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Introduction

L’utilisation d’agro-ressources a des fins industrielles est un des grands défis du XXIéme
siécle, en contribuant par exemple a la substitution de carburants d’origine fossile ou a la
formation des « biosynthons » organiques pour l'industrie chimique. Dans le domaine des
détergents, la part des produits dits « verts » occupant le marché est encore trés faible. Dans
ce contexte actuel de chimie verte et de développement durable, il faut donc chercher a
renforcer cette part de produits plus respectueux de I’environnement tout en tenant compte
également de la biodégradabilité des molécules utilisées. Par exemple, les acides gras a courte
chaine sont trés utilisés dans les secteurs de la détergence et de la cosmétique. Néanmoins,
il existe aussi une forte quantité d’acides gras a longue chaine et hydroxylés peu valorisés
actuellement alors qu’il peuvent étre extraits des plantes, notamment des téguments des
fruits, et qu’ils représentent une biomasse importante des industries de conserverie. Il est
connu dans la littérature que les acides gras a longues chaines sont insolubles dans l'eau a
température ambiante, ce qui limite leur utilisation en tant que tensioactif. Récemment, des
contre-ions spécifiques ont été utilisés pour disperser ces biomolécules dans 'eau a tempé-
rature ambiante. Ces études ouvrent ainsi la voie a la valorisation de ces sels d’acides gras
comme nouveaux tensioactifs.

De plus, suivant la nature du contre-ion et de I'acide gras utilisé, il est possible d’ob-
tenir des dispersions homogénes avec une grande variété d’assemblages supramoléculaires :
micelle, vésicule, tube, cone, etc. Des études préliminaires réalisées a 'INRA de Nantes sur
la formation de mousses et d’émulsions a partir de ces assemblages ont montré des stabilités
différentes selon le polymorphisme. Ceci est intéressant du point de vue de I'application : le
controle des propriétés moussantes et émulsifiantes & partir de la structure du tensioactif en
solution répondrait aux attentes des industriels désirant former des mousses et des émulsions
facilement modulables sous contrainte physique ou chimique. Ces systémes ont également un
intérét plus fondamental pour la compréhension des mécanismes permettant la prédiction
des propriétés interfaciales a partir de la structure des assemblages présents en solution :
de par leur large polymorphisme en solution, ils sont en effet bien adaptés a ’étude du lien
entre la structure des assemblages en solution et les propriétés aux interfaces. Ce travail de
thése a donc été initié avec pour objectif d’obtenir une compréhension suffisamment fine des
mécanismes impliqués dans la stabilisation d’une mousse par un assemblage d’acides gras
pour permettre la formulation d’une mousse ayant une stabilité modulable. J’ai donc cherché
a répondre au cours de ce travail aux questions suivantes :

— Pour un assemblage complexe en solution, quelle est la structure adoptée a I'interface ?
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— Quelle est la structure de cet assemblage au sein de la mousse 7
— Quel est le role joué par cet assemblage dans la stabilisation de la mousse ?
— Comment peut-on générer des interfaces et des mousses a propriétés modulables ?

Je me suis basée sur des travaux réalisés préalablement a 'INRA de Nantes qui avaient
montré qu’un assemblage particulier peut étre obtenu en utilisant 1’acide gras 12-hydroxy
stéarique et I’éthanolamine comme contre-ion : des tubes multilamellaires ayant un diamétre
variable avec la température. Cet assemblage, au comportement singulier vis-a-vis de la
température, semblait bien adapté pour étudier la structure adoptée a l'interface et dans les
mousses par un assemblage de morphologie complexe en solution. Le but était de générer des
interfaces et des mousses a propriétés modulables sous 'action d’une contrainte externe (la
température) a partir de ces tubes multilamellaires. Ainsi, la majeure partie des travaux de
cette thése s’est donc focalisée sur ’étude de ce systéme. Nous souhaitions également étudier
d’autres types d’assemblages afin d’apporter des éléments de compréhension supplémentaires
sur la relation entre la structure des assemblages en solution et leurs propriétés interfaciales,
moussantes et émulsifiantes. Dans cette optique, nous avons réalisé des dispersions d’acides
gras en présence de soude et, de chlorhydrate de guanidine, sel connu pour disperser les acides
gras a longues chaines en solution aqueuse tout en empéchant leur cristallisation a tempéra-
ture ambiante.

Ce manuscrit de thése est organisé de la facon suivante :

Dans le premier chapitre sont décrits, a partir de la littérature, les travaux en matiére
d’auto-assemblage des acides gras. Ensuite, les mécanismes de formation et de stabilité des
mousses sont développés. Un paragraphe détaille plus particulierement les travaux récents
concernant les mousses stimulables.

Le chapitre suivant, sous forme de publication, est consacré a 1’étude de la formation
de cette structure spécifique de tubes multilamellaires en solution aqueuse en fonction de
paramétres physico-chimiques. L’objectif de cette partie est de mettre en évidence les condi-
tions pour lesquelles les tubes multilamellaires se forment en solution. Nous montrons que
les tubes multilamellaires se forment pour des conditions variées de pH, de concentration en
acides gras, de force ionique et de rapport molaire.

Toujours avec I'objectif de caractériser finement l’assemblage en solution, le troisiéme
chapitre, sous forme de publication, traite de la compréhension de I'augmentation du dia-
meétre des tubes avec la température. Pour tenter de comprendre ce phénoméne, une étude
multi-échelles couplant la microscopie optique, I’analyse thermique différentielle et la diffu-
sion de neutrons aux petits angles est décrite sur différents systémes formant des tubes. Il
est en effet indispensable de connaitre précisément 1’évolution de la structure de I’assemblage
en solution en fonction de la température pour pouvoir ensuite caractériser ses propriétés
interfaciales sous ’action de cette contrainte externe.
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Le quatriéme chapitre, sous forme de publication, concerne ’étude des propriétés interfa-
ciales des tubes multilamellaires par tensiométrie a goutte et réflectivité de neutrons. Nous
présentons d’abord la structure formée a 'interface & température ambiante : nous verrons
que cette structure originale est un exemple pour lequel la structure en volume est conservée
a l'interface. Ceci est illustré par le comportement de la couche interfaciale en fonction de la
température.

Le cinquiéme chapitre, sous forme de publication, traite des propriétés moussantes des
tubes multilamellaires. Dans un premier temps, nous montrons que ces mousses sont incroya-
blement stables a température ambiante. Dans un deuxiéme temps, nous démontrons que la
stabilité de celles-ci est modulable par la température du fait de changements structuraux
de I'assemblage in situ dans les bords de Plateau, ce qui en fait un systéme unique.

Le sixiéme chapitre rassemble sous forme d’une synthése en francais les principaux ré-
sultats obtenus dans les chapitres précédents. Grace a cette étude compléte concernant les
propriétés des tubes en solution, a l'interface et dans les mousses, nous montrons que la
structure en volume est conservée a 'interface et que la maitrise de I’assemblage en volume
permet un controle des propriétés moussantes.

Le dernier chapitre, sous forme de publication, est consacré a I’étude d’autres types d’as-
semblages d’acides gras obtenus avec des acides gras a longues chaines et dérivés hydroxylés
en présence de chlorhydrate de guanidine et de soude. L’objectif de cette partie est d’appor-
ter des éléments de réponse complémentaires sur 'impact de la structure d’un assemblage
en volume sur les propriétés interfaciales, moussantes et émulsifiantes. Tout d’abord, les as-
semblages formés a partir de ce sel d’acides gras sont caractérisés en solution en couplant
la résonance magnétique nucléaire et la diffusion de neutrons aux petits angles. Ensuite,
les propriétés aux interfaces ainsi que moussantes et émulsifiantes de ces assemblages sont
étudiées et comparées en fonction de la nature de l'acide gras.

En annexes sont détaillées les principales techniques expérimentales utilisées au cours de
cette these.
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Chapitre 1

Assemblages supramoléculaires d’acides
gras et propriétés tensioactives associées

1.1 Les acides gras : molécules tensioactives

1.1.1 Définition d’un tensioactif

Un tensioactif posséde une partie polaire hydrophile (ionique ou non), et une partie apo-
laire hydrophobe généralement constituée d’une chaine hydrocarbonée alkyle (Figure 1.1).
C’est 'antagonisme de cette structure qui lui confére ses propriétés particuliéres. En effet,
par exemple dans I’eau, les molécules tensioactives cherchent & minimiser les contacts entre
leur partie hydrophobe et le solvant. Ceci se traduit par une adsorption préférentielle aux
interfaces et une diminution de la tension interfaciale. C’est la raison pour laquelle ces mo-
lécules sont appelées « tensioactives ». La nature de ces molécules leur permet également de
solubiliser une phase organique dans I’eau, ou I'inverse, par adsorption a I'interface eau-huile,
la téte polaire dans ’eau tandis que la chaine hydrophobe s’insére dans la phase apolaire.
Elles ont également la faculté, & concentration suffisante en phase aqueuse, de se grouper
pour donner naissance a des micelles, ou d’autres types d’assemblages supramoléculaires.

Y "|"
pole pole
hydrophile hydrophobe

FIGURE 1.1 — Schéma d’un tensioactif.

Les tensioactifs, quelle que soit la nature des tétes polaires, peuvent présenter des struc-
tures trés diverses (Figure 1.2). Dans le cas des tensioactifs monocaténaires, bicaténaires et
tricaténaires, les tétes polaires portent respectivement une, deux et trois chaines alkyles. Les
bolaformes sont constitués de deux tétes polaires reliées par un ou deux segments hydro-
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phobes. Enfin, les géminés sont constitués de deux tétes polaires portant chacune une chaine
alkyle reliées par un segment hydrophobe appelé bras espaceur!.

Structure du tensioactif nom
@ monocaténaire
@ Ay bicaténaire

W\/\W tricaténaire

e 9 bolaforme simple chaine

bolaforme double chaine

bras espaceur bras espaceur
gemlnes

FIGURE 1.2 — Classement des tensioactifs.

1.1.2 Différentes classes de tensioactifs

Il est possible de classer les agents de surface de différentes maniéres : importance écono-
mique, solubilité dans I’eau, propriétés, applications, etc. Mais le classement le plus rationnel
est relatif au caractére ionique des tensioactifs. Dans la littérature, on rencontre diverses
structures de tensioactifs, variant notamment selon la nature de la partie hydrophile qui
peut étre cationique, anionique, amphotére ou non ionique. La partie hydrophobe, quant a
elle, est le plus souvent sous forme d’une chaine aliphatique de longueur variable, ramifiée
ou non.

1.1.2.1 Les grandes familles de tensioactifs

Les tensioactifs anioniques sont historiquement les premiers tensioactifs utilisés sous la
forme de savons. Actuellement, ce sont les tensioactifs les plus utilisés, notamment dans
le domaine de la détergence. En solution aqueuse, ils se dissocient pour donner des ions
amphiphiles chargés négativement. A titre d’exemple, nous citerons le sulfate d’alkyle le
plus connu : le dodécylsulfate de sodium (SDS) dérivé du dodécanol (Figure 1.3).

e P N e T L DSC"; Na+

FIGURE 1.3 — Exemple d’un tensioactif anionique : le dodécylsulfate de sodium (SDS).
En solution aqueuse, les tensioactifs cationiques se dissocient pour donner des ions am-

phiphiles chargés positivement comme les ammoniums quaternaires, par exemple le bromure
de cétyltriméthylammonium (CTAB) utilisé dans le domaine de la détergence (Figure 1.4).
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it “‘\/\\/\,/\\/\/\v/\/\rlqi Br
|
FIGURE 1.4 — Exemple d’un tensioactif cationique : le bromure de cétyltriméthylammonium (CTAB).

Les tensioactifs zwitterioniques, ou amphotéres, possédent sur la partie hydrophile a
la fois une charge positive et une charge négative. Ils sont par conséquent électriquement
neutres. Cependant, selon le pH du milieu, ces tensioactifs peuvent aisément devenir anio-
niques ou cationiques. Cette structure dipolaire s’apparente a celle des phospholipides natu-
rels et conduit a une famille de produits généralement non irritants et peu aggressifs sur le
plan biologique. De nombreuses substances naturelles comme les bétaines entrent dans cette
classe de tensioactifs (Figure 1.5).

M«f‘\/\ﬁcoo-

/ —N—

FIGURE 1.5 — Exemple de tensioactifs amphotéres : la sulfobétaine et la carboxybétaine.

Les tensioactifs non ioniques constituent la classe la plus récente de tensioactifs. Les
tensioactifs non ioniques ne se dissocient pas en solution aqueuse. Leur hydrophilie provient
alors de la présence dans leur structure moléculaire de groupements polaires du type éther,
alcool, carbonyle ou amide. Les polyoxyéthylénes tels que le Brij 35 ou les polyglucosides
d’alkyle (APG)?, utilisés en détergence ou en cosmétique en sont des exemples. L’un des plus
usuels est le Tween 20 (Figure 1.6).

0

)\/\/‘x/‘\/\/\

o o
\/’\\O/‘\_/O\u_/“\o/‘\/ \?/\O/\V'O\v/‘xo/‘vcxv,/\af\‘/c’}[
B0 RSB SO P PSR P S i O e R IR R

FIGURE 1.6 — Exemple d’un tensioactif non ionique : le tween 20.

1.1.2.2 Les acides gras

En chimie, un acide gras est un acide carboxylique a chaine aliphatique. Les acides gras
sont des composants présents en abondance dans les graisses animales (lard, beurre, etc.)
et végétales (huiles ou cires). Ces molécules sont donc tensioactives naturellement avec une
teéte hydrophile (groupement carboxylique) et une queue hydrophobe (chaine alkyle)?. Les
anions de type R-COO™ abaissent la tension superficielle aux interfaces : ils sont tensioac-
tifs. De cet ensemble de caractéristiques, résultent les propriétés mouillantes, moussantes et
émulsionnantes des acides gras. On classe les acides gras en fonction de la nature de la chaine
aliphatique, c’est-a-dire selon : la longueur, la présence ou l'absence de doubles liaisons, la
position des doubles liaisons ou encore selon la présence de groupements hydroxyles a des
positions particuliéres. Ainsi, on parle d’acides gras a « longue chaine » pour une longueur
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de 14 a 24 carbones et « & trés longue chaine » s’il y a plus de 24 carbones. Par ailleurs,
les acides gras ne possédant pas de doubles liaisons sont qualifiés de saturés et ceux possé-
dant des doubles liaisons sont qualifiés d’insaturés. De la méme fagon, on parle d’acides gras
hydroxylés lorsqu’ils possédent un groupement hydroxyle (Figure 1.7).

o]

I—DJ\/\W\/\/\/\CHs acide Oléique

o]

D—DJ\/\/\/\/\\/\‘/\‘/\‘/\CW acide stéarique

0]

HOJK/\/\/\NY\/\/\CHS acide 12-hydroxy stéarique

OH

FIGURE 1.7 — Exemple de quelques acides gras.

La téte hydrophile des acides gras qui porte la fonction carboxylique est polaire dans 1’eau
a un pH supérieur a 5,5 & température ambiante, par contre la chaine carbonée est apolaire.
La solubilité des acides gras dans I’eau diminue donc avec 'augmentation du nombre de
carbones. A partir de 5 carbones, les acides gras sont insolubles et s’organisent soit en
film moléculaire & I'interface eau-air soit en micelles® ®. Ils sont solubles dans les solvants
organiques apolaires tels que le benzéne, le chloroforme, etc. De plus, les acides gras a longues
chaines cristallisent en solution aqueuse a température ambiante, empéchant leur utilisation
dans de nombreuses applications. L’enjeu est donc de disperser les acides gras pour pouvoir
ensuite exploiter leurs propriétés tensioactives.

1.1.3 Dispersion des acides gras dans 1’eau

Il existe & notre connaissance trois stratégies possibles pour disperser les acides gras a
longues chaines dans I'eau, détaillées ci-apres.

1.1.3.1 Les systémes catanioniques

Le terme « catanionic » (catanionique, en frangais) fait référence aux mélanges de tensio-
actifs cationiques et anioniques. La présence de ces deux charges électrostatiques opposées,
permet le rapprochement de ces deux molécules pour former une nouvelle entité tensioac-
tive (Figure 1.8). On qualifie de catanioniques purs les mélanges de tensioactifs cationique
et anionique sans contre-ions. La formation de systémes catanioniques mettant en jeu des
acides gras est décrite dans la littérature en utilisant différents tensioactifs cationiques®?®.
De nombreuses morphologies d’agrégats en solution peuvent étre formées a partir de ces
systémes d’acides gras. Par exemple, dans le cas du systéme hydroxyde de cétyltriméthyl
ammonium/ acide myristique dans I'eau des agrégats trés différents ont été observés a diffé-
rentes compositions du sytéme : phase lamellaire, disque, vésicule ou icosaédre!® '3,
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FIGURE 1.8 — Représentation schématique d’un systéme catanionique.

1.1.3.2 Les modifications chimiques

A Taide de modifications chimiques, il est possible d’augmenter I’hydrophilie des acides
gras et ainsi faciliter leur dispersion dans I'eau. En effet, le groupement carboxylate est une
fonction relativement réactive et ainsi de nombreuses molécules avec différents motifs (type
acrylate, type sulfonate,etc.) peuvent étre additionnées''6. Cette technique pour disperser
les acides gras est cependant colteuse en énergie.

1.1.3.3 Formation de sels d’acides gras

Une autre méthode pour disperser les acides gras et qui ne nécessite aucune modification
de ces derniers consiste a utiliser des contre-ions. La modification s’effectue au niveau de la
téte hydrophile de I'acide gras en créant des charges électrostatiques. Le caractére polaire
de la molécule est alors augmenté et 'existence de charges entraine une meilleure solvata-
tion des tétes hydrophiles. Une paire d’ions est alors formée. Ce systéme est équivalent au
systéme catanionique, mais contrairement a ce dernier il implique seulement une molécule
tensioactive (l'acide gras).

Les sels d’acides gras les plus communs sont les sels de sodium ou de potassium, préparés
simplement par neutralisation de l'acide gras avec les groupements hydroxyles® ®. Néan-
moins, ces sels d’acides gras ont une utilisation réduite du fait de leur faible solubilité dans
l'eau & température ambiante liée a la température de Krafft (voir le paragraphe 1.1.4.1).
Par exemple, le sel de sodium de I’acide stéarique cristallise en dessous de 71 °C'7. En 1972,
Shinoda et al'® ont montré que la solubilité de I'acide gras pouvait étre modifiée par le type
de contre-ion utilisé pour le disperser. Ce comportement général a été confirmé ensuite par
les travaux de Zana et al'® 2!, qui ont trouvé que I'utilisation de I'ion hydroxyle de tétra-
buthyle ammonium (TBAOH) permettait d’obtenir des dispersions stables d’acides gras a
longues chaines (jusqu’a 24 carbones) a 3 °C pendant plusieurs semaines. Ainsi, la substi-
tution d’un contre-ion alcalin par une amine quaternaire permet d’augmenter de facon trés
significative la solubilité. La paire d’ions formée au niveau de la téte polaire résulte de la
réaction acido-basique entre la fonction acide carboxylique de ’acide gras et 'amine basique.

De la méme maniére, d’autres contre-ions possédant des fonctions amines ont été utili-
sés avec succes pour disperser les acides gras a longues chaines saturés ainsi que les acides
gras hydroxylés. Par exemple, ’éthanolamine permet de disperser les acides gras hydroxylés
sous la forme de membranes ou de tubes??. Des molécules biologiques comme la lysine ou la
choline permettent de disperser avec succés les acides gras. Dans le cas de la choline? 24, les
acides gras sont dispersés sous forme de micelles, tandis qu’avec la lysine?® ils sont dispersés
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sous forme de vésicules, mais cristallisent rapidement a température ambiante. Ainsi, il est
possible d’obtenir facilement un polymorphisme varié d’assemblages d’acides gras en jouant
sur la nature du contre-ion. Par ailleurs, il est connu dans la littérature que l'activité de
surface d’'un acide gras augmente avec sa longueur de chaine carbonée, mais s’accompagne
en parallele d'une diminution de sa solubilité. Grace a ces études sur les sels d’acides gras, il
est maintenant possible d’augmenter la solubilité d’un acide gras a longue chaine en solution
a température ambiante, permettant ainsi de profiter de sa forte activité de surface comme
tensioactif2628,

Une fois dispersés, les acides gras peuvent s’auto-assembler en solution. Le type d’agrégat
observé varie en fonction de paramétres extrinséques (solvant, température, salinité, concen-
tration), de la structure de la molécule amphiphile (nature de la téte polaire, nature des
chaines hydrocarbonées, etc.) et de la nature du contre-ion. Par ailleurs, la taille et la forme
des agrégats résultent des différentes interactions (hydrophobes et électrostatiques) et des
contraintes géométriques d’entassement.

1.1.4 Agrégation des tensioactifs en solution

En solution a faible concentration, certains tensioactifs sont présents sous forme de mono-
méres, dont une partie est située a l'interface solution-air. I.’augmentation de la concentration
en tensioactifs engendre une saturation progressive de l'interface. Au-dela de cette satura-
tion, les monomeéres s’organisent pour former des agrégats moléculaires de formes variées,
afin de minimiser les contacts entre les parties hydrophobes des molécules de tensioactifs
et les molécules d’eau. Ainsi, les parties hydrophobes du tensioactif se regroupent pour for-
mer une pseudo-phase organique, tandis que les tétes polaires se positionnent, quant a elles,
vers le milieu environnant. La formation de ces objets permet de réduire les interactions
hydrophobes entre 1’eau et les chaines alkyles et favorise la solvatation des tétes polaires.
La concentration a partir de laquelle les monoméres commencent & former ces agrégats est
définie comme la concentration d’agrégation critique (CAC).

1.1.4.1 La micellisation

L’un des phénomeénes les plus connus est la micellisation qui peut étre rencontrée dans
divers solvants, I’eau restant le solvant le plus employé (Figure 1.9). La concentration a partir
de laquelle les monoméres commencent a former ces agrégats est définie comme la concen-
tration micellaire critique (CMC). L’analyse de la solubilité d’un tensioactif anionique ou de
certains tensioactifs non-ioniques montre qu’au dela d’une certaine température, caractéris-
tique du tensioactif considéré, la solubilité s’accroit fortement. Ce phénomeéne, observé pour
la premiére fois par Krafft et collaborateurs, est di & la formation de micelles?. La tempéra-
ture a laquelle ces micelles commencent & se former est appelée température de Krafft (Tk)
ou point de Krafft. Une fois la CMC atteinte, deux comportements sont observés : en-dessous
de la température de Krafft, les monoméres constituent une phase solide que I'on pourrait
définir comme le mélange de composés organisés tels que des cristaux ou des cristaux liquides
au sein de la solution. Cela se traduit par une solution d’aspect trouble. Puis, au-dela de la
température de Krafft, les monoméres adoptent une organisation en micelles permettant de
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disperser les molécules dans la solution, se traduisant par le passage d’une solution trouble a
limpide (Figure 1.10). La température de Krafft est donc déterminée en observant I’appari-
tion et la disparition d’un trouble dans une solution de tensioactifs de concentration donnée
(assez élevée en général).

Certains contre-ions permettent de disperser les acides gras sous formes de micelles
Comme nous "avons vu précédemment (voir le paragraphe 1.1.3.3), la température de Krafft
varie alors fortement suivant le contre-ion utilisé.
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FIGURE 1.9 — Concentration micellaire critique.
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FIGURE 1.10 — Diagramme de phase d’un tensioactif soluble dans I’eau.

1.1.4.2 Relation structure/ morphologie des agrégats de tensioactifs

Des considérations géométriques simples permettent de déterminer a priori les organisa-
tions possibles, en solution aqueuse, d'un tensioactif donné. En 1976, Israelachvili et al.?! ont
établi un lien entre la géométrie du tensioactif et la morphologie des agrégats obtenus. Pour
cela, les auteurs ont défini un paramétre d’empilement p. Ce dernier est le rapport entre
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le volume de la téte polaire du tensioactif v et 'aire de cette derniére gy multipliée par la
longueur critique 1. de la chaine hydrophobe (Equation 1.1).

v

(1.1)

Cette longueur représente la longueur maximale pour laquelle la chaine alkyle peut étre
considérée comme fluide et non figée au sein de l'agrégat. Grace a ce parametre d’empilement
p, la structure des agrégats peut étre déduite de la structure géométrique des tensioactifs
(Figure 1.11). Différents agrégats peuvent donc étre formés dans 'eau. Lorsque la téte hy-
drophile du tensioactif devient prépondérante par rapport a la chaine hydrophobe (p<1/2),
on obtient des agrégats micellaires. Par contre, lorsque le volume occupé par la partie hy-
drophobe est égal ou supérieur a celui de la partie hydrophile, des vésicules (1/2<p>1) ou
des micelles inverses sont obtenues (p>1). De plus, le paramétre p dépend des composantes
du milieu, telles que la force ionique, la présence des sels, qui influent sur l'intensité des
interactions attractives et répulsives entre les acides gras.

b= ao.lc

La maitrise du paramétre d’empilement est donc un moyen de controler les interactions
entre tensioactifs. Dans le cas des acides gras, un moyen simple de modifier le paramétre
d’empilement est de jouer sur la structure du contre-ion et ainsi de former de nouvelles mor-
phologies telles que des cones®?, des tubes??, des rubans?*, des disques'’ et des icosaédres!!.
Généralement, ces organisations réversibles apparaissent a des concentrations n’excédant
pas 5 % en masse d’acides gras. A plus haute concentration en tensioactifs la formation
de phase cristal liquide lyotrope est possible®. Dans tous les cas, il est important de noter
que ces structures sont dynamiques et donc réversibles par dilution ou par modification des
paramétres du milieu tels que la force ionique ou la température.

1.2 Un auto-assemblage particulier : les tubes

1.2.1 Agrégation de tensioactifs sous forme de tubes

De nombreuses molécules tensioactives peuvent s’assembler sous la forme de tubes cy-
lindriques®®. Dans la littérature on peut trouver des exemples variés incluant des polymeéres
diblocs, des sels biliaires, des amides amphiphiles et de nombreux lipides tels que des glycoli-
pides, des phospholipides, les dérivés de glycolipides bolaformes etc®”. Comme dans le cas des
nanotubes de carbones, ces assemblages ont un trés grand intérét technologique. En effet, les
nanotubes lipidiques possédent une surface externe et un coeur hydrophile, ce qui peut servir
de modéles pour la fabrication d’objets inorganiques®®, comme substrat pour la cristallisation
de macromolécules® et comme organogélateur’. Plusieurs modéles ont été proposés pour
expliquer la formation des ces structures a fortes courbures®”. Deux grandes catégories de
modeéles existent : les modéles basés sur les propriétés élastiques chirales des membranes et
les modéles basés sur d’autres effets incluant les interactions électrostatiques et la courbure
spontanée. Dans la plupart des cas, les tubes formés a partir de lipides sont obtenus a partir
de molécules chirales. Ces tubes sont obtenus dans un mélange d’eau et d’alcool avec une
étape intermédiaire dans laquelle des rubans torsadés hélicoidaux sont formés*®. Dans ce
cas, les modéles reposant sur les propriétés chirales élastiques des membranes semblent bien
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FIGURE 1.11 — Structure des agrégats en fonction du paramétre d’empilement des tensioactifs®!.
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adaptés pour expliquer la formation de ces tubes3™ 41> 42, De facon intuitive, dans une mem-
brane, les molécules se placent les unes a coté des autres. La chiralité du lipide engagé dans
la membrane influence la position de la molécule voisine en la décalant d’un certain angle.
Progressivement, I’angle formé géneére une torsion au sein de la membrane, ce qui entraine
la formation de tubes. C’est cette torsion qui définit le diamétre des tubes et des rubans hé-
licoidaux. Avec ce raisonnement, dans un mélange racémique, seules des membranes plates
devraient pouvoir se former comme cela a été observé dans le cas de tensioactifs géminés®3.
Pourtant, des exemples dans la littérature montrent que des tubes peuvent se former avec
des mélanges racémiques ou non chiraux®’. Dans ce cas, il y a formation de tubes parce
que la symétrie de chaque monocouche est rompue, ce qui entraine une déformation de la

membrane au méme titre que lorsque des lipides chiraux sont utilisés.

1.2.2 Les tubes d’acide gras 12-hydroxy stéarique : un assemblage
au comportement singulier

Récemment des tubes au comportement singulier ont été découvert au laboratoire BIA de
PINRA de Nantes. Ces tubes sont formés a partir de 'acide gras 12-hydroxystéarique et de
I’éthanolamine (2-amino-1-ethanol) comme contre-ion**. Comme nous avons pu le voir dans
la section 1.2.1, les molécules tensioactives capables de générer ce type d’agrégat présentent
la particularité de posséder un centre de chiralité. Pour I'acide gras 12-hydroxystéarique, le
groupement hydroxyle en position 12 permet d’obtenir un centre de chiralité sur cette po-
sition. La réaction acide/base entre la téte polaire de 1’acide gras et le contre-ion permet la
formation d’une paire d’ions. L’utilisation de I’éthanolamine comme contre-ion permet ainsi
de disperser ’acide gras en solution aqueuse. L’entité tensioactive formée posséde donc une
géométrie cylindrique (Figure 1.12).

N T
SRR e” &y

acide gras 12 hydroxy-stéarique 1-amino-2-ethanol

FIGURE 1.12 — Schéma d’association entre ’acide gras 12-hydroxy stéarique et le contre-ion éthanolamine.

Les premiers travaux sur ce systéme ont concerné I'étude a température ambiante d’un
mélange équimolaire d’acide gras 12-hydroxystéarique et de ’éthanolamine comme contre-
ion en solution aqueuse & une concentration de 10 mg/mL**. Ce mélange, aprés chauffage a
70 °C, forme une solution isotrope qui, aprés refroidissement & température ambiante, de-
vient turbide. L’étude de cette solution par microscopie a contraste de phase a montré la
présence de batonnets d’environ 10 um de longueur a température ambiante. A Daide de
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la microscopie électronique a transmission, les auteurs ont pu mettre en évidence que ces
batonnets sont des tubes creux dont le diamétre externe est de 0,6 ym et le diametre in-
terne est de 0,4 um. Ensuite pour obtenir des données sur la structure de ce sytéme, des
expériences en diffusion de neutrons aux petits angles (DNPA) ont été réalisées. Un spectre
de diffusion avec des pics de Bragg a été observé, ce qui suggére que les tubes sont formés
d’un empilement concentrique de bicouches séparées par une lamelle d’eau (Figure 1.13).
L’espace interlamellaire (correspondant a la distance de répétition comprenant une couche
d’eau et une bicouche) a été déterminée a partir de la position des pics de Bragg, a environ
350 A. En couplant ce résultat avec les valeurs du diamétre obtenu par microscopie, les
auteurs en ont déduit que les tubes étaient formés de 4 bicouches. Par ailleurs, 1’épaisseur
de la bicouche a été évaluée a environ 40 A. Cette valeur est égale a deux fois la valeur
de la longueur de la chaine de I'acide stéarique dans sa conformation tout étendue. Ainsi,
toutes les chaines alkyles des acides gras sont en conformation trans, c’est a dire en phase gel
(Lg). En modélisant la courbe de diffusion de neutrons obtenue avec un facteur de structure
approprié, des informations sur les fluctuations élastiques des membranes constituant les
tubes ont été obtenues. Les résultats suggérent que les bicouches sont trés rigides avec un
module de courbure de I'ordre de 50kgT’, en association avec des interactions fortes dans
I’empilement lamellaire.

FIGURE 1.13 — Schéma représentant les tubes multilamellaires, avec ¢ ’épaisseur de la bicouche et d ’espace
interlamellaire.

Dans une autre étude, les auteurs ont mis en évidence que les tubes d’acides gras 12
hydroxystéarique avec I’éthanolamine comme contre-ion ont leur diamétre qui varie avec la
température3®. Ces tubes ont un diamétre externe de 0,6 um a température ambiante et,
a 47 °C, le diamétre externe augmente pour atteindre une valeur de 5 um puis diminue a
nouveau a 60 °C, puis les tubes disparaissent a 70 °C. Par DNPA, I'espace interlamellaire a,
6té évalué a 270 A a 60 °C22. L’espace interlamellaire a donc diminué en comparaison avec la
valeur de 350 A obtenue a 25 °C. De la méme facon, a 60 °C, I’épaisseur de la bicouche est de
27 A. Cette valeur est nettement inférieure a deux fois la longueur de la chaine carbonée de
I’acide gras dans sa conformation tout étendue. Ceci provient du fait que les chaines alkyles
sont dans un état fluide (L,) désordonné. Cette diminution de I’épaisseur de la bicouche de
20 °C 4 60 °C est due a la transition des chaines alkyles d’acides gras de la phase gel (Lg) a la
phase fluide (L,). Les auteurs émettent aussi I'hypothése que cette transition est accompa-
gnée de phénomeénes d’interdigitation. Une autre étude a mis en évidence qu’il était possible

29



CHAPITRE 1. ASSEMBLAGES SUPRAMOLECULAIRES D’ACIDES GRAS ET
PROPRIETES TENSIOACTIVES ASSOCIEES

d’obtenir des tubes d’acides gras 12-hydroxy stéarique avec d’autres hydroxyl alkyles amines
que I’éthanolamine : le 1-amino-2-propanol et le 2-amino-3-propanol®. La température pour
laquelle le diamétre des tubes augmente et celle pour laquelle il y a fusion des tubes sont
modulées en fonction du contre-ion utilisé.

Ce phénoméne d’augmentation du diamétre des tubes avec la température est unique
dans la littérature et reste a ce jour encore inexpliqué. Par ailleurs, une étude préliminaire
comparant les propriétés moussantes et émulsifiantes de I’acide gras 12-hydroxy stéarique as-
semblé sous forme de tubes (contre-ion : éthanolamine) ou de micelles (contre-ion : TBAOH)
a température ambiante a montré que les micelles de cet acide gras formaient des mousses
et des émulsions beaucoup moins stables que dans le cas des tubes?2. Cet assemblage au
comportement singulier vis-a-vis de la température semble donc avoir un potentiel trés in-
téressant pour la production de mousses et d’émulsions.

1.3 Les mousses

1.3.1 Qu’est-ce qu’une mousse ?
1.3.1.1 Définition d’une mousse

Une mousse est une dispersion instable de bulles de gaz dans un volume trés faible de
liquide. Les bulles sont séparées par des films liquides qui sont stabilisées par des tensioac-
tifs. Dans une mousse, il y a deux phases : la phase dispersée constituée des bulles de gaz
et la phase continue constituée du liquide. La principale caractéristique d’'une mousse est
sa stabilité. Les mousses sont d’un point de vue thermodynamique des systémes instables
parce que |’énergie libre associée a la mousse est supérieure a celle du systéme liquide-gaz
séparé. Les mousses évoluent immeédiatement aprés étre formées afin de minimiser ’énergie
libre interfaciale qui est trés importante a l’issue de leur formation, ce qui au final conduira
a leur destruction®’.

Il existe des mousses instables ou éphémeéres ayant une durée de vie de ’ordre de quelques
secondes (exemple du champagne), des mousses métastables ou permanentes ayant une durée
de vie de l'ordre de quelques heures (exemple de la biére) ou de quelques jours (exemple de la
mousse au chocolat). La mousse est un systéme multi-échelle ¢’est-a-dire qu’il présente diffé-
rents niveaux d’organisation comme l'illustre la figure 1.14. La mousse peut-étre considérée
comme un ensemble de bulles. Les bulles sont séparées par des films qui se rejoignent pour
former les bords de Plateau et les nceuds qui construisent le squelette de la mousse selon
des régles de géométrie locale. A 1’échelle du nanométre apparait la structure moléculaire de
I'interface. Pour caractériser les mousses, il faut prendre en compte ces différents niveaux
d’organisation.

1.3.1.2 Structure d’une mousse

Au niveau structural, deux types de mousses sont distingués : les mousses a bulles sphé-
riques et les mousses a bulles polyédriques®®. Les mousses fraichement préparées sont consti-
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FIGURE 1.14 — Représentation d’une mousse de tensioactifs a différentes échelles.

tuées de bulles sphériques. La quantité de gaz incorporé y est suffisamment faible pour que
les bulles soient séparées par des films épais constitués de liquide de la phase continue qui
maintiennent la taille et la forme des bulles. Lorsque la mousse vieillit, le liquide présent
entre les bulles s’écoule par gravité ce qui forme des mousses de plus en plus séches. Ainsi,
la concentration des bulles dans la partie supérieure de la mousse augmente tandis que le
liquide drainé s’accumule dans la partie inférieure. Lorsque la mousse est séche, les bulles
sont comprimées les unes contre les autres. La mousse est alors constituée de cellules poly-
édriques remplies de gaz et séparées par des films plats et minces. L’équilibre mécanique de
la structure est maintenu lorsque ces films drainent jusqu’a se rejoindre en formant un angle
de 120 °, les jonctions entre trois films ainsi créées constituant les bords de Plateau (Figure
1.15)%.

Bord de Plateau linéaire

Bord de Plateau
tétraédrique

FIGURE 1.15 — Représentation d'un bord de Plateau et des angles des lois de Plateau®®.

1.3.1.3 Comment produire une mousse ?

La mousse provient de la présence d’'un gaz dans un liquide. Par exemple, un gaz préala-
blement dissous dans un liquide est libéré par un changement physique, en général une baisse
de pression ou une augmentation de température. Une autre facon simple de produire des
mousses est d’agiter manuellement la solution ce qui permet d’introduire des bulles de gaz
au sein du liquide®”.Dans ce cas, au début de I'agitation, de grosses bulles sont formées, puis,
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elles sont fragmentées en bulles plus petites sous 'action prolongée de l'agitation. La mé-
thode par bullage consiste a former la mousse par injection de gaz dans une solution d’agents
tensioactifs & travers des orifices (tube capillaire, disque poreux, etc.). Ces différents modes
de production aboutissent & des mousses aux caractéristiques différentes. La taille des bulles,
leur distribution ainsi que la quantité de gaz incorporée varient selon la technique utilisée.
L’agitation manuelle conduit généralement & des mousses avec une petite taille de bulles et
une quantité de gaz non maitrisée. Quant au bullage, cette méthode conduit a la formation
de mousses avec une taille de bulle homogéne et une quantité de gaz maitrisée par le débit
imposé.

Pour qu’un liquide mousse, il faut aussi qu’il contienne une quantité suffisante de ten-
sioactifs, qui stabilisent les interfaces liquide-gaz créées par bullage ou agitation. En effet,
la formation des bulles nécessite de ’énergie et engendre ’apparition d’une aire interfaciale
importante (jusqu’a 1 m%.mL™"') & I'interface air/liquide. La tension superficielle élevée qui
s’exerce, tend naturellement & minimiser cette aire et ainsi a réduire 1’énergie libre du sys-
téme afin de stabiliser I'interface. La persistance des bulles et, par conséquent, I'existence de
la mousse n’est possible que si des molécules tensioactives s’adsorbent a l'interface. Le role
des molécules tensioactives consiste d’'une part a abaisser la tension de surface, diminuant
ainsi ’énergie nécessaire a la création d’interfaces liquide/gaz et d’autre part a former un
film interfacial organisé permettant d’augmenter la stabilité des bulles. Plus la tension est
basse, plus il est facile de créer de ’aire superficielle ou interfaciale, et ¢’est pour cela qu’il est
indispensable d’utiliser des tensioactifs pour fabriquer des mousses et des émulsions*”. Du
fait des nombreux paramétres influant sur la formation de la mousse, nous avons décidé dans
ce travail de thése de produire les mousses a la fois par bullage et par agitation manuelle.

1.3.2 Meécanismes de formation d’une mousse

Ce paragraphe décrit de facon qualitative les différents mécanismes a l'origine de la for-
mation d’une mousse. Pour former une mousse, il faut la présence de tensioactifs en solution
et fournir de I’énergie afin de disperser le gaz dans la phase liquide. Ainsi, tous les liquides
ne moussent pas de la méme facon, chacun possédant une capacité moussante différente
aussi appelée moussabilité. La moussabilité d’une solution est une mesure qualitative de sa
capacité a produire une mousse lorsque du gaz est incorporé a la solution par agitation ou
par bullage.

1.3.2.1 Adsorption de tensioactifs a I’interface gaz/liquide

Les tensioactifs ont une influence déterminante sur la moussabilité d’une solution en s’ad-
sorbant aux interfaces gaz/liquide, entrainant une diminution de la tension de surface. En
effet, lors de la formation de la mousse, Iaire interfaciale (A) augmente drastiquement. Une
faible tension de surface () est donc favorable a la moussabilité, puisque 1'énergie interfaciale
est proportionnelle & E = yA. Néanmoins, une faible tension de surface n’est pas suffisante
pour avoir une bonne moussabilité. En fait, c’est la dynamique d’adsorption des tensioactifs
aux interfaces qui prime sur la valeur de la tension de surface a I’équilibre. Pour une bonne
moussabilité, il faut dés le début de la formation des bulles que les tensioactifs migrent le
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plus rapidement possible a I'interface pour les recouvrir en formant une couche dense*> 8.

La présence d’une couche de tensioactifs adsorbée en surface, en contact direct avec le
réservoir de tensioactifs dans la solution, confére des propriétés bien spécifiques a la visco-
élasticité interfaciale a la fois en dilatation et en cisaillement. Ces propriétés dépendent de la
solubilité et de la concentration du tensioactif dans le liquide. Actuellement, il n’existe pas
de critére précis pour relier directement la moussabilité avec la viscoélasticité interfaciale.
Néanmoins, de nombreuses études ont montré que la viscoélasticité de l'interface en com-
pression/dilatation jouait un role important dans la formation de la mousse. Par exemple,
lorsqu’il y a étirement du film, celui-ci s’amincit et tend a se rompre spontanément, entrai-
nant les molécules de tensioactifs, concentrées entre les deux parois. Ce phénoméne crée des
variations locales de la tension de surface. Le gradient de tension de surface ainsi formé pro-
voque la migration des molécules de tensioactifs adsorbées aux interfaces le long du film vers
les zones ot elles sont en défaut, ceci empéchant 'augmentation de 'aire du film. Lors de
I’étirement du film, 'augmentation locale de la tension de surface provoquée par la diminu-
tion de la concentration en tensioactifs a I'interface porte le nom d’effet Gibbs. Un autre effet
appelé effet Marangoni, représente les forces nécessaire au tensioactif pour migrer le long de
la surface du film et rétablir la tension de surface originale du film dans un temps donné. Les
deux effets sont complémentaires et sont donc résumés sous le terme d’effet Gibbs-Marangoni
(Figure 1.16). En 'absence de ce phénoméne, le film continue & s’amincir jusqu’a sa rupture
et les bulles se cassent. Ainsi, si les interfaces du film sont élastiques, les mécanismes liés a
I’effet Gibbs-Marangoni vont se mettre en place en cas de fluctuations d’épaisseur du film
interfacial réduisant ainsi le risque de rupture du film*°.

FIGURE 1.16 — Représentation de l'effet Gibbs-Marangoni dans le cas d’un étirement local avec une diffé-
rence de pression (II) au niveau du film.

1.3.2.2 Lien entre films liquides et moussabilité

Lorsque la mousse est en train de se former, les tensioactifs migrent aux interfaces et
s’adsorbent a la surface des bulles. Ensuite, les bulles s’approchent les unes des autres et de
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nombreuses forces rentrent en jeu entre les deux interfaces.

Tout d’abord, deux surfaces couvertes de tensioactifs s’attirent via des forces dipolaires
induites, dites de London-van der Waals. Par ailleurs, il faut prendre en compte la contribu-
tion de I'interaction électrostatique. En effet, les interfaces sont la plupart du temps chargées
électriquement du fait du caractére ionique de la plupart des tensioactifs. Normalement de
telles surfaces se repoussent. Mais dans le cas des mousses, il faut prendre en considéra-
tion la présence d’une solution ionique entre ces surfaces chargées. La présence de ces ions
dans la solution produit un phénomeéne couramment appelé « écrantage » du potentiel élec-
trostatique. Le modéle communément appelé modéle DLVO (Derjaguin, Landau, Vervey et
Overbeck) regroupe la somme de ces interactions attractives et répulsives ayant comme por-
tée caractéristique la longueur de Debye®'. Cependant dans le cas des mousses, ce modéle
n’est pas suffisant car il ne tient pas compte des interactions a trés courtes distances via les
répulsions stériques entre les couches de tensioactifs®®. Comme nous I’avons vu dans le para-
graphe 1.1.4.2, les tensioactifs sont souvent présents en solution sous la forme d’assemblages
supramoléculaires. Le confinement de ces structures dans les films induit une interaction
supplémentaire a longue portée.

Un film qui vient juste d’étre créé fait quelques micrométres d’épaisseur généralement et
s’amincit du fait de la gravité ou de la succion capillaire (du fait de la courbure des bords de
Plateau) jusqu’a une épaisseur de 'ordre de quelques dizaines de nanométres. A ce moment
1, la pression de disjonction (pression positive dans le film) rentre en jeu en empéchant le
film de s’amincir davantage ce qui assure son équilibre mécanique en plus de la pression du
liquide p. A I’équilibre, la pression de disjonction (Il;) est égale a la pression capillaire P,
[y = P —p= P.. Clest grace a cet équilibre que le film peut avoir une épaisseur finie. Par
exemple, pour des pressions capillaires faibles (ce qui est généralement le cas pour des ten-
sioactifs de faibles masses moléculaires), un film stable de plusieurs dizaines de nanomeétres
d’épaisseur peut étre obtenu. Il est généralement appelé film noir commun et il est stabilisé
par ’équilibre entre les forces électrostatique et dipolaire. On qualifie ce film de noir, parce

que pour ces valeurs d’épaisseur il ne réfléchit presque plus la lumiére®.

Ainsi, pour que la solution que 1’on souhaite étudier forme une mousse, il faut tout d’abord
que la solution étudiée contienne des tensioactifs. Ensuite, il faut introduire du gaz dans cette
solution et il faut que les tensiocatifs s’adsorbent rapidement & l'interface air/liquide et en
quantité suffisante. Ils doivent aussi diminuer fortement la tension interfaciale. De plus,
il est nécessaire que ces tensioactifs forment une couche interfaciale avec une pression de
disjonction positive pour stabiliser les films. Par ailleurs, il faut que la couche formée par
les tensioactifs posséde une élasticité dilatationnelle suffisante pour limiter les fluctuations
d’épaisseur du film interfacial grace a l'effet Gibbs-Marangoni.

1.3.3 Meécanismes de déstabilisation d’une mousse

Maintenant que les mécanismes de formation d’une mousse ont été décrits, nous allons
décrire ceux responsables de la déstabilisation. En effet, les mousses sont des systémes in-
stables & plus ou moins long terme. Les mousses tendent donc a retourner sous leur état
d’équilibre biphasique gaz-liquide. Une mousse « vieillit » et se transforme sous l'effet de
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différents processus irréversibles. Trois mécanismes principaux conduisent a sa disparition :

— Drainage gravitationnel et succion capillaire
— Mirissement d’Ostwald
— Coalescence des films

1.3.3.1 Drainage gravitationnel et pression capillaire

Durant les premiers instants, c’est-a-dire quand la mousse contient une proportion volu-
mique importante de liquide (20 % environ), il se produit une ségrégation gravitationnelle
des bulles du fait que la poussée d’Archiméde est plus forte sur les grosses bulles que sur les
petites.

Sous 'action de la gravité, le liquide s’écoule dans la mousse et la fraction liquide diminue.
Ce phénoméne correspond au drainage. Ainsi au cours du temps, ’écoulement irréversible
du liquide vers le bas asséche la mousse. Le liquide contenu dans la mousse s’écoule principa-
lement dans les bords de Plateau et les nceuds. Le drainage gravitationnel du liquide vers le
bas se produit tout au long de la vie d’'une mousse (Figure 1.17). Néanmoins, la gravité n’est
pas le seul moteur du drainage dans une mousse. En effet, le réseau formé par les bords de
Plateau, les nceuds et les films est déformable. Cela signifie que plus la mousse devient séche,
plus les bulles sont compactées les unes avec les autres ce qui entraine une réduction du
chemin accessible au liquide dans les bords de Plateau. Par ailleurs, les rayons de courbure
des interfaces qui définissent ces bords de Plateau deviennent de plus en plus petits. Ainsi,
la loi de Laplace (Equation 1.2) indique que la pression capillaire augmente. Ceci signifie
que les zones séchent aspirent le liquide. Ce gradient de pression capillaire est dirigé du haut
vers le bas*’.

2
P = % ol 7 est la tension superficielle et R le rayon de la bulle (1.2)

La vitesse de drainage des mousses peut étre diminuée en augmentant la viscosité de la
phase continue de liquide en ajoutant des solutés tels que du glycérol ou du polyoxyéthy-
léne et/ou en augmentant aussi la viscosité interfaciale qui se manifeste prés des parois du

; 51
réseau’".

1.3.3.2 Mirissement de la mousse

La structure d’une mousse est modifiée progressivement par la diffusion gazeuse inter-
bulle. Quand les bulles sont polyédriques, les films se comportent comme des films plans de
faible épaisseur, mais a cause de la loi de Laplace, la pression est plus forte dans les petites
bulles que dans les grandes. En conséquence, il existe en général un gradient de pression de
part et d’autre d’un film, qui induit une diffusion gazeuse a travers ce film. Ce phénoméne,
appelé miarissement d’Ostwald ou disproportionnement, fait que les petites bulles se vident
dans les grandes jusqu’a leur disparition (Figure 1.18). La force responsable de ce mécanisme
est la différence de pression de Laplace de part et d’autre de la surface convexe d’une bulle.
D’apres la loi de Henry, la solubilité d’un gaz augmente avec la pression. Davantage de gaz
se dissout alors a la proximité des petites bulles, si bien que les grandes bulles grossissent au
détriment des petites.
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FIGURE 1.17 — Ecoulement du liquide & travers la mousse sous 'effet de la gravité.

Pext

P1> P2 > Pext

FIGURE 1.18 — Représentation schématique du mirissement d’Ostwald : le gaz contenu dans la petite bulle
diffuse vers la plus grosse, ou la pression est moins élevée.
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Autrement dit, les bulles disparaissent ainsi les unes aprés les autres, donc la taille
moyenne des bulles restantes augmente avec conservation de la quantité de gaz. La vitesse
de ce processus dépend des caractéristiques de la mousse : la fraction de liquide, la taille des
bulles ainsi que la nature du liquide et du gaz®% ®3. Les deux phénoménes de déstabilisation
des mousses que sont le drainage et le mirissement peuvent étre fortement couplés.

1.3.3.3 Coalescence des films dans la mousse

Dans certains cas, les films séparant deux bulles se cassent. Ces deux bulles se recomposent
alors pour n’en former plus qu’'une (Figure 1.19). Ce phénoméne est appelé coalescence. En
effet, avec le drainage, les films séparant les bulles deviennent plus minces et peuvent se
rapprocher, jusqu’a une épaisseur critique ou les films ne sont pas assez résistants et un trou
peut se former. L’épaisseur critique du film menant & sa rupture dépend fortement de la
nature de I'agent tensioactif et de la viscoélasticité de Dinterface®® ®°. La conséquence de
ce phénoméne est l'accroissement de la taille des bulles et la diminution de leur nombre.
Lorsqu’il se produit au niveau de la surface libre de la mousse, a 'interface mousse/air, il
se traduit également par une diminution de la hauteur de la mousse. Pour des mousses peu
stables, un phénomeéne de rupture en avalanche peut également survenir®®.Le processus de
rupture se déclenche lorsque la fraction volumique de gaz devient supérieure a une valeur
seuil qui dépend du tensioactif et de sa concentration®”. Il semblerait que le seuil corresponde
a la dilatation maximale que les films peuvent supporter lors des réarrangements induits par
le drainage. Il ne dépend pas de la taille des bulles, mais cependant la durée de vie des
mousses est d’autant plus grande que les bulles sont petites car le drainage y est d’autant
plus lent, ce qui retarde I'instant ou le seuil est atteint. Les films de la partie supérieure se
rompent en premier du fait de leur faible épaisseur. Ces films se cassent donc en premier,
puis la mousse casse de haut en bas de proche en proche. Malgré de nombreuses études, la
coalescence reste encore mal comprise car il semble qu’un ensemble de causes diverses en soit
a lorigine. On peut citer par exemple, 'instabilité de I’épaisseur du film due au drainage,
I’amplification des gradients de concentration, les fluctuations thermiques d’épaisseur du film
ou encore la présence d'impuretés de nature hydrophobe dans la solution®? 3.

FIGURE 1.19 — Représentation schématique de la coalescence.
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1.3.4 Comment augmenter la stabilité des mousses ?

Au vu du paragraphe précédent, pour stabiliser les mousses, il est nécessaire de limiter
le drainage, le murissement d’Ostwald et /ou la rupture des films. Pour cela, on peut agir sur
différents parameétres décrits ci-apres.

1.3.4.1 Taille des bulles et polydispersité

Un des critéres primordiaux pour obtenir une mousse stable est la taille des bulles. La
mousse est d’autant plus stable que la taille des bulles est petite. Les bulles de petite taille
offrent une surface spécifique trés grande, la surface spécifique étant définie comme le rapport
de la surface d’une bulle et de son volume. Accroitre la surface spécifique des bulles permet
d’augmenter le taux de couverture d’agents de surface a l'interface, et ainsi de renforcer la
stabilité des mousses.

Comme nous 'avons mentionné précédemment, le probléme est que la taille des bulles
varie selon le mode de production de la mousse®®. Dans le cas d’une mousse faite par bullage,
la taille de la bulle est imposée par le disque poreux a travers lequel est injecté le gaz, tandis
que dans le cas d'une mousse produite par agitation, la taille des bulles est imposée par la
force d’agitation. L’utilisation d’'un disque poreux comme dans nos expériences permet de
produire une mousse avec une taille de bulles plus monodisperse que dans le cas de ’agitation
manuelle. Cependant, I'idéal est de réaliser des mousses monodisperses grace a des systémes
microfluidiques®® %°. Ces techniques permettent de s’affranchir du mirissement d’Ostwald
puisque celui-ci est lié a la présence de bulles de tailles différentes.

1.3.4.2 La nature du gaz

Une étude réalisée par Saint-Jalmes®' a montré leffet de la nature du gaz et des tensio-
actifs sur le temps de mirissement des mousses. Pour cela, la fraction liquide a été maintenu
a peu prés constante en empéchant le drainage grace a une agitation tournante de 1’échan-
tillon. A T'aide de la diffusion de la lumiére le diamétre moyen des bulles a été mesuré en
fonction du temps. Deux gaz différents ont été étudiés : le diazote et le perfluorohexane,
et deux tensioactifs : le SDS et la caséine. Un temps caractéristique de mirissement des
mousses pour chacun des couples gaz/tensioactif a été déterminé. Il a ainsi été montré que la
dynamique de mirissement est fortement dépendante de la physico-chimie des constituants
de la mousse : gaz et tensioactif. D’autres études confirment ces résultats®® %3, Par exemple,
Cervantes-Martinez et al.% ont comparé deux mousses produites par bullage en utilisant du
diazote et en ajoutant du perfluorohexane C,Fg au diazote. La coalescence est plus forte dans
le cas des mousses contenant seulement du diazote. Lorsque du perfluorohexane est utilisé
pour former les mousses, celles-ci sont beaucoup plus stables, du fait du ralentissement du
miurissement. Ce phénomeéne s’explique par le fait que le perfluorohexane a une plus faible
solubilité dans I'eau que le diazote. Ce résultat est intéressant puisqu’il montre que, pour
tenter de s’affranchir du mirissement et de la coalescence, il faut utiliser un gaz avec une
tres faible solubilité dans la phase liquide.

La capacité du gaz a diffuser dans le liquide séparant deux bulles influe sur le mirissement
d’Ostwald. La nature du gaz a ainsi un effet direct sur la stabilité de la mousse.
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1.3.4.3 La nature du tensioactif

Différents tensioactifs existent pour stabiliser les mousses, le point commun de ces mo-
lécules est leur caractére amphiphile. Les molécules tensioactives de faible masse molécu-
laire (<1000g/mol) permettent d’abaisser rapidement la tension de surface. Cependant, les
couches qu’ils forment a l'interface ne présentent généralement pas de comportement visco-
élastique, contrairement a celles formées par les tensioactifs de fortes masses moléculaires
(les polymeéres et les protéines). Saint-Jalmes et al.” ont montré que le taux de coalescence
est environ 5 fois plus élevé dans le cas d’'une mousse de tensioactifs (SDS) de faible masse
moléculaire comparée a celui d’'une mousse de protéines a fraction de liquide donnée et taille
de bulles équivalentes. De plus, les tensioactifs de faible masse moléculaire sont plus prompts
a s’adsorber mais aussi a se désorber sur une interface que des tensioactifs de fortes masses
moléculaires. L’adsorption des tensioactifs de faible masse moléculaire est réversible, ce qui
n’est par exemple pas le cas des protéines. De plus, la viscosité surfacique accroit la durée de
vie des mousses en limitant la vitesse d’écoulement dans les films liquides. Elle refléte la sta-
bilité dynamique du systéme, c’est-a-dire la capacité des processus de relaxation a restaurer
I’équilibre aprés une perturbation. Que ce soit dans le cas de I'augmentation de la viscosité
surfacique ou volumique, elle renforce la résistance a 'amincissement de films. Par ailleurs,
comme nous venons de le voir dans la partie précédente, la nature du tensioactif en solution
joue un roéle sur le mirissement.

Il est trés rare que les molécules tensioactives remplissent toutes ces conditions simul-
tanément. Par conséquent, il existe souvent des mélanges entre tensioactifs dans I'industrie
pour optimiser les propriétés d’une solution moussante.

1.3.5 Caractérisation et étude des mousses aux différentes échelles

Les mousses sont des systémes multi-échelles. Pour comprendre les propriétés des mousses,
il faut donc étudier celles-ci a différentes échelles : au niveau de I'interface liquide/gaz, du film
liquide, des bords de Plateau, de la bulle et de la mousse dans son ensemble. Dans ce para-
graphe sont décrites les différentes méthodes utilisées expérimentalement pour la fabrication
et I’étude des mousses.

1.3.5.1 Fabrication et étude de la structure des mousses

Pour produire une mousse, il faut incorporer du gaz dans un liquide (voir partie 1.3.2).
Il est possible d’incorporer le gaz par agitation manuelle de la solution ce qui force les bulles
d’air a entrer dans le liquide. Les caractéristiques de la mousse obtenue dépendent de la
vitesse et de la durée de I'agitation. Avec cette méthode, les tailles des bulles sont polydis-
perses. Par contre, on peut varier la fraction de liquide suivant la quantité initiale de solution
utilisée. Il faut noter que les mousses ne sont jamais extrémement séches avec ce mode de
production. L’avantage de cette méthode est qu’il suffit d’introduire le liquide a étudier dans
un flacon et de 'agiter pour tester si on peut ou non produire une mousse et savoir combien
de temps elle subsiste. Ainsi, on peut facilement discriminer les échantillons qui moussent
de ceux qui ne moussent pas. Cette méthode est donc trés utile d’un point de vue qualitatif.
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Pour obtenir des mousses avec une distribution de taille de bulles plus fines, on peut
fabriquer des mousses par bullage de gaz dans la solution a étudier au sein d’une colonne
a travers un disque poreux. Des bulles de taille ajustable entre 200 um et 10 mm peuvent
étre générées. Néanmoins avec cette méthode, les mousses sont souvent plus séches du fait
que le drainage a lieu simultanément avec la production de la mousse. L’un des avantages de
cette méthode vient du fait que des résultats reproductibles et quantitatifs sont obtenus. La
moussabilité d’une solution et la stabilité d’une mousse peuvent étre mesurées. Pour cela, il
suffit d’injecter dans la solution étudiée du gaz a débit constant et controlé. Ainsi, le volume
de mousse produit durant un temps donné et la vitesse a laquelle la mousse disparait aprés
arrét du bullage de gaz sont déterminés simultanément. Certaines colonnes sont équipées
d’électrodes permettant de mesurer la conductivité relative de la mousse donnant ainsi accés
a sa fraction liquide.

Ce sont ces deux types de techniques que nous avons décidé d’utiliser pour produire les
mousses durant la thése. Les expériences sont facilement réalisable au laboratoire et donnent
des mousses avec des caractéristiques assez différentes. Grace a ces techniques nous pouvons
étudier facilement la moussabilité et la stabilité des mousses.

Une fois produite, il est possible d’étudier les mousses par imagerie optique. Au moyen
d’un microscope, la structure des bulles dans I’échantillon peut étre observée. La microscopie
en 3D peut étre utilisée pour étudier la structure en profondeur de I’échantillon comme par
exemple la microscopie confocale. D’autres techniques telles que I'lmagerie par Résonance
Magnétique (IRM), méthode non-invasive et non-destructive, permet d’enregistrer les phé-
nomeénes au sein des mousses, y compris les phénoménes dynamiques tels que le mrissement
et la coalescence®. Ainsi, des renseignements sur la densité des mousses, le drainage et la sta-
bilité sont obtenus. Par ailleurs, le développement des sources de radiation de forte énergie,
type synchotron, rend I’étude des mousses par tomographie des rayons X possible®’. D’autre
part, Axelos et al.%® ont mis au point une technique permettant de caractériser in situ les
mousses par diffusion de neutrons aux petits angles. Cette technique permet d’obtenir des
informations sur la structure des objets présents en solution dans les bords de Plateau, sur
I’épaisseur des films et sur la taille des bulles.

1.3.5.2 Etude des films isolés

L’étude des films in situ dans la mousse est limité techniquement. Il apparait donc né-
cessaire d’étudier les propriétés de films isolés. En effet, nous avons vu précédemment que
la stabilité des mousses est liée en partie a la stabilité des films interfaciaux. La plupart des
études visent & mesurer les forces impliquées au sein d’un film, rassemblées sous le terme de
pression de disjonction, ainsi que leur épaisseur. La technique la plus utilisée est la balance
a film. Elle permet d’étudier les interactions entre interfaces a 1’échelle des films minces.
Avec cette méthode, on peut également visualiser le film & I'aide d’un microscope. De cette
maniére, on peut directement apprécier si le film est homogéne et présente des instabilités.
De nombreux auteurs ont utilisé cette technique pour obtenir des informations sur les films
de mousse®? 7.

Généralement, ’épaisseur des films est déterminée par interférométrie. L’épaisseur des
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films de mousse peut étre aussi mesurée par diffusion de neutrons aux petits angles®®. La
structure des films peut étre sondée par des mesures de rayons X, par réflectivité de neu-
trons, a 'aide d’un microscope & angle de Brewster ou par ellipsométrie”™. Grace a toutes
ces informations collectées sur les films, on peut comprendre plus aisément l'origine de la
moussabilité d’une solution.

1.3.5.3 Etude des interfaces eau/air

Il est possible en couplant différentes techniques de connaitre la tension de surface, la
cinétique d’adsorption des tensioactifs & I'interface, la viscoélasticité interfaciale ainsi que la
structure de la couche formée par les tensioactifs.

Il existe de nombreuses maniéres de déterminer la tension de surface. Il y a trois techniques
qui sont trés utilisées. La premiére méthode dite de Wilhemy consiste a mesurer la force
capillaire exercée sur une lame de platine (ou un papier filtre) immergée dans la solution.
Ce dispositif est bien adapté pour mesurer des tensions de surface a I’équilibre. La deuxiéme
méthode consiste a mesurer la pression de détachement d’une bulle formée a ’aide d’un
capillaire de rayon R, plongé dans la solution de tensioactifs. L’injection de gaz dans ce
capillaire permet de gonfler la bulle et ainsi on mesure la pression du gaz en fonction du
temps. Lorsque le rayon de la bulle devient égal au rayon du capillaire, la pression du gaz
est maximale et peut étre déterminée selon la loi de Laplace (Equation 1.2). Si on injecte
encore plus de gaz, la bulle continue a gonfler jusqu’a ce qu’elle soit expulsée du capillaire. En
répétant ces cycles de gonflage /détachement, on peut ainsi accéder a 1’évolution de la tension
de surface en fonction du temps. La troisiéme méthode, utilisée lors de cette thése, consiste a
mesurer la forme d’'une goutte de la solution de tensioactif ou d’une bulle de gaz™. En effet,
lorsqu’une goutte d’un fluide est en contact avec un autre fluide, la forme de la goutte découle
des effets combinés de la tension de surface qui force la goutte a prendre une forme sphérique
et de la gravité qui tend a I'allonger ou 'aplatir. La goutte étant asymétrique, I’équation de
Laplace (Equation 1.3) prend la forme analytique suivante dans un repére cartésien (Figure
1.20) :

1d(xsinf) zg—cz (1.3)
r dx b

ol x et z sont les coordonnées cartésiennes pour tout point du profil de la goutte. L’origine
des coordonnées étant considérée a 'apex de la goutte, b est le rayon de courbure a I'apex,
0 langle de la tangente au profil, ¢ la constante de capillarité définie comme ¢ = gAp/~
avec g l'accélération de la gravité, Ap la différence de densité entre les fluides étudiés et ~
la tension interfaciale. Un tensiométre a goutte peut étre utilisé en mode goutte pendante
ou montante. La tension de surface est calculée a partir de I’étude du contour d’une goutte
présentant une symétrie de révolution.

L’utilisation de la réflectivité de neutrons ou des rayons X permet d’obtenir des informa-
tions sur la structure de la couche adsorbée a l'interface. Les épaisseurs et la composition
chimique d’une ou plusieurs couches minces a I'interface air/eau peut étre précisément me-
surées. Ces techniques sont trés bien adaptées a ’étude de la structure adoptée a 'interface
par les tensioactifs” 6.
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FIGURE 1.20 — Schéma d’une goutte montante et de ses coordonnées dans un repére cartésien.

1.3.6 Vers de nouvelles mousses : les mousses stimulables

De nombreux groupes de recherche s’intéressent a I’étude des mousses liquides et a leurs
propriétés. Les mousses ont diverses applications dans la vie quotidienne (mousses alimen-
taires, produits cosmétiques, détergents, etc.) et dans de nombreux procédés industriels (lutte
contre les incendies, matériaux de construction, etc.). La stabilité des mousses est la plupart
du temps déterminante. Récemment, beaucoup d’études ont été menées pour produire des
mousses trés stables a partir d’'une grande variété de systémes. Par exemple, la microflui-
dique a été appliquée avec succés pour produire des mousses® 5. Cette technique permet
d’obtenir des mousses avec des bulles monodisperses permettant de ralentir significativement
la coalescence et le mirissement pendant plusieurs semaines voire plusieurs mois.

D’autres chercheurs se sont intéressés a produire des mousses avec des particules solides””.
Si ces particules ne s’adsorbent pas aux interfaces, elles peuvent étre piégées dans le réseau
des noeuds et des bords de Plateau qui constituent la mousse. Dans ce cas, les particules
jouent le role de bouchon et ralentissent le drainage du liquide™. Ceci est attribué au ré-
trécissement et au colmatage des sections disponibles & I’écoulement, a la modification des
propriétés d’écoulement par les particules, voire a la formation d’un réseau gélifié dans I’en-
semble des canaux. De plus, les particules présentes dans le liquide diminuent la perméabilité
des films liquides et ainsi agissent sur le marissement”” 7.

D’autres types de particules s’adsorbent et restent a 'interface de facon permanente™. De
cette maniére, elles réduisent la surface d’échange, voire provoquent une inversion locale de
la courbure de la bulle, ce qui empéche la diffusion du gaz de la bulle vers le liquide, et donc
bloque le mirissement et la coalescence. C’est le cas du systéme développé par Alargova et
al® constitué de batonnets de polymére d’'une longueur de 23,5 ym et d’un diamétre moyen
0,6 pm. Des mousses sont produites par agitation manuelle & partir de ces suspensions de
batonnets. Ces mousses sont stables pendant plus de trois semaines a I’air libre. Les volumes
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de mousses produits sont trés faibles, ce qui s’apparentent plutot & des empilements de bulles
recouvertes d'un réseau de batonnets constituant une coque rigide empéchant I’évolution de
leur taille. D’autres batonnets rigides ont aussi été utilisés pour stabiliser des mousses. Nous
pouvons par exemple citer, les travaux de Zhou et al®'avec des particules de CaCos ou de
Wege et al®? avec des microparticules de cellulose formant des filaments qui stabilisent 1'in-
terface. D’autres travaux portent sur la stabilisation de 'interface par des nanoparticules de
silice™ ou des particules d’alumine®.

Ainsi, il est possible d’obtenir des mousses stables sur de trés longues durées. Cependant,
il existe des cas ou la stabilité de la mousse doit étre modulée sans changer la composition
du systeme. Ceci nécessite donc de former des mousses dont la stabilité peut étre modulée in
situ grace a des contraintes physiques ou chimiques. Ceci a déja été réalisé dans le domaine
des émulsions avec succeés®* 86,

L’équipe de Binks et al, a été parmi les premiéres a tenter de réaliser des mousses stimu-
lables. Pour cela, des particules de latex recouvertes d’un polymére sensible au pH ont été
synthétisées®”. La moussabilité et la stabilité des mousses obtenues a partir de ces particules
sont fortement dépendantes du pH. A faible pH, ces particules cationiques peuvent stabiliser
des mousses. Par contre, a fort pH, les particules sont chargées négativement et sont stables
en solution colloidale et il n’est donc plus alors possible de produire des mousses. Le pH des
mousses aprés formation de celle-ci a été augmenté par ajout de soude directement dans la
mousse. L’augmentation du pH entraine la destruction de la mousse. Ces mousses ont donc
leurs propriétés modulables en fonction du pH. Toutefois, cette déstabilisation n’est pas due
a une modification in situ dans la mousse, car c¢’est ’ajout d’une solution externe qui modifie
les propriétés de la mousse, ce qui modifie la composition du systéme.

Dans l'optique de produire des mousses stimulables par contraintes externes sans changer
la composition du systéme, il faut donc utiliser des tensioactifs qui s’adsorbent a l'interface
et permettent ainsi de former des mousses relativement stables. Par ailleurs, si on veut ob-
tenir des mousses et des émulsions sensibles & un stimulus externe (c’est-a-dire sans changer
la composition du systéme par modification du pH ou de la force ionique), il est nécessaire
que les tensioactifs eux-mémes ou les assemblages formés réagissent lors de I'application du
stimulus. Il est donc trés difficile d’arriver & rassembler toutes ces caractéristiques dans un
seul tensioactif.

Prenons I’exemple du polymeére tensioactif et thermosensible poly(N-isopropylacrylamide)
ou PNIPAM, celui-ci est capable de s’adsorber aux interfaces et d’abaisser de maniére si-
gnificative la tension de surface. De plus, il permet d’obtenir des films minces métastables
en dessous de la température de transition de phase. Au dessus de cette température de
transition de phase, les films deviennent inhomogénes et se cassent®®. Au vu de ces résultats,
il semblait intéressant d’essayer de former des mousses avec ce systéme de maniére & pouvoir
les déstabiliser a I'aide de la température. Ce polymére permet en effet la production de
mousses dans certaines conditions, mais celles-ci sont trés instables en dessous de la tempé-
rature de transition®. Il n’est donc pas possible d’utiliser les propriétés thermosensibles de
ce polymeére pour former des mousses thermosensibles.
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CHAPITRE 1. ASSEMBLAGES SUPRAMOLECULAIRES D’ACIDES GRAS ET
PROPRIETES TENSIOACTIVES ASSOCIEES

Une étude trés récente a montré la possibilité d’utiliser la lumiére et la température
comme stimuli pour controler la moussabilité d’une émulsion comprenant a la fois un po-
lymére réactif & la lumiére et un tensioactif sensible & la température®. Ces deux stimuli
ont 'avantage de ne pas modifier la composition du systéme contrairement aux changements
de pH et de force ionique. Ce type d’émulsion est connu pour pouvoir transiter d’émulsion
directe & inverse sous l'action de la lumiére ou de la température®. Ainsi, la moussabilité
de ce systéme peut étre modulée en jouant soit sur la lumiére, soit sur la température. la
voie d’une nouvelle stratégie pour concevoir des mousses sensibles a des stimuli externes
a été ouverte. Néanmoins, le systéme est compliqué impliquant & la fois un tensioactif, un
polymére et une émulsion.

Au vu de ces résultats, il apparait donc nécessaire d’utiliser un systéme modéle plus simple
pour controler finement les propriétés moussantes en fonction de contraintes externes.
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L’objectif de la thése était d’obtenir une compréhension suffisamment fine des mécanismes
impliqués dans la stabilisation d’une mousse par un assemblage d’acides gras pour permettre
la formulation d’une mousse ayant une stabilité modulable. Pour cela, nous avons basé nos
travaux sur I’étude de tubes multilamellaires ayant un diameétre variable avec la température
formés avec I'acide gras 12-hydroxy stéarique et I’éthanolamine comme contre-ion (cf. Cha-
pitre 1). Le but était de générer des interfaces et des mousses a propriétés modulables sous
l'action d’une contrainte externe (la température) a partir de ces tubes multilamellaires, au
comportement singulier vis-a-vis de la température.

L’objectif de cette premiére partie est de mettre en évidence les conditions physicochi-
miques pour lesquelles les tubes multilamellaires se forment en solution. Ce type d’étude
fondamentale s’avére indispensable pour des applications potentielles de ces tubes pour la
formulation aisée de mousses.

La premiére partie des travaux a été consacrée a ’étude de la formation de cette structure
spécifique de tubes multilamellaires en solution aqueuse en fonction de paramétres physico-
chimiques en couplant des techniques a ’échelle microscopique (microscopie a contraste de
phase), des études thermodynamiques (analyse thermique différentielle) et des mesures struc-
turales a l'échelle locale (diffusion de neutrons aux petits angles). Cette étude a été basée
sur le systéme des tubes multilamellaires formés a partir de I'acide gras 12-hydroxystéarique
avec I’éthanolamine comme contre-ion. L’effet du pH, la concentration en acides gras, la
force ionique, le rapport molaire (acide gras/contre-ion) ainsi que Pajout d’autres molécules
lipidiques sur la formation des tubes multilamellaires ont été étudiés.

Des tubes a diamétres variables sont obtenus pour une large gamme de conditions physico-
chimiques (pH compris entre 8.8 et 10.6, concentration en acides gras entre 3 et 100 mg/mL,
rapport molaire acide gras/contre-ion entre 2/3 et 5/2, concentration en NaCl<60 mM).
Dans certains cas, des tubes multilamellaires se forment mais le diamétre ne varie plus
avec la température (fort exces de contre-ions) et dans d’autres cas, des cristaux se forment
(excés d’acides gras, pH<8.8 ou pH>10.6, excés de NaCl). De plus, pour ce systéme de
tubes multilamellaires, nous avons montré que 'augmentation du diameétre des tubes semble
se coupler avec la transition entre la phase gel (Lg) et la phase fluide (L,) des bicouches
d’acides gras.
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Chapitre 2

12-hydroxy stearic acid lipid tubes under
various experimental conditions
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Journal of Colloid and Interface Science 341 (2010) 38-47

2.1 Abstract

There is a growing interest for constructing supramolecular hollow tubes from amphi-
philic molecules. Aqueous solutions of the ethanolamine salt of 12-hydroxy-stearic acid are
known to form tubes of several tens of micrometers in length with a temperature tunable
diameter. However, the phase behavior of this system has not been fully studied. Herein,
we report the variation of various physico-chemical parameters on the self assembling pro-
perties of this system. The effect of the ionic strength, ethanol, doping with other lipids,
pH, concentration and the fatty acid/ethanolamine molar ratio R were investigated by both
phase contrast microscopy and DSC. We observed the formation of tubes in a wide range
of parameters. For instance, the molar ratio R can be modified from 2/3 to 5/2 without
altering the formation of tubes. In some but not all cases, the tube diameter still varied with
temperature. These findings show that tubes form in various experimental conditions. This
should increase the interest in producing such self-assemblies from low-cost fatty acids.

Keywords : Lipid tubes, hydroxy fatty acids, self-assembly.
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CHAPITRE 2. 12-HYDROXY STEARIC ACID LIPID TUBES UNDER VARIOUS
EXPERIMENTAL CONDITIONS

2.2 Introduction

The literature reporting on the formation of supramolecular hollow tube architectures
based on amphiphilic molecules is markedly increasing both from the experimental and theo-
retical point of view!™, in particular owing to various technological reasons such as their use
as templates or vectors for drug delivery® 5. Lipid tubes are constituted of membranes (bi-
layers) that may be packed in a concentric fashion with a cylindrical curvature. It is generally
assumed that most of lipid tubes form from an intermediate step which consists of helically
coiled ribbons. A theoretical description has been proposed with the aim of determining and
understanding the relationship between size and shape of the tubes*. However, there are
still some contradictions regarding the relationship between chirality and the shape of the
self-assembled structures.

There are a limited number of natural and synthetic lipids that can self-assemble into
tubular structures, amongst which are glycolipids™?® and their bola-form derivatives® and
phospholipids®. Most often, the tube-forming lipids are chiral molecules. Recently, a novel
simple and inexpensive lipid mixture that forms tubes in aqueous solution was introduced!?.
It is formed of the ethanolamine salt of 12-hydroxy-stearic acid in water. Of particular in-
terest is that the fatty acid is a generic molecule,i.e., it does not require a previous chemical
synthesis step as in the case of most other lipid forming tubes. In that case, tubes of several
tens of micrometers in length spontaneously form upon cooling from an isotropic solution.
They exhibit an inner and outer diameters of 400 and 600 nm, respectively, and their walls
consist of concentric stacked bilayers of fatty acid salts, each separated by a layer of water!?.
It has also be shown that the diameter of these tubes first increases with the temperature
and then decreases after what the lipid tubes melt!’.

However, the formation of such tubes has only been studied for a given fatty acid/ etha-
nolamine molar ratio R, namely R=1, without modifying the experimental conditions. It
is well known that the lipid self-assembly strongly depends on the physico-chemical experi-
mental conditions. For instance, an increase in ionic strength modifies the lamellar spacing
by screening electrostatic interactions. The pH is also known to play a role in the fatty acid
self-assembly which can change from crystals to vesicles and micelles'?>™5. The presence of
ethanol may also affect the polymorphism since it is expected to solubilise the lipids. Varying
such parameters seems promising for screening the phase behavior of the 12-hydroxy stearic
ethanolamine salt system and determining the experimental conditions for tube formation.
This is the main aim of the present work. For better understanding the self assembling pro-
perties and the various conditions in which temperature-tunable diameter tubes survive, we
examined a wide range of parameters such as the addition of NaCl, ethanol, the doping effect
with other fatty acids, as well as the effects of fatty acid concentration, pH variations and
changes in fatty acid/ethanolamine molar ratio. We employed differential scanning calori-
metry (DSC) to characterize the lipid phase transition and phase contrast microscopy was
used to investigate the variation of the tube diameter as a function of temperature.
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2.3 Materials and methods

2.3.1 Stock Solution Preparation

12-hydroxy stearic acid (Sigma-Aldrich, 99 % purity) was weighed exactly in a tube and
ultra pure water was added so that the concentration was 10 mg/mL (1 %). Then, the desired
volume of a 1 M stock solution of ethanolamine (Sigma-Aldrich, 99 % purity) prepared in
ultra pure water was incorporated to reach equivalence (120HSt/EtOHNH; molar ratio
R=1). The mixture was melted at 80 °C for 15 min until all components were dispersed and
then vigorously vortexed. Prior to being used, each sample was heated at 80 °C for 15 min
and cooled at room temperature. Except where mentioned, all samples, the composition
of which was varied (pH, ionic strength, etc.) as described hereafter, were re-homogenized
according to such a protocol.

2.3.2 Effect of concentration

For diluted solutions, ultra pure water was added to the stock solution at 10 mg/mL
120HSt/EtOHNH,; so that the concentration ranged from 3.3 mg/mL to 7.5 mg/mL. For
higher concentrations, the samples were prepared as mentioned above except that the initial
amount of fatty acid was 20 to 300 mg/mL.

2.3.3 Effect of molar ratio

In the case where the fatty acid was in excess compared to the amount of ethanolamine
required for having a molar ratio of 1, a given amount of fatty acid was weighted in the
sample tubes and further 'diluted” with the stock solution. According to that procedure, the
molar ratio R was adjusted to 2/1, 5/2 and 3/1. For samples in an excess of ethanolamine
compared to that required for having a molar ratio of 1, desired volumes of the ethanolamine
stock solution were added to the stock solution of 120HSt/EtOHNH, tubes. According to
that procedure, the molar ratio R was adjusted to 4/5, 2/3, 1/2, 1/3, 1/4 and 1/5.

2.3.4 Effect of ethanol

An adequate volume of ethanol (VWR, purity 99 %) was incorporated to 1 mL of the
120HSt/EtOHNH; stock solution. We studied samples at ethanol concentrations ranging
from 5 % to 50 %.

2.3.5 Acid/Base effects

For increasing the pH, an adequate volume of 1 M NaOH (pellets of Fisher Scientifics) was
incorporated to 3 mL of the 120HSt/EtOHNH,; stock solution. The NaOH concentration
was varied from 3 mM to 32 mM. For decreasing the pH, an adequate volume of 1 M
HCI (Carlo Erba) was incorporated to 3 mL of the 120HSt/EtOHNH, stock solution. The
HCI concentration was varied from 3 mM to 32 mM. The pH of each solution was checked
with a pH-meter TIM 900 titration manager Tritralab (Tacussel Electronique, Radiometer
analytical S.A.).
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2.3.6 Ionic strength

An adequate volume of 1 M NaCl was incorporated to 3 mL of the 120HSt/EtOHNH,
stock solution. We studied samples with concentrations from 5 mM to 80 mM NaCl.

2.3.7 Doping

The 120HSt/EtOHNH; stock solution was doped with various lipids according to the
following procedure. Palmitic acid or stearic acid (both Sigma-Aldrich, 99 % purity) were
weighed exactly in a tube and ultra pure water was added so that the concentration was
10 mg/mL (1 %). Then, the desired volume of a 1 M stock solution of ethanolamine (Sigma-
Aldrich, 99 % purity) prepared in ultra pure water was incorporated to reach equivalence
(molar ratio of Fatty acid/EtOHNH; of 1). The mixture was heated to 80 °C for 15 min
until all components were dispersed and then vigorously vortexed. The desired volumes
of that solution were added to the 120HSt/EtOHNH, stock solution. The rate of doping
is mentioned in the Results and Discussion section. In the case of 12-hydroxystearyl al-
cohol (Sigma-Aldrich, 99 % purity) which is insoluble in water, 5 mg, 10 mg and 15 mg
were weighted exactly in a tube and 3 mL of 120HSt/EtOHNH, stock solution were ad-
ded. The homogenization procedure allowed to get well dispersed systems. A phospholi-
pid, 1,2 dimyristol-sn-glycerol-3-phosphocholine (DMPC, AVANTTI) was also mixed with the
120HSt/EtOHNH; stock solution. The 120HSt and DMPC powders were weighted exactly
and water together with the desired volume of ethanolamine were directly added without
pre-solubilisation in ethanol. In that particular case, freeze-thawing steps as usually done for
phospholipid mixtures were necessary to obtained well dispersed solutions.

2.3.8 Phase Contrast Microscopy

Phase-contrast microscopy was used to investigate the variation of the tube diameter as
a function of temperature (20 °C to 80 °C). Microscopy observations were carried out at 20x
magnification using an optical microscope in the phase-contrast mode (Nikon Eclipse E-400,
Tokyo, Japan) equipped with a 3-CCD JVC camera allowing digital images (768x512 pixels)
to be collected. A drop of the lipid dispersion (about 20 pL) was deposited on the glass-slide
surface (76x26x1.1 mm, RS France) and covered with a cover slide (22x22 mm, Menzel-
Glaser, Germany). The glass slides were previously cleaned with ethanol and acetone.

2.3.9 Differential Scanning Calorimetry (DSC)

We employed differential scanning calorimetry (DSC) to characterize the lipid-phase
transition. Experiments were performed on a microcalorimeter from MicroCal Incorpora-
ted (USA). An amount of 1.5 mL of the lipid solution was injected in the sample cell with
a syringe. The reference cell contained 1.5 mL of ultra pure water. The sample was scanned
between 8 °C and 80 °C at 1 °C/min. The DSC is controlled by an intelligent user interface
and data analysis is performed with Origin.
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2.3.10 Small-angle neutron scattering (SANS)

Small-angle neutron scattering (SANS) experiments were performed at Laboratoire Léon-
Brillouin (laboratoire mixte CEA /CNRS, Saclay, France) on spectrometer PAXY. The neu-
tron beam was collimated by appropriately chosen neutron guides and circular apertures,
with a beam diameter at the sample position of 7.6 mm. The neutron wavelength was set to
4 or 8 A with a mechanical velocity selector ( AX/A ~ 0.1), the 2D detector (128x128 pixels,
pixel size 5x5 mm?) being positioned at 1.4 or 6.7 m, respectively. The scattering wave vec-
tor, Q, then ranges from typically 0.005 to 0.4 A1, with a significant overlap between the
two configurations. The samples, prepared with deuterated water, were held in flat quartz
cells with a 2 mm optical path, and temperature-controlled by a circulating fluid to within
+ 0.2 °C. The azimuthally-averaged spectra were corrected for solvent, cell and incoherent
scattering, as well as for background noise. The general theory for fitting the SANS data
can be found in the literature'® and our present data were fitted with models which were
previously described for other fatty acid systems'® 7> 18,

2.4 Results and discussion

In a previous work, the formation of tubes by using a 1 % aqueous solution of the ethano-

lamine salt of 12-hydroxy-stearic acid has been reported!?. This sample is further referred to
as the stock solution and appears as a turbid liquid solution. At room temperature, the lipid
dispersion is constituted by randomly oriented tubes which are well visualized as rods by
phase contrast microscopy. At 48 °C, the diameter of the tubes was shown to increase until
a value of about 5 um is reached and further decreased at about 55 °C. Then, tubes melts at
around 70 °C. This phenomenon is perfectly reversible since the decrease of the temperature
starting from 70 °C is accompanied by a change of the tube diameter in a similar evolution
(increase/decrease) than that observed upon heating.
The enthalpogram of that 1 % solution showed a sharp peak at around 45.6 °C and a broad
one at 70 °C with a shoulder that starts at 30 °C't. We can conclude that the increase of
tube diameter is associated with the first phase transition. It was expected that this peak
corresponds to the gel-to-fluid lipid phase transition. In order to check this point, we per-
formed a small angle neutron scattering experiment below and above that temperature of
45.6 °C and the data are shown Figure 2.1. The azimuthally-averaged spectra at 41.7 °C
and 51.9 °C display a strong small-angle scattering signal at both temperatures and three
sharp peaks exactly in a ratio 1 : 2 : 3 (Qo, 2Qo, 3Qo) can be readily identified. This result
is similar to that already observed at a lower temperature'® and shows that tubes are for-
med by periodically-stacked bilayers below and above the transition. The lamellar spacing,
i.e., the repeat distance corresponding to one lipid layer and one water layer in the stack is
27 /Qo =35 nm and 30 nm, as can be determined at low and high temperature, respectively.
The value below the transition is similar to that obtained at a lower temperature!® but that
in the fluid, high-temperature phase is markedly different. Considering the so-called ’swelling
law’ of one-dimensional stacks, namely Qo = 27®/4, such a change may result from water
being exchanged between the inter-bilayer spaces and the excess solvent (¢ variation) or
from a variation of the bilayer thickness 9.
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In the so-called Porod representation, where Q* times the scattering intensity is displayed
as a function of Q (see Figure 2.1), a fit to the form factor main oscillation yielded a value
of the bilayer thickness ¢ equal to 4 and 2.7 nm 0.1, below and above the phase transition,
respectively, implying an increase in the local amount of solvent between the bilayers since
® then varies from about 11 to 9 %.

It must be reminded that the stearic chain in its extended conformation has a length of
about 2.1 nm, that is to say about half the value we obtain from the fit at 41.7 °C. The
SANS data are then consistent with lipids organized in bilayers with their alkyl chains in
an all-trans conformation, i.e., in their gel state. However, at 51.9 °C, the bilayer thickness
0 is markedly lower than twice the stearic chain length in its extended conformation. This
means that the alkyl chains are in a fluid, disordered state, i.e., in the fluid phase. Moreover,
such a low thickness also suggests that alkyl chains are interdigitated as previously sugges-
ted®. Thus, SANS data confirmed that below and above the temperature of the sharp peak
observed by DSC, the bilayers are embedded in a gel and fluid phase, respectively. Then, we
systematically investigated the effect of various parameters. For the sake of simplicity, only
DSC and microscopy were used to characterize the samples. Following our SANS data, we
will further assume that the sharp peak observed by DSC stands for the lipid gel-to-fluid
phase transition.

2.4.1 Effect of pH

Variations of the pH modify the protonation/ionization ratio of the fatty acid carboxylic
group and can therefore influence the lipid solubility and self-assembly!? *. For instance, the
coexistence of both carboxylic and carboxylate groups has been shown to be a prerequisite
for the formation of fatty acid vesicles'? 1% 19 Moreover, there is still a strong debate dealing
with the deprotonation state of the fatty acid in such mixtures. This has been mentioned
in catanionic systems?® but also in mixtures with alcohols'® 32! In the stock solution of
our microtubes, the pH is around 9.8 but we expect that both carboxylate and carboxylic
groups coexist although the concentration of COO™ is probably higher since the pH is basic.
However, the ratio [COO~|/[COOH] is difficult to estimate since the pKa of a fatty acid
varies with experimental conditions. Indeed, the pKa of fatty acids are expected to be below
7 but it was shown to be close to 8 for cholesterol-palmitic acid systems?! 22,

We added different volumes of HCI1 (1 M) to the stock solution of tubes at room tempera-
ture. The data for the variation of pH as a function of the HCI concentration is given in the
supplementary information section. We observed that the samples appear as turbid liquid
solutions from 0 mM to 13.3 mM of HCI. Phase contrast microscopy showed the presence of
rods as for the stock solution, suggesting that tubes indeed formed for those concentrations
of acid. Clearly, the ratio of carboxylic groups is increased compared to that in the stock
solution but this does not hamper the formation of tubes.

The enthalpograms of the systems for an HCI concentration of 3.3, 6.6 and 13.3 mM HCI
are shown in Figure 2.2 (A-D). The data for the transition temperature and the enthalpies are
given in the supplementary information section. One observed a similar complex endothermic
behavior as that for the stock solution with a sharp peak at around 45.6 °C and a broad
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FIGURE 2.1 — SANS intensity profiles for the 1 % aqueous dispersion of 12-hydroxy-stearic acid ethanola-
mine salt, in either the gel phase (A : 41.7 °C) or the fluid phase (C : 51.9 °C). SANS intensity profiles in
the gel phase (B : 41.7 °C) or the fluid phase (D : 51.9 °C) displayed in the Porod representation. The lines

correspond to the best fit of the data according to a previously published model (see ref'?).
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one at around 70 °C. As mentioned above, the first peak stands for the gel-to-fluid phase
transition. The main gel-to-fluid transition temperature remained unchanged upon addition
of HCI except that the enthalpy of the peak slightly decreased. The maximum temperature of
the second peak is shifted towards higher temperature and its enthalpy markedly increased.
The values reach that of the pure fatty acid with its protonated carboxylic group, since it
melts at 75 °C as indicated by the supplier. Then, we expect that this latter peak stands for
the melting of the fatty acid tubes but this was not clearly established previously and cannot
be well correlated with the microscopy observations. The tube diameter was studied as a
function of the temperature. Lipid tubes with temperature-tunable diameter were clearly
observed by phase-contrast microscopy up to an HCI concentration of 13.3 mM (Figure 2.3
A-B). The variation occurred in a similar fashion!'! than for the stock solution (not shown).
Altogether, those results show that the addition of HCI until a concentration of 13.3 mM
does not markedly modify the formation of tubes and the variation of their diameter with
the temperature.

However, from 19.6 mM of HCI, a precipitate formed in the sample in coexistence with
the turbid solution. The amount of precipitated material increased with that of HCI. Clearly,
the precipitate is constituted of fatty acid crystals. Indeed, at low pH values, there are too
many carboxylic groups (COOH) ws. carboxylate (COO™) destabilizing the bilayer structure
and then the supramolecular assembly in tubes.

Similar experiments were carried out with addition of various volumes of NaOH (1 M).
At room temperature, the samples appear as turbid liquid solutions up to 16.7 mM NaOH.
Rods are observed by phase contrast microscopy as for the stock solution. In this case, in
comparison with the stock solution, we can expect that more fatty acid carboxylic groups
are ionized but without impact on the formation of tubes.

For those solutions (up to 12 mM NaOH), the enthalpograms (Figure 2.2 E-H) present
a shift of the first peak towards higher temperatures in comparison with the enthalpogram
of the stock solution. The maximum temperature of the first peak is 45.6 °C for the stock
solution, whereas for a sample with 12 mM NaOH the maximum temperature is 54.8 °C.
The main gel-to-fluid transition temperature is then shifted towards higher temperatures in
the presence of NaOH. We can suppose that the increase of carboxylate groups plays a role
in the main gel-to-fluid transition. Moreover, the maximum temperature of the second peak
is simultaneously shifted towards lower temperatures and the enthalpy decreased with the
addition of NaOH. The modification of the protonation/ionization ratio of the fatty acid
carboxylic groups can also modify the melting temperature of fatty acid tubes. By phase
contrast microscopy, we observed that lipid tubes with temperature-tunable diameter sur-
vived up to 12 mM NaOH. However, the temperature at which the tube diameter increases
rises proportionally with the quantity of added NaOH. For example, it was 52 °C for 12 mM
NaOH solution. These observations are in agreement with enthalpograms since the gel-to-
fluid transition was also shown to be shifted towards higher temperature.

At higher concentration of NaOH (>16.7 mM), a precipitate formed at room temperature.
For these samples, we observed the formation of star-like structures characteristic of lipid
crystals by phase contrast microscopy (Figure 2.3 C). The amount of precipitated material
and star structures increased with that of NaOH. We deduct from these observations that
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FIGURE 2.2 — Enthalpograms of a 1 % aqueous dispersion of 12-hydroxy-stearic acid ethanolamine salt
upon addition of HCI (B-D) and NaOH (E-H). For the sake of clarity, the enthalpogram of the stock solution
is also reported (A). The concentration of either HCl or NaOH is given in the figure.
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the precipitate is formed by fatty acid crystals. This result is rather surprising since the
increase of pH in fatty acid containing systems is generally associated with the formation of
micelles'? 3. However, the sodium salt of the 12-hydroxy stearic is not soluble in water even
at high temperature. These systems containing a precipitate present a simple endothermic
behavior by DSC with a single broad peak that starts at 30 °C (Figure 2.2 H). We suppose
that this peak corresponds to the fatty acid crystals fusion.

In summary, we have shown that the 120HSt tubes survive to small amount of both
NaOH or HCI without considerably modifying their overall properties (diameter) and for hi-
gher concentrations, crystals form. This is because the pH changes the protonation /ionization
ratio of the terminal carboxylic acid what is already known to change the self-assembly in
fatty acid systems.

FIGURE 2.3 — Phase contrast micrographs for selected samples. The scale bar represents 10 uM. The
temperature at which the images were recorded is indicated in the figure. A and B : in the presence of
13 mM HCI, C: 16.7 mM NaOH; D : 23 % ethanol; E : 41 % ethanol and F : 50 % stearic acid.

2.4.2 Effect of the fatty acid concentration

In lipid systems, the concentration of fatty acid is known to influence the formation of
lipid self-assemblies and their stabilities. For instance, Apel et al.,'® reported that the mo-
nocarboxylic acid concentration played a significant role in the stability of self-assembled
vesicles. At room temperature, all our samples up to a concentration of 100 mg/mL appear
as turbid liquid solutions as the stock solution which is at 1 %. For higher concentrations,
the system was still turbid but appears as a white viscous solution, the viscosity of which
increases leading to a gel at 300 mg/mL. At that concentration, the sample tube can be tur-
ned upside-down without any flow. For samples at a concentration from 3.3 to 30 mg/mL,
enthalpograms were similar to those obtained for the stock solution (Figure 2.4). Neverthe-
less, the first peak presents a slight shift towards higher temperatures and an increase of
the enthalpy with the concentration. The main gel-to-fluid transition temperature is then
modified by the concentration of fatty acid in solution.
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FIGURE 2.4 — Enthalpogram of various aqueous dispersions of 12-hydroxy-stearic acid ethanolamine salt.
The fatty acid concentration is given in the figure.

An important shoulder from 40 °C to 45 °C appears from a 2 % aqueous solutions of
the ethanolamine salt of 12-hydroxy-stearic acid (Figure 2.4 E). However, we have no inter-
pretation for this feature. The second peak of the enthalpograms presents a shift towards
lower temperatures and an increase of the enthalpy with the fatty acid concentration. These
results show that the melting of fatty acid assemblies depends on the concentration what
has been further confirmed by phase contrast microscopy.

At room temperature, as can be expected, the density of tubes (observed by phase-
contrast microscopy) seems to increase with the concentration of fatty acids. Upon rising
the temperature, tubes diameter still vary with the temperature. However, the temperature
at which the tube diameter increases is modified when the concentration of fatty acid is
higher than 1 %. For instance, that temperature was of 45 °C at 3 % compared to 48 °C for
the stock solution. In the same way, the melting temperature is also modified by the increase
of fatty acid concentration. For example, the melting temperature was 70 °C for the solution
at 3 %, whereas it is 75 °C for the stock solution. Tubes with temperature-tunable diameter
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were then observed for various fatty acid concentrations from 0.33 % to 10 %. For higher
concentrations, tubes no longer formed but the system more probably self-assemble into a
stack of membranes. This was well illustrated by phase contrast microscopy since no rods
were observed but rather lumps of fatty acid materials (not shown).

2.4.3 Fatty acid/ethanolamine molar ratio

We further investigated the phase diagram of this system by studying the effect of various
fatty acid/ethanolamine ratios. We first start with higher amounts of ethanolamine (than
that required for having the equivalence), i.e., for molar ratios, R, fatty acid/ethanolamine
lower than 1. At room temperature, all samples from R = 4/5 to 1/5 appear as turbid liquid
solutions as the stock solution. The enthalpogram of the sample at R= 4/5 (Figure 2.5 F)
was similar to that obtained for the stock solution (Figure 2.5 G), but the second peak was
shifted by 5 °C towards lower temperatures and its enthalpy was decreased. Moreover, a
shoulder appearing as a broad peak at around 55 °C was also observed. The second peak
disappeared upon decreasing the molar ratio (R=2/3) (Figure 2.5 E) at the expense of that
broad peak. At that molar ratio, the gel to fluid phase transition still occurred since the
first peak is present. However, it disappeared for R=1/2 (Figure 2.5 D), also at the expense
of the broad peak, the temperature of which was markedly shifted to lower temperatures.
Finally, for lower molar ratios, the broad peak was further shifted to lower temperatures and
in addition, it became sharper. It clearly appears that the molar ratio plays an important
role on the thermotropism of that system.

When we increased the temperature, tubes with temperature-tunable diameter were ob-
served for a molar ratio of 4/5 and 2/3 by phase-contrast microscopy as usually observed!!
(see also Figure 2.3 B as an example of large tubes observed by this technique). The tem-
perature at which the tube diameter increases was 48 °C, the same temperature than for
the stock solution. However, lipids tubes melted at 70 °C for a molar ratio of 4/5 whereas
for a molar ratio of 2/3 this occurs at 65 °C. Such a decrease of the melting temperature
cannot be well correlated with the observations made by DSC. Indeed, we observed no peak
at the corresponding temperature. From a molar ratio of 1/2 at room temperature, rods
were observed but their tube diameter did not vary as a function of the temperature as ob-
served for the stock solution. Rather, they melted at around 55 °C. Once again, no peak was
observed for the corresponding temperature. Rather, a large shoulder is detected at lower
temperature. This confirms as suggested above that the second peak is not well correlated
with the melting of the tubes. Similar observations were made for lower molar ratios except
that the melting occurred at around 40 °C.

The pH of those samples logically increased with the increase of the amount of ethano-
lamine. As previously commented for the study on the effect of pH, there is probably a mo-
dification of the protonation /ionization ratio of the terminal carboxylic group. However, the
effect is more important and rather different. Again, the increase of the amount of carboxy-
late (COO™) wersus. carboxylic groups does not hamper the formation of lipid assemblies.
However, the variation of the diameter no longer occurs and no crystals are formed. Then,
there is an additional phenomenon that occurs which does not depend on the protonation
state of the fatty acid but prevents the variation of the diameter with temperature.
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The molar ratio was also varied in the reverse case, that is, by increasing the amount
of fatty acid versus. ethanolamine. The molar ratio investigated were R=2/1, 5/2 and 3/1.
At room temperature, all samples appear as turbid liquid solutions as the stock solution.
Enthalpograms of these systems were similar to those obtained for the stock solution (Figure
2.5 (G-J)). However, the enthalpy of the first peak decreased with the increase of R. The
intensity of the second peak was higher than for the stock solution and even saturated.
Tubes with a temperature-tunable diameter were observed for a molar ratio of 2/1 and 5/2
by phase-contrast microscopy. For R=3/1, one observed tubes but in addition, filaments
are also presents together with small amounts of 2-3 um length crystals. Those structures
show that, in a relative excess, the fatty acid cannot be fully dispersed as tubes but remains
as crystals. Interestingly, fatty acid soaps are known to also crystallize as filaments?3. This
might also be a consequence of the modification of the protonation /ionization ratio since the
higher the molar ratio, the higher the amount of carboxylic groups.
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FIGURE 2.5 — Enthalpogram of a 1 % aqueous dispersion of 12-hydroxy-stearic acid ethanolamine salt with
various fatty acid/ethanolamine molar ratios. The molar ratio is given in the figure.

67



CHAPITRE 2. 12-HYDROXY STEARIC ACID LIPID TUBES UNDER VARIOUS
EXPERIMENTAL CONDITIONS

2.4.4 Addition of ethanol

Ethanol is well known to solubilise lipids but can participate, when added in small

amounts in aqueous dispersions, in the bilayer self-assembly as a cosurfactant?!. It is also
often used in sol-gel process where surfactants are used as templates. Besides, Ji et al.,?> used
peptide-dialkyl derivatives forming tubes as templates for synthesizing silicate tubes. They
showed that their tubes survived upon addition of ethanol until a given volume after what,
the assemblages change to fibers and vesicles. Moreover, the diameter of the lipid tubes in
some cases can be modified by the addition of ethanol, because it affects the hydration of
layers and can alter the spacing and packing of the lipid head groups.
Then, we investigated the effect of ethanol on our fatty acid forming tubes. Various amount
of ethanol were added to the stock solution, the volumes are given in table 2.1, together with
a summary of the observations made by phase contrast microscopy which are commented
here-after. At room temperature, all samples appear as turbid liquid solutions. Nevertheless,
with the addition of ethanol, samples are more limpid than the stock solution. Upon increa-
sing the temperature, tubes with a temperature-tunable diameter were still observed up to
an ethanol concentration of 9 %. The temperature at which the tube diameter increases was
48 °C, the same temperature than for the stock solution. Fatty acids tubes melted at 70 °C.
From 9 % to 16 % of ethanol concentration, we observed tubes but their diameter did not
vary with the temperature. Moreover, those microtubes melted at 50 °C.

Volume fraction of ethanol (%) Self-assembled structures

4.7 Lipid tubes with a temperature-tunable diameter
9 Rods

16 Rods

23 Mixture of rods, filaments, and coil filaments
29 Mixture of rods and filaments

33 Filaments and crystallized fatty acids

37.5 Filaments and crystallized fatty acids

41 Fibers and crystallized lipids

44 Limpid solution

TABLE 2.1 — Self-assembled structures of the lipid in ethanol/water mixtures.

From an ethanol concentration of 23 %, we still observed rods but also curved filaments
having a much higher length (Figure 2.3 D). In some cases, those filaments exhibited a coil
structure. Interestingly, similar textures have been reported in gemini surfactant dispersions
using nucleotides?. Moreover, for similar ethanol concentrations, Ji et al.,?> reported the for-
mation of fibers. Interestingly, the 12-hydroxy stearic acid is also known to form fibers in
organic solvents?® 27. For an ethanol concentration of 33 %, rods were no longer observed in
our case but filaments together with crystals which appeared as bright lumps (Figure 2.3 E).
When the ethanol volume fraction was increased to more than 44 %, the solution became
completely limpid suggesting that all fatty acids were fully dispersed as monomers or micelles.

Then, our fatty acid tubes can survive until a given volume of ethanol. For low amount,
we can expect that the ethanol molecules penetrate into the fatty acid bilayers?*. Ethanol can
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also play a role as cosurfactant by stabilizing the hydrogen bond network at the surface of the
bilayer. This feature has been suggested in fatty acid mixtures with longer chain alcohols
as nonanol'®. For higher ethanol concentrations, the bilayer is first probably destabilized
forming filaments, the exact structure of which remains to be determined after what the
fatty acids are solubilized.

2.4.5 Addition of NaCl

To characterize the effect of ionic strength on the lipid tubes formation (stability), we
added various volumes of NaCl (1 M). At room temperature, all samples up to a NaCl
concentration of 60 mM appear as turbid liquid solutions as the stock solution. From 70 mM
of NaCl a precipitate formed in the solution. The amount of precipitated material increased
with that of NaCl. We confirmed the presence of fatty acid crystals by phase contrast micro-
scopy (not shown). Similar observations have been reported by Visscher et al.?®, except that
they started from vesicles. The formation of a precipitate at high ionic strength in their bola
form mixtures was attributed to the reduction of the electrostatic headgroup repulsion. This
argument may also hold in our case since the surface of the bilayers is negatively charged,
mostly composed of carboxylate groups interacting with their counter-ions. Moreover, the
sodium may come in competition with the ethanolamine at the bilayer-water interface and it
is known that the sodium salt of 12-hydroxy stearic is not soluble, forming crystals in water.

The enthalpograms of these systems up to 60 mM NaCl (Figure 2.6) show a similar
complex endothermic behavior as that obtained for the stock solution. We observed a shift
of the first sharp peak corresponding to the gel-to-fluid transition towards high temperatures.
This peak at 45.6 °C for the stock solution shifts upon increasing the ionic strength to a value
of 56.4 °C for a concentration of NaCl of 60 mM (Figure 2.6 H). Moreover, the enthalpy of
the second peak is also modified with the addition of NaCl. This suggests that the melting
of the fatty acids can be modified by the addition of NaCl. This is also because the sodium
enters into competition with the ethanolamine, and it is known that the melting temperature
of fatty acids depends on the nature of the counter-ion. Once again, the value reaches that
of the pure fatty acid with its protonated carboxylic group, as previously observed upon
decreasing the pH with HCIL. Samples were observed as a function of the temperature by
phase contrast microscopy. Up to a concentration of 60 mM of NaCl, tubes with temperature-
tunable diameter were observed. The temperature at which the tube diameter starts to
increase was around 50 °C for all samples. That temperature is slightly higher than that for
the stock solution but remains lower than the gel-to-fluid phase transition as determined
by DSC. This is in contradiction with our previous observations which suggested that the
increase of the tube diameter started at the phase transition.

2.4.6 Doping with other lipids

Various lipids were added to the stock solution with the aim of studying the influence of
non-hydroxyl lipids within the 'core’ of the 12 hydroxy stearic acid bilayer on the formation
of tubes. Doping may be of particular interest for drug delivery or other applications but
in some cases, the addition of "foreign’ molecules may destabilize the initial supramolecular
architecture. We have previously shown that the ethanolamine salt of various non hydroxyl
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FIGURE 2.6 — Enthalpogram of a 1 % aqueous dispersion of 12-hydroxy-stearic acid ethanolamine salt
upon addition of NaCl. The NaCl concentration is given in the figure.
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fatty acids form membranes'®. As in the case of our tubes, those membranes exhibit a phase
transition, being in a gel phase at low temperature and in a fluid state at higher. However,
those membranes crystallize upon ageing when kept at room temperature.

Then, we prepared a fresh dispersion of the ethanolamine salt of palmitic acid and prior
its crystallization occurs, we added a desired volume of that solution to our tubes. Up
to a concentration of 30 % palmitic acid v.s. the 12-hydroxy stearic acid, the dispersions
appeared turbid as for the stock solution of tubes and were isotropic at 80 °C. Phase contrast
microscopy showed the presence of tubes at room temperature but no membranes suggesting
that the experimental procedure yielded a ’correct’ mixing of both fatty acids. Indeed, we
can reasonably expect that upon heating the mixture to the isotropic phase, both fatty acids
are well mixed together within the solution and do not remain un-mixed forming their own
separated supramolecular structures. From 43 % to 50 % palmitic acid, a white gel formed.
The enthalpograms of those systems from 0 % to 50 % palmitic acid showed a similar
behavior as that observed for the stock solution (Figure 2.7). The enthalpy of the first peak
slightly decreased with the increase of the amount of palmitic acid, the transition temperature
remaining the same at 45.6 °C. However, the second peak presents a shift towards lower
temperatures accompanied by a decrease of its enthalpy. Tubes with a tunable diameter
were observed up to a concentration of 30 % palmitic acid and for higher concentration,
tubes coexisted with fatty acid crystals, the relative amount of which increased with that
of the non-hydroxyl fatty acid. At 50 % palmitic acid, tubes were no longer observed but
only crystals. The melting of the tubes appeared at lower temperature upon increasing the
amount of palmitic acid, in agreement with the DSC experiments.

We prepared a sample using deuterated palmitic acid at 30 % allowing us to perform
a deuterium solid state NMR experiment. This technique is powerful for determining the
lipid phase behavior?® and has been employed successfully with this aim in the case of other
deuterated fatty acids systems'” & 3% 31 Tn the present case of tubes doped with deuterated
palmitic acid, the NMR spectrum consisted of a single isotropic line (not shown). This is
rather surprising since the pure ethanolamine salt of palmitic acid in water showed a wide
powder spectrum consistent with the formation of membranes'®. Even if palmitic acid was
not embedded within the 12-hydroxy fatty acid bilayer, but would remain as separated mem-
branes, it should yield a large powder spectrum. The occurrence of an isotropic line signifies
that palmitic acid undergoes fast isotropic motions as in the case of fatty acids embedded in
micelles!”. It is known that the tubes are not constituted by concentric bilayers but rather
by ribbons which rolled up to form the tubes®. This is clearly evidenced by transmission
electron microscopy as a helical marking because the connection of the ribbons represent
defects in which the contrasting agent accumulates. Then, we propose that the 12-hydroxy
stearic acid form the bilayer ribbons of the tubes and that palmitic acid lies at the edges of
the ribbons as defects. In that case, the palmitic acid would form a half micelle for closing
the 12-hydroxy stearic acid bilayer at the ribbons edges. Such a feature is known to occur in
catanionic systems>? or in bicelles®?. Such an arrangement of the palmitic acid would explain
the isotropic line as observed by NMR since they would exhibit fast motions and an isotropic
angle distribution in "half’ the micelle.

We also used the ethanolamine salt of stearic acid as the doping agent. At room tempe-
rature, that solution was turbid and behave in a similar fashion that the palmitic acid salt
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FIGURE 2.7 — Enthalpogram of a 1 % aqueous dispersion of 12-hydroxy-stearic acid ethanolamine salt
upon addition of a 1 % aqueous dispersion of palmitic acid ethanolamine salt. The palmitic acid volume is
given in the figure.
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except that the phase transition occurred at 57 °C (not shown). When mixed with the tubes,
we observed a very similar behavior as that with the palmitic acid. However, at 50 % stearic
acid, phase contrast microscopy depicted the presence of ribbons partially rolled up at room
temperature (Figure 2.3 F). As mentioned above, those assemblies are often encountered in
lipid forming tubes representing a preliminary step prior the formation of tubes®.

Mixing fatty acids with the corresponding fatty alcohol has been shown to be of particu-
lar interest since the presence of the alcohol contributes to the hydrogen bond network at the
surface of the bilayer!®. Then, we doped our 12-hydroxy stearic acid tubes with the analog
alcohol, i.e., the 12-hydroxy stearol. By phase-contrast microscopy, for all samples we obser-
ved rods, the length of which was slightly lower that those obtained with the stock solution
(not shown). However, the diameter of the tubes did not vary with the temperature and
DSC returned a single endothermic peak at 78 °C (not shown). Then, the presence of this
alcohol suppress the gel-to-fluid phase transition. Such a phenomenon is well known to occur
in phospholipid dispersions upon addition of cholesterol®*. Besides, we also doped our tubes
with a phospholipid bearing two alkyl chains, dimyrystoyl phosphatidyl choline (DMPC).
That pure phospholipid forms vesicles in water but only tubes were observed when mixed
with the ethanolamine salt of 12-hydroxy stearic acid. As mentioned above for palmitic acid,
this signifies that the phospholipids were well mixed within the fatty acid bilayers. Up to
a concentration of 30 % DMPC, the diameter of the tubes varied with the temperature.
Interestingly, we were able to incorporate up the 3 times the amount of DMPC in our tubes.
However, for such high concentrations, the diameter no longer varied. For higher amount of
DMPC, tubes no longer formed but we were not able to identify the formation of vesicles
as could be expected. Additional experiments such as transmission electron microscopy are
necessary to determine the supramolecular architecture in such mixtures but this is beyond
the scope of the present paper.

2.5 Conclusion

Tubes with temperature-tunable diameter can be formed in various experimental condi-
tions. The overall results are summarized in Figure 2.8. Briefly, the formation of tubes is not
so sensitive. They can survive to small amounts of salts, ethanol, NaOH and HCI. Interes-
tingly, they can be doped in a rather large excess since they also survive upon addition of
more than 30 % of an other lipid such as saturated fatty acids or a phospholipid. Finally,
variation of the molar ratio showed that the formation of temperature tunable tubes occurs
not only for the neutralized fatty acid salt. Altogether, those results are interesting and show
that the tubes made of 12-hydroxy stearic acid with ethanolamine as the counter-ion could
be used for various applications such as drug delivery or as templates for the synthesis of,
for instance, silica tubes with a tunable diameter.
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FIGURE 2.8 — Summary of the results depicting the variation of various physico-chemical parameters on the
self assembly of tubes. TTTD : temperature tunable diameter tubes. T : tubes with constant diameter. C :
fatty acid crystals. F : filament. Fi : fiber. M : membrane. L : limpid. Ri : ribbon. Atching zones correspond
to domains which were not investigated.
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2.6 Supplementary information

2.6.1 SI1 DSC data

The enthalpy is given in millicalorie knowing that 1.53 mL of fatty acid dispersion at a
concentration of 10 mg/mL are poured in the DSC cell.

Concentration Temperature Enthalpy  first | Temperature Enthalpy second
(mM) maximum first | peak maximum  se- | peak

peak (°C) cond peak (°C)
0 45.6 5.2 70.6 170.3
3.3 45.8 5.2 73.2 235.9
6.6 45.5 5.1 74.1 273.1
13.3 45.7 4.1 74.3 249.5  (satura-

tion)
TABLE 2.2 — Effect of HCL

Concentration Temperature Enthalpy  first | Temperature Enthalpy second
(mM) maximum first | peak maximum  se- | peak

peak (°C) cond peak (°C)
0 45.6 5.2 70.6 170.3
3.3 50.4 4.8 69.4 133.8
8 54 4.9 63.1 40.5
12 54.8 5.2 61.9 13.2
19.6 43.2 248.9

TABLE 2.3 — Effect of NaOH.

Concentration Temperature Enthalpy  first | Temperature Enthalpy second
(mg/mL) maximum first | peak maximum  se- | peak

peak (°C) cond peak (°C)
3.3 45.3 1.7 74.4 74.2
5 44.9 1.9 74.1 84.8
7.5 45.1 4.4 73.4 106.9
10 45.6 5.2 70.6 170.3
20 46.3 9.8 68.0 230.5
30 46.6 14.3 66.7 275.6

TABLE 2.4 — Effect of the fatty acid concentration.
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Ratio Temperature Enthalpy  first | Temperature Enthalpy second
maximum first | peak maximum se- | peak
peak (°C) cond peak (°C)
3/1 46.1 1.8 72.1 283.7  (satura-
tion)
5/2 46.6 3.7 74.4 210.6  (satura-
tion)
2/1 45.8 8 75.8 190 (saturation)
1/1 45.6 5.2 70.6 170.3
4/5 46 4.5 64.8 116.4
2/3 46 4.3 53.2 36.2
1/2 45.1 55.2
1/3 35.7 257.8
1/4 35 248.6
1/5 34.9 236.7
TABLE 2.5 — Effect of the fatty acid/ethanolamine molar ratio.
Concentration Temperature Enthalpy  first | Temperature Enthalpy second
(mM) maximum first | peak maximum  se- | peak
peak (°C) cond peak (°C)
0 45.6 5.2 70.6 170.3
5 51.2 5.4 1.7 184.7
10 53.8 5 1.7 184.2
20 55.4 5.6 74.9 267.5
30 56.8 4.4 72.9 163.1
40 56.8 5.4 75.8 265.6
50 57.6 4.3 73.6 168.8
60 56.4 4.5 72.8 180.9

TABLE 2.6 — Effect of NaCl.

Volume (%) Temperature Enthalpy  first | Temperature Enthalpy second
maximum first | peak maximum  se- | peak
peak (°C) cond peak (°C)

0 45.6 5.2 70.6 170.3

9 45.5 5.2 66.8 119.6

20 45.3 0.2 62.7 100

25 45.2 0.1 60.6 81.6

29 45.3 2.6 58.9 73.4

33 45.3 2.3 56.3 46

43 45.2 0.9 593.3 19

TABLE 2.7 — Doping with palmitic acid.
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2.6.2 SI1 pH data

HCI concentration (mM) | pH
0 9.8

3.3 9.8

6.6 9.7

13.3 8.8

19.6 8.2

TABLE 2.8 — pH data (HCI).

NaOH concentration (mM) | pH
0 9.8

3.3 10.2

8 10.4

12 10.6

19.6 10.7

TABLE 2.9 — pH data (NaOH)
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Dans le chapitre précédent, nous avons émis I’hypotheése que, pour des tubes d’acides gras
12-hydroxy stéarique avec I’éthanolamine comme contre-ion, ’augmentation du diameétre des
tubes est reliée avec la transition entre la phase gel et la phase fluide des bicouches d’acides
gras. Pour vérifier cette hypothése et obtenir des informations complémentaires sur I'aug-
mentation du diamétre des tubes en fonction de la température, la deuxiéme partie de nos
travaux a été consacrée a la compréhension de ce phénomeéne. Il est en effet indispensable de
connaitre précisément I’évolution de la structure de ’assemblage en solution en fonction de
la température pour pouvoir ensuite caractériser ses propriétés interfaciales sous ’action de
cette contrainte externe.

Des études préliminaires ont montré que suivant la nature du contre-ion, il était possible
de modifier la température pour laquelle le diamétre des tubes augmente (cf. Chapitre 1).
Dans le but de réaliser une étude exhaustive, des contre-ions différant par la longueur de leurs
chaines carbonées et par la position du groupement amine ou hydroxyle ont été utilisés pour
produire des tubes multilamellaires ayant potentiellement des propriétés différentes vis-a-vis
de la température. Ainsi, pour tenter de comprendre ce phénomeéne, une étude multi-échelles
couplant la microscopie optique, ’analyse thermique différentielle et la diffusion de neutrons
aux petits angles a été réalisée sur ces différents systémes.

Dans un premier temps, nous avons montré que des tubes a diamétre variable sont obtenus
pour une large gamme de contre-ions. De plus, la température a laquelle le diamétre des tubes
commence a augmenter ainsi que la température de fusion des tubes sous forme de micelles
varient en fonction du contre-ion utilisé.

Dans un second temps, nous avons établi que I'augmentation du diameétre des tubes en
solution n’était ni reliée a la transition entre la phase gel et la phase fluide des bicouches, ni a
la variation de I'espace interlamellaire. Par contre, la dynamique des bicouches est fortement
modifiée a la température pour laquelle le diamétre des tubes augmente.
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CHAPITRE 3. MULTI-SCALE STRUCTURAL CHARACTERIZATIONS OF FATTY
ACID MULTILAYERED TUBES WITH A TEMPERATURE-TUNABLE DIAMETER.

3.1 Abstract

It is known that 12-hydroxystearic acid coupled via ion-pairing with a counter-ion such
as ethanolamine self-assembles into supramolecular multilayer tubes which exhibit a peculiar
temperature tunable diameter variation. At a given temperature threshold (T@4), there is
a large increase of the tube diameter by almost one decade. We investigate here the nature
of the counter-ion on the self assembly of such tubes and the variation of their diameter
with the temperature. Height counter-ions are used to produce tubes wvia ion-pairing with
12-hydroxystearic acid. We systematically measure structural parameters at different scales
coupling phase contrast microscopy and small-angle neutron scattering (SANS), in com-
bination with thermodynamic studies using differential scanning calorimetry (DSC). The
temperature (T©4) is found to depend sensitively on the nature of the counter-ion. One
could not identify any DSC peak associated to the diameter variation. However, a detailed
line-shape analysis of the SANS spectra reveals that a significant softening of the elastic
properties of the multilayer tube walls occurs at (T@;), for all counter-ions investigated.
Depending on both temperature and the nature of the counter-ion, the interlayer spacing in
the multilayered structure (respectively, the bilayer thickness) varies in a range from 240 A
to 440 A (resp. from 22 A to 42 A) but those variations appear not to be related to (T@4).
Altogether, our results show that the variation of the diameter is correlated to the nature of
the counter-ion and to the elastic properties of the bilayer stack.

Keywords : Lipid tubes, SANS, hydroxy fatty acid, self-assembly, counter-ion.
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3.2. INTRODUCTION

3.2 Introduction

There is a growing interest for producing supramolecular assemblies with stimuli respon-

siveness to external environmental changes. This is mainly because of their potential use in
biology and materials science 2. Tubes are of particular interest because they are hollow
structures which could be filled by drugs suggesting potential applications in the field of bio-
logy and drug delivery?. In the case of multilayered walls, the encapsulation of drugs between
the bilayers should be possible as has been done for multilamellar vesicles® ®. Although they
are opened structures, this could allow a slow delivery of the drugs. Tubes are also attractive
for materials chemistry since they can be used as sacrificial templates for the synthesis of, for
instance, silica tubes®. Control of length and diameter of tubes is important because those
parameters can drive the release rate in controlled-release®® or the shape of the resulting
materials.
There are a limited number of lipids known to self-assemble into tubular structures®. Ge-
nerally, the tubes are made of bilayer ribbons which are rolled up® ?. The diameter of the
tubes can be varied depending on the composition® °. For instance, increasing the alkyl
chain length in gemini surfactants has been shown to increase the diameter of the tubes!t.
There exist various theoretical models which describe the formation of tubes!?. They are
based upon the elastic properties of the surfactant bilayers in relation with the chirality of
the system. Thus, they use as basic parameters the bilayer bending modulus, bilayer thick-
ness and interlayer spacing'? 3. Hence, it is of great importance to make a full structural
characterization at all length scales to determine those parameters. However to date, there is
not any model allowing the prediction of the tube diameter as a function of the composition,
or explaining the variation of the tube diameter with temperature or even other parameters.
Interestingly, we recently introduced a system which forms multilayer tubes with a tempera-
ture tunable diameter'® '>. The tubes were made of the 2-amino-1-ethanol (ethanolamine)
salt of 12-hydroxy-stearic acid and their outer tube diameter varies from 600 nm to about
5 microns upon heating'®. The tube walls are made of concentric stacked bilayers of the
fatty acid salt, each separated by a layer of water'? as illustrated Figure 3.1. We have pre-
viously suggested that the increase of the tube diameter could be correlated with the gel
(Lg) to fluid (L,) phase transition in the fatty acid bilayer'S. We have also shown in prelimi-
nary experiments limited to optical microscopy observations that changing the nature of the
counter-ion modifies the temperature at which the tube diameter starts to increase (T@1)".
However, despite our various investigations on this system, we still have no explanations for
understanding why the tube diameter varies with temperature.

Based upon our previous results, it became obvious to study a larger panel of systems
forming tubes potentially having a different behavior as a function of the temperature in
order to elucidate this phenomenon. We chose to vary the nature of the counter-ion using
a series of hydroxylalkylamine as depicted in Figure 3.1. We varied the counter-ion alkyl
chain length and the position of the amino or hydroxyl groups, expecting to change T®x.
We first investigate those systems by phase contrast microscopy allowing us to determine
the temperature, T, at which the tube diameter starts to increase. Next, we perform DSC
experiments to check if the variation of the tube diameter is correlated with the gel (Lg) to
fluid (L) phase transition. Further SANS data yield the bilayer thickness and the interlayer

89



CHAPITRE 3. MULTI-SCALE STRUCTURAL CHARACTERIZATIONS OF FATTY
ACID MULTILAYERED TUBES WITH A TEMPERATURE-TUNABLE DIAMETER.

spacing as a function of the temperature. The coupling of these techniques allows us to probe
the systems at different length scales and is reported hereafter separately.

3.3 Materials and methods

3.3.1 Stock Solution Preparation

12-hydroxy stearic acid (Sigma-Aldrich, 99 % purity) was weighed accurately in a sample
tube into which ultra pure water was added to reach a concentration of 10 mg/mL (1 %).
Then, we incorporated the desired volume of a 1 M stock solution of the counter-ion to
reach equivalence (12-hydroxy stearic acid /counter-ion molar ratio R=1/1). The mixture was
heated at 80 °C for 15 min until all components were dispersed and then vigorously vortexed.
Prior to use, each sample was heated at 80 °C for 15 min and cooled at room temperature.
A given enthalpogram is an average on 3 temperature cycles. Its reproducibility has been
checked at least on three samples.

3.3.2 Phase Contrast Microscopy

Phase-contrast microscopy was used to investigate the variation of the tube diameter
as a function of temperature (from 20 °C to 80 °C). Microscopy observations were carried
out at 20x magnification using an optical microscope in the phase-contrast mode (Nikon
Eclipse E-400, Tokyo, Japan) equipped with a 3-CCD JVC camera allowing digital images
(768x512 pixels) to be collected. A drop of the lipid dispersion (about 20 x.) was deposited on
the glass-slide surface (76x26x1.1 mm, RS France) and covered with a cover slide (22x22 mm,
Menzel-Glaser, Germany). The glass slides were previously cleaned with ethanol and acetone.

3.3.3 Differential Scanning Calorimetry

We employed differential scanning calorimetry (DSC) to characterize the lipid-phase
transition. Experiments were performed on a microcalorimeter from MicroCal Incorpora-
ted (USA). An amount of 1.5 mL of the lipid solution was injected into the sample cell with
a syringe. The reference cell contained 1.5 mL of ultra pure water. The sample was scanned
between 8 °C and 80 °C at 1 °C / min.

3.3.4 Small-angle neutron scattering

Small-angle neutron scattering (SANS) experiments were performed at Laboratoire Léon-
Brillouin (Saclay, France) on spectrometers PAXY and PAXE. For both spectrometers, we
use two configurations to get a Q-range lying between 0.005 A~ and 0.4 A~? (respectively
4Aat1.4mand8A at 6.7 m on PAXY and 4 A at 1.4 m and 12 A at 4 m on PAXE). The
neutron beam was collimated by appropriately chosen neutron guides and circular apertures,
with a beam diameter at the sample position of 7.6 mm. The neutron wavelength was
set to the desired value with a mechanical velocity selector ( AA/A ~ 0.1). The samples,
prepared with deuterated water, were held in flat quartz cells (Hellma) with a 2 mm optical
path, and temperature-controlled by a circulating fluid to within + 0.2 °C. All samples
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were freshly made. The azimuthally-averaged spectra were corrected for solvent, cell and
incoherent scattering, as well as for background noise. The general theory for fitting the
SANS data can be found in the literature'” and our present data were fitted with models
which were previously described for other fatty acid systems'® & 19,

3.4 Results and discussion

3.4.1 Phase contrast microscopy experiments

Our previous experiments yielding tubes having a temperature tunable diameter were
done with the l-amino-2-ethanol (ethanolamine) salt of 12 hydroxy stearic acid in water.
For the sake of clarity, this counter-ion is called here C2 because it has two carbons between
the a - NH; group and the terminal w - OH group. The alkyl chain length of the counter-ion
was progressively increased up to 6 carbons (C6), increasing its hydrophobicity (see Figure
3.1). Those mixtures of fatty acids with hydroxylalkylamine are denoted in the rest of the
article with the abbreviation of the hydroxylalkylamine, i.e., C2 to C6. Next, we also used
hydroxylalkylamines which differed by the number and/or the position of the hydroxyl and
the amine groups (see Figure 3.1). For instance, 2-amino-1-propanol (C3b) differs from C3
by the position of the hydroxyl group. The 3-amino-1.2-propanediol (C3c) has three carbons
as C3, but has two hydroxyl groups. Finally, the 2-amino-1-butanol (C4b) has the same alkyl
chain length as C4, but the amine group is on the second carbon.

At 20 °C, samples appear as turbid liquid solutions with the mixtures prepared with
12-hydroxy stearic acid and all the counter-ions depicted Figure 3.1. As viewed by phase
contrast microscopy, tubes are formed in all cases. The phase contrast micrographs are si-
milar to those previously observed'* and an example is depicted Figure 3.2 in the case of
C3b. All counter-ions give stable tubes when kept at room temperature, except for C4b and
C6 for which the solution became slightly viscous and clearer after about one day. Since the
initial turbidity originates from the scattering of light by the tubes, this clarification points
out a morphological change of the self-assembly. After an additional day, a translucent gel
formed : the sample did not flow when the cell was turned upside down. This behavior has
been previously observed for C6 and is associated with a transition from tubes to twisted
ribbons?’. Thus, we can assume that the same phenomenon occurs with C4b. Interestingly,
this behavior was not observed using C4, the hydroxyalkylamine bearing the same chain
length but with the amine group at the terminal position (see Figure 3.1).

Upon heating, the tube diameter increased for all hydroxylalkylamines counter-ions (in-
cluding C4b and C6), at a given threshold temperature. For the sake of clarity, we will
further denote that temperature at which the diameter starts to increase as the threshold
temperature, T®¢. Upon a further increase of the temperature, the diameter reached a value
of about 5 pm after what it decreased at a temperature denoted T©,. Interestingly, T,
is about T@; + 10 °C (see Supplementary Information section, Table 3.2). Upon a further
increase of temperature, tubes finally melted, producing an isotropic solution and tubes are
no longer observed by phase contrast microscopy (Figure 3.2). The variation of the tube dia-
meter with the temperature, an astonishing behavior, has already been observed for C2'°.
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(2 (2-amino-1-ethanol)

C3 (3-amino-1-propanol)
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C3c¢ (3-amino-1,2-propanediol)
C4 (4-amino-1-butanol)
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FIGURE 3.1 — Schematic representation of the multilayer tubes (d, interlayer spacing) (J, bilayer thi-
ckness) and chemical structure of the 12-hydroxy stearic acid and hydroxylalkylamines used, 2-amino-1-
ethanol (C2), 3-amino-1-propanol (C3), 1-amino-2-propanol (C3b), 3-amino-1.2-propanediol (C3c), 4-amino-
1-butanol (C4), 2-amino-1-butanol (C4b), 5-amino-1-pentanol (C5) and 6-amino-1-hexanol (C6).
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Here, we mainly focused on T®4 to avoid any confusion.

T4 strongly depends on the nature of the counter-ion from C2 to C6. It decreases with
the increase of the hydroxylakylamine chain length from 48 °C for C2 to 30 °C for C6 (Figure
3.4). In the same way, the melting temperature of the tubes decreases with the increase of
the chain length of the hydroxylalkylamine (see Supplementary Information section, Table
3.1). It decreases from 70 °C for C2 to 45 °C for C6. For the other counter-ions (C3b and
C4b), the same behavior is observed (see Figure 3.4 and Table 3.1 in the supplementary
information section).

¢ I Td)max T¢l Trusion
Temperature (A.U.)

F1GURE 3.2 — Selected pictures of tube dispersions made of 1-amino-2-propanol (C3b) salt of 12 hydroxy
stearic acid at 10 mg/mL as a function of the temperature. The scale bar represents 10 um. The temperature
at which the images were recorded is indicated in the figure. Similar pictures were recorded for other counter-
ions. For the sake of clarity, a schematic representation of the variation of the tube diameter with the
temperature is also shown.

3.4.2 DSC experiments

As recalled in the introduction section, we have shown in a previous work!6, that for
C2, the increase of the tube diameter is correlated with the gel (Lg) to fluid (L,) transition
(of the fatty acid bilayer) which was assigned to a sharp peak in DSC experiments. Then,
we performed DSC experiments for all other counter-ions. The enthalpograms are shown
in Figure 3.3 and the data for the transition temperatures and the enthalpies are given in
the Supplementary Information section, Table 3.3. For comparison, we also included the
data for C2 although they are already published!®. In all cases, one observed a complex
endothermic behavior. At high temperature (55 °C-75 °C), a broad peak is present in all
enthalpograms. It was expected to stand for the melting of the tubes'®. This is rather well
correlated with the microscopy observations : the melting temperature of the tubes decreased
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F1GURE 3.3 — Enthalpograms obtained for 1 % mixtures of tubes made of the various counter-ions (heating
curves) ion-paired with 12 hydroxy stearic acid. The nature of the counter-ion is indicated on the left of each
curve.
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with the counter-ion alkyl chain length (see Figure 3.9 in the Supplementary Information
section). Interestingly, that melting temperature can be markedly modified for a given chain
length (see C3c vs. C3).

At lower temperature, the behavior differs from one counter-ion to another. For C2,
C3 and C3c, we observed a sharp peak. For C3 and C3c, the two temperatures T@4 (as
determined by phase contrast microscopy) do not match with the temperature of this peak.
Furthermore, for all other systems, that sharp peak was no longer observed. An additional
broad peak was also observed for C3, C4, C5 and C6 and even for C4b. Here again, it cannot
be assigned to any thermal event that would be observed by microscopy (Figure 3.4). This
means that our initial expectation made for C2, associating the gel (Ls) to fluid (L,) phase
transition with the increase of the tube diameter, does not hold for all counter-ions. The
absence of the sharp peak on several enthalpograms could also suggest the absence of a gel
(Lg) to fluid (L,) phase transition for the corresponding systems. In order to check this
feature, we performed SANS measurements, allowing determining in which phase the fatty
acids are embedded by giving the bilayer thickness.

60 . : : . .
55 ;
50 | 1
45 .

Temperature (°C)

'—P—'I—<I>—ll

40

35

30 F T T N

25 ] -
C3

C2 Ci3bh C3¢ C4 C4 C5 C6
Carbon number

FIGURE 3.4 — Characteristic temperatures of the various thermal events recorded in this study as a function
of the nature of the counter-ion. e : T®+ as determined by phase contrast microscopy, B : temperature of
the first broad peak determined by DSC (the errors bars are smaller than the symbols). O : temperature of
the sharp peak determined by DSC (the errors bars are smaller than the symbols), < : Tfl : temperature at
which the SANS Bragg peaks flattened. The grey area stand for the gel Lg (dark grey) to fluid L, (clear
grey) phase in which the 12 hydroxy stearic acid are embedded as determined from the change of the bilayer
thickness measured by SANS (see text). The dotted line is drawn to guide the eye.
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3.4.3 SANS experiments

The azimuthally-averaged scattering spectra for all counter-ions from 19 °C to 65 °C are
represented in the Supporting Information section, Figure 3.7. Selected scattering spectra
are given as a function of temperature in the case of C3b in Figure 3.5a. In the low-(Q) region,
we observe two to three intense sharp peaks whose position can be readily identified, exactly
in aratio 1 : 2 : 3 (Qo, 2Qo, 3Qo). This result is similar to that already observed at room
temperature for C2!* and shows that tubes are formed by periodically stacked bilayers (see
sketch Figure 3.1). Because the radius of curvature of the tube walls is always much larger
than the spatial scale probed with neutron scattering, it is possible to describe the main
features of the spectra in terms of a simple model of planar membranes being stacked with
a period d. The scattering intensity, I(Q), can be expressed as the product of three terms,
namely, the form factor P(Q) of a planar membrane of well-defined thickness ¢, with the
simple expression :

sin?(Q6/2)
Q2

the structure factor S(Q) of the 1D stack, and a Lorentz factor 1/Q? accounting for the
random orientation of the membranes in the scattering volume, that is to say :

P(Q)S(Q)

02

Such a description readily yields the interlayer spacing, i.e., the distance d as 27/Qy,
corresponding to one lipid bilayer plus one water layer in the stack of bilayers (see Figure
3.1). The data are displayed as a function of temperature and the nature of the counter ion
Figure 3.6. The numerical values are also given in the Supplementary Information section,
Table 3.4 and 3.5. For C2, C3b and C3c, the interlayer spacing first increases and then
decreases upon heating. For C3, C4, C4b, C5 and C6, we observed that the interlayer spacing
only decreases upon heating. The range of variations was similar whatever the counter-ion,
from about 400 A to 240 A. Thus, it appears that the increase of the tube diameter triggered
by temperature cannot arise from a simple increase of the interlayer spacing : the number
of stacked bilayers or the diameter of the water core of the tubes also have to increase,
separately or in combination, in order to compensate for the observed decrease in interlayer
spacing.

At large Q, in the Porod regime, one probes the surface scattering of the objects and the
scattering decays like Q™% as the structure factor contribution having reached its asymptotic
value 1, the intensity reduces to I(Q) ~ P(Q)/Q*. In the so-called Porod representation,
where Q! times the scattering intensity is displayed as a function of Q (see Figure 3.5 b and
Supplementary Information section, Table 3.6 and 3.7), a main oscillation appears related
to the form factor of the bilayer. A fit to this form factor main oscillation yields the value
of the bilayer thickness 0 as a function of temperature. The values are given in the Sup-
plementary Information section and examples of fits are shown in Figure 3.5b. For C2, the
bilayer thickness § was about 40 A & 1 at low temperature'® and then decreased to 23 A + 1
above the phase transition of 45 °C that corresponds to the sharp peak observed by DSC as

Q) =

Q) ~
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FIGURE 3.5 — (a) SANS intensity profile for 3-amino-1.2-propanediol (C3c) salt of 12-hydroxystearic acid
as a function of the temperature. The data were arbitrary shifted in intensity for the sake of clarity. The lines
correspond to the best fit of the data according to the model described in the text. (b) SANS intensity profile
for 3-amino-1.2-propanediol (C3c) salt of 12-hydroxystearic acid as a function of the temperature displayed
in the Porod representation. The lines correspond to the best fit of the data according to a previously
published model'®. (¢) SANS intensity profile for 6-amino-1-hexanol (C6) salt of 12-hydroxystearic acid at
45.5 °C illustrating the formation of micelles at high temperature. The lines correspond to the best fit of the
data according to the form factor of a sphere.
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the temperature. The colored solid lines are drawn to guide the eye.
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commented before!S. The value of 40 A + 1 at low temperature suggests that fatty acids are
embedded in a gel bilayer phase (Lg) since it corresponds to twice the length of the fatty
acid chain length (21 A)w. At higher temperature, the fatty acids are in a fluid phase (L,),
most probably with their alkyl chains interdigitated since the thickness is markedly lower
than twice their extended conformation. For C3b and C3c, one observed a similar behavior,
with different transition temperatures (Figure 3.6). For C3 however, there is not any longer
a regime for which the thickness is of the order of 40 A at low temperatures. The thickness
decreases from 32 A at 24 °C down to a minimum value close to that obtained for C2 at high
temperature. This indicates that the gel (Lg) to fluid (L,) phase transition occurs at a tem-
perature below the lowest temperature investigated here. Therefore, the sharp peak observed
by DSC for C3 at 35 °C (Figure 3.4) does not correspond to that phase transition. For C4,
C4b, C5 and C6, we observed that the bilayer thickness only slightly decreases from a given
value which shows that for such systems, the fatty acids are already embedded in their fluid
(L,) bilayer phase at the lowest temperature investigated here. The bilayer thickness data
were fitted with a sigmoid curve (a convenient but arbitrary choice) and the gel (Lg) to fluid
(L,) phase transition was then estimated at the inflection point. The resulting temperatures
are reported in Figure 3.4, where it clearly appears that they are not correlated with Toy.
The origin of the increase of the tube diameter is thus not linked to the gel (Lg) to fluid
(L,) phase transition.

However, there is a striking feature in the SANS spectra, observed for all systems, it is
that Bragg peaks flattened at a given temperature (see Figure 3.5 a and Figure 3.8 in the
Supporting Information). However, below and above that temperature, the peaks remained
relatively sharp. The temperature at which this flattening occurs is further denoted T, and
was recorded and plotted as a function of the counter-ion in Figure 3.4. Interestingly, the
flattening occurs at a temperature which matches exactly T, for all counter-ions investiga-
ted (T ;=T®4). A flattening of the Bragg peaks reveals a decrease of order which may occur
either because bilayers fluctuate with higher amplitude, or because the amount of stacked
bilayers in the tube walls decreases.

In order to satisfactorily account for this feature, we employed a more sophisticated mo-
del for the structure factor in which both the number of stacked bilayers and the Caillé
parameter (1) accounting for the thermal fluctuations of the bilayers?!, were adjusted. The
Caillé parameter is essentially determined from the Bragg peak region of the spectrum. For
C2, C3, C3b, and C4 (see Figure 3.8 in the Supporting Information), the same trend occurs.
For C3c (Figure 3.5 a), below Ty, the fit yielded 4 for the number of stacked bilayers. The
Caillé parameter (n) is 0.03 £ 0.005. At T, one obtains the same number of bilayers. Ho-
wever, 1 has increased more than a factor of two (1 is 0.065 4+ 0.005). Clearly, it provides
that the elastic properties of the bilayer stack are strongly modified at that temperature, the
stack becoming much softer. This may be due to a weakening of the interactions between
adjacent bilayers, an increase of bilayer flexibility, or a combination of both. However, Ty, is
not related to the gel (Lg) to fluid (L,) phase transition for which the bilayer flexibility may
increase??”26, Then, it is tempting to suggest that stack softening rather occurs because of a
weakening of the interactions between adjacent bilayers.

Surprisingly at T>Ty, at the temperatures for which the tube diameter has decreased again
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to its initial value, the data could only be well fitted with about 7 bilayers, a value signifi-
cantly higher from the above-mentioned numbers. Such an increase of the numbers of layers
would mean that additional bilayers self assemble within the tubes what seems inconsistent.
However, because of mass conservation, such an increase of the number of layers would pos-
sibly results either from a decrease of the tube length or from a decrease of the quantity of
tubes. The comparison of the pictures of Figures 3.2 taken respectively at 20 °C and 50 °C
favors this last hypothesis because the number of tubes has largely decreased at 50 °C. At
T>Ty, the value of the caillé parameter (1) is around 0.02 £ 0.005 a value very close to that
obtained at T<Ty;. The decrease of 1 would mean that the interactions between adjacent
bilayers are now similar to those below T ;. The same trend has been observed for the other
counter-ions (see Supporting Information, Figure 3.8).

In the specific case of C6 at high temperature, the shape of the scattering spectrum
was markedly different. The sharp peaks have disappeared, revealing a complete structural
change of the self-assembly. At large Q, we can fit the data with the form factor of a sphere
with a radius of about 23 A, suggesting the formation of micelles at that temperature.
We previously suggested such a feature because the samples become transparent at high
temperature!®. Since they are charged, micelles strongly repel over large distances, which
gives rise to the broad correlation peak seen at around 0.04 A-1in reciprocal space (Figure
3.5 ¢), corresponding in direct space to the average separation distance between micelles'" 9.
This behavior was not observed for all other systems, only because the melting temperature
was in such cases higher than the maximal temperature we have presently investigated by
SANS. Since all our dispersions become transparent at a given ’high’ temperature (see the
values for each counter-ion in the supporting information section, Table 3.1), we conclude
that micelles are formed when tubes melt for all the counter-ions used here.

3.5 Discussion

Our results show that with all hydroxylalkylamine salts of 12-hydroxy-stearic acid used,
we can produce multilayer tubes. All counter-ions give stable tubes when kept at room tempe-
rature with time, except for C4b and C6, which transit to twisted ribbons upon resting after
an elapsed time of a few hours. Upon heating, all systems yield tubes with a temperature-
tunable diameter. The nature of the counter-ion strongly modifies the temperature at which
the tube diameter increases. Using DSC, we show here that this phenomenon is not corre-
lated with a thermal event since no peak was observed at the corresponding temperature
(Figure 3.3 and 3.4). Conversely, both the sharp peak in the case of C2, C3 and C3c and
the first broad endothermic peak, which are observed from C3 to C6 and for C3b and C4b,
cannot be attributed to any structural changes, neither at a local scale, as shown by SANS,
nor at microscopic scales. In the literature, broad DSC peaks have also been recorded in re-
lated fatty acid systems and the authors suggested that those peaks resulted from a complex
process that involves the neutralization of the carboxylic group?’. The same process may
possibly occur here. It must be mentioned that fatty acids and the hydroxyl-alkylamine are
respectively weak acid and base. Then, there is a coexistence of fatty acids under their car-
boxylic (COOH) and carboxylate (COO™, ethanolamine salt) forms. Since the dissociation
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constant changes with temperature, the COO~/COOH ratio would change upon heating.

At contrast, the second high temperature broad peak is clearly well correlated with the
melting of the tubes (see Supporting Information section, Figure 3.9). By phase contrast mi-
croscopy and DSC, we showed that the nature of the counter-ion strongly modifies the tube
melting temperature : the higher the hydrophobicity, the lower the melting temperature.
Increasing the hydrophobicity of the counter-ion is already known to affect the electrostatic
interactions between the counter-ion and the amphiphile which in turn play a role in the
melting of the lattice®®. This is in accordance with the formation of micelles above the mel-
ting temperature.

We expected that the increase of the tube diameter would arise from the swelling of
the bilayers (increase of the interlayer spacing). By coupling microscopic observations and
SANS data, we clearly see that the variation of the tube diameter cannot be correlated with
structural parameters of the system such as the bilayer thickness or the interlayer spacing.
We even show that the variation of the tube diameter may occur with bilayers embedded in
their gel (Lg) or in their fluid (L,) phase.

However, there is one feature that is very well correlated with the variation of the tube
diameter with the temperature : the flattening of the Bragg peaks occurs at T®4. Our fitting
procedure using the Caillé parameter which accounts for the dynamics of the bilayer does
nevertheless not allow a further understanding of the variation of the tube diameter. The
flattening of the Bragg peaks is directly correlated to the increase of the tube diameter.
A rigorous analysis of the lineshape clearly shows, at T = T4, an increase of the Caillé
parameter (n) while the number of layers remains constant. This result clearly indicates that
the elastic properties of the bilayer stack are strongly modified at that temperature, the
stack becoming much softer.

3.6 Conclusions and perspectives

Although there still remain some points to clarify for a full understanding of the thermal
behavior of the tubes, our results are of interest for both a fundamental and an application
point of view. In particular, the possibility of tuning the state of the bilayer at room tempera-
ture by varying the nature of the counter-ion is of particular interest. The SANS data clearly
show that for several hydroxylalkylamines (see Figure 3.4 and 3.6), the bilayer thickness is
consistent with fatty acids embedded in a gel phase at room temperature. For others, the
transition probably occurs at a lower temperature since the thickness is markedly reduced.
This is of interest since the permeability of the bilayers strongly depends on its gel or fluid
state?0. Moreover, the use of tubes having bilayers embedded in a gel state is probably more
suitable for materials chemistry since the tubes are then more rigid?.

Another point of interest in such systems is that the interlayer spacing can be tuned by
both the temperature and the nature of the counter-ion in a range varying from 240 A to

450 A. Such an interlayer spacing is rather large for a system made of ionic amphiphiles but
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this should enable loading and release of drugs inside the multilayer structure as a function
of the temperature®.

An additional interesting feature for various applications and for our understanding of the
formation of tubes is that in our system, tubes melt into micelles at high temperature. Such
a transition should help us in the future to determine the different kinetic pathways which
occur for the self-assembly of tubes. In most other cases reported to date®, the bilayers of
the tubes are in their gel (Lg) state and heating is accompanied by the transition to the fluid
(L) state together with a structural change since vesicles are formed?. Then, our present sys-
tem may be of interest for testing various models that have been described in the literature!2.

Altogether, our present findings show that the astonishing behavior that consists of the
variation of the diameter of the tubes with the temperature cannot be explained with the
usual variation of intrinsic parameters as the bilayer thickness. We believe that chirality
might be involved in this phenomenon and we are further purifying both enantiomers of
12-hydroxy stearic acid to check whether this behavior still occurs when there are pure.
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3.7 Supplementary information

3.7.1 Phase contrast microscopy data

Counter-ion

Melting temperature (°C)

C2
C3
C3b
C3c
C4
C4b
C5
C6

70
67
70
80
65
61
62
45

TABLE 3.1 — Evolution of the tube melting temperature as determined by optical microscopy (disappearance

of tubes), for all counter-ions.

Counter-ion | T@y (°C) | To,
C2 48 56
C3 42 92
C3b 40 o0
C3c 48 o8
C4 34 46
C4b 32 47
Ch 32 39
C6 30 37

TABLE 3.2 — Temperature at which the tube diameter increases, T®¢, and further decreases, T®, as a
function of the counter-ion. Those data were obtained by optical microscopy.
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3.7.2 DSC data

Counter-ion Temperature Enthalpy  first | Temperature Enthalpy second
maximum first | peak (kCal/mol) | maximum  se- | peak (kCal/mol)
peak (°C) cond peak (°C)

C2 45.6 0.11 70.6 3.47

C3 35.4 (broad peak | 52 63.9 1.05
at 25 °C

C3b 30.7 0.1 65.8 3.1

C3c 38.9 0.1 72.8 4.8

C4 28.8 1.86 63.5 1.71

C4b 43.5 1.1 58.2 0.9

Ch 28.8 2.04 58.9 1.2

C6 30 1.35 95.25 1.24

TABLE 3.3 — Evolution of the enthalpy for all the counter-ions.

3.7.3 SANS data

Temperature (°C) | C2 | C3 | C4 | C5 | C6
24 349 | 330 | 339 | 341 | 303
29 369 | 317 | 299 | 299 | 278
33.5 378 [ 299 | 285 | 279 | 277
38 378 | 292 | 287 | 274 | 272
42 378 (299 | 273 | 272 | 271
45.5 369 | 265 | 259 | 267
48 349 | 262 | 257 | 267
52 306 | 253 | 253 | 267
95.9 287 | 247 | 250 | 263
61 258 | 241 | 244
66 247
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