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Resume :

Les peptides antimicrobiens appartiennent au systéme immunitaire inné de nombreux
organismes vivants. Ces peptides permettent une réponse rapide contre I’infection par
diverses espéces bactériennes, sans détruire les cellules de ’organisme. Cependant, peu de
données sont connues sur leur mécanisme d’action, notamment concernant leur action sur la
rigidité de courbure des membranes. Une étude de la variation de la rigidit¢ de courbure de
monocouches de Langmuir (imitant de fagon simplifiée les membranes cellulaires) en
présence ou non d’un peptide antimicrobien a donc été réalisée.

Les rigidités de courbure ont été estimées et mesurées a partir de quatre techniques
différentes : la technique de Langmuir, la diffraction des rayons X en incidence rasante, la
diffusion diffuse des rayons X dans le plan de 1’échantillon pour une interface air/liquide et la
diffusion diffuse dans le plan d’incidence pour une interface liquide/liquide.

Bien que chaque méthode donne, en fonction de 1’ « échelle » qu’elle sonde, une
valeur différente de la rigidité de courbure pour une monocouche donnée, elles confirment
toutes que dans le cas des monocouches imitant les membranes bactériennes, la présence du
peptide antimicrobien a pour effet de diminuer la rigidité de courbure. Alors que dans le cas
des monocouches imitant les membranes des mammifeéres, du fait d’une absence
d’interactions, la rigidité de courbure des monocouches ne varie pas.

Mots Clés : Rigidité de courbure, Monocouche de Langmuir, Diffraction en incidence
rasante, Diffusion Diffuse, Interface Liquide/Liquide

Abstract:

Bending Rigidity study of Langmuir monolavers in presence of an antimicrobial
peptide

Antimicrobial peptides are a part of the natural immune response of many living
organisms. These peptides allow a rapid response to infection by diverse bacterial species,
without destroying the organism’s cells. However, the molecular mechanism involved is still
unclear, in particular the action on the membranes bending rigidity. Bending rigidity of
Langmuir monolayers (mimicking simplified cell membranes) in presence or not of an
antimicrobial peptide are investigated in this work.

The bending rigidities were estimated and measured with four methods: Langmuir
Technique, Grazing Incidence Diffraction, Grazing Incidence Diffuse Scattering in sample
plane for air/liquid interface and Grazing Incidence Diffuse Scattering in incident beam plane
on liquid/liquid interface.

Although each method gives, according to the range it probes, different values for the
bending rigidity for a given monolayer, they confirm that in case of monolayers mimicking
bacterial cell membranes, presence of the antimicrobial peptide decreases the bending rigidity.
In the other hand, in case of monolayers mimicking mammalian cell membranes, due to no
interactions between peptide and phospholipids, the bending rigidity doesn’t change.

Keywords: Bending rigidity, Langmuir Monolayer, Grazing Incidence Diffraction, Diffuse
Scattering, Liquid/Liquid Interface.
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INTRODUCTION




Les maladies infectieuses (c'est-a-dire due a une contamination de 1’organisme par des
bactéries) sont, de nos jours, une des principales causes de déces dans le monde. La seule
facon actuellement connue de lutter contre ces bactéries est I'utilisation d’antibiotiques, dont
le principe est de tuer les bactéries de fagon ciblée.

Le premier antibiotique, identifié dés la fin du XIX® siécle par Ernest Duchesne, jeune
docteur militaire frangais, fut la pénicilline. Il démontra «que certaines moisissures
(Penicillium glaucum), inoculées a un animal en méme temps que des cultures tres virulentes
de quelques microbes pathogenes (E. coli et B. thyposus d’Ebert), sont capables d’atténuer
dans de tres notables proportions la virulence de ces cultures bactériennes ». 11 décéda
malheureusement a un trés jeune age et, la communauté scientifique, de I’époque, n’ayant pas
mesurée I’importance de cette découverte, ses travaux tombérent dans ’oubli. !

Les propriétés de la pénicilline furent de nouveau mises en évidences, par hasard, en
1928, par Sir Alexander Fleming qui s'apergut que certaines de ses cultures bactériennes, dans
des boites de Pétri oubliées, avaient été contaminées par les expériences de son voisin de
paillasse sur un champignon : le penicillium notatum. Mais 1’importance de cette découverte
(ses implications et ses utilisations médicales) ne fut comprise que plus tard. Par la suite, le
premier antibiotique de synthése a permis d’ouvrir une voie nouvelle dans la lutte contre de
nombreuses maladies qui étaient considérées comme incurables auparavant. Ainsi, les
antibiotiques ont augmenté l'espérance de vie, de ceux qui y ont acces, d'environ 15 ans.
Actuellement, il existe plus de 10 000 molécules antibiotiques, mais seules une centaine, dont
un quart appartenant aux pénicillines, sont efficaces et utilisables en médecine. La plupart des
antibiotiques sont produits par des procaryotes, des champignons, des végétaux supérieurs,
des animaux ou des lichens.

Malheureusement, de nos jours, la surconsommation d’antibiotiques (utilisation
abusive et intensive) et le mode d’action utilisé par ceux-ci pour détruire les bactéries ont pour
conséquence 1’apparition de résistances de la part de certaines bactéries. Au point de rendre de
nouveau incurables les premiéres maladies que nous avions traitées avec succe€s grace aux
antibiotiques... L hypothéese la plus probable de I’origine de cette résistance étant sans doute
que, a cause de son mode d’action (ciblage et interaction avec des protéines spécifiques),
I’antibiotique utilisé crée une pression de sélection, ce qui favorise la sélection de mutations
naturelles (méme rares) conférant a la bactérie une résistance vis-a-vis de 1’antibiotique en
question et donc un avantage sé€lectif. Certaines bactéries (bactéries dites compétentes) sont
méme capables d'intégrer de 'ADN exogene (présent dans le milieu) et donc d'acquérir
potentiellement des génes de résistances aux antibiotiques d'une autre espece bactérienne.

Pour lutter contre ce phénoméne, plusieurs solutions peuvent étre envisagées '), La
premiére consiste en une utilisation plus «prudente » des antibiotiques donnés aux bétails
(Une grande partie des antibiotiques sont effectivement utilisés dans 1’¢levage, et la majorité
d’entre eux ne le sont pas dans le cadre d’un traitement thérapeutique, mais comme facteurs
de croissances. Or une partie de ces antibiotiques (6 sur 19) ont également une position
importante dans [’utilisation en médecine. Par conséquent, une utilisation abusive de ceux-ci
pour les bétails va favoriser I’existence dans la nature des souches résistantes a 1’antibiotique
concerné). Solution a laquelle il faut ajouter une utilisation plus mesurée des antibiotiques
dans la médecine (Trop d’antibiotiques sont souvent prescrits alors qu’ils sont inefficaces
pour soigner le malade. Par exemple, lorsque le patient est infecté par un virus). La seconde
solution pouvant étre envisagée, serait de réaliser, au niveau mondial, une rotation des
antibiotiques utilisés ( En effet, on peut espérer que lorsqu’un antibiotique particulier est



retiré de I’environnement du microbe, la pression de sélection, qui conduit a ne garder que les
microbes résistants, va également étre supprimée. Ceci permettrait, aprés une période sans
utilisation d’un antibiotique et donc sans pression de sélection, de pouvoir & nouveau utiliser
cet antibiotique qui ne rencontrerait quasiment plus de résistance.). Enfin, une autre solution
pouvant étre envisagée se situe tout «simplement » dans la recherche et la création d’un
nouveau type d’antibiotiques.

Pour cette dernicre solution, il faut réussir a trouver une (ou plusieurs) molécule(s)

1.

possédant les critéres indispensables a un antibiotique * :

Une toxicité sélective : la molécule doit faire la différence entre I’hdte et les
cellules microbiennes. Pour cela, elle doit cibler une molécule ubiquitaire chez les
microorganismes, mais rarement présente, voir inexistante, chez les eucaryotes.

Une action rapide : le temps nécessaire pour tuer la bactérie doit étre inférieur au
temps de «reproduction » de celle-ci afin d’empécher une adaptation éventuelle
par mutation. L’un des facteurs handicapant des molécules actuelles est, en effet,
que, quelque soit le mode d’action utilisé pour détruire la bactérie (Action sur la
paroi bactérienne, sur la membrane des bactéries, sur ’ADN ou sur le ribosome
bactérien), les antibiotiques doivent cibler et interagir avec une autre molécule
(généralement une protéine réceptrice ou un peptide récepteur). Ce mécanisme est
relativement long, il faut le temps a I’antibiotique d’identifier la molécule cible,
d’interagir avec elle, et pour les cibles intracellulaires, il faut également le temps
de passer la membrane afin de pénétrer dans la cellule. Tout ceci laisse le temps a
la bactérie de s’adapter et de développer une résistance. Soit « accidentellement »,
par une mutation spontanée de son génome ; soit grace a I’intégration dans leur
génome d’un fragment d’ADN provenant d’une autre bactérie (de la méme espece
ou non) déja résistante a 1’antibiotique ou présent dans son environnement (suite a
la mort d’une bactérie voisine qui était résistante a I’antibiotique par exemple). Ces
modifications de génomes conduisant a différentes méthodes de résistances : le
brouillage (la bactérie synthétise des protéines qui peuvent séquestrer
’antibiotique ou le dégrader pour le rendre inoffensif (hydrolases, transférases...).
Ce brouillage peut se faire a I’extérieur de la cellule comme a I’intérieur.), le
camouflage (la bactérie peut modifier la cible de I’antibiotique. Celle-ci n’est pas
reconnue et devient insensible a 1’antibiotique.), le blindage (la bactérie empéche
I’accés de [D’antibiotique aux cibles intracellulaires par modification de la
perméabilité membranaire ou la mise en place d’un systeme d’expulsion de
I’antibiotique. La pompe membranaire refoule 1’antibiotique qui entre dans la
cellule.), et I’esquive (la bactérie substitue une autre molécule a la cible.
L’antibiotique, en se fixant sur ce leurre, ne remplit pas son role.)

Un large spectre d’action : 11 est préférable d’avoir un antibiotique qui peut agir
sur diverses espeéces microbiennes. En ciblant par exemple une molécule
commune, comme une protéine membranaire, cellulaire ou nucléaire.

Pas de développement de résistance de la part des microorganismes : 11 faut que
le mode d’action de I’antibiotique soit tel que la bactérie aura des difficultés a
s’adapter. En ciblant par exemple une molécule difficile, voir impossible a
modifier.



La voie la plus simple, pour trouver ces nouvelles molécules, reste de se tourner vers
la nature elle-méme. Ils existent effectivement de nombreux antibiotiques naturels (ils sont
utilisés par exemple depuis des millénaires par certaines espéces de fourmis) mais nous ne
'avons constaté que trés récemment.

Parmi ceux-ci, il y a une famille de molécules qui intéresse plus particuliérement la
recherche actuelle : les peptides antimicrobiens. Ces peptides appartiennent au systéme
immunitaire inné de nombreux organismes vivants et leur permettent une réponse rapide
contre diverses especes bactériennes (ils ont donc un large spectre d’action). 1ls vont interagir
avec la membrane des bactéries, puis, par un mécanisme encore mal connu, s’insérer dans
celle-ci afin de créer des pores. Il s’en suivra une destruction de la cellule. 7.

Cependant, avant de pouvoir les utiliser comme base pour de nouveaux antibiotiques,
il est nécessaire d’étudier et de comprendre leur mécanisme d’action.

A Theure actuelle, de nombreuses études se sont intéressées au mode d’interaction

entre ces peptides et la membrane. Notamment, elles ont montré que dans sa structure
primaire, le peptide posséde de nombreux acides aminés chargés positivement a pH
physiologique et que ce sont eux qui vont interagir avec la membrane des cellules. Lors du
passage en structure secondaire (hélice alpha ou feuillet béta), ces acides aminés vont se
« regrouper » en une zone, plus dense et plus hydrophobe, de charge positive, importante pour
I’interaction avec les lipides membranaires [ °!. Ce passage en structure secondaire du peptide
peut étre induit par le contact avec les phospholipides ™. C’est grice a cette charge positive
que les peptides vont pouvoir distinguer les cellules eucaryotes des cellules bactériennes, via
la composition lipidique de leur membrane respective (Fig. 0.1) qui est spécifique a chacun de
ces deux types cellulaires (Les peptides antimicrobiens correspondent donc au critére de
toxicité sélective) > '), En effet, la membrane externe des cellules eucaryotes est, en trés
grande majorité, composée de lipides zwitterioniques (c'est-a-dire que ces lipides sont non
chargés globalement. En fait, selon le pH du milieu, les atomes de la molécule seront non
chargés, chargés positivement ou négativement. A pH physiologique, les lipides
zwitterioniques, présentent une charge positive et une charge négative constituant un dipdle
de charge globale nulle. Ce dipdle étant généralement situé dans ce qui est appelé la téte
lipidique (Fig. 0.2)). Dans ce cas, le peptide n’a qu’une tres faible affinit¢ pour la membrane
(les interactions possibles dominantes étant des interactions hydrophobes). De I’autre coté, la
membrane externe des bactéries contient, quant a elle, une grande quantité de lipides chargés
négativement a pH physiologique. En conséquence, le peptide présente une affinité plus forte
pour ce type de membrane (dans ce cas les interactions hydrophobes sont renforcées par des
interactions électrostatiques) (Tableau 0.1) (Fig. 0.1).
Enfin, de par leur cible qui s’avere étre la membrane lipidique elle-méme plutét qu'une (ou
plusieurs) protéine(s) récepteur(s), ces peptides permettent non seulement une action rapide
de la part de I’organisme face a ’infection bactérienne, mais également une adaptabilité, donc
un développement de résistance, trés difficile (voir impossible) de la part des bactéries, car il
leur est impossible (pour ne pas dire interdit) de changer ou de muter les lipides membranaires
qui sont un élément hautement conservé des cellules.
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Tableau 0.1 : Composition (en pourcentage) en phospholipides de la membrane externe de cellules eucaryotes et
de bactéries ' 2,

Phospholipides Cellule du foie Er}yllltllrlrrl(;icgte E. Coli B. Subtilis
PhosphatidylEthanolamine
(Charge Neutre) 18,5 29,0 80,0 12,0
PhosphatidylCholine
(Charge Neutre) 34,9 30,0 i )
Sphingomy¢éline
(Charge Neutre) 17,7 27,0 i )
PhosphatidylSerine 9.0 ) i i
(Charge Négative) ’
PhosphatidylGlycérol
(Charge Négative) 4.8 13,0 15,0 70
Autres 15,1 1,0 5,0 18

Peptide
Antimicrobien

Interactions
Interactions ¢lectrostatiques
hydrophobes + '

Interactions

hydrophobes

ReR MMt SRR
Touegouyey — Quwiyuyi)

Membrane Membrane
eucaryote bactérienne
n Phospholipides Zwitterioniques (charge neutre)
ﬁ Phospholipides Acides (chargés négativement)
O Cholestérol

Fig. 0.1 : Différenciation entre les types cellulaires et interactions avec les membranes, pour un peptide
antimicrobien : Selon le type de lipides présent, les interactions peptide-membrane seront différentes et le
peptide va ainsi pouvoir différencier la cellule eucaryote de la bactérie.
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Téte du Queue du Phospholipide
phospholipide

Fig. 0.2 : Exemple de phospholipide zwitterionique, le DMPC (DiMyristoylGlyceroPhosphatidylCholine) : On
observe bien le dipdle de la téte, créé par une charge positive sur I’atome d’azote et une charge négative sur
I’atome d’oxygene. La charge globale de la molécule restant neutre.

Cependant, malgré ces nombreuses études sur les mécanismes d’interactions entre
peptides antimicrobiens et membranes, trés peu se sont intéressées a leur effet sur la rigidité
de courbure de la membrane (Celle-ci correspondant a 1’énergie nécessaire pour courber la
membrane. C'est-a-dire la force a fournir pour plier la membrane. Cette force va dépendre de
différents parametres tels que, par exemple, les interactions entre les molécules constituant la
membrane. Ces interactions étant dépendantes de la charge des molécules, de leur longueur,
etc...)

Est-ce que la présence du peptide va avoir pour conséquence de rendre la
membrane plus souple et plus facile a courber pour la détruire, ou, au contraire, la
destruction de la membrane cellulaire passe-t-elle par une rigidification de celle-ci ?

A travers cette these, nous nous proposons donc d’étudier les variations de la rigidité
de courbure de films de phospholipides (imitant les membranes cellulaires eucaryotes et
bactériennes) en présence ou non d’un peptide antimicrobien. Pour cela, les expériences ont
été réalisées sur des monocouches de Langmuir en utilisant différentes techniques de rayons
X (Diffraction en incidence rasante, Diffusion diffuse en incidence rasante et Réflectivité)
aupres d’une source de rayonnement synchrotron. La théorie utilisée dans cette thése, pour
exploiter les résultats obtenus par les expériences de diffusion diffuse, a été développée lors
de précédents travaux 2447,

Ce mémoire est organisé selon le déroulement de notre travail.

La premicre partie est consacrée a la réalisation des monocouches de phospholipides.
Le choix de la technique, la technique elle-méme, ainsi que le choix des molécules y sont
détaillés. Une premicre estimation de la rigidité de courbure y est également présentée.

La seconde partie est une introduction aux différentes expériences nécessitant des
rayons X. Dans cette partie, il sera expliqué ce qu’est un rayonnement synchrotron et
pourquoi il nous est nécessaire. Il y sera également décrit, de facon sommaire, la ligne de
lumiere sur laquelle les expériences ont été réalisées, ainsi que les instruments communs aux
expériences et leur configuration dans ces expériences.

Les troisieme et quatriéme parties sont dédiées a 1’étude des monocouches par
utilisation de rayons X. La troisiéme partie traite de la diffraction en incidence rasante, tandis
que la quatriéme partie présente les expériences de diffusion diffuse en incidence rasante. Elle
est divisée en deux chapitres. Le premier traite des expériences faites sur des monocouches
réalisées a I’interface Air/Liquide, et le second, d ‘expériences faites a I’interface de deux
liquides non miscibles (huile/eau).
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Chapitre 1 :

Réalisation et caractérisation des

monocouches de Langmuir
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La premicre étape de notre travail consiste a réaliser des échantillons pouvant simuler
les membranes cellulaires mammiféres et bactériennes. Dans ce but, la technique de Langmuir
a été appliquée afin de réaliser des monocouches de phospholipides (en présence ou non d’un
peptide antimicrobien). Cette technique a été préférée a d’autres techniques (comme la
réalisation de liposomes géants ou la réalisation de multicouches déposées sur un substrat
solide) car il est reconnu que les monocouches ainsi obtenues présentent des propriétés
physico-chimiques trés proches de celles des membranes cellulaires '*'*. De plus, le fait de
travailler avec des monocouches présente 1’avantage que celles-ci sont non « bloquées », au
niveau de leur courbure, par un substrat solide, comme cela peut étre le cas pour les systémes
multicouches. Par conséquent, la rigidit¢ de la monocouche sera plus proche de la rigidité
naturelle des membranes, celle-ci n’étant pas entravée par la rigidité du substrat solide. Un
autre avantage des monocouches est de pouvoir travailler dans un environnement ne
nécessitant pas de conditions particuliéres. Si nous avions opté pour un systéme de
multicouches, il aurait fallu travailler dans un environnement ayant une humidité constante et
contrdlée et ces conditions d’hydratation totale des lipides peuvent présenter des problémes
vis-a-vis des expériences de rayons X que nous souhaitons réaliser plus tard.

1.1/ La technique de Langmuir "*""

Les monocouches de Langmuir sont constituées d’une couche unique de molécules
placée a la surface d’un liquide appelé sous phase (le plus souvent une solution aqueuse).
Elles sont formées par des molécules amphiphiles, constituées de deux parties antagonistes
(Fig. 1.1) : L’une est hydrophile (généralement polaire) et souvent appelée « téte » (par
exemple, les groupements COOH d’un acide gras ou un groupement phosphatidylcholine de
certains phospholipides). L’autre partie est, quant a elle, hydrophobe (apolaire) et appelée
«queue » (par exemple, une ou plusieurs chaine(s) alkyle(s) saturée(s), comme dans les
acides gras ou les phospholipides). De telles molécules préferent naturellement se placer a la
surface des solutions aqueuses car trés peu solubles dans ces derniéres. On dit que ce sont des
molécules tensioactives et elles présentent la propriété de provoquer une réduction de la
tension de surface.

La tension de surface (y) est due au fait que, contrairement a des molécules en

solution, des molécules situées a une interface, ou une surface, subissent des forces inégales
dont I’effet net a pour but de faire « revenir » ces molécules dans la solution, c’est a dire dans
la sous phase. Cette tension peut étre définie comme « le travail nécessaire pour augmenter la
surface d’une unit¢ d’aire ». La tendance des molécules tensioactives a s’accumuler
spontanément a D’interface favorise 1’expansion de I’interface et provoque ainsi une
diminution de la tension de surface.
Si les queues des molécules sont suffisamment hydrophobes, les molécules sont méme
complétement insolubles, et elles formeront, a la surface de la sous phase, un systéme 2D : la
monocouche . Ce systéme 2D pouvant étre caractérisé par différents paramétres
thermodynamiques, étant chacun I’analogue d’un paramétre caractérisant les systemes 3D
(Température T, Pression de surface  équivalente a la pression d’un systeme 3D et Aire de la
surface équivalente au volume d’un systéme 3D) et permettant ainsi une correspondance avec
les lois thermodynamiques habituelles.
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Fig. 1.1 : Exemples de molécules amphiphiles pouvant former des monocouches de Langmuir : (a) un acide gras,

(b) un phospholipide

Les monocouches sont réalisées de la facon suivante :

Les molécules amphiphiles se présentant généralement sous forme cristalline a

température ambiante, celles-ci sont dans un premier temps dissoutes dans un solvant
organique (le plus souvent du chloroforme). Ensuite, un volume, précalculé a 1’avance, de
cette solution, est déposé, délicatement, goutte a goutte a la surface de la sous phase a 1’aide
d’une microseringue (Fig. 1.2). Aprés quelques instants, le solvant s’évapore et un film 2D en
phase dite « gaz & deux dimensions » est ainsi obtenu.

Une fois ce film réalisé, il est possible grace a une barriére mobile de le compresser en

réduisant, a vitesse fixée, la surface libre disponible pour les molécules (c'est-a-dire que 1’on
va ainsi diminuer 1’aire moyenne par molécule, A) (Fig. 1.2). La monocouche va, de cette
facon, devenir de plus en plus compact et adopter I’organisation la plus stable pour les
molécules.

Microseingue

Solution
Epancre

&

lmeer

sous phase

FPression de
surface TT

L ﬁﬁifﬂfﬁﬁj

Barriére
mokile

Lame de Wikeimy

Fig. 1.2 : Schématisation de la préparation d’une monocouche de Langmuir
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Durant cette compression, la monocouche va subir des transitions entre plusieurs
phases distinctes '* 71 :

e La phase gaz a 2Dimensions : Les molécules sont trés €loignées les unes des
autres (1’aire par molécule et de I’ordre de la centaine d’ Angstroms carrés) et n’ont
«aucune » interactions entre elles. La monocouche ne présente aucun ordre ou
aucune organisation particuliere et elle peut étre comparée a un gaz pour un
systeme 3D.

e La phase Liquide Expansé : L aire par molécule diminue au fil de la compression.
Les molécules commencent a se rapprocher les unes des autres, mais il n’y a pas
encore de réelle organisation de la monocouche.

o La phase Liquide condensé tilt¢é : Dans cette phase, les molécules sont
suffisamment proches pour que la monocouche adopte son organisation
moléculaire finale au niveau des té€tes des molécules. Mais elles restent quand
méme suffisamment éloignées (I’aire par molécules est suffisamment grande) pour
que les queues soient penchées selon un angle, appelé « tilt », par rapport a la
normale au plan de la surface de la sous phase.

e La phase Liquide condensé non tilté : L aire par molécule continuant a diminuer,
les queues des molécules vont progressivement se redresser jusqu'a étre
parfaitement verticale. La phase liquide condensé non tilté est alors atteinte et le
film a atteint sa compression maximale. Les molécules sont parfaitement
organisées et la monocouche a atteint son organisation finale. Cette phase est
parfois aussi appelée Phase solide car elle peut étre comparée a la phase solide
d’un systeme 3D. Une étude par rayons X de cette phase permet d’affirmer que les
monocouches de Langmuir présentent un ordre cristallin & deux dimensions.

I1 est possible de suivre ces différentes transitions de phases en mesurant, tout au long
de la compression du film, la pression de surface (1) en fonction de 1’aire par molécule (A).
La pression de surface peut étre définie comme « le travail nécessaire pour diminuer la
surface d’une unité d’aire ». Elle est liée a la tension de surface de I’interface sans
monocouche et la tension de surface de I’interface avec monocouche.
Supposons que I’on ait une surface recouverte d’'une monocouche, d’aire A et de tension de
surface y (Fig. 1.3). Si on souhaite diminuer 1’aire de cette surface d’une unité d’aire dA, la
tension de surface de cette portion d’aire doit passer de y a yo (tension de surface de
I’interface sans monocouche). L’énergie du systéme doit donc varier de (yo—y) dA. Or, la
présence de molécules tensioactives sur une interface aura plus tendance a favoriser
I’augmentation de la surface plutét que sa diminution. Par conséquent, pour diminuer la
surface de dA, il faut fournir un travail correspondant a la variation d’énergie du systéme.
C’est le travail de la force de pression : W =  dA, ou 7 (pression de surface) correspond a la
différence de tension de surface entre la surface non recouverte et la surface recouverte :

e yo-y (1.1)
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Fig. 1.3 : Travail a fournir pour faire diminuer 1’aire d’une surface recouverte d’une monocouche d’une unité
d’aire dA

Le suivi de 7 en fonction de A va permettre de tracer ce qui est appelé une n-A isotherme
(isotherme car la mesure se fait a température constante) (Fig. 1.4). L’allure de cette
isotherme est caractéristique de la molécule constituant le film. Les différentes transitions de
phase rencontrées par la monocouche vont correspondre & un changement de pente de la
courbe. Parfois, il est possible, entre deux phases successives, d’observer la présence d’un
plateau, celui-ci correspond a une zone de coexistence de deux phases.
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60 |- naon tilte & ¥pan sé
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Fig. 1.4 : Isothermes généralement rencontrés pour des monocouches de Langmuir
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A partir de cette isotherme de nombreuses informations quantitatives sur les caractéristiques
thermodynamiques de la monocouche peuvent étre obtenues (Tension de surface pour une
aire donnée, aire par molécule pour une pression de surface donnée, pression de collapse,
compressibilité surfacique isotherme).
Tout d’abord, grace a la relation 1.1, il est possible, a partir de la pression de surface (m)
renvoyée par le systetme de mesure et obtenue a partir de la mesure de la tension de surface
(par exemple avec une lame de Wilhelmy), de remonter a la tension de surface (y) du film
pour une aire par molécule donnée.
Toujours a partir de 1’isotherme, nous allons également pouvoir connaitre 1’aire par molécule
(A), pour une pression de surface donnée, donc une configuration donnée du film.
Notamment, en extrapolant la courbe a partir de la phase liquide condensé (ou solide), on peut
remonter a Ag (Fig. 1.5), I’aire moléculaire a pression 0, qui correspond a ’aire hypothétique
occupée par une molécule dans la phase condensée et en absence de pression.
Enfin, il va étre possible d’extraire, de 1’isotherme, deux derniers parameétres caractérisant la
monocouche. La pression de collapse (m.) qui correspond a la pression de surface a partir de
laquelle la monocouche va commencer a se détruire et a former des ilots en multicouche. Elle
correspond, sur I’isotherme, a la pression la plus haute, ou la courbe va changer de pente pour
devenir pratiquement horizontale si on continue a compresser le film. (Fig. 1.5) L’autre
parametre est la compressibilité surfacique isotherme du film () qui va correspondre a une
variation relative de 1’aire par molécule selon une variation relative de la pression de surface
1

0A ) )
=——x| — | :voir chapitre 1.5).
(== (anjr pire 19

T

Pression de surface, = (mN/m)

0 T T T T T T I T 1
40 £0 20 100 120

Aire par molécule, A (A%molécule)

Fig. 1.5 : Extraction de la pression de collapse (7t.) et de I’aire par molécule a pression 0 (Ag) a partir d’une
isotherme
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1.2/ Mesure de la tension de surface et de la pression de surface!'”'®

La tension de surface va pouvoir étre mesurée par 1’intermédiaire d’un systéme relié a
une lame de Wilhelmy. Celle-ci consiste, dans notre cas, en une bande de papier mouillée
(papier a chromatographie de densit¢ pp, de longueur L, de largeur 1 et d’épaisseur e),
accrochée a un dynamomeétre qui va enregistrer les variations de la force nette F appliquée au
papier.

Le papier est amené au contact de I’interface et, sous 1’effet de la tension de surface de
la sous phase (de densité pr), une partie de celui-ci va étre immergée dans la sous phase, sur
une profondeur h. (Fig. 1.6).

Ay

k F-C
Sous phase

Fig. 1.6 : Schématisation d’une lame de Wilhelmy. La force nette F” a appliquer pour compenser la force nette
s’appliquant sur le papier est représentée par la fléche noire, le poids P en bleu, la force capillaire Fc liée a la
tension de surface en rouge et la force d’Archiméde A en vert.

La force nette F s’appliquant sur le papier, a cet instant, est la somme du poids P du
papier (dépendant de L, 1, e, p, et de la gravité g), de la force d’Archimede A (dépendante de
pL , h, 1, e et g) et de la force capillaire Fc liée a la tension de surface s’appliquant sur le
papier (dépendante du périmetre de papier immergé 2(I+e), de la tension de surface y et de
I’angle de contact entre le papier et la surface 8). Pour compenser cette force, le systéme va
appliquer sur la lame une force F’ :

F'=P+ A4+ Fc
F'=—p,Lleg + p,hleg — 2(I + e)y cos(6)
(1.2)

Les dimensions du papier vont rester constantes tout au long de I’expérience, ainsi que la
hauteur immergée dans la sous phase. Par conséquent, lors de la compression du film, les
variations de la force nette subie par le papier, et compensée par le systeme, ne dépendront
que de la variation de la force capillaire. On peut donc simplifier 1I’équation a :

F'=C-2(I+¢e)ycos(6)
(1.3)
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avec C =—p,Lleg+ p, hleg = Constante.

De plus, le fait d’utiliser un papier a chromatographie permet d’obtenir un angle de contact 6
de 0° car celui-ci a une bonne mouillabilité. Ce qui réduit encore 1’équation a :

F'=C-2(+e)y
(1.4)

En pratique, le systtme va mesurer la différence entre la force F’ qu’il doit appliquer a
I’instant t, correspondant a une interface recouverte d’une monocouche et ayant une tension
de surface vy, et la force F’y qu’il devait appliquer a t = 0, correspondant généralement a
I’interface sans monocouche et ayant une tension de surface Y.

On adonc:

F'-F' =2(l+e)y,—7)
AF'=2(+e)r
(1.5)

Finalement, le systéme renvoi la valeur de la pression de surface nt, correspondant a la mesure
de la différence de tensions de surface (yo-y) :
AF"
=
2(/+e)

(1.6)
Avec men mN/m, AF’ en mN et 2(1+e) en m.

1.3/ Préparation des monocouches

Dans le cadre de notre étude, les monocouches seront réalisées a partir de
phospholipides. Le choix de ces phospholipides a été fait dans le but d’imiter de fagon
simplifiée les membranes cellulaires des bactéries et des cellules des mammiferes.

En effet, comme expliqué dans D’introduction, c’est la composition différente en
phospholipides (Tableau 0.1 et Fig. 0.1) de ces deux types de membranes qui peut permettre
aux peptides de distinguer les deux types cellulaires. La membrane externe des cellules
mammifeéres ¢étant principalement constituée de phospholipides zwitterioniques, et,
généralement, en majorit¢ de phospholipides ayant un groupement PhosphatidylCholine
comme téte polaire (PC). Tandis que dans le cas des membranes bactériennes, la membrane
externe présente une grande quantit¢ de phospholipides chargés négativement, le plus
souvent, majoritairement représentés par des phospholipides ayant un groupement
PhosphatidylGlycérol pour téte polaire (PG). Le DiPalmitoylPhosphatidylCholine (DPPC,
C4oHgoNOgP, MW=734,1 g/mol) et le DiPalmitoylPhosphatidylGlycérol (DPPG, Cs;sH750,0P,
MW=740 g/mol) (Fig.1.7.a) ont donc ¢té choisis respectivement pour réaliser les
monocouches qui devront imiter les membranes externes simplifiées des cellules mammiferes
et bactériennes. Ces phospholipides sont composés de 2 chaines alkyles de 16 carbones
(provenant de I’acide palmitique, C;sH3;COOH, acide gras saturé a 16 carbones) formant la
queue hydrophobe de la molécule, et attachées selon le phospholipide soit @ un groupement
PhosphatidylCholine (C;oH20POsN), soit a un groupement PhosphatidylGlycérol (C¢H;503P)
qui constituent la téte de la molécule. Elles ont toutes deux une longueur d’une trentaine
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d’angstroms, ce qui signifie que les monocouches réalisées auront au maximum (c'est-a-dire
en absence de tilt) une épaisseur de 30 angstroms.

Les monocouches seront réalisées sur deux types de sous phases. De 1’eau ultra pure
ou une solution de tampon phosphate a pH=7,4. Le tampon phosphate pH 7,4 a été choisi
dans le but de se rapprocher le plus possible du pH physiologique afin d’étre certain que les
lipides utilisés seront dans le méme état de charge (négatif ou neutre) que pour une membrane
dans les conditions naturelles.

De plus, les membranes des cellules mammiféres étant trés souvent composées d’un
mélange de PC et de Cholestérol (Tableau 0.1 et Fig. 0.1), des monocouches constituées d’un
mélange DPPC + Cholestérol (C,7H460, MW=386,67 g/mol, Fig. 1.7.a) a différents ratios ont
également ¢été réalisées. Ceci toujours dans le but de se rapprocher un peu plus de la
composition réelle d’une membrane cellulaire et afin d’étudier I’effet que le Cholestérol peut
avoir sur la rigidité d’un film de DPPC.

Le peptide antimicrobien choisi est la Peptidyl-GlycylLeucine-carboxyamide (PGLa)
(Fig. 1.7.b). Il a été choisi car de précédents travaux ont montré que ce peptide antimicrobien
faisait une distinction entre les monocouches constituées de PG et celles constituées de PC
[10]

I s’agit d’un peptide constitu¢ de 21  résidus aminoacides  (H,N-
GMASKAGAIAGKIAKVALKAL-COOH, MW=1969 g/mol) naturellement présent dans la
peau de certaines especes de grenouilles. La présence de plusieurs acides aminés chargés
positivement a pH physiologique (4 K, marqués en gras dans la formule précédente) va
favoriser d’une part les interactions entre le peptide et les phospholipides chargés
négativement de la membrane bactérienne, et d’autre part favoriser le repliement en hélice
o, comme structure secondaire par regroupement de ces résidus hydrophobes. Regroupement
qui aura pour conséquence de créer une zone fortement chargée positivement, ce qui
augmentera encore la force des interactions avec la membrane %!, Si on suppose que toute la
molécule est repli¢e, I’hélice o ainsi obtenue a une hauteur d’environ 31 angstroms %,
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Fig. 1.7 : Molécules utilisées pour la réalisation des différentes monocouches : (a) Les Lipides, (b) le peptide
antimicrobien
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1.3.1/ Matériel

Le DPPC, le DPPG et le Cholestérol ont été achetés chez Sigma avec une pureté
supérieure a 99% et utilisés sans purification ultérieure. Ils ont été solubilisés, pour la
réalisation des monocouches, dans du chloroforme de qualit¢ HPLC provenant également de
chez Sigma. Les solutions ainsi obtenues ont une concentration comprise entre 0,2 et 0,3
mg/ml pour le DPPC et le DPPG, et de 0,4 mg/ml pour le Cholestérol.

La PGLa a été achetée chez Multiple Peptide System (San Diego, CA) et utilisée telle
quelle. Selon les expériences, c'est-a-dire selon la méthode choisie pour la mise en contact
avec les phospholipides, elle a été solubilisée dans deux milieux différents. Pour une mise en
contact direct (avant mise en place des monocouches sur la sous phase) permettant un
contrdle plus précis du ratio lipides/peptide, des solutions (dans lesquelles les deux molécules
sont mélangées) seront préparées. Dans ce but, la PGLa a été solubilisée (a une concentration
de 0,3 mg/ml) dans du chloroforme afin d’avoir un solvant unique. Pour les expériences ne
nécessitant pas une connaissance précise du ce ratio et pour lesquelles la mise en contact du
peptide avec les lipides est faite aprés formation de la monocouche de phospholipide, le
peptide sera injecté directement dans la sous phase. Dans ce but, la PGLa a été solubilisée (a
une concentration de 0,2 mg/ml) dans du tampon phosphate a pH 7,4, afin d’étre certain que
celle-ci sera sous sa forme ou tous les résidus aminoacides K seront chargés positivement,
comme a pH physiologique.

Le tampon phosphate d’une concentration finale de 10mM et de pH 7,4 a été réalisé en
solubilisant dans 1 litre d’eau ultra pure, 250 mg de Phosphate acide monosodium (NaH,PO,)
et 1120 mg de Phosphate de sodium disodique (Na,HPO,). L’eau ultra pure utilisée comme
sous phase et pour la préparation du tampon est obtenue grace a un systtme ELGA
LABWATER. Elle posséde, aprés passage dans deux systémes de filtres, une résistivité de
18,2 MQ.cm.

Les monocouches sont préparées dans des cuves NIMA 712 BAM (L x 1=70 x 10 cm,
taux de compression : 10, volume de solution ~ 400ml) ou NIMA 612 (L x 1 =60 x 10 cm,
taux de compression : 10, volume de solution ~ 300ml), équipées chacune de deux barricres
mobiles et d’un systéme, basé sur une balance de Wilhelmy, pour la mesure de la pression de
surface (Fig. 1.8). Elles peuvent de plus, toutes les deux, étre thermostatées pour effectuer des
mesures d’isotherme a différentes températures.
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(b)

Fig. 1.8 : Cuves NIMA utilisées pour la réalisation des monocouches : (a) NIMA 712 BAM, (b) NIMA 612
On peut voir en (1) le systéme de mesure de Wilhelmy, (2) Une barriére mobile et (3) la cuve en elle-méme

1.3.2/ Méthode (Fig. 1.9)

Un volume prédéfini (tableau 1.1) de la solution que I’on souhaite étudier est déposé a
I’interface air/liquide, la sous phase étant soit de 1’eau ultra pure soit une solution de tampon
phosphate a pH 7.,4.

Apres une durée de 10 min nécessaire au chloroforme pour s’évaporer totalement, les
films sont compressés a une vitesse de 20 cm*/min et & température fixée.

Durant la compression, I’isotherme correspondante est enregistrée afin de
caractériser la monocouche. (Figs. 1.10, 1.11, 1.12)

Dans le cas des monocouches de DPPC et de DPPG, des films ont été réalisés a
différentes températures afin d’observer d’éventuels changements de comportements du film
(modification de la structure, de la température de transition entre les phases, de la pression de
collapse, etc...). (Fig. 1.12)
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Fig. 1.9 : Schéma du mode opératoire et du systéme utilisé pour la réalisation des monocouches :

Tableau 1.1 : Volumes déposés a la surface de la sous phase pour la formation de chacune des monocouches

étudiées

Solution Volume déposé (ul)
DPPC 75
DPPG 100
PGLa 50
DPPC + PGLa 70
DPPG + PGLa 100
Cholestérol 100
DPPC + Cholestérol 75
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Fig. 1.10 : Isothermes obtenues lors de la compression des films de DPPC, DPPG (en présence ou non de PGLa)
et du film de PGLa seule sur une sous phase d’eau pure. T=20°C. Le ratio indiqué correspond au ratio molaire
appliqué lors de la préparation des solutions, donc avant dépot a I’interface pour la réalisation des monocouches
Tiep €st la pression de collapse du peptide.
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Fig. 1.11 : Isothermes pour un mélange DPPC+Cholestérol a différent pourcentage.
Sous phase = Eau pure. T=20°C. Le pourcentage indiqué correspond au pourcentage appliqué lors de la
préparation des solutions, donc avant dép6t a I’interface pour la réalisation des monocouches
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Fig. 1.12 : Tsothermes obtenues sur une sous phase d’eau ultra pure a différentes températures (10°C, 15°C, 17°C,
20°C, 25°C) : (a) DPPG, (b) DPPC
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1.4/Résultats

1.4.1/ Effet de la PGLa

La Fig. 1.10 nous montre les isothermes obtenues sur 1’eau pure et & une température
de 20°C pour les films de DPPC et de DPPG en présence ou en absence du peptide, ainsi que
I’isotherme obtenue pour le peptide seul.

On constate que dans le cas des films sans peptides, le DPPC passe de la phase liquide
expansé a la phase liquide condensé tilté par I’intermédiaire d’une phase de coexistence des
deux phases (aux environs de 7=5mN/m). Dans le cas du DPPG, la phase de coexistence n’est
pas observée. Le film passe progressivement et de facon continue de la phase liquide expansé
a la phase liquide condensé tilté. Pour le cas du film de PGLa, nous pouvons observer le
méme mécanisme de transition de phase, continue et sans phase de coexistence.

En regardant maintenant les films de phospholipides réalisés en présence de la PGLa
(pour un ratio moléculaire de 10 lipides pour 1 peptide en solution, donc avant réalisation de
la monocouche) un décalage, vers les grandes aires par molécule, est tout d’abord observé
dans le cas des deux phospholipides. Ce qui confirme la présence du peptide dans la
monocouche réalisée (en effet, afin de pouvoir étre comparées entre eux, les isothermes de
phospholipides et phospholipides + PGLa sont tracées en fonction de I’aire par phospholipide.
Ainsi, si pour une pression de surface m donnée, un décalage de 1’aire est observé entre la
monocouche d’un phospholipide donné et la monocouche du méme phospholipide + PGLa,
celui-ci est di a la présence du peptide entre les phospholipides). Ensuite, deux
comportements différents sont observés selon le lipide. Dans le cas de la monocouche de
DPPG+PGLa, un comportement différent de celui observé pour le DPPG seul peut étre
remarqué. On peut notamment noter un léger changement de pente entre les différentes
phases. Un nouveau film avec de nouvelles caractéristiques thermodynamiques semble donc
avoir été formé. Au contraire, dans le cas de la monocouche de DPPC+PGLa, le film semble
se comporter comme la somme des isothermes des deux molécules seules. Un premier
plateau, correspondant a la zone de coexistence lors du passage liquide expansé/liquide
condensé tilté du DPPC, est observé entre 5 et 10 mN/m et une seconde zone d’inflexion,
située aux environs de la pression de collapse du peptide (30mN/m sur une sous phase d’eau
ultra pure et 20mN/m sur une sous phase de tampon phosphate), est également observée.
Passé ce second point, la courbe va suivre le comportement de 1’isotherme obtenue pour le
DPPC seul. Ces résultats sont en accords avec de précédents travaux %! qui montraient que la
PGLa interagissait moléculairement avec le DPPG et que par conséquent, lorsque les deux
molécules sont mises en présence 1'une de I’autre, un nouveau film, composé d’un mélange
des deux types de molécules et ayant ses propres caractéristiques, est formé a I’interface
air/liquide. Au contraire, la PGLa n’interagissant pas avec le DPPC, mais étant quand méme
tensioactive, celle-ci va, a basse pression, venir occuper les espaces libres entre les molécules
de DPPC. Le nouveau film ainsi formé, n’est, en fait, qu'une alternance de petits ilots de
DPPC et de PGLa. Ensuite, lorsque la pression de collapse du peptide est atteinte, la PGLa
¢tant ¢galement soluble dans I’eau et n’interagissant pas avec le DPPC (donc n’ayant rien
pour la retenir a I’interface), elle va étre progressivement repoussée dans la sous phase (d’ou
la présence du second point d’inflexion de la courbe) et le film présent a I’interface sera de
nouveau un film de DPPC pur (Fig. 1.13). Pour cette raison, lors des expériences utilisant des
rayons X, les mesures seront prises a au moins deux points : 1’un situé en dessous du point de
collapse du peptide mt¢, (généralement 15mN/m), ’autre au-dessus (généralement 30mN/m).
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DPPC+PGLa en dessous de T, DPPC+PGLa au-dessus de m,

DPPG+PGLa en dessous de m, DPPG+PGLa au dessus de n,,

Fig. 1.13 : Schéma de la composition des films en présence de PGLa avant et aprés la pression de
collapse du peptide (n.,)

Cette théorie impliquant une interaction entre le DPPG et la PGLa, et aucune
interaction entre le DPPC et la PGLa semble étre confirmée si, a partir des isothermes, on
calcule le ratio Lipides/Peptide effectivement présent dans la monocouche pour une pression
de surface donnée. (Fig. 1.14) Pour ce calcul, on considére que 1’aire observée par molécule
(A) correspond a I’aire occupée par un phospholipide et un fragment de peptide :

A=A +

Lipide — APeptide
n

On constate que le nombre de DPPG pour 1 molécule de PGLa va trés lentement augmenter
(c'est-a-dire que le nombre de PGLa diminue lentement) au fur et & mesure de la compression,
et ceci méme apres avoir passé€ la pression de collapse de la PGLa. Ce qui confirme que de
nombreuses molécules de PGLa sont toujours présentes dans la monocouche. Au contraire, le
nombre de DPPC pour 1 molécule de PGLa augmente un peu plus rapidement, pour finir par
« exploser » apres la pression de collapse de la PGLa. Ceci montre bien que, au fil de la
compression du film, les molécules de PGLa sont expulsées du film.

Le méme comportement a €été observé pour les films réalisés sur une sous phase de
tampon phosphate.

Ce mécanisme, d’insertion du peptide dans la monocouche, du fait d’interactions entre
la PGLa et le lipide (cas du DPPG) ou bien simplement du fait de sa propriété d’étre
tensioactive (cas du DPPC), a également été vérifi¢ en réalisant un suivi de la variation de
’aire par molécule en fonction du temps, apres injection a t=0 du peptide dans une sous phase
de tampon phosphate (Dans ce cas, la pression de collapse de la PGLa est de 20mN/m)
(Fig. 1.15). On constate bien que passé sa pression de collapse, la PGLa ne peut plus
s’intercaler entre les 1lots de DPPC (aucune augmentation de I’air par molécule). Son effet
tensioactif n’est donc pas suffisant pour lui permettre de venir se placer entre les molécules de
DPPC. Par contre, dans le cas du DPPG, méme apres sa pression de collapse, la PGLa
continue a s’insérer dans le film. Il y a donc autre chose, que son effet tensioactif, qui lui
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permet de venir se placer a I'interface. Ce n’est qu’en interagissant avec les molécules de
DPPG que cela est possible.
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Fig. 1.14 : Nombre de molécules de Phospholipides pour une molécule de peptide dans les monocouches de
DPPC+PGLa (en noir) et DPPG+PGLa (en rouge) au fur et a mesure de la compression du film
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Fig. 1.15 : Variation de I’aire par molécules en fonction du temps apres injection dans la sous phase, a
t=0, de la PGLa pour les films de (a) DPPC et (b) DPPG. Sous phase = tampon phosphate. T=20°C
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1.4.2/ Effet du Cholestérol

Dans le cas des films de DPPC réalisés en présence de Cholestérol (mais sans
peptide), (Fig. 1.11) les isothermes montrent une disparition progressive de la phase de
coexistence en rapport avec 1’augmentation progressive de la quantité de Cholestérol dans la
solution. Les molécules de Cholestérol interagissant avec les molécules de DPPC, ’aire par
molécule (mesurée pour une molécule de DPPC pour les mélanges) va augmenter avec la
quantit¢ de Cholestérol présent. Par conséquent, la phase liquide condensé sera atteinte plus
rapidement et donc la phase de coexistence tendra a disparaitre.

Aucun changement caractéristique de la pente n’est observé (dn/dA = -3,2 +/- 0,4), ce
qui implique que, comme il sera expliqué dans le chapitre 1.5, le Cholestérol ne va pas
modifier de fagon significative la rigidité de courbure des films de DPPC.

1.4.3/ Effet de la température

La cuve pouvant étre thermostatée, des monocouches de DPPC ou de DPPG ont été
réalisées a différentes températures. Les isothermes correspondantes sont représentées
Fig. 1.12.

Aucune modification notable n’est remarquée sur les monocouches de DPPG. Par
contre, on constate que, sur les monocouches de DPPC, avec I’augmentation de la
température, la phase de coexistence apparait de plus en plus tard et est de plus en plus courte,
au profit d’une phase liquide expansé qui dure de plus en plus longtemps. Avec
I’augmentation de la température, le film devient de plus en plus fluide et la phase cristalline
(liquide condensé tilt¢) devient de plus en plus difficile a atteindre, notamment pour les
pressions de surface auxquelles nous souhaitons réaliser nos mesures. Pour cette raison, la
majorité des expériences a venir seront réalisées a une température de 20°C et non a
température du corps, afin d’étre certain que les monocouches aient une phase cristalline aux
pressions de surfaces auxquelles nous nous placerons. A priori, si on se base sur la théorie de
la compressibilité surfacique isotherme développée au chapitre 1.5, ce choix ne devrait pas
avoir trop de conséquence sur la rigidité de courbure, car la pente de la phase liquide
condens¢ tilté reste la méme quelque soit la température.

1.5/ Compressibilité et Rigidité de courbure

Dans le cas des systémes a deux dimensions comme les films de molécules
tensioactives, on peut définir, par analogie a la compressibilité volumique des systémes a trois
dimensions, une compressibilité surfacique isotherme (%) !'*\. Celle-ci va correspondre a une
variation relative de 1’aire par molécule OA selon la pression de surface Om pour une

température fixe.
__ 1y (G_Aj
d A \Oor);

I1 est possible d’estimer cette compressibilité pour une pression donnée a partir des isothermes
obtenues lors de la compression des monocouches. (Fig. 1.16).

(1.7)
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Fig. 1.16 : Détermination de la compressibilité a partir des isothermes

Apres avoir réalisé une interpolation linéaire de la phase liquide condensé tilté de 1’isotherme,
a partir d’une pression choisie, on détermine une échelle de variation (dn = m, -7;) autour de
celle-ci. 11 suffit alors de lire 1’aire par molécule correspondant a =, et (n +/- Ar) pour pouvoir

calculer dA= A,-A, et ainsi remonter a y= — i X (a—Aj .
A \Oor),

En considérant, en premicre approximation, le film formé a l’interface air/liquide
comme un film homogéne, de longueur infinie et avec une épaisseur négligeable devant sa
longueur, il est possible, en se basant sur la théorie de Landau *” de lier la compressibilité
surfacique isotherme calculée précédemment avec la rigidité de courbure du film. D’apres
cette théorie, on a pour un film homogene d’épaisseur 4, de module d’Young E, de rapport de
Poisson o et de compressibilité y :

Eh Eh®
= et K

1
7 (1-o?) T 2x(1-0?)

(1.8)
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2
d’ou: k=

5 , ou afin de présenter les résultats en unités kgT (Avec kg la constante de
4
Boltzmann et T la température en Kelvin) :

hZ
K =
12xk,Txy

(1.9)

Il est ainsi possible d’obtenir une estimation de la rigidit¢ de courbure des films de
phospholipides a partir de leurs isothermes. Cependant, cette valeur ne sera bien qu’une
estimation car elle est basée sur I’hypothése d’un film homogéne, pour lequel, étre courbé
dans un sens ou dans I’autre colitera la méme énergie au systeme. Or, les monocouches de
phospholipides ne sont pas des films homogenes.

Non seulement ils sont constitués de molécules en deux parties (tétes + queues) réagissant
chacune de fagon différente a une courbure du film. Les queues peuvent, par exemple,
modifier leur tilt afin de mieux se courber. Les tétes peuvent également, si la courbure les fait
trop se rapprocher, se repousser les unes des autres du fait de leur charge. Il faut en fait plus
voir une monocouche de phospholipide comme deux films indépendants, 1’un sur I’autre et
réagissant de facon différente a une courbure de la monocouche.

De plus, une monocouche n’est pas réellement homogene dans sa structure et au maximum de
sa compacité tant qu’elle n’a pas atteint sa phase solide. C'est-a-dire que, dans notre cas par
exemple ou les monocouches sont toutes en phase liquide condensé tilté, donc non totalement
compressées, le film est en réalité constitué d’un mélange de petits domaines cristallins (ou
ilots) « flottants » a I’interface (Fig. 1.17) et non d’un monocristal compact. La conséquence
de cette constitution polycristalline est la possibilité, lors de I’apparition d’une courbure de
I’interface, de « glissements » ou d’une « pliure » entre deux domaines adjacents. Ces
mouvements ne nécessitant que peu ou pas d’énergie et surtout n’imposant aucune rigidité a
I’interface. Ainsi, la rigidité de courbure estimée par les isothermes ne sera en fait qu’une
moyenne entre la rigidité de courbure imposée par les domaines cristallins et la faible (ou
I’absence de) rigidit¢ des mouvements entre domaines.

Les estimations de la rigidité de courbure qui ont été obtenues par cette méthode sont
données dans le tableau 1.2 et confirment les comportements observés avec les isothermes. En
dessous de la pression de collapse, le peptide s’insére dans les films et provoque une
diminution de la rigidit¢ de courbure de ceux-ci. Au-dessus de la pression de collapse, le
peptide est « expulsé » du film dans le cas du DPPC. En conséquence, la rigidité du film est
de nouveau celle du film de DPPC pure, la rigidité des ilots de PGLa n’entre plus en compte
dans la rigidit¢ moyenne. Tandis que pour le film de DPPG, le peptide a été intégré au film et
le nouveau film ainsi obtenu a une rigidit¢ de courbure inférieure a celle du film de DPPG
pure.
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Fig. 1.17 : Monocouche de DPPC, sur une sous phase de tampon a pH 7,3 et a une pression de surface
m=25mN/m, observée en utilisant la technique du microscope a angle de Brewster. On peut observer en « noir »
les domaines cristallins en phase liquide condensé tilté et leurs bords, en « blanc », ou peuvent se produire les
mouvements entre domaines lors de ’apparition d’une courbure de ’interface.

Source: http://www.chbmeng.ohio-state.edu/~rathman/research , Colloid and Interface Research Group, The

OHIO State University

Tableau 1.2 : Rigidités de courbure estimées pour les films de DPPC et DPPG en présence ou non de la PGLa

Comp res§ibilité Compressibilité
Ii‘iﬁiﬁ}gﬁ@ Rigidité x (kgT) |  Surfacique | Rigidité « (ksT)
Molécules (mN) en en dessous de mg, | Isothermique | au-dessus de 7,
x PGLa y (mN) au dessus PGLa
dessous de 7 de 1 PGLa
PGLa P
DPPC 5,1 +/-0,4 9+/-0,5 5,1+/-04 9+/-0,5
DPPC+PGLa 16 +/- 6 3+4/-1 5,9 +/-0,2 9+/-0,5
DPPG 4,6 +/- 0,5 12 +/-1 4,6 +/- 0,5 12+/-1
DPPG+PGLa 22 +/-2 2,5+/-0,2 13,2 +/- 0,3 43 +/-0,3
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Chapitre 2:

Pourquoi un
rayonnement synchrotron ?

Et

Configuration Expérimentale
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La méthode de préparation de nos échantillons étant au point et ceux-ci ayant été
caractérisés thermodynamiquement grace aux isothermes obtenues, des études de diffraction
et de diffusion diffuse de rayons X provenant d’un rayonnement synchrotron ont pu étre
réalisées sur ces monocouches. Les résultats de ces expériences constitueront les troisiéme,
quatriéme et cinquiéme chapitres de ce rapport.

En préambule a ces expériences, nous allons, dans cette partie, nous attarder un peu
sur ce qu’est le rayonnement synchrotron et pourquoi il nous est nécessaire. Une bréve
description de la ligne de lumiere ID 10B de ’ESRF (également appelée TROIKA 1II), ou ces
expériences ont été réalisées, sera ¢galement faite, ainsi qu’une description partielle du
montage expérimental (seules les parties communes aux différentes expériences seront
décrites) et de quelques réglages importants.

2.1/ Le rayonnement Synchrotron

2.1.1/ Pourquoi un rayonnement synchrotron

Les expériences de diffusion de surface et en particulier les expériences de diffusion
diffuse, nécessitent un flux de photons trés important. En effet, le signal diffusé¢ est
proportionnel au volume du systeme diffusant. Dans le cas d’une interface de seulement
quelques nanometres d’épaisseur, il est donc extrémement faible.

Sachant que I’intensité diffusée I vaut, en fonction de I’intensité incidente Iy (21]..

SORLLNG
w;h, dQ

@.1)

avec w; et h; la largeur et la hauteur des fentes situées avant 1’échantillon et limitant la taille du
) . do )

faisceau incident (dans notre cas, wi~300um et hi~100um), 0 la section efficace et AQ

I’angle solide observé par le détecteur. Ce dernier étant dépendant de la dimension (wg x hy)
des fentes placées devant le détecteur et de la distance (Lg4) entre le détecteur et 1’échantillon :
AQ = Yalla

2
d

Nous verrons plus tard (Chapitre 4) que la section efficace Z—g est dépendante de nombreux

paramétres expérimentaux (densité électronique des milieux inférieur et supérieur, aire de la
surface éclairée par le faisceau incident et vue par le détecteur, etc....). Dans notre cas, en
fonction de nos choix expérimentaux, on arrive a une section efficace de 1’ordre de 107",

En supposant que le détecteur soit placé a une distance Ls~ Im de 1’échantillon, et possédant
une surface utile de 50 mm?, on arrive finalement a :

[~10"1,
(2.2)

C’est-a-dire que le détecteur recgoit environ 1 photon tous les 10 milliards de photons. En

conséquence, afin de conserver des temps de comptages raisonnables (T=10min par point
¢tant une limite fixée par la fragilité¢ des échantillons) tout en gardant une bonne statistique
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(erreur relative de I’ordre de 3% correspondant a un nombre de coups, c’est-a-dire de photons
comptés par le détecteur, N=1000), le flux @ arrivant sur la surface diffusive doit étre de
I’ordre de :

o= L] ~ 10" photons/s
Tx—
I,
(2.3)

Or seul les synchrotrons de 3° génération sont capables de fournir un tel flux.

De plus, la qualité d’une source de rayons X n’est pas jugée uniquement a la vue du
flux qu’elle fournit, mais ¢galement a la vue de sa brillance, définie comme étant la quantité
de photons émis par seconde en tenant compte de la taille de la source et de la divergence du
faisceau. Or, la résolution d’une expérience de diffusion dépend crucialement d’une
divergence faible du faisceau incident. Si I’on exige une divergence inférieure a 100urad, a la
fois horizontalement et verticalement, pour une taille de fente d’entrée de I’ordre de w; x h; ~
10 mm?, et une bande passante (BP) en énergie de SA/A = 0,01% (qui est typiquement ce que
’on obtient avec un bon monochromateur), on voit qu’un brillance de ’ordre de 10'®
photons/s/mm*/mrad®/0,1%BP est nécessaire. Brillance qui ne peut également étre obtenue
que par un rayonnement synchrotron de 3¢ génération. (Fig. 2.1)

Le rayonnement synchrotron a été observé pour la premiere fois au milieu du siécle
dernier, mais il a fallu attendre ces quinze derniéres années et 1’avénement des synchrotrons
de 3° génération pour parvenir a la production d’un faisceau de rayons X suffisamment
intense et focalisé pour permettre des expériences de diffusion diffuse sur des monocouches
instables.
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Fig. 2.1 : Evolution de la brillance des sources de rayons X avec le temps
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2.1.2/ Principe de production d’un rayonnement synchrotron

Le rayonnement synchrotron est produit par des particules chargées (électrons ou
positrons) fortement accélérées. Lors de cette accélération, elles émettent des photons, dont le
spectre, en énergie, s’étend sur une large gamme allant des micro-ondes (10 peV) aux rayons
X durs (50 keV). Ceci permet de réaliser des études spectroscopiques, mais également des
études structurales de la matiére (en utilisant les rayons X), et explique 1’utilisation de ce
rayonnement dans de nombreux domaines (physique, biologie, chimie, etc....)
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Fig. 2.2 : Schématisation des différentes parties d’un synchrotron : On peut observer les aimants de courbure
placés dans les sections courbes de I’anneau de stockage et les éléments d’insertion placés dans les portions
droites.

Le principe de fonctionnement d’un synchrotron (Fig. 2.2) est donc d’accélérer des
particules chargées. D’abord en utilisant un accélérateur linéaire (LINAC), puis
éventuellement dans un accélérateur circulaire (BOOSTER) jusqu'a des énergies de 1’ordre du
GeV (6 GeV dans le cas de I’ESRF). Les particules sont ensuite transférées dans un anneau de
stockage suivant une trajectoire quasi-circulaire. Durant leur parcours dans 1’anneau de
stockage, les particules vont rencontrer deux groupes différents de systémes servant a
produire les rayons X. Ces groupes sont nommeés respectivement les aimants de courbure et
les éléments d’insertions. Chacun conduisant a la production d’un rayonnement synchrotron
d’intensité et de brillance différente. Quel que soit le systéme utilisé, aux endroits ou les
rayons X sont émis, une sortie est aménagée dans I’anneau et on obtient ce que I’on appel une
ligne de lumiére (appelées, a ’ESRF, respectivement, en fonction du systéme utilisé, BM xx
ou ID xx)

Une fois émis, le faisceau de rayons X est utilisé de la méme maniére qu’un faisceau
optique : Un monochromateur sélectionne une énergie, il est ensuite dévié par des miroirs,
limités par des fentes, son intensité est mesurée par des détecteurs, ... Cependant, en raison de
la trés haute énergie des photons, certains ¢léments optiques doivent étre fabriqués a partir de
matériaux spécifiques (dépdt de nickel, de platine ou de palladium pour les miroirs, tantale ou
tungstene pour les fentes). Le flux trés élevé du faisceau blanc impose aussi des contraintes
sur les composants utilisés (cristal de silicium, diamant), car il occasionne localement de
fortes élévations de température. Le trajet du faisceau se fait, dans la mesure du possible, dans
le vide, ce qui a pour effet de limiter la diffusion et I’absorption par 1’air. Par exemple, apres
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un parcours d’un métre dans 1’air, I’intensité d’un faisceau a 8 KeV est atténuée d’au moins
un facteur 3. Le vide permet en outre de limiter la formation sur les éléments optiques de
dépots résultant de réactions induites, par le faisceau de rayonnement ionisant, entre les
surfaces et les particules gazeuses environnantes.

2.1.2.1/ Les aimants de courbure (ou Bending Magnet) (Fig. 2.3)

Leur but premier est de défléchir la trajectoire des particules afin de les forcer a suivre
la trajectoire circulaire du synchrotron.

Aux endroits ou a lieu la déflexion, les particules vont émettre des rayons X. Cette
émission se fait tangentiellement a la trajectoire des particules et les photons sont polarisés
linéairement dans la direction de son rayon de courbure. Le caractére relativiste du processus
confine le rayonnement dans un cone de faible ouverture angulaire. L’angle de divergence
verticale (1/y) est 1ié a I’énergie E de I’électron relativiste et vaut mec*/E. Pour une énergie de
6 GeV, comme a ’ESRF, la divergence verticale vaut ~ 80 urad. La divergence horizontale
(20) est dominée par I’angle sur lequel se fait la déviation de I’€lectron.

Les synchrotrons de 1°¢ et 2° génération utilisent principalement, voire uniquement,
les rayons X produis par ce type d’aimants.

aimant de
c‘c}?rrirrrr:g{.»-'~-.H___

électrony’

=720

Fig. 2.3 : Rayonnement émis par un aimant de courbure. 20 correspond a la divergence horizontale du faisceau
émis et 1/y sa divergence verticale.

2.1.2.2/ Les éléments d’insertions (ou Insertion Device) (Fig. 2.4)

Ce groupe est apparu avec les synchrotrons de 2° génération et s’est généralisé a la 3°
génération. Il est constitué de deux types de systémes, les Wiggler et les Onduleurs. Ceux-ci
sont placés dans les parties rectilignes (situées entre deux aimants de courbure) de I’anneau de
stockage et ont pour but de produire un faisceau de rayon X plus intense et plus brillant que
celui obtenu par les aimants de courbure.

Le principe de base de ces deux systémes est le méme. Le faisceau de particules va
passer entre deux « plateaux » composés d’un enchainement d’aimants. La polarité, entre
deux aimants successifs, est inversée, ce qui aura pour conséquence de faire osciller les
particules dans le plan horizontal, créant ainsi (selon le méme principe que pour les aimants
de courbure) une émission de photons de hautes énergies a chaque nouveau changement de
direction. Les différents pulses de rayonnements ainsi émis étant proches les uns des autres,
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ils pourront s’additionner, et former ainsi un faisceau d’intensité plus grande que dans le cas
d’une déflexion unique provoquée par les aimants de courbure. De plus, dans le cas de ces
systémes, la divergence horizontale est bien plus faible que celle obtenue par un aimant de
courbure et la divergence verticale est inféricure & m.c’/E. Par conséquent, de tels systémes
fourniront un faisceau de plus grande brillance que celle obtenue avec des aimants de
courbure.

cefdrsands o podaritds inversdes
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AT T T FEWIREIER]
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Fig. 2.4 : Rayonnement émis par un élément d’insertion.
Les oscillations se font dans le plan horizontal

La différence entre wiggler et onduleur se situe dans 1’amplitude des oscillations
réalisées par la trajectoire des électrons. Pour les wiggler, I’amplitude de la déflexion sera
supérieure a 1/y (divergence verticale du faisceau) et, en conséquence, les pulses de photons
émis au cours des oscillations n’interférent pas et s’additionnent de fagcon incohérente,
augmentant ainsi le flux de photons (donc I’intensité) émis par le systéme par rapport a un
aimant de courbure (ou seul un pulse sera émis), mais moins que dans le cas des onduleurs, ou
I’amplitude de déflexion est inférieure a 1/y, et pour lesquels les pulses de photons interférent
et s’additionnent de maniere cohérente (Fig. 2.5).

De plus, contrairement au cas du wiggler (et d'un aimant de courbure), la durée du
pulse de lumiére émis par un onduleur est longue. Ainsi, le rayonnement électromagnétique
émis par un onduleur est caractéris¢ par des longueurs d'onde bien précises appelées
harmoniques (les différentes interférences entre le rayonnement dans chaque section de
'onduleur), alors que dans le cas des wigglers, il sera constitué d’un large spectre continue
(Fig. 2.5). La fréquence de chacun de ces harmoniques étant dépendante de la valeur du
champ magnétique créé¢ par chacun des dipdles magnétiques, 'onduleur est une source
accordable en énergie. Il est donc possible de sélectionner une harmonique précise
simplement en modifiant la distance entre les deux plateaux sur lesquels sont situés les
aimants. Enfin, méme si le flux émis par un onduleur est comparable a celui émis dans un
wiggler, la brillance (du fait de la nature collimatée du rayonnement (dans le plan de 1'orbite))
est largement supérieure
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Fig. 2.5 : Comparaison entre wiggler et onduleur : La différence d’amplitude de la déviation du faisceau
d’¢électron aura pour conséquence un faisceau quasi-monochromatique (onduleur) ou constitué d’un spectre
continu de courtes longueurs d’ondes.

La ligne de lumiére ID 10B utilise un systéme d’onduleurs qui produit, a partir
d’¢lectrons ayant une énergie de 6 GeV, un faisceau de rayons X ayant une divergence
horizontale de 28 prad, une divergence verticale de 17 prad et un flux de 10'? photons/s./mm?’
pour le faisceau monochromatique arrivant sur 1’échantillon aprés passage par une fente de
dimension (h x v) 0,5 x 0,1 mm.

2.2/ La ligne de lumiéere TROIKA Il

La ligne de lumiére TROIKA II (aussi appelée ID 10 B) est spécialement équipée pour
permettre des expériences de Réflectivité, de Diffraction ou de Diffusion diffuse (dans le plan
horizontal ou vertical) sur les interfaces liquide ou solide. Une des spécialités de cette ligne
est I’étude de films minces sur des surfaces solides, liquides ou fluides, sur une échelle allant
du sub-nanométrique a la centaine de nanométres

Comme toutes les lignes de lumiére de I’ESRF, elle est constituée de deux parties :
Une « Cabane » Optique ou se font les réglages principaux du faisceau de lumiére et une
« Cabane » Expérimentale ou sont réalisés les réglages pour les expériences. (Fig. 2.6)

Orptics hutch Trotka 11 Troika I Trotka [T

........

hiono hiono hono/Optics

L L ] i L L1 1 L 1 1 i 1 | L 1

0 26 27 305 33 34.5 36 3854 40 41 43 442 557 568 608 656 1m

Fig. 2.6 : La ligne de lumiére ID 10 : Le faisceau de rayon X issu de I’élément d’insertion 10 situé sur
I’anneau de stockage va étre partagé entre les lignes de lumiére Troika II (ID 10B), Troika I (ID 10A) et Troika
III (ID 10C)

-4] -



2.2.1/ La « Cabane » Optique (Fig. 2.7)

Le faisceau primaire provenant de 1’anneau de stockage va €tre partagé entre la ligne
Troika II et les lignes Troika I et IIl. Pour cela, un premier monochromateur M1 d’une
épaisseur de 100 um (suffisamment fin pour limiter 1’absorption) va diviser le faisceau blanc
provenant de ’anneau en un faisceau blanc qui sera transmit vers Troika I et III, et un
faisceau monochromatique correspondant a 1’énergie désirée pour 1I’expérience. Ainsi, comme
le montre la figure 2.8, le faisceau blanc, d’une énergie (sélectionnée au préalable par
I’onduleur avec une précision de 1%) correspondant a la longueur d’onde désirée pour
I’expérience, va frapper le monochromateur qui va prélever une infime partie de celui-ci en
sélectionnant a son tour (avec une précision de 0,01%), dans le spectre, une énergie donnée,
permettant ainsi de travailler avec un faisceau monochromatique de la longueur d’onde
souhaitée (avec une incertitude de moins de 1%). Le reste du faisceau est transmis vers les
lignes TROIKA I et III qui pourront a leur tour sélectionner une partie de ce faisceau et
travailler, en méme temps que TROIKA II, avec un faisceau de méme longueur d’onde
(toujours avec une incertitude de moins de 1%). C’est cette différence de précision, dans la
sélection de 1’énergie, entre 1’onduleur et le monochromateur (100 fois plus grande pour le
monochromateur) qui donne la possibilit¢ d’utiliser, simultanément, plusieurs
monochromateurs sur un méme faisceau et donc de partager celui-ci entre les lignes.

Le faisceau issu du premier monochromateur alimentera, aprés avoir subi une réflexion de
Bragg par un deuxi¢éme monochromateur M2, identique au premier, la ligne de lumiére Troika
II. Ces deux monochromateurs vont dévier le faisceau dans le plan horizontal.

Le faisceau, désormais monochromatique, est ensuite dévié, dans le plan vertical, par
deux miroirs Mi dont le role essentiel de réduire au maximum les harmoniques de hautes
énergies. En effet, la présence de ces harmoniques aurait pour conséquence une augmentation
importante du bruit de fond lors des expériences. Or un bruit de fond le plus faible possible
est trés important, notamment pour les expériences de diffusion sur les surfaces liquides. Le
second rdle de ces miroirs est d’aider au réglage précis de I’angle d’incidence avec lequel le
faisceau arrivera sur 1’échantillon.

Le faisceau va ensuite passer au travers d’une fente (la fente optique, de hauteur hy et
de largeur wy).

Ce dernier passe ensuite dans la seconde partie de la ligne, la « Cabane »
expérimentale.

fanra

aotioce Cahgn_e
Source Expérimentale
: G u'_ = ﬁ

. Troika l
PS5 M1 M2 Mi PhS at I
e faizrea — g faicooar
bilane mencohr onahigue

Fig. 2.7 : Représentation de la Cabane Optique de Troika II. Avec M1 et M2 les deux monochromateurs, Mi les
miroirs et la fente optique par lesquels va passer le faisceau avant de rejoindre la « cabane » expérimentale.
(Une vue plus détaillée est visible a I’adresse suivante :
http://www.esrf.fr/UsersAndScience/Experiments/SCMatter/ID10B/BeamlineOverview/id10B. WEB LAYOUT

_optics.pdf)
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Fig. 2.8 : Principe de fonctionnement du monochromateur M1. Celui-ci va sélectionner et prélever une énergie

précise dans le faisceau incident, c'est-a-dire qu’il va se laisser « traverser » par toutes les énergies, du faisceau

incident, lui arrivant dessus excepté celle correspondant a 1’énergie désirée (d’ou le passage sur (a) d’une partie

du faisceau de rouge (= le faisceau contient 1’énergie souhaitée avant passage par M1) a blanc = I’énergie a été

prélevée par M1 et ne fait plus partie du faisceau). Un scan du spectre énergétique du faisceau aprés passage au

travers de M1, réalisé par un second monochromateur, donne la courbe en (b) : On constate un « trou » trés fin
(~1eV) dans le scan, correspondant a 1’énergie prélevée par M1.

2.2.2/ La « Cabane » Expérimentale (Fig. 2.9)

Apres son entrée dans la « cabane » expérimentale, le faisceau passe au travers d’une
nouvelle fente SO (de dimension h; et de largeur w;i) qui va permettre un réglage fin de la taille
du faisceau incident. Puis, il traverse une fine feuille de Kapton (épaisseur : 78 um) qui va
diffuser une fine partie du faisceau (proportionnelle au flux) vers un moniteur Mon placé
verticalement (Fig. 2.10). Il s’agit d’un détecteur a scintillation constitué¢ de cristaux de Nal
dopés au thallium. Les photons X sont absorbés par le cristal, et leur énergie est réémise sous
forme de photons optiques. Le nombre de photons est ensuite augmenté par un
photomultiplicateur, transformé en courant électrique puis mesuré. Le moniteur permet
d’évaluer en temps réel I’intensité du faisceau incident envoyé sur I’échantillon. Cette
information est importante car cette intensité est susceptible de varier au cours du temps, en
raison des changements d’intensité du faisceau d’électrons dans 1’anneau de stockage, et, de
déréglages des éléments optiques situés en amont.

Afin d’éviter une saturation, voir une destruction, du détecteur due a une intensité du
faisceau diffusé trop grande, on diminue artificiellement, quand cela est nécessaire, I’ intensité
du faisceau incident (I’intensité du faisceau diffusé étant liée a celle du faisceau incident) en
le faisant passer au travers d’absorbeur(s) Ab. Dans le cas de TROIKA 1I, les absorbeurs sont
placés sur une roue automatique située entre le faisceau et 1’échantillon. Ils sont constitués
(pour les expériences réalisées a 8 keV) de la superposition d’un nombre croissant de feuilles
d’aluminium, d’épaisseur 0,1 um, et ont une épaisseur finale variant de 0 a 1,9 mm.

Le faisceau atteint ensuite I’échantillon Sa. Celui-ci est placé sur un goniometre Go
permettant de positionner précisément 1’échantillon grace a différents moteurs controlant
chacun un axe. Dans notre cas, le plus important des moteurs est le moteur nommé zgH qui
permet de régler la hauteur de I’échantillon (voir plus bas : Réglage de la hauteur de la cuve).
Le goniometre est réglé de fagon a ce que le point d’impact du faisceau sur 1’échantillon
corresponde a son centre de rotation.

Enfin, aprés avoir interagi avec 1’échantillon et avant d’atteindre le détecteur D qui va
mesurer son intensité, le faisceau diffusé va passer par un jeu de fentes collimatrices S1 et S2,
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préalablement parfaitement alignées, qui vont permettre de régler la taille du faisceau accepté
par le détecteur, c'est-a-dire la résolution angulaire de 1’expérience.

—|%

e AFO——1"

S0 Man Ab Go+Sa S s2 D

Fig. 2.9 : Représentation de la Cabane Expérimentale de Troika II. Avec SO la fente placée avant I’échantillon et
affinant la taille du faisceau incident, Mon le moniteur, Ab les absorbeurs optionnels, Go le Goniométre, Sa
I’échantillon, Slet S2 les fentes collimatrices et D le détecteur.

(Une vue plus détaillée est visible a I’adresse suivante :
http://www.esrf.fr/UsersAndScience/Experiments/SCMatter/ID10B/BeamlineOverview/id10B. WEB LAYOUT
_exp_hutch.pdf)
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Fig. 2.10 : Principe de fonctionnement du moniteur : Une feuille de Kapton diffuse une partie du faisceau
incident vers un détecteur a scintillation qui en mesure 1’intensité I,
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2.3/ Montage Expérimental et Réglages

maoate

(®)

Fig. 2.11 : Géométrie de I’expérience : (a) : hi, wi, hc, we, hd, wd représentent les dimensions des fentes
collimatrices indexées, respectivement, i (ou fente SO, placée avant 1’échantillon, dans la cabane
expérimentale), ¢ (ou fente S1, placée aprés 1I’échantillon) et d (ou fente S2, placée avant le détecteur). L; est la
distance entre les fentes S1 et S2 et L la distance entre la fente S2 et le Centre de Rotation du goniométre
(correspondant au centre de I’échantillon) ou est placé 1’échantillon. (b) : Le faisceau incident va frapper
I’échantillon avec un angle o (avec a;<a.), puis apres interaction entre le faisceau et 1’échantillon, les faisceaux
diffusés seront collectés par un détecteur pour divers angles ;. et B (avec >0 et $>0).
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2.3.1/ Géométrie des expériences (Fig. 2.11)

Dans le cas des expériences de diffraction et de diffusion diffuse dans le plan de
surface, le détecteur est déplacé dans le plan de I’interface, c'est-a-dire que I’on fait varier
I’angle . Selon le type de détecteur utilisé (par exemple un PSD (Position Sensitive
Detector)), il est également possible de mesurer dans le méme temps le signal diffusé selon la
composante Z, c'est-a-dire en fonction de I’angle 3.

Pour cette géométrie, les coordonnées du vecteur de diffusion Q = k*-k' s’écrivent en
fonction de I’angle d’incidence a;, de I’angle de diffusion horizontal g, et de ’angle de
diffusion vertical f3:

2
Q.= 77[ (cos Bcosy,, —cosq;)

0, = 2T”COSﬂsin V..

0. :%(sinﬂ+sinai)

(2.4)

On notera Q; =,/0; +Q; , la projection de Q dans le plan de I’interface. Le systéme de

coordonnées a été choisi de maniére a ce que (x, y) soit le plan moyen de ’interface et (x, z)
le plan d’incidence, le faisceau se propageant vers les x croissant.

2.3.2/ Réglage de I’angle d’incidence

Afin de réaliser des expériences de diffusion sur des monocouches situées a une
interface, il faut que le faisceau diffusé provienne de 1’échantillon ou de I’interface (dans le
cas ou celle-ci est nue) et non de la sous phase, c'est-a-dire qu’il doit s’agir d’un faisceau dans
lequel la diffusion due aux homogénéités de volume sera limitée et celle due a la contribution
de la surface sera dominante. Pour cela il est nécessaire que le faisceau incident ne pénetre pas
trop profondément dans la sous phase. Or la profondeur de pénétration du faisceau incident
est, en plus d’étre dépendante de la densité €lectronique de la surface, fortement dépendante
de I’angle a; avec lequel le faisceau va frapper la surface de 1’échantillon. En effet, il existe,
pour chaque type de surface, un angle critique o, au-dessus duquel, la profondeur de
pénétration du faisceau incident fait un bond (Fig. 2.12a) et le faisceau incident pénetre trop
profondément. Il faut donc se placer a un angle d’incidence a,; situé en dessous de o.

Par ailleurs, lorsque le faisceau incident va venir frapper la surface, celui-ci va se
scinder en deux parties. Une partie sera réfléchie par la surface et I’autre partie sera transmise
dans la sous phase pour aller interagir avec 1’échantillon (Fig. 2.13). On peut donc écrire de
facon simplifiée que :

Faisceau Total apres contact avec la surface = Faisceau Réfléchit + Faisceau Transmis
= (R x Faisceau Incident avant surface) + (T x Faisceau incident avant surface)

ou R et T représentent, respectivement, les facteurs de réflexion et de transmission du faisceau
incident par la surface.

Dans le cas des expériences qui nous intéressent (Diffusion diffuse et Diffraction), c’est le
faisceau transmis qui doit étre pris en compte. Par conséquent, il faut également s’intéresser
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au facteur de transmission T. Or, celui-ci est aussi dépendant de ce méme angle critique o.
On peut constater sur la Fig. 2.12b qu’il passe par un maximum pour o;=0. et que si I’angle
d’incidence choisi est trop petit par rapport a I’angle critique, une infime partie du faisceau
sera transmise (la majeure partie du faisceau incident étant réfléchie par la surface) et par
conséquent, I’intensité du faisceau diffusé¢ (dépendante de I’intensité¢ du faisceau incident)
sera trés faible, voir trop faible pour que 1’on puisse mesurer quoi que soit.

Il faut donc trouver un compromis entre une faible profondeur de pénétration et un
facteur de transmission suffisamment élevé. Dans notre cas, nous prendrons «; (0,115°) ~ 0,75
o (0,154° pour I’eau)
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Fig. 2.12 : Profondeur de pénétration de 1’onde transmise (a) et module carré du facteur de transmission
(b) en fonction de I’angle d’incidence pour une surface d’eau
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Fig. 2.13 : Schéma simplifi¢ du devenir du faisceau incident apres contact avec 1’interface
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2.3.3/ La cuve

Pour les expériences menées sous rayons X, les monocouches de Langmuir ont été
réalisées dans une cuve de Langmuir « faite maison» (L x 1 = 438 x 170 mm, taux de
compression : 6, volume de solution ~ 370ml) (Fig. 2.14), spécialement congue pour ce genre
d’expérience et pour s’adapter au goniometre de la ligne. Elle est constituée d’une cuve en
téflon, d’une barriére mobile unique et d’une balance de Wilhelmy provenant de chez NIMA
pour mesurer la pression de surface (Fig. 2.14a). Le tout est reli¢ a un systeme électronique de
mesure R&K, situé¢ a I’extérieur de la cabane expérimentale, et permettant de controler les
différents parametres (vitesse de compression, Pression de surface, aire moyenne par
molécule). Il peut étre piloté manuellement ou via un ordinateur.

Lors des expériences, cette cuve est recouverte d’un couvercle en Plexiglas afin
d’isoler I’atmosphere située au-dessus de la surface, et de permettre 1’injection d’un flux
continu d’hélium, créant ainsi une atmospheére trés pure constituée uniquement d’hélium. Le
but de ce remplacement de ’air par une atmosphere d’hélium est de minimiser la diffusion
parasite par I’azote et I’oxygene, au-dessus de 1’échantillon. Ce couvercle est également muni
d’une fenétre en Kapton dans la zone ou passent les faisceaux incident et diffusé. (Fig. 2.14b)

Tout comme les cuves NIMA utilisées précédemment pour la caractérisation
thermodynamique des monocouches, cette cuve peut €tre thermostatée afin de placer la sous
phase a une température donnée lorsque cela est nécessaire.

Enfin, la cuve est fixée sur un systeme de pieds anti-vibratoires permettant d’éliminer
les vibrations mécaniques de basses fréquences, et les ondes capillaires correspondantes. Leur
présence est indispensable pour une mesure fiable des propriétés de la surface.
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Fig. 2.14 : Cuve de Langmuir utilisée pour les expériences sous rayons X et a I’interface Air/Liquide.
(a) : Sans couvercle. On peut voir en (1) la balance de Wilhelmy pour mesurer la pression de surface, (2) la
barriére mobile et (3) la cuve en elle-méme.

(b) : Avec le couvercle servant a remplacer I’air par une atmosphére d’hélium. On peut voir en (3) la balance de
Wilhelmy, (4) la fenétre en Kapton par laquelle les faisceaux incident et diffusé vont passer, (5) le systéme
d’entrée de I’hélium, (6) le systéme de sortie de ’air et (7) un pied anti-vibratoire.

(c) : Représentation schématique du systéme complet. La barri¢re servant a compresser le film n’est pas
représentée
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2.3.4/ Réglage de la hauteur de la cuve

Lors des expériences, il est important de bien régler et de vérifier, a chaque
mouvement de la cuve, la hauteur de celle-ci. Ceci pour étre stir que I’aire de la surface, que le
détecteur intercepte, appartient en totalité¢ a la zone diffusante (donc que le détecteur recoit le
maximum d’intensité possible), c'est-a-dire que cette zone doit étre entierement incluse dans
la zone éclairée par le faisceau incident (Fig. 2.15a).

Or, les différentes parties de la ligne (pour les réglages de 1’angle d’incidence, le goniometre
et le détecteur) sont réglées telles que le centre du faisceau incident arrive (en absence de
cuve) au niveau du centre de rotation du goniomeétre et que le centre du faisceau diffusé
théorique reparte du méme point vers le détecteur (qui regarde ce point quelque soit les angles
Ve et fB).

Etant donné que 1’on travaille en incidence rasante, les dimensions de 1’aire éclairée par le
faisceau incident vont dépendre des caractéristiques (hauteur h; et largeur w;) de la fente SO et
de I’angle d’incidence a. Les dimensions de la zone « vue » par le détecteur sont dépendantes
des caractéristiques (hauteur h, et largeur wc) de la fente S1 et des angles B et y (Fig. 2.11).
Ces parameétres n’influencent pas les positions respectives de la zone éclairée par le faisceau
incident (correspondant a I’intersection entre le faisceau incident et la surface) et de la zone
«vue » par le détecteur (correspondant a I’intersection de I’angle solide avec la surface) sur la
surface. Ces positions ne dépendront donc que de la hauteur de la cuve.

Ainsi, avec une hauteur de cuve correctement réglée, I’aire observée par le détecteur sera
totalement incluse dans la zone éclairée par le faisceau incident et le maximum d’intensité
diffusée est recueilli par le détecteur (Fig. 2.15a).

Au contraire, dans le cas d’une cuve placée plus haut ou plus bas qu’elle ne devrait, la surface
éclairée par le faisceau incident est décalée selon I’axe des X, pendant que la zone « vue » par
le détecteur est décalée selon I’axe des Y. Ainsi, seule une partie (ou dans le pire des cas,
aucune partie) de la zone « vue » par le détecteur correspond a la zone diffusive et le détecteur
ne recgoit pas le maximum d’intensité possible (Fig. 2.15b et 2.15¢).

L’autre conséquence possible d’un mauvais réglage de hauteur de la cuve va étre, du
fait du décalage de la zone éclairée selon les X, une modification « artificielle » de 1’angle
d’incidence a;. En effet, lorsque 1’on remplit la cuve de Langmuir avec de I’eau ou une
solution aqueuse, du fait que celle-ci est faite dans un matériau hydrophobe, il y a formation
d’un ménisque sur les bords de la cuve (Fig. 2.16).

Or si la cuve est trop haute, il est possible que la surface éclairée par le faisceau incident se
décale jusqu'a ce ménisque. L’angle d’incidence étant défini comme ’angle entre la surface et
le faisceau, si le faisceau frappe la surface au niveau du ménisque, 1’angle d’incidence sera
augmenté. Ce qui aura pour conséquence d’augmenter la profondeur de pénétration. Il y aura
donc apparition d’une diffusion importante de la part de la sous phase qui viendra parasiter le

faisceau diffusé par le reste de la surface frappée par une partie du faisceau incident.
(Fig. 2.16b)
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Fig. 2.15 : Conséquence de la hauteur de la cuve.

(a) La cuve est a la bonne hauteur : L’aire vue par le détecteur (rouge hachurée) appartient totalement a la zone
diffusante (cadre noir) et celui-ci regoit le maximum d’intensité possible.

(b) La cuve est trop haute et (c) La cuve est trop basse: L’aire vue par le détecteur appartient partiellement,
voir pas du tout, a la zone diffusante et le détecteur ne recoit pas le maximum d’intensité possible.
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Fig. 2.16 : Effet de la hauteur de la cuve sur I’angle d’incidence et le faisceau diffusé

(a) La cuve est a la bonne hauteur et I’angle d’incidence est inférieur a I’angle critique. Le faisceau diffusé
est dominé par la diffusion de surface.
(b) La cuve est trop haute et le faisceau va frapper le ménisque formé par la sous phase. L’angle
d’incidence, a ce niveau, est supérieur a I’angle critique. Le faisceau incident pénétre plus
profondément dans la sous phase et le faisceau diffusé va étre dominé par la diffusion de volume.

Dans la pratique, la hauteur de la cuve est ajustée par une mesure en fonction de la hauteur de
la cuve (zgH) du faisceau réfléchit spéculaire (a s = 0) (Fig. 2.17). Le centre du maximum
d’intensité obtenue correspondant a la hauteur la plus juste de la cuve.

Hauteur optimale
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S
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©
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T T T T
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AzgH (mm)
Fig. 2.17 : Ajustement de la hauteur de la cuve. L’intensité du faisceau réfléchit spéculaire est mesurée en

fonction de la hauteur zgH de la cuve. La hauteur correspondante au centre du maximum d’intensité mesurée est
réglée comme hauteur optimale.
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2.3.5/ Les fentes (Fig. 2.18)
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Fig. 2.18 : Rappel de I’ordre des fentes (vue dans le plan vertical)

Les fentes permettent de travailler avec un faisceau « propre » et de géométrie précise.
Elles déterminent la résolution angulaire de I’expérience et permettent de normaliser les
intensités mesurées. Le choix de leurs dimensions est donc crucial. Comme indiqué sur les
Figs. 2.11a et 2.18, elles sont au nombre de trois : la fente d’entrée i (SO) et deux fentes
collimatrices c et d (S1 et S2).
La fente SO, de dimension h; x w;, permet de régler la taille du faisceau incident et ainsi 1’aire
éclairée de la surface (zone hachurée Fig. 2.11a).
La fente S1, de dimension h, x w, et placée juste apres 1’échantillon, sert a régler la taille du
faisceau diffusé et sa divergence. Elle sert également a régler la taille de la surface éclairée de
I’échantillon qui sera réellement vue par un point du détecteur (zone verte Fig. 2.11a).
La fente S2, placée devant le détecteur et de dimension hy X wy, sert a régler la taille du
détecteur (en fait, elle définie la surface du détecteur qui sera utilisée pour 1I’expérience).

Mesurer I/lp (intensité normalisée, voir chapitre 2.3.6) implique de connaitre
I’intensité Iy du faisceau incident arrivant sur la surface diffusante. Cette mesure ne peut étre
faite que si les fentes collimatrices S1 et S2 sont plus larges (ou égales) que la fente d’entrée
S0, c'est-a-dire si w>w;i et wg™> wi. Les dimensions des fentes collimatrices sont connues par
avance, et ont été fixées lors de leur construction. Les dimensions de la fente d’entrée peuvent
étre modifiées et réglées a la dimension désirée par un contrdle via un ordinateur situé dans la
cabane de controle.

2.3.6/ Normalisation de ’'intensité

L’intensité mesurée l.,, étant proportionnelle a I’intensité incidente Iy. Afin de pouvoir
comparer nos résultats, une mesure de l../Ip présente donc plus d’intérét qu’une mesure
directe de Ieyp. Le détecteur mesurant Iy, il est intéressant d’avoir acces a Io.

Pour cela, lorsque tous les autres réglages ont été effectués, la cuve est abaissée et I’angle s
réglé sur 0, pour que le détecteur mesure I’intensité du faisceau direct.

Iy est donc mesurée a un instant précis. Une expérience pouvant durer plusieurs heures, il faut
tenir compte d’inévitable variation de Iy (comme expliqué au chapitre 2.2.2). Ce qui est
permis par la mesure effectuée par le moniteur. En effet, le rapport Io/Imon (00 Imon est
I’intensité mesurée par le moniteur) ne varie pas lorsque I’intensité diminue dans 1’anneau (il
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est donc indépendant du temps). De plus, I;on €st mesurée tout au long de 1I’expérience car les
variations de Iy au cours du temps vont avoir pour conséquence des variations sur la mesure
Iexp. Il faut donc également penser a normaliser I'intensité I.,, mesurée a l’instant t par
I’intensité I,,,, mesurée au méme instant.

Finalement, pour pouvoir présenter les résultats avec une intensité normalisée, il
faudra donc utiliser :

1ty _ 10)/1,,(®)
1,0 I,(t)/1,,,(t)

(2.5)
Or ]0 (t)/]mon (t) = 10 (ZO)/Imon (tO) = constante
0) _ I(n/1,,,()
IO(t) IO(tO)/Imon (tO)
2.6)

2.3.7/ Le détecteur

Lors de nos expériences, nous avons principalement utilisé des détecteurs linéaires a
gaz (ou Détecteur Linéaire a Localisation) placés verticalement, qui permettent de déterminer
la position verticale de I'impact des rayons X avec une précision de l'ordre de la fraction de
millimétre. Ils sont appelés PSD, pour "Position Sensitive Detectors" (Fig. 2.19). Pour ces
détecteurs, le systéme décompose la hauteul Ir du détecteur en un ensemble de canaux de
hauteur constante (Dans notre cas, le PSD a une hauteur de 150mm et est décomposé en ~ 900
canaux). Dans ce cas, la hauteur utile du détecteur ne sera pas déterminée par la hauteur (hg)
de la fente S2 comme définie précédemment, mais par la hauteur d’un canal (hg’) multipliée
par le nombre de canaux pris en compte pour 1’expérience.

Dans le cas des expériences de diffraction ou de diffusion, les PSD permettent
d'obtenir la composante hors du plan (composante en Q.) des «tiges » de Bragg a deux
dimensions ("Bragg rods" en anglais, d'ou le nom de "rodscans" donné aux courbes de
l'intensité diffusée en fonction de la hauteur du détecteur) sans avoir a déplacer le bras du
détecteur, ce qui représente un gain important de temps, surtout lorsque 1'échantillon a une
durée de vie limitée.

Ces détecteurs fonctionnent selon le principe suivant : Un mélange de gaz rare et de
dioxyde de carbone (par exemple, un mélange argon/C0,, ou un mélange xénon/C0,) est situé
juste derriere la fenétre d'entrée. Un photon incident ionise un atome de gaz rare, libérant un
électron. Ce dernier est accéléré par I'anode, formée de fils verticaux dont le potentiel est de
'ordre du kilovolt. Lorsque I'¢lectron a atteint une vitesse suffisante, il provoque une cascade
d’ionisation du gaz, détectée sur 1'anode. Cette derniére est couplée a une ligne a retard le long
de laquelle se propagent deux signaux électriques en provenance de l'impact, lun se
propageant vers le haut, 1'autre vers le bas. La position verticale du photon incident est déduite
de I'écart de temps qui sépare 'arrivée des deux signaux électriques aux extrémités de la ligne
a retard.
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Fig. 2.19 : Principe de fonctionnement d'un détecteur linéaire a gaz (PSD).

2.3.8/ Mesure du bruit de fond (Fig. 2.20)

I1 est essentiel d’évaluer correctement la contribution de toutes les sources de diffusion
pouvant parasiter le faisceau diffusé que 1’on cherche a mesurer. C'est-a-dire la contribution
de la diffusion du faisceau dans ’air, par les fenétres en Kapton, et par I’atmosphere d’hélium
au-dessus de la surface. Une méthode simple et treés efficace permet de mesurer ce bruit de
fond : une fois le signal mesuré pour une position donnée du détecteur, la cuve est abaissée de
quelques millimetres afin que le faisceau passe au travers de tout le montage expérimental
sans entrer en contact avec la surface. Le PSD que nous utilisons étant suffisamment long, il
n’a pas besoin d’étre déplacé vers le bas d’un angle -2a; pour mesurer les faisceaux provenant
du bruit de fond. Il suffit simplement de décaler, vers le bas, la zone des canaux pris en
compte pour la mesure, d’un nombre de canaux correspondant a -2a;.

Le signal ainsi mesuré est donc celui envoyé€ par toutes les sources, sauf celles situé¢es dans
I’échantillon. Il suffit ensuite de simplement soustraire le signal correspondant au bruit de
fond du signal mesuré lors de I’expérience pour obtenir le signal de diffusion de la surface.
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Fig. 2.20 : Mesure du bruit de fond. En (a) le faisceau diffusé¢ mesuré est constitué du faisceau diffusé par la
surface et des faisceaux parasites du bruit de fond. En (b), seul les faisceaux provenant du bruit de fond sont

mesurés.
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Chapitre 3:

Diffraction en incidence rasante
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Dans le but de compléter la caractérisation structurale des monocouches de phospholipides,
une ¢tude de Diffraction en incidence rasante (Grazing Incidence Diffraction : GID) a été
effectuée.

L’objectif de cette partie est d’obtenir des informations complémentaires sur la
structure de nos films. En effet, a partir des données obtenues par cette méthode, il va nous
étre possible de remonter aux parametres fondamentaux de ceux-ci: ’organisation des
molécules dans ce qui est appelée la maille élémentaire, la distance entre ces derniéres, leur
tilt éventuel par rapport a la normale a la surface, I’aire par molécule, etc.

3.1/ Diffraction en incidence rasante sur des films de Langmuir

(GID) [14, 22 ,23]

Un spectre de diffraction est déterminé par 1’arrangement atomique exact du matériau.
Il peut s’apparenter a I’empreinte digitale de ce matériau, pour une organisation cristalline
donnée des molécules. C'est-a-dire que deux matériaux, ayant une organisation proche mais
non identique, ne donneront jamais une méme figure de diffraction

Toutes les mesures de diffraction effectuées, jusqu'a présent, sur les films de Langmuir
ont montré que ceux-ci consistaient en un ensemble de cristaux 2D orientés aléatoirement et
de taille suffisamment petite pour pouvoir avoir toutes les orientations possibles dans 1’aire
éclairée par le faisceau incident. Ces films équivalent ainsi a une poudre « idéale » en deux
dimensions. En conséquence, la collecte d’intensités diffractées selon 1’angle . suffit pour
obtenir le spectre de diffraction complet, il n’y a pas besoin de faire tourner 1’échantillon.
L’analyse du diagramme ainsi obtenu est similaire a celle faite sur un diagramme
correspondant a une poudre.

La diffraction par un réseau cristallin n’a lieu que lorsque la condition de Bragg est
satisfaite. Dans le cas d’un cristal 2D, la loi de Bragg n’est dépendante que des composantes
horizontales du vecteur de diffusion, c'est-a-dire de Q. Par conséquent, dans le cas d’un tel
cristal, il y aura diffraction par un ensemble de lignes atomiques (et non par un ensemble de
plans atomiques comme pour les cristaux 3D), séparées d’une distance dyx (Fig.3.2),
uniquement pour les cas ou :

3.1)

ou h et k sont les indices de Miller correspondant aux coordonnées du vecteur de diffusion,
dans le plan, de I’espace réciproque, définit par la maille élémentaire (Fig. 3.1). Ceux-ci sont
donc dépendants de la maille choisie. Dans notre cas, aprés observation des résultats
expérimentaux, une maille élémentaire rectangulaire centrée a été choisie.
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Fig. 3.1 : Maille élémentaire rectangulaire centrée dans 1’espace réel et la maille correspondante dans I’espace

réciproque. Elles définissent respectivement les plans (Zl 14, ) et (b1 ,b, )

Dans Iespace réciproque, les vecteurs Q)" sont définis par Q] = hb, + kb,

Dans le cas des films constitués de molécules type « batonnet », comme les phospholipides, et
pour une maille élémentaire rectangulaire centrée, les pics de diffractions généralement

observés sont ceux correspondant aux vecteurs de diffusion Q’}k pour lesquels hk = 11, 11 et
02. Cependant, expérimentalement, seulement deux pics (correspondant a ‘Q}/l‘ et ‘Q/?Z‘)
seront observés, car les pics 11 et 1 1 apparaissent comme dégénérés, ce qui signifie que :

4r®  4r’

b* +a2

11 11
‘Q// ‘ = ‘Q// =

(3.2)

L’absence de contrainte selon la composante verticale des vecteurs de diffusion Q™ se
traduit, dans le réseau réciproque, par des tiges de diffraction (ou Bragg Rods (BR)) (Fig.3.2),
le long desquelles I’intensité du faisceau diffracté est répartie. L’intensité totale de ce dernier
correspondant a I’intégration de I’intensité en Q..
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Fig. 3.2 : Diffraction par des lignes atomiques. L’absence de contrainte selon la composante verticale se traduit
par des tiges de diffraction ou Bragg Rods.

Pour les molécules de type « batonnet », parmi tous les vecteurs Q définissant la tige de
diffraction, celui présentant le maximum d’intensité correspond a la normale a I’axe de la
molécule. Ainsi, si la molécule est parfaitement droite et ne présente donc aucun tilt, un
maximum d’intensité est observé pour le vecteur de diffusion Q pour lequel |Q,|=0 (Fig. 3.3a).
Par contre, si la molécule présente un angle de tilt t, le maximum d’intensité sera décalé vers
les |Q,| supérieures (Fig. 3.3b).
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Fig. 3.2 : Répartition de I’intensité le long de la tige de Bragg
(a) Cas d’une molécule non tiltée : le maximum d’intensité correspond a la composante Q,=0
(b) Cas d’une molécule présentant un tilt d’angle t : le maximum d’intensité est décalé et correspond au vecteur
Q orthogonal a I’axe de la molécule.
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Afin de recueillir toutes les données, nécessaire a la caractérisation structurale des
monocouches, en une seule mesure, il est intéressant d’utiliser un PSD pour détecteur. Celui-

ci permettant effectivement, pour un vecteur de diffusion Q) donné, de recueillir,

séparément, I’intensité diffractée (donc chaque vecteur Q™) pour chaque composante Q,. Il
sera ensuite possible de, soit :

e Intégrer I’intensité en Q, et ainsi, a partir de la courbe donnant I’intensité¢ en
fonction de Qy, déterminer les Q" correspondant aux pics de diffraction (Fig.
3.3). Puis de remonter aux paramétres a et b de la maille élémentaire (voir
chapitre 3.2a).

e Tracer, pour les Q) correspondant aux pics de diffraction, I’intensité en
fonction de Q, (Fig.3.4), courbe aussi appelée Rodscan. Puis, a partir des Q,
correspondant au maximum d’intensité, de remonter a I’angle de tilt de la
molécule (voir chapitre 3.2b).
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Fig. 3.4a

Fig. 3.3 : Exemple de figure de diffraction pouvant étre obtenue lors d’une expérience de GID.
Ici, cas d’une monocouche de DPPC sur une sous phase d’eau et a une pression de surface de 7=20mN/m.
L’abscisse des pics permettra de remonter aux paramétres de la maille élémentaire.

-61 -



|~ 11
Q 14 -

:Z 124
= | §1o-
T
N,
E W\ | ‘ \ ‘ .l ) ‘l‘”‘ ‘\ ‘ =
1 H !H,lw | ! } ]
i 0
D S S I I R R
Q(10°m™) Q, (10°m’)
(a) (b)

Fig. 3.4 : Exemples de Rodscans correspondant aux pics Q' en (a) et Q,/*! en (b) pour une monocouche
de DPPC a une pression de surface de m=20mN/m.
L’abscisse des pics permettra de calculer le tilt de la molécule

3.2/ Calcul des Parametres

La méthode de calcul des différents parametres va dépendre de la maille élémentaire
choisie. Dans notre cas, nous avons opté pour une maille rectangulaire centrée (Fig. 3.1).

Pour cette maille, il est possible de définir les vecteurs de diffusion Qh" par leurs coordonnées

dans le repére de I’espace réel (x, y,z) défini Fig. 3.5.

Sy

Z
A

]
. Normale a la
A surface y

. . Ahk = . . 10 ;
Fig. 3.5 : Coordonnées du vecteur Q" . 1 représente le vecteur directeur correspondant a 1’axe des molécules

de type « batonnet ». t est I’angle de tilt de la molécule par rapport a la normale de la surface et ¢ (angle
d’azimut) est I’angle définissant la direction de la molécule.
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On a ainsi, d’aprés les Figs. 3.5 et 3.1:

‘ng 477[ ‘Q;l 277[
o Q;?Z =0 et O, ‘Q;I - _272-
57| |lo o) ||o

3.3)

3.2.1/ Calcul des paramétres aet b

Remarque : Pour ce calcul, la longueur b est choisie selon la direction des x et la longueur a selon la direction
desy.

Ces deux parametres vont étre déterminés a partir de la courbe représentant 1’intensité
intégrée en Q, (Fig. 3.3). Ils ne sont donc dépendant que des composantes Q,, des vecteurs de
diffusion.

Pour ces composantes, on a (Fig. 3.1) :

4 2z
F02 | T S
| b et Q) _or
0
a
34
Ces vecteurs ont pour norme ‘Qm = Jx*+y:
4r
o=
(3.5)
et
4z® 4rn?
11
‘Q// ‘:\/b_z_k e
(3.6)

Il est ensuite possible, a partir des équations 3.5 et 3.6 de remonter aux parameétres a et
b caractérisant la maille élémentaire d’un cristal :

ue ar
J4\QE}“\2 ~[or|
3.7)
_ 4r
o
(3.8)

-63 -



3.2.2/ Inclinaison (angle de tilt t) et Orientation (angle d’azimut)

Ces deux parametres sont calculés a partir des Rodscans effectués aux angles g
correspondant a ‘Q}/l‘ et ‘Qﬁz‘ des pics observés précédemment sur la courbe de I’intensité

intégrée en Q, en fonction de Qy (Fig. 3.4).

Dans I’espace réel, les molécules sont inclinées, par rapport a la verticale, d’un angle
de tilt t et orientées dans une direction définie par I’angle ¢ correspondant a 1’angle entre
I’axe des abscisses X et la projection dans le plan (x,y) de I’axe des molécules (Fig. 3.5). Le
vecteur directeur 7, repérant la direction de I’axe des molécules, est :

—sint cos@
7 | sint sin ¢
cost
(3.9)

Comme indiqué plus haut, le vecteur de diffusion Qhk orthogonal a 1’axe de la molécule

hk =

correspond au maximum d’intensité. C'est-a-dire quand Q -n =0. Une fois cette condition

appliquée aux vecteurs QOZ et QH, on obtient :

cost=0

4r .
—Tsmt cos @ + ‘sz

et

2z . 2r ..
—Tﬁsmt COS¢——”SlntSIIl(D+‘Q;1 cost =0
a
(3.10)
d’ou il vient :
4
‘sz = Tﬁcos ptant
et
ul 2r .
‘QZ = —b(a cos @+ bsin qp)tant
a
(3.11)
La résolution du systéme d’équations a deux inconnues (3.11), conduit a :
a (9o ~|e®)
tang = 5 Q02
et
a0 ~[0%))
tant = :
47 sin @
(3.12)
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Remarque : Parmi toutes les orientations possibles (azimut) pour les molécules, deux cas
particuliers, selon les axes principaux de la maille élémentaires, peuvent étre observés :

e Orientation vers le premier voisin (Near neighbour — NN) ot ¢ = 90 °. Dans ce cas,

cosp =0, |0”|=0 et sing=1. Il vient alors
ao!'

tant =
2

e Orientation vers le second voisin (Next Near neighbour — NNN) ou ¢ = 0 °. Dans ce
cas, cos@ =1 et il vient alors :

hor
tant =
4
£
-
=,
. A . L “u\
!;f ® “\! S T
""""" Fr=r=—=====-==f 1 1
() () N OND g
A
H ﬂ OIIL b
S O
‘s.‘\ h—4 _’,J' ‘-.\\‘ “,”
St Q=
NN NNN

Cas Général
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3.3/ Matériel et Méthode

Les monocouches sont réalisées selon la méthode de Langmuir détaillée au chapitre
1.3.2 et en utilisant la cuve décrite au chapitre 2.3.3.

Etant donné que pour mesurer le signal, correspondant a nos pics de diffractions, il est
nécessaire de se placer a de grands angles . (>16°), I’intensité de ce signal va étre faible
(10"°<1/1;<10®). Afin de compenser cette faiblesse du signal, le jeu de fentes S1/S2 placé
apres I’échantillon (Fig. 2.11) a été remplacé par un collimateur de Soller (Fig. 3.6). Celui-ci
est constitué¢ de feuilles paralléles proches qui auront pour effet de « créer » plusieurs fentes
collimatrices les unes a coté des autres. La présence de plusieurs fentes au lieu d’une seule
permettant ainsi d’utiliser une surface plus grande du détecteur et par la méme occasion
d’augmenter la surface de I’échantillon vue par le détecteur pour un angle . (c'est-a-dire un
Q,) donné (Fig. 3.7), tout en gardant une bonne résolution angulaire (celle-ci est de 0,08° par
« fente », ce qui correspond & 5,7.10'm™ pour A = 0,155 nm, alors que les mesures sont
réalisées pour des Q;>1,1.10"m™). Ce qui aura pour conséquence d’augmenter I’intensité du
signal regu et donc permettre de garder des temps de comptage raisonnables tout en gardant
une bonne statistique.

Le faisceau incident est réglé en incidence rasante (a; = 0,115°) et avec une énergie de
8 KeV (A=0,155 nm)

Collimateur de

Atténuateurs

systéme anti
vibrations

— Faisceau incident A Faisceaux diffractés

Fig. 3.6 : Photo du montage expérimentale utilisé pour les expériences de diffraction. On peut voit le collimateur
de Soller placé apres I’échantillon qui va recevoir les faisceaux diffractés.
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Surface
e pak e
détecteur

Surface
Eclairée par le
faisceau
incident

(a) (b)
Fig. 3.7 : Comparaison entre un jeu de fente classique (a) et un collimateur de Soller (b)

L’aire vue par le détecteur est supérieure dans le cas du collimateur, ainsi que la surface utilisée sur le
détecteur

3.4/ Résultats

Les mesures ont été réalisées sur les films de DPPC et de DPPG pour différentes
pressions de surface (n=15, 20, 25, 30 et 35 mN/m). Aucune mesure de diffraction n’a été
réalisée sur des films de phospholipides en présence du peptide car une étude précédente ' a
montré que la présence de la PGLa dans un film de PhosphatidylGlycérol a pour effet de
détruire ’organisation de celui-ci. Par conséquent, aucun signal de diffraction li¢ a
I’organisation des molécules de DPPG ne pourra étre enregistré. De plus, cette méme étude,
ainsi que les mesures réalisées par nos soins sur les monocouches de DPPC (Chapitre 1.4), ont
montré que la PGLa n’interagissait pas avec les molécules de DPPC, qu’elle ne s’intercalait
pas entre les molécules et qu’elle n’allait donc pas modifier 1’organisation des films, ni les
parametres de la maille ¢lémentaire définissant le réseau cristallin.

Pour obtenir les Q, et les Q, correspondant a 1’abscisse des pics, les courbes de
diffraction et les Rodscans ont ét¢ ajustés en utilisant une Lorentzienne (Fig. 3.8).

Les résultats sont représentés Figs. 3.9 (DPPC) et 3.10 (DPPG) et sont regroupés dans
le tableau 3.1.
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Fig. 3.8: Ajustement par une Lorentzienne d’une courbe de diffraction en (a) et des Rodscans correspondant aux
abscisses Q des pics. Les Rodscans correspondent a Q,'' en (b) et Q,"*en (c) pour un film de DPPG & une
pression de surface 7=15mN/m sur une sous phase d’eau. Les courbes expérimentales (cercles) sont présentées
avec leur meilleur ajustement (ligne)
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Fig. 3.9: Ajustement pour les monocouches de DPPC.

(a) Meilleur ajustement des courbes de diffraction pour chaque pression de surface.

(b) Ajustement des Rodscans correspondant aux pics de diffraction a une pression de surface n=15mN/m
(c) Ajustement des Rodscans correspondant aux pics de diffraction a une pression de surface t=35mN/m
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Fig. 3.10: Ajustement pour les monocouches de DPPG.
(a) Meilleur ajustement des courbes de diffraction pour chaque pression de surface
b) Ajustement des Rodscans correspondant aux pics de diffraction a une pression de surface 7=15mN/m
J p p p
¢) Ajustement des Rodscans correspondant aux pics de diffraction a une pression de surface t=35mN/m
J p p p
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Tableau 3.1 : Résultat des ajustements des courbes de diffraction et de leur Rodscans pour les monocouches de
DPPC et DPPG sur des sous phase d’eau et de tampon phosphate

Aire
Sou | Lipide :jégf: o | @ (12'10 (12‘10 woseas | O | G i
(mN/m) (10 m™ | (10"”m™) m) | m) (102 (10°m™) | (10°m™) (d‘gg) (deg)
m%/molécule

15 1,49 1,46 4,99 | 8,42 0 4,34

o 20 1,49 1,46 5,01 | 8,42 0 3,92

e 25 1,49 1,47 4,94 | 8,41 0 3,49

e 30 1,49 1,48 | 4,91 | 8,39 0 2,47

35 1,50 1,49 4,90 | 8,38 0 0,70

uaj 15 1,46 1,32 5,69 | 8,61 0 7,18

o 20 1,46 1,33 5,64 | 8,61 0 7,03

e 25 1,46 1,35 553 | 8,59 0 5,15

° 30 1,46 1,36 546 | 8,58 0 5,44

35 1,46 1,38 5,38 | 8,58 0 5,12

15 1,47 1,38 5,38 | 8,53 0 6,93

o 20 1,48 1,40 5,26 | 8,51 0 6,10

o 25 1,48 1,41 521 | 8,49 0 572

° 30 1,48 1,43 5,16 | 8,47 0 5,25

g 35 1,48 1,43 512 | 8,47 0 5,15

& 15 1,46 1,32 5,74 | 8,61 0 7,94

o 20 1,46 1,33 5,63 | 8,60 0 7,31

e 25 1,46 1,35 5,54 | 8,59 0 7,27

e 30 1,46 1,37 544 | 8,58 0 7,33

35 1,47 1,38 5,36 | 8,57 0 6,59

On constate que dans le cas des deux molécules, au fur et & mesure de la compression,

le premier pic (correspondant 4 la diffraction selon le vecteur Q') se déplace vers les grands
Q). Ce comportement traduit une diminution des paramétres a et b de la maille élémentaire, et
par conséquent, comme observé sur les isothermes respectives de chaque phospholipide,
d’une diminution de I’aire par molécule. La monocouche devient de plus en plus compacte.
Dans le cas des deux molécules, |Q,*%| = 0 (et par conséquent, =90°). Ce qui signifie que nos
deux molécules sont orientées vers le premier voisin.

Une diminution de ’angle de tilt (liée a une diminution du |Q,"'| sur le Rodscan correspondant
au pic situé en position |Q,'"| ), est également observée. Ceci signifie que les phospholipides
se redressent légeérement. Cependant, ces derniers ne se redressent pas totalement et vont
conserver un angle de tilt, confirmant que méme a haute pression de surface, le film reste dans
une phase Liquide condensé tilté.
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3.5/Compressibilité et Rigidité de courbure

Tout comme pour les isothermes (chapitre 1.5), en supposant que nous sommes en
présence d’un film homogene, il est possible, a partir des résultats obtenus par GID et sur la
base de la théorie de Landau *”, de calculer la compressibilité surfacique isotherme (y) du

film (Eq.1.7: y = —lx

() de ce dernier (Eq. 1.9: K =

A \Oorx

12xk,Tx g

).

04 : . o s
(—j ), puis de remonter a une estimation de la rigidité de courbure
T

Les résultats, de la rigidité de courbure des films, sont donnés dans le tableau 3.2.

Tableau 3.2 : Rigidité de courbure estimée par la méthode de Landau a partir des résultats des expériences de

diffraction
Compressibilite Compressibilité
faci )
Ii‘ilﬂ:r‘l’;?zﬁe Rigidité c (kgT) |  Surfacique | Rigidité x (ksT)
Molécules (mN) en en dessous de 7, Isothermique au-dessus de 7
X PGLa v (mN) au dessus PGLa
dessous de 7, de PGLa
PGLa Teep
DPPC 3,1 +/-04 14,8 +/- 0,3 2,92 +/- 0,02 17,2 +/- 0,1
DPPG 1,7 +/-0,3 33+/-4 1,26 +/- 0,01 46 +/- 1

Une comparaison, entre les rigidités obtenues a partir des isothermes (tableau 1.2) et
celles obtenues a partir des expériences de diffraction, conduit aux constatations suivantes :

Tout d’abord, une augmentation de la rigidité avec I’augmentation de la pression de surface
est observée pour les deux monocouches dans le cas des expériences de GID, alors qu’elle

reste constante dans le cas des isothermes (ou k=9 kgT pour le DPPC et 12 kgT pour le
DPPG).

Ensuite, une grande différence est constatée entre 1’estimation de la rigidité de courbure
obtenue a partir des isothermes (Tableau 1.2) et celle obtenue a partir des expériences de
diffraction. Les expériences de diffraction donnent des rigidités supérieures a celles obtenues
lors des mesures sur les isothermes (surtout pour le DPPG ou «k passe de 12kgT, pour les

isothermes, a 30kgT en dessous de 7, puis a 45kgT au-dessus de 7, pour les expériences de
GID).

Cette différence de comportement et de valeur s’explique par 1’échelle d’observation de
chaque technique. En effet, comme expliqué au chapitre 1.5, un film de phospholipides n’est
pas composé d’un seul grand cristal uniforme, mais d’un ensemble de petits domaines
cristallins pouvant bouger les uns par rapport aux autres lors de la courbure de I’interface.
Ainsi, avec la technique de Langmuir, la zone observée correspondant a la taille de la cuve
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dans sa totalité, la rigidité estimée sera une moyenne entre la rigidité apportée par les
domaines cristallins et celle provenant des mouvements possible entre deux cristaux
adjacents. Au contraire, dans le cas des expériences de diffraction, les informations obtenues
ne concernent que les domaines cristallins, les éventuels déplacements entre domaines
n’influengant pas la structure des domaines, et donc leur diffraction. Par conséquent, la
rigidité estimée, a partir des expériences de diffraction, correspondra a la rigidité propre des
domaines cristallins.

Finalement, ces deux techniques sont complémentaires, elles permettent de
caractériser les monocouches et d’obtenir une estimation de la rigidité¢ de courbure selon deux
échelles distinctes. La technique de Langmuir permet une estimation de la rigidité a 1’échelle
macroscopique (c'est-a-dire sur la totalit¢ de la monocouche), alors que la technique de GID
permet une estimation plus microscopique de la rigidité (en se focalisant sur les domaines
cristallins du film)
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Chapitre 4.

Diffusion Diffuse dans le plan de
I’échantillon
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Les monocouches, imitant les membranes cellulaires, étant a présent caractérisées
thermodynamiquement par la technique de Langmuir et structuralement par GID, nous allons
maintenant nous attacher, plus particuliérement, a I’étude de la variation de leur rigidité de
courbure lorsque celles-ci sont placées en présence du peptide antimicrobien, la PGLa.
L’ordre de grandeur de la rigidité de courbure varie selon la nature des interfaces. Elle vaut en
général quelques kgT ou dizaines de kgT. Les méthodes utilisées pour la mesurer sont souvent
indirectes (comme nous avons pu le faire a partir des isothermes ou lors des expériences de
diffraction). Cependant, nous allons, ici, essayer de la déterminer directement a partir des
spectres de fluctuations de hauteur de la sous phase, en fonction de 1’état de la monocouche
déposée a sa surface. Dans ce but, des expériences de diffusion diffuse dans le plan de
I’échantillon (Grazing Incidence diffuse Scattering in Sample Plane : GISSP) ont été réalisées
sur les différentes monocouches caractérisées précédemment (DPPC et DPPG, en présence ou
non de PGLa).

Dans ’objectif d’extraire des informations précises sur la rigidité des films ainsi
¢tudiés, un ajustement des courbes correspondant au modele (basé sur un développement de la
théorie des ondes capillaires) par rapport aux courbes obtenues lors des expériences de GISSP
a été fait. Dans ce but, un programme informatique a été réalisé.

4.1/ Montage Expérimental

Pour ces expériences, la configuration expérimentale est celle décrite au chapitre 2.3
(la géométrie est rappelée Fig. 4.1). Les mesures seront faites grace a un PSD, ce qui nous
permettra, pour chaque angle de mesure g, d’enregistrer indépendamment le signal
correspondant a chaque angle B, et ainsi d’enregistrer les Rodscans correspondant.

Fig. 4.1: Géométrie de I’expérience. Le faisceau diffusé est enregistré pour différents angles y,. et 8
Les caractéristiques expérimentales sont les suivantes:

e Faisceau incident :
o E (Energie du faisceau) = 8,0 KeV, ce qui correspond a une longueur d’onde A
de 0,155 nm
o fente d’entrée SO: w; x h; = 0,300 mm x 0,100 mm
o angle d’incidence a; = 0,115°
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e Sous Phase : Tampon Phosphate de pH=7,4 identique a celui décrit au chapitre 1.3.1
e Monocouches : DPPG, DPPC avec ou sans PGLa. Elles sont réalisées selon la
méthode de Langmuir détaillée au chapitre 1.3.2 et en utilisant la cuve décrite au
chapitre 2.3.3. Les mesures sont réalisées pour différentes pressions de surface, selon
les monocouches : m=15mN/m, 30mN/m et/ou 40mN/m.
o Faisceau diffusé :
o fente de sortie S1: w, = 0,300 mm, L. (distance centre de I’échantillon-Fente
S1)=195 mm
o fente de sortie S2 : wyq = 0,500 mm, L (distance entre la fente S1 et la fente
S2)=640 mm. L4 (distance centre de I’échantillon-Fente S2) =L.+L4s= 835 mm
o Angles de mesures : 0,18°<y<15° et 0,215°<B<5,96°.
o Le nombre de canaux utilisé sur le PSD est de 630, chacun ayant une hauteur
hg’ (hauteur d’un canal du PSD) = 0,134 mm

4.2/ Modéle des ondes capillaires et rigidité de courbure

Le modéle des ondes capillaires présenté par F. P. Buff, R. A. Lovett et R. H.
Stillinger ¥ en 1965 propose une description statistique de I’interface basée sur les
fluctuations de hauteur due a ’agitation thermique. Ce modele présuppose I’existence d’une
tension de surface et un profil de densité qui passe de fagon abrupte de la densité du milieu
inférieur a celui du milieu supérieur.

Considérons I’interface entre 1’air et 1’eau, de tension de surface yy, placée dans le
champ de pesanteur (Fig. 4.2). On note Ap la différence de densité entre les deux phases.
Lors de I’apparition d’une fluctuation de la hauteur de I’interface, définie par la fonction
C(x,y), I’énergie H du systéme change: 1’aire augmente et des masses de liquide sont
déplacées. Cette augmentation d’énergie étant finie, le poids statistique de cette fluctuation est
non nul, et vaut exp(-H/kgT). L’énergie H pouvant étre calculée pour chaque fluctuation
€(x,y), il est possible de connaitre la distribution statistique des fluctuations de ’interface.

A W1 =constante
pl=constante

v2=constante
Eau p2=constante J

Fig. 4.2 : Représentation de fluctuations de hauteurs entre air et eau.
La hauteur d’un point de coordonnées horizontale r,=(x,y) situé sur la surface est z=(x,y)
On choisit ’origine des hauteurs telle que la valeur moyenne de {(x,y) soit nulle.
Une fluctuation va s’accompagner d’une augmentation de surface, donc de 1’énergie de surface, et d’un
déplacement de volume des fluides, d’ou une augmentation d’énergie de pesanteur.
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Soit AF=H, I’exces d’énergie libre du systéeme di a une fluctuation. On a, pour une
fluctuation de hauteur ¢ (x, y) donnée **:

H:yoj-dxdy \/l—i—(%j +(g_§j -1 +J.dxdy(Apg%2J
- J

)y
N - (@.1)

Energie de surface Energie de pesanteur

On simplifie le terme d’énergie de surface en supposant que :

(6_4)2 oy
Ox oy
ce qui correspond a des surfaces dont la normale reste proche de 1’horizontale. On obtient
ainsi :

<<1 et <<l V(x,y)

2 2
Yo o¢ ¢ Apg 2
H~x"—\|dxdy|| = | +|—=| |+—=|dxd

2J.xy(8x) £8y 2_[xy§

4.2)

Cette approximation, ou 1’on néglige les termes d’ordre supérieur a 2 en (, est dite
gaussienne.
L’expression 4.2 étant quadratique en C, il est plus simple de passer dans I’espace de Fourier.
On définit:

= . 1 —iQry
g (Q// ) - A—//j dXdy (é,(x’ y) € ) avec O, =(i—fp,i—7y[Q],

(4.3)

é/(xa y) = é/(r//) = Zg(Q//) eiQ//”//

Q//

ou p et q sont les vecteurs unités de ’espace de Fourier et A,=Ly x L, est I'aire de la
projection de la surface sur I’horizontale, supposée rectangulaire et de dimension Ly suivant
I’axe des x et L, selon I’axe des y.

L’égalité de Perseval permet d’écrire :

jdr//é“z(r//) = A//Z‘g(Q//)(z et J.d(”//)(aé’jz - A//;‘QxE(Q”f

Oy Ox
(4.4)
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d’ou I’on déduit que :

2

Y Apg | =
H:_OA//ZLQ/% + ng‘é/Q//
2 o Yo

2

H =Y H(0,)&,
Oy
(4.5)

avee ©

ﬁ(Q//) = % A//[Q/% + Aﬁ}

Yo
(4.6)

~ ~ 2
de telle sorte que H(Q),)x ‘( Q//‘ soit la contribution a 1’énergie totale du mode de vecteur de

diffusion Q.

D’aprés 1’équation 4.5, les différents modes contribuent de facon indépendante,
proportionnellement au carré de ’amplitude de la fluctuation de vecteur de diffusion Q. Or,
d’apres le théoreme d’équipartition de 1’énergie, il y a pour chaque degré de liberté une

énergie moyenne égale aEkBT . Les modes Q; et —Q, ne sont pas indépendants, mais

ERe(c? 0, ) et Im(f 0, ) le sont *), donc, puisque:

"= %A// Z(Qi +Ay;’g)[(me€? ©)) +mé, ))2]

7 0

iy > (Qj + %)[(9365@//))2 + (IWE(Q//))Z]

2 0,,0,>0 0
4.7
on en déduit que, pour chaque mode Qy:
A ~ 2 A ~ 2 1
<yoA// (Qi ¢ y—pgj(meago) > - <70A//(Qi ' y—ng(Img“(Q//)) > =k, T
0 0
(4.8)
et, finalement, on a, pour le spectre de fluctuation de hauteur :
~ 2 1 k., T k. T 1
(Ff )=t =
A, Apg+y, 0, 2 H(Q))
4.9)
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Deux remarques peuvent étre faites :
Lorsque 2m/Ly et 2n/Ly sont petits devant les autres vecteurs d’onde pertinents (par exemple

devant,/Apg/y, ), on peut considérer la variable Q;, comme continue eton a :
~ 2 ~ ~
(Fe))=(Zerie0))

e Il est possible de montrer que, si Q’;# -Q,, alors <5 9, )E (0, )> =0

Des expériences de diffusion de lumiére ont permis de vérifier que le spectre des
fluctuations de hauteur issu de ce développement du modele d’ondes capillaires est correct
pour des vecteurs de diffusion atteignant 10°m™. Lorsque 1’échelle de longueur des
fluctuations diminue, c’est-a-dire pour de plus grands vecteurs de diffusion, ce modele
n’est plus réaliste. Par exemple, lorsque Q, ~ 2n/§ (ou & est la largeur intrinseque de
I’interface), il n’est plus possible de négliger 1’épaisseur intrinséque en considérant que
I’interface est abrupte. Vu le role joué par les grands vecteurs de diffusion sur les propriétés
de la surface (par exemple, dans le calcul de la rugosité de I’interface), il est nécessaire
d’apporter des corrections au modele des ondes capillaires tel qu’il est présenté au-dessus.

Le hamiltonien de surface, tel qu’il est présenté au début (Eq. 4.1), peut étre vu comme le
début d’un développement de 1’énergie suivant les dérivées de la fonction C;

o~ [drApe St [dr, Lo (o)
NJ ryApPE > +I ¥y 2( é') T
(4.10)

Ce nouveau développement nous améne a introduire un nouveau terme qui sera li¢ a la
rigidité de courbure x.

Lors d’une fluctuation locale de hauteur, la surface est courbée. Une énergie, appelée

énergie de courbure, est associée a ce phénomene. Un développement au premier ordre a
b : 2 28 1 . ’ .

conduit Helfrich #7* & proposer une expression de I’énergie de courbure, pour une

fluctuation de hauteur donnée, comme une fonction de la courbure moyenne C, la courbure
spontanée de la surface Cy et de la courbure gaussienne G :

E= %K‘(C—CO)Z + kG
4.11)

avec « la rigidité de courbure (ou module de courbure), et k¥ le module de courbure gaussien.
L’énergie de courbure totale (ou « Hamiltonien de Helfrich ») s’écrit :

1 _
H = L,, dr, [5 k(C—-C,)* + KG]

(4.12)
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Les fluctuations de hauteur ne pouvant pas changer la topologie de la surface, le terme de
courbure gaussienne (& G) reste constant. La somme sur la surface de ce terme est donc un
invariant topologique, et il peut donc étre ignoré.

Lorsque le hamiltonien d’Helfrich est intégré au hamiltonien de surface (Eq. 4.10), ce
dernier devient donc :

H B ‘[A// d”'// {A%’gé/z(r//) + (y_z()(vé/(r// ))2j+§(c - CO)Z}
(4.13)

1 1
En prenant Co = 0 et C=—+—~—-A{(r,), ou R; et R, sont les rayons de courbures

R, R, 2
principaux en un point r, c'est-a-dire le rayon de courbure maximal et le rayon de courbure
minimal, en ce point, des différentes courbes obtenues comme intersection de la surface
considérée et des plans contenant la normale a la surface au point r.
Et par décomposition en modes de Fourier, comme précédemment, on obtient 1’énergie d’un
mode de vecteur de diffusion Q, et d’amplitude unité :

~ A
H(Q,)= %(Apg + 70Q/% + KQ/‘;)
(4.13)

Le théoréme d’équipartition de I’énergie permet alors d’écrire le spectre de fluctuations de
hauteur:

1 k,T
<§(_ Q// )C(Q// )> - A// A,Og N 70Qi o+ KQ;
(4.14)

Le dép6t d’une monocouche de Langmuir aura pour premier effet de réduire la tension de
surface yo de I’interface en I’amenant a une nouvelle tension de surface y= yo-m (ou ©
correspond a la pression de surface a laquelle on se place pour réaliser I’expérience). Le
second effet du film sera di a sa rigidité de courbure propre. En effet, la monocouche va
« imposer » sa rigidité a I’interface (faisant, dans le cas de la phase de la monocouche qui
nous intéresse, passer celle-ci d’une valeur nulle a une valeur X). La présence de cette
rigidité ayant pour conséquence de modifier le spectre de fluctuation.

Le spectre de fluctuation de hauteur fait apparaitre deux vecteurs de diffusions
caractéristiques :

Qcapillaure -

Apg
4

0 _ |
courbure ~
K
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En effet, pour Qy < Qcapillaires 1€ spectre est dominé par la gravité. Lorsque
Qcapiltaire<Q//<Qcourbure, 1€ spectre est dominé par la capillarité (lié a la tension de surface v ). Et

pour Q;>Qcourbure, €’est la rigidité de courbure qui dominera le spectre de fluctuation de
hauteur (Fig. 4.3).

A partir de ce spectre de fluctuation de hauteur (Eq. 4.14), il est ensuite possible par une
transformée de Fourier inverse et en supposant que Q <Q,owure » d€ remonter a la

capillaure <

fonction de corrélation des fluctuations de hauteur <§' (r,)¢ (0)> et a la rugosité moyenne de la

surface <§ (0)> .

On a alors :
k,T
<§(V// )§(0)> = [KO (}"// Qcapillaire) - KO (}"// Qcourbure )]
2y
(4.15)
avec K la fonction de Bessel de deuxiéme espéce et d’ordre 0.
Et:
k,T
<é/(0)2> — B ln Qcourbure
2727/ Qcapillaire
(4.16)

Tableau 4.1: Exemples de rugosités moyennes (en m) obtenues pour différentes tensions de surface et rigidités
de courbure et une température de 20°C. Pour une méme rigidité, une diminution de la tension de surface aura
pour effet I’augmentation de la rugosité de I’interface. Alors que pour une tension de surface donnée, une
augmentation de rigidité aura pour conséquence de diminuer la rugosité

Tension de surface
v (mN/m)
Rigidité 40 72
de courbure
« (kgT)
1 5,02.107"° 3,81.107"°
10 4,83.107"° 3,67.1071°
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Fig. 4.3 : Spectres de fluctuations de hauteur.

(a) Calculé pour y=72mN/m, «=8kgT et A,=1: On observe les changements de régimes délimités par les vecteurs
de diffusions caractéristiques Qcapiiraire €t Qcourbure

(b) Calculés pour A,=1, y=20mN/m (ligne continue) et y=80mN/m (ligne pointillée). Et pour 3 rigidités de
courbures différentes (k=1,2 kgT; 12 kgT et 120 kgT) :
On constate 3 régimes, chacun dominé par un élément de I’équation: Pour Q,<Qappilaire, l€s effets de gravités
sont dominants. Pour Qcapittaire<Q/<Qcourbure> €€ sont les effets capillaires dépendant de la tension de surface qui
dominent. Et pour Q,>Qcourbure, 12 courbe est dominée par la rigidité
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4.3/ Etablissement du modéle de Diffusion diffuse

Réaliser une expérience de diffusion diffuse consiste a mesurer, grace a un détecteur,
le nombre de photons incidents diffusés, hors de la direction spéculaire, par une surface.

C'est-a-dire I’intensité diffusée par la surface dans les directions y et/ou B (B> o) (Figs. 2.11
ou4.l)

4.3.1/ Intensité diffusée

Par définition, I’intensité diffusée par une interface ou une surface vaut [*');

I, do
]: - _(kin9kd)AQ
w;h, dQ
(4.17)
ou I(;z est le flux incident et AQ:WZ—Zhd est I’angle solide du détecteur. Ces deux
Wil d

parametres sont définis par les réglages du montage expérimental & (x, y), ou w;i et h;
correspondent aux dimensions de la fente d’entrée SO placée avant 1’échantillon, wy et hy
correspondent aux dimension de la fente S2 placée devant le détecteur et Ly correspond a la
distance entre le centre de rotation du goniométre (CRG, qui correspond avec le centre de
I’échantillon) et la fente S2. Ces parameétres sont fixés au début de 1’expérience et ne
changeront pas par la suite. La variation de I’intensité mesurée ne sera donc dépendante que

de la section efficace de diffusion Z_g(kf” k).

En réalité, du fait que I’aire de la surface éclairée, par le faisceau incident, vue par le
détecteur et que la surface du détecteur ne sont pas de simples points (cas idéal correspondant
a I’équation 4.17), le faisceau diffusé arrivant sur le détecteur n’est pas constitu¢ d’un seul
vecteur d’onde ky mais de plusieurs vecteurs d’ondes différents k’¢=kq+Ak’ (Fig. 4.4).

Cependant, les réglages appliqués lors de nos expériences (cf. chapitre 4.1) permettent
d’avoir une résolution angulaire suffisamment fine pour limiter 1’échelle de variation de ces
vecteurs d’onde. Selon nos réglages, on a, pour un angle s réglé expérimentalement, un
détecteur recevant des faisceaux diffusés correspondant a des angles . +/- 0,027° (résolution
angulaire horizontale) et pour un angle B donné, des faisceaux correspondant au maximum
(c'est-a-dire pour y=0,18° et B=5,96") a des angles B +/- 0,25° (résolution angulaire
verticale). On peut, de ce fait, considérer, en premicre approximation, que le faisceau diffusé
est constitué uniquement d’un seul vecteur d’onde :

49 4
Q

in?d

do
k, + A" =— (k. .k
g ) dQ(m i)

(4.18)
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C'est-a-dire que pour des angles . et B donnés, le détecteur regoit un faisceau correspondant
a un ensemble de vecteurs de diffusion Q, ayant tous la méme composante Q) et la méme

composante Q. .

Faizceau inodent

Fente 51

T EmTOm T

(®)

Fig. 4.4: Vecteurs d’ondes regus par le détecteur.
(a) Vue du dessus ; (b) vue de coté
On constate que du fait des paramétres d’ouverture de la fente S1 et de la position ou I’on se place sur le
détecteur, le vecteur d’onde kq caractéristique d’un faisceau diffusé par un point de la surface sera différent.
Par conséquent, si on prend le détecteur dans son intégralité, celui-ci ne regoit pas un seul vecteur d’onde
correspondant a des angles ;. et 3 donnés, mais un ensemble de vecteurs d’ondes, chacun correspondant a
ses propres angles . et .
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Remarque . Cette approximation présente également [’avantage de limiter le nombre de
calculs a effectuer, par notre programme, pour établir le modéle. Ce qui permet de gagner
un temps non négligeable pour I’ajustement des courbes et ’obtention des résultats.

4.3.2/ Champ diffusé et Section efficace de diffusion

Un faisceau incident de rayons X est en fait un rayonnement électromagnétique dont la
composante ¢lectrique est caractérisée par un champ d’amplitude E; et son vecteur d’onde kip.
Lorsqu’il se propage dans un milieu d’indice n (c'est-a-dire de densité ¢électronique
pe(r)), suite a I’interaction rayons X-maticre, il est diffusé par ce milieu, et le faisceau diffusé
peut étre caractérisé par un champ diffusé d’amplitude Eg et de vecteur d’onde k. (Fig. 4.5).

S

SN

P(1)

Fig. 4.5 : L’onde incidente caractérisée par son champ ¢€lectrique E; et son vecteur d’onde k; va étre diffusée par
le milieu, du fait du changement de densité ¢lectronique entre les deux milieux. Chaque onde diffusée est
caractérisée par son champ électrique E,. et son vecteur d’onde k..

Ce champ diffusé peut €tre calculé pour une interface plane mais rugueuse dans le cadre de
I’approximation de Born *°!. Celle-ci consiste en un développement perturbatif d’un état de
référence pour lequel on sait calculer le champ diffusé.

Pour décrire les faibles perturbations de densité a I’interface, on divise le systéme perturbé en
deux parties :

Systéme Perturbé = Systéme de référence non perturbé + Perturbations

Le systeme de référence, de densité €électronique peref est tel que :
e . est proche de la densité réelle p. du milieu. On pose donc :
pe: peref+ Spe
(4.19)
o le champ E", diffus¢ par la densité p.”' lorsqu’elle est irradiée par une onde
incidente (E;), est calculable.

L’approximation de Born consiste a calculer le champ diffusé Es. en négligeant les termes
d’ordre 2 en 8p. *”". On définit pour cela les champs SE,. et E™' tel que :

Esc:Escref+ OE,. et I:jrﬁ:]:ji"_]:jscref
(4.20)

L’approximation consiste a considérer que OE est le champ rayonné par les électrons
correspondant a 8p. lorsque ces derniers sont excités par le champ E™'. C’est-a-dire a négliger
I’action de dEq sur dpe.
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4.3.2.1/ Champ de Référence (Es.")

Le systeme de référence choisi est ici assimilé a un dioptre plan (Fig. 4.6).

A° P
Ei Er

v

\@*

Et

Paz

Fig. 4.6: Systéme de référence. L’onde incidente E; va donner naissance a une onde transmise E; et une onde
réfléchie E,

Le champ de référence est constitué¢ de la superposition de 1’onde incidente et de
I’onde diffusée par le dioptre séparant les deux milieux de densité €lectronique pe; et pez
(E™=E;+E,."". L’onde incidente, 1’onde réfléchie et I’onde transmise sont notées :

_ i(wt—k"r) . i(wt—k"r) _ i(wt—k"r)
E(r,t)=FEe E(r,t)y=Ee Emt)y=Ee"" ™
(4.21)
Avec ces notations, le champ diffusé par le systeme de référence Escref(r,t) vaut E«(r,t) au-
dessus et E(r,t) en dessous de la surface. Dans notre cas, seul E(r,t) nous intéresse.
On suppose que le champ incident est polarisé telle que E; est perpendiculaire au plan

d’incidence. De plus, I’angle d’incidence est suffisamment petit, de telle sorte que sina; ~ a.
Les vecteurs d’ondes transmis s’écrivent :

= Re(k!)+ Im(k])
(4.22)

avec:

Re(k™) = _Lz_ﬂ\/[ ))2 +4(,B2 - b )2]% + (af —2(52 -9, ))

in 1 2 2 2 2 )2 2
ey =+ 12 200, - +48.- Y] -a? 206, -0)

(4.23)
et:

in __ 7.in
il el
(4.24)
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. Lo __ 4in \ i .o e
On peut également écrire £, = £, E, | ou t/, est le facteur de transmission du milieu 1 vers le

milieu 2. Celui-ci se calcule a partir des conditions de passage des champs électriques et

o \ . 1
magnétiques a I’interface

critique (o) :

I 11 vaut en fonction de I’angle d’incidence (a;) et de I’angle

Ali>0lc

2sine,

sina, +iysin® @, —sin’ @,

2sine,

sin @, +4sin’ @, —sin’ g,

Et pour le module carré ((1 )*) (dont nous aurons besoin ultérieurement pour le calcul de la

section efficace) :

OL<OLc OLi>Olc
4sin’ . 2
— 1 2sine,
sSin- &, . 22 202
sina, + \/sm o, —sin”

4.3.2.2/] Champ diffusé diffus (6Esc)

Un électron se trouvant au point r situé sous (ou au voisinage de) ’interface (Fig. 4.7)

., in i(a)t—kf"r , L .
est éclairé par le champ ESCref (r,t)= Ey(r,t) = tle,-e créant ainsi un dipdle P :

2
e, rA , N
—O—extngiel(m k" r)

T

P =

e

(4.25)

Fig. 4.7 : Représentation du théoréme de réciprocité

Pour établir I’expression du champ diffusé dans le cadre de I’approximation de Born, on
commence par calculer le champ e, créé par chacun des dipdles P. en présence de p." et du
ref.

champ correspondant E =Ei+Escref. La somme sur tous les électrons dp. donnant le champ
diffusé par la surface réelle. Le champ se propageant sous la surface puis étant réfracté par le
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dioptre de référence, et vu que celui-ci ne se décompose pas en ondes planes, le calcul de ey
est délicat a réaliser car il faudrait calculer la diffusion d’une onde sphérique par un dioptre.
Le principe de réciprocité (introduit par Croce pour les problémes de diffusion **) évite un tel
calcul car il permet de ne calculer que les diffusions d’ondes planes par le dioptre : on
suppose que le dipdle P, se trouve au point r. Il rayonne le champ e (7,¢) au point 7 .

Soit JN’E un autre dipole rayonnant placé au point 7 . Il rayonne le champ e, (r,¢) au point r.
Par énoncé du principe de réciprocité ®*), on a :

e, (7,0)-P.=C (r,)-P,

(4.26)
~ ~ ~ . v, =T
En supposant que [F—r[>>A, [F—r|=[F—r| et en notant k* =k, | - = (r) est la
r,—=r
projection de r sur la surface), on a P :
sc D sc ik’ r,
N(i)_(& ANP)NK, €
€. \7) = 4 ~
e, Fonl
(4.27)

( A - symbole de la multiplication vectorielle)
Comme |7—r >> A, e a la structure d’une onde plane, si bien que le coefficient de

sc

transmission s’applique. Et donc, toujours selon le théoréme de réciprocité, on a, en dessous
de la surface :

sc D sc ik}, .
(k" AB) NK, € % tfzceikf“(r—rx/)

avc (7") = 4 -
T E, ‘r—m‘

(4.28)
ou t); est le coefficient de transmission relatif a une onde plane lors de sa réflexion sur le

dioptre avec I’incidence — k.

Etant donné que k;, =k}, I’équation 4.28 peut se simplifier et devient :

sc D sc
(ki A Ije) A ki £5¢ ik -r

e,.(r)= ~ 12
A e, \r —r
(4.29)
Et d’apres le principe de réciprocité, on a :
Sc D Sc
((kz A })e) /: ki ) ) })e x tlszceikfc.r — . }'\);
4%60V~—ﬂ
(4.30)
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Ceci ¢étant valable quelque soit ]36 , on en déduit que :

o (K ANEYAKSE
e, ()=t " B AEONKL o
T 47R

4.31)

ou R=|7 - r| est la distance entre le détecteur et la surface, r.=2,8.10"°m est le rayon classique

de I’¢lectron, et ou le vecteur de diffusion Q est défini par Q=kg-ki, (Fig. 2.11b).
Sachant que v, est I’angle que forment les projections de ki, et kq sur le plan de la surface et
que E; a été choisi polarisé perpendiculairement au plan d’incidence. En supposant que 3 est
petit, on peut écrire:
sc2 2
¢, = ML i
47R

(4.32)

Il suffit désormais de faire la somme sur tous les électrons de dp. pour obtenir le champ

diffusé (en prenant &k ~ 27”) :

— re COS WSC

sc

thts E, [ drop, (r)e®”
(4.33)

OEs. se décompose en deux parties : une partie dite cohérente OF,, = <&SC> , et une partie

dite incohérente OF, , =OE, , — <5ESC>. On peut donc écrire P> ;

incoh.

5. = % aiisE, [ dr(op, (r)>e@/f +”L""%tf’§ﬁ§a [ dr{op, ()~ (dp, (r)>)eiQ/'r

—
Y v
OoE OoE

coh. incoh.

(4.34)

ou <...> est la moyenne d’ensemble.

Dans le cas ou le systéme est une interface d’étendue infinie dont les propriétés statistiques
sont invariantes par translation, on peut montrer que la partie cohérente du champ diffusé est
non nulle uniquement dans la direction spéculaire *% et qu’au contraire, la partie incohérente
peut étre [?5(])11 nulle hors de la direction spéculaire, il s’agit de la diffusion diffuse qui nous
intéresse .
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4.3.2.3/ Section efficace de diffusion

k,) est définie par :

in?

La section efficace de diffusion j—g(k

Nombre de photons diffusés dans 1’angle solide unité dQ2
par unité de temps

do
=k, .k, =
dQ( in d)

Nombre de photons traversant une unité d’aire de section droite du
faisceau incident par unité de temps

La surface correspondant a I’angle solide dQ lorsque 1’on se situe a la distance R de la surface
est R? dQ. Par conséquent, la section efficace de diffusion diffuse vaut :

2 2 2
d_g 52 <|5Eincoh. > _ RZ <|5Esc >_‘<5Esc>
A0 i, £ £
(4.35)
On peut donc écrire pour 1’expression générale de la section efficace de diffusion :
do 120 |2 o2 o\
e I Tl {<\ [drop, (r)e® >—\< [drop, (") }
dQ diffus.
(4.36)

Nous allons maintenant appliquer cette expression générale au cas des fluctuations de
hauteur qui correspond a notre modele, c'est-a-dire une interface air/liquide recouverte d’une
monocouche.

Pour cela, intéressons nous dans un premier temps a I’interface. Nous définissons
z=C(1/)=C(X, y), comme équation de surface.

L’interface pouvant avoir une épaisseur intrinseque (Fig. 4.8), on suppose que tout point (r;,z)
de I’interface est translaté par des fluctuations du vecteur {(r//) z (fluctuations conformes). On
définit alors la fonction pe g1, par :

peﬂat(r//ﬂz) =p(r,,z+4(r)))
4.37)
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Fig. 4.8 : p. flat (1//,z) est la densité électronique qu’aurait le systéme en I’absence de fluctuations de 1’interface.

Pe flat €St la distribution ¢€lectronique de I’interface en 1’absence de fluctuations. Le milieu de
référence pour le calcul du champ diffusé étant celui introduit précédemment (dioptre

séparant deux milieux homogenes)

[drop (e[ = [dr[dr'op, (r)sp, (e @
= [dr[are® " [dzap,(r,,2)e% [ dz' 3p, (1,2 )e "

(4.38)

5pe(l' )= pe(l' )- Pe1

Ope(r )=per-pez

Fig. 4.9 : Intégration de &p, sur z, selon les domaines. La différence de densité électronique entre le milieu réel et
le milieu de référence est non nulle dans la région interfaciale. p.; est la densité électronique du milieu supérieur
et pe; la densité électronique du milieu inférieur
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L’intégration sur z se fait sur différents domaines (Fig. 4.9) :

e Si{(ry)<0alors:
o Siz>0 alors ope(ry,z) =0
o Si{(ry) <z <0 alors 0pe(1/, Z) = Pei1-Pe2
o Siz<{(ry) alors 0pe(ry, Z) = Pe fat(ty, z-C(T))))-Pe2.

et donc

g (ry)

—00

dz [peﬂat (r),z=¢(r,)) - peZ] e

0

i0.z
+ dZ [pel - 1062 ]e
g ()

[dzop (r,,2) e = |

(4.39)
Si () > 0 alors :
o Siz>{(ry) alors dpe(ry, z) =0
o Si0<z<{(r)) alors 6pe(t/, z) = Pe flat(ty, Z-C(T))-Pel

o Siz<0 alors dpe(ty, ) = Pefrat(ty, Z-C(1//))-Pe2
et donc :

Jdzdp, (1,202 = [ delp, 1, (2= £ ) - o Lo

N I:(r//)dz[,oeﬂat(r//,z —&(r) - pd] 002

0
(4.40)

Ces deux cas peuvent étre synthétisés dans une équation générale :

Jdz0p. (.20 = [ e (1.2 = £ () = pafe®

<(ny) i0.z
+J. dZ[peZ _pel]e

0
(4.41)
En effectuant le changement de variable Z=z-((1)/), on obtient :
0.z _
Id25pe(r//,z)e =
, 0 . — , B
ezsz("//)J‘_oo dz[peﬂm(r//,z) -p., ]elez n pe2. Pl [elQZC(F//) 1]
i0,
(4.42)
Pour simplifier les notations, on définit :
P =" df] Jeie2
pﬁaz(’”//an) =] 4 /Oeﬂat(’”//az) P )€
(4.43)
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On arrive alors a :
_ "0y (1 -1y)
= I dr, I dr,e

IOeZ _pel i0.¢(ry) pel peZ
x{| Bz Fel ry, +
{ o P00, )j o }

Per ~ Pl ' x| i0c) | Pel ~ Pea
Xq| —E—=%+0p,, (1), 0. (R
{ —i0" pﬂat( 1, 0.) j le }

[drop,(re|

(4.44)

Pe fat(1,z) €tant la densité électronique de D’interface en I’absence de fluctuation, les
statistiques de p. aa(1y,z) et de (1) sont indépendantes, ce qui permet d’écrire, a partir de
I’équation précédente :

2 . ! . * '
_ j dr, J‘ dr. @0 {< eleC(r//)—Qz§(r//)>

<\ [drspre® > K [ drape(r)e@>

< (P, 00901, 010 ) = (9P 1-0.) (P71 0)

P2 " Pa < 5/3ﬁat(”//an)> < ei(ng“(r//)@zm'))>_< eine“(r//)> <e—inC(r//)>-}

iQ)

(4.45)

La statistique de (1) étant gaussienne dans le cas que nous traitons, on a :

o ! "))
< eiQZJ(m)> — o S(0:L0)) ] <ei 0. M)> _ e—2<<QZ§<m>—QZ§(m> )

(4.46)
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Ainsi, I’équation 4.45 devient:

Jaonree

e

_[ dr I a2 ) {<e_~xe(Q3><§2>eQz2<:<r//>§(r}/>>>

% .<5:5ﬂat (7, Qz)gﬁﬂat (r/;, QZ)*> N <5'5ﬂaf (Qz)><§5ﬂ‘” (QZ)>*]

Y e (Bl

(4.47)
Compte tenu de I'invariance par translation des fonctions de corrélation <cf (r)<(r, )> et

(6B 1 (1085 1,,(r1,0.)"), le changement de variable :

ry =¥, =1,

permet d’écrire :

iOr < . 0, 22 ,
<Udr5pe(r) o ) A I dré° J2160¢m)

Hasnowe| -

xkaﬁﬂm< 0,0.)5P 1, (1, 0.)" ) = (B 1 (Q)) (1 (0. >>]

~Re(07)(¢? : 2
o T@(C) £ jdr/,e’Q//"//(eQz <¢<0>4<r//>>_1)

(4.48)

pelezpd < P flat (0. )>

ou A, est1’aire sur laquelle se fait I’intégration, c’est-a-dire I’intersection de 1’aire éclairée
par le faisceau incident et de 1’aire vue par le détecteur.

-94 -



Finalement pour la section efficace de diffusion, on a pour formule générale :

do

dQ diffus.

10,

2 2
=r,cos .

N&

tmzt
12 12

~Re(0H)(¢? ; 20
(¢?) ;Idme@Mme@M<Mvw>

810 0.0.098,,1.0.) - (65,,0) (95,0 |

2
0 = L. ~Re(OIN&?) o io,r, | |0 7
+ Lo _Per + <515ﬂat (Qz)> € < >A//fd”//eQ (eQ S _1)

(4.49)

Il s’agit, a présent, d’appliquer cette formule au cas d’une interface air/liquide recouverte
d’une monocouche. Pour cela nous posons I’hypothése que nos monocouches sont

homogénes.

Dans ce cas, celles-ci peuvent étre modélisées comme deux sous-couches de densités
¢lectroniques différentes (Fig. 4.10) :

air

Sous couche
Sipérieure=
Queles
hydrophoes

Sous couche
inférieure =
Téles

bk ophiles:

Hauteur
(il 1h

Pt

P Pz Bt

Densité
Electronigue

(=)

by

ihe

“ h,+ b

»

Sous phaze

Fig. 4.10: Modélisation des monocouches en deux sous couches distinctes

e La sous-couche inférieure constituée des tétes polaires et d’éventuelles molécules
d’eau, de densité €lectronique p; et d’épaisseur h.
e La sous-couche supérieure constituée des queues hydrophobes, de densité électronique
p. et d’épaisseur h.

Pour la suite, on notera la densité électronique de I’air pe; et celle de 1’eau pe;.

L’équation de la section efficace se simplifie et devient :
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2

2 epe _pe
4 21Q 1+5/5ﬂm(Qz) e

z

2 ~Re(02)(¢7)

do , ,
a0 v, COS W,

in sc
t12 ZL12

» J‘ dr, e’ ( e\QZ\2<§<0>§<r//>> 1)

(4.50)
avec :
5 = & o
0 (1, 9,) = L4z Peo st (Fy>2) = Poy
—h, 0.2 0 0.2
= [ 420 = p)e® 4 [ dz(p, — poy)e™
—iQ.h —iQ.h,
e = _1 —iO_h e = _1
= (P = P) € (P~ P
10, i0,
4.51)
d’ou I’expression de la section efficace :
do ) ) 2 2 o,
E = re COs l//sc tll; tISZc A/e/ (peZ _pel)+(pc _peZ)(e e _1)+
2
o @l o ( 0. (¢ _ 1)
(pt _ pez )e thc (e tht _ 11 X e (Q )<§ >JAd’,.//e Q//' 1 3
0.
(4.52)

Dans le but de faciliter le calcul, S. Mora a vérifié, lors de ses travaux 7] qu’il est

1017 (¢ (0)¢ (1))
~Re(02)(¢7?) i0,.r ( -1
Idr//e -t |Q 5

z

dans le calcul de la section efficace pour un spectre de fluctuation quelconque par :

intervenant

possible d’approximer le terme : e
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( 0. (¢S ()) 1)

~

e—me(Qf)<C2>J‘dr//eiQ/,.r//

2
0.
2
, K,T Q) + % Py o
exp| — Q. x In X
47[7/ Q2 + Ap% Q ~ourbure 2 2 /A/1 K
I 7/ A// ln Q Qcapi/laire + Q// + Q2—77
capillaire courbure
(4.53)
K. T . )
ot 0’ =—"1In Qe est le carré de la rugosité moyenne de la surface, et
2727/ Qcapillaire
» K, T
n=0.| ——.
2y

Toujours dans I’optique d’un gain de temps lors de I’ajustement des courbes, c’est cette
approximation qui a €té utilisée lors de la réalisation du programme, servant a modéliser les
courbes de diffusion diffuse dans le plan de I’échantillon, pour calculer la section efficace de
diffusion due au spectre de fluctuations de hauteur de I’interface.

4.3.3/ Prise en compte de l’aire éclairée vue par le détecteur et de la
surface du détecteur

4.3.3.1/ Aire éclairée vue par le détecteur ( 4;)

Lors du calcul de la section efficace de diffusion (Eq. 4.49), on a pu voir apparaitre le
terme A, qui correspond a I’aire de la surface éclairée par le faisceau incident qui sera

réellement vue par le détecteur.

En effet, selon I’angle . et/ou  auquel on se place, et en fonction des réglages de la
fente S1, placée juste apres 1’échantillon, le détecteur ne verra pas la méme aire éclairée par le
faisceau incident (Fig. 4.11). C’est-a-dire qu’il ne recevra pas le méme nombre de photons
diffusés par la surface. Il faut donc prendre en compte, lors du calcul de la section efficace,
I’aire que le détecteur voit réellement afin de prendre en compte la variation du nombre de
photons recus et ainsi prévoir la variation de I’intensité mesurée par le détecteur.

Dans notre cas, la fente S1 étant largement ouverte, 1’angle B, auquel la mesure sera
effectuée, n’aura aucune influence sur 4.

On peut ainsi distinguer trois régimes en fonction de 1’angle de mesure . (Fig. 4.11
et 4.12). Dans un premier temps, pour y. égale a 0 ou petit, le détecteur voit toute la surface
éclairée (Fig. 4.11a). Ensuite au fur et a mesure que . augmente, I’aire vue par le détecteur
diminue. Elle passe tout d’abord par un régime intermédiaire (Fig. 4.11b) ou ’aire n’est pas
encore trapézoidale, puis elle passe dans un régime ou I’aire vue par le détecteur a une forme
de trapeze et diminue en 1/sinyy. (Fig. 4.11c).
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Fig. 4.11: Variation de I’aire éclairée vue par un point du détecteur en fonction de 1I’angle d’observation ..
On distingue 3 régimes:
a) A°, correspond a toute 1’aire éclairée par le faisceau incident
p p
b) A°, commence a diminuer mais n’est pas encore trapézoidale
p p
(c) A°, est trapézoidale et diminue en 1/sin g,

o1 1 10
v, (degres)

Fig. 4.12: Calcul de I’aire vue par le détecteur pour wixh;=300x100 um, w.=300 pm et Ld=0,835 m. On retrouve
les 3 régimes décrits précédemment
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4.3.3.2/ Surface du détecteur

Afin de bien comptabiliser, dans le modele, le nombre de photons recus par le
détecteur, et ainsi correctement calculer I’intensité mesurée par celui-ci, il faut également
prendre en compte que le détecteur n’est pas ponctuel. En réalité, 1’intensité qu’il regoit est la
somme sur toute sa surface de I’intensité recue par chaque point (ou « pixel » virtuel, ou I est
supposée constante) du détecteur. Chaque « pixel » voyant sa propre aire éclairée A,
(Fig. 4.13).

La surface réelle du détecteur étant dépendante de la largeur utilisée sur celui-ci (réglé
par la largeur wy de la fente S2, placée devant ce dernier) et par la hauteur également utilisée
sur celui-ci (fonction du nombre de canaux utilisés, chacun ayant une hauteur hy’ fixée par le
systeme de mesure comme expliqué au chapitre 2.3.7, et non pas par la hauteur de la fente S2

car celle-ci est, selon nos réglages, grande devant la hauteur utilisée sur le détecteur:
hd>Nth’).

I

Beprésentation
d?m 119 N x El n

=

2

Wa

i

Fig. 4.13 : Aire éclairée vue par différents « pixels ».

On peut observer que deux « pixels » situés sur la méme ligne verticale, c'est-a-dire ayant deux angles 3
différents (« pixels » rouge et bleu) verront la méme aire (hachurée rouge). Mais deux « pixels » situés sur la
méme ligne horizontale, c'est-a-dire ayant deux angles v, différents (canaux noir et bleu) verront deux aires

différentes (aire pleine noire pour le canal noir et aire hachurée rouge pour le canal bleu)
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4.3.3.3/ Réécriture de l'intensité diffusée

Si I’on prend en compte les deux conditions précédentes, on peut écrire que :
e L’intensité diffusée qui sera regue par un canal n du PSD vaut :

1, do
"owh dQ|, "
(4.54)
avec la section efficace d_a valant :
dQ|,
do ) 5 ) 2 .
_ in sc e -iQ,H,
10 =71, CoS" W |t | Ay (peZ_pel)+(pc_peZ)(e _1)+
2.7
~io.h, _~i0.h, 2 K,T O+ K
(0, = p.a)e (e @ —1)[ exp =02 22 ——2K |1x(£(0,)5(-0))
4727/ Q/%-l-
Y
(4.55)
2 2
wee (€060 =—— =
i g [ 2
et ’angle solide AQ|n :
w,'h,’
ALY =—
Ld
(4.56)

wq’ étant la largeur d’un « pixel » virtuel, que nous fixons arbitrairement de fagon a diviser la
largeur utilisée du PSD, wg, en M canaux: wqg =M x wq’. (Pour la suite, M est fixé a 200)

e L’intensité totale regue par le détecteur, pour un angle . donné, est la somme sur tous les

canaux :
=2
n

1

n

1,

2 2 e
. COS l//SCZtrans xdensx flucx 4, xAQ)
n

11

(4.57)
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avec:

2
sc

trans = t,

12

dens <(p,, = pa )+ (p. = P Ne ™™ = 1)+ (p, = p e (™0 —1)

0)+7
Sluc = exp| — sz Iijl A4 é’(Q// )¢ (=0, )>
7| 0r A8

Dans le cas de notre configuration expérimentale, 1’aire observée par un canal est
indépendante de I’angle B, c'est-a-dire qu’elle est indépendante de la position verticale de
celui-ci sur le détecteur, la hauteur du polygone correspondant a 1’aire observée restant
constante pour un angle de mesure . donné. Par contre, 1’aire observée reste dépendante de
la position horizontale (x) du canal sur le détecteur (Fig. 4.13).

Dans le méme temps, trans, dens et fluc reste dépendant de I’angle B car dépendant de la
composante Q. du vecteur de diffusion.

L’équation 4.57 peut donc s’écrire :

1

, h X Z (Afj X AQ‘ )x Z (trans X dens x ﬂuc)
w >

W;h; it

(4.58)

4.3.4/ Contribution des fluctuations de densités du volume

Sur la base de I’équation 4.58, un calcul a été réalisé¢ pour une interface air / tampon
phosphate sans monocouche et comparé aux résultats expérimentaux (Fig.4.14). Les
parametres utilisés sont les suivant:

e Pour le faisceau incident: wi, h;, a,; et A correspondent aux réglages expérimentaux.

e Pour le faisceau diffusé, le calcul de A;x et celui de AQ|n © We, Wg, hq” et Ly sont ceux des
réglages expérimentaux, wq'=2,5um.

e  Pour la surface sans monocouche: y=72mN/m, k=0 kgT avec kg = 1,38.10'23 m2.l<g.s'2.K'1
et T=293 K, a..=0,154°, Apg=9810 N/m’ , Pe1=0 e/m’, pez=3,34.1029 e/m’ et évidemment,
p=p~0 ¢/m’ et h=h~0 m car il n’y a pas de monocouche déposée a I’interface.

Les calculs et les mesures expérimentales ont été effectués pour les angles 0,18° <y <15° et
0,815°<B<5,96°.
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Fig. 4.14 : Comparaison entre le modele basé sur le spectre de fluctuations de hauteur (ligne continue) et la
courbe expérimentale (cercle) pour une solution de tampon phosphate

Un désaccord entre la mesure et le calcul est observé pour les angles y>0,5°. Cet excés de
diffusion est dii a la contribution, a la section efficace de diffusion, des fluctuations de densité
¢lectronique au sein de la phase liquide, pouvant étre dues a une propagation des ondes
sonores dans le milieu inférieur ou aux fluctuations de la composition intrinseque de ce
dernier. C'est-a-dire que, nous devons prendre en compte la diffusion par le volume de
liquide :

do _do
dQ  dQ

do
dQ

surface volume

(4.59)
Dans le chapitre 4.3.2, la densité électronique de référence p’? a été choisie telle que,

suffisamment loin de I’interface, on ait <5pe (r)> =0.

Nous allons ici, nous intéresser a la diffusion des inhomogénéités au sein de la phase liquide
pour lesquelles I’équation 4.36 s’applique :

0 cody il
([drir [drje® ) [ def dzdp, (1, 2)0p, (1, 2)e @02
(4.60)
Or,
i(0,z-0.2")=i0Q.(z-z') - 2Im(Q, 7'
(4.61)
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En posant I’hypothése que 1’on a une invariance par translation de la fonction de corrélation,
non seulement parallélement mais également perpendiculairement a Dinterface et en
effectuant le changement de variable z — z'> z, il vient alors:

do
dQ

.2 2 tinztscerX
=T, COS W s || 4y

volume

” dr, o' J_Ooodzve—ﬂm(Qz)(—Z') j_ooo d= e—inZ<§pe (r,,2)0p, (0,0)>
K (4.62)

et apres intégration, on a :

do
dQ

. 1
// X
2Im(Q,)

J[dr, e [ dze™® (p.(r)p.(0)

e
A//

2
sc

tin 2
12 12

2 2
=r cos vy,

volume

(4.63)

L’intégrale qui reste n’est autre que la transformée de Fourier de la fonction de corrélation :

2

(30.()3p.(0) = i"z (P (0, (1)

(4.64)
avec Ap. - la variation de densité électronique entre les milieux, py - la densité moléculaire du
milieu inférieure et < £y (0)p,, (r)> - la fonction de répartition des particules.

Donc, on a:
d_O' _ rez cos? . tlzg 2 £ 2A/6/A,082 1 y <IOM (Q//)/OM2 -9, )>
dQ volume 2 Im(Qz ) VpM

(4.65)

Dans le but de prendre en compte non seulement les corrélations entre molécules, mais
¢galement les corrélations entre électrons qui interviennent lorsque 1’on approche des
distances moléculaires et qui sont décrites par le facteur de forme des molécules F(Q)), il faut

remplacer <10M Q)P (=9, )> par [F(Q))? <pM ©)py (=9, )> .

L’équation 4.65 doit donc étre réécrite en fonction du facteur de forme et du facteur de

structure S(0,) = <10M Oy (-9, )> .

Vou
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On obtient donc finalement pour la contribution des fluctuations de densité du volume :

2
d(f _ .2 2 in 2 sc erA 2 1 ‘F(Q// )‘ S(Q//)
A =7, COS" Y || |ha| AP, X
dQ volume 2 Im(Qz ) pM
(4.66)
. 1 . .
On constate que le résultat est proportionnel a 2I—(Q) , qui est la longueur de pénétration du
m z

faisceau dans le fluide. Celle-ci est habituellement définie par d= , distance verticale

1
2Im(k")
pour laquelle un faisceau de vecteur d’onde k5 voit son énergie diminuer d’un facteur 1/e [38],
Cependant, dans le cas des expériences de diffusion, la longueur pertinente a prendre en
compte est la distance verticale que doit parcourir le faisceau dans un sens (avec un vecteur
d’onde k/3), puis dans I’autre sens (avec un vecteur d’onde k%), avant que son énergie ne
soit diminuée de ce facteur 1/e. Cette longueur est appelée la longueur de pénétration
effective, desr, et elle varie selon 1’angle de diffusion B que I’on observe. Elle dépend donc a la
fois de a; et de 3 (39,

J 1
eff — in sc
2Im(k,] +k.)
(4.67)
Du fait de la dépendance de desr @ o; (Fig. 4.15), la contribution de d—o- sera d’autant plus

volume
petite que 1’angle d’incidence est rasant (Fig. 4.16). En conséquence, en fonction de ai, le
domaine des Qy (c'est-a-dire des ), pour lesquels la contribution de la diffusion par les

. do . ,
fluctuations de hauteur de la surface — est dominante, sera plus étendu ou plus

surface

restreint.

1073
E a,=0,23 deg > a_

d,, (m)

0,01 0.1 1
B (deg)

Fig. 4.15: Dépendance de la longueur de pénétration effective en fonction de I’angle d’incidence. Calculs
effectués pour de 1’eau et une énergie de 8 keV.
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do/dQ

10"+ : :
0.1 1 10

v, (degres)

(@)

do/dQ

10"+ : :
0.1 1 10

y_, (degres)

(b)
Fig. 4.16: Contribution a la section efficace des fluctuations de densité (ligne continue) en fonction de I’angle

d’incidence. (a) 0;=0,11° < o et (b) 0;=0,22° > .
Dans les deux cas, I’angle f est fixé a une valeur unique de 0,3°

L’équation 4.54 devient donc :

I, |do do
(e [ AQ
! Wi hi dQ surface dQ volume !
(4.68)
et par conséquent :
2
I F S
=—2 2 cos’y,, xresx Z trans x dens x| fluc+| d,, x ‘ ©, )‘ @)
I//SC o
W, B Pu
(4.69)
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4.3.5/ Tension de surface effective

Le nouveau mod¢le basé sur 1’équation 4.69 a, a son tour, été comparé¢ a la courbe
obtenue expérimentalement pour une interface air / tampon phosphate sans monocouche
(Fig. 4.17).

Les nouveaux parameétres nécessaires au calcul du modele sont :

. |F(Q// )|2 et S(Q,), les facteurs de formes et de structures de 1’eau, calculés a partir

d’une Lorentzienne pour |F Q, )|2 et d’une Gaussienne pour S(Q,). Ces deux

équations ayant ¢été établies par un ajustement des données expérimentales
provenant de la référence [40].

® pwm, la densité moléculaire de ’eau, valant 3,34. 10*® molécules/m”>.

e Pour le calcul de degr: Seau=3,597.10'6, Bew=1,214.10'8 pour une énergie de 8keV

10°

E
v (degres)

Fig. 4.17 : Comparaison entre le mode¢le basé sur la somme (ligne continue) de la contribution du spectre de
fluctuations de hauteur et de la contribution des fluctuations de densité du volume (lignes pointillées) et la
courbe expérimentale (cercle) pour une solution de tampon phosphate

On constate que la courbe théorique est plus proche de la courbe expérimentale que dans le
cas précédent. Notamment, un trés bon accord entre le signal et le modele est observé pour les
petits angles d’observations (y<0,8°), c'est-a-dire dans la zone ou la contribution des
fluctuations de hauteurs est dominante et ou la contribution des fluctuations de densité du
volume est supposée étre tres faible, voir négligeable. On a donc bien un signal de surface. De
plus aux grands angles d’observations (ys.>8°), on a bien au contraire, un signal de volume,
puisque le pic de structure de I’eau est observé. Cependant, un exces de diffusion, supérieur a
la somme du signal des fluctuations de hauteur et du signal des fluctuations de densité, reste
observable pour la zone intermédiaire des angles d’observations : 0,8°<y.<8°.

1 a été montré '**! que la surface des liquides présente, a petite échelle, une rugosité
supérieure (Fig. 4.18) a celle prévue par le modele des ondes capillaires tel que nous I’avons
utilisé. Or, une surface plus rugueuse va correspondre a une tension surface plus petite. Nous
avons donc intégré dans notre modele, une tension de surface effective y(Qy) qui variera selon
I’échelle d’observation de notre systéme (c'est-a-dire en fonction des Q) et qui remplacera la
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tension de surface macroscopique ym dans les différentes parties du modéle ou cette derniere
est impliquée.

Fig. 4.18 : Passage a une rugosité supérieure a petite échelle

Le rapport 7Q) (Fig. 4.19) est calculé selon ’approche de Mecke et Dietrich ) :
I
2-C,0 N-(1+0, ) . C
r©) Pl WORT) (11,47 Jose-te0 ) )5
Ym O 7 T Qg

(4.70)

Avec Cy - amplitude de déformation du profile de densité pour les modes capillaires
d’excitations thermiques (0,25nm pour 'eau), O, =0, x&, ou & - Longueur de corrélation

du Liquide (0,66nm pour T'eau), O, =0, xr,, ou r- Longueur caractéristique des

interactions potentielles, c'est-a-dire le diameétre de la molécule (0,7nm pour 1’eau).

D’aprés la figure 4.19, on constate que y(Q)) commence par diminuer a partir de sa valeur y a
Q,=0, puis atteint un minimum et augmente de nouveau de fagon proportionnelle a Q//z. Cette
diminution est non négligeable car a son minimum, on constate que y(Q,) est presque 3 fois
plus petite que la tension de surface originale yy. Or, on sait que la tension de surface joue un
role important dans le calcul la section efficace due aux fluctuations de hauteur, donc dans le
calcul de I’intensité diffusée.

Cette variation de la tension de surface avec 1’échelle d’observation peut trouver une
explication dans la théorie de la densité fonctionnelle [25.41.42] [ 4 diminution de 1(Qy) va étre
due aux forces d’attractions a longue portée, puis, sa réaugmentation sera due a la distorsion
du profile de densité quand la surface est courbée.
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Fig. 4.19: Tension de surface effective calculée pour une surface d’eau, c'est-a-dire avec y=72mN/m. Elle passe
par un minimum, puis augmente de nouveau aux grands angles.

Une fois le remplacement de yy par y(Q,) opéré dans notre mod¢le, on constate que la
courbe calculée correspond mieux a notre courbe expérimentale. (Fig. 4.20)

0,1 I 1 I 10
v (degres)

Fig. 4.20 : Comparaison entre le modéle basé sur la somme (ligne continue) de la contribution du spectre de
fluctuations de hauteur et de la contribution des fluctuations de densité (lignes pointillées) et prenant en compte
la tension de surface effective, avec la courbe expérimentale (cercle) pour une solution de tampon phosphate
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4.3.6/ Ajout d’'une monocouche sur la surface

Dans le but de voir si notre modé¢le reste valable lorsque I’on ajoute une monocouche a
I’interface, une comparaison a ¢été faite entre la courbe calculée par le modéle et une courbe
expérimentale obtenue avec une monocouche de DPPG a une pression de surface de 40mN/m
(c'est-a-dire une tension de surface y=32mN/m), sur une sous phase de tampon phosphate
(Fig. 4.21).

Pour ce calcul, les paramétres utilisés sont les méme que précédemment, complétés par les
paramétres de la monocouche :

e Pour la surface avec monocouche: y=32mN/m, k=0 kgT (le calcul du modele est
réalisé en considérant que I’on a pas de rigidité supérieure a celle de la sous phase),
p=4,23.10% ¢/m’, h= 6,84.10"° m, p.=3,13.10% e¢/m’ et h=17,2.10"" m. (Nous
verrons ultérieurement au chapitre 4.4.1 comment ces parameétres ont été déterminés).

E
v (degres)

Fig. 4.21 : Comparaison entre le modele (ligne continue) et la courbe expérimentale (cercle) pour une solution
de tampon phosphate recouverte d’une monocouche de DPPG a pression de surface n=40mN/m (y=32mN/m).
Le tampon phosphate sans monocouche est également représenté (triangle plein)

On constate que pour les petits angles d’observations (ys.< 1°), le modéle coincide avec la
courbe expérimentale. Cette zone correspond a la zone avant Qcourbure, C'est-a-dire la zone ou
I’intensité diffusée est dominée par les fluctuations de hauteur, elle-méme dominées par la
capillarité, liée a la tension de surface. Ainsi, la modification de la tension de surface (de
72mN/m a 32mN/m) dans les paramétres de calcul a suffit a compenser 1’augmentation
d’intensité observée entre les courbes expérimentales d’une surface sans monocouche et avec
monocouche.

Pour les angles compris entre 1° et 6°, correspondant a la zone aprés Qcourbure (dans le cas ou la
monocouche a une rigidité) et avant que l’intensit¢ diffusée ne soit dominée par la
contribution des fluctuations de densité dans la sous phase, I’intensité mesurée est inférieure
a lintensité calculée. Ceci s’explique par le fait que dans cette partie de la courbe, la section
efficace de diffusion, due en majorité au spectre de fluctuations de hauteur, est dominée par la
rigidité. Dans ce cas, une augmentation de la rigidité due a la présence d’une monocouche,
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aura pour conséquence une diminution de I’intensité diffusée. Or pour le calcul de notre
modele, nous avons supposé que la présence de la monocouche n’apportait pas de rigidité
supérieure a celle de la sous phase. Il est donc normal que I’intensité calculée soit supérieure a
celle observée expérimentalement. Cette différence nous confirme par la méme occasion que
la présence de la monocouche peut apporter une rigidité de courbure a la surface.

Enfin, pour les angles supérieures a s =6°, ou lintensité diffusée est dominée par la
diffusion par le volume de la sous phase, le modéle et la courbe expérimentale devraient de
nouveau étre en accord. Or, un exces de diffusion est observé pour la courbe expérimentale.
Cet exces correspond a la position du pic de structure de la monocouche. On peut donc
supposer que cet exces de diffusion est dii & une contribution, de la part du film, a la section
efficace de diffusion. Il faudra donc, comme pour la sous phase, prendre en compte cette
contribution du volume de la monocouche dans le calcul de la section efficace de diffusion
qui devient :

do _do|  do L do
dQ dQ surface dQ volume SousPhase dQ volume Monocouche
4.71)
Sur la base de 1’équation 4.66, on pose donc :
2
do 2 2 e ‘F(Q// ) Film SO, ritm
— =1, cos” . x A xtrans x dens x| d ;- X
dQ Volume Monocouche P M iy,
4.72)

Avec desr = épaisseur du film, car toute la monocouche est traversée par les faisceaux incident
et diffusé. Le facteur de forme et le facteur de structure étant complexe a calculer pour une

monocouche, nous approximerons le facteur d,, ><|F (Q//)|iﬂm xS(OQ,)pm par une

Lorentzienne (que I’on notera Lyiono)-
L’intensité diffusée devient par conséquent :

2
I F S L

=—2r’cos’y,, xresxz trans x dens x| fluc+|d x‘ © )‘ ©) + —Mono

Yo wily ] ' Py Pu,,,
(4.73)

avec
24
LMono = o WL 2 2 +Hb
7 4(l//sc - xc) + WL

(4.74)
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e 4, = Airesous lacourbe
e w, = Largueur du pic

e x_=Position du pic

e H,=Bruit de fond

La courbe basée sur ce modele a été de nouveau comparée a la courbe expérimentale d’une
surface de tampon phosphate recouverte d’un film de DPPG a pression de surface 7=40mN/m
(Fig. 4.22). Les parametres sont les méme que précédemment, avec en plus, pour la
contribution des fluctuations de densité du film :

* Py, = densite moléculaire du DPPG =2,7. 10%* molécules/m’

e PourlaLorentzienne: 4, =1, w, = 5,5°, x,=21,2°, H,=0,01

Fig. 4.22 : Comparaison entre le modele (ligne continue rouge) ou on a ajouté la contribution des fluctuations de
densité de la monocouche (ligne bleue), et la courbe expérimentale (cercle) pour une solution de tampon
phosphate recouverte d’une monocouche de DPPG a pression de surface 7=40mN/m (y=32mN/m). Le tampon
phosphate sans monocouche est également représenté (triangle plein)

On constate que, en dehors de la partie correspondant a la zone de dominance de la rigidité de
courbure, le modele et la courbe expérimentale s’accordent bien.

4.4/ Ajustement du modeéle sur les courbes expérimentales

Le modele étant en accord avec I’expérience, excepté dans la zone dominée par la
rigidité, apres avoir déterminer le profil de densité de chaque monocouche, un ajustement du
modele sur les courbes expérimentales permettra de déterminer la rigidité de courbure de
chacune des monocouches (la rigidité de courbure étant laissée comme seul parametre libre).
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4.4.1/ Détermination du profil de densité des monocouches

Dans un premier temps, afin de déterminer les parameétres py, hy, p et he, c'est-a-dire le

profil de densité (Fig. 4.10), de chaque monocouche, un premier ajustement a été réalisé sur
les Rodscans enregistrés, pour les angles 0,2°<\.<0,4°.
Dans cette zone, I’intensité diffusée est dominée par la contribution des fluctuations de
hauteur, et plus particulierement par la tension de surface, tandis que I’effet de la rigidité est
minimisé. Ceci permet d’éviter, a cette étape, de devoir compter avec le paramétre inconnu
supplémentaire que représente la rigidité. Ainsi, il est possible de fixer k a une valeur faible
(par exemple la valeur de la rigidité de la sous phase nue, k=0 kgT dans notre cas). Tous les
autres parametres sont également fixés et seul p;, h;, pc et h, sont laissés libre pour
1’ajustement.

Ces ajustements sont réalisés pour 1°<B. Cette échelle a été choisie car, pour les angles
inférieurs a 1°, nous avons constaté que, en raison de problémes techniques sur le détecteur,
tous les photons n’étaient pas systématiquement comptés et une différence, non constante, est
observée entre le modele et ’expérience (Figs. 4.23 et 4.24). Par conséquent, afin d’étre
indépendant de cette variation et de toujours utiliser un ajustement identique et correct, la
partie des rodscans correspondant a B<1°ne sera pas prise en compte pour les ajustements.

Les calculs de rodscans sont réalisés a partir de 1’équation 4.73, a la différence que la somme
sur tous les angles B n’est pas réalisée. On obtient donc I’intensité calculée pour des angles
WY et B donnés :

2
! F S L
=—2 I’e2 cos’ w.. xresxtransxdensx| fluc+ deﬁ, X ‘ (Q)‘ Q) 4 Zbono

w; hi ) pM pMFiIm

Ve

Les résultats sont résumés Figs. 4.23 (DPPC), 4.24 (DPPG) et dans le tableau 4.2:
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Fig. 4.23 : Ajustement de Rodscans des monocouches de DPPC a pression de surface n=15, 30, 40 mN/m (de
gauche a droite) en (a) et de DPPC+PGLa a pression de surface =15 et 30 mN/m en (b)
Les Rodscans montrés ici correspondent a des angles de mesures . = 0,24 ; 0,3 et 0,36° (de haut en bas)
On peut constater que pour B<1°, le désaccord expliqué précédemment, en conséquence, les ajustements sont
réalisés a partir de f>1°.
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Fig. 4.24 : Ajustement de Rodscans des monocouches de DPPG a pression de surface n=15, 40 mN/m (de
gauche a droite) en (a) et de DPPG+PGLa a pression de surface n=15 et 30 mN/m en (b)
Les Rodscans montrés ici correspondent a des angles de mesures . = 0,24 ; 0,3 et 0,36° (de haut en bas)
Le méme désaccord, que pour les films de DPPC, est observé pour B<1° et les ajustements sont réalisés a partir
de B>1°.

Tableau 4.2: Densités ¢lectroniques et épaisseur de chaque partie de la monocouche

) Densité Epaisseur des Densité Longueur des

Pression ¢lectronique tétes (hy) ¢électronique eues (h,)

Molécule de Surface . d ! q quet ¢
(mN/m) des gegt(?s ([3)0 -10 des q1219e ues ng) -10

(107e/m”) (10" "'m) (107e/m”) (10" "m)

DPPG 15 3,75 6,18 3,02 12,3
DPPG 40 4,23 6,84 3,13 17,2
DPPG+PGLa 15 3,94 3,69 2,99 12,8
DPPG+PGLa 30 3,71 10,45 3,04 13,4
DPPC 15 3,60 6,00 2,93 12,7
DPPC 30 3,66 4,45 2,98 13,1
DPPC 40 4,31 6,96 3,25 16,0
DPPC+PGLa 15 3,60 8,66 3,11 12,5
DPPC+PGLa 30 4,06 5,98 3,10 15,4
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On peut, dans un premier temps, constater (Tableau 4.2) que dans le cas des
monocouches sans peptides, comme attendu et en accord avec les expériences de GID, les
densités électroniques de chaque partie et 1’épaisseur totale de la monocouche (h=h¢t+h.)
augmentent lorsque la pression de surface passe de m=15 mN/m a 40 mN/m. Cette
augmentation correspond au redressement progressif de la queue des phospholipides (d’ou
I’augmentation de I’épaisseur totale du film qui est principalement due a une augmentation de
h¢), ce qui a pour conséquence le rapprochement des molécules les unes des autres, et donc
une augmentation de la densité électronique.

Ensuite, une comparaison des films de DPPC sans PGLa a leur homologue avec
PGLa, permet de constater, pour une méme pression de surface, une augmentation de
I’épaisseur des tétes h,. La PGLa n’interagit pas moléculairement avec le DPPC "% et sous
I’effet de la pression de surface, elle est expulsée de ’interface (cf. chapitre 1), cependant, elle
reste une molécule tensioactive (elle aura donc une tendance naturelle a vouloir se placer a
I’interface). Par conséquent, on peut supposer que, méme si, avec l’augmentation de la
pression de surface, la PGLa est repoussée vers la sous phase, celle-ci va venir se placer au
contact de I’interface, en dessous de la monocouche de phospholipides. Ainsi, I’épaisseur
observée pour les tétes correspond a une épaisseur effective qui est la somme de 1’épaisseur
des tétes phospholipidiques et de la PGLa. Pour t=30mN/m, une augmentation de la longueur
des queues h, est également observée entre la monocouche sans PGLa et 1a monocouche avec
PGLa. Cette augmentation ne peut étre due qu’a une diminution de I’angle de tilt. Or, d’apres
les isothermes obtenues au chapitre 1, cette pression de surface correspond a la limite de la
pression de collapse de la PGLa, ou le film de phospholipide subit un remaniement et
commence a se rapprocher de 1’organisation d’un film sans PGLa. Si on regarde de plus pres
les parametres obtenus pour cette monocouche de DPPC+PGLa, on constate qu’ils sont
proches de ceux de la monocouche de DPPC a n=40mN/m. Il semblerait donc que, bien que
la mesure soit faite a 30mN/m, la monocouche a une structure correspondante a celle d’une
pression effective supérieure.

4.4.2/ Détermination de la rigidité de courbure

Les densités électroniques et les hauteurs, obtenues précédemment, sont ensuite
utilisées afin de réaliser un ajustement du modéle (calculé avec 1’équation 4.73) sur les
courbes expérimentales. Pour cet ajustement, seul la rigidité de courbure n’est pas fixée pour
le calcul du modele.

Les ajustements ont été réalisés sur toute 1’échelle des angles de mesures . et 3

indiquées précédemment et les barres d’erreurs expérimentales (O gy ) SONt fixees a 1%

pour chaque point.
De plus, afin d’ajuster nos modéles au plus précis, un calcul du y* est effectué pour
minimiser 1’écart entre la courbe expérimentale et la courbe calculée:
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Lose N oy .. 2
La précision des parametres est estimée par un calcul de la variation du ~ autour de sa valeur

minimum, et on fixe comme précision de la rigidité, les valeurs de « pour lesquelles y* double
(Fig. 4.26).

10~

Ak
d /0/0/"/0/0/0
D
10° T T T | T 1
5 10 15 20 25 30
i (kg T)

Fig. 4.26 : Détermination de la précision de k. Celle-ci est déterminée telle que

2 _ 2 _ 2
X, Kmin ~ X, Kmax 2 X min

Les meilleurs ajustements obtenus sont présentés Figs. 4.27 (DPPC) et 4.28 (DPPG) et
les rigidités de courbures correspondantes sont synthétisées tableau 4.3 :
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Fig. 4.27 : Courbes de diffusion diffuse mesurées dans le plan de I’échantillon et leur meilleur
ajustement (ligne).
(a) Monocouches de DPPC aux pressions de surfaces m=15mN/m (cercles), 30mN/m (triangles) et
40mN/m (carré)
(b) Monocouches de DPPC+PGLa aux pressions de surfaces m=15mN/m (cercles) et 30mN/m
(triangles)
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Fig. 4.28 : Courbes de diffusion diffuse mesurées dans le plan de I’échantillon et leur meilleur
ajustement (ligne).
(a) Monocouches de DPPG aux pressions de surfaces n=15mN/m (cercles) et 40mN/m (carrés)
(b) Monocouches de DPPG+PGLa aux pressions de surfaces n=15mN/m (cercles) et 30mN/m (triangles)
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Tableau 4.3 : Rigidités de courbures des différentes monocouches et
Barre d’erreur autour de « aprés calcul du

, DPPG + | DPPG + DPPC + | DPPC +
Molécule DPPG DPPG PGLa PGLa DPPC DPPC DPPC PGLa PGLa
Pression de
Surface (mN/m) 15 40 15 30 15 30 40 15 30
Rigidité de
courbure 0 8 0 0 0 0 16 0 18
(ksT)
d,M arge - 0 -4 0 -1 0 0 -6 0 410
apres le
XZ
+ +1 +12 +1 +1 +2 +1 +12 +16 +16

On peut, dans un premier temps, noter que dans le cas d’une monocouche de
DPPC+PGLa a 30mN/m, une rigidité de courbure apparait alors qu’elle n’est pas observée
pour un film de DPPC seul. De plus, cette rigidité est proche de celle de la monocouche de
DPPC a 40mN/m. Ce qui irait dans le sens de I’hypothése précédente disant que lors de sa
compression, un film de DPPC en présence de PGLa présente une structure correspondant a
une pression de surface effective supérieure a la pression de surface de mesure.

Les valeurs obtenues pour la rigidité de courbure (k) sont inférieures a celles que I’on
pourrait attendre sur la base de précédents travaux % 2737 #41 oy ¢ est de ordre de
quelques dizaines de kgT, voir de centaines de kT ') Cette différence peut s’expliquer par
un choix différent au niveau des échantillons. Dans notre cas, nous étudions la rigidité de
monocouches, alors qu’une grande partic des précédents travaux [*! s’intéressent a la
rigidit¢é d’une bicouche. Or, I’énergie nécessaire pour courber une simple couche est
inférieure a celle nécessaire pour courber simultanément 2 couches. Pour les travaux ayant
optés pour I’étude d’une monocouche %237 'a différence se situe dans le choix de la
molécule étudiée. En effet, ces travaux utilisent des monocouches constituées d’un acide gras
(I’acide Béhénique) constitué de 22 atomes de carbone. Dans notre cas, la queue de nos
molécules (qui est la partie la plus importante pour la rigidit¢ de la monocouche) est
constituée de 16 atomes de carbones. Or, un des facteurs important, étant a la base de la
rigidité, est la longueur de la molécule. Plus la molécule sera longue, plus il y aura
d’interaction entre deux molécules voisines et plus I’énergie nécessaire pour courber la
monocouche (c’est-a-dire la rigidité de courbure) sera grande. Nos molécules étant plus
courtes, il est normal que nous observions une valeur de k plus petite.

Les faibles valeurs observées (voir I’absence) de k peuvent étre imputées a différents
facteurs :

e Une monocouche de phospholipides n’est pas constituée d’un cristal large et unique, mais
d’un ensemble de petits domaines cristallins. En conséquence, le colt énergétique
nécessaire a la courbure de ce polycristal est inférieur a celui nécessaire pour courber un
monocristal. En effet, dans le cas du polycristal, il y a une forte probabilité que la
courbure provoque un déplacement latéral ou vertical des domaines. Donc, lors de
I’apparition d’une fluctuation de hauteur, I’interface rencontrera peu de résistance de la
part de la monocouche, seul quelques domaines cristallins (leur nombre dépendant de
I’état de compression de la monocouche. Plus elle est compacte, plus il sera difficile de
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faire bouger les cristaux) s’opposeront a cette courbure de I’interface. Si on considére que
la rigidité de la monocouche est une moyenne entre la rigidité (dominante) des zones entre
deux domaines (ou se produisent les déplacements) et celle des domaines cristallins, il est
logique que cette rigidité moyenne soit faible, voir nulle.

Les ondes capillaires a 1’origine de la courbure de la surface correspondent a des
longueurs d’ondes () différentes selon I’échelle d’observation (lors de nos expériences,
nous sondons 0,6nm<A.<63nm). Ainsi, pour quun domaine cristallin, composant la
monocouche, « impose » sa rigidité et empéche la courbure de 1’interface, provoquée par
une onde capillaire, il faut qu’une des longueurs de cohérence de ce domaine (au
minimum de dimension 5,6nm x 11,3nm pour le DPPC et 11,3nm x 11,3nm pour le
DPPG) soit supérieure a la longueur de I’onde capillaire sondée (Fig. 4.29). Autrement dit,
si la dimension des domaines est inférieure a la longueur de I’onde capillaire, la
monocouche suit la courbure de la surface et ne ’empéche pas. On enregistrera, en
conséquence, peu ou pas de rigidité pour le film. Au contraire, si les domaines ont une
dimension supérieure a la longueur de 1’onde capillaire, ils vont imposer leur rigidité a la
surface et ’empécher se courber. Dans ce cas, il sera possible d’observer la valeur de la
rigidité du film.

Pour pouvoir atteindre les longueurs d’ondes suffisamment courtes pour observer la
rigidité du film, il est nécessaire de se placer a des Q,>Qcourbure. Malheureusement, pour
I’échelle de rigidités qui semblent étre celle de nos monocouches, cette valeur limite de
Qcourbure (de I’ordre de 110 niJ, soit 14°) est située dans la zone de la courbe ou la
contribution du volume de la sous phase domine la diffusion, et notre modele n’est pas
suffisamment sensible a de faible variation de «.

Afin de résoudre ce probleme de sensibilité, il faut déplacer la valeur limite Qcourbure VErs
les petits Q. Pour cela, le seul paramétre sur lequel nous pouvons agir est la tension de
surface, qui doit étre diminuée. Dans ce but, nous avons décidé de nous placer a une
interface liquide/liquide.
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(a)

(b)

Fig. 4.29 : Comparaison de la longueur des ondes capillaires (A.) avec la taille d’un domaine cristallin.
(a) cas ou A, > taille du domaine. La monocouche suit la courbure de la surface
(b) cas ou A, < taille du domaine. La monocouche « impose » sa rigidité et empéche la
courbure de la surface.
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Chapitre 5:

Diffusion Diffuse, dans le plan
d’incidence, a 'interface

liquide/liquide
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En nous plagant a une interface Liquide/Liquide, plus précisément a une interface
située entre deux liquides non miscibles, que sont, dans notre cas, de I’huile (hexadécane) et
de I’eau ultra pure, notre but est de diminuer la tension de surface (y) de I’interface *” afin de
décaler, vers les petits Qy (ou petits angles de mesures), le vecteur de diffusion limite Qcourbure
(Fig. 5.1). Ce qui permettra d’avoir un meilleur acces et de meilleures données sur la rigidité
de courbure. Celle-ci dominant, de ce fait, le spectre de fluctuation de hauteur plus tot, et plus
particulicrement avant que la contribution du volume de la sous phase ne deviennent trop
importante.

Cette diminution de y va provoquer une augmentation de la rugosité de surface (Eq.
4.16), ce qui correspondra a deux types de modifications physiques de la surface (Fig. 5.2) :

e Tout d’abord, Iaugmentation de la rugosité va se traduire par une diminution de la
longueur des ondes capillaires que 1’on sonde (A.).

e Et dans le méme temps, cette augmentation de la rugosité va correspondre a une
augmentation de I’amplitude des ondes capillaires (Lcap).

Une autre conséquence de la diminution de y va étre une augmentation de 1’intensité
diffusée. Ce qui permettra une meilleure statistique lors des comptages du nombre de photons
diffusés (Fig. 5.1).

Enfin, en se plagant a ce type d’interface, on se rapproche un peu plus des conditions
naturelles de I’environnement d’une membrane cellulaire (ces derniéres étant naturellement
dans un environnement liquide)

Intensité 70k
: Dnftuse T
5 --1 ZEE R NI T Iy

10

10 4 T
0,1 1

W (deg)

=

Fig. 5.1 : Effet de la diminution de la tension de surface. Seul la tension de surface varie entre ces deux courbes,
la rigidité de courbure est quant a elle fixée.
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Fig. 5.2 : Effet de I’augmentation de rugosité de la surface. La longueur des ondes capillaires (A.) va étre
diminuée et leur amplitude (L,,) augmentée

Préalablement a chaque expérience de diffusion et afin de déterminer le profil de
densité de I’interface étudiée, des mesures de réflectivité ont été réalisées.

De plus, réaliser des expériences de rayons X sur ce genre d’interface nécessite
quelques conditions particuliéres, principalement dues a la présence de la couche d’huile.

5.1/Conditions particuliéres pour une interface liquide/liquide

5.1.1/ Tension de surface

Pour ces expériences, la force mesurée par la lame de Wilhelmy n’est pas la méme que
celle mesurée dans le cas d’une interface Air/Liquide (Eq. 1.3). En effet, contrairement a
I’interface air/eau, pour accéder a I’interface huile/eau, la lame de Wilhelmy doit auparavant
traverser le liquide supérieur, ce qui revient a dire qu’elle doit dans un premier temps subir les
forces s’exergant a I’interface air/huile, puis dans un second temps, subir les forces
s’appliquant a I’interface huile/eau. En conséquence, la force net F’ exercée par le systéme de
mesure, afin de compenser les forces s’appliquant sur la lame de Wilhelmy, va étre différente
de celle décrite au chapitre 1.2 (Fig. 5.3).
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Eau Fe l\h

(a) (b)

Fig. 5.3 : Forces s’appliquant sur la lame de Wilhelmy. P est le Poids de la lame, A la force d’Archimeéde et
Fc, la force capillaire liée a la tension de surface. F’ est la force a exercer pour compenser la somme des
autres forces. (a) a I’interface air/eau et (b) aux interfaces air/huile/eau

On peut donc, dans le cas de I'interface liquide/liquide, écrire :

F'=P+ A4 +Fc + 4, + Fc,
5.1
F'=—p,Lleg + p, hleg — 2(1 + e)y1 cos(91 )+ prhleg — 2(1 + 6)7/2 cos(@z)
(5.2)

avec L : longueur de la lame, 1: largeur de la lame, e : épaisseur de la lame, p, : densité de la
lame, py : densité de I’huile, pg: densité de ’eau, h; : hauteur de la lame immergée dans
I’huile, h, : hauteur de la lame immergée dans ’eau, 7y, : tension de surface air/huile, y; :
tension de surface huile/eau, 0, : angle de contact a I’interface air/huile, 0, : angle de contact a
I’interface huile/eau.

Tout comme dans le cas des interfaces air/liquide, la taille du papier ainsi que la hauteur
immergée dans chaque liquide reste constante. De plus, ['utilisation d’un papier a
chromatographie, comme lame, présente 1’avantage d’avoir des angles de contact 0; et 6,=0,
celui-ci ayant une bonne mouillabilité pour les deux liquides utilisés.

L’équation 5.2 peut donc se simplifier par :

F'= C_2(1+e)(71 +7,)
(5.3)
avec C = constante = — p,Lleg + p, hleg + p.h,leg .

Apreés dépdt d’une monocouche a I’interface, le systéme mesurera la différence de
force a appliquer entre l’interface recouverte de la monocouche (F’) et I’interface non
recouverte (F’y). La seule différence entre les deux systémes étant due a une variation de la
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tension de surface a I’interface huile/eau (y, sur la figure 5.2.b devenant y aprés dépot de la
monocouche).

On a donc :

AF'= F'-F',
=2(l+e)(7, +7) = +7)
=2(l+e)y,—7)
=2(/+e)
(5.4)

Tout comme dans le cas d’une interface air/liquide, la pression de surface m, renvoyée par le
systéme de mesure, correspond au changement de tension de surface de I’interface ou la
monocouche est déposée.

Une isotherme a ¢été réalisée a I’interface huile/eau pour une monocouche de DPPG et
comparée a une isotherme réalisée, dans les mémes conditions (méme cuve, méme
température, etc.), a ’interface air/eau (Fig. 5.4).

45 1
40 4

35 1 3 - = - - Interface AiriEau
30 - : Interface Hexadécane/Eau

25
20 -
15 4
10 4
5
04
5 ]
-10 ]

03 04 05 06 07 08 09 10 11 12

n (MN/m)

Aire (nmzfm olecule)

Fig. 5.4 : Comparaison entre 1’isotherme obtenue pour une monocouche de DPPG réalisée a I’interface air/eau, et
la méme monocouche réalisée a I’interface hexadécane/eau

On constate que les deux courbes ont le méme comportement, ce qui peut nous laisser
supposer que les deux films sont identiques et auront un comportement similaire, au moins
vis-a-vis de leur rigidité de courbure. Seul un décalage, de la pression de surface, de —10
mN/m, est observé dans le cas de la monocouche a I’interface huile/eau. Ce décalage peut étre
attribué a notre méthode de calibration du systeéme de mesure. Celui-ci ayant été fait sur une
interface air/eau et non air/huile/eau, et de la facon suivante :
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- Apres mouillage du papier par de 1’eau ultra pure, celui-ci est mis hors de 1’eau (c'est-
a-dire a tension de surface nulle (y=0)) et la valeur affichée pour n (correspondante a
Yo—Yy=Yo dans ce cas) a été réglée a 72mN/m. On a donc Yoealibration=72mN/m.

- Ensuite, la lame est mise en contact avec l’interface air/eau et un réglage de la
pression de surface a 0 a été effectué. Dans ce cas, si =0, cela signifie que yo—y=0,
c'est-a-dire y (tension de surface de ’interface) = 72mN/m.

Or, lors de la mise en place de la couche d’hexadécane, le systeme de mesure (pour lequel les
réglages sont fixés) ne va plus mesurer la tension de surface air/eau, mais la somme de la
tension de surface de I’interface air/hexadécane (y;=27,2 mN/m) et de I’interface
hexadécane/eau (y,=55,2 mN/m).

On a donc une pression de surface mesurée et affichée de :

Tlaff=Y0calibration—Y

:YOCalibration_(Y 1 +Y2)
=72-82,4=-10,4mN/m

On retrouve bien le décalage de 10mN/m observé, sur la Fig. 5.4.
De méme, pour la suite de la mesure et les expériences a I’interface liquide/liquide, il faut
considérer que la pression de surface affichée m,scorrespond a :

Tlaff = Y0calibration™Y ’

= ((11+y2)-10,4)-(y1+y)
=y,-y-10,4
:nréel'1074

Une comparaison des deux isothermes, apres application de la correction sur la pression de
surface, confirme bien un comportement similaire entre les deux films. (Fig. 5.5)

45 -
40-
35 - - - Interface Air/Eau

' Interface Hexadécane/Eau

04 06 08 10 1.2
. 2
Aire (nm“/molecule)

Fig. 5.5 : Comparaison des isothermes de la Fig. 5.4 aprés correction de la pression de surface de 10,4 mN/m
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5.1.2/ Confiquration expérimentale

Pour cette série d’expérience, les mesures de diffusion ont été effectuées dans le plan
d’incidence (Grazing Incidence diffuse Scatteirng in incident Beam Plan (GISBP)). C'est-a-
dire que par rapport a la configuration précédente (Fig. 2.11), I’angle . est fixé a 0° et
I’intensité diffusée est mesurée selon I’angle 3. Avec cette géométrie, seules les composantes
Q; et Qx, du vecteur de diffusion Q, vont varier (Fig. 5.6).

Détecteur

Fig. 5.6 : Géométrie de I’expérience : Le faisceau atteint 1’échantillon selon un angle o et le faisceau diffusé est
mesuré en fonction de 1’angle 3.

L’énergie sélectionnée est de 22KeV (A=0,055nm) afin que les faisceaux incident et
diffusé puissent traverser la couche d’hexadécane, sur toute sa largeur, sans étre totalement
absorbés par 1’hexadécane, et qu’ils gardent ainsi une intensité suffisante pour pouvoir
enregistrer un signal lors des mesures. Si I’expérience était réalisée a une énergie de 8keV,
comme précédemment, le faisceau verrait, en traversant 1’hexadécane, son énergie diminuer
d’un facteur 1/e tous les 3,5mm (Fig. 5.7). Ce qui, pour garder une intensité correcte en sortie,
obligerait a utiliser une cuve de largeur trop petite pour obtenir une région sur la surface de
longueur supérieure a ’empreinte du faisceau incident (~44mm selon nos réglages) et aussi
plane que possible (parametre important pour les expériences de rayons X). Au contraire, en
se plagant a une énergie de 22keV, ’énergie du faisceau, traversant 1’hexadécane, diminuera
d’un facteur 1/e tous les 40 mm. Ce qui laisse la possibilité d’utiliser une cuve de largeur
beaucoup plus raisonnable.

Le détecteur utilisé est un détecteur a scintillation, qui ne présente pas de séparation en
canaux comme dans le cas du PSD, et il peut étre considéré comme un canal unique dont les
dimensions sont réglées par la fente S2.

Les fentes, placées avant (S0) et aprés 1’échantillon (S1 et S2), sont réglées aux
dimensions suivantes : hi=0,017 mm, w;=1 mm (taille physique du faisceau), h;=0,300mm,
w= 8mm, hg= 0,300mm, ws= 8mm et placées a des distances L.= 300mm et Ls= 76 I mm

Le faisceau incident doit pénétrer I’hexadécane par le coté (comme indiqué sur la
Fig. 5.8a). En effet, s’il devait traverser successivement une interface air/hexadécane, puis une
interface hexadécane/eau, la diffusion parasite (du fait de la différence de densités
¢lectroniques entre 1’hexadécane et I’air) provenant de la premicre interface serait trop forte
pour que I’on puisse observer la diffusion provenant de la seconde interface.
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Pour ce niveau d’énergie, les absorbeurs en aluminium utilisés précédemment (quand
cela est nécessaire pour protéger le détecteur) sont remplacés par des absorbeurs constitués
de la superposition croissante de feuille de cuivre de 40um d’épaisseur chacune.

Les expériences sont réalisées a une température de 23°C, afin de se placer au-dessus
du point de fusion de I’hexadécane et ainsi éviter que celui-ci ne se fige, notamment autour de
la lame de Wilhelmy, car cela aurait pour conséquence de fausser la mesure de la pression de
surface, et donc de la tension de surface (le poids du « glacon » d’hexadécane exergant une
force supplémentaire sur la lame de Wilhelmy).

Water, H,O, 1 g/mL

40_' = = n-Hexadecane, C,_H_, 0,77 g/mL b

16 34’

Longueur d'attenuation (mm)

8 10 12 14 16 18 20 22
Energie, (keV)

Fig. 5.7 : Comparaison de la longueur d’atténuation d’un faisceau traversant un volume d’eau (ligne continue) et
un volume d’hexadécane (ligne pointillée) en fonction de son énergie
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Fig. 5.8 : (a) Vue en coupe de la cuve utilisée pour les expériences a I’interface liquide/liquide. L représente la
largeur intérieure de la cuve et | est la surface utile de I’interface.
(b) Photos de la cuve dans son ensemble, avec et sans le couvercle de protection.
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5.1.3/ La Cuve

Une cuve spécialement congue pour les expériences a ’interface liquide/liquide a été
prétée par I’équipe de Jean Daillant, du laboratoire LIONS, CEA Saclay (Fig. 5.8).

Afin de permettre a nos deux liquides non miscibles de garder une organisation en
couches superposées et d’éviter que lors du dépot de I’hexadécane, celui-ci ne passe sous la
couche d’eau pour I’englober totalement, aboutissant ainsi a une sphere d’eau dans une phase
d’hexadécane, la cuve n’est pas totalement réalisée en Téflon, mais en deux matériaux ayant
une affinité opposée pour 1’eau. Ainsi, la base de la cuve a été fabriquée en verre (hydrophile),
et la partie haute, ainsi que les fenétres permettant de laisser passer le faisceau, sont en Téflon
(hydrophobe). Les bords de I’interface sont ainsi maintenus a la frontiére entre ces deux
matériaux, et le réglage du niveau de I’eau (par aspiration ou injection d’eau par
I’intermédiaire d’une pipette, directement sous I’interface hexadécane/eau) permet d’obtenir
une surface aussi plane que possible, c’est a dire sans distorsions dues aux ménisques. De
méme, afin de permettre la compression des monocouches déposées a I’interface
hexadécane/eau, la cuve est équipée de barriéres en verre partiellement recouvertes de Téflon.
La face en contact avec I’eau n’est pas recouverte pour éviter que la surface de I’eau ne se
déforme a son contact, ce qui pourrait permettre a la monocouche de passer sous la barricre et
donc empécherait toute compression.

Comme expliqué au chapitre précédent, la largeur intérieure L de la cuve est
¢galement un parametre essentiel. Il faut, en effet, réaliser un compromis entre une largeur
suffisamment faible pour réduire au maximum [’absorption de I’énergie du faisceau par
I’hexadécane (Fig. 5.7), et une largeur suffisamment grande pour qu’il soit possible d’obtenir
une zone aussi plate que possible entre les deux ménisques (surface utile de I’interface pour
I’expérience, largeur 1) (Fig. 5.8a). La longueur du trajet a parcourir par le faisceau pour la
cuve que nous avons utilisée est de 70mm (L=70 mm).

Le systéme utilisé pour mesurer la pression de surface est le méme systeme NIMA que
celui utilisé pour les expériences de diffusion a I’interface air/liquide.

Dans le but de limiter I’évaporation de 1’hexadécane et de protéger 1’échantillon
d’éventuelles poussieres, un couvercle est ajouté par-dessus la cuve. Ce couvercle possédant
deux fenétre en Kapton, au méme niveau que les fenétres en Téflon de la cuve, pour les
faisceaux incident et diffusé.

5.1.4/ Bruit de fond

Tout comme dans le cas des expériences a I’interface air/liquide, il est important de
tenir compte de la contribution de toutes les sources de diffusion pouvant parasiter le faisceau
que I’on cherche a mesurer.

Selon I’expérience envisagée (Réflectivité ou Diffusion Diffuse) la technique de

mesure du bruit de fond est différente. Nous décrirons chacune d’elle dans les chapitres dédiés
a chaque type d’expérience.
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5.1.5/Purification de ’lhexadécane

L’hexadécane a ¢€té acheté chez Sigma a une pureté de 99%. Il a ensuite été purifié
avant son utilisation. Pour cela, de ’eau ultra pure a été ajoutée, dans une bouteille, a de
I’hexadécane. Le mélange a ensuite ét¢ fortement mélangé afin de créer une émulsion pour
augmenter la surface d’échange entre les deux liquides. Les impuretés amphiphiles de
I’hexadécane étant supposées se placer a I'interface entre les deux liquides. Apres un délai
d’attente, une fois la séparation de phase des deux liquides non miscible atteinte, ’hexadécane
est pompé au-dessus de I’interface hexadécane/eau. L’opération est répétée cinq fois, et
I’hexadécane pompé apres le cinquieme mélange est déposé dans la cuve par-dessus la sous
phase d’eau.

Une fois 1’hexadécane déposé dans la cuve, I’interface entre les deux liquides est
compressée, par action des barrieres de la cuve, et la surface comprise entre les barriéres est
légérement aspirée afin d’enlever les dernieres impuretés.

Une seconde technique de purification, plus simple et plus efficace, a ét¢ mise au point

apres ces expériences. Celle-ci a été utilisée pour purifier ’hexadécane utilisé lors de la
mesure des isothermes présentées Fig.5.5.
Une colonne a chromatographie a été remplie avec de 1’oxyde d’aluminium (Basique, Activé)
(Al,O3). L’hexadécane a, ensuite, été filtré cinq fois a travers cette colonne. Les impuretés
contenues dans I’hexadécane interagissent avec 1’oxyde d’aluminium et sont retenues, par ce
dernier, dans la colonne.

5.1.6/ Préparation des monocouches

Une fois les deux liquides en place dans la cuve, 150 pL, de la solution de DPPG
solubilisés dans du chloroforme (cf. chapitre 1.3.1), sont déposés goutte a goutte a I’interface
entre les deux liquides, a I’aide d’une microseringue.

Apres une durée de 20 min nécessaire au chloroforme pour s’évaporer, la monocouche
est compressée a une vitesse de 15 cm?/min.

Pour les films de DPPG+Peptides, la monocouche de phospholipides est réalisée en
premier et compressée a la pression de surface de 15mN/m. Ensuite, 50uL de PGLa,
solubilisée dans du tampon phosphate (cf. chapitre 1.3.1), sont injectés dans la sous phase
d’eau. Un délai de 10 min est laissé a la PGLa pour s’insérer dans la monocouche. Pendant ce
délai, la variation de 1’aire par molécule est laissée libre et la pression de surface est fixée

5.3/ Résultats

5.3.1/ Mesure de Réflectivité

Ces expériences ont été réalisées dans le but de déterminer le profil de densité de
chaque monocouche. Elles consistent a mesurer, pour différents angles d’incidence a;,
I’intensité du faisceau réfléchit (c’est-a-dire le faisceau diffusé pour lequel B=a;) par
’interface.
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Dans le cas d’une surface rugueuse, I’intensité du faisceau réfléchit va étre liée au
profil de densité électronique et la rugosité de I'interface P (Fig. 5.9).

] 2 ( 2
_ ~(0.0)
o Rf (Qz )X‘F(QZX xe
[ 0
(5.5)
ou Ry est le coefficient de Fresnel pour I’interface étudiée, |[F(Q,)|? est le transformé de Fourier

). Mesurer I’intensité du faisceau réfléchit permettra

de la densité électronique selon z ( 8/; (2)
Z

donc de remonter au profil de densité de I’interface recouverte d’'une monocouhe.

Dans le cas de nos expériences, a; et 3 varient de 0,02° a 1,6°.
5.3.1.1/ Bruit de fond "

Comme expliqué plus haut, lors de nos expériences, le bruit de fond est important et
doit étre pris en compte. Dans le cas des expériences a 1’interface liquide/liquide, celui-ci est
da a la diffusion par le volume d’hexadécane et a la diffusion par un volume de liquide situé¢
sous I’interface (Fig. 5.9).

La méthode la plus simple, pour mesurer ce bruit de fond, consiste, pour chaque valeur
fixe de Q, que I’on veut mesurer, a explorer le voisinage en Qx (Fig. 5.9). Pour cela on fait
pivoter I’échantillon verticalement, ou, ce qui est équivalent, on fait varier simultanément
| ‘angle a; de +Aa, et B de -Aai, et on mesure le faisceau réfléchit correspondant. On obtient
ainsi, pour un Q, donné, ce qui est appelé¢ une « Rocking Curve » (Fig. 5.10a). Il est ensuite
possible, a partir des « Rocking curves » (Fig. 5.10b), d’estimer le bruit de fond qu’il sera
nécessaire de soustraire pour avoir une courbe ne représentant que le signal réfléchi (Fig.
5.10c¢).

Dans notre cas, Ao;=0,03°

Detecteur

G I Monocouche

Fig. 5.9 : Bruit de fond autour d’un Q, fixé. o; est I’angle d’incidence, 3 I’angle de mesure et ¢ la rugosité de
I’interface
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Fig. 5.10 : Pour une monocouche de DPPG a m=30mN/m :
(a) Exemple de « Rocking Curve »
(b) Courbe compléte de toutes les « Rocking curves »
(c) Le signal obtenu apres soustraction du bruit de fond (les points représentent la courbe expérimentale et la
ligne continue est le meilleur ajustement)
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5.3.1.2/ Profil de densité électronique

Afin de déterminer le profil de densité €lectronique, les courbes expérimentales (Fig.
5.11) ont été ajustées (Exemple fig. 5.10c) en utilisant un profil de densité électronique
calculé selon I’algorithme de Parratt **1. Ce dernier consiste a découper le profil de densité en
plusieurs tranches d’épaisseurs, Az, infinitésimale, puis a calculer la densité électronique
correspondante a chaque z.
Le profil de densité électronique ainsi reconstruit (Fig. 5.12) est caractérisé par trois niveaux
de densités constantes (partie horizontale de la courbe) reliés par deux gaussiennes.
Les niveaux de densités constantes correspondent a :
1. La densité électronique de 1’hexadécane (les faisceaux incidents et réfléchis traversant
ce milieu)
2. La densité électronique des queues des phospholipides (qui peut étre assimilée a la
densité moyenne de la monocouche)
3. Ladensité électronique de I’eau.

Les gaussiennes représentent 1’excés de densité observé au niveau des tétes et la diminution
de la densité au niveau des groupements méthyles situés a 1’extrémité des queues. Ces deux
gaussiennes sont caractérisées par leur largeur et leur amplitude par rapport a la densité
¢lectronique des queues.

Le profil de densité électronique obtenu (Fig. 5.12) peut finalement étre décrit par la
fonction :

P.an—AD, ex;{—%(z/am)szrAph exg{—%((z—Lz)/ah )2} 0<z<Iz
1
o)~ P+ (001 p o] - (-1 | Nz
1
Iooil_<Apm _IochZ +pui1)exg{_§<2/o-m)2j’ O<Z

(5.6)

oU pPoil, Pch2 €t Prn2o représentent, respectivement les densités électroniques moyennes de
I’hexadécane, du film (plus précisément des queues des phospholipides) et de I’eau. Lz est la
distance moléculaire entre les tétes et les groupements méthyles. App et Ap, représentent
I’amplitude des gaussiennes des tétes et des méthyles, respectivement. Et oy, et o, sont les
largeurs des gaussiennes. Pour les ajustements des courbes de réflectivités obtenues en
présence des monocouches, poi €t pnoo sont fixées aux valeurs théoriques de la littérature et
avec lesquelles 1’ajustement de la courbe obtenue pour une interface hexadécane/eau nue est
correct.
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Fig. 5.11 : Courbes de réflectivité obtenues pour les différentes monocouches observées. Pour la présentation, les
intensités sont divisées par le facteur de Fresnel pour une interface Hexadécane/Eau.
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Fig. 5.12 : Modele des profils de densité obtenue a partir de 1’algorithme de Parratt.
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Les résultats obtenus sont résumés Fig. 5.13 et tableau 5.1 :

5.5%107

5.0x107

(ol N=15-ip)

3

3,0x107

2.5%107

4,5%107 4

4.0x107

3.5%107 4

—e—DPPG n=15mN/m
—— DPPG n=30mN/m
DPPG+PGLa n=15mN/m
------- DPPG+PGLa n=30mN/m

Fig. 5.13 : Profils de densité électronique obtenus apres ajustement des courbes de Réflectivité

Tableau 5.1 : Paramétres des profils de densité électronique.d.y,, On €t O, correspondent aux valeurs lu sur la
courbe. Sachant que 8,,=0cn2-ApPm €t 8,=0cnr APy

Pression
Monocouche | de surface | 8.4, (107) | Lz (nm) | 8§, (107) | o (nm) | 8, (107) | oy (nm)
(mN/m)
DPPG 15 3,67 2,77 2,44 0,7 5,13 0,58
DPPG 30 3,73 2,88 3,27 0,3 5,33 0,92
DPPG+PGLa 15 3,70 3,05 2,71 0,6 5,18 0,9
DPPG+PGLa 30 6,67 2,94 2,84 0,7 5,26 0,77

En accord avec les résultats trouvés a I’interface air/tampon phosphate, lorsque la
pression de surface augmente, une augmentation de 1’épaisseur du film (Lz) est observée,
ainsi qu’une augmentation de la densité électronique des queues et des tétes. Ce phénomeéne

¢tant di a la diminution de 1’angle de tilt.

En présence de la PGLa et a une pression de surface de 15 mN/m, 1’épaisseur de la
monocouche est supérieure a celle de la monocouche de DPPG seule. De plus, la largeur de la
gaussienne, caractérisant I’exceés de densité électronique au niveau des tétes, augmente
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¢galement. Toutes ces augmentations montrent 1’adsorption de la PGLa au niveau des tétes
polaires et son insertion dans la monocouche. Si on continue de comprimer ce film, constitué
d’un mélange de DPPG et de PGLa, I’épaisseur du film diminue légeérement, ainsi que la
largeur de la zone hydrophile (gaussienne caractérisant les tétes). Ceci peut s’expliquer par le
relargage dans la sous phase de quelques molécules de PGLa, présente a I’interface, qui
seraient en exces par rapport aux molécules de DPPG, et n’auraient donc pas interagies avec
ces derniéres (Rien ne les « retenant » a I’interface, comme dans le cas du DPPC a I’interface
air/liquide, sous la force de la pression de surface, ces molécules de PGLa sont repoussées
vers la sous phase).

5.3.2/ Diffusion Diffuse

Pour ces expériences, ’angle d’incidence est de 0;=0,022°=0,90 o. a I’interface
hexadécane/eau (o, = 0,0245° a 22 KeV) et I’angle B varie de 0° a 4,5°

5.3.2.1/ Bruit de fond

Dans le cas des expériences de diffusion diffuse a I’interface liquide/liquide, ce bruit
de fond est principalement di a la diffusion par I’hexadécane.

Il est constitu¢ de deux composantes (Fig. 5.14) :

e Une premiere composante correspondant aux faisceaux diffusés a partir du
faisceau incident, lors de son trajet a travers I’hexadécane, et arrivant
directement dans le détecteur, placé a 1’angle f3 : Igi(B)/2

e Une seconde composante correspondant aux faisceaux diffusés a partir du
faisceau réfléchit (avec un coefficient de réflexion R entre hexadécane et 1’eau)
par I’interface provenant de I’interface hexadécane/eau : Ig(B-20)/2

Air

Hexadécane

/Faisceau

mcident
Eau
Bruit de _fond Bruit de fond
Signal: — —p Faisceau _ provenantde - » provenant de
Faisceau réfléchit la diffusion la diffusion
Diffusé du Faisceau du Faisceau
mcident rétléchit

Fig. 5.14 : Faisceaux collectés par le détecteur. Le détecteur regoit, dans le méme temps : le faisceau
correspondant au signal et da a la diffusion par I’interface hexadécane/eau, les faisceaux correspondant a la
diffusion, par le volume d’hexadécane, du faisceau incident (premicre partie du bruit de fond) et les faisceaux
correspondant a la diffusion, par le volume d’hexadécane, du faisceau réfléchit provenant de 1’interface
hexadécane/eau
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Finalement, le détecteur va recevoir un bruit de fond Ig() composé de la diffusion du
faisceau incident Ig; (B) et de la diffusion du faisceau réfléchit par I’interface hexadécane/air

Ip: (B-20) (517

_ Iy (B)+R1, (B-2a;)

L(8) 5

(5.7)

Le bruit de fond a été¢ mesur¢, de la méme fagon que pour les expériences de diffusion
a D’interface air/liquide, en abaissant la cuve de quelques millimétres et en mesurant le signal,
correspondant a la diffusion par I’hexadécane, pour les angles (B-2a). Le signal enregistré a
¢été décalé de +2a; Puis, en supposant R=1, les deux signaux ont été¢ sommés et divisés par 2.
Apres ajustement nécessaire, a grand angle [, entre le bruit de fond ainsi reconstitué¢ et la
courbe expérimentale, ce bruit de fond a ét¢ soustrait des résultats expérimentaux.

5.3.2.2/ Rigidité de courbure

A partir d’une approche similaire a celle utilisée pour les expériences de diffusion
diffuse a 'interface air/liquide (Chapitre 4), basée sur la théorie des ondes capillaires, un
modele a été établi, par Jean Daillant et ses collaborateurs, pour les expériences de diffusion
diffuse dans le plan d’incidence et a I’interface liquide/liquide. C’est ce modele qui a été
utilisé pour réaliser I’ajustement sur les courbes expérimentales. Lors de ces ajustements, les
profils de densités ¢€lectroniques trouvés lors des expériences de réflectivité ont été utilisés.
Les densités ¢€lectroniques correspondantes a 1’hexadécane et a I’eau ont été fixées et les
parametres décrivant les différentes parties de la monocouche (poit, Ph, Pms On €t G) oNt Eté
laissées libres (dans des proportions raisonnables) afin de permettre le meilleur ajustement du
modele sur la courbe expérimentale.

Les courbes expérimentales et leur meilleur ajustement sont représentés Fig. 5.15 et
les rigidités de courbure, ainsi que les pressions de surface (calculées, sur la base de
I’équation 5.4 : m=y,-y, a partir des tensions de surfaces y trouvées lors des ajustements),
correspondantes sont synthétisées dans le tableau 5.2.
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Fig. 5.15 : Courbes de diffusion diffuse a I’interface hexadécane/eau (symboles) et leur meilleur ajustement
(ligne).
(a) pour une pression de surface m=15mN/m
(b) pour une pression de surface =30mN/m
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Tableau 5.2 : Rigidité de courbure et Tension de surface correspondant au meilleur ajustement des courbes de
diffusion diffuse a I’interface hexadécane/eau

. Pression de surface
Pression de surface e, .
Rigidité de courbure obtenue aprés
Monocouche attendue .
(mN/m) (kgT) ajustement
T Tmes (MN/m)
DPPG 15 55 +/-5 30
DPPG 30 145 +/-5 40
DPPG+PGLa 15 27 +/-5 30
DPPG+PGLa 30 20 +/-5 50

En I’absence de PGLa, une augmentation de la rigidit¢ de courbure est observée avec
I’augmentation de la pression de surface. Le film devenant plus compact, il devient plus
rigide.

L’ajout de PGLa provoque une diminution significative de la rigidité du film.

Une différence est observée entre la pression de surface attendue et la pression de surface
obtenue a partir des ajustements. Nous nous sommes apergu, une fois les expériences
terminées, que, malgré toutes les précautions prises, un « glacon » d’hexadécane s’est formé
autour de la lame de Wilhelmy. La présence de ce glagon augmente artificiellement la force
exercée sur la lame et fausse par conséquent la mesure de la pression de surface.

Les valeurs des rigidités de courbures obtenues, a I’interface liquide/liquide, sont
nettement supérieures aux faibles valeurs (proches de zéro) trouvées pour I’interface
air/liquide. Ceci peut s’expliquer de la fagon suivante :

Comme expliqué en préambule de ce chapitre, le fait de se placer a une interface
liquide/liquide va avoir pour effet premier de diminuer fortement la tension de surface y. Or,
une diminution de la tension de surface va se traduire, au niveau de ’interface, par une
augmentation de la rugosité correspondant a une diminution de longueur des ondes capillaires
(A;) mais également a une augmentation de leur amplitude (Fig. 5.2). Du fait de ces deux
modifications, le rayon de courbure d’une vague va également augmenter (Fig.5.2). En
conséquence, pour qu’'un domaine cristallin suive cette courbure de l’interface, la force a
exercer sur ce domaine (c’est-a-dire la rigidité de courbure) sera supérieure a celle exercée a
I’interface air/liquide.

Dans le cas d’une interface liquide/liquide, la rigidité observée semble bien étre celle
des domaines cristallins. En effet, la valeur trouvée ici pour une monocouche de DPPG a
pression de surface muyes=30mN (k=55kgT) est comparable a la valeur estimée a partir des
expériences de GID pour les méme conditions (k=45kgT) et pour lesquelles k est supposée
correspondre a la rigidité d’un domaine cristallin. Le passage a ’interface Liquide/Liquide a
bien provoqué une diminution des longueurs des ondes capillaires, ayant pour conséquence
que la majorité d’entre elles est inférieur a la taille des domaines cristallins.
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Conclusion
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Nous avons ¢étudié la rigidité de courbure (x) de différentes monocouches de
phospholipides (DPPC et DPPQG), réalisées par la technique de Langmuir, en présence ou non
d’un peptide antimicrobien (PGLa). Le but de cette étude étant de voir 1’effet que ce peptide
peut avoir sur la rigidité de ces monocouches.

Les rigidités ont ét€¢ mesurées par différentes techniques :
e Technique de Langmuir (LT)
Diffraction en incidence rasante de rayons X (GID)
Diffusion diffuse dans le plan de I’échantillon a I’interface air/liquide (GISSP)
Diffusion diffuse dans le plan d’incidence a I’interface liquide/liquide (GISBP)

Les deux premicres techniques ne permettent qu'une estimation indirecte de «k, alors que les
techniques de diffusion autorisent, via la mesure du spectre de fluctuations de hauteur, un
acces direct a celle-ci.

Les résultats obtenus permettent de dire que la présence du peptide dans la monocouche fait
diminuer la rigidité moyenne de cette derniere :

Tableau 6.1 : Rigidités de courbure (k) en kgT, obtenue, pour monocouches étudiées, selon la technique utilisée

Pression de
Molécule Surface & LT GID GISSP GISBP
(mN/m)
15 9 15 0
DPPC 30 9 17 0
40 16
15 4 0
DPPC+PGLa 30 9 13
15 12 30 0
DPPG 30 12 45 55
40 8 145
15 2,5 0
DPPG+PGLa 30 4.5 0 27
50 20

Les faibles valeurs observées dans le cas des mesures en GISSP s’expliquent par un manque
de sensibilité du modele développé, pour cette technique, pour les monocouches présentant
une petite rigidité de courbure (k<8kgT) et/ou étant constituées de domaines cristallins de
dimension inférieure a la longueur des ondes capillaires sondées par cette technique
(0,6nm<A.<63nm). Ce modc¢le reste cependant tout a fait valable pour le cas de monocouche
présentant une forte rigidité, ou étant constitué d’un polycristal dont les domaines ont une
dimension supérieure a la longueur des ondes capillaires, ou encore, éventuellement, les
monocouches composées d’un monocristal.

Le passage a I’interface liquide/liquide permet de passer outre ce probléme et ainsi d’obtenir
des valeurs de k correspondant aux valeurs auxquelles on peut s’attendre sur la base de
valeurs obtenues par de précédents travaux sur des bicouches de phospholipides ou des
monocouches d’acides gras.
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Bien que les mesures GID et de GISBP semblent donner des résultats comparables,
’utilisation de la diffusion diffuse dans le plan d’incidence a I’interface liquide/liquide
(GISBP) reste nécessaire, bien que plus difficile a mettre en place. En effet, en plus de donner
une valeur de la rigidité plus réelle et plus précise que les mesures de GID (qui ne fournissent
qu’une estimation de la rigidité, basée sur des conditions idéales et simplifiées de la
monocouche), la technique de diffusion diffuse permet d’étudier I’effet que peut avoir le
peptide antimicrobien sur la rigidit¢ de la monocouche. Ce qui n’est pas permis par la
diffraction (GID), puisque en présence du peptide, 1’organisation moléculaire du film (dont
dépend la diffraction) n’existe plus.

Pour la suite, il serait intéressant d’étudier 1’effet, sur la rigidité, de la longueur des
molécules, en réalisant des monocouches de phospholipides appartenant a la méme famille
que ceux utilisés ici, mais le longueur supérieure ou inférieure (par exemple : DMPC, DMPG,
DSPC et DSPG).

Une étude plus approfondie de D’effet du peptide sur la rigidit¢é des membranes,
consisterait a étudier la variation de Kk pour des monocouches constituées d’un mélange de
phospholipides et dont la composition se rapprocherait le plus possible de la composition des
membranes cellulaires.
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