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Abstract

The production of vesicular membranes in aqueous solution by a new series of bis( polyfluoroalkylated) bis(ammonium) compounds with
a short spacer length, i.e. [ReC,;H,XCOCH,N(CHj;).(CH,),N(CH;),CH,0CXC,H,Re]**, 2Br ~, has been studied. Of these compounds,
it is shown by freeze-fracture electron microscopy that after sonication two amphiphiles produce small unilamellar vesicles in water. Dynamic
light scattering (DLS) experiments have been used to characterise their mean hydrodynamic radii.

Résumé

Nous avons étudié I’ aptitude a la vésiculation en solution aqueuse d" une nouvelle série de bis(ammonium) bi( F-alkylés), de type cationique,
a espaceur court, de formule générale: RxC,H,XCOCH,N(CH,),(CH,),N(CH;),CH,0CXC,H,Rr]?>"*, 2Br . Parmi ces composés deux
d’entre eux (Rg=C¢F 3, X=NH, n=2; R =C¢F,, X=0, n=3) ont formé des vésicules aprés sonication. L’analyse des photos obtenues
par microscopie électronique aprés cryofracture a montré que ces vésicules étaient majoritairement de type unilamellaire. Leur rayon
hydrodynamique moyen respectif a été déterminé par diffusion quasi-élastique de la lumiére (DLS).
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Les bactéries appartenant au groupe des Archaebacteria
[1,2] vivent dans des milieux extrémes, mortels pour de
nombreux autres organismes. Cette résistance est attribuée a
la présence dans leur membrane plasmique de lipides, dont
les structures, de type A ou B, sont inhabituelles (cf. Fig. 1).

Plus connues aujourd’hui sous le nom de bolaphile [3].

Ivpe B

H-0-CH,

ces structures restent, cependant, difficilement accessibles par
voies naturelles ou synthétiques. Les recherches se sont donc
orientées vers la synthése de molécules présentant la carac-
téristique structurale essentielle de ces lipides, a savoir, deux
tétes hydrophiles séparées par un espaceur hydrophobe.

On amontré que les bolaphiles [ 1,4-6] issus de ces travaux
ont, de part leurs propriétés, des potentialités dans de nom-
breux domaines d’applications. On peut citer: I’obtention de
films thermostables [ 7], la stabilisation ou la déstabilisation
des vésicules transporteuses de substances actives [8.9], lc
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Fig. 1. Exemple de lipides présents dans la membrane plasmique des bac-
téries appartenant au groupe des Archaebacteria.

mimétisme membranaire [ 10], la photosynthése artificielle
[11],1a détergence [12,13].

Au sein de notre groupe de recherche nous nous sommes
orientés vers la synthése des amphiphiles perfluoroalkylés et
I'étude de leur aptitude a la vésiculation [14-21].

Le caractere hydrophobe des chafnes perfluorées confere
aces surfactants des caractéristiques particuliéres [22]: faible
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A, X=NH :n- 2346
B, :N=0  :n=23406

C,:N=8  n=23406

Fig. 2. Structure chimique des bolaphiles bi( F-alkylés) de type cationique.

tension de surface, capacité a la solubilisation des gaz, grande
inertie chimique, etc.

En solution aqueuse les tensioactifs perfluoroalkylés for-
ment des édifices supramoléculaires, dont les caractéristiques
géométriques et les propriétés [23,24] sont souvent diffé-
rentes de celles obtenues a partir de leurs homologues hydro-
carbonés.

A notre connnaissance aucun travail sur les bolaphiles per-
fluoroalkylés n’a été mentionné dans la littérature. Ceci est
sans nul doute lié aux problémes inhérents a leur synthese.
En effet la quaternisation des amines tertiaires par les iodures
de 2-F-alkyléthyle conduit généralement & 1’élimination de
HI. Pour y pallier nous avons synthétisé. au sein de notre
laboratoire les halogénures perfluoroalkylés [25] de formule
générale: Rg—C,H,—XCO—CH,Br (X=NH, O, S). Ces
précurseurs nous ont permis d’atteindre, avec des rendements
quantitatifs, les bolaphiles présentés sur la Fig. 2. La synthése
et I’étude des propriétés de surface de ces nouveaux tensioac-
tifs bi( F-alkylés) ont été présentées récemment [26,27].

Dans ce travail, nous rapportons, pour la premiere fois, une
€étude concernant I’aptitude a la vésiculation de ces composés
originaux. Les vésicules ont été caractérisées par microscopic
électronique apres cryofracture. La taille des vésicules a été
determinée par diffusion quasi-élastique de la lumiére
(dynamic light scattering: DLS).

2. Résultats et discussion

Les bolaphiles bi( F-alkylés) que nous avons étudiés sont
de type cationique (cf. Fig. 2). Nous les avons classés en
trois catégories notées A, B, et C,. Les lettres en majuscules
A, B et C correspondent aux tensioactifs comportant respec-
tivement dans leurs parties hydrophobes deux fonctions
amides, esters et thioesters. Pour chacune de ces catégories,
I'indice n représente le nombre de motifs méthyléniques
séparant les deux tétes cationiques (n=2, 3, 4 et 6). Les
douze bolaphiles ont été mis en solution aqueuse, 4 une con-
centration de 30 g 1~ '. Aprés dispersion au vortex, a tempé-
rature ambiante, les quatre amphiphiles de la série A se sont
révélés solubles dans I'eau. Ceux appartenant aux catégories
B et C ne le sont que partiellement. Aprés sonication et retour
a la température ambiante, les solutions obtenues  partir des
surfactants de la sériec A sont limpides. Celles obtenues 2
partir des catégories B et C sont laiteuses. On note cependant

une cxception dans le cas du bolaphile B, ou la solution a
I'aspect et la conststance d’un gel.

Tous les échantillons, excepté le gel B,, ont été soumis a
la cryofracture et observés au microscope électronique.
L'analyse des clichés nous a permis d’identifier des vésicules
dans les solutions A, et B;. Leurs morphologies sont com-
parables a celles que 1’on peut observer dans le cas des ten-
sioactifs bi( F-alkylés) de type cationique [15,21].

La Fig. 3 représente les vésicules obtenues pour A,. On
observe une population, polydisperse en taille, de vésicules
unilamellaires de forme sphérique ou ellipsoidale. On con-
state également la présence de grandes vésicules bilamellai-
res, caractérisées par un espace aqueux interlamellaire
d’environ 100 nm.

La Fig. 4 correspond a la cryofracture réalisée sur B;. Les
vésicules sont unilamellaires de forme sphérique ou ellip-
sotdale, polydisperses en taille.

L’analyse des clichés pris sur les autres échantillons met
en évidence la présence de petits agrégats dont la taille est
inférieure & 15 nm mais également de quelques gros agrégats.
A titre d’exemple nous présentons les cryofractures effec-
tuées sur Ay (Figs. 5 et 6). Les agrégats observés et non
identifiés y sont indiqués par des fleches.

Nous avons évalué le rayon hydrodynamique moyen des
vésicules présentes dans les échantillons A, et B, par diffu-
sion quasi-élastique de la lumiere. les résultats sont consignés
dans le Tableau 1.

On constate que les vésicules obtenues pour B; ont un
rayon hydrodynamique moyen (51,6 nm) plus important que

Fig. 3. Cryofracture réalisée sur I’échantillon A, (1’échelle correspond a 100
nm).
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Fig. 4. Cryofracture réalisée sur I'échantillon B, (1’échelle correspond a 100
nm).

celles formées pour A, (41,8 nm). La comparaison des écarts
types indique, bien que les deux populations soient polydis-
perses, une homogénéité en taille plus grande pour A,.

La formation de vésicules dans le cas des tensioactifs A,
et B; constitue un résultat inattendu. En effet, leurs homo-
logues hydrocarbonés bicationiques s’assemblent en vésicu-
les lorsque la longueur de I’espaceur est suffisante pour
former une monocouche membranaire [5,6]. A I’inverse
lorsque le nombre de motifs méthyléniques séparant les deux
tétes hydrophiles est inférieur ou égal a six on observe des
micelles et ce quelle que soit la longueur des chaines alkyles
[12].

Sur laFig. 7 nous avons schématisé les arrangements envi-
sagés dans la littérature [5] pour les tensioactifs monocaté-
naires a segment rigide [Fig. 7(a) ], les tensioactifs bicatén-
aires [Fig. 7(b)] et les bolaphiles a espaceur long [Fig.
7(c)]. Dans le cas des bolaphiles A, et B3, compte tenu du
faible nombre de motifs méthyléniques séparant les deux tétes
hydrophiles, I’arrangement en bicouche au sein de la
membrane semble le plus probable. Celui-ci est présenté sur
la Fig. 7(d).

La formation de ce type de bicouche membranaire, au vu
des résultats obtenus aprés cryofracture, semble dépendre de
la nature des fonctions chimiques présentes dans les parties
hydrophobes des bolaphiles ainsi que de la longueur de
I’espaceur séparant les deux tétes cationiques de ces
ampbhiphiles.

Afin d’évaluer la stabilit¢ des vésicules au cours du
temps, nous avons procédé a une nouvelle série de mesures

Fig. 5. Cryofracture réalisée sur I’échantillon A4 (1’échelle correspond a 100
nm). Les fleches indiquent les petits agrégats observés et non identifiés.

Fig. 6. Cryofracture réalisée sur I’échantillon A4 (1’échelle correspond 4 100
nm). Les fleches indiquent les gros agrégats observés et non identifiés.
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Tableau 1
Rayons hydrodynamiques moyens déterminés par DLS pour les vésicules obtenues a partir des bolaphiles perfluorés A, et B;

v

RH
Echantillon Angle de diffusion (°) Ry= = Ecart type, o Nombre de mesures, x
(nm)
A, 90 418 29 76
B, 90 51.6 7.4 84

W AR
W

a

H

VWL

Fig. 7. (a) Tenstoactifs monocaténaires a segment rigide, (b) tensioactifs
bicaténaires monochargés, (c¢) bolaphiles a espaceur long, (d) bolaphiles
bi (F-alkylés) a espaceur court.

sur les échantillons conservés un mois a température am-
biante.

Seul le rayon hydrodynamique moyen des vésicules obte-
nues pour A, a pu €tre déterminé (Ry moyen=>52,5 nm;
écart type = 3,6; nombre des mesures =40). Dans le cas de
I’échantillon B; on observe la présence d’un abondant pré-
cipité blanc. L’analyse du surnageant n’a donné aucun résul-
tat. On constate, pour A,, un léger accroissement (environ
10 nm) de la taille des vésicules au cours du temps. Cet
accroissement s’accompagne d’une variation de I’écart type.
Cette variation positive ( +0,7) indique une diminution de
I’homogénéité en taille des vésicules.

Ces résultats mettent en avant I'influence de la nature des
fonctions chimiques présentes dans les parties hydrophobes
des bolaphiles bi( F-alkylés) sur la stabilité des vésicules. La
formation probable de liaisons hydrogeénes serait un des fac-
teurs stabilisant pour I’arrangement proposé sur la Fig. 7(d)

3. Partie expérimentale

La synthése des douze bolaphiles bi( F-alkylés) de type
cationique a espaceur court a été présentée dans un travail
précédent [26,27]. Les spectres de résonance magnétique
nucléaire du fluor et du proton, enregistrés sur Bruker AC-
200, sont conformes aux structures attendues et assurent une
pureté minimale de 95%.

3.1. Formation des vésicules

D’une maniére générale on introduit dans une ampoule en
verre de 10 ml, 60 mg de tensioactif et 2 ml d’eau distillée
(concentration comprise entre 0,027 M et 0,026 M). Apres
avoir scellé I’ampoule, le tensioactif est dispersé au vortex
(Labino BV model L 24: vitesse maximum) puis maintenu
470 °C pendant 3 min. La sonication de I’échantillon est faite

~

par I'intermédiaire d’une sonotrode A gobelet (Branson

Sonifier 450) durant 30 min a une puissance de 160 W. Un
bain thermostaté (Polystat 44 Bioblock Scientific) reli€ au
dispositif permet de conserver une température constante de
70 °C pendant toute la durée de I’expérience.

3.2. Microscopie électronique

Des échantillons (0.5 ul) sont déposés entre deux plaques
de cuivre. Ce ‘sandwich’ est congelé dans du propane a usage
domestique, liquéfié par de 1’azote liquide ( — 196 °C). Apres
congélation, le ‘sandwich’ est placé dans un porte-échantillon
puis introduit dans un appareil a cryofracture (Cryofract 190
Reichert). La fracture est faite 8 — 135 °C sous un vide de
107° Pa. Aprés ombrage a 45° avec Pt—C, la réplique est
stabilisée par recouvrement rotatif a4 75° a1’ aide d’une couche
de carbone. La réplique est ensuite plongée dans une solution
saturée de KOH [28], lavée a I’eau, puis trempée dans une
solution d’eau de javel commerciale. Apres lavage a I’eau, la
réplique est déposée sur une grille et observée au microscope
électronique (Hitachi H600 100 kV).

3.3. Diffusion quasi-élastique de la lumiére (DLS)

Le rayon hydrodynamique moyen des vésicules a été
mesuré en mode continu a 298 K sur model 801 Molecular
Size Detector (Oros Instruments) a 1’aide d’un laser solide
d’une puissance de 30 mW émettant une lumiére mono-
chromatique 2 780 nm. Le model 801 analyse par une fonction
d’autocorrélation la fluctuation de I’intensité de la lumiére
diffusée en fonction du temps, et détermine le coefficient de
diffusion de translation noté D;. L’équation de Stokes—
Einstein [Eq. (1)] permet, alors, de déterminer le rayon
hydrodynamique des particules en suspension.

= —df 1
67Dy ()

H
avec K;= constante de Boltzmann; T = temperature absolue
en degrés Kelvin; 7= viscosité.

Avant d’étre analysé, 1’échantillon est soumis a une cen-
trifugation (13 000 tour minX 10 min) afin d’éliminer les
traces de poussieres. Le surnageant est prélevé puis injecté
manuellement, a1’aide d’une seringue en verre, dans la cellule
de mesure. Entre chaque échantillon, la cellule est lavée a
’eau distillée afin d’éliminer les bulles d’air et les traces de
I’échantillon précédent.
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4. Conclusions

Israelachvili et al. ont montré que la géométrie des molé-
cules tensioactives en solution aqueuse conditionne leurs
modes d’agrégation [29]. Par exemple les amphiphiles de
formes coniques vont s’auto-organiser en micelles sphé-
riques. Ceux de forme cylindrique en bicouches planes. En
série hydrocarbonée les bolaphiles de type cationique a espa-
ceur court forment des vésicules. Dans ce travail nous avons
établi que leurs homologues perfluorés pouvaient s’auto-
assembler en vésicules. Le remplacement de deux chaines
hydrocarbonées par deux chaines perfluoroalkylées permet
donc, en solution aqueuse, de modifier la géométrie des bola-
philes a espaceurs courts. Par ailleurs les édifices vésiculaires
obtenus semblent stabilisés par la présence de liaisons hydro-
genes au sein de la partie hydrophobe de la bicouche. En effet
nous avons observé un ordre de stabilité décroissant pour les
édifices formés a partir des bolaphiles présentant respective-
ment deux fonctions amides, deux fonctions esters, deux
fonctions thioesters. Ces résultats confirment [’influence par-
ticuliere que peut entrainer 1'introduction d’une ou plusieurs
chaines perfluorées sur 1’ organisation des molécules tensioac-
tives en solution aqueuse.
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