ’équilibre. Le but & terme est
de voir §'il est possible d’établir une corrélation entre les propriétés de perméabilité des films (cf.

chapitre 4) et leur énergie d’interaction.

5.1 L’angle de contact : un révélateur des interactions intermolé-

culaires au sein des films

Considérons un film liquide plan connecté & un réservoir de solution par l'intermédiaire d’un
meénisque (Figure 5.1). La tension de surface de la solution sera notée o. On peut distinguer trois

zones dans ce systéme, caractérisées par des propriétés interfaciales différentes:

— le film : il posséde une épaisseur constante h, déterminée par les interactions qui agissent
entre les deux surfaces. Ces interactions donnent naissance & une pression supplémentaire,
appelée pression de disjonction |Der76| [Der78|. Elle traduit un changement de la tension

de surface des deux parois en interaction ; la tension des parois du film est notée o .

— le ménisque : loin du film, la pression de disjonction est nulle, ce qui signifie que les deux
faces du ménisque s’ignorent. Leur tension de surface est donc constante et égale & o. Le
profil du ménisque obéit alors & I’équation de Laplace.

— la zone de transition film/ménisque : cette région intermédiaire assure le raccord entre

le film et son ménisque. Les deux parois s’écartent 'une de 'autre, mais elles restent

83
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suffisamment proches pour interagir ensemble. La pression de disjonction varie donc suivant
Ox, tout comme la tension de surface: elle passe progressivement de sa valeur dans le film
(07) a celle dans le ménisque (o). Il y a peu d’information directe sur la structure de cette

zone de transition et la détermination de son profil est encore sujet a débat [Iva88|.

Z A
¥ f
\ )
L a— h/2
X
O >
2 h/2 N
4 2
Ménisque  Zone de Film Zone de Ménisque
transition transition

Fi1G. 5.1 — Représentation schématique de la transition entre un film mince et son ménisque. Les
lignes continues correspondent auz interfaces réelles tandis que celles en pointillés se rapportent
aux interfaces extrapolées.

On fait couramment abstraction de la présence de cette zone ou la tension de surface est
variable et on idéalise la jonction film /ménisque en extrapolant le profil du ménisque (caractérisé
par o) jusqu’a son intersection avec la surface du film (courbe en pointillés sur la figure 5.1). D’un
point de vue géométrique, I’angle de contact 6 définit I'inclinaison du ménisque par rapport au
plan du film le long de la ligne d’intersection (aussi appelée ligne de contact). On peut remarquer
que l'angle de contact est un concept purement macroscopique, dans la mesure ou la jonction
microscopique entre le film et le ménisque se traduit forcément par un angle de contact nul au
début de la zone de transition film/ménisque.

Pour une ligne de contact rectiligne, 1’équilibre mécanique des forces, projeté dans le plan du
film, s’écrit :
207 = 20 cos (5.1)

C’est la relation de Neumann-Young. Or, of peut s’exprimer en fonction de o et de 1’énergie

libre d’interaction du film AF(h)! de la maniére suivante (cf. annexe B pour plus de détails) :

207 =20 + AF(h) avec  AF(h) <0 (5.2)

1. par unité de surface



5.2. LES PRINCIPALES TECHNIQUES DE MESURE 85

En reprenant (5.1), il vient:
AF(h) =20(cosf —1) (5.3)

On peut donc déterminer expérimentalement AF'(h) & condition de savoir mesurer o et 6. Tout
comme AF(h) et o, 6 est un paramétre thermodynamique qui rend compte de 1’état du film 2.
Dans le cas des filis noirs, les angles de contact sont relativement grands, ce qui rend a priori

la détermination de @ plus aisée (par comparaison avec des films épais).

5.2 Les principales techniques de mesure

Une premiére approche consiste a mesurer expérimentalement la tension du film et & calculer
6 a l'aide de 'équation (5.1) [Pri69] [Cli69]. Cependant, pour des angles de contact petits, la
différence entre of et o est tellement faible qu'il est difficile de la déterminer précisément. Par
conséquent, toutes les autres techniques présentées ci-dessous proposent de mesurer directement
6.

Huisman et Mysels ont développé une méthode qui consiste a étudier une bulle formeée juste
au-dessous de la surface de la solution [Mys66| [Hui69|. La bulle, maintenue au bout d’un ca-
pillaire, est positionnée verticalement de maniére a ce que la surface de la solution qui 'entoure
soit parfaitement plane (Figure 5.2). Le film ainsi obtenu présente la forme d’une calotte sphé-
rique dont les parameétres géométriques sont déterminés a 1’aide d’un microscope horizontal et
permettent de remonter & ’angle de contact.

La plupart des autres méthodes cherchent a reconstituer le profil du ménisque (parfois appelé
« bord de Plateau ») a l'aide de diagrammes d’interférences afin d’en déduire . La précision
de ces méthodes interférométriques est prometteuse, dans la mesure ou les franges d’interférence
permettent de remonter a des distances dont la valeur est inférieure a la résolution d’un mi-
croscope optique traditionnel. Ainsi, Princen et al ont déterminé I'angle de contact d’un film
vertical par le biais d’expériences de diffraction laser sur son ménisque [Pri68| [Pri71]. Ce dernier
se comporte en quelque sorte comme un prisme (Figure 5.3). Cette technique permet de mesurer
avec une précision de + 0,05° des angles de contact supérieurs a 1°.

Scheludko et al ont proposé une autre méthode, dite topographique, basée sur I'analyse des
anneaux de Newton qui se forment autour d’un film lorsqu’on I'illumine par un faisceau normal
de lumiére monochromatique |Sch68| [Kol68]. Les films en question sont formés au centre d’une
goutte biconcave dans une cellule de Scheludko-Exerowa (Figure 5.4) [Exe98|.

Les anneaux de Newton correspondent aux franges d’interférence des faisceaux lumineux qui
se réfléchissent sur chacune des faces du ménisque. Connaissant 1’épaisseur du film et la position
des premiéres franges, on peut reconstruire la surface du ménisque. En assimilant son profil & une
parabole, la valeur de 8 est extrapolée au contact du film. Cette technique est particuliérement
adaptée pour la caractérisation de petits angles de contact, qui correspondent a des ménisques de

faible pente pour lesquels les franges d’interférence sont bien résolues. Pour les angles de contact

2. Il existe une autre convention qui définit I’angle de contact par rapport au plan médian du film, et non pas
par rapport au plan d’une de ses parois [Mar76]. L’équilibre mécanique s’écrit alors : 'yf = 20 cosf, ou 'yf est
la tension globale du film définie comme v/ = 207 4 ITh. Dans ce contexte, AF(h) + ITh = 20 (cosf — 1). Cette
convention étant rarement utilisée, nous nous en tiendrons a celle présentée ci-dessus.
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20f

air

bulle

FiG. 5.2 — Profil d’une bulle a la surface de la solution. Dans cette configuration spéciale, la
position de la bulle est ajustée afin que la surface de la solution au contact soit plane [Hui69].
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Fi1G. 5.3 — Trajet optique d’un faisceau de lumiére horizontal & travers le bord de Plateau d’un
film plan caractérisé par un angle de contact 6 [Pri68].
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(a) (b)

cellule cylindrique
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solution - ‘ >

I aspiration

FiG. 5.4 — Cellule de Scheludko-FEzerowa : les films sont formés au centre d’une goutte biconcave
dont on controle la pression au niveau du ménisque. Les films obtenus sont plans, de forme
sphérique et de taille micrométrique. On les observe expérimentalement du dessus, a 'aide d’un
microscope optique (clichés (a) et (b)). En analysant la position des anneauz de Newton, on peut
reconstruire le profil du ménisque et en déduire l’angle de contact du film [Exe98].

supérieurs, Scheludko et al recommandent ’'utilisation d’une autre technique, dite de ’expansion
des films (pour plus de détails, voir [Sch68] [Kol68|).

Plus récemment, d’autres méthodes ont été proposées pour déterminer I’angle de contact d’un
film courbe formé sur le haut d’une bulle a la surface de la solution (Figure 4.1). Le calcul de 6 se
base sur la résolution numeérique de ’équation de Laplace, qui décrit le profil de la bulle déformeée
par la gravité. Pour les petits angles de contact, le profil de la bulle prés du film est reconstitué a
'aide des anneaux de Newton [Lob90] [Dim90]3. Pour des angles plus grands (> 4°), les anneaux
de Newton se confondent avec la ligne de contact du filmn, dont le rayon peut donc étre déterminé
avec précision. Dans ces conditions, Platikanov et al ont proposé une expression simplifiée de 6,

qui ne dépend que de parameétres géométriques du systéme facilement mesurables [Pla80al. Cette

3. Ces deux articles traitent également d’une technique interférométrique différentielle qui s’est révélée inadap-
tée a I'étude de films formés en haut d’une bulle: les diagrammes d’interférences du ménisque sont parasités par
d’autres interférences provenant de faisceaux réfléchis sur le fond de la bulle (voir la fin de la discussion dans la
référence [Pla88] ).
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approche a le mérite de ne pas nécessiter de traitement numérique lourd. Elle sera présentée de
maniére plus détaillée au paragraphe suivant, puis nous l'utiliserons & titre préliminaire pour
déterminer ’angle de contact des films noirs de protéines.

Toutes ces techniques ont été mises au point en étudiant des films noirs de SDS, qui sert
la-encore de tensioactif de référence. On peut retenir que la transition film commun/ film de
Newton se traduit par une nette augmentation de 'angle de contact : les films communs de SDS
sont caractérisés par des angles d’environ 1°, tandis qu’ils peuvent atteindre jusqu’a 12° pour
les films de Newton |Kol68|. De Feijter and Vrij ont proposé une étude trés compléte qui analyse
I’évolution de I’énergie libre d’interaction de toute une gamme de films de Newton de SDS en
fonction de la température et de la concentration en electrolyte dans la solution [DeF 78] [DeF79].
Par ailleurs, Nedyalkov et al ont également montré que ’angle de contact des films de Newton
de SDS augmentait avec la concentration de tensioactifs dans la solution [Ned92|.

Quelques travaux plus récents se sont intéressés a 1’étude des interactions dans les films noirs
de dodecyl maltoside [Mur04] et de phospholipides [Toc99] [Toc00a] [Toc00b| [Pla03] [Pet03]. 11
y a cependant trés peu d’informations concernant les films minces de protéines [Pla81] [Ran90]
[Mar97].

5.3 Hysteresis dynamique de I’angle de contact des films minces

de protéines

5.3.1 Meéthode expérimentale

Nous avons étudié au chapitre 4 la dissolution d’une bulle de protéines attachée a la surface
de la solution. Nous en avons déduit le coefficient de perméabilité du film en fonction du temps.
Parallélement & ces mesures, nous avons suivi 1’évolution de l’angle de contact des filmms de
protéines tout au long de la décroissance de la bulle. Pour cela, nous avons utilisé la méthode de
Platikanov évoquée au paragraphe précédent.

L’équilibre mécanique de la bulle, supposée parfaitement sphérique, s’écrit (cf. chapitre 4):

4
§7rR3pg + 2mrosiny =0 (5.4)
Soit : X
. 2pgR
1 = arcsin( - ) (5.5)

On peut remarquer sur la figure 5.5 que:

sin(20 + ) = (5.6)

=

On obtient aisément ’expression de  suivante:

2pgR?
3or

) (5.7)

20 = arcsin(%) — arcsin(

Pour une bulle légérement déformée par la gravité, Dimitrov y a apporté la correction sui-
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vante, dérivée d’une solution simplifiée de I’équation de Laplace [Dim77] (¢f. annexe C pour les

détails du calcul):

2pgR? 2pgR?
el ) — arcsin( il

20 = arcsin(i -3 3
or or

) (5.8)

C’est a partir de cette formule que nous avons calculé les angles de contact présentés dans la suite
de ce paragraphe. Nous sommes conscients que la précision des mesures ne sera pas optimale
du fait de l'incertitude sur la valeur du rayon de la ligne de contact, i.e. les films présentent
des anneaux de Newton qui indiquent des angles de contact faibles. Cependant, ces expériences
préliminaires nous seront trés utiles pour discuter de I’évolution de I'angle de contact au fur et

4 mesure que la taille de la bulle décroit.

5.3.2 Tension de ligne

On peut remarquer que dans le cas de films sphériques tels que ceux qu’on étudie, la tension
de ligne (x) donne lieu a une force supplémentaire le long de la ligne de contact (Figure 5.5). La

relation de Neumann-Young, projeté suivant la tangente au film, s’écrit alors:

207 = 20 cos O + % cos(0 + ) (5.9)

AIR

SOLUTION

FiG. 5.5 — Bilan des forces qui détermine ’équilibre mécanique de la ligne de contact d’un film
formé a la surface de la solution. La tension de ligne tend & rendre le film dissymétrique.

Cette expression n’est valable que si 61 ~ 0y ~ 0, c’est-a-dire si le terme de tension de ligne,
qui rend le systéme dissymétrique, est petit devant les autres (Figure 5.5). L’ordre de grandeur
de x est typiquement de 10719 N pour les films de Newton de SDS [Pla80a] [P1a80b]. De maniére
plus générale, De Gennes et al soulignent que la tension de ligne pour une ligne courbe est en fait
I’analogue de la pression de Laplace pour une surface courbe [DeG02|. Ils suggérent également
que le rapport § devrait étre de l'ordre d’une longueur moléculaire, 7.e. de quelques dizaines
d’angstroms dans le cas des protéines. Par conséquent, pour une solution de protéines telle que

o ~ 50 mN.m~!, on s’attend a ce que y ~ 1071% N. En outre, le rayon des films de protéines
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qu’on étudie est de 'ordre de quelques dizaines de micrométres. On a donc:
% ~5.107% N.m~! (5.10)
Ce terme est donc négligeable devant :
20 cos ~ 20 ~0.1 Nom™* (5.11)

Dans le cas des films de protéines étudiés, on peut donc conclure que 1’équilibre mécanique de la
ligne de contact se réduit a:
207 = 20 cosf (5.12)

5.3.3 Application au cas des films de protéines: observation d’un phénomeéne
d’hystérésis

Nous avons vu au chapitre 4 que lors de la dissolution d’une bulle de protéines, la tension de
surface de la paroi de la bulle tendait & diminuer alors que celle de la solution restait constante.
Par conséquent, le film perd progressivement les propriétés de symétrie des couches de protéines
qui le constituent.

L’équilibre mécanique de la ligne de contact s’écrit alors:
o1cosfy + o9 cosly = 0'{ + O'g (5.13)

oll o1 est la tension de surface de la bulle et o9 celle de la solution.

U{ et 0'{ représentent la tension de chacune des faces du film.

D’autre part, les équations (5.5) et (5.8) deviennent :

. 2pgR?
= .14
1 = arcsin( p ) (5.14)
01+ 02 = a]rcsin(Z - 2pgR3) - a1rcsin(2pgR3 (5.15)
! 2= R 30’2 T o1 T ’

Résultats expérimentaux

La figure 5.6 présente I'évolution de 67 + 02 en fonction du temps pour différents films de
protéines. Dans tous les cas, 01 + 02 augmente au fur et & mesure que la bulle décroit. Cette
augmentation suit étroitement 1’évolution du rapport 5, qui indique que le rayon du film décroit
plus lentement que le rayon de la bulle, proportionnellement parlant*. A titre de comparaison,
la derniére courbe de la figure 5.6 montre la dépendance de € en fonction du temps dans le cas
d’un film de Newton de SDS?: il apparait clairement que la grandeur 6, tout comme le rapport

7, Teste quasiment constante quelque soit la taille de la bulle.

4. Le poids des termes qui font intervenir la tension de surface est trés faible dans ’expression de ’angle de
contact ; il n’est pas nécessaire de les considérer pour rendre compte de 'augmentation de 6; + 62 .

5. Pour un film de Newton de SDS, nous avons vu que la structure des couches de tensioactifs adsorbés ne
variait pas lors de la décroissance de la bulle. Par conséquent: #; = 63 = 0
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Fi1G. 5.6 — Hystérésis de l’angle de contact de divers films de protéines en fonction du temps.
La derniére courbe montre que l’angle de contact d’un film de Newton de SDS reste constant
lorsque le rayon de la bulle décroit. Le phénomeéne d’hystérésis dépend des propriétés rhéologiques
des couches de protéines adsorbées et de l’énergie d’adhésion entre les parois du film. On peut
remarquer qu’on n’observe pas de boucle compléte d’hystérésis. En effet, les bulles en diminuant
de taille, s’éloignent toujours davantage de l’état d’équilibre ou leur pression interne serait égale

a celle de latmosphére environnante.
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Interprétation

L’augmentation de 'angle de contact des films de protéines est la signature d’un phénoméne
d’hysteérésis, déja observé par Rangelova et al dans le cas de films noirs de HSA (Human Serum
Albumin)|Ran90|. En effet, leurs expériences montrent que 'angle de contact des films croit
lorsque la pression du ménisque est soumise a une brutale augmentation de quelques pascals
(Figure 5.7). Le film commence ensuite & se contracter permettant ainsi a ’angle de contact de

retrouver sa valeur a ’équilibre au bout de quelques minutes.

"
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Fi1G. 5.7 — Hysteresis de l'angle de contact d’un film de HSA formé au point isoélectrique de
la protéine. Suite a une brutale variation de la pression dans le ménisque, l'angle de contact
augmente. Le film (de rayon r) commence alors a se contracter, permettant ainsi a 'angle de
contact de retrouver progressivement sa valeur & l’équilibre [Ran90)].

Le phénomeéne d’hystérésis est interprété de la maniére suivante: tout d’abord, il est étroite-
ment lié aux propriétés rhéologiques des couches d’adsorption au niveau du ménisque. Lorsque
la pression capillaire augmente, la surface du ménisque diminue comprimant ainsi les protéines
adsorbées a sa surface. Le film auquel il est raccordé se trouve alors sous contrainte. Son rayon va
progressivement diminuer afin de permettre au ménisque (élastique) de relaxer. Cependant, pour
que la taille du film puisse décroitre, il faut nécessairement que les deux couches de protéines
impliquées dans la structure du film se décollent. La contrainte qui s’applique sur le film doit
donc étre suffisante pour contrebalancer la force d’adhésion entre les deux parois. Ce seuil est
atteint lorsque ’angle de contact atteint la valeur maximale observée sur la figure 5.7.

On peut donc conclure que 'origine du phénoméne d’hystérésis est double:

— il est d’une part corrélé aux propriétés rhéologiques des couches de protéines irréversible-

ment adsorbées,

— d’autre part, il dépend de I’énergie d’adhésion entre les deux parois du film.
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Dans le cas des bulles de protéines qu’on étudie, la pression dans la bulle augmente de ma-
niére continue au fur et & mesure que le gaz s’en échappe. Par conséquent, le rayon de courbure
de la bulle, 7.e. donc du ménisque, diminue contintiment. La couche de protéines qui forme la
paroi de la bulle est comprimée en permanence sans jamais pouvoir relaxer. Elle exerce donc
une contrainte croissante sur le film dont les parois finissent par se décoller progressivement. On
observe expérimentalement que le rapport &, qui détermine la valeur de ¢y + 2, suit 'augmen-
tation de la pression dans la bulle (qui augmente en fonction du temps). Cette évolution traduit
le fait que la taille du film diminue plus lentement que la taille de la bulle. Le film est donc
en retard par rapport a la bulle, et ce retard se creuse d’autant plus que la bulle décroit vite.
L’équilibre thermodynamique film/ménisque est donc rompu du fait de la rhéologie des couches
de proteéines et de Iénergie d’adhésion qui s’oppose a la séparation des deux faces du film (d’on
le retard précédent).

En conclusion, 'augmentation de 6 + 0 observée pour les films de protéines est due & un
phénomeéne d’hystérésis dynamique tout au long de la décroissance de la bulle. De plus, on peut
remarquer qu’on n’observe pas de boucle compléte d’hystérésis. En effet, les bulles, en diminuant
de taille, s’éloignent toujours davantage de ’état d’équilibre ou leur pression interne serait égale
a celle de latmosphére environnante. Les films de Newton de DMPC semblent présenter un
comportement similaire du fait de la présence d’un réseau de liaisons hydrogéne qui renforce les
interactions entre les parois du film [Pla03]. En revanche, on n’observe pas un tel hystérésis pour
les films noirs de SDS pour lesquels il est possible de déterminer précisément ’angle de contact
& ’équilibre. Pour en faire de méme avec les films noirs de protéines, nous avons mis au point
une nouvelle méthode, présentée au paragraphe suivant. Cette méthode a le mérite de répondre
aux critéres suivants:

— elle ne nécessite que des films de protéines microscopiques, c’est-a-dire relativement faciles

a obtenir en terme de stabilité,

— les films en question sont & I’équilibre thermodynamique, permettant ainsi de s’affranchir

du phénomeéne d’hystérésis décrit ci-dessus,

— enfin, elle est relativement peu lourde & mettre en oeuvre au regard du matériel nécessaire.

5.4 Une nouvelle méthode pour étudier les interactions entre

couches de protéines dans un film noir

5.4.1 Préliminaire

Evans a proposé en 1980 une procédure expérimentale pour mesurer 1’énergie libre d’adhé-
sion d’une membrane sur une autre surface (vésicule, sphére rigide...) [Eva80| [Eva95|. Cette
approche a été appliquée avec succés au cas de bicouches de phospholipides appartenant a de
larges vésicules. En jouant sur la fonctionnalisation des lipides incorporés dans la membrane,
cette technique permet d’étudier et de modéliser un grand nombre d’interactions présentes dans
les systémes biologiques (cf. |[Pin01] |Tar02| par exemple) . Dans ces expériences, les vésicules
sont manipulées par des micropipettes, dont 'aspiration permet de controler la tension de la

membrane. Une fois que I'adhésion entre les deux surfaces est réalisée et qu’elles ont adopté
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leur configuration a I'équilibre, 'angle de contact (#) est déduit numériquement de la géométrie
du systéme. Il est ainsi possible de calculer I'énergie d’adhésion macroscopique entre les deux
surfaces étudiées. En effet, considérons deux vésicules dont 'une est beaucoup plus tendue que
lautre (Figure 5.8). Au moment de 'adhésion, la vésicule la plus flasque va venir épouser la

forme de l'autre.

Fi1G. 5.8 — Adhésion entre deux vésicules micromanipulée : l'une des vésicules est tendue tandis
que lautre se déforme pour s’enrouler autour de la premiére.

L’énergie d’adhésion correspond au travail qu’il faut fournir pour les détacher. Ce travail est
donné par I’équation de Dupré:
W= +vp—Vfi-t (5.16)

ou vf—¢ est la tension de l'interface entre les deux vésicules; -~ et vy sont respectivement les
tensions de surface de la vésicule tendue et celle de la vésicule flasque.
Lorsque les deux vésicules sont a 1’équilibre mécanique, la relation de Young-Neumann s’écrit
(Figure 5.9):

Y-t =Vt — Ypicosd =0 (5.17)

Soit :
W = ~v5(1 — cosh) (5.18)

Notre idée est la suivante: il s’agit non plus d’étudier ’adhésion entre deux vésicules, mais
entre deux (hémi)bulles de protéines. L’interface entre les deux bulles est un film mince dont
l'angle de contact sera déterminé & partir des propriétés géométriques des bulles. En appliquant

la relation de Dupré et celle de Young-Neumann a ce nouveau systéme, il vient :
W =20(1 —cosb) (5.19)

On retrouve bien I’équation (5.3) qui avait été établie dans un formalisme purement thermodyna-
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vésicule tendue vésicule flasque

Fia. 5.9 — Représentation schématique de deux vésicules a l’équilibre mécanique.

mique (c¢f. annexe B). L’énergie d’adhésion entre les deux bulles (W) correspond donc a 'opposé

de I'énergie d’interaction entre les deux parois du film (précédemment notée AF)S.

5.4.2 Principe

On propose de mesurer I'angle de contact d’un film microscopique plan formé & I'intersection
de deux bulles en solution (Figure 5.10). La pression dans chacune des bulles est identique et
maintenue constante tout au long de 'expérience de maniére a ce que le film reste a ’équilibre
thermodynamique.” L’angle de contact est déduit numeériquement de I’équation de Laplace qui
permet de décrire le profil des bulles. Leur forme est modelée d’une part par les forces capillaires
qui tendent a rendre les bulles sphériques, et d’autre part par la gravité qui les allonge. Le prin-
cipe du calcul est exposé ci-dessous. Le raisonnement est appliqué a la bulle supérieure, mais il

est possible d’en faire de méme pour la bulle inférieure.

L’équation de Laplace s’écrit :
Ap=o0(—=—+ =) (5.20)

o représente la tension de surface de la bulle et Ap la pression capillaire. Ry et Ro sont les deux
rayons qui caractérisent la courbure de la surface en un point M. Ils correspondent aux rayons de

.
courbure du profil de la bulle dans deux plans orthogonaux qui se coupent selon N, le vecteur

6. On dit que deux surfaces adhérent si pour les séparer il est nécessaire d’appliquer une force au moins
supérieure a celle qui les lie. Dans ce cas, les surfaces se détachent brusquement et se retrouvent loin 'une de
I’autre; on parle alors de saut adhésif. Dans le cas de deux surfaces simplement en interaction, il est possible
de les éloigner contintiment 'une de l'autre en appliquant juste la force nécessaire pour compenser la différence
d’interaction entre les surfaces sur le déplacement considéré.

7. On compense ainsi les pertes de pression liée au passage de l'air de I'intérieur de la bulle vers la solution
ainsi que les pertes liées au fait que I’étanchéité du montage n’est jamais parfaite. On évite ainsi le phénoméne
d’hystérésis décrit au paragraphe précédent.
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air

(patm+ Ap)

film

air

(patm+ Ap)

FiG. 5.10 — Profil de deux bulles accolées en solution : un film horizontal se forme a leur inter-
section. L’angle de contact de ce film peut étre déduit numériquement de la forme des bulles a
l’aide de l’équation de Laplace.

normal & la surface en M (Figure 5.10).

Si s est la coordonnée curviligne qui suit le profil de la bulle dans le plan méridien, i.e., le

plan de la feuille, on peut écrire (Figure 5.10):

ds x
Ry = — t = 5.21
! da ¢ 2 sin « ( )
D’autre part, la pression capillaire au point M vaut :
Ap = pint — (Po + pg(h — 2)) (5.22)

ol pint st la pression dans la bulle, py la pression atmosphérique et p la masse volumique de
la solution. h correspond & la distance qui sépare le film de la surface de la solution. Appelons

Apy lexces de pression au niveau du film® :

Aps = pint — (po + pgh) (5.23)

8. Apy correspond également a la pression de disjonction du film a ’équilibre.
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Alors:
Ap = Aps + pgz (5.24)

En remplacant Ry, Re et Ap par leur expression dans I'équation (5.20), il vient :

do  sina
A = og(—= 2
by + pgz = oL+ 220 (525)
En posant:
gp
= — 2
= (5.26)
Il vient : A p
D o sina
I 2
. + Kz s . (5.27)
Or:

= — cosa (5.28)

En intégrant l'expression sur l'intervalle |rf; 1|, on obtient :

A T
_;;f(r?_rj%)—i-n/ zx dr =rsin —rysinfy (5.30)
rf

0 et ry sont respectivement l'angle de contact et le rayon du film, tandis que 6 correspond a
l’angle réalisé par la tangente au point de coordonnées (r;z) du profil la bulle avec I'horizontale.

Par changement de variable, on a I’égalité suivante:

/ zx dx :/ zx dz (5.31)
Ty 0

Puis, en intégrant par parties, il vient :

2/ 2 dz =127 — / 2? dz =1z — V() (5.32)
0 0 7T

ou V(z) est le volume de la portion de la bulle comprise entre le film et le plan horizontal d’or-

donnée z.

L’équation (5.30) devient alors:

A
rsinf —rysinfy = —;;f (r? — r?) + = (rfz - =2 (5.33)

Soit : A
rsing — S (r2 —r2) + 5 (@ —722)

6y = arcsin( 29

(5.34)
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C’est en utilisant cette expression que les angles de contact des films de protéines étudiés
ont été calculés. Le volume V(z) est intégré numériquement (méthode des rectangles) a partir
des photographies des bulles. Comme les calculs de 6 sont assez bruités, chaque valeur proposée
est la moyenne d’au moins une vingtaine de valeurs obtenues pour différents volumes V(z) de la
méme bulle. En d’autre terme, cela revient a effectuer le méme calcul sur différentes portions de
la bulle, et donc a faire varier la borne d’intégration supérieure de 1’équation (5.30).

La faiblesse de cette méthode réside dans le fait que la région du ménisque prés de la ligne de
contact est mal définie sur les photographies. Pour connaitre les coordonnées du point d’intersec-
tion entre le film et le ménisque, il est nécessaire d’extrapoler les profils des deux bulles jusqu’a ce
qu’ils se croisent. Dans la gamme de taille dans laquelle on travaille (R ~ 0.5 mm), les bulles sont
trés peu déformeées par la gravité. On détermine alors la position de la jonction film/ménisque
en prolongeant la surface des deux bulles dans ’hypothése ou celle-ci est parfaitement sphérique.
Cette méthode repose donc sur I'idée que 'incertitude sur la position de la ligne de contact est
compensée par le fait que le calcul de 6 se base sur une portion du ménisque de grande taille

(via la détermination de V(z)), dont la forme est elle bien connue expérimentalement.

5.4.3 Dispositif expérimental

Les films étudiés sont formés & l'intersection de deux bulles délicatement compressées I'une
sur autre, le tout immergé dans une solution de protéines. Chacune des bulles est souffiée &
I'extrémité d’un tube en teflon vertical percé d’un trou d’1 mm de diamétre. La pression dans les
bulles est controlée par 'intermédiaire de deux seringues, elles-meéme reliées a deux manomeétres
différentiels indépendants (Figure 5.11). En 1953, Derjaguin et Titievskaya avaient déja proposé
un montage analogue pour étudier le drainage de films microscopiques [Der53]. Dans leurs tra-
vaux, les films sont observés directement du dessus a ’aide d’un microscope, et non pas de profil

comme nous allons le faire.

Au début de I'expérience, les deux tubes sont collés I'un & 'autre. On remplit alors la cellule
de la solution de protéines a étudier. On impose un légére surpression (par rapport a la pression
atmosphérique) dans les tubes et on les écarte & ’aide d’une table de translation micrométrique.
Le ménisque ainsi formé (Figure 5.12) est utilisé pour ajuster la coaxialité du systéme. Puis,
on augmente la dépression dans le ménisque jusqu’a le détruire. Les deux bulles sont ensuite
formées et amenées au contact (Figure 5.12). La surpression imposée dans chacune des bulles est
identique de maniére a ce que le film qui les sépare soit plan. Expérimentalement, les surpressions
sont connues & +5 Pa prés. Les deux bulles et le film sont observés de profil & ’aide d’une caméra
reliée & un ordinateur. L’optique du dispositif est telle que chaque pixel correspond a environ

2 pm. Les images sont traitées a l'aide du logiciel Image Tool.

La surpression maximale qu’on peut imposer dans chacune des bulles sans qu’elles ne se
détachent du tube est conditionnée par le rayon du tube en teflon et la tension de surface de la
solution. Dans notre cas, les tensions de surface des solutions qu’on étudie sont comprises entre

47 et 52 mN.m ™! et le rayon du tube vaut 0.45 mm. Par conséquent, on travaille avec des films
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Fi1G. 5.11 — Dispositif expérimental permettant de contréler la formation de deux bulles en solu-
tion, ainsi que celle du film qui apparait & leur intersection. Le systéme est observé de profil a
laide d’une caméra reliée a un ordinateur.

caractérisés par des pressions de disjonction comprises entre 210 et 230 Pa.? La structure des
films ainsi obtenus est donc comparable a celle des films présents en haut d’une bulle de 230 um

qui vient juste d’étre formée (cf. chapitre 4).

5.4.4 Résultats

Nous avons tout d’abord testé notre technique avec une solution de SDS (0.5 mg/mL) dont
la concentration en électrolyte (0.32 M) permet la formation de film noirs de Newton. Pour une
pression de disjonction d’environ 120 Pa, nous avons déterminé une valeur de I’angle de contact
comprise entre 7 et 8 degrés, ce qui est cohérent avec les valeurs déja publiées [Ned88].

Les résultats obtenus pour des solutions contenant 0.5 mg/mL de protéines au point isoélec-

trique sont regroupés dans le tableau suivant (T=25=+1°C):

‘ protéine H o-la ‘ G-1g ‘ BSA ‘
| O(deg) | 03 | 26 | 26 |

9. A Téquilibre, la pression de disjonction du film est égale a la pression capillaire.
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I !
! I
F1G. 5.12 — Photographie du ménisque formé entre deux tubes verticauz alignés (image 1). Deux
bulles indépendantes sont ensuite souffliées o l'extrémité des tubes, puis amenées au contact
(images 2 et 3). Quelques minutes aprés la formation du film, si l'on force mécaniquement les

deuz bulles a se décoller, on observe une résistance (image /). En effet, le film constitue un point
d’attache entre les deux bulles qui se déforment sous la contrainte. Il y a donc adhésion.

On obtient des valeurs de # trés dispersées, donc peu fiables. Les principales sources d’erreur

de notre méthode sont les suivantes :

— on a travaillé avec des solutions de protéines préparées au point isoélectrique. Dans ces
conditions, les solutions sont turbides du fait de 'agrégation des protéines. Par conséquent,
on obtient des profils de bulle moins bien définis (plus flous) que si la solution avait été

parfaitement claire.

— on a une grande incertitude sur la connaissance de la valeur de Apy, la surpression au
niveau du film. D’aprés I'équation (5.23), on a en effet: Apy = pins — (po + pgh), ou h
correspond & la hauteur de solution située au-dessus du film. Au cours de nos expériences,
h est mesurée a ’aide d’une graduation située sur le tube supérieur. Malheureusement, la
formation d’un ménisque au niveau du tube limite la précision de la lecture & +0,5 mm.
Cela induit donc un erreur de +5 Pa sur le terme pgh . En outre, le terme p;ns — po, qui
correspond a la surpression indiquée par le manomeétre, est également connu & £5 Pa. On
a donc au total une incertitude de £10 Pa sur la valeur de Ap;. Numériquement, cela

entache la valeur de § d’une erreur pouvant s’élever a plusieurs degrés.

— enfin, la tension de surface des solutions de protéines peut étre une autre source d’incerti-
tude. Au cours des expériences, les bulles subissent de nombreux événements : leur pression
interne est réajustée a plusieurs reprises. La paroi des bulles est donc étendue puis compri-
meée plusieurs fois. Du fait de l'irréversibilité de ’adsorption des protéines, la structure de

la surface de la bulle garde une empreinte de ces événements, ce qui explique qu’on observe
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des tensions de surface variables (& +2 mN/m) d’une bulle a lautre. !9 C’est encore une

nouvelle source d’erreur sur la valeur finale de I’angle de contact.

5.4.5 Conclusion

Notre montage expérimental est encore trop rudimentaire pour permettre une mesure précise
de ’angle de contact par la méthode proposée ci-dessus. Avec plus de temps et de moyens, il serait
techniquement possible de réduire certaines sources d’erreur décrites précédemment, notamment
les incertitudes associées aux valeurs de p;n: — po et de h. Concernant la netteté des profils, on
pourrait 'améliorer en substituant progressivement la solution turbide dans laquelle les bulles
sont formées par une solution moins concentrée (une fois les bulles stabilisées). L’adsorption
des protéines étant irréversible, les parois de la bulle ne devraient pas étre affectées par ce
changement. On pourrait ainsi obtenir des images mieux résolues de notre systéme.

A ce stade du travail, nous ne sommes pas en mesure de proposer une discussion quant aux

énergies d’interaction dans les différents films de protéines.

10. La tension de surface des bulles est estimée & I'aide de I'expression: pint — po — pgh = %", R étant le rayon
moyen de la bulle supposée sphérique. Dans le cas du SDS; ou la valeur de o est connue sans ambiguité, on a pu
déterminer h grace a cette expression et limiter 'erreur sur la valeur finale de 6.
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Chapitre 6
Vers I’étude des mousses de protéines

Les mousses sont des systémes complexes trés étudiés a ’heure actuelle, tant sur le plan expé-
rimental que théorique [Wea99|. Trés présentes dans notre quotidien, elles possédent notamment
de nombreuses applications dans l'industrie agroalimentaire. Dans ce secteur, les protéines font
partie des composants élémentaires impliqués dans la stabilisation des interfaces. Ce chapitre est
consacré a ’étude d’une série de mousses de protéines, formées & partir de solutions préparées
dans diverses conditions de pH et de salinité. Nous verrons dans quelle mesure il est possible de
corréler le comportement macroscopique des mousses aux propriétés de stabilité et de structure
des films individuels de protéines. Nous avons vu au chapitre 4 que la rhéologie des couches de
protéines adsorbées influencait considérablement le mirissement d’Ostwald d’une bulle isolée.
Qu’en est-il & I'échelle de la mousse? Nous essaierons de mettre en évidence la spécificité des

mousses de protéines devant celle des tensioactifs de petite taille comme le SDS.

6.1 Généralités

6.1.1 Meétastabilité des mousses

Une mousse est une dispersion de gaz dans un liquide. Comme tous les systémes dispersés,
les mousses sont caractérisées par une grande surface spécifique (surface par unité de volume).
Considérons en effet un cube de 100 ¢m? de mousse, constituée de bulles d’un rayon moyen
de 15 um, et dont la fraction liquide vaut 20 %. La surface spécifique de ce systéme est de
1,6.10° m?/m3 tandis que celle du systéme équivalent, ot les phases gazeuse et liquide sont

parfaitement séparées, vaut seulement 22 m?/m? (Figure 6.1).

La création d’une si grande interface air/liquide a un coit énergétique qu’on minimise en
utilisant des molécules amphiphiles qui abaissent la tension de surface. Cependant, d’un point
de vue thermodynamique, la mousse reste intrinséquement instable. Elle est le siége de plusieurs
phénomeénes, détaillés ci-aprés, qui tendent a réduire 1’aire interfaciale du systéme afin de mini-
miser son énergie libre. Par abus de langage, on parle couramment de la stabilité d’une mousse.

1l s’agit en réalité de la durée de vie de la mousse, qui dépend de la cinétique de sa disparition.
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liquide bulle liquide
(a) (b)

F1G. 6.1 — Représentations schématiques : (a) d’une dispersion d’air dans un liquide ; (b) d’une
phase liquide et d’une phase air séparée au niveau Macroscopique.

6.1.2 Phénoménes responsables de la destruction des mousses
Le drainage

La capillarité et la gravité sont les deux forces motrices a l'origine du drainage. La premiére
engendre un flux de liquide de l'intérieur des films vers les bords de Plateau, ot la pression est
plus basse (Figure 6.2 (a)). Quant a la gravité, elle est responsable de l'apparition d'un gradient
vertical de fraction liquide (¢;) sur toute la hauteur de la mousse. Sur la figure 6.3, les bulles
situées dans la partie haute, la plus séche, présentent des formes polyédriques liées & la faible
épaisseur du film liquide qui les sépare. En revanche, les bulles qui constituent la partie basse

sont encore sphériques.

Bulle

Bulle

bord de
Plateau

Bulle

(a)

F1G. 6.2 — Schéma d’un bord de Plateau isolé (partie (a)). Les bords de Plateau sont les zones de
liquide qui se forment a l'intersection de trois films. Dans une mousse, ils constituent un réseau
continu de canauz [Wea99] (partie (b)). Ce réseau est connecté au réservoir de solution, situé
au pied de la mousse, dans lequel le liquide draine.

Le drainage naturel d’une mousse est trés difficile & interpréter d’un point de vue quantitatif.

C’est pourquoi la plupart des études récentes, qui cherchent & modéliser ce phénoméne, sont
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F1G. 6.3 — Photographie d’une mousse en train de drainer. Sous Ueffet de la gravité, un gradient
de fraction liquide (¢;) s’installe le long de la colonne. La forme des bulles est conditionnée par
Uépaisseur du film liquide qui les sépare : pour des films épais, les bulles sont sphériques tandis
qu’elles deviennent polyédriques lorsque les films s’affinent (photographie: D.J. Durian).

réalisées dans des conditions de drainage forcé (cf. [Wea93| [Sto98| et [Wea99| ch.11). Dans
ces expériences, on impose un flux constant de liquide a l’extrémité supérieure d’une colonne
de mousse préalablement formée. Ensuite, la vitesse du front de liquide (V) qui descend le
long de la colonne est analysée en fonction de la valeur du flux imposé (Q). Les résultats sont
interprétés en négligeant la fraction de liquide contenu dans les films. En effet, le drainage se
produit essentiellement & travers le réseau de canaux (Figure 6.2 (b)) constitué par les bords de
Plateau (cf. [Wea99] p120).

Deux régimes de drainage ont été mis en évidence en fonction de la structure des bords de

Plateau:

— dans le cas de parois rigides, i.e. caractérisées par une forte viscosité de surface, le dépla-

cement du front liquide est décrit par la loi de puissance suivante [Wea93] :
V~ Q2 (6.1)

C’est un écoulement de type Poiseuille ou la dissipation visqueuse se produit le long des

parois des canaux,

— dans le cas de parois mobiles, i.e. caractérisées par une faible viscosité de surface, on a
[Koe99 :

W=

V~Q (6.2)
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Dans ce type d’écoulement, la dissipation visqueuse a lieu au niveau des noeuds qui

connectent les bords de Plateau.

Ces régimes correspondent a deux cas limites. Durand et al ont montré qu’il était possible
de passer de I'un a l'autre, a partir de mousses de SDS (parois mobiles) dont les parois sont
progressivement rigidifiées en ajoutant des quantités croissantes de dodécanol dans le systéme
[Dur99].
D’autres études ont montré que la vitesse V dépendait également de la viscosité volumique du
liquide (). Dans le cas d’écoulement de Poiseuille, la loi théorique V' ~ 77_% a pu étre vérifiée
en ajoutant progressivement du glycérol dans les solutions étudiées.

En conclusion, on peut retenir que la vitesse de drainage des mousses est conditionnée par

les propriétés rhéologiques de l'interface air/solution et celles du liquide drainé.

Le mirissement d’Ostwald

Les mousses sont constituées d’un ensemble de bulles de taille variable, donc caractérisées
par des pressions de Laplace différentes. Cette distribution de pressions au sein du systéme est a
Porigine du mirissement d’Ostwald. Au cours de ce phénomeéne, le gaz diffuse des petites bulles
vers les grosses bulles adjacentes a travers le film qui les sépare (Figure 6.4). Dun point de vue
macroscopique, cela se traduit par une augmentation de la taille moyenne des bulles, donc par
une diminution de la surface spécifique du systéme. Par conséquent, le mirissement d’Ostwald est

une source d’instabilité dans les mousses comme dans de nombreux systémes colloidaux [Eva94].

flux de gaz

p-2y/r

F1G. 6.4 — Mirissement d’Ostwald : une mousse se présente sous la forme d’un ensemble de bulles
d’air de taille variable, séparées par des films liquides. La courbure des films refléte les différences
de pression entre les bulles. La mousse est donc le siége de flux d’air qui circulent des bulles les
plus petites vers les plus grosses, ou la pression est moindre.

Chaque bulle de la mousse est en interaction avec ses proches voisines et la phase liquide
environnante ; le mirissement d’Ostwald est donc délicat & décrire sur le plan théorique car il
nécessite une approche multicorps. La théorie la plus compléte sur ce sujet a été proposée par

Lifshitz, Slezov et Wagner au début des années 60 (elle est souvent appelée « théorie LSW »). Elle
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prédit lexistence d’un régime stationnaire dans lequel le rayon moyen (7,,) des bulles contenues

dans la mousse évolue en fonction du temps de la maniére suivante:
1
T ~ 13 (6.3)

Cette théorie n’est valable que pour des mousses dont les bulles sont sphériques et distantes
les unes des autres d’une longueur au moins supérieure a leur taille. D’autre part, ce modéle
suppose que la cinétique du mirissement est uniquement limitée par le coefficient de diffusion du
gaz dans la phase liquide. En d’autres termes, cela signifie que la couche de tensioactifs adsorbés,
qui stabilise I'interface air/solution, ne s’oppose pas au passage des molécules gazeuses dans la
solution. La théorie LSW n’est donc pas adaptée pour décrire le comportement des mousses
séches (typiquement ¢; < 10 %) dans lesquelles les bulles sont séparées par des films minces
voire noirs. En effet, on a vu que dans le cas de films noirs, il existe un régime dans lequel la
permeéabilité des films est controlée par la structure des couches de tensioactifs adsorbées (cf.
§ 4.2). On s’attend également & observer des déviations & cette théorie dans le cas de mousses
stabilisées par des polymeéres, capables de former d’épaisses couches & l'interface air/solution.

Vérifiée expérimentalement grace a des techniques d’imagerie, cette théorie a été modifiée a
plusieurs reprises pour étendre son champ d’application & des systémes caractérisés par des
fractions liquides basses [Kab92| [Tay98| |Ett03]. Dans le cas de mousses séches, ou les bulles
sont arrangées de maniére compacte, Durian et al ont montré que le rayon moyen des bulles

augmentait selon la loi suivante [Dur91]:
1
T ~ 12 (6.4)

Enfin, il est possible de controler la cinétique du mirissement d’Ostwald dans une mousse en
jouant sur la nature du gaz dispersé dans la solution ; le CO3 tres soluble dans I’eau diffuse plus

vite d’une bulle a 'autre que le No.

La coalescence

La coalescence est liée a la stabilité des films qui séparent les bulles dans la mousse. En
cas de rupture, les bulles concernées fusionnent. Par conséquent, ce mécanisme conduit aussi
4 une diminution de la surface spécifique du systéme. Plusieurs modéles ont été proposés pour
expliquer le phénomeéne de rupture des films: ils considérent pour cela les fluctuations thermiques
d’épaisseur ou de concentration en tensioactifs adsorbés, susceptibles de déstabiliser la structure
des films |Lan00].

Importance relative de chacun de ces phénoménes?

Aujourd’hui encore, il est trés difficile de prévoir la stabilité globale d’une mousse au regard
de ces trois mécanismes de déstabilisation. En effet, tous sont couplés les uns aux autres. Par
exemple, drainage et mirissement d’Ostwald sont étroitement corrélés [Ver02] [StJ02]. On peut
s’en rendre compte aisément en comparant la vitesse de drainage d’une mousse en fonction de la

solubilité du gaz dispersé dans le systéme [Gan97|. D’autre part, nous avons vu ci-dessus que le
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mirissement d’Ostwald suivait des cinétiques différentes selon la fraction liquide contenue dans la
mousse. On peut illustrer simplement ce phénomeéne en observant que le mirissement d’Ostwald
est plus rapide en haut d’une colonne de mousse en train de drainer qu’en bas, ou la fraction
liquide est plus élevée.

De la méme maniére, drainage et coalescence dépendent I'un de lautre; les films coalescent
davantage lorsqu’ils deviennent plus fins. Au cours du drainage, les films sont soumis a des
contraintes mécaniques liées a 1’écoulement du liquide. Ils sont localement étirés et présentent
des gradients de tension de surface. Dans le cas de films minces, il arrive qu’il n’y ait pas assez
de tensioactifs disponibles dans le coeur du film pour résorber les gradients, ce qui conduit &
la rupture. De plus, il existe une épaisseur critique pour laquelle les films sont trés vulnérables
aux fluctuations qui agitent sa surface. Cette situation est atteinte lorsque I’épaisseur moyenne
du film est de l'ordre de I'amplitude des fluctuations [Exe98] [Ave99]. Lorsque la concentration
en tensioactifs est suffisamment haute pour maintenir une densité d’adsorption élevée au niveau
des parois du film, les films peuvent atteindre ’état noir et retrouver des conditions de stabilité
meilleures.

Des expériences modéles ont été mises en place afin de permettre ’étude séparée de chacun des
phénomeénes de déstabilisation. Ainsi, on a vu que les expériences de drainage forcé permettent
d’établir des lois d’échelle qui caractérisent 1’écoulement du liquide dans une mousse. A l'inverse,
les expériences dans des conditions de microgravité permettent de s’affranchir du drainage et offre
lopportunité d’étudier des mousses dites « humides » (typiquement ¢; > 20 %) [And01] [Wea01].
Enfin, I'utilisation de gaz fluorés, hydrophobes, réduit de maniére significative la cinétique de

mirissement d’Ostwald [Gan97].

6.1.3 Cas particulier des mousses de protéines

Les proteéines ont la particularité de former des couches viscoélastiques aux interfaces [Mac99|.
En outre, elles sont extrémement peu mobiles une fois adsorbées : le coefficient de diffusion latéral
d’une protéine adsorbée est treés inférieur & celui d’un tensioactif de petite taille [Cla98|. Par
conséquent, les mousses et les films de protéines possédent des mécanismes de stabilisation qui
leur sont propres [Wil96].

La structure des films dans une mousse est soumise & de nombreuses fluctuations, d’origine
thermique ou mécanique. Par exemple, les films peuvent étre localement étirés au cours du
drainage ou suite & des réorganisations du réseau de bulles. La concentration en tensioactifs
dans la zone concernée diminue, et sa tension de surface augmente (Figure 6.5). Dans le cas
d’un film stabilisé par des tensioactifs de petite taille, les molécules adsorbées vont diffuser
latéralement afin de restaurer au film une tension de surface uniforme et une épaisseur constante. *
D’autres molécules de tensioactifs, présentes dans la solution, peuvent également s’adsorber &
la surface. C’est l'effet Gibbs-Marangoni. Les films stabilisés par des protéines sont eux plus
rigides; ils résistent davantage aux fluctuations thermiques et aux contraintes mécaniques. En

cas d’étirement, la couche de protéines adsorbées se déforme (Figure 6.5) : le film relaxe vers son

1. En effet, le flux de tensioactifs s’accompagne d’un flux de molécules d’eau situées dans les couches inférieures
du film, au contact de l'interface.
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état d’équilibre par un mécanisme de type viscoélastique. D’autre part, les mousses de protéines
sont généralement caractérisées par un drainage lent, autre conséquence de la rigidité des couches

adsorbées.

Film de tensioactifs Film de protéines

ETIREMENT
LOCAL

EFFET MARANGONI COMPORTEMENT VISCOELASTIQUE

Fi1G. 6.5 — Mécanisme de stabilisation d’un film mince soumis a un étirement. Dans le cas d’un
film de tensioactifs « classiques », les molécules diffusent latéralement afin que le film recouvre
une tension de surface et une épaisseur homogeénes (effet Marangoni). Dans le cas d’un film de
protéines, les couches d’adsorption se déforment sous la contrainte mécanique, puis relazent vers
une situation d’équilibre par un processus de type viscoélastique.

Tout comme nous ’avons observé a 1’échelle d’une bulle individuelle en train de décroitre (cf.
§ 4.4.5), les propriétés rhéologiques des couches de protéines conférent aux mousses résultantes un
comportement spécifique, c’est-a-dire distinct de celui des mousses stabilisées par des tensioactifs
de petite taille [Bos01] [Mar02] [Mur02]. C’est ce comportement que nous allons essayer de

préciser a travers I’étude d’une série de mousses de protéines.

6.2 Dispositif expérimental pour I’étude des mousses

Le dispositif que nous avons utilisé, appelé « foamscan », a été concu par la société 1.T.
Concept. II est composé d'un tube cylindrique en verre raccordé a une cuve (25 cm?) contenant
la solution & étudier (Figure 6.6). Le fond de la cuve est constitué d’un disque poreux sous lequel
on a placé une arrivée de gaz. Les mousses sont formées par injection d’azote dans le liquide &
travers le verre poreux.

La quantité de gaz injectée est mesurée a I’aide d’un débitmeétre. Quant au volume de mousse
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/— électrode

colonne
en verre
CAMERA

électrode

cuve contenant disque poreux

la solution de I
tensioactifs injection de N,

F1G. 6.6 — Dispositif expérimental utilisé pour former et caractériser les mousses. A un instant
donné, on détermine optiquement le volume de mousse présent dans la colonne en utilisant une
caméra numérique. De plus, on peut connaitre le volume de solution injectée dans la mousse a
Uaide d’électrodes situées dans la cuve. Enfin, on peut suivre le drainage grace a un jeu d’électrodes
disposées le long de la colonne; on a ainst acces au profil de fraction liquide dans la mousse.
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présent dans la colonne, il est déterminé optiquement par transmission de la lumiére. En effet, la
mousse est éclairée uniformément d’un coté, tandis qu’une cameéra, placée de 'autre coté, récolte
des images a différents stades de son évolution. Le volume de la mousse est ensuite calculé
numériquement par une analyse des teintes de gris qui constituent I'image. Ce calcul se base sur
Iopacité d’un volume de référence, supposé homogeéne, situé en bas de la colonne. Ainsi, il est
. ) . ) . P
possible de déterminer correctement le volume d’une mousse qui s’effondre de maniére irréguliére

puisque 'opacité de 'image & une hauteur donnée dépend de 1’épaisseur de la mousse traversée

(Figure 6.7).
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Fi1G. 6.7 — Détermination du volume de mousse présent dans la colonne par transmission de la
lumiére. Ce volume est mesuré en se basant sur l’opacité d’un volume de référence, homogéne,
situé en bas de la colonne (schéma (a)). Lorsque la mousse s’effondre de maniére irréquliére
(schéma (b)), le volume de mousse est malgré tout estimé correctement a l'aide d’une analyse
des niveauz de gris le long de la colonne. En effet, lintensité transmise est plus importante lorsque
l’épaisseur de mousse traversée est plus faible.

Cependant, I'intensité de lumiére transmise dépend aussi de la fraction liquide contenue dans
la mousse: plus la mousse est riche en eau, plus elle apparait sombre [StJ02].? Par conséquent,
le volume de mousse est déterminé avec d’autant plus de précision que la structure de la mousse
est uniforme le long de la colonne, c’est-a-dire qu’elle ne posséde pas de fort gradient de fraction
liquide. Expérimentalement, les mousses de protéines restent homogénes optiquement parlant
(Figure 6.8 (a)), tandis que les mousses de SDS présentent de fort contraste (Figure 6.8 (b)).
Ceci est di au fait que les films de protéines restent blancs, i.e. riches en eau, durant toute

I'expérience alors que les films de SDS finissent par atteindre 1’état noir dans la partie supérieure

2. La fraction liquide d’une mousse peut d’ailleurs étre déterminée par diffusion de lumiére [Ver02].
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de la mousse (Figure 6.8 (b)). Ainsi, le haut des mousses de SDS est plus clair que le bas. Par
conséquent, le volume des mousses de SDS mesuré expérimentalement est toujours sous-estimé
car le volume de référence n’est pas représentatif de ’ensemble de la mousse.

Enfin, ce dispositif expérimental permet de suivre le drainage de la mousse par conductimétrie.
Le volume global de liquide contenu dans la mousse est connu a ’aide de deux électrodes situées a
I'intérieur de la cuve. D’autres électrodes, disposées a différentes hauteurs de la colonne, donnent
acces au profil de fraction de liquide dans la mousse. La relation entre conductivité de la mousse et
fraction liquide n’est pas triviale. Dans le cas limite de fractions liquides trés basses, typiquement
¢1 < 0.03, Lemlich a établi la formule suivante [Lem77]:

Cf 1
o §¢l (6.5)

Cy et () étant respectivement la conductivité de la mousse et celle du liquide.

Différents modeles géométriques de mousse ont été proposés pour établir une relation g—’; = f(¢)
non linéaire qui s’applique & une gamme de fraction liquide plus large (cf. [Phe96] et [Wea99] ch.9).
A ce jour, de nombreuses questions subsistent et il est difficile d’obtenir une valeur absolue de la
fraction liquide & partir d’'une mesure conductimétrique unique. Dans les expériences présentées
ci-aprés, nous nous somies contentés d’observations trés qualitatives sur le profil de fraction
liquide dans les mousses. A un instant donné, la seule information quantitative que nous pourrons

donner est le volume total de liquide dispersé dans la mousse (donc manquant dans la cuve).

6.3 Résultats expérimentaux

Dans ce paragraphe, nous allons étudier 'aptitude des diverses protéines présentées au cha-
pitre 2 a former des mousses stables. Nous avons adopté une démarche assez systématique, dont
le but est de mettre en évidence la spécificité des mousses de protéines par rapport a celles sta-
bilisées par des tensioactifs de petite taille. Nous ne discuterons pas individuellement du cas de

chacune des protéines; nous nous contenterons d’une approche plus globale.

6.3.1 Protocole expérimental

Toutes les mousses ont été formées suivant le méme protocole: on injecte de I'azote dans
la solution étudiée jusqu’a former un volume de mousse défini au préalable (100 cm?® dans nos
expériences). Ensuite, larrivée de gaz est bloquée et on suit la cinétique d’effondrement de
la mousse (T=24+1°C). La figure 6.9 présente l'allure typique des courbes expérimentales sur
lesquelles on se base pour discuter de la stabilité des mousses.

Avant chaque expérience, on effectue une étape de calibration de la solution de protéines. Le
but est d’établir la loi linéaire qui lie le volume de liquide présent dans la cuve a la conductance
électrique mesurée entre les deux électrodes (Figure 6.6). Connaissant cette loi, on peut remonter
par conductimétrie a la quantité de liquide dispersé dans la mousse & un instant donné. Pour
des solutions de grande conductivité comme celles contenant 0,1 M de NaCl, l'incertitude sur
les volumes mesurés est de 1 %. En revanche, elle s’éleve a £10 % pour des solutions de

protéines préparées au point isoélectrique (en 'absence de sel ajouté). En effet, ces solutions sont
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t=0 t=1h t=2 h t=2h50
(@) mousse de B-caséine

t=0 t=10 min t=16 min t=28 min
(b) mousse de SDS

Fi1G. 6.8 — Evolution de lintensité de lumiére transmise en fonction du temps pour: (a) une
mousse de (-caséine (cg—cq=0,5 mg/mL, pHi); (b) une mousse de SDS (csps=0,5 mg/mL,
cNac1=0,32 M). Les films de (-caséine sont riches en eau méme en fin de drainage, i.e. lorsque
la quasi-intégralité du liquide injecté dans la mousse s’est écoulé dans la cuve. Le gradient de
fraction liquide présent dans la mousse n’est pas suffisamment marqué pour qu’on le détecte
optiqguement avec notre appareillage. Par conséquent, on n’observe pas de fort contraste optique
au cours des expériences (série (a)). A linverse, les mousses de SDS présentent un gradient de
gris le long de la colonne (série (b)). En effet, les films de SDS deviennent noirs, i.e. trés pauvres
en eau, au sommet de la mousse alors qu’ils sont encore trés épais en bas.
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Fi1G. 6.9 — Etude de la stabilité d’une mousse de protéines. On commence par former un volume
de mousse de 100 ¢cm?® en injectant de Uazote dans la solution. On observe ensuite sa cinétique
d’effondrement par des mesures optiques.

caractérisées par des valeurs de conductivité basses, donc trés sensibles a la présence d’impuretés
chargées dans le systéme. Malgré une procédure rigoureuse de nettoyage du poreux?, on observe
une augmentation de la conductivité au cours de ’expérience, i.e. aprées ’étape de calibration,
qui biaise la valeur du volume de solution mesuré dans la cuve. Nous verrons ci-dessous que la
quantité de liquide nécessaire pour former un volume de mousse donné est un parameétre pertinent

pour évaluer le pouvoir moussant de la solution de tensioactifs étudiée.

6.3.2 Influence des conditions de formation de la mousse sur sa stabilité
Vitesse d’injection du gaz

Nous avons étudié dans quelle mesure la vitesse d’injection du gaz dans la solution de pro-
téines (Viy;) influencait la stabilité de la mousse formée. La figure 6.10 présente la cinétique
d’effondrement de diverses mousses de protéines (Cproteine—0,5 mg/mL, pH~T7) pour différentes
valeurs de V;,;. On observe que la disparition des mousses est d’autant plus rapide que la vi-
tesse d’injection du gaz est grande. Autrement dit, plus les mousses de protéines sont formées
rapidement, moins elles sont stables. En revanche, on peut noter que cet effet ne se produit pas
dans le cas des mousses de SDS (Figure 6.10).

Dans la gamme de vitesses d’injection utilisées, la stabilité des mousses de protéines est limitée
par la cinétique d’adsorption des protéines a l'interface air/solution, ou plus précisément par leur

aptitude a abaisser rapidement la tension de surface. On distingue traditionnellement trois étapes

3. Les poreux sont nettoyés a 'aide d’'un mélange 3:1 d’acide sulfurique et d’eau oxygénée. Ils sont ensuite
abondamment rincés & I’eau ultra-pure sur un Buchner. Enfin, ils sont chauffés dans un four a 500°C pendant
12h.



volume de mousse (mL)

volume de mousse (cm®)

6.

100

110

90+

80

70
60—.
50
40—.

30

80
60
40

20

100

3.

RESULTATS EXPERIMENTAUX

0,5 mg/mL B-lg, pH~7

vitesse d'injection
du gaz décroissante

v, =30

B e e I B e e e e e e B
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800

(a) temps (s)

0,5 mg/mL B-ca, pH~7

V, =40

)]

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100
temps (s)

volume de mousse (cms)

volume de mousse (cm®)

100

80

60

40 4

204

110

100

90

80

704

60

50+

404

304

20

117

0,5 mg/mL BSA, pH-~7

vitesse d'injection
du gaz décroissante

V,=80 V=60 V =40

(b)

0

400

T T
800

T T T T T T T
1200 1600 2000 2400

temps (s)

0,5 mg/mL SDS, 0,32 M NaCl

T
2800

0] ij=30 mL/min
—VW=4O mL/min
—A— ij=80 mL/min

-200

(d)

T
0

—T—
200

—
400

T T 7
600 800

temps (s)

— T T T T 7
1000 1200 1400

1
1600

Fi1G. 6.10 — Dépendance de la stabilité des mousses en fonction de la vitesse d’injection du gaz
(exprimée en mL/min sur les graphiques). Les mousses de protéines formées a pH~"7 s’effondrent

d’autant plus vite que le gaz est injecté rapidement. On n’observe pas de dépendance notoire de

la vitesse d’injection sur la stabilité des mousses de SDS.

pour décrire le mécanisme d’adsorption de ces objets: le transport vers la surface, ’adsorption

proprement dite, et une réorganisation de la conformation des protéines qui contribue a abaisser la

tension de surface. Plus 'interface air/solution est créée rapidement, moins les protéines disposent

de temps pour abaisser I'énergie du systéme dispersé. La coalescence des films est probablement le

principal facteur de déstabilisation des mousses de protéines lorsque la vitesse d’injection du gaz

est grande. A l'inverse, les molécules de SDS s’adsorbent beaucoup plus rapidement a 'interface

air /solution du fait de leur petite taille. La méthode de Wilhelmy ne nous permet pas d’observer

expérimentalement la cinétique d’adsorption de ces objets: la tension de surface de la solution

s’abaisse instantanément a 31,5 mN/m, soit une valeur a l’équilibre beaucoup plus basse que
celles des solutions de protéines étudiées (cf. § 2.3). Ainsi, la stabilité des mousses de SDS n’est

pas affectée par la vitesse d’injection du gaz (dans Dintervalle étudié). Les films de SDS sont

donc résistants a la coalescence dés leur formation.
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On peut remarquer que les mousses de (3-caséine présentent un comportement plus complexe.
Pour les faibles valeurs de Vp; (30 et 40 mL/min), lorsque l'injection du gaz commence, le
volume de mousse augmente jusqu’a atteindre un palier situé au-dessous de la valeur de consigne
(100 ¢cm3) (Figure 6.10 (c)). A partir de ce point, on entre dans un régime stationnaire ot il se
forme autant de mousse qu’il en disparait a un instant donné. Pour des vitesses plus élevées (>
50 mL/min), on retrouve la tendance décrite ci-dessus pour les autres protéines étudiées. Ces
observations mettent en évidence un résultat assez intuitif: pour former un volume de mousse
donné, la vitesse d’injection du gaz doit permettre de supplanter les phénomeénes qui déstabilisent

la mousse.

Porosité du verre

Nous avons comparé la stabilité de deux mousses formées a partir de la méme solution
(Ca—14=0,5 mg/mL au pH;), mais initialement constituées de bulles de taille différente. Nous
avons pour cela utilisé deux types de verre poreux: I'un dont la taille des trous varie entre
16 et 40 pm (poreux de type 3), 'autre entre 10 et 16 um (poreux de type 4). Les résultats
sont présentés a la figure 6.11 pour deux vitesses d’injection de gaz différentes. On observe que
les mousses dont les bulles sont initialement les plus petites sont également les plus stables.
L’utilisation d’un poreux de type 4 a la place d’un poreux de type 3 permet d’augmenter la
durée de vie de la mousse d’un facteur trois. En effet, plus les bulles sont grosses, plus la section
des bords de Plateau est grande (Figure 6.12). Cela a pour conséquence une augmentation de la
vitesse de drainage*, donc un amincissement plus rapide des films. Plus fins, les films sont moins
stables et davantage perméables au gaz (avant d’atteindre le stade noir). La surface spécifique
de la mousse diminue donc plus rapidement.

En conclusion, la stabilité d’'une mousse n’est pas un parameétre intrinséque aux propriétés
physico-chimiques de la solution de tensioactifs utilisée. Elle dépend également des conditions

dans lesquelles le gaz est incorporé dans le liquide.

6.3.3 Influence de la composition de la solution sur la stabilité des mousses

Nous avons vu dans la partie 3.3 que la stabilité d’un film de protéines dépendait de la
structure des couches d’adsorption a Uinterface air/solution, elle-méme liée aux parameétres de
la solution de protéines (pH, concentrations en protéines et en électrolyte). On s’attend donc
intuitivement a ce que la stabilité d’une mousse de protéines varie elle-aussi en fonction de la
composition de la solution.

Considérons le cas d’une solution d’a-lactalbumine (co—;o— 0,5 mg/mL). A pH~7, on ne
parvient pas a former de mousse quelque soit la vitesse d’injection du gaz. L’ajout de 0,1 M de
NaCl dans la solution permet d’obtenir un volume de mousse de 100 cm?, mais dont la stabilité
est médiocre (< 5 min). Il en est de méme au point isoélectrique de la protéine (Figure 6.11).
Ajouter du sel ou travailler au pH; permet d’abaisser la tension de surface de la solution en

minimisant les répulsions électrostatiques entre les protéines adsorbées. La création de 'interface

4. Cette tendance a été établie en étudiant le couplage drainage/murissement d’Ostwald. Expérimentalement,
le mirissement d’Ostwald conduit & la formation de bulles plus grosses et accélére le drainage [StJ02].
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Fi1G. 6.11 — Influence de la taille des pores du disque poreux sur la stabilité des mousses. Les
résultats présentés sur cette figure ont été obtenus pour des mousses d’a-lactalbumine au point
isoélectrique pour différentes vitesses d’injection du gaz (en mL/min).
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Fi1G. 6.12 — Influence de la taille des bulles dispersées dans la mousse sur les dimensions des
bords de Plateau. Plus les bulles sont grosses, plus la section des bords de Plateau est grande.

air/solution est alors moins coliteuse en énergie. Toutefois, les films obtenus restent instables et
les bulles coalescent rapidement.

Pour les solutions de (-caséine, abaisser le pH de 7,5 a 5,8 se traduit par une augmentation
spectaculaire de la stabilité des mousses (Figure 6.13): leur durée de vie est multipliée par
dix. A T'approche du point isoélectrique, les couches de (-caséine adsorbées sont suffisamment
denses pour permettre aux films minces contenus dans la mousse de résister aux perturbations
mécaniques et thermiques, et donc d’éviter la rupture.

Les résultats concernant la BSA et la S-lactoglobuline suivent la méme tendance : la stabilité
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FiG. 6.13 - Effondrement d’une mousse de [3-caséine & pH=5,8 (cg_cq=0,5 mg/mL) pour diffé-
rentes vitesses d’injection du gaz. Ces courbes sont a comparer avec celles obtenues a la figure
6.10(c). La stabilité des mousses de (3-caséine augmente de maniére significative a l’approche du
point isoélectrique.

des mousses augmente lorsqu’on minimise les répulsions électrostatiques entre protéines dans
la solution. Nous discuterons de leur cas plus en détails au paragraphe suivant a travers leurs
propriétés de drainage.

On peut noter qu’au pH;, la stabilité des mousses de [-caséine ne dépend quasiment plus
de la vitesse d’injection du gaz, tandis que cette dépendance subsiste pour les autres protéines.
Ceci est lié a la grande flexibilité de sa structure qui lui permet d’abaisser rapidement la tension
de surface. La [-caséine posséde un comportement interfacial intermédiaire entre celui d’un
tensioactif de petite taille et celui d’une protéine globulaire.

I1 est intéressant de remarquer que la quantité de liquide contenue dans le volume initial de
mousse varie beaucoup d’une solution a ’autre. Nous avons reporté dans le tableau ci-dessous
le volume de liquide (Vr,_,) présent dans diverses mousses de protéines a t=0. Le temps t=0

marque la fin de l'injection du gaz dans la solution et la formation de 100 ¢cm® de mousse.

H a-la ‘ [-ca ‘ G-lg ‘ BSA

Vi, , a pH~T - 7-12 mL | 6-10 mL | 12-16 mL
Vi,_o @ pH~7 4+ 0,1 M NaCl || 10-15 mL - 15 mL 21 mL
Vi,_, prés du pH; 9-15 mL | 19,5 mL | 13 mL 19 mL

Pour toutes les protéines étudiées, les mousses formées & pH~7 en I'absence de sel sont systéma-

tiquement moins riches en liquide que celles obtenues en présence de 0,1 M de NaCl ou au point
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isoélectrique. Les mousses & pH~7 sont également les plus instables. Il est probable qu’au cours
de leur formation, le phénomeéne de coalescence des films soit déja important. Ainsi, la taille
moyenne des bulles qui peuplent la mousse & t=0 doit étre plus grande & pH~7 en ’absence de
sel que dans les autres conditions. Nous avons vu précédemment que la vitesse de drainage aug-
mentait en présence de grosses bulles. Par conséquent, une grande partie de la solution injectée

dans les mousses & pH~7 a déja di retourner dans la cuve & t=0.

6.3.4 Drainage des mousses de protéines

Nous avons observé que les mousses de protéines pouvaient drainer suivant deux mécanismes
différents. Dans le premier cas, 1’écoulement du liquide dans la mousse est déterminé par la
gravité. Dans le second cas, le processus gravitationnel est perturbé: le liquide contenu dans la
partie basse de la mousse semble comme aspiré par le réservoir de solution. Nous proposerons

une interprétation de ce phénomeéne dans la suite de ce paragraphe.

Drainage sous l’effet de la gravité

La figure 6.14 présente 1’évolution du profil de fraction liquide d’une mousse de BSA (cpsa=0,5
mg/mL, pH~T7) et de B-caséine (cg—_,=0,5 mg/mL, pH=>5,8) en fonction du temps. Les profils
de fraction liquide sont déduits de mesures conductimétriques réalisées a différentes hauteurs de
la mousse (¢f. la conductance de la mousse est proportionnelle a la fraction liquide & la hauteur
considérée.). Les courbes se découpent en deux périodes distinctes. La premiére, durant laquelle
la mousse est formeée, se caractérise par des valeurs croissantes de la conductance. Lorsqu’on
arréte U'injection du gaz (t—0), elles atteignent leur maximum. C’est & ce moment-1a que com-
mence le drainage a proprement parler. Sous 'effet de la gravité, un gradient de fraction liquide
s’installe le long de la colonne de mousse. A chaque instant, la partie basse de la mousse est

toujours la plus riche en eau.

Drainage singulier

De maniére surprenante, les mousses de g-lactoglobuline et de BSA, formées & pH~7 en pré-
sence de NaCl ou au point isoélectrique, ne drainent pas suivant le schéma « classique » décrit
ci-dessus. La partie basse de la mousse, au contact du réservoir de solution, s’appauvrit anor-
malement en liquide (Figure 6.15). En effet, dés que U'injection du gaz cesse (t=0), I’électrode
la plus basse (notée électrode 1) n’est plus celle qui affiche la conductance la plus haute. Cette
observation ne correspond pas a un artefact expérimental puisque les mousses concernées s’ef-
fondrent effectivement par le bas. On peut s’en rendre compte sur les clichés présentés a la figure
6.16: les parties basses de la mousse s’éclaircissent, confirmant ainsi qu’elles sont moins riches
en eau que les parties supérieures. Elles se déstabilisent ensuite plus rapidement, créant un trou
entre la solution contenue dans la cuve et le reste de la mousse.

Dans le cas des mousses de 3-lactoglobuline et de BSA, ce drainage singulier ne se produit qu’a
pH 7 en présence de sel ou bien au point isoélectrique. Autrement dit, il n’a lieu que lorsque les
répulsions électrostatiques entre les protéines sont minimisées. Dans ces conditions, on favorise la

formation de couches d’adsorption denses, mais également celle d’agrégats en solution. Comment
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Fi1G. 6.14 — Schéma de drainage sous Ueffet de la gravité. Les graphiques (a) et (b) présentent
I’évolution en fonction du temps de la conductance de deur mousses, mesurée o différentes hau-
teurs de la colonne. On peut en déduire qu’a tout moment la partie basse de la mousse est la
plus riche en solution. De plus, ces courbes nous renseignent sur la cinétique du drainage. En
Uoccurrence, il est beaucoup plus rapide dans le cas d’une mousse de BSA & pH~7 que dans
celur d’une mousse de (B-caséine a pH=5,8. Ce résultat traduit que les solutions et les couches
d’adsorption des protéines considérées possédent des propriétés rhéologiques trés différentes.

expliquer alors la carence de liquide observée en bas de la mousse pendant le drainage? Tout
se passe comme si la distribution de liquide le long de la colonne, a priori conditionnée par la
gravité, était perturbée par une aspiration anormale vers le réservoir de solution. On peut noter
que cette perturbation se produit au niveau de la partie basse de la mousse, c’est-a-dire au
raccord avec la solution située dans la cuve. Cela suggeére que le potentiel chimique des protéines
contenues dans le liquide en train de drainer n’est pas le méme que celui des protéines solubilisées
dans le réservoir de solution. La solution présente dans la mousse, qui s’écoule sous l'effet de la
gravité, est a priori moins concentrée en protéines que la solution restée dans la cuve.® On peut
donc s’attendre a une différence de pression osmotique entre ces deux phases. On pourrait ainsi
expliquer le flux supplémentaire de solution observé de la mousse vers la cuve, c’est-a-dire de
la phase la moins concentrée en protéines vers la plus concentrée. La figure 6.15 (e) montre
qu’augmenter la concentration en protéines d’un facteur 5 accélére ’asséchement de la mousse.
Cependant, pourquoi n’observe-t-on pas ce phénomeéne pour des mousses formées a pH~7
en 'absence de sel? Dans ces systémes, les répulsions électrostatiques entre protéines sont im-
portantes. Ainsi, la densité de protéines adsorbées est moins grande que celle obtenue au point
isoélectrique ou en présence de NaCl. Par conséquent, la différence de pression osmotique entre
le liquide en train de drainer et celui dans la solution ne doit pas étre suffisante pour assécher de
maniére significative le bas de la mousse.
Toutefois, les mousses de [-caséine formées a pH~5,8 font figure d’exception. En effet, elles ne
présentent pas systématiquement cet effet osmotique alors qu’elles sont remarquablement stables.
Ce comportement particulier est peut-étre lié a la spécificité de la structure de la 3-caséine. Trés

flexible, elle posséde des propriétés d’agrégation particuliéres. A I'approche du point isoélec-

5. Une partie des protéines de la solution injectée dans la mousse sont désormais adsorbées & linterface
air/solution.
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FiG. 6.15 — Schéma singulier de drainage d’une mousse. Les graphiques présentent [’évolution
en fonction du temps de la conductance de diverses mousses, mesurée o différentes hauteurs de
la colonne. Dans tous les cas présentés ici, l’électrode la plus basse n’est pas celle qui indique la
conductance la plus élevée (pour t>0, lorsque linjection du gaz est terminée). Le drainage du
liquide sous Ueffet de la gravité est donc perturbé par un autre phénoméne qui tend a assécher la

partie basse de la mousse.
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1=0 t=10 min t=17 min t=21 min

Fi1a. 6.16 — Ewvolution temporelle de lintensité de lumiére transmise par une mousse de [(3-
lactoglobuline préparée dans les conditions suivantes: cz_ijg=0,5 mg/mL, pH~7, cnaci=0,1 M.
On observe que la mousse s’effondre rapidement par le bas. Ces images corroborent les mesures
conductimétriques présentées a la figure 6.15 qui indiquent que la partie basse de la mousse est
anormalement séche.

trique, la solubilité de la protéine chute de maniére dramatique. De gros agrégats, peu actifs aux
interfaces, apparaissent dans la solution (opaque). Leur présence affecte sirement la pression

osmotique de la solution utilisée pour former les mousses.

Limaitation expérimentale

D’un point de vue expérimental, 'effondrement des mousses par le bas biaise la détermination
optique du volume Vi,ousse présent dans la colonne. En effet, le logiciel d’acquisition intégre
Vinousse €N se basant sur l'opacité d'un volume de référence situé en bas de la colonne. Ce
volume, supposé homogéne, est théoriquement plus sombre que la partie haute de la mousse,
susceptible de s’effondrer de maniére irréguliére. Dans le cas des mousses qui se déstabilisent par
le bas, le contraste est inversé (le bas de la mousse est plus clair que le haut). Par conséquent, le
volume de mousse mesuré expérimentalement est supérieur au volume réel. C’est ce qui explique
la présence anormale de plateaux sur les courbes Viousse(t) (figure 6.17). L’éclaircissement du
bas de la colonne compense la réelle diminution du volume de mousse. Il est donc difficile de
suivre l'effondrement des mousses dans ces conditions.

En conclusion, la discussion présentée ci-dessus propose une interprétation qualitative du
mécanisme de drainage des mousses. Pour vérifier le bien-fondé de ces explications, de nouvelles
expériences s’imposent. On pourrait par exemple former une mousse dont le profil de drainage

est dominé par la gravité, puis remplacer la solution de tensioactifs restant dans la cuve par une
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FiG. 6.17 — Etude de Ueffondrement d’une mousse de BSA préparée au point isoélectrique pour
différentes vitesses d’injection du gaz. On observe que la détermination expérimentale du volume
de mousse n’est pas fiable. En effet, le volume de mousse mesuré ne correspond pas au volume
réellement présent dans la colonne. Le plateau observé pour Vinj= 60 mL/min est un artefact
expérimental lié a DUeffondrement de la mousse par le bas. On rencontre ce probléme pour toutes
les mousses qui se comportent de la sorte.

solution nettement plus concentrée. Est-ce qu’on arriverait alors a déclencher artificiellement
leffet osmotique décrit ci-dessus? Le cas échéant, on pourrait essayer de le controler de maniére

plus quantitative.

6.3.5 Comparaison de la stabilité des mousses obtenues a partir de différentes
protéines

La figure 6.18 compare la stabilité de différentes mousses de protéines (Cproteine=0,5 mg/mL,
pH;) et de SDS (csps=0,5 mg/mL, 0,32 M NaCl). Cette figure n’a pas d’autre prétention que
de donner des tendances. En effet, comme évoqué précédemment, la détermination optique du
volume de mousse restant dans la colonne n’est pas toujours fiable. En particulier, 'expérience
concernant la BSA a due étre interrompue du fait de la déstabilisation de la mousse par le bas.

On peut donc classer les protéines (et le SDS) en fonction de la stabilité des mousses qu’elles

forment au point isoélectrique :

lysozyme < «-lactalbumine < f-lactoglobuline < SDS < BSA <  [-caseine
54 mN/m 48 mN/m 47 mN/m 3lmN/m  52mN/m 48 mN/m
(moins stable) — (plus stable)



126

CHAPITRE 6. VERS L’ETUDE DES MOUSSES DE PROTEINES

100
—8— o-la
~ 4 g
£ BSA
80 +
o o p-ca
@ : o SDS
)
3 0 |l
£ E% %,
()
3 19
[0} | ©
E 404 Om Q@%ﬁﬁ
3 Com a@%
9 in 4 3 e,
m 4 O
Om 4
- M
u
0 T T T T T T T T T T T
0 2000 4000 6000 8000 10000
temps (s)
Fig. 6.18 — Comparaison de la wvitesse d’effondrement de diverses mousses de protéines

(¢proteine=0,5 mg/mL, pH;) et de SDS (csps=0,5 mg/mL, 0,32 M NaCl). Toutes les mousses ont
été obtenues en injectant le gaz a la vitesse de 30 mL/min. Dans les conditions de l’expérience,
on n’est pas parvenu o former de mousse de lysozyme.

ol le symbole "<" signifie "plus stable que" et les chiffres rappelés au-dessous correspondent

aux tensions de surface a I’équilibre des solutions utilisées pour les expériences (cf. § 2.3).

Ce classement appelle quelques commentaires :

— sur la gamme de protéines étudiées, on a observé des comportements trées divers. D'un coté,

les solutions de lysozyme ne possédent pas une activité de surface suffisante pour former des
mousses dans les conditions de cette étude. A I'autre extrémité du classement, les mousses
de [-caséine sont de loin les plus stables. Pourtant, ce ne sont pas celles dont la tension de
surface a I'équilibre est la plus basse. La (-caséine est néanmoins la plus flexible de toutes
les protéines étudiées: elle est capable d’abaisser la tension de surface plus rapidement que
les protéines globulaires dont la structure est plus rigide |Gra79| [Mar02|. Ainsi, les films
de (-caséine impliqués dans les mousses sont plus stables au moment de leur formation ; ils

résistent mieux a la coalescence dans les mousses « jeunes ».

on observe également que les mousses de SDS sont environ 5 fois moins stables que les
mousses de (-caséine. En premier lieu, ce résultat est surprenant puisque les solutions de
SDS possédent une tension de surface nettement plus faible, dont la valeur a ’équilibre est
atteinte de maniére instantanée. Analysons de plus prés les caractéristiques de ces deux
mousses. Comme le montre la figure 6.19, le drainage des mousses de 3-caséine est beaucoup

plus lent que celui des mousses de SDS. Par conséquent, leur structure respective évolue
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de maniére trés différente avec le temps. En effet, au bout de cing minutes, les mousses de
SDS sont séches ; la quasi-intégralité du liquide qu’elles contenaient initialement a drainé.
On observe expérimentalement ’apparition de filins noirs au sommet de la mousse, puis sur
une grande portion de la colonne. A l'inverse, les films de (-caséine restent blancs tout au
long de la vie de la mousse. A priori, les films noirs de SDS sont donc plus fragiles face aux
éventuelles perturbations mécaniques que ceux de (-caséine dont la structure semble plus
gélifiée. De plus, vues les différences d’épaisseurs qui caractérisent ces deux types de films,
la cinétique du mirissement d’Ostwald doit étre beaucoup plus rapide dans les mousses
noires de SDS que dans les autres. Cela pourrait expliquer pourquoi les mousses de SDS

sont moins stables que celles de $-caséine malgré la grande activité de surface du SDS.

16 -
1a
14—.
1A
12 e SDS
10_'4 A p-ca
VL 1A
[ ]

FiG. 6.19 — Comparaison des vitesses de drainage d’une mousse de (3-caséine (cg—cq=0,5 mg/mL,
pH~5,8) et d’une mousse de SDS (csps=0,5 mg/mL, 0,32 M NaCl), formées a une vitesse
d’injection de 30 mL/min.

Ces observations expérimentales nous aménent & la conclusion suivante: la stabilité d’une
mousse résulte d’'un compromis subtil entre plusieurs critéres. Le premier critére est de nature
thermodynamique : pour obtenir une mousse stable, il est nécessaire que la solution de tensioactifs
posséde une tension de surface a 1’équilibre basse. Cependant, ce critére est nécessaire, mais
pas suffisant. Il faut y ajouter une contrainte cinétique: les tensioactifs doivent étre capables
d’abaisser rapidement la tension de surface au fur et & mesure de la formation de I'interface
air/solution (au coeur de la mousse). Le cas contraire, les films sont & peine formés qu'ils se
cassent déja. Enfin, au-dela de la question de la stabilité des films, le drainage de la mousse est
un paramétre crucial. Il dépend des propriétés rhéologiques du systéme. La rapidité du drainage

conditionne la structure de la mousse (via I’épaisseur des films entre les bulles) & un instant
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donné, et donc les phénoménes responsables de sa déstabilisation.

6.4 Digression: de 'utilisation du perfluorohexane pour bloquer

le mirissement d’Ostwald

Nous avons vu précédemment que l'effondrement des mousses obéissait simultanément aux
trois mécanismes suivants: le drainage, le mirissement d’Ostwald et la coalescence. L’'une des
difficultés de ’étude des mousses est de parvenir 4 isoler les effets de chacun de ces phénomeénes.
Dans cette optique, certains travaux forment des mousses en utilisant un meélange gazeux de
perfluorohexane (CgFi4) et d’azote |Gan97| [Saf01]. D’un point de vue expérimental, la présence
de perfluorohexane, gaz trés hydrophobe, permet de limiter considérablement la cinétique du
mirissement d’Ostwald. L’objectif de cette partie est d’étudier cet effet & ’échelle d’une seule
bulle. Pour cela, nous avons repris la technique présentée au chapitre 4 afin de comparer la
vitesse de disparition d’une bulle remplie d’air & celle d’une bulle remplie d’un mélange d’air et

de perfluorohexane (Figure 6.20).

LM AR FtM

AIR

SOLUTION SOLUTION

t=0 t=0

FILM

SOLUTION t=0

SOLUTION
t=0

AR + C,F,,

(a) (b)

FiGg. 6.20 — Comparaison de lévolution d’une bulle remplie d’air a celle d’une bulle remplie
d’un mélange d’air et de perfluorohezane. La présence de perfluorohexane, au lieu de ralentir la
décroissance de la bulle, est a l'origine d’une augmentation spectaculaire de sa taille.

6.4.1 Protocole et résultats expérimentaux

Le perfluorohexane, liquide & température ambiante, est trés volatil. On en place quelques
millilitres dans un récipient hermétique, dans lequel on peut introduire une micro-seringue. Ce

récipient est légérement chauffé (T~30°C) afin d’enrichir la phase vapeur en perfluorohexane.
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On remplit ensuite la seringue de ce mélange et on forme une bulle d’environ 200 ym de rayon

dans la solution de protéines étudiée (Figure 6.21).

microseringue

CeFis+ AIR
vapeur bulle
d
CeF1a solution
- liquide

(a) (b)

Fi1G. 6.21 — Protocole expérimental pour former une bulle remplie d’un mélange d’air et de per-
fluorohexane (voir texte).

L’évolution de la taille de la bulle est observée en fonction du temps a I'aide d’un microscope.
Les résultats obtenus & partir d’une solution de BSA au point isoélectrique sont présentés a
la figure 6.22. Des résultats similaires ont été obtenus avec d’autres protéines. Contre toute
attente, la taille des bulles augmente de maniére spectaculaire au lieu de stagner. En moins
d’une demi-heure, elles doublent leur rayon. On peut remarquer que le systéme n’atteint pas
son état d’équilibre sur la durée de 'expérience. L'origine de cette instabilité est probablement
liée a la différence de composition entre la phase gazeuse contenue dans la bulle et 'atmospheére
extérieure.® En effet, le perfluorohexane est emprisonné dans la bulle: trés hydrophobe, il ne
peut ni passer en solution, ni traverser la partie aqueuse du film de protéines. Un flux d’air
s'instaure alors de 'extérieur vers l'intérieur de la bulle afin de diminuer la concentration en
perfluorohexane. C’est ce qui explique 'augmentation de la taille de la bulle.

En conclusion, la présence de perfluorohexane inverse la direction du flux de l’air entre la
bulle et le milieu extérieur (Figure 6.20). Dans le cas d’une mousse macroscopique, ce phénoméne
ne doit pas se produire pour les bulles situées dans le volume; on doit uniquement 1’observer

pour les bulles situées a la périphérie de la mousse, au contact de lair.

6. D’un point de vue thermodynamique, le potentiel chimique du perfluorohexane dans la bulle n’est pas égal
A celui dans I'atmosphére située au-dessus.
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FiG. 6.22 — Evolution du rayon d’une bulle en fonction de la composition du mélange gazeux
qu’elle contient. Dans les deux cas, on utilise une solution de BSA préparée au point isoélectrique
(cBsa—0,5 mg/mL).

6.4.2 Influence du perfluorohexane gazeux sur la tension de surface d’une
solution de protéines

La vitesse a laquelle la bulle grossit en présence de perfluorohexane est surprenante. Elle est
beaucoup plus grande que la vitesse de diminution d’une bulle qui ne contient que de l'air (Figure
6.22). A titre de comparaison, une bulle de BSA (R~240 um) divise sa taille par deux au bout
de 3h30 en présence d’air, tandis qu’elle double sa taille par deux au bout de 25 min en présence

de perfluorohexane.

L’équation exprimant le flux de gaz qui s’échappe d’une bulle remplie d’air est rappelée

ci-dessous (c¢f. chapitre 4):

dN
- = KAtim AC + KyuieAparoi (Spatm+pe — Spatm) (6.6)
ou: AC est la différence de concentration en air de part et d’autre du film; Sp,,,, et S, 2

correspondent au coefficient de solubilité de ’air dans ’eau lorsque la pression vaut respective-
ment Patm et Patm + %7-
Dans le cas d’une bulle remplie d’un mélange d’air et de perfluorohexane, le flux de gaz qui entre
dans la bulle vaut:

dN

ﬁ = KAfZlm CC6F14 (67)

ou: Ccyry, est la concentration en perfluorohexane dans la bulle. Cette concentration diminue

au fur et & mesure que le rayon de la bulle augmente. La solubilité du perfluorohexane dans I'eau
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étant trés faible, le second terme de I'équation de diffusion est négligeable.

La grande différence entre ces deux flux, observée expérimentalement, est-elle uniquement due
a l'intensité des gradients de concentration qui contrélent le transfert de l'air? Cette hypothése,
plausible a priori, est renforcée par le fait que la bulle et le film subissent une extension trés
rapide de leur surface en présence de perfluorohexane. Ainsi, les couches moléculaires qui les
constituent doivent étre plus poreuses, accroissant ainsi la perméabilité a 'air du film et de
la bulle. Par ailleurs, on peut se demander si le perfluorohexane lui-méme ne modifierait pas
également la structure des couches de protéines adsorbées (et donc leur permeéabilité). Pour
répondre a cette question, on propose de regarder si la présence de perfluorohexane en phase
vapeur est capable de modifier la tension de surface d’une solution de protéines.

Pour cela, on procéde comme suit. Dans un premier temps, on mesure simplement la tension
de surface d’une solution de BSA (0,5 mg/mL BSA, pH;) a l'aide de la méthode de Wilhelmy.
On laisse le systéme s’équilibrer pendant environ 24 h. On injecte ensuite un mélange d’azote et

de perfluorohexane dans ’enceinte qui contient la solution & I'aide d’un petit dispositif présenté

a la figure 6.23.
@ électrobalance

enceinte pas

parfaitement
hermétique N2
B |
No+ CgF .,
“
/
o o
\ [~ %0\
plague en platine . perfluorohexane liquide
(méthode de Wilhelmy) solution de (CeF14)

protéines

F1G. 6.23 — Dispositif expérimental utilisé pour mesurer la tension de surface d’une solution de
protéines au contact d’une atmosphére gazeuse contenant du perfluorohexane.

L’enceinte en question n’est pas parfaitement hermétique afin d’éviter que le systéme soit
sous pression. La tension de surface se met alors a chuter (Figure 6.24); elle perd environ 7
mN/m. Cette valeur ne signifie rien dans 1'absolu puisqu’elle dépend de la vitesse d’injection
du perfluorohexane, c’est-a-dire de sa concentration stationnaire dans le milieu (compte tenu du

fait que l'enceinte posséde une légere fuite). Lorsqu’on arréte U'injection, la tension de surface

7. 11 faudrait vérifier ceci expérimentalement en étudiant I’évolution d’une bulle adsorbée sous une lamelle de
verre, afin de bloquer le processus de diffusion par le film.
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augmente de nouveau jusqu’a retrouver sa valeur initiale. Il semble donc que le perfluorohexane
soit tres actif aux interfaces. Méme présent sous forme gazeuse, c’est-a-dire en petite quantité,
il est capable de modifier les propriétés de linterface air/solution (donc la perméabilité des
films). Il interagit probablement avec les parties hydrophobes des protéines adsorbées. Lorsque
Iinjection cesse, la concentration en perfluorohexane dans le milieu diminue progressivement et

les molécules se désorbent de 'interface.

injection de C.F_,
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v ) v ) v ) v )
0 20000 40000 60000 80000
temps (s)

F1G. 6.24 — Influence du perfluorohexane gazeux sur la tension de surface d’une solution de BSA
au point isoélectrique (cgsa—0,5 mg/mL, T—2/°C.)

On peut donc conclure que le perfluorohexane n’agit pas uniquement sur le mirissement
d’Ostwald. Méme présent en petite quantité, il modifie la tension de surface des couches de
tensioactifs. Son utilisation pour modéliser le drainage et la coalescence des mousses appelle
donc quelques réserves.

A I’échelle d’une bulle individuelle, la présence de perfluorohexane a l’effet d’une véritable pompe
a air; la phase gazeuse enfermée dans la bulle n’est pas a I’équilibre avec ’atmosphére, ce qui
explique 'augmentation du rayon de la bulle. En outre, le perfluorohexane influence la structure

de la paroi de la bulle.

6.5 Conclusion

On peut retenir qu’il n’y a pas de corrélation simple entre les propriétés des films individuels
de protéines et la stabilité globale des mousses correspondantes. En effet, on a étudié au chapitre
4 la perméabilité a I’air d’une série de films de protéines, obtenus a partir de solutions identiques a

celles utilisées dans ce chapitre pour former les mousses. Dans tous les cas, les films microscopiques
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de protéines étaient noirs au point isoélectrique. Pourtant, les mousses de protéines formées dans
des conditions analogues ne sont pas noires. Méme pour un stade de drainage avancé, les filins
de -lactoglobuline contenus dans la mousse sont blancs et présentent par endroit des irisations
colorées. Quant aux films de BSA et de (3-caséine, ils semblent plus épais et riches en eau; leur
structure se rapproche davantage de celle d'un gel.

Il n’est donc pas possible d’assimiler le comportement de la mousse & celui d’un ensemble de
films individuels. La structure des films dans une mousse est le résultat de leur histoire collective.
D’une part, I’avancement du drainage détermine 1’épaisseur des films dans la mousse. D’autre
part, la coalescence et le mirissement d’Ostwald induisent des réorganisations locales du réseau
de bulles. En effet :

— lorsqu’un film se rompt, les films impliqués dans les bulles adjacentes doivent s’adapter a

la nouvelle géométrie du systéme,
— de plus, la taille des bulles change sous l'effet du mirissement d’Ostwald.

Les films sont donc en constante évolution au cours de 'effondrement de la mousse. Ils sont sou-
mis & de nombreuses contraintes mécaniques qui affectent la structure des couches de protéines
adsorbées. Nous avons déja étudié au chapitre 4 l'effet du mirissement d’Ostwald sur la structure
de la paroi d’une bulle isolée. Nous avions alors montré que les couches de protéines, irréversible-
ment adsorbées, s’effondraient (« collapsaient») lorsque le rayon de la bulle diminuait. Dans une
mousse, I’évolution d’une bulle est plus complexe vue la multitude d’événements qu’elle subit au
cours de son existence. D’un point de vue expérimental, il serait intéressant de pouvoir observer
simultanément la structure globale de la mousse et celle des filins qui séparent les bulles. Dans ce
but, de récentes études essaient de développer une approche multi-échelle basée sur la technique
de diffusion de neutrons [Axe03].

Toutefois, on peut remarquer que la corrélation entre films individuels et mousses est plus
évidente dans le cas du SDS. Le drainage est rapide dans les deux systémes. Expérimentalement,
les solutions qui permettent la formation de films noirs microscopiques conduisent également 3
la formation de mousse noire (dont les bulles sont elles aussi de taille microscopique). Dans ces
conditions, il semble possible de relier la stabilité de la mousse aux propriétés physico-chimiques

de films isolés, étudiés de maniére indépendante |[Kru92|.
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Chapitre 7

Films noirs de cyclodextrines
amphiphiles : une architecture
moléculaire dominée par les forces
d’hydratation

Ce travail a été mené en étroite collaboration avec le Laboratoire de Chimie Bio-Organique des
Molécules Cages du CEA-Saclay et le Laboratoire des Glucides de la Faculté d’Amiens, respecti-
vement dirigés par B. Perly et F. Djedaini-Pilard. Les cyclodextrines amphiphiles utilisées dans
cette étude ont été synthétisées par S. Moutard au cours de sa thése.

Ce chapitre est consacré a I’étude des propriétés interfaciales d’une nouvelle classe de tensio-
actifs, constitués d’un phospholipide greffé sur une cyclodextrine. Nous verrons que ces molécules
originales forment des films noirs, dont ’architecture moléculaire est grandement influencée par
I’hydratation des cyclodextrines. Nous montrerons par des mesures de réflectivité de rayons X
qu’on peut jouer sur I’hydratation des films en modifiant le degré de méthylation des cyclo-
dextrines, en complexant les cyclodextrines & diverses molécules liantes ou bien en irradiant les
films par un rayonnement I.R. Enfin, nous discuterons de la perméabilité a l’air des films de

phospholipidyl-cyclodextrines en fonction de la taille de leur coeur central d’hydratation [Sul04].

7.1 Les cyclodextrines amphiphiles : présentation générale

7.1.1 Propriétés structurales des cyclodextrines

Les cyclodextrines se présentent sous la forme d’une couronne constituée d’un assemblage de
sucres. En toute rigueur, on parle d’oligosaccharide cyclique. Ces objets sont obtenus industriel-
lement par dégradation enzymatique de brins d’amylose (amidon). Les trois cyclodextrines les
plus fréquemment rencontrées sont I'a-, la (- et la v-cyclodextrines, composées respectivement
de 6, 7 et 8 unités de glucopyranose (Figure 7.1). Leur structure tridimensionnelle est celle d’un

coOne tronqué.
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FiG. 7.1 — Formule développée générale des cyclodextrines et représentation schématique de leur
structure tridimensionnelle. La face du cone la plus étroite est couramment appelée face primaire,
tandis que la plus évasée est appelée face secondaire. La face primaire comporte les groupements
hydrozyles situés en position 6. Quant a la face secondaire, elle comporte les groupement hy-
droxyles situés en position 2 et 3.

On peut noter que les groupements hydroxyles des sucres pointent a chacune des extrémités

du cone. Leur présence a deux conséquences majeures :

— d’une part, elle assure la rigidité de ’édifice moléculaire. En effet, les hydroxyles situés sur
la face la plus évasée interagissent entre eux pour former une véritable ceinture de liaisons

hydrogéne qui consolide la structure conique,

— d’autre part, elle confére un caractére hydrophile & la surface externe des cyclodextrines, au
contact avec le solvant. A I'inverse, 'intérieur de la cavité est tapissée d’atomes d’hydrogéne

qui la rendent plutot hydrophobe.

Le caractére amphiphile des cyclodextrines, associé & leur structure spatiale de type cage, leur
permet de former des complexes d’inclusion avec de nombreuses molécules invitées hydrophobes.
En pharmacologie, les cyclodextrines sont utilisées en tant que molécules cage, capables de piéger

et de transporter en milieu aqueux des principes actifs insolubles.

7.1.2 Fonctionnalisation des cyclodextrines

Une grande partie de 'activité de recherche qui concerne les cyclodextrines consiste & les
modifier chimiquement afin de moduler leurs propriétés physico-chimiques. Les enjeux sont mul-
tiples. Il s’agit par exemple d’augmenter la solubilité des cyclodextrines dans un solvant donné
et/ou de promouvoir le pouvoir de complexation de leur cavité avec une molécule invitée. Un
autre objectif est de parvenir & contrdler Iinteraction des cyclodextrines avec la membrane des

cellules-cible vers lesquelles on souhaite transporter la molécule invitée. Pour répondre a ces
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exigences, les chimistes ont élaborés de nombreuses stratégies de fonctionnalisation. Nous allons
discuter ci-dessous de deux d’entre-elles, qui ont servi a faconner les cyclodextrines amphiphiles

que nous allons étudier dans ce chapitre.

Meéthylation des cyclodextrines

Une des stratégies utilisées consiste a substituer sélectivement (ou pas) les hydroxyles des
faces primaire et secondaire par des fonctions méthyles. Par exemple, la DIMEB est une [-
cyclodextrine dont les hydroxyles en position 2 et 6 ont été méthylés. A température ambiante,
cette molécule est trente fois plus soluble dans I'eau que la B-cyclodextrine! [Uek87|. De plus, la
présence de méthyles influence les propriétés d’inclusion de la cavité. En supprimant des fonctions
hydroxyles, on supprime également des liaisons hydrogéne potentielles entre la molécule invitée
et I'extrémité de la cavité. En contre-partie, les groupements méthyles présents sur le tour de la
couronne peuvent interagir avec la molécule invitée; ils augmentent en quelque sorte la surface

hydrophobe de la cyclodextrine.

Cyclodextrines monosubstituées par un bras hydrophobe

Une autre stratégie consiste a greffer un bras hydrophobe sur la face primaire de la cyclodex-
trine [Bel92| |Lin98| [Auz99|. Pour cela, il faut parvenir a substituer sélectivement un seul des
hydroxyles de cette face. Le but d’une telle opération est de promouvoir l'ancrage des cyclodex-
trines dans une matrice de phospholipides. Dans cet esprit, des bras cholestérol ont été greffés sur
des cyclodextrines. Les tests expérimentaux montrent que leur insertion dans les membranes est
ainsi favorisée [Auz99|. De méme, il est possible de former des films noirs mixtes, dont la struc-
ture est celle d'une bicouche de DMPC dans laquelle sont ancrées des cholesteryl-cyclodextrines
[Jav02].

En outre, les cholestéryl-cyclodextrines présentent de remarquables propriétés d’auto-association
en solution: elles s’assemblent pour former des micelles sphériques monodisperses [Auz00|. Par
conséquent, au-dela de leur intérét en pharmacologie, les cyclodextrines modifiées constituent
une nouvelle famille de tensioactifs, dotés d’une trés grande téte polaire. L’originalité de leur

structure moléculaire en fait des objets stimulants a étudier d’'un point de vue physico-chimique.

7.1.3 Les phospholipidyl-cyclodextrines

Dans ce chapitre, nous allons étudier un nouveau type de cyclodextrines amphiphiles ou le
bras hydrophobe est constitué d’un phospholipide. Il s’agit en l’'occurrence d’une molécule de L-a-
phosphatidylethanolamine (DMPE) fixée sur la cavité d’'une (-cyclodextrine par I'intermédiaire
d’un bras espaceur [Mou03|. De part leur structure, ces molécules tente de reproduire au plus

prés les caractéristiques des membranes naturelles. Nous avons plus particuliérement travaillé

1. La DIMEB posséde des propriétés physico-chimiques surprenantes. Elle présente en particulier un coefficient
de solubilité négatif: elle est plus soluble dans 'eau & 20°C qu’a 50°C! Ce comportement singulier provient de la
structure de la coquille d’hydratation qui entoure les cyclodextrines. A basse température, cette coquille est trés
développée, tandis qu’elle se détruit lorsque la température augmente [Sta01].
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avec les deux deérivés méthylés suivants (Figure 7.2):
— la phospholipidyl-DIMEB (notée ph-DIMEB) pour laquelle les hydroxyles des positions 2
et 6 ont été méthylés,?
— la phospholipidyl-TRIMEB (notée ph-TRIMEB) pour laquelle U'intégralité des hydroxyles
de la couronne de sucres ont été méthylés.3
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FiG. 7.2 = (a) Formule chimique développée de la ph-DIMEB et de la ph-TRIMEB; (b) repré-
sentation schématique de leur structure tridimensionnelle.

La ph-DIMEB conserve donc 6 groupements hydroxyles, c’est-a-dire 6 positions potentielles
pour former des liaisons hydrogéne de type donneur ou accepteur avec le milieu environnant
(Figure 7.3). Dans les molécules de ph-TRIMEB, ils ont été remplacés par des groupements O-
CHjs, faiblement accepteurs. Par conséquent, les molécules de ph-TRIMEB présentent un schéma
d’interaction plus pauvre que celui des ph-DIMEB en terme de liaisons hydrogéne.

Ces deux composés sont trés solubles dans ’eau. Ils possédent une concentration micellaire
critique (cmc) basse, qui est la signature d’un comportement auto-associatif trés prononcé. En
effet, les cme de la ph-DIMEB et de la ph-TRIMEB valent respectivement 2x107% M et 107° M &
T=20°C [Mou02|. Dans les deux cas, des micelles allongées (fibres micellaires) ont été observées
par de diffusion de la lumiére. Ces objets présentent une structure polydisperse et une taille
supérieure a 200 nm [Mou03]. Par ailleurs, des expériences de RMN ont montré que ces composés
conservaient les propriétés d’inclusion des (-cyclodextrines [Mou03].

En bref, les phospholipidyl-cyclodextrines combinent d’une part des propriétés d’auto- as-
sociation en solution grace a leur bras phospholipide, et d’autre part des propriétés d’inclusion

grace a leur partie cyclodextrine. Ce sont a priori de bons candidats pour vectoriser des principes

2. Nomenclature  chimique:  67-(1,2-ditetradecanoyl- -glycero-3-phosphoethanolamido)succinylamido-67-
desoxy-27- -methyl-hexakis(2'7~V7 6"7=V!T.di- -methyl)cyclomaltoheptaose

3. Nomenclature chimique: 6/ -(1,2-ditetradecanoyl- -glycero-3-phosph0ethalomamido)succinylamido-61 -
deoxy-27,37-di- -methyl-hexakis(27/ =V 311=VII gIT=VII_tri. _methyl)cyclomaltoheptaose
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Fi1G. 7.3 — Liaisons hydrogéne : les groupements hydrozyles peuvent étre donneurs (cas(a)) ou
accepteurs de liaison hydrogéne (cas(b)). Cependant, les groupements O-CHs ne peuvent étre que
donneurs (cas(c)). Par conséquent, les molécules de ph-TRIMEB offrent moins de possibilités
d’interaction avec l’eau que celles de ph-DIMEB.

actifs vers des cellules-cibles. Des tests ont montré que la ph-DIMEB était capable de traver-
ser les membranes biologiques pour des concentrations inférieures a la cmc [Mou03]. Pour des
concentrations supérieures ou égales a la cmc, ces molécules présentent des propriétés détergentes

remarquables.

7.2 Etude expérimentale des films noirs de phospholipidyl- cyclo-

dextrines

7.2.1 Préambule

L’objectif de ce travail est d’étudier le comportement interfacial des phospholipidyl- cyclo-
dextrines & travers I'organisation moléculaire des films noirs qu’elles forment. Nous verrons que
la géométrie confinée des films noirs de Newton se préte particuliérement bien & ’étude de I’hy-
dratation des cyclodextrines. De maniére générale, les phénoménes d’hydratation jouent un role
primordial dans la structure des objets biologiques (protéines) et les mécanismes élémentaires
qui les concernent [Jef91] [Pal04]. Dans le sujet qui nous intéresse, la vectorisation d’un prin-
cipe actif, 'hydratation des cyclodextrines peut étre déterminante au moment du passage de
la barriére transmembranaire. Une fois ancrée dans la membrane d’une cellule cible, la cyclo-
dextrine amphiphile doit passer & U'intérieur de la cellule pour y délivrer le principe actif qu’elle
contient. Ce passage se fait par un processus naturel appelé flip-flop [Str95]: il traduit le transfert
spontané des lipides d'une couche & I'autre de la membrane (Figure 7.4). D'un point de vue ther-
modynamique, c’est un processus trés défavorable puisque la téte polaire du lipide doit passer
a travers le coeur hydrophobe de la membrane. Par conséquent, il a été suggéré que 1’énergie
d’activation d'un tel phénoméne correspondait & celle nécessaire pour déshydrater la téte polaire
du lipide considéré [Red90]. Dans le cas des phospholipidyl-cyclodextrines, la téte polaire est
particuliérement imposante. Connaitre son hydratation pourrait donc étre une premiére étape

vers la compréhension des mécanismes de passage a travers la barriére transmembranaire.

4. Les phospholipidyl-cyclodextrines détruisent les membranes dés que leur concentration est de l'ordre de la
cmec.
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FiG. 7.4 — Hlustration du flip-flop dans une membrane de phospholipides. Ce phénoméne corres-
pond a la diffusion spontanée des phospholipides d’un coté a 'autre de la bicouche (Figure (a)).
Grace a lui, les cyclodextrines amphiphiles ancrées a Uextérieur des membranes peuvent pénétrer
dans les cellules (Figure (b)). L’énergie d’activation de ce phénoméne, défavorable sur le plan
thermodynamique, dépend de l’hydratation de la partie polaire de la molécule qui diffuse.

7.2.2 Comment favoriser la formation d’un film noir de Newton?

Parmi les films noirs, les films de Newton sont ceux qui possédent la structure moléculaire
la plus organisée. Dans ces films, les deux couches de tensioactifs sont directement au contact
I'une de l'autre, tandis que dans les films communs elles sont séparées par une couche d’eau. Par
conséquent, la structure des films de Newton est le reflet de la structure chimique des molécules
de tensioactifs qui le composent. Les films de Newton possédent donc a priori la structure la plus
pertinente pour mettre en évidence la spécificité, en terme d’organisation aux interfaces, d’une
nouvelle classe de tensioactifs. Nous allons donc essayer de réunir les conditions optimales pour
former des films de Newton de phospholipidyl-cyclodextrines. Nous déterminerons ensuite leur

structure moléculaire par réflectivité de rayons X (cf. § 3.2).

Quelle concentration en phospholipidyl-cyclodextrines choisir?

Les films de Newton se caractérisent par la grande compacité des arrangements moléculaires
qui les composent. On ne peut les former qu’a partir de couches d’adsorption trés denses a
I'interface air/solution [Exe81]. Nous avons donc travaillé avec des solutions de phospholipidyl-

cyclodextrines préparées bien au-dessus de la cmce (typiquement Ceyclodeatrine=0,5 mg/mL, soit
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~ 20 cmc). Dans ces conditions, on s’assure que la couverture moléculaire de I'interface air /solution
est maximale au moment de la formation du film. Pour toutes les solutions utilisées dans cette
étude, nous avons mesuré la tension de surface a ’aide de la méthode de Wilhelmy. Dans tous
les cas, les cinétiques d’adsorption sont assez rapides et les valeurs a I’équilibre sont comprises
entre 36 et 38 mN/m & T—25°C. Ces valeurs (basses) sont déja le signe d’une grande activité de

surface.

Quelle concentration en électrolyte choisir?

Les molécules de ph-DIMEB et de ph-TRIMEB portent toutes les deux une charge négative
sur le groupement phosphate du bras phospholipide. Par conséquent, les films obtenus en 1’ab-
sence d’électrolyte dans la solution sont gris clair & I’équilibre. Ce sont donc des filins trop épais
(>600 A) pour étre étudiés par réflectivité de rayons X. Les répulsions électrostatiques entre
les parois du film imposent au film une épaisseur a 1’équilibre relativement élevée. Pour pouvoir
atteindre 1’état noir, il est donc nécessaire d’ajouter du sel dans la solution afin d’écranter les
charges du systéme.

Nous avons étudié effet de la concentration en électrolyte sur I’épaisseur des films de ph-DIMEB
et de ph-TRIMEB. En présence de 0,07 M de NaCl, les films drainent trés rapidement selon le
processus de regénération marginale décrit par Mysels |[Mysb9| (¢f. § 3.3.4). En 15 minutes, les
films deviennent noirs et restent stables durant plusieurs heures. Les spectres de réflectivité des

films & I'équilibre sont présentés sur la figure 7.5.
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FiG. 7.5 — Courbes de réflectivité de rayons X des films noirs de ph-DIMEB et de ph-TRIMEB
(solutions: 0,5 mg/mL de phospholipidyl-cyclodextrines, 0,07 M de NaCl). Les points corres-
pondent auz courbes expérimentales. Dans les deux cas, il a fallu utiliser un modéle théorique a
trois couches pour reproduire fidélement les diagrammes d’interférences obtenus expérimentale-
ment (courbes pointillés). La structure des films présente donc un gradient de densité électronique
le long de la normale.

Dans le cas de la ph-DIMEB comme dans celui de la ph-TRIMEB, ils présentent des franges
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d’interférences bien définies. Les parameétres structuraux des films, déduits de ’ajustement théo-
rique des courbes expérimentales, sont regroupés dans le tableau 1. A 1'aide de ces données, nous
proposerons une description détaillée de la structure des films dans les paragraphes suivants. A ce
stade, on peut remarquer qu’a concentrations égales en électrolyte, les films de ph-DIMEB sont
plus épais que ceux de ph-TRIMEB : leur épaisseur vaut respectivement 125 et 104 A. En aug-
mentant la concentration en NaCL jusqu’a 0,1 M, on observe la formation de films plus minces,
mais dont la durée de vie est nettement plus courte. Dans ces conditions de stabilité réduite (entre
20 et 60 min), les temps d’acquisition pour les courbes de réflectivité sont insuffisants pour ré-
soudre la forme des franges d’interférence aux grands vecteurs de diffusion, .e. 14 o I'intensité
réfléchie est faible. Par conséquent, on ne peut pas extraire de ces courbes des informations sur
la structure fine des films. Seule leur épaisseur totale peut étre estimée correctement : on trouve
105 A pour les films de ph-DIMEB et 94 A pour ceux de ph-TRIMEB. On peut noter que 13
encore, les films de ph-DIMEB sont plus épais que ceux de pH-TRIMEB.

TABLEAU 1 - Paramétres structurauz déduits des courbes expérimentales de réflectivité de

divers films de phospholipidyl-cyclodextrines (cnqac1=0,07 M) ©

| paramétres | ph-DIMEB | ph-TRIMEB | ph-TRIMEB irr. | ph-DIMEB/ac. citr. |
épaisseur totale (A) 125 104 87 127
aire par molécule (A?) 280 240 240 285
rugosité (A) 3,7 3,4 3,8 4

couches externes
(bras hydrophobe)

densite §x106 ° 1,3 1,5 1,5 1,3
épaisseur (A) 13 13 13 13
angle d’inclinaison (deg) 65 65 65 65
coeur hydrophile
densité 6x106 b 0,9 1,3 1,2 1
épaisseur (A) 99 78 61 101
Neau © 53 38 7 64

¢ Tous les films décrits dans ce tableau sont & I’équilibre & I'exception des films de ph-DIMEB
irradiés par I.R. Ces films sont dans un état stationnaire: leur température est plus élevée que
celle du réservoir de solution et de atmosphére environnante. ® La densité électronique réduite
d a pour expression: 6(z) = %p(z) (cf. § 3.2). A titre de référence, la densité réduite de I'eau
liquide vaut : dpqu=3,56x10%. ¢ N4, correspond au nombre de molécules d’eau impliquées dans

I’hydratation des cyclodextrines.

7.2.3 Description de la structure moléculaire des films

Pour tous les filins obtenus en présence de 0,07 M de NaCl, seul un modéle a trois couches est
capable de rendre compte de la forme des courbes expérimentales de réflectivité (Figure 7.5). Le

profil de densité électronique correspondant aux films de ph-TRIMEB est présenté & la figure 7.6
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(celui des films de ph-DIMEB posséde une forme analogue bien que les films soient plus épais).

En premiére analyse, on estime que la longueur maximale des molécules de ph-DIMEB et
ph-TRIMEB étirées est de 'ordre de 38 A, i.e. ~30 A pour la partie phospholipide et le bras
espaceur auxquels s’ajoutent 8 A pour le cone de la cyclodextrine. Or, Pépaisseur totale des films
de phospholipidyl-cyclodextrines présentés précédemment est comprise entre 94 et 125 A. Par
conséquent, les deux couches de molécules qui forment les parois du film ne sont pas accolées
T'une sur lautre. Elles sont séparées par une couche centrale dont la nature reste a préciser.
Vue la taille des agrégats présents en solution (> 200 nm), il apparait clairement que les films
sont trop fins pour renfermer de tels objets dans leur coeur. On en déduit donc que les films se
composent de deux couches de cyclodextrines amphiphiles séparées par un coeur aqueux, dont
I’épaisseur dépend de la concentration en électrolyte dans la solution et du degré de méthylation

des cyclodextrines.

Le principal gradient de densité électronique qui existe dans les films doit refléter les diffé-
rentes parties chimiques des molécules de phospholipidyl-cyclodextrines. En effet, ces molécules
sont constituées de deux parties dont les géomeétries sont radicalement différentes: la forme du
bras hydrophobe est plutot cylindrique, tandis que celle de la cyclodextrine est conique. Une telle
dissymétrie dans les molécules doit conduire a la formation de couches de densités différentes au
sein des films noirs. Ainsi, les couches de 13 A situées au contact de lair (tableau 1) doivent
correspondre au bras hydrophobe des cyclodextrines modifiées (Figure 7.6). On peut ainsi en

déduire les informations suivantes concernant la structure des films:

— tout d’abord, les chaines de phospholipides sont inclinées de 65° par rapport a la normale

au film. On peut le calculer aisément a ’aide de la formule ci-dessous:

ee:r:t B E
Ln 30

cosf = (7.1)
ot e représente 1'épaisseur des couches extérieures du film, situées au contact de I’air (voir
tableau 1) et [,y, la longueur du bras hydrophobe des cyclodextrines modifiées. Orientées

de cette fagon, les molécules peuvent s’arranger de maniére plus compacte.

— de plus, 'aire moyenne occupée par une cyclodextrine amphiphile dans le film peut étre

calculée en utilisant ’équation suivante :

ext
ext __ 27 5emt _ ne*
= = (7.2)
>\27'e A eext
ou p®*t correspond a la densité électronique des couches extérieures du film. n¢*! est donc

or
la somme des électrons d’'un bras DMPE et des molécules d’eau qui participent a son hy-
dratation.

D’aprés des simulations numériques, le groupement phosphate d’un phospholipide dans
une membrane est entouré d’environ quatre molécules d’eau [Mar94|. On trouve alors
que ni”ﬁt:451. Dans ces conditions, les valeurs de A calculées a partir de I’équation (7.2)
valent respectivement 280 et 240 A2 pour la ph-DIMEB et la ph-TRIMEB (en présence

de 0,07 M NaCl). Ces résultats semblent réalistes si on les compare a l'aire de la base
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F1G. 7.6 — Profil de densité électronique d’un film noir de ph-TRIMEB (solution: 0,5 mg/mL de
ph-TRIMEB, 0,07 M de NaCl). Ce profil est construit a partir des données structurales présen-
tées au tableau 1 dans le cadre d’un modéle a trois couches. Une représentation schématique du
film est proposée au-dessous. Il se compose de deux couches de cyclodextrines amphiphiles sépa-
rées par une épaisse couche d’hydratation. Vue l’épaisseur de cette couche, on ne s’attend pas
a ce que toutes les molécules d’eau soient liées avec la méme force aux cyclodextrines; il existe
probablement différents niveauxr d’organisation qui reflétent les différentes coquilles d’hydratation
des cyclodextrines (primaire, secondaire). Cependant, la technique de réflectivité des rayons X
ne nous permet pas d’accéder a ces différentes strates d’organisation. Les bras phospholipides
des molécules, situés au contact de Uair, sont inclinés par rapport & la normale du film. Une
telle géométrie permet d’optimiser la densité des arrangements moléculaires. Le profil des films
de ph-DIMEB obtenus dans des conditions analogues présente une forme similaire. Cependant,
les arrangements moléculaires de ph-DIMEB sont moins denses et les films possédent un coeur
aqueuz plus développé. Ces différences de structure proviennent des différences d’hydratation entre

la ph-DIMEB et la ph-TRIMEB.
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d'une B-cyclodextrine: 7 (7.7)2—186 A2 11 n'est pas surprenant que les valeurs calculées
précédemment soient supérieures a cette aire minimale puisque la structure a 7 sucres de
la couronne de cyclodextrines est intrinséquement dissymeétrique. Par conséquent, on ne
s’attend pas a ce que les cyclodextrines puissent s’arranger de maniére optimale (en terme

de densité) dans le plan du film.

7.2.4 Influence du degré de méthylation des cyclodextrines sur ’hydratation
des films

La structure globale des films noirs de ph-DIMEB et de ph-TRIMEB présentent des si-
militudes pour cygac;=0,07 M. Premiérement, tous deux sont constitués d’une couche centrale
hydrophile moins dense que les couches extérieures au contact de 1’air. De plus, I’épaisseur des
couches extérieures vaut 13 A dans les deux types de films. Cependant, le coeur central des films
de ph-DIMEB est plus épais de 21 A.

Comme nous 'avons vu précédemment, la couche centrale des films inclut les cavité des cyclodex-
trines ainsi qu’'un certain nombre de molécules d’eau, qu’on peut calculer & l'aide de I’équation

suivante :

d
cen _ 2m §een — 2712* + 10Neay (7 3)
>\2Te A ecen )
ou p" et €™ sont respectivement la densité électronique et 1’épaisseur de la couche centrale du

cd
o—

trines amphiphiles. ngcf vaut respectivement 686 et 742 pour la ph-DIMEB et la ph-TRIMEB.

Quant & Negy, ¢’est le nombre de molécules d’eau par cyclodextrine dans le film.

film considéré. n°® correspond au nombre d’électrons contenus dans la partie cage des cyclodex-

D’apres I'équation (7.3), il vient:

2w cen cen __ cd
e 0" A e 2ngt

N =
eau 10

(7.4)

Les résultats de ce calcul® sont présentés au tableau 1. On trouve que les films de ph-DIMEB
sont plus riches en eau que ceux de ph-TRIMEB pour une concentration en électrolyte équiva-
lente. Ce résultat n’est pas surprenant a priori, puisque tous les hydroxyles de la S-cyclodextrine
ont été substitués par des méthyles dans les molécules de ph-TRIMEB. Toutefois, les molécules
de ph-DIMEB possédent encore 7 hydroxyles sur la face secondaire de la (-cyclodextrine (qui
pointe vers 'intérieur des films). Intuitivement, on s’attend bien a ce que les ph-DIMEB soient
plus hydratées que les ph-TRIMEB, dans la mesure ou elles peuvent développer un plus grand
nombre de liaisons hydrogéne avec le solvant.

Il est intéressant de remarquer que ce changement d’hydratation n’a pas de conséquence no-
table sur la tension de surface des solutions: elle trés proche de 37 mN.m™! pour les solutions
de ph-DIMEB et de ph-TRIMEB utilisées ci-dessus (Ceyelodeatrine=0,5 mg/mL, c¢naci=0,07 M,

T=25°C). En revanche, le changement d’hydratation affecte significativement la structure des

5. Dans ce calcul, on a négligé la présence de contre-ions Na® dans le film, dont le réle est fondamental
pour écranter la charge négative du phosphate de la partie DMPE et former des films noirs. Cependant, cette
approximation n’affecte pas de maniére significative le calcul de Neq,. Grossiérement, si 'on considére qu’il y a
un ion Na%t condensé a chaque cyclodextrine amphiphile dans le film, cela diminue N4, d’une unité (  un ion
Na™ posséde 9 électrons soit & peu prés autant qu’un molécule d’eau.
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films :

— d’une part, il modifie les interactions normales entre les couches de cyclodextrines ad-
sorbées (cf. 'épaisseur totale des films de ph-DIMEB est différente de celle des films de
ph-TRIMEB.),

— d’autre part, il influence les interactions latérales entre cyclodextrines d’'une méme couche.
En effet, on a observé que les molécules de ph-TRIMEB formaient des arrangements molécu-
laires plus compacts que ceux des molécules de ph-DIMEB (cf. Aph—TriMEB < Aph—DIME B)-
Il est possible que les molécules de ph-TRIMEB, dont I'extérieur de la cavité ne présente
que des méthyles, forment des couches plus denses sous l'effet de forces hydrophobes. A
I'inverse, les couches de ph-DIMEB s’organiseraient de maniére moins dense du fait de leur

meilleure hydratation.

De maniére générale, les interactions normales et latérales évoquées ci-dessus sont interdépen-
dantes. Ainsi, lorsque la compacité des arrangements moléculaires change, la charge surfacique
des couches adsorbées est également modifiée. Par conséquent, ’énergie d’interaction électrosta-
tique entre les parois du film varie. Intuitivement, on aurait pu s’attendre & ce que les films noirs
de ph-DIMEB soient moins épais que ceux de ph-TRIMEB (& concentration en électrolyte égale)
puisque leurs parois sont moins chargées. C’est pourtant I'inverse qu’on observe. Cette remarque
souligne la subtilité de 1’équilibre des forces qui détermine 1’épaisseur des films; elle met éga-
lement en évidence le role fondamental joué par les interactions cyclodextrine-solvant dans cet
équilibre. Les différences de structure observées entre les films de ph-DIMEB et de ph-TRIMEB

montrent 'importance des forces d’hydratation dans ces systémes.

7.2.5 Films noirs communs ou films noirs de Newton?

A quelle catégorie de films noirs les films de phospholipidyl-cyclodextrines appartiennent-ils?
La réponse a cette question n’est pas évidente a priori. En effet, la structure des films dépend
de ’hydratation des cyclodextrines, ce qui est caractéristique des films de Newton. Pourtant, ils
possédent une couche centrale d’eau trés épaisse, i.e. supérieure a 50 A lorsque 0,07< cyacr <
0,1 M. Pour des corps aqueux d’une telle taille, on a théoriquement affaire a des films communs. ©
Intéressons-nous de plus prés aux caractéristiques de la couche centrale d’eau des films de
phospholipidyl-cyclodextrines. Sa densité électronique est environ trois fois moins dense que
celle de I'eau liquide (cf. Seqn=3,56x10°).7 Par conséquent, I’organisation des molécules d’eau
au sein des films est conditionnée par leur confinement géométrique et les interactions qu’elles
développent avec les cyclodextrines adsorbées. Aree et al ont montré que la DIMEB cristallisait
sous une forme trés hydratée a 18°C |Are00]: les sept groupements hydroxyles de la DIMEB
forment des liaisons hydrogéne avec sept molécules d’eau. En présence de 8 molécules d’eau
supplémentaires, elles constituent un réseau régulier de liaisons hydrogéne qui encapsule la cage
de la cyclodextrine. Ce type de structure est couramment appelé « clathrate hydrate » dans la

littérature [Are00] [Sta01]; sa formation est cruciale pour stabiliser la matrice de cyclodextrines

6. Habituellement, les couches d’hydratation associées aux tétes polaires sont inférieures a 10 Adans les films
de Newton. Au-dela de 20-30 A, on considére que les propriétés des couches d’eau sont proches de celles de ’eau
liquide [Rav04].

7. 11 s’agit de la densité électronique de I’eau volumique, aussi appelée « bulk water » en anglais.
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cristallisée et elle prouve que les molécules d’eau tendent a s’organiser au voisinage d’une couche
de DIMEB. Des simulations moléculaires ont également montré que les molécules de DIMEB en
solution étaient recouvertes d’une importante coquille d’hydratation, mettant en jeu plusieurs di-
zaines de molécules d’eau a T—25°C [Sta01]. Ces molécules d’eau s’organisent par strates autour
des différents éléments de la couronne de sucres (groupements -OH et -CHg) et déterminent la
solubilité globale de la cyclodextrine. A la lumiére de ces résultats, il semble raisonnable de pen-
ser que I’abondante couche d’eau qui sépare les parois des films de ph-DIMEB et de ph-TRIMEB
provient du haut degré d’hydratation des cyclodextrines.

Peut-on pour autant assimiler ces films & des films de Newton possédant une couche d’hydratation
extrémement développée? Rien de moins sir, car si la structure des filims dépend de I’hydratation
des molécules qui le composent, elle dépend également de la concentration en électrolyte dans la
solution. En effet, I’épaisseur des films diminue lorsque la concentration en NaCl passe de 0,07 &
0,1 M (¢f. § 7.2.2). Ce type de comportement est caractéristique des films communs. A D'inverse,
les films de Newton sont habituellement décrits comme deux parois de molécules amphiphiles
qui adhérent 'une sur 'autre; leur épaisseur est théoriquement minimale et ne peut pas étre
réduite davantage méme si la concentration en électrolyte augmente. On peut se demander ici
si I’hydratation des cyclodextrines ne dépendrait pas de la concentration en électrolyte, ce qui

expliquerait les variations observées en présence de quantités croissantes de NaCl.

En conclusion, la structure des films noirs de phospholipidyl-cyclodextrines ne correspond
pas exactement a celle d’'un film commun, ni & celle d’'un film de Newton. Historiquement,
la distinction entre ces deux types de films a été établie pour des systémes stabilisés par des
tensioactifs de petite taille (¢f. § 3.1). Néanmoins, la transition CBF — NBF ne semble pas
aussi bien définie pour des tensioactifs plus complexes, tels que les phospholipidyl-cyclodextrines.
La spécificité de ces molécules provient de leur abondante coquille d’hydratation dont la taille

pourrait dépendre de la concentration en électrolyte du systéme.

7.2.6 Déshydratation des films par irradiation I.R.

Benattar et al ont montré qu’on pouvait réduire de maniére significative le coeur aqueux des
films noirs en les exposant & un rayonnement infra-rouge (I.R.) de faible intensité |Ben04]. On
a sournis les films noirs de ph-TRIMEB & un tel rayonnement afin d’explorer les états de faible
hydratation qu’ils peuvent accepter. Les expériences ont été réalisées en présence de 0,07 M de
Na(Cl afin de favoriser la formation de films noirs stables.

Avant toute chose, on attend que le film de ph-TRIMEB atteigne son état d’équilibre (104 A).
Puis, on commence le processus d’irradiation tout en observant la structure du film par réflectivité

de rayons X (Figure 7.7).

Voici les principales étapes de I’évolution du film irradié:

— le film gonfle d’environ 5 A dans les 15 premiéres minutes.
Ce phénomeéne surprenant, déja observé pour les filins noirs de DMPE, résulte de réarrange-
ments de surface subtils associés a la fusion des chaines des phospholipides. Une explication

compléte de ce phénomeéne est proposée dans la référence [Ben04].
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F1G. 7.7 = La figure (a) présente ’évolution du spectre de réflectivité d’un film de ph-TRIMEB
soumis & un rayonnement I.R (solution: 0,5 mg/mL de ph-TRIMEB, 0,07 M de NaCl). Pour une
meilleure lisibilité de la figure, les courbes a t=15, 45 et 93 min ont été déplacées verticalement en
multipliant le coefficient de réflectivité R par un facteur 10, 100 et 500. On observe globalement
un déplacement des franges d’interférences vers les grands vecteurs de diffusion (a l'exception de
la courbe o t=15 min). Cela traduit ’amincissement du film au cours du processus d’irradiation

(Figure (b)).

— son épaisseur diminue ensuite de 22 A avant de se fixer 4 87 A.®
En comparant les paramétres structuraux du film avant et pendant l'irradiation (tableau
1), on se rend compte que seul le coeur aqueux est affecté par le rayonnement I.R. Tl
devient nettement plus mince et légérement moins dense. A 'aide de ’équation (7.4), on
a établi que le nombre de molécules d’eau par cyclodextrine diminuait d’un facteur 5 dans
le film irradié. Le changement de structure observé sous irradiation I.R provient donc de
la déshydratation des molécules de ph-TRIMEB du film,

— enfin, le film se remet immédiatement & gonfler & ’arrét I'irradiation.
On peut remarquer qu’il ne retrouve pas son épaisseur initiale méme au bout d’'un temps
long (80 min). Son épaisseur se stabilise a 96 A, sans doute a cause d’un hystérésis dans le

processus d’hydratation.

Ce type de comportement a déja été observé pour des films de tensioactifs trés divers (SDS,
Ci2E¢, DMPC, DMPE, etc). Le principal effet des I.R est de chauffer localement le film, tandis
que la température du réservoir de solution et de la phase gazeuse environnante reste quasiment
constante. Dans ces conditions, les molécules d’eau contenues dans le film s’évaporent et I’épais-
seur du film diminue. On peut remarquer que le filin ne s’amincit pas & la méme vitesse tout au
long de l'irradiation. En effet, on observe une rupture de pente sur la courbe (b) de la figure
7.7, qui indique que les molécules d’eau sont plus difficiles a arracher lorsque le coeur du film est

plus fin.? En bref, ces expériences confirment que les films de phospholipidyl-cyclodextrines pos-

8. Cet état stationnaire dépend de la puissance du rayonnement I.R. et ne correspond pas forcément a 1’état
d’hydratation le plus bas que les films puissent supporter.
9. Plus le film est fin et plus les molécules d’eau restantes sont fortement liées aux cyclodextrines.

200



150 CHAPITRE 7. FILMS NOIRS DE CYCLODEXTRINES AMPHIPHILES

sédent un coeur aqueux abondant, dont la taille peut étre considérablement réduite sous I'effet

d’un rayonnement I.R.

7.2.7 Changement d’hydratation des films en présence de complexes d’inclu-

sion

Ce paragraphe est consacré a I’étude de films noirs de cyclodextrines amphiphiles complexées.
Le but de ce travail est de déterminer 'influence des interactions faibles sur la structure des
films. En effet, la présence d’une molécule invitée dans la cavité modifie les interactions de la
cyclodextrine avec son environnement (solvant, autres molécules de cyclodextrine). Les forces
qui contrélent la complexation varient en fonction de la nature de la molécule invitée; il peut
s’agir de forces de Van de Waals, de forces hydrophobes et/ou de liaisons hydrogene (cf. [Jef91]
ch.18).

Présentation des complexes

Au cours de cette étude, nous avons utilisé les 4 molécules liantes suivantes: ’acide citrique,
le 4-tert-butylbenzoate de sodium, le chlorure de 1-adamantylammonium et le chloramphénicol
(Figure 7.8). Toutes ces molécules forment des complexes d’inclusion avec la ph-DIMEB a I'ex-
ception de l'acide citrique (complexes d’association). En effet, ’acide citrique interagit fortement
avec les groupements hydroxyles des cyclodextrines tout en restant a extérieur de la cavité. '
En terme d’interaction, le cas du 4-tert-butylbenzoate de sodium est aussi intéressant : la partie
aromatique de la molécule rentre dans la cavité, alors que le groupement COO™ pointe vers
I'extérieur. 1l interagit donc lui aussi avec les groupements hydroxyles de la cyclodextrine. On
peut remarquer que le 4-tert-butylbenzoate de sodium et le chlorure de 1-adamantylammonium
portent respectivement un charge négative et positive en solution. Quant au chloramphénicol,
il est neutre. On espére pouvoir déterminer & 'aide de ces trois composés si la charge de la
molécule invitée a une quelconque incidence sur la structure des films. On dispose donc d’un jeu
de molécules, caractérisées chacune par un schéma d’interaction différent avec la ph-DIMEB. On

se propose d’analyser maintenant les conséquences sur la structure des films de complexes.

Résultats expérimentaux

Tous les complexes utilisés dans cette étude possédent une tres grande constante d’association
(K>10% M) et une stoechiométrie 1:1 [Hof96] [Wei96] [Pal90] [Auz01]. Ainsi, les solutions ont
été préparées a partir d'un mélange équimolaire (2,46 x 1073 M) de ph-DIMEB et de molécule
liante. Dans la suite, on a supposé que la plupart des molécules de ph-DIMEB en solution étaient
complexées. Toutes les expériences ont été réalisées en présence de 0,07 M de NaCl.

Expérimentalement, les films formés a partir de complexes d’inclusion sont beaucoup moins
stables que les films de ph-DIMEB seule. Ainsi, la durée de vie des films de ph-DIMEB /4-tert-

10. Les complexes de ph-DIMEB/acide citrique ont été étudiés par des expériences de T-ROESY. Ces ex-
périences, basées sur la détection des interactions dipolaires, permettent de recueillir des informations sur la
proximité spatiale des protons du systéme étudié [Bot84]. On a ainsi pu mettre en évidence que l’acide citrique
ne pénétrait pas dans la cavité [Per04].
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FiG. 7.8 — Formules chimiques développées des molécules liantes utilisées dans cette étude : (a)
acide citrique, (b) 4-tert-butylbenzoate de sodium, (c) chlorure de 1-adamantylammonium, (d)
chloramphénicol.

butylbenzoate de sodium n’excéde pas 20 min. Ils cassent en fin de drainage, lorsque leur épaisseur
se situe autour de 134 A. Quant aux films de ph-DIMEB /chlorure de 1-adamantylammonium
et de ph-DIMEB /chloramphénicol, ils éclatent bien plus tot, dés 'apparition des premiers spots
noirs.

Nous avons vu précédemment que les films de ph-DIMEB possédaient une couche centrale d’hy-
dratation trés épaisse. Il est possible que la présence d’une molécule invitée dans la cavité perturbe
le réseau de liaisons hydrogéne autour de la cyclodextrine. En effet, les groupements hydroxyles
et O-CHj de la couronne de sucres peuvent interagir avec la molécule invitée et donc modifier
les interactions entre la cyclodextrine et le solvant. De plus, le phénomeéne d’inclusion doit égale-
ment perturber les arrangements moléculaires au niveau des parois du film. En effet, ce dernier
point a déja été soulevé au cours d’expériences de diffraction de rayons X sur des cristaux de
cyclodextrines complexées [Sae85]. Dans ces cristaux, le structure de la matrice de cyclodextrines
dépend étroitement de la nature et de la taille des molécules invitées. Bien que les parois des
films noirs ne soient pas cristallines, on peut s’attendre a ce que leur structure dépende égale-
ment la molécule invitée considérée. En bref, les résultats ci-dessus montrent que le phénomeéne
d’inclusion bouleverse la structure des films. Le changement d’hydratation des cyclodextrines en

présence d’une molécule invitée pourrait en étre une des raisons.

Les films formés & partir de complexes ph-DIMEB/acide citrique se comportent de maniére
radicalement différente. C’est probablement lié au fait que ’acide citrique reste en-dehors de la
cavité lorsqu’il est complexé. Ces films présentent une stabilité et une structure trés similaires
a celles des films de ph-DIMEB obtenus dans les mémes conditions (Figure 7.9 et tableau 1).
Toutefois, la couche centrale des films de ph-DIMEB/acide citrique est légérement plus épaisse

et plus dense.

Il intéressant de remarquer que le pH d’une solution mixte de ph-DIMEB et d’acide citrique

vaut environ 4, alors qu’il est plutdét de 6 pour les solutions de ph-DIMEB pures. D’aprés les

valeurs des pK, des trois groupements carboxyliques de I’acide citrique !, I'un d’entre eux doit

étre principalement présent sous sa forme basique COO™. Par conséquent, les complexes ph-

11. pKa1=3,13, pK,2—4,76, pKa3—6,4
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Fi1G. 7.9 — Comparaison des courbes de réflectivité d’un film nowr de ph-DIMEB et d’un film noir
de ph-DIMEB/acide citrique (cnqaci—0,07 M). Les deuz films présentent des structures assez
proches. Toutefois, la couche centrale des films de ph-DIMEB/acide citrique est légérement plus
épaisse et plus dense que celle des films de ph-DIMEB seule (tableau 1).

DIMEB/acide citrique portent en moyenne deux charges négatives (contre seulement une pour
les molécules de ph-DIMEB seules). On s’attend donc a ce que les films de complexes soient
soumis a des interactions électrostatiques de plus grande intensité que celles existant dans les
films de ph-DIMEB. On observe pourtant que 1’épaisseur des films ainsi que ’aire moyenne par
cyclodextrine sont quasiment identiques en présence ou en absence d’acide citrique (tableau 1).

On est donc amené a envisager les deux hypothéses suivantes:

— soit la charge négative de l'acide citrique est écrantée par la présence de contre-ions dans
le film,

— soit acide citrique est neutre lorsqu’il s’associe a la ph-DIMEB. Cela signifierait donc que
les valeurs des pK, des groupements carboxyliques sont modifiées au cours de la complexa-
tion.

Quoi qu’il en soit, les répulsions électrostatiques ne semblent pas étre un paramétre détermi-
nant pour discriminer la structure des films de ph-DIMEB/acide citrique devant celle des films
de ph-DIMEB. Les différences observées entre ces deux films sont probablement dues & un effet
d’hydratation. Germain et al ont d’ailleurs montré que la solubilité des (F-cyclodextrines augmen-
tait significativement en présence d’acide citrique [Ger95]. Il semble que l'acide citrique, situé a
Pextérieur de la cavité, optimise U'interface entre ’eau et la S-cyclodextrine. En d’autres termes,
la (-cyclodextrine est plus hydratée et donc mieux solubilisée. Nos résultats corroborent ces
observations: d’aprés nos calculs, le nombre de molécules d’eau impliquées dans I’hydratation
des complexes ph-DIMEB /acide citrique est 20 % supérieur a celui observé dans les films de
ph-DIMEB seule (tableau 1).
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7.2.8 Perméabilité a I’air des films noirs de phospholipidyl-cyclodextrines

Nous avons mesuré le coefficient de permeéabilité a I'air (K) de divers films de phospholipidyl-

cyclodextrines en utilisant la méthode décrite au chapitre 4. Plus précisément, nous nous sommes
intéressés a ’évolution de K en fonction de la concentration en électrolyte. La taille des films
requise pour ce genre d’expériences est de 'ordre de 3x107° c¢m?, tandis qu’elle est d’environ
1 cm? pour les expériences de réflectivité de rayons X. En pratique, les films dont on mesure la
perméabilité sont plus stables du fait de leur petite surface. Par conséquent, on peut explorer
une gamme de conditions expérimentales plus large que celle autorisée au cours des expériences
de réflectivité X ou la stabilité des films macroscopiques est un facteur limitant.
Chaque valeur de K proposée ci-aprés est la moyenne d’au moins dix valeurs expérimentales
indépendantes. Il faut noter que la déviation entre cette valeur moyenne et les valeurs expéri-
mentales peut atteindre 10 %. Malgré de nombreuses précautions expérimentales (propreté de
la verrerie...), nous ne sommes pas parvenus a obtenir des valeurs de K moins dispersées. Soit
cette dispersion est le résultat d’inhomogénéités intrinséques a la structure des films, soit elle
correspond a une légere dispersion de ’épaisseur des films (métastables) bien qu’ils soient for-
més & partir de solutions identiques. Les résultats obtenus pour des films de ph-DIMEB et de
ph-TRIMEB sont présentés au tableau 2.

TABLEAU 2 - Perméabilité a l'air des films de phospholipidyl-cyclodextrines en fonction de

la concentration en électrolyte dans la solution (T=25+£1°C)
concentration en NaCl H 0,05 M ‘ 0,07 M ‘ 0,1 M ‘

Kph—DIMEB (CIII.S_I) 0,096 0,088 0,106
Kph-prves (cms™) | 0,127 | 0,134 | 0,145

Les valeurs de K présentées dans ce tableau ont été obtenues pour des études limitées & une heure.

On remarque les deux points suivants:

— & concentration en NaCl équivalente, les films de ph-TRIMEB sont systématiquement plus
permeéables a ’air que ceux de ph-DIMEB,

— de plus, la perméabilité des films de ph-TRIMEB augmente en fonction de la concentration
en électrolyte. Cet effet est moins net pour les filins de ph-DIMEB & cause de la dispersion

des valeurs expérimentales de K, qui limite la précision des mesures.

Nous allons discuter de chacune de ces tendances en supposant que la structure des films micro-
scopiques horizontaux, dont on mesure la perméabilité, est identique a celles des films macrosco-
piques verticaux étudiés par réflectivité de rayons X (pour des solutions identiques).

Nous avons vu par réflectivité de rayons X que les couches d’adsorption de ph-TRIMEB
étaient plus compactes que celles de ph-DIMEB dans les films noirs. Pourtant, les films de ph-
TRIMEB sont systématiquement plus perméables a I'air que ceux de ph-DIMEB (tableau 2). Par
conséquent, la densité des couches de cyclodextrines adsorbées n’est pas un paramétre pertinent
pour comprendre la perméabilité des films. Le passage du gaz dépend plutot de I'épaisseur du
coeur d’hydratation : plus ce dernier est fin, plus les films sont perméables. Cette évolution met

en évidence la singularité des films de phospholipidyl-cyclodextrines. En effet, d’apres la litté-
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rature, la perméabilité des films noirs dépend essentiellement de 'organisation des couches de
tensioactifs adsorbées [Kru93| [Kru97|. Ainsi, les films de Newton, dont la structure est dense et
ordonnée, sont nettement moins permeéables que les films communs, pourtant plus épais. Krus-
tev et al ont montré que le coeur aqueux des films communs n’était pas une barriére efficace
au passage de ’air: expérimentalement, leur perméabilité baisse lorsque leur épaisseur diminue
[Kru97].

Comment expliquer alors que les filis noirs de phospholipidyl-cyclodextrines obéissent au com-
portement inverse? Deux éléments de réponse se profilent :

— il peut y avoir un effet de taille. On a vu que les films noirs de ph-DIMEB et de ph-
TRIMEB possédaient un coeur d’hydratation trés développé par rapport aux films noirs
de tensioactifs « classiques ». Au-dela d’une épaisseur critique, 'effet du coeur d’hydratation
des films pourrait supplanter celui des couches adsorbées au niveau de la perméabilité.

— l'organisation des molécules d’eau dans le coeur central des films peut aussi intervenir.
Dans le cas des films de phospholipidyl-cyclodextrines, on pense que ces molécules sont
impliquées dans ’hydratation des cyclodextrines, tandis que la structure de l'eau dans les
films communs se rapproche davantage de celle de I'eau liquide. Quel impact cela peut-il
avoir en terme de perméabilité?

La dépendance de la perméabilité des films de ph-DIMEB et de ph-TRIMEB en fonction de la
concentration en électrolyte est cohérente avec la discussion précédente. Lorsque la concentration
en électrolyte augmente, les films sont plus fins et plus perméables. Les mesures de tension
de surface des solutions correspondantes réalisées entre 0,05 et 0,1 M donnent des résultats
quasiment identiques (37 & 1 mN.m~! & T—25°C). Par conséquent, on ne s’attend pas a ce que
les couches adsorbées présentent des structures trés différentes d’'une solution & une autre. La
encore, la couche centrale d’eau des filis est ’élément déterminant pour interpréter la cinétique

de transfert de 1’air a travers les films.

7.2.9 Conclusion

Nous avons déterminé Iarchitecture moléculaire d’un nouveau type de films noirs par réflecti-
vité des rayons X . Les films de phospholipidyl-cyclodextrines ne correspondent pas aux standards
des films noirs de tensioactifs de petite taille (SDS); la complexité de leur structure, liée & leur
abondante hydratation, ne permet pas de déterminer si on a affaire a des films de Newton ou
des films communs. Néanmoins, les films noirs de phospholipidyl-cyclodextrines constituent des
systémes modéles pour étudier 'hydratation des cyclodextrines. Nous avons mis en évidence
qu’elle dépendait du degré de méthylation des cyclodextrines, de leur état de complexation et
de la température du film (irradiation I.R.). Ces informations physico-chimiques pourront étre

utiles pour mieux controéler la vectorisation de principes actifs vers des cellules cibles.
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Chapitre 8

Conclusion

Au cours de ce travail, nous nous sommes intéressés aux films minces de protéines sous divers
aspects. Nous avons cherché a mettre en évidence la spécificité de ces systémes en les comparant
systématiquement & des films minces de tensioactifs de petite taille (tels que le SDS).

— Tout d’abord, nous nous somimes posés la question de la stabilité et de la structure de
ces films de protéines. Nous avons déterminé les parameétres de la solution qui permettent
d’optimiser ’activité de surface des protéines et d’obtenir des films noirs stables. Nous avons
également observé qu’en présence de solutions de protéines trés concentrées ou d’interfaces
air /solution vieilles, on obtenait des film épais et inhomogeénes de type gel.

— Nous avons ensuite étudié le mirissement d’Ostwald a ’échelle d'une bulle individuelle de
protéines. Nous avons alors montré que la bulle s’entourait d’une carapace insoluble de
protéines au fur et & mesure de sa décroissance. Nous avons ainsi interprété la cinétique
de disparition de la bulle en fonction de la structure (dynamique) et de la rhéologie des
couches de protéines adsorbées.

— Puis, nous avons voulu mesurer les interactions qui prennent part dans les films de protéines.
Pour cela, nous avons proposé un nouveau dispositif expérimental, auquel il faut encore
apporter des améliorations techniques pour qu’il puisse donner des résultats fiables.

— Enfin, nous avons étudié la stabilité de diverses mousses de protéines. Nous avons alors
constaté qu’il était difficile d’extrapoler les propriétés des films individuels de protéines au
comportement global des mousses.

A travers ces études, nous avons souligné a diverses occasions I'importance de la rhéologie des
systémes interfaciaux constitués de protéines. En effet, les protéines s’illustrent par U'intensité et
la variété des interactions qu’elles développent dans les couches adsorbées. Elles forment ainsi
un réseau viscoélastique insoluble dont la structure dynamique garde la mémoire des événements
qu’il a subis. A l'inverse, les couches adsorbées de SDS conservent une structure plus standard et
reproductible tout au long de leur existence. A un instant donné, il est donc difficile de dissocier
les propriétés des systémes interfaciaux de protéines des événements mécaniques auxquels ils ont
été soumis précédemment.

En perspective, il serait intéressant d’étudier & un niveau moléculaire les réponses de la
structure des films de protéines face & diverses déformations. On pourrait pour cela utiliser la

technique de microscopie a force atomique. L’objectif serait de simuler la vie d’un film dans une
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mousse et de suivre progressivement les changements qu’il endure.



Annexe A

Aire d’une calotte sphérique

calotte sphérique

X repeére en coordonnées
sphériques

FiGc. A.1 — Calotte sphérique
L’expression d’une surface élémentaire a rayon constant en coordonnées sphériques est :

dA = R%df sin 0dy (A1)

L’aire de la calotte sphérique tronquée par la présence du film vaut donc:

2m o)
Acalotte = / R?dfsin 0dyp (A.2)
=0 J6=0
Acalotte = 27TR2 [—COS 9]3 (A3)
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Soit :
Acglotte = 27TR2(1 — co8Q) avec

L’aire de la bulle tronquée vaut donc:
Atronq =47 R? — Acalotte

Atrong = 27TR2(1 + cos @)

.
= arcsin —
¢ R
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Annexe B

Description thermodynamique d’un
film mince : relation entre énergie libre
d’interaction du film et tension

superficielle

La relation de Gibbs-Duhem est une équation fondamentale de la thermodynamique, cou-
ramment utilisée pour caractériser ’activité de chacune des espéces présentes dans le systéme

étudié.

— Pour une phase volumique, elle s’écrit :

SdT - Vdp+ > Nidp; =0 (B.1)
=1

ol V est le volume du systéme et S son entropie; u; et N; représentent respectivement le

potentiel chimique et le nombre de moles de ’espéce i contenue dans le systéme.

— Pour une phase interfaciale d’épaisseur négligeable, cette relation devient :

S°dT + Ado + > N{dp; =0 (B.2)
=1

ou A représente l'aire de 'interface considérée, S son entropie et o la tension de surface.
C’est & partir de cette relation qu’on peut retrouver l'isotherme d’adsorption de Gibbs qui

permet de relier les excés interfaciaux a ’énergie interfaciale.

— De maniére analogue, pour un film mince de volume V/, on a [DeF78]:
star —vidpy® + Aldy! +3 " N dp; = 0 (B.3)
i=1

ot ST, AT et vf sont respectivement Ientropie, I’aire et la tension du film ; p? est la pression

de la phase atmosphérique qui entoure le film.
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Dans cette relation, I’épaisseur réelle des deux parois de tensioactifs qui stabilisent le film est
négligée. La quantité de molécules contenues dans la zone interfaciale air/solution est projetée
sur une surface de séparation virtuelle, strictement bidimensionnelle (modéle de linterface de
Gibbs). Le corps aqueux du film, de volume V7 est lui en équilibre avec un réservoir de solution

(via des ménisques).

En supposant que le corps du film posséde la méme composition que la solution, on peut
exprimer Pentropie surfacique du film (sf) de la maniére suivante :
i
sf =2 = hs® +2¢° = hs¥ 4 25° (B4)
Af
ol les exposants €, § et « se référent respectivement au corps du film, a ses deux parois et au
réservoir de solution.
f

De méme, le nombre de moles de I’espéce i par unité de surface du film (n;) s’écrit:
N/
nl = 7 =i+ 208 = hn + 217 (B.5)

oil T est I'excés de surface du composant i au niveau des parois du film.
f

En divisant (B.3) par A/, puis en remplacant n! et s/ par leur expression, l'équation de

Gibbs-Duheim du film devient :

(hs® +25°)dT — hdp® + dy/ + ) "(hng + 2I)dp; = 0 (B.6)
=1

D’autre part, I’équation de Gibbs-Duheim de la solution, qui s’applique également au corps

du film, s’écrit :

s4dT — dp™ + Z nidu; =0 (B.7)
i=1

En soustrayant le produit hx (B.7) a I’équation (B.6), il vient:

dy = —25°dT + hd(p® — p*) = > 2TJdp; (B.8)
=1

Par définition, (p® — p®) correspond a I, la pression de disjonction du film [Der78].

D’autre part, la tension globale du film + peut s’exprimer en fonction de la tension de chacune

des deux parois du film (¢f) de la maniére suivante :

v =20/ +1Ih (B.9)
L’équation (B.8) devient alors:

2do’ = —25°dT — Tldh — ) 20 dp; (B.10)
=1
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Par conséquent,
ot

2 = I (B.11)

C’est la définition thermodynamique de la pression de disjonction.

En intégrant (B.11) sur l'intervalle [h;oo] & T et p; constants, on a:
20! —0) = —/ IIdh (B.12)
o

ou o est la tension de surface de la solution (cf. [I=0 quand h=00). Or, I’énergie libre d’interaction
du film AF(h)! est définie ainsi:

h
AF(h) = — / Tldh (B.13)
Soit :
AF(h) =2(c! — o) (B.14)
Ou encore, d’apres (B.9):
v =20+ AF(h) +1Ih (B.15)

AF(h) est donc la contribution des forces d’interaction (qui agissent entre les parois du film) a

la tension du film.

1. par unité de surface



Bibliographie

[DeF78] J. A. DE FEUTER, J. B. RuNBouT, A. VR1J, Contact Angles in Thin Liquid Films, I.
Thermodynamic Description, Journal of Colloid and Interface Science 64(2), 258-268 (1978).

[Der78] B.V. DERJAGUIN, N. V. CHURAEV, On the Question of Determining the Concept of

Disjoining Pressure and its Role in the Equilibrium and Flow of Thin Films , Journal of Colloid
and Interface Science 66(3), 389-398 (1978).

165



Annexe C

Angle de contact d’une bulle

légérement déformée par la gravité

Dimitrov a proposé une expression de I’angle de contact d’un film formé en haut d’une bulle

a la surface de la solution [Dim77] . Il est parti pour cela de I’équation de Laplace:

1 1
Ap=o0(=—+ = C.1
p=ol + ) (©1)
o représente la tension de surface de la bulle et Ap la pression capillaire. Ry et Ro sont les deux
rayons qui caractérisent la courbure de la surface en un point M. Ils correspondent aux rayons de
—
courbure du profil de la bulle dans deux plans orthogonaux qui se coupent selon N, le vecteur

normal a la surface en M (Figure C.1).

Z
A
air
/-
air
solution
p» X
apex 0

Fig. C.1 — Schéma d’une bulle déformée par la gravité a la surface de la solution
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Si s est la coordonnée curviligne qui suit le profil de la bulle dans le plan méridien, i.e., le

plan de la feuille, on peut écrire:

d
. et Ry = ,x
do sin «v

Ry

D’autre part:
Ap = pint — (po + pg(2R — z))

(C.2)

(C.3)

ol pint est la pression dans la bulle, pg la pression atmosphérique et p la masse volumique de la

solution. Dans cette expression, on fait I’approximation que la bulle est quasiment sphérique et

de rayon R. On suppose alors que la distance qui sépare la surface de la solution de ’apex de la

bulle est égale a 2R. On écrit également que la différence p;n: — po, qui correspond & l'excés de

pression dans la bulle prés de la surface de la solution, vaut :

20
Pint — P0 = E

En remplacant Ry, R et Ap par leur expression dans (C.1), il vient:

20 da  sino
— — pg2R =o(—
7~ P92R A+ pgz = o+ ——)
En posant:
k=2
o
11 vient: 5 J )
a sino
— — K2R = —
i K2R+ K2 s + .
Or:

do _dads _da
ds ~ deds  dz
Soit, en reprenant (C.7):

2 1d
e R+ k2 o (zsina)

En intégrant I'expression sur U'intervalle [0; r|, on obtient :

2

— —/<;R7“2+/£/ zx dx = rsin(20 + 1)
R 0

Par changement de variable, on a I’égalité suivante:

r 2R
/ 2z dr = / 2z dz
0 0

Puis, en intégrant par parties, il vient:

2R 2R V4
2/ zxdz:r22R—/ 2% dz = r*2R — —
0 0

™

(C.10)

(C.11)

(C.12)
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ou V est le volume de la portion de la bulle comprise entre I’apex et le plan de la ligne de contact
(Figure C.1). On supposera ici que ce volume est égal a %TI'R?’, ce qui revient & négliger la partie

de la bulle tronquée par la présence du film a la surface de la solution.

L’équation (C.10) devient alors:

2
4
rsin(20 4+ ¢) = L kR + E(7“22R - -R?) (C.13)
R 2 3
Soit : e
r 2K
20 = in(—= — — 14
arcsm(R ™ ) — (C.14)
Nous avons montré dans le chapitre que:
Y= arcsin(2’0gR3) (C.15)
N 3or '
On trouve donc: 3 3
2 2
20 = arcsin(i el ) — arcsin( il ) (C.16)

R 3or 3or
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