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RÉSUMÉ ABSTRACT

Hétérogénéité des membranes lipidiques et propriétés mécaniques : 
des bicouches modèles aux membranes des globules gras du lait

Les globules gras du lait sont entourés d’une membrane biolo-
gique extrêmement complexe en composition et en structure, 
appelée MFGM (milk fat globule membrane). L’investigation de 
cette membrane, in situ dans le lait, par microscopie confocale 
nous suggère que les lipides polaires à haute température de 
transition de phase (Tm) forment des domaines en phase gel ou 
liquide ordonné, dispersés dans une phase continue fl uide. Sur la 
base de cette observation, ce projet vise à comprendre en quoi 
la composition en lipides polaires laitiers et leur état de phase 
peuvent moduler les propriétés élastiques de la MFGM, en vue 
d’une meilleure maîtrise de la stabilité des globules gras en in-
dustrie laitière. L’hétérogénéité mécanique générée par la coexis-
tence de différents types de phase a ainsi été caractérisée par 
spectroscopie de force AFM en utilisant des bicouches de lipides 
modèles de la membrane réelle, à basse (T<Tm) et haute tempé-
ratures (T>Tm). Pour analyser fi nement les déterminants de l’élas-
ticité de la membrane, et tenir compte de la courbure, une étude 
approfondie des effets de l’état de phase et de la composition 
hétérogène en lipides polaires a été entreprise par spectroscopie 
de force atomique, en complément d’une analyse structurale par 
microscopie électronique ou diffraction des rayons X. Nous y avons 
montré, en particulier, que la présence de molécules de longueur 
de chaîne acyles et d’insaturation variables rend les membranes 
de sphingomyéline de lait en phase gel moins rigides qu’attendu, 
bien que signifi cativement plus rigide qu’une membrane fl uide. 
Cette approche a fi nalement été appliquée à l’échelle du globule 
gras natif, où une hétérogénéité mécanique a bien été observée. 
Cependant, les valeurs d’élasticités s’accordaient diffi cilement 
avec celles obtenues sur les systèmes modèles, probablement en 
raison de la présence des protéines membranaires. 

Heterogeneity of biological membranes and mechanical properties: 
lipid bilayers model of the milk fat globules membranes 

The milk fat globules are enveloped by a biological membrane, 
called MFGM, of highly complex composition and structure. 
Investigation of this membrane, in situ in milk, using confocal 
microscopy suggested that polar lipids with high transition 
temperature (Tm) form domains in gel or liquid-ordered phase, 
dispersed in a continuous fl uid phase. From this observation, the 
aim of this project was to understand how the composition and 
organization of dairy polar lipids can modulate the elastic properties 
of the MFGM, in order to better control stability of the fat globules 
in the dairy industry. The mechanical heterogeneity created by 
the coexistence of phases was then characterized by AFM force 
spectroscopy using lipid bilayers models at low (T<Tm) and high 
temperatures (T>Tm). In order to closely analyze the factors that 
direct membrane elasticity, force spectroscopy measurements 
were undertaken on curved liposome membranes, in combination 
with structural characterization by TEM and SAXS. We showed, in 
particular, that heterogeneity in acyl chain length and unsaturation 
made gel-phase milk sphingomyelin membranes less rigid than 
expected, although more rigid than a fl uid phase membrane. This 
approach was fi nally applied to native milk fat globules, where 
mechanical heterogeneity was visible. However, elasticity values 
were somewhat different from those calculated on model systems, 
probably because of the presence of membrane proteins.
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d                Epaisseur de la membrane  

 

δ                Distance d’indentation 

 

Rc              Rayon de courbure  

 

Rtip            Rayon de la pointe AFM 

 

E               Module de Young/ Elasticité 

 

kC              Rigidité de courbure 

 

Tm            Température de fusion (melting temperature) 

 

Ld             Liquide désordonné (liquid desordred) 

 

Lo             Liquide ordonné (liquid ordred) 

 

Lα              Fluide  

 

Lβ                     Gel 

 

Lβ’                    Ripple/gel tilté  

 

so               Solide ordonné (solid-ordered) 

 

λ                Longueur d’onde  

 

q                Vecteur d’onde 

 

ν                Coefficient de Poisson 

 

 

Remarque : Dans ce manuscit, nous avons opté pour une annotation anglaise des valeurs.  
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Introduction générale  

Le lait est un liquide physiologique sécrété par les femelles mammifères pour nourrir leur 

nouveau-né. Il représente aussi un élément essentiel dans l’alimentation quotidienne de 

nombreuses populations humaines à différents âges. Le lait est généralement considéré comme un 

aliment complet du point de vue nutritionnel, en particulier pour le petit allaité dont il constitue 

l’alimentation exclusive. Il est riche en eau, en protéines, en matières grasses, en sucres mais aussi 

en vitamines et minéraux comme le calcium. Du point de vue structural, le lait est une émulsion 

naturelle de type huile dans eau comprenant une phase aqueuse dans laquelle la phase grasse est 

dispersée sous forme de gouttelettes appelées globules gras. La phase aqueuse présente un pH de 

6.7. On retrouve dans cette phase des éléments dissous comme les sels, le lactose ou les protéines, 

et d’autres à l’état de suspension colloïdale comme les micelles de caséines. La composition 

globale du lait est relativement bien connue et a été décrite dans plusieurs ouvrages (Alais and 

Linden, 1997; Jensen and Newburg, 1995; MacGibbon and Taylor, 2006; Mulder and Walstra, 

1974; Walstra et al., 2006; Walstra and Jenness, 1984). Sa composition globale est présentée en  

Figure 1. Cette composition peut varier finement en fonction de facteurs tels que : la race pour les 

animaux de rente, le stade de lactation, l’alimentation, l’environnement, etc... Le lait de vache reste 

le lait le plus consommé et le plus répandu au niveau mondial (85% en volume), et donc le plus 

étudié.  

La France produit chaque année plus de 24 milliards de litres de lait ce qui fait de la filière 

laitière l’un des secteurs les plus actifs de l’agroalimentaire et dont le chiffre d’affaires dépasse 20 

milliards d’euros (31.9 milliards € en 2014). En France, le lait de vache représente 97% du lait 

collecté en volume. Il vient ensuite, par ordre d’importance, le lait de chèvre et de brebis (données 

CNIEL-AFIL 2016). Les élevages laitiers sont présents sur l’ensemble du territoire français mais 

l’exploitation est la plus importante dans le Grand Ouest de la France. La Bretagne est la première 

région productrice de lait en France et près d’un tiers des vaches laitières françaises y sont élevées,  

ce qui explique l’implantation de presque tous les grands groupes laitiers. Le lait collecté est utilisé 

à environ 70% (volume) pour fabriquer des produits laitiers de consommation (laits liquides, 

yaourts, desserts lactés, fromages, beurre, crème…) et à 30 % pour des produits intermédiaires, 

utilisés dans l’alimentaire, les secteurs pharmaceutiques et chimiques (CNIEL-2015). Comme le 

montre la Figure 2, la majorité des produits laitiers mis sur le marché est issue d’une transformation 

technologique. C’est la raison pour laqelle la plupart des industries laitières françaises accordent 

une grande importance au développement des connaissances sur les différents composants du lait, 

sur leurs propriétés fonctionnelles et sur les procédés alimentaires afin de satisfaire la demande en 

termes de qualité et de quantité des produits laitiers. 

http://www.produits-laitiers.com/les-produits-laitiers/
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Figure 1: Composition globale du lait de différentes espèces (Jenness et al,,1988; Gómez-Cortés, Viturro, Juárez, & 

de la Fuente, 2015) 

 

 

Figure 2: Utilisation du lait pour la fabrication de produits laitiers en France (CNIEL-2015). Les données sont en % 

de la matière sèche unifiée totale.  

 

Dans l’industrie laitière, de la collecte jusqu’à la commercialisation, le lait passe par de 

nombreuses étapes de transformation et de stockage. Au cours de ces nombreux procédés 

alimentaires, les traitements de nature physique sont omniprésents, qu’ils soient thermiques ou 

mécaniques (Figure 3). Par exemple, lors de la fabrication du beurre, le lait subit une pasteurisation 
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à 70-75°C afin d’éliminer les microorganismes nuisibles à la santé humaine, puis la crème est 

séparée de la phase aqueuse par centrifugation et sera par la suite soumise à un fort barattage à 

basse température pour l’inversion de phase. La majorité des produits laitiers nécessite ainsi 

plusieurs opérations technologiques impliquant des contraintes mécaniques et des cisaillements, 

comme le pompage, la centrifugation, l’homogénéisation ou le barattage ; et/ou des contraintes 

thermiques, comme la pasteurisation, le stockage à froid ou la congélation. 

Comme toutes les émulsions, l’émulsion laitière est thermodynamiquement instable en particulier 

en raison du diamètre micrométrique des globules gras et de leur densité significativement plus 

faible que celle de la phase aqueuse (Figure 4).  

 

La stabilité physique des globules gras du lait reste un point sensible en technologie laitière car les 

différents traitements technologiques peuvent l’impacter. Par exemple, l’homogénéisation est 

utilisée pour améliorer la stabilité des émulsions. Ce traitement physique consiste à réduire la taille 

des globules gras en fines particules. Ainsi, celles-ci ne remontent pas à la surface, mais se 

répartissent de façon homogène dans la phase aqueuse du lait. Au contraire, le refroidissement 

provoque la cristallisation de la matière grasse, peut endommager la membrane entourant le 

globule gras et altérer sa stabilité physique. La congélation/décongélation, pratiquée pour le 

stockage des crèmes sur de longues durées, accélère les mécanismes de coalescence des globules 

gras et par conséquent déstabilise l’émulsion laitière. En résumé, les traitements physiques 

affectent d’une manière importante la stabilité des émulsions laitières via l’altération de la 

composition ou/et la structure des globules gras. La résolution de nombreux problèmes 

technologiques s’appuiera ainsi sur une meilleure connaissance du globule gras en tant que 

constituant majeur du lait et des différents facteurs impliqués dans sa stabilité. 
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Figure 3 : Procédés technologiques utilisés en industrie laitière. Exemple de la fabrication de lait pasteurisé 

standardisé. (http://marcustech.in/index.php/milk-processing-flow-chart/) 

 

Figure 4: Les mécanismes d’instabilité des émulsions laitières (phase aqueuse en blanc, phase grasse en bleu) 

(http://www.techniques-ingenieur.fr/matiere-grasse-laitiere,2006). 

 

Les globules gras sont constitués par un cœur de triglycérides enveloppé par une membrane 

biologique appelée la membrane des globules gras du lait (Milk Fat Globule Membrane, MFGM).  

http://marcustech.in/index.php/milk-processing-flow-chart/
http://www.techniques-ingenieur.fr/matiere-grasse-laitiere
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Cette dernière est riche en lipides polaires et en protéines et se présente sous la forme d’une 

tricouche : une première monocouche, au contact du cœur de triglycérides, est produite au niveau 

du réticulum endoplasmique granuleux, tandis qu’une bicouche externe est constituée lors de la 

sécrétion du globule gras dans la lumière de la glande mammaire  (Heid and Keenan, 2005; Keenan 

et al., 1988a; Keenan and Patton, 1995; Mather, 1978). Ainsi, la bicouche externe du globule gras 

provient de la membrane plasmique des cellules lactifères (Keenan et al., 1970). Les lipides 

polaires laitiers sont constitués de phospholipides dont l’état physique change en fonction de la 

température et qui sont donc caractérisés par une température de transition de phase Tm (pour 

melting temperature ou température de transition gel /fluide). Les lipides polaires insaturés 

présentent des Tm basses et sont généralement fluides à des températures positives voire 

légèrement négatives. Les lipides polaires saturés, en particulier la sphingomyéline du lait (milk 

SM ; 30%wt des lipides polaires laitiers), présentent des Tm dans la gamme des températures 

ambiantes voire physiologiques. La Tm de la sphingomyéline du lait est par exemple établie aux 

alentours de 34°C (Murthy et al., 2015). L’état physique de la sphingomyéline du lait est donc 

susceptible de changer en fonction de la température de sécrétion, de stockage, ou de 

transformation du lait. L’organisation des lipides polaires du lait dans le plan de la MFGM a 

longtemps été considérée comme homogène (Dewettinck et al., 2008). Cependant, une 

hétérogénéité structurale interprétée comme la présence de domaines ordonnés, majoritairement 

composés de sphingomyéline, dispersés dans une phase continue fluide a été mise en évidence 

dans la membrane des globules gras, à température ambiante (Lopez et al., 2010). La présence de 

cette hétérogénéité structurale dans le plan de la membrane, en lien avec sa composition en lipides 

polaires, pourrait affecter les propriétés mécaniques de la MFGM. Cependant, ces relations restent 

peu connues ce qui limite la valorisation des lipides polaires et leur bénéfice dans plusieurs 

applications (encapsulation dans des liposomes, stabilité des émulsions…). En effet, les lipides 

polaires du lait représentent une source unique de molécules ayant des propriétés fonctionnelles et 

nutritionnelles intéressantes.  

Dans ce contexte, les travaux de thèse ont pour objectif d’accroître la compréhension des 

propriétés biophysiques des lipides polaires laitiers, en particulier leur capacité d’organisation et 

leurs propriétés mécaniques en fonction de leur état physique et de leur composition, en répondant 

à cette question de recherche principale : Comment l’organisation des lipides polaires, en lien 

avec leur composition, module-t-elle les propriétés mécaniques des membranes ? 

Le manuscrit de thèse est présenté sous forme de chapitres, qui rendront compte des étapes 

successives réalisées pour répondre à la question de recherche :  
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- Le chapitre 1 fait l’état de l’art des données bibliographiques portant sur la composition 

et la structure des membranes biologiques, y compris celle des globules gras. Une attention 

particulière a été donnée aux propriétés physiques des lipides polaires et aux propriétés élastiques 

des membranes lipidiques. Ce chapitre sera complété par une revue des approches permettant 

d’évaluer ces propriétés. 

 

-  Le chapitre 2 est focalisé sur la question de recherche, les objectifs et la stratégie adoptée 

dans la thèse. 

 

- Le chapitre 3 est consacré à la présentation du matériel et des méthodes expérimentales 

utilisés. Les différentes techniques physiques utilisées pour caractériser ou mesurer les propriétés 

structurales, thermotropiques ou mécaniques des membranes seront présentées.  

 

Les chapitres suivants présentent les travaux et les résultats obtenus au cours de la thèse. Ils 

s’articulent dans une boucle reliant le système réel (le globule gras) et les systèmes modèles (les 

bicouches lipidiques de composition contrôlée). 

 

- Le chapitre 4 a pour objectif de répondre à la question suivante : Quel est l’effet de la 

température et du temps sur la dynamique de la structure des domaines dans la membrane 

des globules gras du lait ? Dans ce chapitre, nous avons exploré in-situ dans le lait l’organisation 

des lipides polaires dans la membrane des globules gras du lait de trois espèces : brebis, chèvre et 

vache. Les observations ont été réalisées par microscopie confocale en fonction de cinétiques en 

température et du temps pour mimer la thermodynamique des procédés industriels.  

 

- Dans le chapitre 5 sont présentés les travaux préliminaires à la caractérisation des 

propriétés mécaniques des membranes lipidiques. Cette partie du travail a été nécessaire pour 

mettre en place les différentes conditions expérimentales telles que la composition lipidique des 

membranes étudiées, la composition de la phase aqueuse ou les types de bicouches modèles 

(vésicules, bicouches supportées), qui permettront l’investigation mécanique des membranes à 

l’échelle micro- et nanométrique par AFM.  

 

- Le chapitre 6 s’attache à répondre à la question suivante : Quelle est l’hétérogénéité 

d’élasticité générée par la coexistence et le type de phases dans un modèle de la membrane 

du globule gras du lait ? Suite à l’observation d’une séparation de phases à la surface des globules 
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gras, nous avons utilisé un modèle sans protéines de la MFGM pour mesurer les différences 

d’élasticité entre les phases fluide, gel et liquide ordonné. 

 

- Le chapitre 7 répond à la question suivante : Comment l’état de phase des 

phospholipides (gel vs fluide) et l’hétérogénéité de composition de la milk SM affectent les 

propriétés élastiques des membranes? Dans cette partie de la thèse, nous avons identifié des 

principaux facteurs déterminant l’élasticité des phases potentiellement présentes sur la membrane 

du globule gras, à partir de liposomes modèles. Une attention particulière a été apportée à la 

sphingomyéline du lait, qui est le composant principal des domaines observés sur la surface des 

globules gras. 

 

- Le chapitre 8 aborde la question de recherche suivante : Existe-t-il une hétérogénéité 

mécanique sur la surface du globule gras natif en lien avec la composition et la présence des 

domaines ? Dans le souci d’appliquer nos nouvelles connaissances à l’objet réel, nous avons mis 

en œuvre la cartographie des propriétés élastiques de globules gras natifs et comparé nos résultats 

aux grandeurs obtenues sur les membranes modèles.  

Enfin, ce travail se termine par une conclusion générale et des perspectives destinées à proposer 

de nouvelles voies de poursuite à ce projet de thèse.  

Dans cette étude, nous verrons qu’une réponse positive peut être donnée à notre question de 

recherche principale, mais que la membrane du globule gras recèle encore bien des inconnues, 

comme le rôle des protéines membranaires sur ses propriétés élastiques.  
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Chapitre 1: Synthèse Bibliographique   

1.1. Les membranes biologiques 

1.1.1. Composition et structure des membranes biologiques 

Les membranes biologiques ont une structure complexe composée majoritairement de 

lipides polaires organisés en bicouche, et de protéines insérées (Figure 5). Leur rôle fondamental 

est de préserver l'intégrité des cellules et d’isoler leur contenu du milieu extérieur tout en autorisant 

des échanges transmembranaires. Les membranes sont des systèmes très dynamiques qui 

interviennent dans plusieurs processus biologiques comme la conversion d’énergie, la transduction 

signalétique, le transport, etc. La composition chimique d’une membrane est l’élément clé qui 

assure sa structure ainsi que ses différentes fonctions. Les lipides et les protéines représentent 

chacun environ 50 % de la masse membranaire mais leurs proportions peuvent varier en fonction 

de la nature du système biologique. Le premier modèle ayant décrit l’organisation de ces 

composants au sein d’une membrane a été établi en 1972 par Singer et Nicolson (Singer and 

Nicolson, 1972). Ce modèle fondateur supposait que la membrane se présente sous forme d’une 

mosaïque fluide, formée par une bicouche de lipides polaires, dans laquelle les protéines sont 

distribuées de manière aléatoire et libre (Figure 5A). Le caractére dynamique et fluide des 

membranes s’explique par l’agencement parallèle des lipides polaires qui leur permet des 

déplacements intermoléculaires, par diffusion latérale dans le plan de la membrane. Elle s’explique 

aussi par la grande capacité des lipides polaires à effectuer des mouvements intramoléculaires, en 

particulier les lipides polaires insaturés. Ce modèle a été ensuite repris et amélioré par d’autres 

chercheurs afin de mettre en évidence le rôle des lipides qui ne se limite pas à la solubilisation des 

protéines membranaires. Une évolution importante de ce modèle a été apportée par la proposition 

du concept de « rafts » ou « radeaux », par Simons et Ikonen (Simons, 2000; Simons et al., 

1997)(Figure 5B). Selon ce nouveau modèle, on considère que la distribution des lipides polaires 

dans le plan de la membrane est hétérogène en raison de l’immiscibilité de lipides polaires 

présentant des propriétés physico-chimiques et des états de phase différents. Par séparation de 

phases de lipides  à haute température de transition de phase, en particulier les shingolipides en 

interaction avec le cholestérol, l’organisation latérale des lipides polaires créerait ainsi des 

radeaux, dispersés au sein d’une phase continue (Simons et al., 1997). Ainsi, la complexité de la 

nature des lipides et leur organisation peuvent créer une hétérogénéité, ce qui peut être mis en jeu 

dans plusieurs fonctions biologiques (Glaser, 1993; Jain and White, 1977; Simons and Gerl, 2010; 

Simons and Ikonen, 1997; Vaz and Almeida, 1993). 
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Figure 5 : Représentation schématique de la membrane biologique. La membrane est principalement constituée d’un 

double feuillet de lipides et de protéines. Les lipides polaires sont composés d’une tête polaire hydrophile liée à des 

chaines hydrophobes constituées d’acides gras. Image extraite de (http://www.acpfg.com.au/blog/?p=143). 

 

Les lipides polaires sont des molécules amphiphiles composées d’une partie hydrophile 

constituée par la tête polaire et une partie hydrophobe dans laquelle se trouvent les chaînes 

hydrocarbonées des acides gras (Figure 5). Cette propriété particulière conduit à un auto-

assemblage spontané des molécules en bicouches (de 4 à 8 nm d’épaisseur environ selon les lipides 

constitutifs) afin de minimiser l’énergie du système et favoriser la stabilité (Robertson, 1959). Les 

têtes hydrophiles se placent en contact avec le milieu aqueux alors que les chaines hydrophobes se 

retrouvent arrangées parallèlement au cœur de la membrane. Cet assemblage est maintenu par des 

forces d’interaction établies sur toute la longueur des molécules, par des interactions de nature 

stérique, ionique ou d’hydratation au niveau de la tête, et des interactions hydrogènes, de van der 

Waals et surtout hydrophobes au niveau des chaines. Les lipides polaires peuvent être distingués 

par leur structure moléculaire, leur charge et leur degré d’insaturation. On retrouve trois classes 

principales de lipides dans les membranes biologiques : les glycérophospholipides, les 

sphingolipides et les stérols. 

http://www.acpfg.com.au/blog/?p=143
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Les glycérophospholipides constituent la famille de lipides polaires la plus répandue dans les 

membranes biologiques, particulièrement dans le feuillet interne. Les différentes structures de 

glycérophospholipides sont représentées dans la Figure 6. Ils sont composés d’une partie 

hydrophobe définie par deux chaînes hydrocarbonées, les plus fréquentes ayant 16 ou 18 atomes 

de carbones, et une partie hydrophile représentée par une tête polaire. Leur squelette est à base de 

glycérol, sur lequel les fonctions alcool des carbones 1 et 2 sont estérifiées par des acides gras, 

constituant les chaînes hydrocarbonées hydrophobes, dont une est généralement insaturée. La tête 

polaire est constituée d’un groupement phosphate rattaché sur le carbone 3 du glycérol, et associé 

par estérification à un groupement alcool déterminant la classe du glycérophospholipide (e.g., 

choline, éthanolamine, sérine, inositol). Les phosphatidylcholines (PC) restent la classe de 

phospholipides la plus abondante dans les membranes, représentant plus de 50 % mol des lipides 

membranaires (van Meer, 2005). Les autres glycerophospholipides sont les 

phosphatidyléthanolamine (PE), phosphatidylsérine (PS) et phosphatidylinositiol (PI). 

Les sphingolipides (Figure 6) sont des molécules amphiphiles dérivant cette fois d’un amino-

alcool à longue chaîne, la base sphingoïde, dont la plus fréquente à l’état naturel est la sphingosine 

possédant une chaîne hydrocarbonée insaturée à 18 atomes de carbone (C18:1). Plus rarement, on 

trouve aussi la sphinganine (C18:0) ou des versions à 16 carbones. Cette base peut être liée à un 

acide gras par une liaison amide pour obtenir une molécule appelée céramide. L’acide gras est le 

plus souvent saturé à longue chaine (16 à 24 atomes de carbone), ce qui confère aux sphingolipides 

des propriétés physiques particulières et notamment une température de transition de phase Tm 

proche de la température physiologique. Le greffage d’un groupement phosphocholine PC sur la 

fonction alcool forme la sphingomyéline (SM). On trouve généralement la SM dans le feuillet 

externe des membranes plasmatiques de mammifères (Brown and London, 1998). Les 

sphingolipides sont impliqués dans la formation des radeaux lipidiques dans les membranes 

biologiques (Figure 5B). Les sphingomyélines naturelles comme la SM de l’œuf, du lait, du 

cerveau ou de la couche cornée de la peau contiennent plusieurs espèces moléculaires de 

sphingomyélines longueurs de chaines et de degré d’insaturation différents.   
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Figure 6: Les structures chimiques des molécules des lipides polaires. Les glycérophospholipides sont composés de 

deux acides gras saturé ou insaturé (SFA: saturated fatty acid, UFA: unsaturated fatty acid, FA: fatty acids) relié à une 

tête polaire (PC : phosphatidylcholine, PE : phosphatidyléthanolamine, PI : phosphatidylinositol, PS : 

phosphatidylsérine) par un glycérol. Les sphingolipides sont caractérisés par la présence d’un seul acide gras 

(céramide) connecté à une base de sphingosine par une liaison amide NH et  à une tête polaire phosphocholine  par 

un groupement phosphate(Castro-Gómez et al., 2015). 

 

De par leur caractère hydrophile, les têtes PC, PE, PI, PS sont sensibles aux conditions de 

milieu telles que le pH ou la composition en ions. A basse force ionique, les têtes PC ou PE qui 

sont zwitterioniques, avec le groupement phosphate et un N+ (pour les PC) ou une amine NH3
+ 

(pour les PE) présentent une charge théorique nette proche de zéro sur une large gamme de pH 

(https://avantilipids.com/tech-support/physical-properties/ionization-constants/). Au contraire, les 

têtes PS et PI sont nettement électronégatives pour des pH > 2-4. La PS notamment présente un 

groupement carboxyle en plus du phosphate et de l’amine. La présence de co-ions dans le milieu 

est susceptible d’écranter les charges présentes à la surface de la bicouche. Ainsi, des têtes PC 

peuvent devenir électropositives en présence de calcium qui viendra écranter le groupement 

phosphate (Redondo-Morata et al., 2014; Sinn et al., 2006). L’interaction du calcium avec les 

bicouches peut également impacter leur densité (aire moléculaire) ou leur épaisseur (Melcrová et 

al., 2016). 

Le cholestérol est le composant majeur des stérols (Figure 7). Il présente un squelette 

hydrocarboné constitué par quatre cycles plans et rigides. La seule partie polaire est le groupement 

https://avantilipids.com/tech-support/physical-properties/ionization-constants/


http://sphweb.bumc.bu.edu/otlt/mph-modules/ph/ph709_basiccellbiology/PH709_BasicCellBIology4.html
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1.1.3. Séparation de phases des lipides dans les membranes : formation des 

domaines 

Dans un milieu aqueux, les lipides s’auto-assemblent de manière à minimiser les contacts de 

leur partie hydrophobe avec l’eau. Cependant, leur arrangement dans une bicouche varie en 

fonction des conditions extérieures comme la température, le pH, l’hydratation, etc (Marsh, 2012). 

Dans une bicouche de composition complexe, chaque espèce de lipide polaire présente une Tm 

distincte, en fonction en particulier de la nature de ses chaînes d’acides gras. A une température T 

donnée, certains lipides polaires saturés et présentant une Tm > T, peuvent coexister avec des 

lipides polaires insaturés ayant une Tm < T ce qui crée une coexistence de phases gel et fluide 

pouvant induire une séparation plus ou moins marquée selon la miscibilité des phases. Cette 

problématique est posée par exemple lors de variation de la température physiologique (liée à une 

maladie), lors des opérations de transformation ou de stockage de tissus et fluides biologiques 

(traitement thermique, réfrigération…). Dans une moindre mesure, la séparation de phases peut 

être induite lorsque différents types de têtes de lipide polaire présentent une interaction distincte 

avec le milieu aqueux (hydratation, interactions ioniques). La présence de calcium par exemple 

peut conduire à une ségrégation de phases mais cette fois-ci induite par la différence des charges 

des têtes polaires (Figure 10; Binder et al., 2003; Ross et al., 2001).  

 

Figure 10: Séparation de phase latérale induite par l’effet de charge (ions) ou l’effet d’état de phase dû à une variation 

thermique (figure adaptée de Binder et al., 2003). 

 

De nombreux mélanges binaires ou ternaires de lipides ont été étudiés pour déterminer leur 

organisation en fonction du rapport molaire ou de la température, sous la forme de diagrammes de 

phases. Des membranes modèles composées de trois types de lipides insaturé/saturé/stérol comme 

par exemple DOPC/SM/cholestérol ou DOPC/DPPC/cholestérol (Bhatia et al., 2014) ont été 

généralement utilisées afin de mimer les membranes biologiques. Ainsi, Baumgart et al., (2003) 
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ont pu visualiser une coexistence de phases grâce à la microscopie à deux photons qui a été 

interprétée par une ségrégation d’une phase liquide ordonné Lo riche en SM d’œuf (Tm = 35°C) 

et en cholestérol dans une seconde phase liquide désordonné Ld riche en DOPC (Tm = -20°C). Le 

diagramme de phases de ce mélange ternaire de lipides montre une grande région de coexistence 

binaire de Lo et Ld. La construction d’un diagramme de phase permet de prévoir, pour un mélange 

donné, le comportement physique des lipides, leur miscibilité en fonction de la composition et de 

la température et la composition théorique des phases. Ces diagrammes sont obtenus par 

différentes approches : anisotropie de fluorescence (De Almeida et al., 2003; Veatch and Keller, 

2003), résonance magnétique nucléaire (Bunge et al., 2008; Filippov et al., 2006; Leung et al., 

2007; Veatch, 2007; Veatch et al., 2007), microscopie à force atomique (Connell et al., 2013) ou 

d’autres techniques comme la calorimétrie ou la diffraction des rayons X (Goñi et al., 2008).  

  

 

Figure 11: Images de GUV, obtenues par microscopie bi-photonique, composées d’un mélange ternaire de lipide Egg 

SM/DOPC /Chol une coexistence des phases Lo (bleu) et Ld (rouge) à 25°C. Barre d’échelle est 5 µm (d’après 

Baumgart et al., 2003). 

 

Dans les membranes biologiques, la formation de « radeaux » ou de domaines lipidiques est 

généralement interprétée par la séparation de phases des lipides polaires en fonction de leur Tm 

dans des conditions de température données et des interactions lipides – lipides (e.g. sphingolipides 

– cholestérol). Quand cette séparation de phase existe, les sphingolipides sont généralement 

identifiés comme appartenant à la phase ordonnée (gel ou Lo en présence de cholestérol), du fait 

de leurs chaînes acyl longues et majoritairement saturées (Figure 5). Dans les domaines ordonnés, 

l’assemblage des sphingolipides est maintenu par des liaisons hydrogène grâce aux fonctions 

amide et hydroxyle du squelette sphingoide qui peuvent agir à la fois comme donneurs et 

accepteurs d’hydrogène. En revanche, les glycérophospholipides avec deux groupes carbonyle, ne 

possèdent que des caractéristiques d’accepteurs de liaisons hydrogènes  (Ramstedt and Slotte, 

2002). Cependant, certains glycérophospholipides à Tm élevée, comme le DPPC ou le DMPC, 
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vont également se ségréger en domaines ordonnés s’ils sont en mélange avec des lipides polaires 

de plus basse Tm et si la température le permet, i.e. T < Tm (Veatch et al., 2007). 

Le cholestérol est un composant membranaire important, impliqué dans la constitution des 

domaines et leur organisation en phase liquide-ordonnée Lo (Figure 9). Les interactions entre le 

cholestérol et les phospholipides sont très sensibles à la nature du lipide, à la longueur et au degré 

d’insaturation de ses chaînes acyles. Ainsi, le cholestérol a une plus grande affinité pour les 

sphingolipides que pour les glycérophospholipides, préférentiellement ayant des chaînes acyl 

longues et saturées, au détriment des phospholipides à chaînes insaturées et/ou plus courtes, ce qui 

favorise les SM (Simons and Vaz, 2004; Smaby et al., 1996). De plus, le groupe hydroxyle du 

cholestérol et le groupement NH des sphingolipides peuvent mettre en place des liaisons 

hydrogène ce qui favorise cette préférence d’association (Ramstedt and Slotte, 2002; Slotte, 2016). 

Parmi les glycérophospholipides, le cholestérol s’associe préférentiellement aux PC qui sont plus 

riches en acides gras saturés, puis aux PS et aux PE. Dans les membranes plasmatiques comme 

dans les modèles, on suppose alors qu’une grande partie du cholestérol se trouve 

préférentiellement dans les domaines lipidiques.  

1.2. Le lait: une émulsion naturelle huile dans eau avec des globules gras 

recouverts d’une membrane biologique 

1.2.1. Les globules gras du lait  

Le lait est un fluide biologique composé de lipides, de protéines, de sucres, de vitamines et 

de minéraux (Figure 1). D’un point de vue structural, le lait est une émulsion naturelle du type 

huile dans eau dans laquelle les lipides sont organisés sous la forme de gouttelettes appelées 

globules gras du lait dispersées au sein d’une phase aqueuse (Figure 12). Dans le lait, on peut 

trouver de 1.5 à 3.1012 globules gras dont la surface estimée est de 160m2. /L Leur taille varie entre 

0.1 à 20 µm avec un diamètre moyen de 2-5 µm (Huppertz and Kelly, 2006; Lopez et al., 2011; 

Michalski et al., 2002; Mulder and Walstra, 1974). 
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Figure 12: (A) image de microscopie d’un lait montrant les globules gras, (B) schématisation d’un globule gras : cœur 

de TAG recouvert par une membrane biologique, formule générale d’un triacylglycérol. R1, R2 et R3 représentent 

des chaînes aliphatiques d’acides gras. * : centre de chiralité. (C) images de microscopie en lumière polarisée montrant 

les cristaux de TAG dans les globules gras formés à 4°C après un refroidissement rapide (gauche), à vitesse 

intermédiaire (centre) et lent (droite), (Adapté d’après Lopez, 2011; Lopez et al., 2015). 

 

Parmi les composants importants du lait, les lipides sont les plus variables en proportion et en 

composition (Lopez et al., 2015, 2011). Les lipides sont constitués  d’un cœur de triacylglycérols 

(TAG) représentant 97-98% de la matière grasse laitière totale, de phospholipides et 

sphingolipides (0.6%), diglycérides (0.36%), cholestérol (0.31%), d’acides gras (0.027%) et de 

monoglycérides (0.027%) (Christie and Anne Urwin, 1995; Jensen, 2002; MacGibbon and Taylor, 

2006; Mulder and Walstra, 1974). Les TAG sont des triesters d’acides gras sur une molécule de 

glycérol dont le carbone central est chiral (Figure 12). Les acides gras peuvent varier en longueur 

de chaine ou en degré d’insaturation. Ainsi, plus de 400 acides gras différents ont été identifiés 

parmi les lipides du lait. Cette complexité en composition attribue au cœur de TAG des propriétés 

physiques uniques, en particulier des propriétés de cristallisation (Figure 12C). Les TAG ont la 

capacité de changer d’état au cours des variations thermiques. La plage de fusion des TAG du lait 

s’étend de -40 à 40°C. Au cours de la cristallisation, les TAG du lait peuvent adopter différentes 

formes cristallines thermodynamiquement métastables selon les conditions opératoires et la 

composition en acides gras (Hagemann, 1988; Ollivon et al., 1992; Wesdorp, 1990). Les cristaux 
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de TAG peuvent également avoir des tailles et des orientations différentes en fonction des 

cinétiques thermiques appliquées au lait (Figure 12C). 

1.2.2. La membrane du globule gras du lait (MFGM) 

La membrane du globule gras est une frontière entre le cœur interne de TAG à caractère 

hydrophobe et la phase aqueuse du lait (Figure 12B). Malgré sa faible quantité (2 à 6% de la masse 

totale du globule gras), le rôle de la membrane est primordial dans la stabilité physique des 

globules et par conséquent dans ses fonctionnalités technologiques et probablement aussi 

biologiques (Dewettinck et al., 2008; Lopez, 2011; Mather, 2011).   

1.2.2.1. Origine de la MFGM 

Le processus impliqué dans la formation et la sécrétion des globules gras a attiré l’attention 

des chercheurs depuis plus de cinquante ans, dans le but de comprendre la structure du globule 

gras et de sa membrane protectrice (Bargmann and Knoop, 1959; Franke et al., 1981; Heid and 

Keenan, 2005; Keenan, 2001; Keenan and Patton, 1995; Mather, 1978; Mather and Keenan, 1998; 

Patton and Jensen, 1975). La formation du globule gras commence lorsqu’une gouttelette de TAG 

est sécrétée par le réticulum endoplasmique granaire dans le cytoplasme d’une cellule lactogène 

(Mather and Keenan, 1998; Figure 13). Cette gouttelette s’enveloppe d’une première monocouche 

composée de phospholipides et de protéines, pour adopter une structure proche d’une gouttelette 

d’émulsion. Les chaînes hydrophobes des lipides polaires sont alors en contact avec les TAG et 

leur partie hydrophile avec le milieu aqueux. Cette gouttelette de TAG se dirige ensuite vers la 

membrane plasmatique apicale de la cellule sécrétrice. Durant ce transit, le globule gras mature et 

grossit, par coalescence avec d’autres gouttelettes. Au contact de la membrane plasmatique 

apicale, le globule gras est excrété dans la lumière de l’alvéole sécrétrice, par un mécanisme de 

bourgeonnement. Suite à cette expulsion, la gouttelette de TAG recouverte d’une première couche 

de lipides polaires sera donc enveloppée par une bicouche lipidique externe issue de la membrane 

plasmique apicale des cellules épithéliales mammaires. Entre la première monocouche et la 

bicouche externe de lipides polaires, un film de cytosol est emprisonné, pouvant contenir du 

matériel cytoplasmique. L’ensemble de l’enveloppe est appelé membrane du globule gras du lait 

(Milk fat globule membrane ; MFGM) et présente une épaisseur d’environ 10-20 nm (Walstra, 

1999). 
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Figure 13: Sécretion des globules gras par les cellules épithéliales mammaires 

(http://www.vetopsy.fr/reproduction/lactation/allaitement-lait.php). 

 

1.2.2.2. Composition chimique de la MFGM  

La MFGM est principalement composée de lipides polaires tels que les 

glycérophospholipides et les sphingolipides, de cholestérol, et de protéines, dont des 

glycoprotéines et des enzymes (Fong et al., 2007). Elle présente une composition proche de celle 

de la membrane plasmatique des cellules sécrétrices de la mère (Keenan et al., 1970).  Dans la 

littérature, l’analyse de la composition chimique de la MFGM est variable en fonction de la 

méthode d’isolement, ou de la technique d’analyse  (Huang and Kuksis, 1967; Le et al., 2009; 

Mather, 2011; Patton and Huston, 1986; Ye et al., 2002). Comme celle des TAG, la composition 

de cette membrane varie suivant la race, l’âge, le stade de lactation ou encore l’alimentation de 

l’animal. Chez la vache, la MGFM contient 1 à 2 % des protéines du lait, qui représentent 20–60% 

de la masse membranaire (Lopez, 2011; Mather, 2011). Le Tableau 1 liste les principales protéines 

membranaires recensées dans le lait de vache. 

http://www.vetopsy.fr/reproduction/lactation/allaitement-lait.php
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Tableau 1: La composition des protéines de la MFGM en masse moléculaire (Da). CD (Cluster of differentiation); 

PAS (periodic acid Schiff), BRCA I (Breast cancer type 1 susceptibility protein). Les données sont obtenues à partir 

de Fox and McSweeney, 2003; Jenness et al., 1988; Keenan and Mather, 2006; Keenan et al., 1988b.  

 

Protéines Masse moléculaire (kDa) 

Mucine I (MUC1) 160-200 

Xanthine oxydase 150 

PAS III 95-100 

CD36  ou PAS IV 76-78 

Butyrophiline (BTN) 67 

Adipophiline (ADPH) 52 

PAS 6/7 48-54 

Protéines liées aux acides gras 13 

BRCA I 210 

 

Les lipides polaires, glycérophospholipides et sphingolipides, représentent environ 0,5% -

1% de la matière grasse du lait. Parmi les glycérophospholipides, les phosphatidylcholines (PC) 

représentent 19.2–37.3% des lipides polaires, les phosphatidylethanolamines (PE) 19.8–42%, les 

phosphatidylinositols (PI) 0.6–13.6% et les phosphatidylsérines (PS) 1.9–16%. Les sphingolipides 

sont quant à eux majoritairement composés de sphingomyéline (SM) représentant 18.0–34.1% des 

lipides polaires (Avalli and Contarini, 2005; Bitman and Wood, 1990; Lopez et al., 2008; Ménard 

et al., 2010; Rombaut et al., 2005; Rombaut and Dewettinck, 2006; Sanchez-Juanes et al., 2009). 

Dans les lipides polaires du lait, les acides gras sont généralement constitués de longues chaines 

hydrocarbonées, avec des nombres de carbones allant de 10 à 24, où les degrés d’insaturation 

peuvent varier de 0 à 5 double liaisons (Sanchez-Juanes et al., 2009). Fong et al. (2007) ont pu 

déterminer une petite quantité d'acides gras à chaîne supérieure à 20 carbones dans les 

glycérophospholipides PE, PC, PI et PS (Figure 14). Dans la SM du lait, les longueurs des chaines 

vont de 16 à 24 atomes de carbone avec environ 20% de C16:0, de C22:0 ou de C24:0 et plus de 

30% de C23:0 (Fong et al., 2007; Sanchez-Juanes et al., 2009). Cette composition spécifique 

confère à la SM un point de fusion relativement élevé, Tm = 34.3°C (Murthy et al., 2016a). Parmi 

les composants importants de la MFGM, il y a aussi les stérols qui représentent 0.3 à 2% des 

lipides associées à la membrane (Mather, 2011). On retrouve principalement le cholestérol qui est 

considéré comme stérol majeur avec un pourcentage de 95% (molaire). 
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Figure 14: La composition des acides gras des lipides polaires de la MFGM déterminée par chromatographie en phase 

gazeuse (GC). PI : phosphatidylinositol, PS : Phosphatidylsérine, PE :phosphatidylethanolamine, PC : 

Phosphatidylcholine, SM :Sphingomyéline (D’après Fong et al., 2007) 

 

1.2.2.3. Structure de la MFGM  

La communauté scientifique travaillant sur la structure de la membrane des globules gras du 

lait s’accorde sur le fait que, à l’issue de la sécrétion du globule gras, la MFGM est composée 

d’une tricouche de lipides polaires : une monocouche de lipides polaires et de protéines en contact 

avec le cœur gras du globule et une bicouche externe complexe avec une couche protéique dense 

en électron située sur la face externe de la monocouche  (Dewettinck et al., 2008; Keenan and 

Mather, 2002; Figure 15).  

 

Figure 15 : Schéma représentatif de la structure de la MFGM (Dewettinck et al., 2008). 
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Les protéines de la MFGM sont réparties de manière hétérogène (Figure 15 ; Figure 16). 

Elles peuvent être soit intégrales ou périphériques selon leur nature chimique. L'adipophiline 

(ADPH), qui a une affinité très élevée pour les TAG, est située dans la monocouche lipidique 

polaire interne. XDH / XO sont plutôt localisées entre la monocouche et la bicouche externe. 

MUC1, BTN, CD36, PASIII, PAS6/7 et PP3 sont toutes des protéines situées dans la partie externe 

de la MFGM et plus ou moins insérées. Les protéines XDH/ XO, ADPH et BTN sont étroitement 

associées, formant un complexe supramoléculaire qui permet de connecter les différentes couches 

de lipides entre elles et de maintenir la stabilité de la MFGM (Mather, 2000). Les protéines 

glycosylées de la MFGM sont distribuées sur la surface de la MFGM en orientant leurs 

groupements glucidiques vers le solvant (Dewettinck et al., 2008; Heid and Keenan, 2005). Les 

différents composants lipidiques de la MFGM, lipides polaires et cholestérol, sont probablement 

répartis d’une manière asymétrique dans les trois feuillets constituant MFGM, en raison de leur 

polarité et de leur hydrophobicité respective, et pour les lipides polaires en raison aussi de la 

géométrie conique ou cylindrique du volume moléculaire. Dans les membranes plasmatiques, la 

SM est ainsi majoritairement localisée dans le feuillet externe de la bicouche, avec des PC et une 

minorité de PE, tandis que feuillet interne est le siège de la majorité des PS, PI et PE (Quinn, 

2004). Selon les travaux de Deeth (1997) ou Heid and Keenan (2005), les PC et la SM seraient 

localisées dans le feuillet externe de la bicouche externe de la MFGM, tandis que la PE, la PI et la 

PS seraient plutôt dans la face interne. Ainsi, la répartition des phospholipides de la MFGM 

reflèterait celle de la membrane plasmatique. PI et PS font aussi partie de la monocouche lipidique 

polaire interne (Heid and Keenan, 2005). Le cholestérol pourrait être localisé dans les 3 feuillets 

de lipides polaires de la MFGM, et préférentiellement colocalisé avec la SM en lien avec sa grande 

affinité pour les sphingolipides saturés. Alors que les membranes plasmatiques sont des bicouches, 

la MFGM est une tricouche dont les éléments peuvent s’être réagencés au cours de la sécrétion. 

De plus, on ignore si l’asymétrie initiale de la membrane apicale de la cellule épithéliale mammaire 

est maintenue après la sécrétion du globule gras dans le lait.  

L’organisation des lipides polaires dans les 3 feuillets de la MFGM a longtemps été 

considérée comme une armature fluide sans organisation latérale (Dewettinck et al., 2008; Figure 

15). Des travaux réalisés par microscopie confocale ont permis de mettre en évidence une 

hétérogénéité structurale des protéines et des lipides polaires dans la MFGM (Evers et al., 2008; 

Lopez et al., 2010; Figure 16A). Le marquage de la phase fluide de la MFGM par un phospholipide 

fluide hexogène (rhodamine-dioleoylphophatidylethanolamine, Rh-DOPE) a révélé des 

hétérogénéités interprétées comme la présence d’une séparation de phase avec formation de 
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domaines de taille micrométrique (Lopez et al., 2010; Figure 16).  Ces résultats ont été interprétés 

par la coexistence de phases, induites par la présence de lipides polaires ayant des propriétés 

physico-chimiques, et en particulier des Tm, différentes (Evers et al., 2008; Gallier et al., 2010; 

Lopez et al., 2010; Zou et al., 2015). Ainsi, les domaines lipidiques observés à température 

ambiante (20°C), sont suspectés d’être riches en lipides polaires ayant des températures de 

transition de phase élevées (Tm > 20°C), tels que la SM (Tm= 35°C ; (Malmsten et al., 1994; 

Murthy et al., 2016a) ou le DPPC (Tm= 41°C ; Nagle et al., 1996). Il est également possible que 

ces domaines soient composés de lipides polaires à haute Tm en interaction avec le cholestérol 

pour former une phase liquide ordonné Lo. Leur état de phase ordonné et dense n’a pas permis 

l’incorporation de la sonde fluorescente Rh-DOPE contrairement à la phase continue riche en 

lipides polaires insaturés qui est fluide à 20°C. Ces domaines révélés à la surface des globules gras 

in situ dans le lait diffusent dans le plan de la membrane (Lopez et al., 2010; Nguyen et al., 2015). 

Dans la MFGM, les protéines glycosylées semblent localisées uniquement dans la phase continue 

fluide, alors que dans les membranes plasmatiques elles seraient localisées dans les domaines, 

cette co-ségrégation étant à la base du concept des « rafts » cellulaires (Figure 5). Le concept de 

«raft lipidique » a donc été proposé pour ces domaines riches en SM et en cholestérol formés dans 

la MFGM à la surface des globules gras du lait (Lopez et al., 2010).  

La MFGM est donc un système dynamique caractérisé par une hétérogénéité de structure à la fois 

transversale (tricouche de lipides polaires) et planaire (domaines formés par séparation de phase 

des lipides polaires dans la bicouche externe) qui est principalement liée à son hétérogénéité de 

composition en lipides polaires et à la présence de cholestérol. Ces domaines pourraient avoir des 

propriétés fonctionnelles et biologiques, par analogie avec les rafts dans les membranes cellulaires. 

Il est donc nécessaire d’accroitre la connaissance de leurs conditions de formation, leur dynamique 

dans le plan de la MFGM et de leurs propriétés physiques. 
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Figure 16 : A) Image du globule gras obtenue par microscopie confocale montrant la répartition hétérogène des 

protéines (couleur jaune) et des lipides polaires, avec la phase fluide des phospholipides insaturés (couleur rouge) les 

domaines riches en sphingomyéline (couleur noir) dans le plan de la membrane (MFGM). Les protéines ont été 

marquées en utilisant la lectine fluorescente WGA-488 tandis que les phospholipides ont été marqués par un 

phospholipide exogène fluorescent Rh-DOPE. B) représentation bidimensionnelle de la structure de la MFGM en trois 

couches. L’organisation des protéines et des lipides polaires dans le plan de la MFGM montrant une ségrégation 

latérale des lipides saturés (Tm élevée) formant des domaines en phase gel ou en liquide ordonné en présence du 

cholestérol (Lopez, 2011). 

 

1.2.2.4. Effet des traitements technologiques sur la MFGM  

Les traitements appliqués au lait liquide avant sa commercialisation sont de nature physique, 

qu’ils soient thermiques, comme la pasteurisation ou le traitement UHT (ultra haute température) 

et le stockage au froid, ou mécaniques comme l’écrémage ou l’homogénéisation. Suite à ces 

traitements, la composition et la structure de la MFGM peuvent être modifiées étant donné que la 

membrane est directement exposée à l’environnement (Jaap M. Evers, 2004; Jukkola and Rojas, 
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des globules gras et, par conséquent, une accélération de la déstabilisation de l’émulsion 

globulaire.  

En conclusion, la stabilité des globules gras dépend largement des propriétés structurales et 

physiques de la membrane. L’existence d’hétérogénéités de composition et de structure dans les 

différentes dimensions de la MFGM induit autant de plans ou de lignes possibles de fracture lors 

d’une contrainte thermique ou physique. La caractérisation des propriétés mécaniques de la 

membrane est donc nécessaire afin de mieux contrôler la stabilité des globules gras lors des 

procédés technologiques.  

1.2.3. Les lipides polaires laitiers : ingrédients fonctionnels 

Certains composants de la membrane des globules gras et leur métabolites formés au cours 

de la digestion peuvent avoir des effets bénéfiques sur la santé humaine et peuvent ainsi être 

considérés comme des nutraceutiques potentiels (Chatterton et al., 2013; Spitsberg, 2005).  Durant 

la dernière décennie, un nombre croissant de travaux a démontré que les lipides polaires laitiers 

possèdent d’excellentes qualités nutritionnelles et fonctionnelles. Les lipides polaires ont montré 

des effets bénéfiques sur la santé concernant les maladies cardiaques, l'inflammation et le cancer. 

La consommation du lait riche en lipides polaires par les nouveaux nés a un effet protecteur contre 

les infections gastro intestinales, traduit par une diminution significative du nombre des crises 

fébriles (Contarini and Povolo, 2013; Veereman-Wauters et al., 2012). Les lipides polaires laitiers 

et les fragments de la MFGM possèdent aussi d’excellentes propriétés fonctionnelles qui leur 

permettent de jouer un rôle prépondérant que ce soit au niveau des interfaces (globule gras, 

émulsion) ou dans la fabrication des systèmes dispersés (liposomes). La nature amphiphile des 

phospholipides leur permet d’agir comme émulsifiants dans les systèmes eau/huile et huile/eau 

ainsi que comme épaississant, dispersant ou agent mouillant. Suite à l’ajout de fragments 

membranaires riches en lipides polaires, des émulsions recombinées de lait ont aussi montré une 

bonne stabilité en fonction du pH (Lopez et al., 2017) et au cours des traitements thermiques 

(Kasinos et al., 2014). Les phospholipides extraits de la MFGM peuvent également être utilisés 

dans d’autres applications comme la conception de liposomes dédiés à l’encapsulation (Figure 17; 

Bangham, 1992; Bezelgues et al., 2009; Farhang et al., 2012; Gülseren and Corredig, 2013; 

Thompson and Singh, 2006). L’intérêt de cette structure réside principalement sur la possibilité de 

vectoriser des substances d’intérêt soit au niveau de la membrane du liposome (pour des molécules 

hydrophobes) soit dans la cavité interne (molécules hydrophiles). Ils ont le principal avantage 

d’être à la fois non toxiques et biodégradables ce qui élargit leur domaine d’applications: 

agroalimentaire, cosmétique, pharmaceutique, etc. Etant un bon modèle membranaire, les 
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liposomes sont aussi couramment employés pour comprendre les mécanismes intervenant au 

niveau des membranes biologiques, comme la perméabilité, la fluidité, l’ancrage de protéines ou 

encore la fusion de deux membranes (Singh et al., 2012; Vesper et al., 1999). 

 

Figure 17: Encapsulations de molécules d’intérêt dans une bicouche de liposome en fonction de leur solubilité 

(Devoiselle, 1997). 

 

Les propriétés physico-chimiques des phospholipides formant le liposome ont un fort impact 

sur sa stabilité physique et ses fonctionnalités (Shimanouchi et al., 2009; Yoshimoto and Todaka, 

2014). Or, les différentes sources naturelles de phospholipides n’ont pas toutes la même 

composition et en conséquence pas les mêmes propriétés physiques. C’est une spécificité des 

lipides polaires du lait de contenir une proportion importante de SM saturée (i.e. 20-35%), la 

lécithine de soja qui est très utilisée est riche en PC (Figure 18). L’origine des phospholipides 

utilisés pour fabriquer des liposomes (e.g. lait, œuf, soja), notamment pour des applications 

alimentaires, doit donc être considérée en fonction des applications ciblées. Les liposomes 

préparés à partir d'une fraction lipidique de la membrane globulaire de lait (MFGM) ont montré 

une température de transition de phase significativement plus élevée, une membrane plus épaisse 

et une perméabilité plus faible que ceux préparés à partir de lécithine de soja (Bezelgues et al., 

2009; Farhang et al., 2012; Gülseren and Corredig, 2013). Ils ont également montré une meilleure 

stabilité au cours du stockage à différentes températures et dans différents milieux (pH, 

concentration en sel (Thompson et al., 2009). Ceci a été interprété par la différence en composition 

chimique, et en particulier en SM, entre les phospholipides de MFGM et les phospholipides de 

soja (Thompson et al., 2006) (Figure 18). 
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Figure 18: Les classes des phospholipides de la MFGM et du soja avec leur pourcentage en masse (d’après Thompson 

et al., 2006). 

 

Le degré de saturation de la SM du lait ainsi que la longueur des chaînes d'acides gras (de 

16 à 24 atomes de carbone) permettent aux membranes de liposomes à base de lipides polaires 

laitiers d’être en phase gel pour T < Tm = 34°C et plus structurée ce qui augmenterait leur stabilité 

et limiterait leur perméabilité en comparaison avec ceux de PCs (Barenholz and Thompson, 1999; 

New, 1990; Yoshimoto and Todaka, 2014). 

Les propriétés mécaniques des membranes ont une incidence sur de nombreuses propriétés 

évoquées des objets biologiques tels que le globule gras, comme sa stabilité. La caractérisation des 

propriétés mécaniques des membranes lipidiques permettra de mieux contrôler la stabilité des 

liposomes, ainsi que sa perméabilité et par conséquent ses fonctionnalités (technologique, 

physique ou biologique). Ainsi, on pourra aussi comprendre le rôle de lipides polaires laitiers et 

leur organisation au sein de la membrane, dans la stabilité des globules gras ou encore dans 

d’autres systèmes dispersés comme par exemple les émulsions.  

1.3. Propriétés élastiques des membranes 

1.3.1. Aspects théoriques de la mécanique de la membrane lipidique 

Les propriétés mécaniques des membranes sont principalement gouvernées par la 

composition et la géométrie des objets étudiés. Les bicouches lipidiques font partie de la catégorie 
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des matériaux appelés « matière molle ». Ces bicouches sont des phases condensées qui possèdent 

de nombreuses caractéristiques de liquides mais qui sont simultanément structurées. Les 

interactions intermoléculaires qui provoquent l'agrégation spontanée des molécules lipidiques en 

bicouches fluides en présence d'eau, confèrent également un degré de « raideur » à ces bicouches 

par rapport aux liquides conventionnels. Cette raideur lui permet de résister à différents types de 

déformations telles que la courbure, le cisaillement ou la dilatation/compression. Tout type de 

matériau possède des propriétés mécaniques intrinsèques qui lui permettent de résister à une 

contrainte (force exercée par unité de surface). La résistance d’une membrane se manifeste dans 

sa capacité à recouvrer sa forme initiale après une déformation élastique.  Lorsque la contrainte 

dépasse la résistance du matériau, l'objet est déformé et il s'ensuit un changement irréversible dans 

la forme et/ou le volume. Dans ce cas, la déformation plastique peut aller jusqu’à la rupture (Figure 

19).  

 

Figure 19 : Exemple de comportement d’un solide sous contrainte. 

L’élasticité d’une membrane peut être quantifiée en fonction de la nature de la contrainte par  

différents paramètres appelés modules élastiques. On distingue ainsi le module de 

compression/dilatation (KA), le module de cisaillement (µ) et le module de courbure (KC) (Figure 

20). 
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Figure 25: Courbes de force (approche-retrait) exprimant la force (nN) en fonction de la distance de séparation (nm) 

entre la pointe et l’échantillon. Les paramètres physiques extraits sont : le module de Young, la force de rupture et 

l’épaisseur de la bicouche lipidique, et la force d’adhésion. A, Point de contact ; B, début de rupture ; C, contact avec 

le substrat; D, adhésion maximale; E, retour à la position initiale à distance de l’échantillon (Li et al., 2010). 

 

Les SLBs sont généralement formées sur un support hydrophile (mica, verre, oxyde de silicium). 

L’avantage de ces systèmes bidimensionnels réside dans leur bonnes résolutions spatiales XYZ, 

en couplage avec les mesures mécaniques, et la grande surface potentiellement examinée (jusqu’à 

plusieurs centaines de µm2), ce qui est intéressant dans le cas de bicouches multiphasiques. En 

revanche, leur épaisseur étant faible, la présence du substrat peut affecter les mesures mécaniques, 

ce qui n’est pas le cas pour des membranes non supportées, telles que des vésicules immobilisées. 

Les mesures d’indentation de vésicules par AFM sont ainsi plus exactes, mais leur mise en œuvre 

est délicate. On ne connaît que quelques études publiées sur des vésicules de petites tailles 

(Chapitre 7), et une seule sur des vésicules géantes (Schäfer et al., 2015). Par contre, la mesure des 

propriétés élastiques de grands objets membranaires est très attendue en biologie, où les équipes 

réalisent déjà des mesures de module d’Young « apparent » en indentant des cellules ou des 

bactéries et en appliquant des modèles simples. 

En effet, le calcul de l’élasticité des membranes nécessite l’usage d’un modèle théorique adapté à 

la mécanique contact pointe/échantillon. Les modèles théoriques les plus utilisés sont celui de 

Hertz et ses développements Johnson-Kendall-Roberts (JKR) et Derjaguin-Muller-Toporov 

(DMT) ; Sneddon, Dimitradis et Reissner  (Derjaguin et al., 1975; Dimitriadis et al., 2002; Hertz, 

1882; Johnson et al., 1971; Reissner, 1947; Sneddon, 1965). Comme toutes autres méthodes, les 

mesures de force par spectroscopie AFM nécessitent l’utilisation d’un modèle théorique adapté. 









http://www.echelon-inc.com/index.php?module=Products&func=detail&id=616
http://www.echelon-inc.com/index.php?module=Products&func=detail&id=617
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/p6354
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/p6354
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Système 

 

Référence 

 

Composition Objets Technique 
Paramètre 

mesuré 
L

ip
id

iq
u

e 

Evans and 

Rawicz, 1990 
SOPC GUV – 20 µm 

Aspiration par 

micropipette 

kC 

0.90 ± 0.06×10-19 J 

Picas et al., 

2012 
DOPC SLB AFM 

E 

19.3 MPa 

Meleard et al., 

1997 
DMPC GUV-10 µm 

Microscope à 

contraste de 

phase 

kC 

1.30 ± 0.08×10-19J 

Duwe and 

Sackmann, 

1990 

DMPC GUV-10 µm 

Microscope à 

contraste de 

phase 

kC 

1.15 ± 0.15×10-12 J 

Delorme and 

Fery, 2006 
DPPC SUV  - 150 nm AFM 

E 

110 ± 15 MPa 

(Liang et al., 

2004a) 
Egg PC SUV-60 nm AFM 

kC 

0.27 ± 0.15×10-19 J 

Sullan et al., 

2009 
SM/Chol SLB AFM 

E 

140 MPa  

M
ix

te
: 

li
p

id
e/

 p
ro

té
in

e 

Li et al., 2011 
Lipide/virus 

influenza 
SUV-100 nm AFM 

E 

 45 MPa 

Calò et al., 

2014 

Membrane 

native 

Nanovesicle-80 

nm 
AFM 

E 

1.94 ± 1.57 GPa 

Dieluweit et 

al., 2010 

Avidin-coated 

SOPC/capBio

DOPE 

GUV-10 µm 
Aspiration par 

micropipette 

E 

12 MPa 

Dieluweit et 

al., 2010 

Avidin-coated 

SOPC/capBio

DOPE 

GUV-10 µm AFM 
E 

53 MPa 

Duwe and 

Sackmann, 

1990 

Erythrocyte 
Globule 

-7µm 

Microscope à 

contraste de phase 

kC 

3-7×10-13 J 
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N
o

n
 l

ip
id

iq
u

e 
: 

p
o
ly

m
èr

e Chen and 

Vancso, 2011 

Polystyrene-

blockpoly 

(acrylic acid) 

Vésicule 

-150 nm 
AFM 

E 

 46.8 ±1.6 

MPa 

Delorme et 

al., 2006 

Surfactant 

anionique et 

cationique 

Polyhedron-3.5 

µm 
AFM 

E 

180 ± 20 MPa 

 

Kol et al., 

2006 

Virus de 

Murine 

Leukemia 

Vésicule 

multilamellaire- 

5 µm 

AFM 
E 

0.23 GPa 

 

L’originalité de ce travail réside dans le fait que les propriétés mécaniques des membranes seront 

quantifiées à l’échelle nanométrique via des mesures de force non-invasives et via le calcul du 

module de Young. Cette démarche sera opérée prioritairement sur des objets tridimensionnels, 

pour s’approcher du globule gras, et ainsi obtenir des informations sur la rigidité de courbure. La 

mesure de ces deux grandeurs offre l’avantage de fournir des données sur la résistance des 

membranes lipidiques, tout en tenant compte de l’effet de la courbure. Ces mesures s’inscrivent 

bien dans la problématique du projet, qui envisage de comprendre et si possible prévoir la réponse 

mécanique de membranes sous l’effet d’une force et par conséquent éviter leur endommagement 

comme, par exemple, dans le cas des membranes entourant le globule gras lorsqu’elles sont 

soumises à des traitements technologiques. Pour cela, nous avons opté pour la technologie AFM 

qui permet de corréler des informations topographiques avec une ou plusieurs informations 

mécaniques, tout en contrôlant finement la force imposée localement. De plus, l’AFM s’applique 

facilement à une large gamme de taille d’objets, tandis que les méthodes optiques ne sont 

applicables que pour des vésicules micrométriques. Quelle que soit la méthode, les grandeurs 

mécaniques obtenues sont des valeurs relatives car elles dépendent des conditions de mesure et 

surtout du modèle théorique utilisé pour traiter les données. Pour en tenir compte, nous nous 

sommes basés dans ce travail sur une approche comparative entre les propriétés mécaniques de 

différents échantillons membranaires en utilisant la startégie et les mêmes conditions 

expérimentales.  
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Chapitre 2: Objectifs et stratégie   

2.1. Question de recherche 

Comme nous l’avons montré précédemment, les lipides polaires laitiers sont constitués de 

divers lipides polaires insaturés et saturés, et en particulier la sphingomyéline (30% des lipides 

polaires laitiers), dont l’état physique change en fonction de la température. Pour des températures 

ambiantes, l’organisation des lipides polaires du lait dans la MFGM génère une hétérogénéité 

structurale induite par la formation de domaines ordonnés riches en sphingomyéline (phase gel ou 

liquide ordonné en présence de cholestérol; Lopez et al., 2010). Selon notre hypothèse, il est 

probable que cette hétérogénéité d’organisation des lipides polaires module les propriétés 

physiques de la MFGM et notamment ses propriétés mécaniques. Cela pourrait avoir un effet sur 

la stabilité des globules gras, et notamment lorsqu’ils seront soumis à de fortes variations de 

température et/ou à des cisaillements au cours des procédés technologiques. Les lipides polaires 

représentent également une source unique de molécules avec des propriétés fonctionnelles et 

technologiques intéressantes (Spitsberg, 2005). Cependant, ces propriétés restent peu connues ce 

qui limite leur potentiel de valorisation dans divers champs d’application (alimentaire, 

pharmaceutique, cosmétique…) (Contarini and Povolo, 2013).  

La question de recherche principale, objet de la thèse, est donc la suivante : l’hétérogénéité 

d’organisation des lipides polaires, en lien avec leur composition, module-t-elle les propriétés 

mécaniques des membranes ? 

2.2. Objectifs et Stratégie  

Cette étude vise à déterminer les propriétés biophysiques de membranes de lipides polaires 

laitiers, en particulier leur capacité d’organisation et leurs propriétés mécaniques en fonction de 

leur état physique et de leur composition. La stratégie déployée se décline en plusieurs actions 

complémentaires qui ont été déclinées en plusieurs questions.  

Pour aborder cette problématique, nous avons souhaité partir de l’objet réel, la membrane du 

globule gras, pour y faire le constat de cette hétérogénéité puis y revenir en fin de projet après 

avoir obtenu des informations précises sur les déterminants de l’élasticité des membranes à 

l’échelle nanométrique. L’organisation générale de ce projet, sous la forme d’un cycle alimentant 

les connaissances sur l’objet réel à partir de données expérimentales de référence obtenues sur des 

modèles, est présentée en  Figure 27. 
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Figure 27: Stratégie générale du projet de thèse. La question de recherche principale (au centre) est articulée en 

questions intermédiaires (en périphérie) organisant un cycle entre objet réel et données de référence obtenues sur des 

objets modèles. 

 

Dans un premier temps, nous avons souhaité répondre à la question suivante : Quel est 

l’effet de la température et du temps sur la dynamique de la structure des domaines dans la 

membrane des globules gras du lait ? Le premier objectif était ainsi de mieux connaitre 

l’hétérogénéité de structure de la MFGM et la dynamique des domaines lipidiques in situ dans des 

laits, en lien avec des variations de température pertinentes pour l’industrie laitière, mais aussi au 

regard des valeurs de Tm connues pour ses principaux constituants lipidiques de cette membrane. 

Nous avons réalisé des observations par microscopie confocale après un marquage fluorescent de 

la phase fluide de la MFGM ce qui permet de caractériser la microstructure des membranes à 

l’échelle d’objets micrométriques.  

Dans une seconde étape du travail de recherche, nous avons cherché à faire le lien entre la 

microstructure hétérogène à la surface du globule gras, et les propriétés élastiques de la membrane 
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à l’échelle nanométrique, en répondant à la question : Quelle est l’hétérogénéité d’élasticité 

générée par la coexistence et le type de phases dans un modèle de la membrane du globule 

gras du lait ? Pour cela, nous avons choisi d’utiliser une membrane modèle, exempte des protéines 

membranaires, pour permettre une meilleure interprétation des résultats. Nous avons utilisé une 

membrane supportée plane, afin de disposer de suffisamment de surface pour visualiser la 

séparation de phases. Pour la caractérisation mécanique des membranes, nous avons utilisé la 

microscopie à force atomique (AFM) en raison de sa haute résolution, adaptée aux objets 

nanométriques à micrométriques. En utilisant la nanoindentation, l’AFM permet en effet d’obtenir 

des informations locales sur les propriétés élastiques des objets comme la rigidité, le module de 

Young, la force de rupture…etc. De plus, il est possible de coupler ces mesures avec des 

informations spatiales de topographie des objets, et de corréler ainsi des motifs structuraux avec 

des propriétés mécaniques. 

La troisième étape du travail de thèse a consisté àétudier plus finement les déterminants qui 

contribuent à la modulation des propriétés élastiques locales des membranes lipidiques, en 

recherchant le lien entre la structure des molécules de lipides polaires et les grandeurs élastiques 

que sont le module de Young et la rigidité de courbure. Cette étape du travail a été déclinée en 2 

questions de recherches. Dans un premier temps, nous avons analysé en quoi l’état de phase des 

phospholipides (gel vs fluide) affecte les propriétés mécaniques des membranes. Dans un 

second temps, nous nous sommes focalisés sur le comportement de membranes de sphingomyéline 

de lait (milk SM), lipide majeur constitutif des domaines formés dans la MFGM. La question de 

rechercheposée est la suivante : comment l’hétérogénéité de composition de la milk-SM, en 

phase gel, affecte les propriétés mécaniques des membranes ? Pour cette troisième étape du 

travail de thèse, nous avons fait le choix de travailler avec des liposomes de petite taille (small 

unilamellar vesicle ; 150 nm) pour la facilité et la répétabilité de leur fabrication, leur stabilité et 

surtout la garantie d’avoir des objets unilamellaires dans de nombreuses conditions de composition 

des vésicules et de tampon. De plus, la mesure mécanique se faisant sur le sommet d’un liposome 

immobilisé, la membrane sollicitée est à la fois courbée, comme le globule gras réel, et également 

non supportée ce qui éloigne les possibilités d’artefacts de mesure liés au support. Cette partie du 

travail de thèse nous a permis d’analyser certains facteurs importants dans la composition 

lipidique, qui conditionnent l’élasticité des membranes et en particulier, des membranes de milk 

SM (c’est-à-dire des domaines formés dans la MFGM). La caractérisation des propriétés 

mécaniques des membranes a été réalisée avec plusieurs compositions de liposomes 

(phospholipide insaturé DOPC, phospholipide saturé DPPC, sphingomyéline du lait et espèces 

moléculaires individuelles de sphingomyélines), en utilisant les mêmes conditions (pH, 
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concentration en sel, température), les mêmes méthodes de caractérisations de façon à pouvoir 

comparer les résultats obtenus avec les différents systèmes.  

Dans une dernière étape, nous avons souhaité appliquer les connaissances nouvelles acquises 

dans les parties précédentes de la thèse qui étaient issues des travaux sur l’extrait de MFGM ou 

les liposomes de composition simple, sur le système réel complexe qu’est la membrane du globule 

gras du lait. Notre objectif était de confirmer que l’hétérogénéité de structure de la MFGM génère 

une hétérogénéité mécanique, comme il a été montré pour les systèmes modèles, en répondant à 

la question suivante : existe-t-il une hétérogénéité mécanique sur la surface du globule gras 

natif en lien avec la composition et la présence des domaines ? Pour atteindre cet objectif, nous 

avons opté pour un couplage entre microscopie de fluorescence, pour visualiser les domaines, et 

microscopie AFM, pour les mesures en indentation localement ciblées à l’aide de la pointe d’AFM. 

Pour l’interprétation des résultats, nous nous sommes basés sur les données mécaniques obtenues 

pour les systèmes simples de composition homogènes pour mieux comprendre la MFGM et 

interpréter le contraste mécanique observé. 

Cette stratégie circulaire nous a permis d’alimenter nos connaissances sur le globule gras du lait, 

tout en mettant en œuvre des recherches exploratoires sur des objets modèles comme les 

liposomes.  
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Chapitre 3: Matériels et méthodes  

3.1. Matériels 

3.1.1. Laits 

Les laits de vache, de brebis ou de chèvre utilisés durant la thèse correspondent à des laits entiers 

crus de grand mélange qui ont été produits dans la région Bretagne. Le lait bovin a été fourni par 

la société Entremont (Montauban de Bretagne, France). Les laits de brebis et de chèvre ont été 

fournis par la société Triballat (Noyal-sur-Vilaine, France). De l'azide de sodium (NaN3, 0,02% p 

/v) a été ajouté aux différents laits pour empêcher la croissance des bactéries. 

Les analyses de la teneur en lipides totaux et de composition en lipides polaires et en cholestérol 

réalisées sur ces laits sont détaillées dans l’article Et-Thakafy et al. (2017), Food Chemistry, 220, 

352-361 (voir chapitre 4 de la thèse). 

A partir de laits de vache de grand mélange fournis par la ferme laitière de Pacé (France), des 

globules gras lavés ont été préparés ; le protocole de préparation de ces échantillons est détaillé 

dans le chapitre 8.  

3.1.2. Lipides polaires 

3.1.2.1. Glycérophospholipides: DOPC et DPPC 

Nous avons choisi d’utiliser deux glycérophospholipides synthétiques de structures différentes 

(Figure 28) : 

- un insaturé qui est en phase fluide à température ambiante: le 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-

phosphocholine insaturé (DOPC ; 18:1n-9/18:1n-9; pureté > 99%)  

- un saturé qui est en phase gel à température ambiante : le 1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-

phosphocholine saturé (DPPC ; 16:0 /16:0; pureté > 99%).  

Il s’agit de phospholipides zwitterioniques de même tête polaire phosphatidylcholine (PC), avec 

deux chaînes carbonées symétriques, mais de degré d’insaturation différent (Figure 28). Leur 

longueur de chaînes est également légèrement différente (2 atomes de carbone). Ils ont été achetés 

chez Avanti Polar Lipids (Alabaster, AL, USA). 

 

 

 

 

 

 

https://en.wikipedia.org/wiki/Dipalmitoylphosphatidylcholine
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Figure 28: Structures chimiques des molécules de DOPC et de DPPC 

 

3.1.2.2. Sphingomyéline de lait et sphingomyélines individuelles 

Des sphingomyélines (SM) ont été utilisées durant le travail de thèse pour étudier leurs propriétés 

physiques lorsqu’elles sont organisées en bicouches hydratées. 

La sphingomyéline provenant du lait bovin (milk SM, poudre, pureté > 99%) a été achetée chez 

Avanti Polar Lipids (Alabaster, AL, USA). La milk SM est un mélange naturel complexe constitué 

de différentes espèces moléculaires, caractérisées par différentes chaînes acyl et bases sphingoides 

(Figure 29). La majorité (~ 44% en masse) de la base sphingoide à longue chaîne est composée de 

18 atomes de carbone dotée d’une double liaison trans. La milk SM contient également des acides 

gras dont la longueur varie entre 16 et 24 atomes de carbone avec environ 20% (w/w) de C16: 0, 

C22: 0 ou C24: 0 et ~30% (w/w) de C23:0 (Byrdwell and Perry, 2007; Fong et al., 2007).  

Des molécules synthétiques de SM, achetées en poudre chez Avanti Polar Lipids, ont également 

été utilisées. Nous avons choisi des SMs de structures différentes correspondant aux espèces 

moléculaires majoritaires trouvées dans la milk SM, afin de pouvoir réduire la complexité du 

mélange naturel de la milk SM et de comprendre l’effet de l’hétérogénéité de composition sur les 

propriétés mécaniques des liposomes. Les espèces moléculaires de SM choisies sont la N-

palmitoyl-D-érythro-sphingosylphosphorylcholine (d18:1/16:0; C16:0-SM, pureté > 99%), la  N-

lignoceroyl-D-érythro-sphingosylphosphorylcholine (d18:1/24:0; C24:0-SM, pureté > 99%) et la  

N-nervonoyl-D-érythro-sphingosylphosphorylcholine (d18:1/24:1; C24:1-SM, pureté > 99%).  
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Figure 29: A) Distribution des bases sphingoides et des acides gras de la sphingomyéline du lait (milk SM) ; B) 

Structure chimique des molécules de SMs individuelles 

 

3.1.2.3. Cholestérol  

Des molécules de cholestérol (chol) extraites de la laine ovine (poudre, pureté > 98%) ont été 

achetées chez Avanti Polar Lipids. La structure est montrée sur la Figure 30. 

 

 

Figure 30: Structure chimique de la molécule de cholestérol 

 

3.1.2.4. Lipides polaires extraits de la membrane des globules gras du lait 

Un mélange complexe de lipides polaires de la membrane du globule gras du lait a été utilisé au 

cours de la thèse. Ce mélange de lipides polaires laitiers correspond au produit référencé PC 700 

et acheté à la société Fonterra (Nouvelle Zélande), qui a ensuite été diafiltré au laboratoire pour 

augmenter sa pureté en éliminant le lactose et des minéraux.  Il s’agit du même extrait de lipides 

polaires laitiers que celui utilisé dans les articles (Murthy et al., 2016a, 2016b). Les 5 classes 

majeures de lipides polaires contenus dans cet extrait, avec leur pourcentage en poids, sont la 
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sphingomyéline du lait (milk SM, 38.7%), la phosphatidylcholine (PC, 31.6%), la 

phosphatidylethanolamine (PE, 23.5%), la phosphatidylinositol (PI, 3.4%) et la phosphatidylsérine 

(PS, 2.8%), comme déterminé par HPLC (données internes à l’UMR STLO ; voir section 3.2.2.2). 

La composition en acides gras de l’extrait de lipides polaires de la membrane des globules gras est 

présentée dans la Figure 31, en couleur orange. Les acides gras à chaînes très longues et saturées 

(C22:0, C23:0, C24:0) proviennent de la quantité élevée de milk SM dans l’extrait de lipides 

polaires de la membrane des globules gras du lait (montrée en gris sur la Figure 31).  

 

 

Figure 31: Composition en acides gras de l’extrait de lipides polaires de la membrane des globules gras du lait (en 

orange) et de la sphingomyéline du lait (en gris) (données internes à l’UMR STLO, C. Lopez). 

3.1.3. Autres matériels  

3.1.3.1. Tampons  

Deux types de tampons ont été utilisés durant la thèse : 

- Le tampon PIPES a été préparé en dissolvant 10 mM de PIPES (acide1,4-pipérazine-éthane 

sulfonique, pureté ≥ 99%, Sigma Aldrich, USA), 50 mM de NaCl (chlorure de sodium, pureté ≥ 

99%, Sigma Aldrich, USA), et 2,5 ou 10 mM du CaCl2 (chlorure de calcium, pureté ≥ 99%, Sigma 

Aldrich, USA) dans une solution basique de 5 M NaOH (hydroxyde de sodium, pureté ≥ 97%, 

Carlo Erba, Italie). Le mélange a été agité pendant 30 min en utilisant un agitateur magnétique 

chauffant à 50°C puis de l’eau distillée Milli-Q a été ajoutée pour obtenir la concentration finale 

souhaitée. Le pH a été ensuite ajusté en utilisant du NaOH 5 M afin d’atteindre pH 6.7, qui 
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correspond au pH du lait. Le tampon PIPES préparé non filtré a été stocké à 4°C et remis à 

température ambiante avant chaque expérimentation.  

-  Le tampon PBS (Phosphate buffered saline / tampon phosphate salin) est composé de 0.014 M 

de KH2PO4 (dihydrogénophosphate de potassium, pureté ≥ 99%, Merck, France), 0.2 M de 

Na2HPO4 (hydrogénophosphate de sodium, pureté ≥ 98%, Panreac, Espagne), 1.36 M de NaCl 

(chlorure de sodium Panreac, pureté ≥ 99%, Carlo Erba, Italie) et 0.02 M de KCl (chlorure de 

sodium, pureté ≥ 99%, Sigma Aldrich, USA). Ces molécules ont été dissoutes dans de l’eau 

distillée. Le tampon a été initialement préparé à pH 7.4 puis ajusté à pH 6.7 en utilisant quelques 

gouttes d’HCl (acide chlorhydrique 37%, VRW international, Fontenay-sous-Bois, France). 

3.1.3.2. Solvants organiques  

Les solvants utilisés sont de qualité analytique. Il s’agit de l’éthanol (Alcogroup, Paris, France), 

l’éthanol absolu (VRW international, Fontenay-sous-Bois, France), le méthanol, le chloroforme, 

et l’isopropanol qui ont été fournis par Carlo Erba (Paris, France). 

3.1.3.3. Substrats utilisés pour la microscopie à force atomique 

En vue de la caractérisation par AFM, nous avons testé différents substrats qui ont servi de support 

pour immobiliser les bicouches lipidiques (planes ou liposomes):  

- Mica muscovite rubis clair fourni en plaques (Good fellow, Lille, France),  

- Silice /wafer de silicium d’orientation atomique 100 (Siltronix, Archamps, France),  

- Lames de verre de diagnostic (Thermo Scientific, Waltham, USA),  

- Des substrats de verre revêtus par une fine couche d’or (Platypus Technologies, Madison, 

WI, USA). Dans certains cas, les substrats d’or ont été traités chimiquement pour greffer 

des chaines carboxyles à la surface. Pour cela, les substrats ont été mis, pendant 24 heures 

minimum, dans une solution composée de 2 mM de MUA (acide 11-

mercaptoundecanoïque, 95%, Sigma Aldrich, USA) dissous dans de l’éthanol absolu, puis 

rincés à l’éthanol absolu puis à l’eau déionisée.  

- Les petits morceaux de substrats d’or, de silice ou du mica ont été collés sur les lames de 

verre de diagnostic en préalable 4 jours avant l’utilisation afin que la résine (Super Attack 

Loctite, fournisseur, Belgique) soit bien polymérisée et séchée.  
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3.2. Méthodes expérimentales 

3.2.1. Formation des bicouches lipidiques   

3.2.1.1. Bicouches de lipides non supportées : vésicules  

Dans ces travaux, les liposomes sont définis comme de petites vésicules uni-lamellaires 

(small unilamellar vesicles, SUV) composées d’un type de lipides polaires (e.g. DOPC, DPPC, 

milk SM, C16:0-SM, C24:0-SM) ou d’un mélange de plusieurs lipides polaires (C16:0-SM/C24:0-

SM, C24 :0-SM/C24:1-SM).  

La fabrication des liposomes est réalisée en plusieurs étapes. Les poudres de lipides ont été tout 

d’abord solubilisées dans un mélange méthanol/chloroforme (1:4.v/v) pour préparer les solutions 

mères. Le volume nécessaire de solution mère des lipides solubilisés a été introduit dans des 

flacons à scintillation en verre (6 mL ; Wheaton, Milville, NJ, USA) pour préparer les échantillons 

purs ou en mélange dans des proportions molaires définies (par exemple C16:0-SM/C24:0-SM, 

50/50 mol). Une masse totale de 4 mg de lipides était introduite dans chaque flacon. Le méthanol 

et le chloroforme sont éliminés par évaporation à 40°C pendant deux heures, sous flux d’azote 

pour éviter l’oxydation des lipides. Le film lipidique formé dans les flacons en verre est ensuite 

hydraté avec le tampon PIPES-NaCl-CaCl2 (10 mM PIPES, 50 mM NaCl, 10 mM de CaCl2 sauf 

mention différente) à pH 6.7 pour obtenir une concentration finale en lipides de 0.1% p/p. 

L’hydratation et la formation des vésicules sont réalisées à une température supérieure à la 

transition de phase (Tm) du lipide ayant la Tm la plus élevée dans le flacon, afin que le ou les 

lipides soient sous forme fluide. La température ainsi choisie pour l’hydratation des lipides était 

de 65°C. Sous l’effet de l’agitation mécanique par vortex, le film lipidique se décolle de la paroi 

du flacon pour former spontanément des vésicules multi lamellaires ou multi vésiculaires ayant 

généralement des tailles supérieures à 1 µm (Figure 32). Les SUV ont ensuite été fabriquées à 

65°C par sonication en utilisant un équipement Q700 (Q-sonica, Newtown, CT, USA) et une 

micropointe fonctionnant à une amplitude de 50% (~ 400 W) pendant 30 min (1 h en présence de 

cholestérol). Après la sonication, la suspension de SUV était laissée à refroidir et à équilibrer à 

température ambiante (20 °C). Nous avons préparé des vésicules de différentes compositions 

chimiques:  

-   Composition homogène: DOPC; DPPC; C16:0-SM; C24:0-SM 

- Composition hétérogène: milk SM/DOPC; C24:0-SM/C16:0-SM (50:50 % mol); C24:0-

SM/C24:1-SM (95:5 % mol); milk SM, milk SM/cholestérol (50:50 % mol) ; lipides polaires de 

la membrane des globules gras du lait 
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Dans la littérature, d’autres méthodes de production des SUV sont citées, comme la sonication en 

bain d’ultrasons, ou l’extrusion à chaud à travers un filtre de faible porosité. Outre les petites 

vésicules unilamellaires (SUV), dont la taille avoisine la centaine de nm, il est également possible 

de produire des vésicules unilamellaires de taille moyenne, les LUV (large unilammelar vesicles), 

dont la taille varie entre 100 et 1000 nm et qui sont généralement obtenues par extrusion, ou les 

GUV, (giant unilamellar vesicles, Figure 32) qui dépassent le µm et qui sont généralement 

obtenues par électro-formation de films lipidiques plans déposés entre deux électrodes.  

 

 

 

Figure 32: Classification des vésicules en fonction de la lamellarité et de la taille. Les petites vésicules unilamellaires 

(SUV) ont moins de 100 nm de diamètre; Les grandes vésicules unilamellaires (LUV) se situent entre 100 et 1000 

nm; Et les vésicules unilamellaires géantes (GUV) sont supérieures à 1 µm. Les vésicules multilamellaires ont de 

nombreuses couches membranaires et les vésicules multi vésiculaires encapsulent de petites vésicules (van Swaay and 

deMello, 2013).   

 

3.2.1.2. Bicouches de lipides supportées   

Les bicouches lipidiques supportées (en anglais supported lipid bilayers, SLB) sont des 

membranes planes (2D) déposées sur la surface d’un substrat plan, généralement du mica. La 

formation de ces SLB se fait lorsque des vésicules unilamellaires de petite taille (SUV) s’adsorbent 

sur la surface, se déforment jusqu’à ce qu’elles se rompent, s’étalent sur la surface sous la forme 

de disques ou de « patches » de bicouches lipidiques (Figure 33). La présence de plusieurs patches 

de bicouche de distance très proche conduit à leur fusion pour former enfin une bicouche supportée 

continue. La formation des SLB dépend de plusieurs paramètres liés à la nature de la surface 

utilisée (rugosité, charge) ou aux propriétés des vésicules (taille, charge, état de phase). Cette 

préparation est généralement opérée à une température supérieure à la Tm des lipides constitutifs, 

afin de faciliter l’éclatement des vésicules et la fusion des patches de membrane. Cette condition 

permet aussi le couplage et une meilleure symétrie des feuillets (Alessandrini and Facci, 2014). 

Les SLB offrent de nombreux avantages comme la facilité de préparation et de modulation, la 
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stabilité, et l’adaptabilité à une grande variété de techniques sensibles pour la caractérisation de 

surface (Richter et al., 2006; Richter and Brisson, 2005) .  

 

 

 

Figure 33: Mécanisme de formation des bicouches planes supportées à partir des vésicules (SUV) (Redondo-Morata 

et al., 2014) 

 

La formation de petites vésicules unilamellaires (SUV) par sonication, réalisée dans des 

conditions de pH et de force ionique de la phase dispersante adaptées, permet d’obtenir une 

distribution de taille homogène ce qui optimise la formation ultérieure des SLB. Dans nos travaux, 

la suspension des SUV fabriquée à 0.1 % p/p de lipides a été diluée 10 fois (v/v) avec du tampon 

PIPES-NaCl-CaCl2 à 65°C, puis déposée sur du mica fraîchement clivé. Un incubateur 

programmable (IPP 30+, Memmert, Büchenbach, Allemagne) a été utilisé pour la formation des 

SLB et pour maîtriser et standardiser la cinétique de leur refroidissement. Ainsi, une période 

d’incubation de 60 min à ~ 65 ± 5 ° C est suivie par un refroidissement lent réalisé à des vitesses 

diminuant séquentiellement de ~ 1°C.min-1 à ~ 0.1°C.min-1 afin de bien former des bicouches 

lipidiques planes. Un élément essentiel pour la bonne formation des SLB était notamment de 

refroidir lentement (de l’ordre de 0.3-0.5°C.min-1) aux alentours de la Tm (la plus haute s’il y a 

plusieurs lipides). La bicouche est enfin rincée pour éliminer les SUV non fusionnées. Cette 

opération se fait par remplacements successifs d’une partie du tampon hydratant la bicouche, afin 

d’éviter son démouillage. Les SLB sont ensuite examinées dans le tampon PIPES-NaCl-CaCl2. 

Dans la plupart des travaux de cette thèse, la molarité en sodium et en calcium du tampon était de 

50 et 10 mM respectivement, comme indiqué dans la section 3.1.3.1. Dans le seul cas des SLB 

préparées avec les lipides polaires de la membrane des globules gras, la molarité en calcium du 

tampon PIPES était différente entre la sonication (0 mM de calcium, pour assurer la stabilité des 

vésicules électronégatives) et l’étape de fusion + rinçage (2 mM de calcium pour assurer des 

bicouches continues – voir chapitre 6). Ces molarités étaient plus faibles que pour les SUV de 

DOPC, DPPC, milk SM, qui sont électriquement neutres et nécessitent davantage de calcium pour 
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assurer la stabilité des SUV par répulsion électrostatique ou fusionner sur le mica (voir chapitre 

7).  

3.2.2. Méthodes de caractérisation 

3.2.2.1. Microscopie confocale à balayage laser (CLSM) 

Principe : La technique d'imagerie confocale de fluorescence représente une avancée 

technologique importante en imagerie biologique. Grâce à sa très faible profondeur de champ, 

cette technique permet par coupe optique de se déplacer dans les trois dimensions XYZ de 

l'échantillon. En l’absence de fluorescence intrinsèque de l’échantillon, la microscopie confocale 

nécessite le marquage des échantillons avec des sondes fluorescentes. Ces molécules 

fluorochromes seront excitées par une source de lumière de longueur d’onde λ, ce qui produit 

l’émission de fluorescence, à une longueur d’onde supérieure, qui sera détectée par l’appareil. Le 

choix de la (ou des) longueur(s) d’onde d’émission dépend de la gamme d’excitation du (ou des) 

fluorochrome(s) marquant l’échantillon. Le laser peut balayer toute la surface de l’échantillon 

grâce à un jeu de miroirs. Les photons détectés suite à l’émission des molécules fluorescentes sont 

transformés par des photomultiplicateurs en un signal électrique qui sera ensuite traduit en une 

image par reconstitution numérique (Figure 34). La netteté des images est due à la présence d’un 

orifice appelé « pinhole » localisé au niveau du détecteur qui permet d’éliminer tous les signaux 

de fluorescence hors du plan focal. La résolution latérale (X, Y) du microscope confocal est de 1 

µm et sa résolution axiale (Z) atteint 0.4 µm. Dans les limites de sa résolution temporelle, il permet 

l’analyse en temps réel des phénomènes dynamiques, en particulier dans les systèmes biologiques. 

Cependant, il possède aussi quelques inconvénients comme la possibilité d’endommager des 

échantillons photosensibles (par ex une cellule), ou la photo-atténuation ou «bleaching» qui se 

traduit par une extinction de la fluorescence de la sonde et une perte de signal suite à une longue 

exposition au faisceau du laser. 
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Figure 34 : Principe du microscope confocale (http://slideplayer.fr/slide/1134470/) 

 

Application : Dans cette étude, l’équipement utilisé était un microscope inversé NIKON Eclipse-

TE2000-C1si (NIKON, Champigny sur Marne, France). Les sondes fluorescentes utilisées au 

cours de la thèse ont nécessité l’utilisation du laser He-Ne avec les longueurs d’onde d’excitation 

λexc= 543 nm ou λexc = 488 nm. Les observations ont été réalisées avec un objectif × 100 à 

immersion dans l'huile, d’une ouverture numérique de 1.4. Un petit volume d’échantillon (2 µL) 

était déposé sur une fine lame de verre placée sur la platine porte-objet en contact avec l’objectif, 

puis recouvert d’une lamelle. La platine porte-objet (Linkam Scientific Instruments Ltd., Tad 

Worth Surrey, Angleterre) était munie d’un Peltier qui assurait par contact une régulation en 

température avec une vitesse maximale de 30°C.min-1. Les images ont été acquises avec une 

résolution de 512 × 512 pixels et les valeurs de l'échelle des pixels ont été converties en 

micromètres. Le microscope est également équipé d’un système optique de contraste d'interférence 

différentielle (DIC) qui a également été utilisé pour identifier les globules gras sur les images, par 

superposition des images DIC avec les images de fluorescence. Dans ce système DIC, le faisceau 

incident est dédoublé en deux faisceaux proches, avant de traverser l’échantillon. Un second 

système optique recompose le faisceau, ce qui produit des interférences dépendantes de l’épaisseur 

et de la réfringence locale de l’échantillon. Cette technique génère des images en pseudo-relief qui 

augmentent la visualisation des objets. La microscopie confocale a été utilisée avec des sondes 

fluorescentes choisies (Figure 35) pour caractériser i) la microstructure des globules gras et 

l’organisation des lipides polaires dans la membrane des globules gras in situ dans le lait, ii) la 

microstructure de vésicules et l’organisation des lipides polaires dans ces vésicules. 
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vésicules, en particulier la nature du tampon (tampon PIPES versus tampon PBS) et la 

concentration des ions (teneur en calcium) dans le tampon. Dans ce travail, le marquage des lipides 

polaires des vésicules a été réalisé avec le rouge de Nile (10 μL de solution par mL de suspension 

de vésicules).  

Une seconde partie des expérimentations avait pour objectif de caractériser les séparations de 

phase des lipides dans des membranes hétérogènes. Pour cela, des vésicules composées par un 

mélange binaire de milk SM et de DOPC ont été préparées. Deux sondes fluorescentes ont été 

utilisées. La sonde Rh-DOPE avait pour objectif de marquer la phase fluide composée de DOPC, 

et la sonde Top Fluor SM a été utilisée pour marquer la phase gel de milk SM. La sonde 

fluorescente Top Fluor SM (N-[11-dipyrrometheneborondifluoride-undecanoyl]-D-erythro 

sphingosylphosphorylcholine, Avanti Polar Lipids, Birmingham, Angleterre) est une molécule de 

sphingomyéline marquée au niveau de la queue hydrophobe (Figure 36). Elle est excitée à une 

longueur d’onde d’excitation de λ= 488 nm avec une longueur d’onde d’émission à λ=503 nm. La 

structure et la nature physique de cette molécule (Tm = 35°C) lui permet de s’introduire dans les 

membranes composées de lipides saturés et par conséquent de marquer la phase ordonnée (gel) à 

T < Tm. Quelques microlitres des solutions fluorescentes de Rh-DOPE et Top fluor SM ont été 

mélangées avec les solutions mères de milk SM et de DOPC. Les solvants ayant permis la 

solubilisation des lipides polaires et des sondes fluorescentes ont été évaporés à l’abri de la lumière 

pour éviter l’altération des sondes (photobleaching). Ce double marquage Rh-DOPE/ Top Fluor 

SM a été réalisé afin de marquer spécifiquement les différentes phases de membranes hétérogènes, 

telles que celles produites à partir d’un mélange binaire milk SM/DOPC.  

3.2.2.2. Analyses chimiques 

La détermination des classes de lipides polaires ont été réalisées en utilisant une  chromatographie 

liquide haute performance (HPLC) en utilisant la chaîne de chromatographie Agilent (HP 1100, 

Agilent, Massy, France), combinée avec un détecteur de diffusion de lumière par évaporation 

(ELSD; PL-ELS1000, Polymer Laboratories, Marseille, France) selon la méthode détaillée par 

(Lopez et al., 2014, 2008). Une précolonne et une colonne de silice 150 × 3 mm avec des particules 

de 3 µm de diamètre a été utilisée (AIT, Houilles, France). Brièvement, de l’air comprimé sec et 

propre était utilisé comme gaz de nébulisation de l’échantillon, à un débit de 1.7 mL.min-1 et une 

température de 50°C. Puis la température était portée à 85°C pour l’évaporation. Après injection, 

l’échantillon était élué par un mélange chloroforme/méthanol/tampon (1 M acide formique, 

neutralisé à pH 3 par de la triethylamine) en composition variable durant l’analyse. L’identification 

des pics était réalisée à l’aide de standards, qui ont également fourni les courbes d’étalonnage 





https://fr.wikipedia.org/wiki/Mouvement_brownien
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Figure 38: Principe de la calorimétrie différentielle à balayage (http://www.ulttc.com/fr/prestations/methodes-

dessai/analyse-thermique.html). 

Application : Pour l’analyse thermique des lipides polaires, nous avons utilisé un calorimètre 

différentiel à balayage DSC Q1000 (TA Instruments, Newcastle, DE, USA). L’étalonnage de ce 

calorimètre en température et enthalpie est réalisé à l’aide d’indium (température de fusion : 

156,66°C, variation d’enthalpie de fusion : 28.41 J.g-1). Les poudres de lipides ont été tout d’abord 

solubilisées dans un mélange méthanol/chloroforme (1:4. v/v) pour préparer les solutions mères. 

Le volume nécessaire de solution mère des lipides solubilisés a été introduit dans des flacons à 

scintillation en verre (6 mL ; Wheaton, Milville, NJ, USA) pour préparer les échantillons purs ou 

en mélange dans des proportions molaires définies (par exemple C16:0-SM/C24:0-SM, 50/50 

mol). Le méthanol et le chloroforme sont éliminés par évaporation à 40°C pendant deux heures, 

sous flux d’azote pour éviter l’oxydation des lipides. Les films lipidiques formés ont été hydratés 

avec un tampon PIPES-NaCl-CaCl2 à 65°C pour atteindre une concentration finale de lipides de 

20% p/p, puis homogénéisés à l’aide d’un vortex pour former des vésicules multilamellaires 

(MLV). Les échantillons ont été hydratés pendant au moins 24 heures à température ambiante 

avant la caractérisation de leurs propriétés thermiques. Les échantillons ont ensuite été introduits 

dans des capsules en aluminium d’une contenance de 20 μL (capsule : 900793.901, couvercle : 

900794.901, TA Instruments). Les capsules sont fermées hermétiquement et placées dans 

l’enceinte du calorimètre. Une capsule vide a été utilisée comme référence. Les échantillons ont 

été chauffés à des vitesses inférieures ou égales à 2°C.min-1 en balayant une large gamme de 

températures (par exemple de -40°C à 80°C ; les cinétiques utilisées sont mentionnées dans les 

résultats). La DSC nous a permis de déterminer les profils (voir chapitre5) et les températures de 

fusion caractéristiques des différents lipides polaires (i.e. DOPC, DPPC, milk SM, les SM 

individuelles) et des mélanges (i.e. milk SM/DOPC ; milk SM/DOPC/cholestérol ; C16:0-

SM/C24:0-SM, C24:0-SM/C24:1-SM) utilisés au cours de la thèse. Les mesures thermiques ont 
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été effectuées en triple pour chaque échantillon.  Les paramètres standards (température de fusion, 

enthalpie) ont été déterminés par le logiciel TA (Universal Analysis 2000, v 4.1 D). 

3.2.2.7. Diffraction des rayons X (DRX)  

Principe : La diffraction des rayons X est une technique principalement utilisée pour déterminer 

les propriétés structurales des matériaux solides ou fluides structurés à l’échelle nanométrique ou 

atomique. Elle permet de donner des informations sur les structures, les phases, les orientations 

privilégiées du cristal (texture) et d'autres paramètres structurels comme la périodicité, la 

cristallinité, les défauts des cristaux. Le rayonnement X est obtenu lorsque des électrons de forte 

énergie frappent un atome, et provoquent des transitions électroniques. Les électrons des couches 

internes sont déplacés de leurs orbites, et remplacés par des électrons de couches plus externes. 

L’excès d’énergie est transféré sous forme de photons sous forme de rayonnement de haute 

fréquence, diffusé dans toutes les directions. En fonction des positions relatives des différents 

éléments diffusants dans l’espace, les ondes de diffusion collectées à un angle donné subissent des 

interférences additives ou destructives. Plus l’échantillon est organisé spatialement, et plus ces 

interférences seront marquées, à certains angles, témoins de distances caractéristiques dans la 

structure. Les pics d’intensité de diffraction des rayons X sont ainsi obtenus des angles spécifiques 

par rapport aux plans réticulaires d’un échantillon et traduits par des dimensions spécifiques dans 

la structure du matériau. La longueur d’onde du rayonnement X (0.1-5 Å) est idéalement adaptée 

à l’étude des structures cristallines périodiques dont les distances inter-réticulaires sont du même 

ordre de grandeur. On peut déterminer, grâce à la Loi de Bragg, les distances inter-réticulaires des 

familles de plans cristallins composant les phases présentes dans l’échantillon (Figure 39). De cette 

façon, on peut remonter jusqu’à la structure cristallographique des matériaux.  
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des lentilles magnétiques sur un échantillon très mince ; en traversant l’échantillon, les électrons 

interagissent avec la matière de façon variable en fonction de l’épaisseur, de la composition ou de 

la densité locales de l’échantillon. Le faisceau d’électrons transmis sera détecté permettant ainsi la 

formation d’une image. Cette technique atteint des résolutions de l’ordre du nm ou de l’Angström. 

Dans notre approche, les objets étaient figés dans de la glace amorphe par congélation rapide de 

la phase aqueuse dans un bain d’éthane liquide, afin de préserver leur morphologie et leur structure 

à l’état natif. Après la fixation, l’échantillon est ensuite visualisé sous vide par microscopie 

électronique, en maintenant l’échantillon parfaitement congelé grâce à de l’azote liquide.  

Application : L'observation des vésicules (SUV) de lipides polaires (i.e. DOPC et DPPC), 

préparées selon le protocole décrit dans la section 3.2.1.1, par cryo-TEM a été réalisée par Cédric 

Gaillard à la plateforme BIBS à l’INRA de Nantes. Le but de cette caractérisation était de vérifier 

l’unilammelarité des vésicules obtenues par sonication. Les échantillons ont été préparés en 

utilisant un dispositif de fixation cryoplunge (Gatan, Pleasanton, CA) dans lequel une goutte de la 

suspension aqueuse a été déposée sur des grilles revêtues de carbone de type Holey (Ted Pella Inc. 

Redding, CA). Le film liquide formé dans les trous de la grille, a été vitrifié en plongeant 

rapidement la grille dans l'éthane liquide refroidie par l'azote liquide. La suspension vitrifiée de 

vésicules a été montée dans un support d'échantillon Gatan 910 qui a ensuite été inséré sous le 

microscope à l'aide d'un système de cryotransfert CT-3500 (Gatan, États-Unis). Les images TEM 

ont ensuite été obtenues à partir d'une suspension de vésicules conservée dans une phase vitreuse 

et suspendues à travers les trous du support. Les échantillons ont été observés dans des conditions 

de faible irradiation (<10 e- · A2), à -178 ° C, en utilisant un JEM 1230. Le microscope "Cryo" 

(Jeol, Japon) est équipé d'un filament LaB6 fonctionnant à 80 keV. Toutes les images ont été 

enregistrées par une caméra CCD Gatan 1.35 K × 1.04 K × 12 bits ES500W. 

3.2.2.9. Microscopie à force atomique (AFM) 

Principe : La microscopie à force atomique (Atomic Force Microscopy, AFM) fait partie de la 

famille des microscopies à champ proche ou microscopies à sonde locale. L’AFM repose sur 

l’utilisation des forces d’interactions interatomiques entre une pointe (Figure 40) et une surface. 

Lorsqu’une pointe s’approche d’une surface, des forces d’interaction provoquent la déflection du 

micro-levier qui se comportera comme un ressort. Une force de rappel de ressort est donc 

déterminée par le produit de la raideur de micro-levier et de sa déflection ∆z.  Cette déviation est 

suivie par le déplacement d’un faisceau laser, focalisé sur l’extrémité du microlevier et réfléchi 

sur une photodiode.  
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Figure 40: A) les principaux éléments d'un microscope à force atomique, B) Images à l’échelle microscopique des 

pointes MSNL (bruker) dont la raideur est proportionnelle de la longueur (www.brukerafmprobes.com/p-3710-msnl-

10.aspx). 

A grande distance, les forces d’interaction entre la pointe et la surface sont attractives via les 

interactions de van der Waals (Figure 41). Les attractions ou répulsions électrostatiques peuvent 

également intervenir à l’approche du contact (Drummond and Senden, 1994; Popa et al., 2010), 

ainsi que d’éventuelles répulsions stériques, par exemple en cas d’objets recouverts d’une brosse 

de polymères (Cuellar et al., 2013). A courte distance, lorsque la pointe entre en contact avec la 

surface, la force revient répulsive à cause des interactions entre les nuages électroniques des 

atomes respectifs de la pointe et de la surface (principe de Pauli). Si la surface est dure, la pointe 

s’infléchit sans pénétrer l’échantillon mais la force appliquée s’accroît à mesure que la distance 

entre la surface et le support de la pointe diminue. Si la surface est molle par rapport à la raideur 

de la pointe, la pointe indente la surface ce qui permet d’en évaluer les propriétés mécaniques. 

Enfin, lorsque la pointe est retirée du contact avec l’échantillon, il est possible d’accéder à des 

mesures de force d’adhésion entre la pointe et l’échantillon, de force d’élongation de boucles de 

polymères, etc (Dufrêne, 2004).  

Pour réaliser une image de la topographie d’un échantillon, la pointe de l’AFM est consignée en 

force et « lit » la surface de l’échantillon comme en Braille ou en profilométrie. Ainsi, la pointe 

balaye la surface en conservant la force appliquée constante, c’est-à-dire que la distance entre la 

surface et le support de la pointe sera corrigée constamment pour conserver la déflection de la 

pointe constante et ainsi suivre les évolutions du relief de l’échantillon. En imagerie, un 

microscope à force atomique peut fonctionner selon trois régimes distincts : le mode contact, le 

mode contact intermittent et le mode non contact (Figure 41). En mode contact, la pointe est 

physiquement en contact avec la surface, avec une séparation de l’ordre de l’angstrom (Å) ; les 
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forces de contact sont donc des forces répulsives. Dans le mode « non-contact », comme l’indique 

son nom, la pointe ne touche pas la surface de l’échantillon mais est attirée par lui, ce qui permet 

la consignation d’une force. Le mode non-contact met en jeu un micro-levier oscillant avec une 

fréquence donnée, de l’ordre du kHz à la centaine de kHz selon la raideur de la pointe. Enfin, le 

mode contact intermittent (ou tapping mode) correspond à une combinaison des deux modes 

précédents. La distance entre la pointe et la surface est de 0.3 – 100 nm. Ce mode se base sur des 

contacts périodiques entre la pointe et l’échantillon. Lorsque le contact est établi, l’amplitude de 

l’oscillation diminue pour atteindre sa valeur de consigne. Ainsi, la hauteur de l’échantillon est 

réajustée constamment pour maintenir constante l’amplitude d’oscillation tout au long des 

variations de relief. Ce mode est adapté aux échantillons saillants et fragiles, car il évite d’éroder 

la surface. Ce mode a connu une évolution récente par l’introduction du peak force tapping, où le 

levier est « pseudo-oscillé » par des contacts fréquents (Hz-kHz) en courbes de force appliquées 

sur l’échantillon. 

 

 

Figure 41: Forces d’interactions entre la pointe et la surface de l’échantillon, lors de la phase d’approche de la pointe 

AFM vers la surface (http://perso.univ-lemans.fr/~bardeau/IMMM-PEC/afm/afmintroduction.html). 

En plus de l’imagerie, l’AFM est aussi un outil de mesure de forces qui permet, appliqué comme 

un nano-indenteur, de déterminer les propriétés mécaniques d’un échantillon. Ces mesures de 

forces sont réalisées, à une position fixe, par des cycles d’approche/retrait de la surface vis-à-vis 

de la pointe. Les courbes de forces obtenues par indentation peuvent être traitées afin d’extraire 

les paramètres mécaniques caractérisant l’échantillon (Section 1.3.2, chapitre1). En balayage point 

par point, ou en peak force tapping, cette technique permet également d’effectuer des cartes en 



81 
 
 

force-volume où elle combine pour chaque pixel la mesure de force avec la topographie (exemple 

de la Figure 42).  

 

Figure 42 : Des images bidimensionnelles obtenues par AFM (10 × 10 μm2) de la surface d’une membrane lipidique 

bi-phasique. (A) l’image par mode contact, (B) l’image par mode force-volume. Chaque pixel représente une courbe 

de force-distance d’où on peut extraire la rigidité de la membranes (position 2) ou la force de rupture FB (position 3) 

(figure adaptée de Lopez et al., 2015).  

La microscopie AFM est caractérisée par une haute résolution spatiale qui lui permet d’atteindre 

des échelles nanométriques pouvant aller jusqu’à l’Ångström, pour des échantillons parfaitement 

immobilisés, de ratio d’aspect élevés (i.e. plutôt plans) et pour des pointes fines (largeur de l’ordre 

du nm). De même, les micro-leviers sont caractérisés par une certaine raideur (k ̴ 10-3 à 102 N.m-

1) ; des sondes très souples ont ainsi une très grande sensibilité mécanique et peuvent mesurer des 

forces de l’ordre du nN ou de la centaine de pN. 

Application : L’appareil utilisé dans ce travail est un microscope MFP-3D Bio AFM (Asylum 

Research, Santa Barbara, CA, USA). Les échantillons ont été imagés en mode contact avec une 

vitesse de balayage de 1 Hz. Nous avons réalisé des images de taille allant de 20 × 20 μm2 à 1 × 1 

μm2 avec une résolution de 256 × 256 pixels. Le choix de la sonde était fait en fonction des mesures 

d’indentation souhaitées. Dans le cas de mesures en perforation, pour déterminer une force de 

rupture (ou brakthrough force, FB), nous avons choisi une pointe MSNL de 2 nm de rayon (Bruker 

Nano Surfaces, Santa Barbara, CA, USA). Pour les mesures en indentation, afin de calculer un 

module de Young, nous avons opté pour une sonde plus large donc plus sensible, la MLCT de 20 

nm de rayon (Bruker – Figure 43). Sauf mention contraire, la raideur nominale de ces sondes était 

choisie à 0.03 N.m-1. 
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Figure 43 : A) Acquisition des données mécaniques dans deux régions de déformation différentes: plastique pour 

extraire les forces de rupture (FB, breakthrough force) réalisée unqiuemen sur les SLBs, ou élastique  pour déduire les 

modules de Young des membranes en SLB ou en liposome. B) et C) Traitement des coubres de forces obetenues sur 

des liposomes par le modèle de Reissner ou sur les SLBs par modèle de hertz  
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Figure 45: Différents moyens utilisés pour extraire la valeur de l’épaisseur des membranes lipidiques (adapté de 

Murthy et al., 2015). 

Considérée comme plus juste par la plupart des auteurs, la mesure de la distance associée à la 

rupture d’une bicouche a été préférée. Cependant, des bicouches de sphingomyéline en phase gel 

n’ont pas donné de courbe de qualité suffisante, car la rupture était difficile à identifier où le levier 

trop souple pour se comporter linéairement sur certaines phases gel. Dans ce cas, nous avons opté 

pour une mesure sur des profils de hauteur réalisés sur des patches membranaires. 
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RESULTATS ET DISCUSSIONS 
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Chapitre 4: Quel est l’effet de la température et du temps sur la 

dynamique de la structure des domaines dans la membrane du 

globule gras du lait ? 

4.1. Introduction  

Dès sa production par la femelle mammifère (vache, chèvre, brebis …) à la température 

physiologique d’environ 37°C, le lait est stocké dans un tank où il est refroidi à 4°C. Dans l’usine 

de transformation, le lait peut subir différents traitements thermiques de chauffage (e.g. 

pasteurisation, UHT) et être soumis à des périodes de stockage à basse température. Ces variations 

de température peuvent affecter les propriétés physico-chimiques de ses composants, en particulier 

les globules gras. La membrane biologique qui entoure les globules gras du lait (MFGM) assure 

leur stabilité physique. L’organisation latérale de cette membrane est caractérisée par une 

hétérogénéité de structure induite par la présence de plusieurs espèces moléculaires de lipides 

polaires ayant des propriétés physiques différentes, notamment leur température de transition de 

phase Tm (Lopez et al., 2011). Par conséquent, tout changement de température peut affecter la 

structure membranaire, avec des conséquences directes sur les propriétés fonctionnelles du globule 

gras du lait (Anderson et al., 1972; Bolling et al., 2005; Lee and Sherbon, 2002). Les travaux 

réalisés par microscopie confocale pour caractériser les domaines riches en milk SM à la surface 

des globules gras dans le lait ont majoritairement été réalisés à température ambiante (Gallier et 

al., 2010; Lopez et al., 2010; Nguyen et al., 2015; Zou et al., 2015, 2012). Peu de travaux se sont 

focalisés sur l’effet de la température (Nguyen et al., 2016).   

Cette partie du travail de thèse vise à montrer comment la microstructure de la membrane 

du globule gras peut être modifiée en fonction de la température et du temps de stockage à basse 

température. Nous avons ainsi exploré, in-situ dans le lait, l’organisation des lipides polaires dans 

la membrane des globules gras par microscopie confocale en fonction de cinétiques en température 

et du temps pour mimer la thermodynamique des procédés industriels. En utilisant un 

phospholipide exogène comme sonde fluorescente, la rhodamine-DOPE (Lopez et al., 2010), nous 

avons marqué la phase continue de la MFGM ce qui nous a permis de distinguer les zones non 

fluorescentes qui correspondent aux domaines riches en milk SM et de suivre leur évolution. La 

microstructure de la MFGM a été caractérisée dans une large gamme de températures allant de 

4°C à 60°C. Nous avons étudié l’effet du chauffage, du refroidissement et du temps de stockage à 

basse température. Ces analyses de microstructure ont été réalisées sur trois types de laits 

provenant de différentes espèces : brebis, chèvre et vache, différant légèrement en composition 
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4.2. Article 1 : Domaines lipidiques dans la membrane des globules gras du 

lait: étude de la dynamique in situ dans le lait en fonction de la température et 

du temps 
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Supplementary data 

Figure S1: Microstructure of fat globules in bovine, sheep and goat milks. (A) Size distributions of milk fat globules 

determined by laser light scattering. Microscopy images showing milk fat globules in (B) bovine, (C) goat and (D) 

sheep milks, by combining DIC and CLSM images after labelling of triacylglycerols with Nile red (red color). The 

scales bars are indicated in the figures. 
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Figure S2:  Phase separation of polar lipids in the milk fat globule membrane (MFGM) observed at different 

temperatures ranging from 4 to 60°C in sheep (A), goat (B) and bovine (C) raw milks. Images are the overlay of 

differential interferential contrast and of confocal microscopy images after labelling of the phospholipids with Rh-

DOPE (red color). The lipid domains appear as non-fluorescent black areas. 

 

 

 

 

Figure S3: Images showing milk fat globules of sheep, goat or bovine milks with a homogeneous distribution of the 

fluorescent dye Rh-DOPE used for the labelling of the phospholipids (red color) in the MFGM at 60°C (A) or 4°C 

(B).  Images are the overlay of differential interferential contrast and confocal microscopy images. The scale bars are 

indicated in the figures. 
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Figure S4: Effect of storage time at 20°C on the packing of polar lipids in the milk fat globule membrane of sheep, 

goat and bovine milks heated at 60°C (T>Tm) then cooled to 20°C (T<Tm) at dT /dt > 100°C/min. Images are the 

overlay of DIC and CLSM images showing the heterogeneous distribution of polar lipids after labelling of the milk 

fat globule membrane with Rh-DOPE (red color). Left column: surface of milk fat globules in milks heated at 60 °C 

cooled to 20°C and rapidly observed. Right column: surface of milk fat globules heated at 60°C and observed after 

overnight storage at 20°C. The scale bars correspond to 5 µm. 
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4.3. Bilan du chapitre 4 et perspectives  

Dans ce chapitre, nous avons mis en évidence que la membrane biologique qui entoure les 

globules gras du lait (MFGM) est un système dynamique dont la microstructure peut changer en 

fonction de la température et évoluer au cours du temps. La présence d’une hétérogénéité de 

structure induite par la formation des domaines riches en lipides polaires saturés (majoritairement 

la milk SM, DPPC) a été observée à la surface des globules gras de trois types de lait différents 

(brebis, chèvre et vache). Quel que soit le type de lait utilisé dans ce travail, les résultats obtenus 

par microscopie confocale montrent que les domaines riches en SM peuvent exister sur une large 

plage de températures (T : 4 – 60°C), qui inclut des températures inférieures et supérieures à la 

température de transition de phase gel/fluide de la MFGM (Tm = 36.4°C). Au cours du chauffage, 

nous avons observé que les domaines peuvent diffuser, coalescer ou diminuer en taille jusqu’à leur 

disparition complète. Ces différentes réponses peuvent nous indiquer l’état de phase du domaine 

ou également la présence ou non du cholestérol. Pour T < Tm, les domaines peuvent être présents 

dans deux phases ordonnées, soit gel (ou so), soit liquide ordonné (Lo), en l’absence ou présence 

de cholestérol, respectivement. Pour T > Tm, les domaines en phase gel sont fondus. Selon les 

connaissances issues de la littérature (chapitre 1), nous savons en revanche que la phase Lo est 

indifférente aux variations thermiques. Donc, les domaines observés à T > Tm devraient 

correspondre à un mélange complexe de milk SM et du cholestérol en phase Lo. Pour les cinétiques 

de refroidissement, nous avons montré que le passage rapide de T=60°C > Tm à T=20 – 4°C < Tm 

favorise les mécanismes de nucléation avec la formation de nombreux petits domaines, et que 

l’évolution du temps au cours du stockage favorise ensuite la croissance des domaines. L’analyse 

chimique a révélé que ces laits présentent des compositions lipidiques qualitativement similaires 

avec quelques différences en teneur qui pourraient être liées à l’espèce et/ou l’alimentation. Le 

rapport cholestérol/milk SM était plus important chez la vache que chez la chèvre et la brebis ce 

qui peut entrainer des différences dans la constitution des domaines de milk SM en phase Lo et 

donc dans la microstructure des membranes. Cette étude a montré que, quelle que soit l’espèce qui 

a produit le lait, la microstructure de la membrane du globule gras est un système dynamique qui 

est hautement sensible aux variations thermiques où les lipides polaires ont la capacité de diffuser 

et se réorganiser au cours du temps pour atteindre un état d’équilibre.   

 

Cette hétérogénéité de structure de la MFGM est probablement impliquée dans de 

nombreux mécanismes interfaciaux, tels que l'adsorption d'enzymes (e.g. lipases lors de la 

digestion des globules gras dans le tractus digestif), l’insertion et l’arrangement des protéines 

membranaires, les interactions avec les bactéries ou les virus ; ou encore dans la stabilité 
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Chapitre 5: Travaux préliminaires à la caractérisation des propriétés 

mécaniques des membranes lipidiques 

5.1. Introduction et objectifs 

L’examen des propriétés mécaniques de la membrane du globule gras in situ dans le lait et 

en particulier la détermination des propriétés mécaniques de la phase ordonnée riche en milk SM 

et de la phase fluide des lipides polaires est un véritable challenge. Comme toutes les émulsions, 

le lait est un système thermodynamiquement instable et la structure du globule gras peut 

rapidement évoluer, par exemple par coalescence. Le globule gras du lait est également réactif aux 

interactions avec les protéines, notamment face à l’action des enzymes telles que les lipases (e.g. 

lipoprotéine lipase naturellement présente dans le lait, lipases bactériennes). Cela signifie que 

l’échantillon de lait doit être étudié dans un pas de temps qui est court, de l’ordre de la journée 

après sa sécrétion par la vache. Le globule gras du lait est un système biologique complexe, avec 

son cœur de triglycérides qui cristallisent sur une large plage de températures (i.e. -40 à 40°C) 

entouré par la membrane biologique (MFGM) riche en protéines, lipides polaires et cholestérol. 

En conséquence, les investigations des propriétés mécaniques de la MFGM autour des globules 

gras dans le lait peuvent être affectées par les possibles contraintes imposées par les cristaux de 

triglycérides sur la membrane, et/ou par la présence de nombreuses protéines membranaires qui 

forment un glycocalyx. A ce jour, seule 1 publication rapporte des mesures d’indentation et de 

calcul du module de Young sur des globules gras dans leur globalité, tous éléments confondus 

(Balasuriya et al., 2012).  

L’objectif de cette partie du travail de thèse était de déterminer les conditions expérimentales 

de la préparation des membranes et de définir les types de systèmes à étudier (vésicules, bicouches 

lipidiques supportées) par AFM en fonction de la composition en lipides. 

5.2. Stratégie 

Compte-tenu de la complexité du globule gras du lait, nous avons choisi de nous affranchir 

de la présence du cœur de triglycérides et de la présence de protéines membranaires. Notre 

stratégie initiale consistait à étudier les propriétés mécaniques de membranes modèles en 

produisant des vésicules de lipides polaires de composition contrôlée ayant une organisation 

tridimensionnelle proche du système réel et un diamètre suffisamment grand, de l’ordre du µm 

comme les globules gras, qui puisse être observées par microscopie confocale à balayage laser 

(CLSM), et ensuite être immobilisées pour caractériser leurs propriétés élastiques par AFM 

(Schäfer et al., 2015, 2013). Dans ce contexte, une première partie du travail de thèse a consisté à 



106 
 
 

mettre en place un protocole pour rechercher les conditions expérimentales permettant la 

production de ce système modèle et la caractérisation combinée de ses propriétés structurales et 

mécaniques. Le but de ces travaux préliminaires était de déterminer : 

- La phase aqueuse: proche de celle du lait avec pH=6.7, contenant du calcium, et qui permette 

d’éviter l’agrégation des vésicules en optimisant leur dispersion via des répulsions électrostatiques. 

- La composition chimique: qui permette de mimer les différents états de phases ordonnées (lipides 

saturés i.e. milk SM) et désordonnée de la MFGM (lipides insaturés) et dont le rapport molaire 

doit générer une séparation de phases à 20°C, qui est la température de la caractérisation 

mécanique réalisée par AFM. 

- Le diamètre et la lamellarité des vésicules : avoir des vésicules d’une taille micrométrique qui 

sera nécessaire pour coupler et comparer les observations réalisées par microscopie confocale et 

AFM; et unilamellaires pour déterminer les propriétés mécaniques d’une bicouche de lipides 

polaires (et non la superposition de bicouches) 

- L’immobilisation des vésicules sur un support: adsorber des vésicules sur une surface, en milieu 

liquide et sans trop les endommager, est une étape primordiale pour pouvoir les indenter par la 

pointe d’AFM et réaliser des mesures de force. 

Pour mettre au point ces conditions, nous avons choisi trois types de lipides modèles: le 

phospholipide insaturé dioleoylphosphatidylcholine (DOPC) représentant la matrice en phase 

fluide, et la sphingomyéline du lait (milk SM) avec ou sans cholestérol pour créer des domaines 

en phase gel ou en phase liquide ordonné. Dans cette étude, nous avons utilisé des vésicules de 

complexité croissante en termes de composition : milk SM, DOPC, le mélange binaire milk 

SM/DOPC, et le mélange ternaire milk SM/DOPC/cholestérol. Aussi, pour les essais préliminaires 

de la thèse, nous avons fait le choix de préparer les vésicules par un processus de fabrication 

simple. Nous avons priviliégié l’utilisation des vésicules unilamellaires (Large Unilamellar 

Vesicules, LUV) en raison de leur facilité de fabrication par agitation au vortex et de 

caractérisation par microscopie confocale et AFM. Dans un premier temps, nous avons caractérisé 

l’effet du tampon et de sa concentration en sels sur la stabilité et la dispersion des vésicules. Après 

avoir sélectionné la phase aqueuse, nous avons déterminé, à l’aide de la calorimétrie différentielle 

à balayage (DSC), les températures de transition de phase des membranes hétérogènes modèles de 

la MFGM en variant la composition en lipides polaires. Ainsi, nous avons pu choisir les rapports 

molaires milk SM/DOPC et milk SM/DOPC/cholestérol pour lesquels l’observation d’une 

coexistence de phases est possible à 20°C. Pour les mélanges binaires (milk SM/DOPC), les 

vésicules ont été observées par microscopie confocale en utilisant des sondes fluorescentes 
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exogènes Rh-DOPE ou Top fluor SM qui permettent de marquer respectivement la phase fluide 

ou les domaines de milk SM d’une membrane. Pour les mélanges ternaires 

(SM/DOPC/cholestérol), l’analyse thermique et la caractérisation par microscopie nous ont permis 

de connaitre l’effet de l’ajout du cholestérol sur l’état de phase des membranes et par conséquent 

sur la stabilité des vésicules. Les observations issues de ces expérimentations ont orienté nos choix 

concernant le système modèle et son dimensionnement. Dans un deuxième temps, une 

caractérisation préliminaire de la stabilité des vésicules adsorbées sur des supports de propriétés 

surfaciques différentes a été nécessaire en vue de réaliser la caractérisation mécanique par AFM. 

Cette stratégie nous a permis de déterminer les conditions optimales pour une meilleure 

d’immobilisation. Les choix stratégiques argumentés pour la suite de ce travail seront basés sur 

les résultats obtenus dans ce chapitre.  

5.3. Conditions expérimentales pour la fabrication de vésicules 

5.3.1. Sélection de la phase aqueuse pour l’obtention de vésicules 

individualisées  

Pour hydrater les lipides, nous avons choisi une solution tampon afin de pouvoir maintenir 

le pH. La préférence est donnée à l'utilisation d’un tampon PIPES 10 mM contenant 50 mM NaCl 

et du CaCl2 qui peut être rajouté à différentes concentrations pour tenir compte du mélange de 

lipides considéré (comme dans Cheng et al., 2017; Guyomarc’h et al., 2014; Murthy et al., 2015). 

Nous avons donc testé plusieurs concentrations en CaCl2 afin de déterminer l’effet de la charge 

des vésicules, modulée par la présence des sels, sur leur production et leur dispersion.  

Un autre type de tampon, très pauvre en calcium (~ 0 mM lié au calcium résiduel évalué à 10 µM), 

a également été testé. Il s’agit du tampon phosphate salin (PBS ×1) composé de 1.36 M NaCl, 0.02 

M KCl , 0.014M KH2PO4 et 0.2 M Na2HPO4  (comme dans Delorme and Fery, 2006). Ce tampon 

a été utilisé uniquement pour effectuer une comparaison avec les résultats disponibles dans la 

littérature concernant la détermination des propriétés mécaniques de liposomes composés de 

phospholipides (Delorme and Fery, 2006).  

Dans le tampon PIPES, nous avons étudié l’effet de la teneur en calcium (~ 0-10 mM) sur le 

potentiel zêta des vésicules. Ces dernières ont été obtenues par réhydratation à chaud d’un film 

lipidique préalablement préparé comme indiqué dans le chapitre 3 (section 3.2.1.1), puis une 

agitation au vortex pendant 1-2 minutes et enfin un temps d’équilibration (1 heure) à température 

ambiante. Les vésicules obtenues par ce procédé présentent généralement une taille moyenne de 

quelques µm (Figure 46). La taille des vésicules obtenues permet leur observation par microscopie 
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confocale à balayage laser, la détermination de leur lamellarité et l’évaluation de leur éventuelle 

agrégation.  

 

 

Figure 46 : Distribution du diamètre hydrodynamique des vésicules de milk SM hydratées par un tampon PIPES à 10 

mM de CaCl2, pH =6.7, mesurée à 20°C par diffusion dynamique de la lumière.  

Il est bien connu que la charge de surface de vésicules lipidiques peut être modifiée en fonction 

des ions présents dans la phase aqueuse (Maherani et al., 2012b; Mirza et al., 1998; Mosharraf et 

al., 1995; Sinn et al., 2006). La nature zwittérionique des molécules à tête PC comme DOPC ou la 

milk SM fait qu’elles ne possèdent pas de charge nette à pH 6.7 en l’absence d’ions, ce qui conduit 

à leur agrégation. Au contraire, un potentiel zêta élevé contribue à la stabilisation des vésicules 

grâce à l’établissement de répulsions électrostatiques (Mosharraf et al., 1995). Cette charge de 

surface peut être calculée à partir de la mesure de la mobilité électrophorétique des vésicules dans 

différents milieux et en présence de différentes concentrations en sels.  

Dans le tampon PIPES en l’absence de calcium, les mesures de potentiel zêta ont montré que les 

vésicules de DOPC ou de milk SM étaient faiblement électronégatives ou électriquement neutres 

(Figure 47). Ainsi, dans le PIPES sans calcium les valeurs du potentiel zêta étaient de -2.12 mV 

pour la milk SM, de -0.28 mV pour le DOPC, de 0.15 ou -0.06 mV pour les mélanges milk 

SM/DOPC 80:20 % mol. ou 50:50 % mol. respectivement, et de -2.48 mV pour le mélange milk 

SM/DOPC/cholestérol (81:9:10 % mol.).  
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Nous avons montré que l’augmentation de la concentration en calcium dans le tampon PIPES 

conduit à une augmentation de la valeur du potentiel zêta des vésicules de DOPC, de milk SM ou 

du mélange milk SM/DOPC ou milk SM/DOPC/cholestérol (Figure 47). A 10 mM de calcium, 

toutes les vésicules, quelle que soit leur composition, étaient chargées positivement. Ainsi, les 

valeurs du potentiel zêta étaient de +13.2mV pour la milk SM, de +7.4 mV pour le DOPC, de 

+10.5 ou +7.3 mV pour les mélanges milk SM/DOPC 80:20 % mol. ou 50:50 % mol. 

respectivement, et de +10.5 mV pour le mélange milk SM/DOPC/cholestérol (81:9:10 % mol.).  

 

Figure 47: Effet de la concentration en calcium sur la charge surfacique de vésicules de différentes compositions. Le 

tableau indique les valeurs du potentiel zêta mesuré dans un tampon PIPES à 10 mM de calcium pour les compositions 

suivantes : milk SM, DOPC, milk SM/DOPC, milk SM/DOPC/cholestérol 

 

Dans le tampon PBS, comme dans le tampon PIPES en absence du calcium, les valeurs ont été 

faiblement négatives. Les vésicules de milk SM avaient un potentiel zêta de -4.83 mV, et celles de 

milk SM /DOPC 50:50 % mol avaient un potentiel zêta de -1.96 mV. Les autres échantillons n’ont 

pas été mesurés dans le PBS.   



110 
 
 

Parallèlement, les vésicules ont été observées par microscopie confocale à balayage laser en 

utilisant un objectif ×100, après avoir été marquées avec la sonde fluorescente rouge de Nile 

(excitation à λ=543 nm). Les images des vésicules ont été acquises dans un tampon PIPES-NaCl-

CaCl2 à différentes concentrations en calcium (~ 0, 2, 5 ou 10 mM), ou dans le tampon PBS. Dans 

le tampon PIPES, les observations ont montré que l’absence de calcium a provoqué un phénomène 

d'agrégation des vésicules de milk SM (Figure 48). En augmentant la concentration du CaCl2, les 

vésicules ont tendance à s’individualiser. De ces expérimentations, nous avons conclu qu’une 

teneur en calcium de 10 mM est optimale pour la dispersion des vésicules de milk SM. Des 

résultats identiques (non montrés) ont été obtenus pour d’autre types de vésicules de composition 

homogène (DOPC) ou hétérogène (milk SM/DOPC avec ou sans cholestérol). La Figure 48 

présente les images obtenues en présence de 10 mM de calcium, où toutes les vésicules sont 

dispersées, sauf celles contenant du cholestérol. 

Dans le tampon PBS, les images obtenues par microscopie confocale ont montré une bonne 

dispersion des vésicules de milk SM, malgré leur charge faible (Figure 48). Les autres échantillons 

n’ont pas été observés dans ce tampon.  

Ces résultats montrent que la présence de calcium est favorable à la préparation de vésicules stables 

(non agrégées) pour notre étude.  
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Figure 48: Images de microscopie confocale montrant les vésicules lipidiques marquées avec du rouge de Nile. Ces 

vésicules ont été obtenues par vortex et dispersées dans différents milieux. A) vésicules de sphingomyéline du lait 

(milk SM) dans un tampon PIPES-NaCl-CaCl2 à différentes concentrations en calcium (~0, 2, 5, 10 mM). B) vésicules 

composées de dioleoylphosphatidylcholine (DOPC), de milk SM/DOPC (80:20 % mol.; 50:50 % mol.)  ou de milk 

SM/DOPC/cholestérol (81:9 :10 % mol.) dans un tampon PIPES-NaCl-CaCl2 à 10 mM de calcium. C)  vésicules 

composées de milk SM dans un tampon PBS. Les barres d’échelle représentent 10 µm. 

Les images de microscopie confocale montrent qu’en dépit de la simplicité du protocole de 

préparation utilisé (agitation par vortex), les suspensions contenaient une quantité importante de 

vésicules unilamellaires. Il est possible que les répulsions électrostatiques induites par la présence 

d’ions inhibent l’empilement des bicouches concentriques à l’origine des vésicules 

multilamellaires. Cette observation est intéressante car elle nous permet d’envisager de travailler 

à partir de LUV, qui serait adaptée à un couplage entre des observations par microcopies confocale 

et par AFM. Cette stratégie a été testée et les résultats sont présentés à la section 5.3.2.1. 

En conclusion, nous avons montré que la présence du calcium, composant important de la phase 

aqueuse du lait, en forte concentration (10 mM CaCl2) renforce la charge positive des vésicules 

contenant des lipides polaires zwitterioniques comme DOPC et milk SM. Cette teneur en calcium 

favorise la dispersion en évitant l’agrégation des vésicules (Maherani et al., 2012a; Mosharraf et 

al., 1995) et favorise également la formation de vésicules unilamellaires. La présence de calcium 

dans les échantillons pourrait par la suite également aider à optimiser l’adsorption et la stabilité 

des vésicules immobilisées (via des interactions électrostatiques entre la bicouche chargée 

positivement et une surface chargée négativement) pour pouvoir les indenter par AFM 

(Dimitrievski and Kasemo, 2008) ou encore contribuer à la bonne formation de bicouches 

lipidiques supportées sur la surface hydrophile du mica (Richter et al., 2006).  

5.3.2. Sélection de la composition lipidique pour visualiser une séparation de 

phases 

Pour mettre au point la composition chimique du système modèle de la bicouche externe de 

la membrane du globule gras, plusieurs rapports molaires de milk SM/DOPC ont été préparés. Les 

échantillons ont été caractérisés par DSC pour pouvoir sélectionner la composition permettant la 

création d’une hétérogénéité de structure, induite par la différence de phases de lipides ayant des 

Tm éloignées (Tm-DOPC =-20°C ; Tm-milk SM = 34 °C), telle qu’elle a été observée dans le plan 

de la MFGM (Lopez et al., 2010). L’effet de la présence de cholestérol (chol) a également été 

considéré, et nous avons étudié le comportement thermique et structural des vésicules composées 

d’un système ternaire milk SM/DOPC/chol à différents rapports molaires. 
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5.3.2.1. Système binaire milk SM/DOPC 

Dans un premier temps, l’objectif était de caractériser la coexistence de phases dans un 

système binaire composé de milk SM et de DOPC (Bezlyepkina et al., 2013). Pour cela, nous 

avons préparé des suspensions de vésicules, de plusieurs rapports molaires milk SM/DOPC 

formées, par vortex après hydratation à chaud d’un film lipidique par un tampon PIPES-NaCl-10 

mM CaCl2 pour atteindre une concentration en lipides de 20% wt. Ces  vésicules ont été 

caractérisés par DSC afin d’étudier l’effet de la dispersion de la milk SM dans le DOPC sur la 

température de transition de phase gel/fluide du système en fonction de sa composition. La Figure 

49 présente les thermogrammes résultant de cette analyse thermique. En absence de DOPC, le 

changement de phase des membranes de milk SM se manifeste par un seul pic endothermique dont 

le maximum correspond à la température de transition Tm = 34.3°C de la milk SM (Murthy et al., 

2015). L’introduction de DOPC sur une quantité fixe de milk SM, pour atteindre des rapports 

molaires de 30:70 à 90:10 % mol. milk SM/DOPC, conduit à l’apparition de deux endothermes 

qu’on associe à une transition de phase. En deçà de la température de transition, le système est 

probablement biphasique, avec une phase ordonnée riche en milk SM, et une phase désordonnée 

riche en DOPC (Guyomarc’h et al., 2014). L’augmentation de la proportion de DOPC induit un 

décalage de la Tm du premier endotherme, caractéristique de la milk SM (milk SM/DOPC 100:0% 

mol), vers les plus basses températures, jusqu’à sa disparition en l’absence de milk SM (0:100 % 

mol). L’apparition d’un second endotherme a été observée à partir de milk SM/DOPC 90:10 % 

mol jusqu’à sa disparition à milk SM/DOPC 30:70 % mol.  

Il est important de remarquer que le système binaire milk SM/DOPC 30 :70 % mol, qui d’un point 

de vue chimique est proche du mélange de lipides polaires de la MFGM (30% de milk SM), a des 

propriétés thermiques totalement différentes notamment une plage de température de transition de 

phase abaissée (Tm d’un extrait de lipides polaires de la MFGM = 36.4°C; Murthy et al., 2015). 

Cela pose la question de la pertinence de ce système binaire modèle par rapport au système réel. 
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que la séparation de phase est peu visible (domaines très dispersés ou très petits) ou que DOPC et 

milk SM sont mélangés (colocalisation des sondes fluorescentes).  

 

Figure 50: Schématisation de la répartition des sondes fluorescentes, et donc des lipides, dans les vésicules. Les lipides 

peuvent être répartis de manière hétérogène qui finit par créer deux populations de vésicules de compositions 

différentes, ou d’une manière homogène sur toutes les vésicules i.e. elles contiennent les deux types de lipides, en 

séparation de phases ou bien colocalisés. 

Dans notre cas, les observations par microscopie confocale ont montré que les vésicules de 

milk SM/DOPC présentaient chacun de ces trois types de répartition des couleurs (Figure 50). Les 

vésicules peuvent être soit uniphasiques en contenant uniquement milk SM (Figure 51 B et C), ou 

biphasiques suite à la présence des deux lipides ayant deux phases différentes phases fluide/gel 

(Figure 51 A et B). La ségrégation des lipides de milk SM conduit à la formation de grands 

domaines (séparation complète de phases) ou de petits domaines distribués uniformément dans le 

plan de la membrane (Figure 51 A). Nous avons également remarqué que de nombreuses vésicules 

présentaient une colocalisation des couleurs (rouge /verre), ce qui peut être interprété par une 

solubilisation des molécules de DOPC dans la phase gel de milk SM et donc une absence de 

ségrégation. Si l’on se réfère aux diagrammes de phases de systèmes proches du nôtre, il faut 

souligner que l’organisation du mélange milk SM/DOPC 80/20 % mol. est peut-être à la limite 

entre une phase unique gel, et deux phases fluide et gel (De Almeida et al., 2003; Halling et al., 

2008; Veatch and Keller, 2003), ce qui peut expliquer nos difficultés. De plus, l’ajout des 

molécules fluorescentes a induit une forte agrégation des vésicules malgré la présence de 10 mM 

de calcium comme défini précédemment (Figure 51 A, B et C).  

En utilisant le même système binaire, nous avons essayé, dans une deuxième expérience, de 

visualiser la séparation de phases mais en utilisant cette fois-ci un simple marquage par la sonde 

Top fluor SM (Figure 51 I, J et K). Ainsi, on espère distinguer la phase gel de milk SM colorée en 

vert, de la phase fluide non marquée de DOPC, c’est-à-dire faire l’inverse de ce qui a été pratiqué 

dans le chapitre 4, où seule la phase fluide était marquée par la Rh-DOPE et laissait apparaître les 

domaines riches en SM (non marqués avec la sonre Dh-DOPE). Cependant, l’analyse d’images 

montre qu’aucune zone non-fluorescente n’a été observée, contrairement à ce qui peut être vu 
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lorsqu’on utilise la Rh-DOPE. Ce résultat inattendu ne nous a pas permis de préciser l’organisation 

des lipides polaires au sein de la membrane de nos vésicules.  

 

Figure 51: Images de vésicules obtenues par réhydratation à chaud et agitation p ar vortex de films lipidiques 

contenant un rapport molaire milk SM/ DOPC de 80:20 % mol., et marquées par de la Rh-DOPE (en rouge) et/ou du 

Top fluor SM (en vert). Les observations sont réalisées par microscopie confocale à balayage laser, dans du tampon 

PIPES-NaCl contenant 10 mM de CaCl2, à pH 6.7 et à 20°C. 

Ayant des difficultés à visualiser une séparation de phase avec le système binaire milk 

SM/DOPC (80:20 %mol), nous avons décidé de travailler avec un autre rapport molaire plus 

équilibré, composé de 50% mol de milk SM et 50% mol de DOPC. Selon les diagrammes de 

phases, nous avons supposé que cette composition nous permettrait de discriminer facilement les 

deux phases, gel et fluide. Les vésicules de milk SM/DOPC (50:50 % mol) ont été doublement 

marquées par Top fluor SM et Rh-DOPE, ou séparément par une de ces deux sondes fluorescentes. 

Notre attente était d’observer des membranes biphasiques qui seraient soit bicolores (rouge et 

vert), soit unicolores avec la présence des zones non fluorescentes qui correspondent à une phase 

gel (pour le marquage par Rh-DOPE) ou à une phase fluide (pour le marquage par Top fluor SM). 

La caractérisation par microscopie confocale a été réalisée à 20°C car c’est une température pour 

laquelle la composition milk SM/DOPC (50:50 % mol) n’est pas complètement fluide offrant 

toujours la possibilité de voir une séparation gel/fluide et par conséquent pouvoir la caractériser 

mécaniquement par AFM à température ambiante. La caractérisation par microscopie confocale 

de ce système a montré des résultats similaires à ceux obtenus pour milk SM/ DOPC de 80:20% 
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mol. Les images obtenues (Figure 52) ont montré qu’aucune séparation de phases n’a eu lieu quel 

que soit le type de marquage, simple ou double. 

 

Figure 52: Images de vésicules obtenues par réhydratation à chaud et agitation par vortex de films lipidiques contenant 

un rapport molaire milk SM/ DOPC de 50:50 % mol., et marquées par de la Rh-DOPE (en rouge) et/ou du Top fluor 

SM  (en vert). Les observations sont réalisées par microscopie confocale à balayage laser, dans du tampon PIPES-

NaCl contenant 10 mM de CaCl2, à pH 6.7 et à 20°C.barre d’échelle est de 5 µm. 

 

En conclusion, il n’a pas été possible de visualiser une séparation de phases dans les 

membranes de vésicules de milk SM/DOPC, alors qu’elle a été caractérisée en 2D dans des SLB 

par AFM (Guyomarc’h et al., 2017). Peut-être devons-nous relier ce problème au choix de la 

méthode de préparation des vésicules, à leur durée d’équilibration, à la petite taille des domaines, 

ou encore à l’influence des sondes sur la séparation des phases.  

En 3D, la littérature montre qu’il est possible de visualiser cette coexistence de phases à des 

température inférieures ou au cours de la transition, à la surface de vésicules unilamellaires de 

grande taille (giant unilamellar vesicle, GUV) composées soit d’un mélange binaire tel que 

SMcerveau/DOPC (70:30%mol, 50:50%mol; Kinoshita et al., 2014) ou DPPC/DOPC (70:30%mol; 
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Chen and Santore, 2014) ; ou d’un mélange ternaire tel que SMoeuf/DOPC/Chol (25:45:30%mol; 

Carravilla et al., 2015). Il est possible que l’utilisation des GUV et surtout la façon de mélanger 

les lipides et de fabriquer les films lipidiques jouent un rôle important dans l’obtention de la 

séparation des phases dans les membranes. En effet, la production des GUV par éléctroformation 

est une méthode très délicate qui permet d’avoir des systèmes membranaires 

thermodynamiquement beaucoup plus stables, mais qui nécessite l’élaboration d’un protocole 

spécifique aux mélanges des lipides utilisés et leur température de transition de phase, la phase 

aqueuse, la concentration en sels… (Méléard et al., 2009; Morales-Penningston et al., 2010).  

Par conséquent, nous avons décidé de renoncer à l’idée de visualiser la séparation de phases dans 

des membranes en 3D (vésicules) pour plusieurs raisons : (1) la fabrication des GUV par 

électroformation exige l’acquisition et la maîtrise de la technique  peut être consommatrice de 

temps  sans avoir la garantie de pouvoir réussir un tel système complexe, notamment en présence 

de la milk SM (mélange de plusieurs espèces moléculaires), et dont le diagramme de phases n’a 

jamais été défini dans la littérature ; (2) pour rappel, l’objectif principal de ce travail de thèse est 

de caractériser les propriétés mécaniques des membranes lipidiques, qu’on peut également 

représenter par d’autres modèles tels que les LUV, les SUV ou les bicouches de lipides supportées 

SLB, mieux maîtrisés. Si la taille des SUV ne permet pas de visualiser une séparation de phases, 

elles restent un bon modèle de membrane courbe pour obtenir des valeurs de référence à partir de 

l’indentation de vésicules homogènes composées d’un seul lipide polaire. 

5.3.2.2.  Système ternaire milk SM/DOPC/cholestérol 

Dans la continuité des résultats du chapitre 4, nous souhaitions tenir compte de la présence 

du cholestérol dans l’étude des propriétés structurales et mécaniques des membranes de lipides 

polaires laitiers. En effet, cette molécule est connue pour sa capacité à modifier l’organisation des 

structures lipidiques (chapitre 1, section 1.1.2, Murthy et al., 2015; Simons and Vaz, 2004).  

Notre stratégie a consisté à caractériser les propriétés thermiques du système ternaire milk 

SM/DOPC/cholestérol, ainsi que la morphologie et la stabilité des vésicules formées. Pour cela, 

des vésicules produites par hydratation à chaud d’un film lipidique en utilisant le tampon PIPES 

préalablement défini avec 10 mM de calcium et agitation au vortex ont été composées de différents 

rapports molaires pour lesquels nous avons fixé la quantité du mélange milk SM/DOPC (90:10 

%mol) et fait varier la concentration en cholestérol. Comme dans le cas des mélanges binaires, une 

analyse thermique a été préalablement réalisée par DSC afin de déterminer la concentration en 

cholestérol pour laquelle le système ne présente plus de transition de phase gel – fluide et se trouve 
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donc en phase liquide ordonné. Les résultats obtenus par DSC ont montré que la composition 

affecte la température de transition Tm ainsi que le profil des thermogrammes. En augmentant la 

concentration en cholestérol, nous avons remarqué l’apparition de deux pics endothermiques. La 

Tm du premier endotherme se décale vers les basses températures, jusqu’à sa disparition, tandis 

que le second subit une diminution d’amplitude (Figure 53). Pour des concentrations supérieures 

à 40% mol. de cholestérol, aucune transition de phase n’a été observée, on dit alors que la milk 

SM et le DOPC sont bloqués en phase liquide ordonné. 

 

Figure 53: Thermogrammes obtenus par calorimétrie différentielle à balayage (DSC) des vésicules composées de 

différents rapports molaires en sphingomyéline de lait (milk SM), dioleoylphosphatidylcholine (DOPC) et cholestérol 

(chol) pour étudier l’effet du cholestérol sur la transition de phase. Les analyses étaient réalisées dans le tampon 

PIPES-NaCl à 10 mM CaCl2 et à pH 6.7. 

Nous avons également étudié l’effet du cholestérol sur la forme et la stabilité des vésicules 

en utilisant la microscopie confocale. Des suspensions de vésicules de compositions différentes 

ont été marquées par la sonde rouge de Nil dans le but de caractériser l’aspect général des vésicules 

suspendues dans la phase aqueuse à 20°C. Aucune caractérisation de la séparation de phases n’a 

été réalisée dans cette partie, au vu de difficultés rencontrées précédemment dans les systèmes 

binaires. En l’absence de cholestérol, les vésicules de milk SM sont bien dispersées dans la phase 

aqueuse et possèdent des structures sphériques plus ou moins facettées, résultat de leur état en 

phase gel (Kuntsche et al., 2011; Staneva et al., 2009). Comparativement aux vésicules de milk 

SM/DOPC 90:10 dans les mêmes conditions, la présence du cholestérol a généré deux phénomènes 

qui sont l’agrégation et la fusion des membranes (Figure 54). Dès 20 % mol. de cholestérol, alors 

que la transition de phase est déjà presque terminée  (Figure 53), des structures non sphériques 

sont observées. A 50 % mol de chol, les membranes sont totalement en phase liquide ordonné (pas 
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de transition), ce qui augmente leur fluidité et accentue la fusion des vésicules (gros agrégats, 

tubes). On conclut alors que l’ajout de cholestérol sur une quantité fixe d’un mélange binaire milk 

SM/DOPC 90 :10 % mol. modifie les propriétés physiques des vésicules, ce qui est en accord avec 

les résultats de DSC.  

 

Figure 54: Images de microscopie confocale de vésicules composées de différents rapports molaires en 

sphingomyéline de lait (milkSM), dioleoylphosphatidylcholine (DOPC) et cholestérol (chol) contenant différents taux 

de cholestérol (0, 10,20, 30, 50% mol) et marquées par une sonde fluorescente rouge de Nile. La barre d’echelle est 

de 10 µm. 

En conclusion, les observations par microscopie confocale ont montré que les vésicules 

de milk SM/DOPC contenant du cholestérol perdent leur forme sphérique et sont 

rapidement instables. Pour la suite du travail de thèse, l’utilisation de ces vésicules ne s’est pas 

avérée judicieuse pour étudier l’effet du cholestérol sur les propriétés mécaniques des assemblages 

de lipides polaires en bicouche, notamment en présence des concentrations en chol nécessaires 

pour mimer des membranes en phase liquide ordonné.  

Une alternative consiste en l’utilisation de bicouches lipidiques supportées (SLB), planes et 

immobilisées par interaction avec un substrat hydrophile (Murthy et al., 2015; Reimhult et al., 

2003). Plusieurs protocoles permettant la formation de ces systèmes bidimensionnels existent et 

sont relativement aisés à mettre en oeuvre. Dans la littérature, les SLBs sont couramment utilisées 

comme système modèle pour l’étude des membranes biologiques par AFM, du fait qu’elles sont 
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expérimentalement adaptées au balayage par la pointe et permettent de caractériser à la fois les 

propriétés structurales et mécaniques (Garcia-Manyes and Sanz, 2010; Li et al., 2010; Samsonov 

et al., 2001), dans des conditions précises que nous discuterons au chapitre 6. 

5.3.3. Diamètre et unilamellarité des vésicules  

La fabrication des vésicules par une simple agitation mécanique (vortex) après réhydratation 

d’un film lipidique à chaud dans du tampon PIPES en présence de 10 mM de calcium permet 

d’obtenir de vésicules unilamellaires et de taille micrométrique (~LUV). Cependant, il faut 

souligner que l’agitation par vortex produit également des vésicules multilamellaires. Des 

vésicules multilamellaires de type vésicules incluses ou oignon ont été observées (Figure 55 D, E 

et C). Nous avons également remarqué l’existence d’autres types de vésicules dont l’organisation 

des bicouches interne forme un « réseau » comme le montrent les images A et B de la Figure 55.  

 

Figure 55: Exemples de différents types de vésicules multilamellaires visualisées par microscopie confocale après 

marquage au rouge de Nile. Les vésicules sont composées de milk SM /DOPC (80:20) (A, B et C) ou DOPC  (D et E) 

L’avantage d’utiliser les vésicules produites par vortex tient dans leur facilité de fabrication et leur 

diamètre qui est adapté à la résolution du microscope confocal qui nous a permis de les caractériser 

d’une manière rapide et efficace. Cependant, ce type de vésicules reste un système hétérogène et 

instable qui varie en fonction de sa composition chimique. La présence incontrôlable de plusieurs 

bicouches représente un véritable inconvénient qui empêche de mesurer les propriétés mécaniques 

d’une seule bicouche de lipides polaires par AFM. De plus, il nous a été difficile de former des 

vésicules avec une séparation de phases des vésicules biphasiques (section 5.3.2.2).  

Nous avons renoncé à l’utilisation des vésicules de taille micrométrique pour la suite du travail de 

thèse. Nous avons donc choisi de travailler sur des vésicules unilamellaires de petite taille (SUV ; 

100 – 200 nm) qui sont obtenues à partir des MLV par un processus de sonication (Hope et al., 

1986). Leur diamètre, de l’ordre d’une centaine de nanomètres, ne nous permet pas de les visualiser 

par microscopie confocale mais est bien adapté à la caractérisation par d’autres techniques comme 
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Chapitre 6: Quelle est l’hétérogénéité d’élasticité générée par la 

coexistence et le type de phases dans un modèle de la membrane du 

globule gras du lait ? 

6.1. Introduction  

Comme il a été décrit dans la synthèse bibliographique, le lait est une émulsion du type huile 

dans l’eau relativement instable qui peut, sous certaines conditions, subir des mécanismes de 

déstabilisation tels que la coalescence ou la floculation. La présence d’une membrane biologique 

(MFGM) autour des globules gras du lait joue un rôle très important dans la stabilité des émulsions 

(Mulder and Walstra, 1974). En industrie laitière, la membrane du globule gras peut être aisément 

modifiée suite à l’application des différents traitements mécaniques, comme le pompage, 

l’écrémage, l’homogénéisation ou le barattage, qui sont souvent accompagnés par des variations 

thermiques. Ainsi, l’altération de cette membrane peut affecter la stabilité des globules gras et par 

conséquent ses propriétés biologiques ou fonctionnelles, et in fine la qualité des produits laitiers  

(Evers, 2004; Stone and Rowlands, 1952). C’est dans ce contexte que se place cette partie du 

travail de thèse dont l’objectif principal était d’améliorer nos connaissances sur les propriétés 

mécaniques de la MFGM et plus particulièrement celles générées par l’hétérogénéité de 

structure et de phase des lipides polaires. Après avoir observé dans le chapitre 4 que la 

membrane des globules peut contenir des lipides polaires dans trois états de phase différents 

(fluide, gel, liquide ordonné), nous avons émis l’hypothèse qu’une coexistence de phases (par 

exemple gel et fluide, ou liquide-ordonnée et fluide) pouvait induire une hétérogénéité mécanique 

latérale susceptible d’évoluer en fonction de la température (T < Tm ou T > Tm des lipides 

polaires).  

Notre stratégie a consisté à utiliser une méthode non invasive d’indentation par spectroscopie 

de force AFM. Nous avons préparé des systèmes modèles permettant de mimer la variabilité des 

phases de lipides polaires présentes dans la MFGM, que nous avons observés à deux températures 

respectivement inférieure et supérieure à la Tm de la milk SM (Tm = 34.3°C) ou de l’extrait de 

lipides polaires de la MFGM (Tm=36.4°C), c’est-à-dire à T= 20°C < Tm ou à T=50°C > Tm. En 

se basant sur les travaux préliminaires présentés dans le chapitre 5, nous avons conclu que 

l’utilisation de bicouches organisées en 3D, c’est-à-dire des LUV, ne sera pas convenable à cette 

étude car ce système ne nous a pas permis de garantir la présence d’une coexistence de phases 

malgré une composition hétérogène (milk SM / DOPC). De plus, ces vésicules fabriquées par 

vortex ont des formes peu maitrisées et instables en présence du cholestérol, ce qui empêche la 

bonne application de modèles mécaniques pour ces membranes en phase liquide ordonné. 
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L’utilisation de SUV, plus stables, a également été écartée car ces objets sont trop petits pour 

visualiser une séparation de phases. Pour ces raisons, nous avons choisi de travailler sur les 

bicouches de lipides supportées (SLB) qui sont des systèmes bidimensionnels très utilisés en raison 

de leur stabilité et de leur relative facilité de fabrication (Guyomarc’h et al., 2014; Murthy et al., 

2016a; Sullan et al., 2009). Nous avons utilisé un extrait lipidique de MFGM composé de 8.7% 

milk SM, 31.6% PC, 23.5% PE, 3.4% PI and 2.8% PS (Murthy et al., 2016a), ainsi que de la milk 

SM pure et un système binaire milk SM / cholestérol (50/50 %mol) en phase liquide ordonné.  

Ces travaux nous ont permis :  

(i) de mesurer le module de Young des domaines riches en milk SM en phase gel et celui de la 

phase continue fluide à 20°C et ainsi de déterminer l’hétérogénéité d’élasticité générée par la 

coexistence de phase dans le mélange complexe de lipides polaires de la MFGM,  

(ii) d’observer la fusion des domaines riches en milk SM lors de l’élévation de température à 

50°C (T > Tm milk SM), et de mesurer le module de Young du mélange de lipides polaires de la 

MFGM en phase fluide.  

(iii) de déterminer le module de Young de membranes de milk SM en phase gel à 20°C, en 

phase fluide à 50°C et en phase liquide ordonné en présence du cholestérol quelle que soit la 

température.  
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6.2. Article 2: Élasticité des membranes de milk SM dans une phase liquide 

ordonné, gel ou fluide: investigation de l’effet de la température en absence 

ou  présence du cholestérol 

 

Elasticity of supported lipid membranes containing milk sphingomyelin in the gel, 

fluid or liquid ordered phase, determined using AFM force spectroscopy 
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*Corresponding author: Christelle LOPEZ 
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Abstract  

The biological membrane surrounding milk fat globules exhibits lateral phase separation of 

lipids, interpreted as gel or liquid-ordered phase sphingomyelin-rich (milk SM) domains dispersed 

in a fluid continuous lipid phase. The role of the phase state of the lipids on the mechanical 

properties of this membrane remains poorly known. The objective of this study was to investigate 

whether changes in the phase state of milk SM rich domains induced by temperature (T < Tm or 

T > Tm) affected the Young modulus of the lipid membrane. Special attention was given to the 

role of cholesterol, which induces liquid-ordered lateral packing of the milk SM domains. 

Supported lipid bilayers composed of a milk fat globule membrane polar lipid extract, milk SM or 

milk SM/cholesterol (50:50 mol) were investigated at 20°C and 50°C using atomic force 

microscopy (AFM) imaging and force spectroscopy. At 20°C, SM-rich domains in the gel phase 

and the surrounding fluid phase of the MFGM polar lipid extract exhibited Young modulus values 

of 15-20 MPa and 4-6 MPa, respectively. Upon heating at 50°C, the milk SM-rich domains in 

MFGM bilayers, as well as pure milk SM bilayers, melted leading to the formation of a 

homogeneous membrane with similar Young modulus values to that of a fluid phase (0-5 MPa). 

Upon addition of cholesterol to reach 50:50 % mol. to the milk sphingomyelin (milk SM), 

membranes of milk SM in the liquid-ordered phase exhibited Young modulus values of a few 

MPa, i.e. similar to those of a fluid phase, at either 20 or 50°C. This indicated that the presence of 

cholesterol fluidized milk SM membranes and inhibited phase transition upon heating.  These 

results open perspectives for the control of the stability of native or biomimetic milk fat globules 

towards heat. 

Key words: membrane, Young modulus, lipid phase, sphingomyelin, atomic force microscopy
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1. Introduction 

Biological membranes are complex systems composed of a wide spectrum of lipid molecules 

(e.g. glycerophospholipids, sphingolipids, cholesterol) and proteins. Depending on their chemical 

structure, polar lipids can be organized in different phase states as a function of temperature. 

Moreover, lipid-lipid driven interactions occurring in the plane of the membrane can lead to phase 

separation and the formation of domains [1–4]. The main lipids involved in the formation of these 

domains exhibit higher phase transition temperature Tm than ambient temperatures, e.g. the 

saturated dipalmitoylphosphatidylcholine (DPPC; Tm = 41°C, [5] and natural sphingomyelins 

(Tm close to physiological temperature; [6]. Cholesterol is also known to be involved in the 

formation of liquid-ordered (Lo) phase domains with the high Tm lipids [7].  

The biological membrane surrounding fat globules in milk, called the milk fat globule 

membrane (MFGM), is of special interest since it represents 160 m² per liter of milk and is 

involved in unique functional and biological properties, especially towards the newborn [8]. The 

MFGM is the interface between the triacylglycerol core of the milk fat globules and the aqueous 

environment of milk. It is therefore involved in many mechanisms occurring at the interface, e.g. 

presentation of signaling proteins or adsorption of enzymes, bacteria, viruses, that are important 

for the digestion of milk lipids and protection of the gastrointestinal tract. This membrane is also 

essential to ensure the physical stability of milk fat globules. The structure of the MFGM results 

from the multi-step secretion of fat globules from the epithelial cells of the mammary cells and 

corresponds to a trilayer of polar lipids and proteins, i.e, an inner monolayer, and an outer bilayer 

originating from the apical plasma membrane [9,10]. Due to its cellular origin, the MFGM contains 

mainly glycerophospholipids (PE, PC, PI, PS), sphingolipids, proteins, and cholesterol [11,12]. 

The milk-sphingomyelin (milk SM) is the main sphingolipid found in the MFGM. It represents 20 

to 35% wt of the total polar lipids and exhibits specific physical properties with a Tm = 34.3°C 

[13].  Meanwhile, the cholesterol represents 0.3 to 0.6 % wt fat in milk, with a chol:phospholipid 

mass ratio of ~1:3 [14,15], and is mainly located in the MFGM [16]. In the last decade, lipid 

domains of micron size have been observed using confocal microscopy, in situ in the MFGM 

surrounding fat globules in milk. In analogy with cellular “rafts” [17], these microdomains were 

interpreted as the lateral segregation of high Tm polar lipids, notably milk SM, dispersed in a 

continuous fluid phase matrix of unsaturated PE, PS, PI, and PC [18–20]. Individual milk SM-rich 

domains are expected to be in the gel or in the liquid-ordered phase in the absence or presence of 

cholesterol, respectively [14]. Therefore, the gel, liquid-ordered and fluid phases are expected to 

coexist in the MFGM, making it a most complex colloidal system in native milk. Studies showed 
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that the MFGM is indeed a dynamic system in which the organization of polar lipids [21–23] and 

the lipid domains are highly sensitive to temperature variations and time [14,24]. Increasing 

knowledge about the structure of the MFGM and its physical properties is therefore of primary 

interest to better control storage of human milk or to design bio-inspired lipid droplets e.g. in infant 

milk formulas. Among other physical properties, the resistance of MFGM to deformation 

(elasticity) is a key parameter to evaluate the stability of the milk fat globules towards mechanical 

stress, such as during dairy processes. In particular, the coupled influence of shear and heat is 

encountered in all stabilization operations, e.g. pasteurization or homogenization.  

As an evaluation of the elasticity, the calculation of the Young modulus out of force-

indentation atomic force microscopy (AFM) spectroscopy experiments has proven an interesting 

approach to deal with as soft samples as biomembranes. Less invasive than the measurement of 

the yield force (or breakthrough force) of membranes, which successfully discriminate the gel, 

liquid-ordered and fluid phases of model supported lipid bilayers [25,26], calculation of the Young 

modulus also has the advantage to allow comparison with other techniques or with non-supported 

membrane objects [27]. In recent years, AFM determination of the Young modulus has for instance 

yielded values in the tens to hundreds of kPa range for the heterogeneous structure of fibroblasts 

[28] or other eukaryote cell membranes  [29], for the decreased stiffness of cancer cells [30,31] or 

for the elasticity of bacterial cell wall [32]. Meanwhile, model supported lipid bilayers yield Young 

modulus values in the tens to hundreds MPa range [26,27,33,34]. In milk, only Balasuriya et al. 

[35] have reported that the Young modulus of the MFGM varied with the various fractionation or 

homogenization treatment applied. Unfortunately, the complexity of the milk fat globule surface 

did not allow direct recognition of the phases within the MFGM.  

Therefore, the objective of the present work is to evaluate the Young modulus values of the 

different lipid phases found in bilayers made of MFGM polar lipid extract, as a protein-free model 

for the native MFGM [36], using AFM imaging and force spectroscopy. The behavior of the gel 

and liquid-ordered phases will be scrutinized with respect to temperature variation from 20 to 

50°C, in order to unravel the possible role of cholesterol in stabilizing structures against 

environmental change. These temperatures were chosen as to stand respectively below and above 

the melting temperatures of the MFGM polar lipid extract (Tm=36.4°C;[13]) and of the milk SM 

(Tm=34.3°C; [13]). Hence, saturated polar lipids of the MFGM, and namely the milk SM, were in 

the gel phase at 20°C and in the liquid disordered phase (Ld) at 50°C [13]. Meanwhile, a milk 

SM/chol ratio of 50:50 % mol. has been shown to turn milk SM bilayers into liquid ordered phase 

[36], a phase state that does not show any Tm [37,38]. 
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2. EXPERIMENTAL METHODS 

2.1. Materials 

Sphingomyelin from bovine milk (milk SM; purity > 99 wt%) and cholesterol (chol; from 

ovine wool, purity > 98 wt%) were purchased from Avanti Polar Lipids (Alabaster, AL, USA). 

The MFGM polar lipid extract used in this study was the same as in Murthy et al. [13,36]. It 

contained polar lipids with the following relative weight percentages: 38.7% milk SM, 31.6% PC, 

23.5% PE, 3.4% PI and 2.8% PS, as determined by high-performance liquid chromatography 

coupled with evaporative light scattering detection [39]. Most of the long-chained saturated fatty 

acids were due to the high amount of milk SM, which contains ~20% wt. of  C16:0, C22:0 and 

C24:0; as well as ~30% wt. of C23:0 and minor amounts of other chains, especially the unsaturated 

C24:1 Figure 1. Meanwhile, a majority of the long chain base of milk SM is the C18:1 

sphingosine.  
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Figure 1. (A) Composition, in % weight of the total polar lipids, of the milk fat globule membrane (MFGM) extract 

in polar lipids PE (phosphatidylethanolamine), PI (phosphatidylinositol), PS (phosphatidylserine), PC 

(phosphatidylcholine) and MSM (milk sphingomyelin); (B) Composition, in % weight, of the fatty acids present in 

the polar lipids of the MFGM extract (in orange) and in the milk sphingomyelin as a reference (in grey). 

PIPES buffer (1,4-piperazinediethanesulfonic acid) was prepared as follows: PIPES 10 mM (purity 

≥ 99% wt; Sigma-Aldrich, Milwaukee, WI, USA), NaCl 50 mM (purity ≥ 99% wt; Sigma-

Aldrich), and CaCl2 0-5 mM as indicated in the text (purity ≥ 99% wt; Sigma-Aldrich) were 

dissolved in Milli-Q water and adjusted to pH 6.7 using NaOH 5 M. 

2.2. Methods 
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AFM imaging and force spectroscopy experiments were performed on supported lipid 

bilayers (SLB) in hydrated conditions. To form the planar SLB of MFGM polar lipids, 2.7 mL of 

PIPES-NaCl with 2 mM CaCl2 buffer were pre-heated at 60°C using a temperature-controlled 

Bioheater open liquid cell (Asylum Research, Oxford Instruments, Santa Barbara, CA, USA) 

mounted with freshly cleaved mica. Then, 300 µL of the hot SUV suspension were injected into 

the liquid cell, to reach 0.01% wt. of lipids. Introduction of calcium ions promoted vesicule fusion 

onto the mica, with no effect onto the suspension stability [36]. The samples were then incubated 

at 60°C for 1 h using an IPP programmed incubator (Memmert, Büchenbach, Germany) and 

saturated humidity chambers to prevent evaporation. The liquid cells were then slowly cooled 

down to 20°C at a linear cooling rate of 18°C per hour (~ 0.3°C per min). For the saturated milk 

SM or the milk SM/chol samples, a small drop of the hot SUV suspension (~600 µL at 0.01% wt. 

lipids) was directly deposited onto a disk of freshly cleaved mica glued on a stainless steel 

substrate. The sample was then incubated at 60°C for 1 h and cooled down to 20°C at a linear 

cooling rate of 35°C per hour (~ 0.6°C per min). Finally, the sample was carefully immobilized 

onto the temperature-controlled magnetic Peltier stage of a Cooler-Heater open liquid cell set at 

20°C (Asylum Research, Oxford Instruments, Santa Barbara, CA, USA).  

Once equilibrated at 20°C, the SLB composed of the MFGM polar lipid extract, milk SMor milk-

SM/cholesterol were carefully and extensively rinsed with the same PIPES buffer as during 

incubation onto mica. The SLB were then characterized by AFM at 20°C and at 50°C after their 

heating using the temperature controlled cells, at a rate of 0.5°C.min-1.  

Imaging of the SLB s was performed in contact mode using an Asylum Research MFP-3D Bio 

AFM (Oxford Instrument, Santa Barbara, CA, USA) and MLCT probes (nominal spring constant 

k ~0.03 N.m-1, Bruker Nano Surfaces, Santa Barbara, CA, USA). Individual probes were calibrated 

extemporaneously at 20°C then 50°C using the thermal noise method. The sensitivity was taken 

on the deflection curves beyond the breakthrough point of the membrane, i.e. when the tip was 

pressed against mica. The typical scan rate was 1 Hz for 512 × 512 pixels images. Up to 8 images 

with different scan sizes varying from 20 × 20 μm2 to 2 × 2 μm2 were recorded at various locations, 

on three different bilayers. The height difference between the lipid domains and the continuous 

phase was measured using cross sections of different images.  

Force mapping was performed on the same imaged area and using the same probe as for AFM 

imaging. Typically, an applied load of up to 200 pN and a piezo speed of 2 μm.s−1 were used. 

Then, the bilayers elasticity E was calculated by fitting the force curves using the classical Hertz 

model:  

https://www.asylumresearch.com/Products/ClosedFluidCell/ClosedFluidCell.shtml
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Figure 2. (A) AFM topography images and the corresponding Young modulus (E) map of supported milk fat globule 

membrane (MFGM) polar lipid extract bilayers. In the orange and green inserts, we show the E histograms obtained 

after batch analysis of the individual force curves separately recorded upon separated mapping onto the fluid phase or 

gel phase, respectively. (B) Typical AFM topography images, with different scan sizes, of supported lipid bilayers of 

mixtures of MFGM polar lipids (left column), the corresponding Young modulus (E) mapping experiments (center 

column), and the resulting E histograms obtained after batch analysis of the individual force curves (right column). 

The white arrows indicate subdomains and the colors of the square symbols refer to the maps’ color scale, showing 

the existence of bimodal distributions. All images and force mapping experiments were performed in PIPES-NaCl-

CaCl2 buffer, pH 6.7, at 20°C. 
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composition of the fluid phase, thereby increasing the complexity for optimal lateral packing of 

the molecules.  

 

Figure 3. (A) Effect of heating on the lateral organization and the mechanical properties of MFGM polar lipids 

supported bilayers investigated by atomic force microscopy. AFM images and the corresponding Young modulus 

mapping and histograms were recorded at 20°C and 50°C in PIPES-NaCl-CaCl2 buffer, pH 6.7. (B) Typical force-

distance curve recorded in the gel or fluid phases at 20°C or in the fluid phase at 50°C.  
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3.2. Role of phase state on the elasticity of milk SMbilayers  

In the native MFGM, cholesterol may be involved in the formation of liquid-ordered (Lo) 

phase domains that have been observed at as elevated temperature as 60°C, e.g. above the Tm of 

the MFGM or of the milk SM [14]. The Young modulus values of these Lo phase domains, mainly 

composed of milk SMand cholesterol, need further investigation to provide information useful in 

a biological context. Previous reports showed that the addition of 25-30 % mol cholesterol in 

binary 50:50 % mol SM/DOPC bilayers induced dispersion or inversion of the domain phase 

[46,58–60]. Equally, the addition of cholesterol to the MFGM polar lipid extract bilayers, to reach 

a milk SM/chol ratio of 50:50 % mol, induced the almost complete dispersion of the Lo milk 

SMrich domains into the fluid (Ld) phase [13,36]. Therefore, resolution of the Young modulus 

mapping was expected to be too low to properly image such systems. For these reasons, it was 

decided to prepare milk SMand milk-SM/cholesterol bilayers, as models of the ordered-phase 

domains of the MFGM. In this part of the study, we therefore examined the Young modulus values 

of milk SMbilayers as a function of their phase state, i.e. in the gel phase (T = 20°C; [13,61]) , in 

the Ld phase (T = 50°C; [13,61] ), and in the Lo phase (with 50 mol% of cholesterol in the bilayer, 

T = 20 and 50°C; [36]).  

Topography images at 20 and 50°C (Figure 4B,D,I,J) showed that both the milk SMand the 

milk-SM/chol hydrated bilayers were homogeneously flat, thereby indicating that the composition 

and phase state of the milk SM/chol bilayers were evenly distributed. In particular, no gel/Lo phase 

coexistence could be suspected in the milk SM/chol bilayers at 20°C. At that temperature, the 

Young modulus values of milk SM in the gel phase ranged from 2 to 50 MPa with a mean value 

of EmilkSM-gel = 18 ± 6 MPa. These values are slightly higher than those of the gel phase domains 

in MFGM lipids (p < 0.05). This may be explained by differences in the polar lipid compositions, 

where domains in the MFGM polar lipid extract may also contain other saturated molecules than 

the milk SM, thereby increasing the complexity and decreasing order. Furthermore, the increased 

molarity in calcium in the buffer may increase molecular order and the membrane rigidity [43,62] 

. At 50°C, all Young modulus values of milk SM membranes in the fluid Ld phase were inferior 

to 10 MPa, with a mean of Emilk SM-Ld = 4.3 ± 3 MPa (Figure 4 A and C ). This result showed 

that the melting of the gel phase state of milk SMinto the Ld phase, induced by heating the samples 

from 20 to 50°C, significantly decreased the Young modulus values E of the milk SM membranes. 

This is in agreement with the results obtained with the MFGM polar lipid extract, where the milk 

SM-rich domains are also expected to be in the gel phase at 20°C.  
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Figure 4. Effect of the phase state of milk SM, as modified by temperature and cholesterol, on the topography and 

Young modulus values of supported milk SM bilayers. AFM topography images, Young modulus mapping and the 

corresponding histograms were recorded at 20°C or 50°C in PIPES-NaCl-CaCl2 buffer, pH 6.7. 

 

Figure 5 shows a comparison between the Young modulus values recorded on milk SM and milk 

SM/chol (50:50% mol) bilayers at 20°C or 50°C. In the presence of cholesterol, the Young 

modulus values of the milk SM bilayers in the Lo phase were Emilk SM-Lo-20°C = 1.9 ± 0.5 MPa and 

Emilk SM-Lo-50°C = 1 ± 0.2 MPa at 20°C and 50°C, respectively. Therefore, the Young modulus value 

of milk SM in the gel phase was higher than that of the same lipid in the Lo phase. This in 

accordance with the described fluidizing effect of cholesterol onto gel-phase polar lipid packing 

of sphingomyelins [3,4,7,63–66] or of DPPC [67]. By intercalating between lipid acyl tails, 

cholesterol prevents ordered packing of lipids, thus increasing their freedom of motion [65]. In the 

same line, cholesterol has also been shown to decrease the bending rigidity of gel-phase 

sphingomyelin in vesicle membranes [55,68]. The fluidizing effect of cholesterol was also 

indirectly observed in domains of MFGM polar lipid extract membranes, through the decrease of 

the height mismatch H and of the breakthrough force values measured onto the domains with 
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cholesterol addition [13,36].  

Irrespective of the temperature, the Young modulus values of the milk SM/chol were 

however lower than those of the Ld phase of pure milk SM at 50°C (Figure 4.B, K and L, p < 

0.05). This was somewhat unexpected as order of the Lo phase is normally greater than that of the 

Ld phase [4], thanks to the condensing effect of cholesterol that reduces molecular area of the 

(fluidized) saturated polar lipids in the domains [69]. Tighter lipid packing is expected to increase 

interactions between adjacent molecules and hence, mechanical resistance. In melted DPPC 

bilayers (T > Tm = 41°C), Redondo-Morata et al. [49] measured greater breakthrough force values 

in the presence (Lo phase) than in absence of cholesterol (Ld phase). Similarly, Liang et al. [70] 

showed that Egg PC bilayers (T>Tm = -15°C) exhibited higher Young modulus when cholesterol 

was added (i.e., in Lo phase rather than Ld). From the analysis of liposomes of several 

compositions with both fluorescence and AFM force spectroscopy, Takechi-Haraya et al. [71] 

calculated increasing bending rigidities in the order Ld < Lo < gel phase. On the other hand, 

interfacial elasticity has been shown to be lowest for the Lo phase, when compared to that of liquid-

condensed (~gel) or liquid-expansed (~Ld) phases of sphingomyelin monolayers [72].  

Finally, it could be noticed that milk SM in the Lo phase at 20°C exhibited lower Young modulus 

values (2 MPa) than the fluid (Ld) phase of the MFGM at the same temperature (~6 MPa). Chiantia 

et al. [73] or Sullan et al., [60] however reported that the force needed to puncture Lo SM-rich 

domains were significantly higher than for a Ld DOPC rich-phase, but this essentially holds true 

for amounts of cholesterol < 25 % mol. For higher amounts, both Ld and Lo phases of a biphasic 

saturated SM/unsaturated polar lipids bilayers merge into similar breakthrough force values [36]. 

Overall, we conclude that milk SM bilayers exhibited dramatically higher elasticity (tens of MPa 

order or magnitude) when in the gel phase, as compared with the Ld or Lo phases. The latter phases 

showed close Young modulus values of a few MPa, but the Lo phase seemed unexpectedly less 

elastic than the Ld phase [71].   
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Figure 5. Comparison of the average Young modulus values obtained at 20°C or at 50°C in PIPES-NaCl-CaCl2 buffer, 

pH 6.7, on indenting milk SM or milk SM/chol (50:50% mol) supported bilayers. 

 

These results show that cholesterol plays an important role in modulating the stiffness or 

softness of biological membranes, by fluidizing the gel phase state into Lo molecular packing. 

Moreover, cholesterol in equimolar amount to the milk SM counterpart is capable of maintaining 

the membrane phase into a stable Lo structure, with almost constant elasticity with respect to the 

temperature. In cells, and most importantly in SM-rich cellular “rafts”, cholesterol is likely to be 

implicated in the regulation of membrane curvature, which is important for many cellular events 

such as membrane fusion, budding, etc [71,74–77]. 

In the MFGM, the cholesterol content is in the order of 1 mol of chol for ~2 mol of polar lipids, 

i.e. over 1 to 1 molecule with respect to the milk SM only. Meanwhile, the human erythrocyte 

membrane contains up to 45 % mol of cholesterol [78,79]. Even though the distribution and fluxes 

of cholesterol in cells are complex [80], this indicates that gel phase is probably inhibited in many 

biologically relevant situations, even though indirect observations pointed to some gel phase 

domains in the MFGM [14]. The high amounts of cholesterol in plasmatic membranes, compared 

to those used in model vesicle or supported membranes, may account for the lower Young modulus 
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values generally found when directly probing cells or milk fat globules. Research is still necessary 

to more closely investigate structures of the lipid phases actually existing in biological membranes 

and their role in the modulation of some of the cells functional properties [79,81]. In the case of 

the milk fat globule, these research open perspectives for a better understanding of its reactivity 

towards mechanical or heat stresses, and hence for a better control of its maneuverability during 

dairy operations. Finally, better knowledge of the MFGM and its physical properties will help the 

design of biomimetic milk fat globules, as improved substitutes for the protein-emulsified oil 

droplets currently used in infant formula milks. 

4. CONCLUSION 

Combination of AFM imaging and the non-invasive mapping of the Young modulus values 

of MFGM, milk SM and milk SM/chol bilayers has evidenced direct correlation between the lipid 

phases and their elastic property. Among all phases, the gel phase present in domains at T<Tm 

exhibited largest Young modulus values of the tens of MPa order of magnitude. Meanwhile, liquid-

disordered and liquid-ordered phases exhibited Young moduli of a few MPa. The fact that the 

Young modulus value of the Lo phase was almost invariant with temperature adds to the multiple 

actions of cholesterol towards polar lipid bilayers [82]. This is new evidence that the finely tuned 

and complex sterol/polar lipid composition of biological membranes such as the MFGM is in the 

core of the membranes’ biological functions. 
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6.3. Bilan du chapitre 6 et perspectives  

Sur la base d’un modèle proche de l’organisation des lipides polaires dans la MFGM, nous avons 

pu valider notre hypothèse selon laquelle l’hétérogénéité de structure induite par la coexistence de 

plusieurs phases conduit à une hétérogénéité mécanique dans le plan de la membrane. En effet, la 

caractérisation par AFM, à 20°C, des membranes modèles de MFGM a révélé la présence de deux 

phases différentes interprétées comme étant le résultat de la ségrégation des lipides saturés 

notamment la milk SM dans des domaines, et des lipides insaturés dans une phase continue. 

L'analyse des images AFM a montré que la différence de hauteur entre les domaines gel et la 

matrice fluide environnante était de ~ 0.7 nm. La combinaison de l'imagerie et de la cartographie 

de force AFM ont montré que les domaines riches en milk SM dans la phase gel, présentaient un 

module de Young plus élevé à 20 °C que celui de la phase fluide continue. Après le chauffage à 

50 °C, les domaines ont subi une transition de phase gel/fluide qui s’est traduite par la disparition 

du contraste topographique et mécanique, avec pour résultat de faibles valeurs de module de 

Young (4 MPa). Dans un second temps, nous avons mesuré le module de Young sur la milk SM 

en phase gel, fluide et liquide ordonné formée en présencede cholestérol. Le module de Young 

calculé sur les membranes milk SM/chol (50:50% mol) était faible, avec des valeurs similaires à 

celles d'une phase fluide, de l’ordre de 2 MPa. Au contraire de la phase gel, les propriétés élastiques 

de ces membranes en phase liquide ordonné n’ont pas été affectées par l’augmentation de la 

température. En accord avec la littérature, le cholestérol a donc effectivement montré un effet 

fluidifiant sur les membranes de milk SM en phase gel ainsi qu’une abolition de la transition de 

phase, et nous montrons que l’effet sur l’élasticité des membranes est significatif.  

Les résultats présentés dans ce chapitre ont donc confirmé la présence d’une hétérogénéité 

mécanique dans le plan des membranes biologiques modèles et que le cholestérol et la température 

ont un fort impact sur l’organisation des molécules par conséquent sur les propriétés physiques de 
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Chapitre 7: Comment l’état de phase des phospholipides (gel vs 

fluide) et l’hétérogénéité de composition de milk SM affectent les 

propriétés élastiques des membranes ?  

7.1. Introduction  

Les résultats présentés dans le quatrième et le sixième chapitre ont permis de confirmer que 

l’organisation des lipides polaires dans la membrane du globule gras conduit à une séparation de 

phases entre les acides gras saturés, qui se ségrègent en domaines en phase ordonnée, et les acides 

gras insaturés, qui forment une phase continue fluide. Au-delà des différences mécaniques que 

nous avons pu observer entre les deux phases présentes dans des membranes modèles composées 

d’un extrait lipidique de la MFGM, nous avons voulu aller plus loin dans la compréhension du 

rôle de la structure chimique de lipides sur les propriétés mécaniques des membranes. De plus, 

nous avons voulu aborder cette question pour des objets sphériques comme le globule gras. Nos 

objectifs étaient donc d’étudier (i) l’effet de l’état de phase des lipides polaires laitiers en lien avec 

leur structure moléculaire et (ii) l’effet de l’hétérogénéité de composition chimique sur la 

modulation des propriétés mécaniques des membranes. Notre stratégie a consisté à utiliser des 

systèmes contrôlés en composition, et de complexité croissante. Pour cela, nous avons utilisé des 

lipides modèles tels que la dioléoylphosphatidycholine (DOPC, insaturée O=C18 :1 ; Tm=-20°C), 

la dipalmitoylphosphatidylcholine (DPPC, saturée P=16:0 ; Tm= 41°C), des sphingomyélines 

synthétiques (palmitoylsphingomyéline, C16 :0-SM, Tm= 41°C; lignoceroylsphingomyéline, 

C24 :0-SM, Tm= 46°C; nervonoylsphingomyéline, C24 :1-SM, Tm= 27°C) et la sphingomyéline 

du lait (milk SM, Tm=35°C) qui contient plusieurs espèces moléculaires majoritairement saturées 

(91% de C16:0, C22:0, C23:0, C24:0 et 3% de C24:1). A partir de ces lipides polaires, des 

vésicules unilamellaires de petite taille (ou « liposomes ») ont été préparées et caractérisées dans 

les mêmes conditions en utilisant différentes techniques physiques (calorimétrie, AFM, XRD…). 

Les mesures de forces ont été obtenues par nanoindentation des vésicules par AFM (Delorme and 

Fery, 2006; Liang et al., 2004a). L’acquisition des données de nanoindentation sur des bicouches 

non supportées et l’utilisation d’un modèle théorique de calcul adapté à la géométrie des 

liposomes, ont permis de quantifier deux paramètres caractéristiques des propriétés élastiques des 

membranes lipidiques : le module de Young et la rigidité de courbure. Les résultats de ce chapitre 

sont présentés en deux parties : (1) la première sera dédiée à l’étude de l’effet de l’état de phase 

en comparant les propriétés physiques et mécaniques des membranes composées de DOPC ou de 

DPPC (insaturé vs saturé); (2) La deuxième sera consacrée à l’étude de l’effet de l’hétérogénéité 

de composition sur les propriétés mécaniques de la milk SM où les deux systèmes purs précédents 
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seront utilisés comme références. Pour pouvoir comprendre la réponse mécanique de membranes 

hétérogènes, comme celles contenant de la milk SM, nous avons utilisé des systèmes modèles 

composés de SM synthétiques de longueurs de chaînes et de degré d’insaturation différents, purs 

ou en mélange. L’étude par AFM à l’échelle moléculaire nous a également permis d’étudier les 

caractéristiques topographiques de bicouches composées de SM synthétiques. L’assemblage des 

SM à différentes longueurs de chaîne peut générer plusieurs phases gel, selon le type 

d’interdigidation formée, ce qui peut avoir des conséquences sur les propriétés thermiques et 

physiques de la membrane.  

 

 

 

 

 

 

 

 



158 
 
 

Ces travaux ont fait l’objet de plusieurs valorisations scientifiques.  

 

- Ils ont été présentés dans une communication orale au cours des 7èmes Rencontres de la Biologie 

et de la Physique du Grand Ouest, les 23-24 juin 2016 à Nantes.  

-Ils ont également été présentés sous la forme de posters : 

i) Au congrès international AFM Biomed, les 11-15 avril 2016 à Porto, Portugal;  

ii) Au congrès mondial de la fédération internationale du lait (IDF world dairy 

summit), les 16-21 octobre 2016 à Rotterdam, Pays-Bas ; 

iii) Et au congrès Euro Fed Lipid, les 27-30 août 2017 à Uppsala, Suède.  

- Enfin, les résultats obtenus dans ce chapitre ont fait l’objet d’un article publié dans le journal 

Langmuir concernant l’effet d’état de phase sur les propriétés mécaniques des membranes. Un 

deuxième article est en préparation et concerne les travaux réalisés sur l’effet de la composition 

lipidique de la milk SM. La mesure des épaisseurs des membranes de SM synthétiques a été utilisée 

dans un troisième article accepté dans le journal Biochimica Biophysica Acta : Biomembranes, en 

annexe de cette thèse.  

7.2. Article 3: Propriétés élastiques des membranes composées de 

phospholipides laitiers en phase gel ou en phase fluide: indentation de 

liposomes par AFM  
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7.3. Article 4: Propriétés élastiques de bicouches de sphingomyéline du lait 

(milk SM) en phase gel: effets de l’hétérogénéité de la composition 

naturelle en longueur et saturation des chaînes acyles, étudiée par 

indentation de liposomes par AFM 
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Abstract 

Sphingomyelin (SM) molecules are major lipid components of plasma membranes that are 

involved in functional domains. Among natural SMs, that found in milk (milk SM) exhibits 

important acyl chain heterogeneities in terms of length and saturation, which could affect the 

biophysical properties and biological functions of the milk fat globule membrane or of liposome 

carriers. In this study, the thermotropic and mechanical properties of milk SM, synthetic C16:0-

SM, C24:0-SM and the binary mixtures C16:0-SM/C24:0-SM (50:50 % mol) and C24:0-

SM/C24:1-SM (95:5 % mol) bilayer membranes were investigated using differential scanning 

calorimetry and atomic force microscopy, respectively. Results showed that acyl chain length, 

heterogeneity and unsaturation affected i) the temperature of phase transition of SM bilayers, and 

ii) the mechanical properties of liposome (diameter < 200 nm) membranes in the gel phase, e.g. 

the Young modulus E and the bending rigidity kC. This study increases our knowledge about the 

key role of naturally complex lipid compositions in tailoring the physical properties of biological 

membranes. It could be also used in liposomes development e.g. to select the suitable lipid 

composition according to usage. 

Keywords: lipid membrane, sphingolipid, liposome, atomic force microscopy, Young modulus, acyl chain 

length asymmetry 
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1. Introduction 

Biological membranes are composed of a plethora of lipid molecular species (e.g. 

glycerophospholipids, sphingolipids, cholesterol) organized as bilayers in which proteins are 

inserted. Sphingolipids are a complex group of polar lipids, among which sphingomyelin (SM) 

molecules are of increasing interest (Slotte, 2016, 2013). As a major constituent of mammal cell 

plasma membranes, SM molecules are found at particularly high concentrations in the myelin 

sheaths of nerve cells, in brain, eye lens and red blood cells (Maté et al., 2014; Slotte, 2013). SM 

is also present in membranes from egg and milk. Compared to other membrane lipids, the typical 

properties of SM molecules are their asymmetric molecular structure and their extensive hydrogen-

bonding capacity (Slotte, 2016). They exhibit a gel to liquid-disordered phase transition 

temperature close to physiological temperatures (Filippov et al., 2006) and generate domains in 

the membrane bilayer (Simons and Vaz, 2004). Together with other sphingolipids, SM also have 

an important functional role as precursors of sphingolipid signalling molecules, i.e. ceramides and 

other sphingolipid metabolites (Duan et al., 1995; Stancevic and Kolesnick, 2010). The role of SM 

molecular diversity in the domain formation and stabilization, in the mechanical properties of 

membranes and biological significance is not completely understood. Authors reported that 

asymmetric phospholipids exhibited lower bending or stretching moduli than their symmetric 

counterparts (Ali et al., 1998; Rawicz et al., 2000). Maté and coworkers furthermore showed that 

the nature of the acyl chains of SM affected the rupture force of model membranes and domain 

formation (Maté et al., 2014). Further investigations are required to better understand the relation 

between the complex chemical composition of natural SMs and the mechanical properties of 

membranes. 

Among natural SMs, those found in milk have raised specific attention for the last decade 

since it is edible, biocompatible, and has been reported to provide interesting nutritional and health 

benefits (Duan, 2005; Zanabria et al., 2013). Milk SM is located in the biological membrane 

surrounding the fat globules (called the milk fat globule membrane, MFGM) and in the plasma 

membrane of the lactating mammary cells from which the MFGM originates (Heid and Keenan, 

2005; Keenan et al., 1970). Structural investigations performed by confocal laser scanning 

microscopy revealed the formation of milk SM rich microdomains in the MFGM surrounding fat 

globules in milks (Gallier et al., 2010; Lopez et al., 2010; Lopez and Ménard, 2011; Nguyen et al., 

2015; Zou et al., 2015; Gallier et al., 2015; Et-Thakafy et al., 2017b). Experiments performed at 

the nanoscale using atomic force microscopy (AFM) on supported planar lipid bilayers showed 

that these SM-rich domains have a higher resistance to rupture than the surrounding fluid phase 
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composed of unsaturated polar lipids (Murthy et al., 2016a). AFM imaging studies also reported 

that the complex composition of milk SM molecular species leads to gel-gel phase separation in 

the plane of the membrane (Guyomarc’h et al., 2014, 2017). The way the different molecular 

species of milk SM accommodate in the gel phase could affect the mechanical properties of the 

membrane, the physical stability of milk fat globules, and could be involved in biological functions 

(e.g. insertion of proteins in the SM-rich domains, hydrolysis by enzymes such as 

sphingomyelinases). The relationship between the complex chemical composition of milk-SM, its 

thermotropic behaviour and its mechanical properties in membranes could also affect the 

properties of delivery systems such as liposomes prepared with milk SM alone (Yoshimoto and 

Todaka, 2014) or in mixture with the whole milk polar lipids from the MFGM (Thompson and 

Singh, 2006), for food, cosmetic or pharmaceutical applications. However, little is known on the 

relationship between the heterogeneous chemical composition of milk SM membranes and their 

mechanical properties.  

In addition to allow imaging, AFM has proven to be an adapted method to investigate by 

force spectroscopy the mechanical properties of supported planar membranes at the nanoscale 

(Maté et al., 2014; Sullan et al., 2009; Murthy et al., 2016b, 2016a). However, determination of 

the membrane elasticity using AFM requires careful and narrow experimental conditions not to be 

affected by the support (Jacquot et al., 2014; Et-Thakafy et al., 2017a). Moreover, measurement 

of the mechanical properties of bilayers are especially relevant on volumetric objects, such as 

liposomes, to take curvature of the membrane into account (Et-Thakafy et al., 2017a). So far, the 

mechanical properties of bilayer membranes organized as three dimensional liposomes were 

mostly investigated for single phospholipid compositions (Delorme and Fery, 2006; Hantz et al., 

1986; Liang et al., 2004a, 2004b). It was recently showed that AFM is able to provide discriminant 

information on the elastic properties of curved membranes by comparing liposomes of unsaturated 

or saturated phospholipids in the fluid or gel phases respectively (Et-Thakafy et al., 2017a, 

Takechi-Haraya et al., 2016), thus opening perspectives for more detailed investigation.  

The objectives of this paper were therefore to investigate the thermal and mechanical 

properties of SM-containing membranes, to determine the Young modulus E and the bending 

rigidity kC of milk SM liposome membranes in the gel phase and to examine the effect of the 

complexity of the individual SM molecular species, i.e. heterogeneities in acyl chain length, 

composition or unsaturation. Our strategy was to measure, using AFM force spectroscopy, the 

indentation of liposome membranes composed of the complex but natural milk-SM, synthetic SM 
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molecules and binary mixtures of synthetic SM molecules (i.e. saturated acyl chains with various 

lengths: C16:0-SM/C24:0-SM; saturated and unsaturated acyl chains: C24:0-SM/C24:1-SM). 

2. Experimental  

2.1. Materials 

Sphingomyelin from bovine milk (milk-SM, purity > 99%) was purchased from Avanti Polar 

Lipids (Alabaster, AL, USA). Milk SM has a complex chemical composition, with variations of 

both the acyl chain on the C1 and on the long-chain sphingoid base on the C2 (Fig. 1A). The 

majority (~44% wt.) of the long chain sphingoid base is a 18-carbon sphingosine that carries one 

trans double bond (Byrdwell and Perry, 2007). On the C2, the acyl chain ranges from 16 to 24 

atoms of carbon with C16:0, C22:0 and C24:0 being about 20% wt each and C23:0 over 30% wt. 

Furthermore, there are a few % wt of mono-unsaturated C24:1. Therefore, the milk SM contains 

highly asymmetric chain lengths with chain mismatch that can induce interdigitation in the bilayer, 

as reported for C24:0-SM (Levin et al., 1985; Li et al., 2001).  

The synthetic SM molecules N-palmitoyl-D-erythro-sphingosylphosphorylcholine (d18:1/16:0; 

C16:0-SM, purity > 99%), N-lignoceroyl-D-erythro-sphingosylphosphorylcholine (d18:1/24:0; 

C24:0-SM, purity > 99%), N-nervonoyl-D-erythro-sphingosylphosphorylcholine (d18:1/24:1; 

C24:1-SM, purity > 99%) were purchased from Avanti Polar Lipids (Alabaster, AL, USA; Fig. 

1B). PIPES buffer (1,4-piperazinediethanesulfonic acid) was prepared as follows: PIPES 10 mM 

(purity ≥ 99% wt; Sigma-Aldrich, Milwaukee, WI, USA), NaCl 50 mM (purity ≥ 99% wt; Sigma-

Aldrich), and CaCl2 10 mM (purity ≥ 99% wt; Sigma-Aldrich) were dissolved in Milli-Q water 

and adjusted to pH 6.7 using NaOH 5 M. 

 



173 
 
 

 

Fig. 1. (A) Structure of the milk sphingomyelin (milk SM); the left panel shows the composition of the long chain 

base (in green), after Byrdwell and Perry (2007); and the right panel shows the N-acyl chain composition (in orange) 

after the Avanti Polar Lipids web site (https://avantilipids.com). (B) Molecular structures of the synthetic palmitoyl 

sphingomyelin (C16:0-SM); lignoceroyl sphingomyelin (C24:0-SM) and nervonoyl sphingomyelin (C24:1-SM). (C) 

Molecular arrangements of symmetric (C16:0-SM) or asymmetric (C24:0-SM) sphingomyelin molecules in gel-phase 

bilayers, showing the two possible interdigitated gel phases of the asymmetric C24:0-SM due to the mismatch between 

the sphingosine and the acyl chains. 

2.2. Methods 

2.2.1. Differential scanning calorimetry (DSC) 
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equilibrated at 20°C, the preparations were gently and extensively rinsed with PIPES-NaCl-CaCl2 

buffer to remove non-adsorbed liposomes and keep the patches of SPLB. AFM imaging of the 

patches of SPLB was then performed in the same PIPES buffer in contact mode using MLCT 

probe (nominal spring constant k ~0.07 N.m-1 – Bruker Nano Surfaces) with the parameters cited 

above. All images were planefitted (0th order), masked to select the domains, flattened (1st order) 

then planefitted again in order to fit the surface and eliminate unwanted features from scan lines 

(e.g. noise, tilt). For each sample, the thickness of the bilayer (noted d) was measured from cross 

sections of the AFM images. 

2.2.5. Statistical analysis 

The results are presented as mean value ± standard deviation. Analysis of variance was 

performed using the General Linear Model procedure of Statgraphics Plus version 5 (Statistical 

Graphics Corp., Englewood Cliffs, NJ). Differences were regarded significant for p < 0.05. 

3. Results and discussion 

3.1. Thermotropic behavior of milk SM and synthetic SM bilayers 

Figure 2 shows the DSC heating thermograms of the SM multilamellar vesicles recorded in 

PIPES-NaCl-CaCl2 buffer at pH 6.7. All the samples exhibited a thermotropic gel to liquid-

disordered phase transition for temperatures ranging from 28 to 52°C which means that all the 

SM-containing bilayers were in the gel phase at 20°C (i.e. the temperature chosen for AFM 

measurements). Milk SM exhibited a broad and asymmetric endotherm corresponding to a gel to 

liquid-disordered phase transition (Shaw et al., 2012; Murthy et al., 2015) with Tm = 33°C, in 

agreement with previous reports (Filippov et al., 2012; Malmsten et al., 1994; Murthy et al., 2015).   
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Fig. 2. Differential scanning calorimetry (DSC) thermograms of multilamellar vesicles prepared with milk 

sphingomyelin (milk-SM), palmitoyl sphingomyelin (C16:0-SM), lignoceroyl sphingomyelin (C24:0-SM), their 

equimolar mixture C16:0-SM/C24:0-SM and the mixture of 95% mol C24:0-SM with 5% mol nervonoyl-

sphingomyelin (C24:1-SM) when in the form of multilamellar vesicles in 10 mM PIPES, 50 mM NaCl and 10 mM 

CaCl2, pH 6.7.  The temperatures of the transitions of milk SM and synthetic SM liposomes are given above the 

respective DSC signals.  

 

The DSC signal recorded for C16:0-SM showed a main cooperative endotherm with Tm = 41°C, 

in agreement with literature (Björkqvist et al., 2009; Jimenez-Rojo et al., 2014). This sharp 

transition results from the chemical structure of C16:0-SM molecules that exhibit sphingosine and 

N-acyl with similar lengths, resulting in a clear matching between the two hydrophobic moieties. 

The C24:0-SM bilayers exhibited 2 endotherms on heating at 42°C and 47°C (Tm), in accordance 

with previous studies (Björkqvist et al., 2009; Jimenez-Rojo et al., 2014). The lower Tm recorded 

for C16:0-SM compared to C24:0-SM means that the Tm of synthetic SM increases with the acyl 

chain length, as already reported (Koynova and Caffrey, 1995; Jimenez-Rojo et al., 2014).  
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Sample DLS AFM 

Mean diameter 

Dh (nm) 

Equivalent Mean 

Diameter D (nm) 

Height 

H (nm) 

Width 

W (nm) 

Milk SM 119 ± 58 185 ± 24 99 ± 53 560 ± 290 

C16:0-SM 95± 59 225 ± 68 81 ± 36 426 ± 100 

C24:0-SM 119 ± 65 302 ± 27 93 ± 41 627 ± 300 

C24:0-SM/C16:0-

SM (50:50%mol) 

122 ± 77 266 ± 90 92 ± 38 521 ± 243 

C24:0-SM/C24:1-

SM (95:5%mol) 

136 ± 75 134 ± 32 71± 22 198 ±40 

 

AFM imaging was used to measure the average height H and basal width W of the liposomes 

adsorbed onto the substrate (Table 1), and to calculate the mean diameter D of spheres of 

equivalent volume. The high width W of the adsorbed liposomes compared to their height H 

revealed that the liposomes deformed into spherical cap geometry upon adsorption onto the flat 

silicon surface, in agreement with previous reports (Liang et al., 2004b; Colas et al., 2007; Et-

Thakafy et al., 2017a). The mean diameter D of the adsorbed liposomes calculated from the AFM 

images was somewhat larger but yet belonged to the size distribution of liposomes determined by 

DLS (Dh values) after SUV formation (Table 1). This difference may be due to the fact that larger 

individual liposomes were preferably chosen out of large-area images to perform close-up views 

and indentation measurement, while DLS considered a large number of liposomes, as previously 

discussed (Et-Thakafy et al., 2017a). These results indicate that liposomes adsorbed individually 

onto silicon, without aggregation nor coalescence. 

 

3.3.1. Bilayer thickness of milk SM and synthetic SM molecules 

The lipid bilayer thickness d is an important parameter involved in the determination of the 

Young modulus E of membranes using the shell theory (see section 2.5.2.). In a first set of 
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experiments, the thickness d of bilayers formed by milk SM, by the synthetic SMs C16:0-SM or 

C24:0-SM, and by the binary mixtures C16:0-SM/C24:0-SM (50:50 % mol) or C24:0/C24:1-SM 

(95:5 % mol) were determined. Figure 3 shows AFM images of the supported planar lipid bilayers 

(SPLB) patches of SM bilayers at 20°C in PIPES-NaCl-CaCl2 buffer at pH=6.7. This experimental 

temperature was below the phase transition temperatures of the SM samples (i.e. milk SM and 

synthetic SM) determined by DSC (Fig. 2) and then, all the supported planar SM bilayers were 

regarded as being in the gel phase. AFM topography images allowed the determination of the 

average value of the thickness d of each type of bilayer in the gel phase, calculated as the height 

difference between the surface of the substrate and the surface of the bilayer patch (Fig. 3; n = 29 

measurements on 5-10 patches over 2-5 images).  
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was increasingly correlated with the acyl chain length. Rupture force is somewhat correlated with 

compression ridigity, and hence, increases with d (Evans, 1974). Furthermore, stronger hydrogen 

bonding between sphingoid backbones of adjacent SM molecules, compared to that of glycerol 

backbones of the PC (Quinn, 2012), was expected to increase the mechanical stability of the milk 

SM bilayers compared to DPPC. The outcome of this comparison calls the role of sphingomyelins 

into question, as their relatively low elasticity, with respect to their structure, may bear important 

consequences on the physical properties of membrane domains (or “rafts”).  It points to the roles 

of both the lipid composition and the asymmetry of SM species on the mechanical properties of 

biological membranes containing naturally complex SM, among which the milk SM (i.e. for the 

latter, the apical plasma membrane of the lactating cells and the milk fat globule membrane). This 

also holds true for liposomes formulated using the milk SM or other naturally complex SM 

sources. To investigate this, liposomes of controlled compositions were fabricated in order to 

evaluate different aspects of the heterogeneity: mixture, chain length (hence asymmetry) and 

unsaturation. 

3.3.3. Mechanical properties of synthetic SM liposome membranes 

Figure 5 shows the Young modulus E values determined for the liposome membranes 

composed of C16:0-SM, C24:0-SM and the binary mixtures C24:0-SM/C16:0-SM and C24:0-

SM/C24:1-SM.  
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Fig. 5. Typical 3-dimensional reconstitution of AFM images of liposomes adsorbed onto silicon substrate (left panel) 

and the corresponding Young modulus distributions (right panel) of : (A) palmitoyl sphingomyelin (C16:0-SM; n = 

180); (B) lignoceroyl sphingomyelin  (C24:0-SM; n = 90); (C) C24:0-SM/C16:0-SM (50:50%mol; n = 230) and (D) 

C24:0-SM/ nervonoyl-sphingomyelin (C24:0-SM/C24:1-SM 95:5%mol; n=85). (B) and (C) histograms show the 

Young modulus distributions calculated for high and low thickness of the C24:0-SM and the C24:0-SM/C16:0-SM 

bilayers (grey for the high thickness d, blue for low thickness d). All measurements were recorded in aqueous PIPES-

NaCl-CaCl2 medium at pH = 6.7 and at 20°C. SM= sphingomyelin. Solid lines represent Gaussian fittings.  
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The mean Young modulus E values and the bending rigidity kC values of all liposome 

membranes measured in this work using AFM indentation at 20°C, compared with the E and kC 

values measured for DOPC and DPPC in the same experimental conditions (Et-Thakafy et al., 

2017a) are presented in Figure 6. The mechanical properties of the milk SM liposome membrane 

in the gel phase were distinctly different from those of the model membranes composed of pure 

synthetic SM. Moreover, significant differences were clearly observed between the SM samples 

despite their common phase state, i.e. gel phase.  

Since all segments of the molecular structure of the polar lipid exhibit interactions and are 

involved in the mechanical properties of membranes, they all need to be considered. Indeed, the 

hydrophobic moieties (hydrocarbon chains) of the polar lipids interact across the molecules 

through steric, hydrophobic and van der Waals intermolecular interactions while the hydrophilic 

region (head group) is characterized by steric and electrostatic interactions (Israelachvili et al., 

1980; Quinn, 2012). At the SM/water interface region, the sphingoid or glycerol backbone is the 

place of important hydrogen bonding due to the presence of the hydroxyl and/or amide groups 

(Boggs, 1987; Quinn, 2012).  
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Fig. 6. Comparison of the Young modulus E (A) and bending rigidity kC (B) values of liposomes membranes of 

various compositions: dioleoylphosphatidylcholine (DOPC), milk sphingomyelin (milk SM), 

dipalmitoylphosphatidylcholine (DPPC), palmitoyl sphingomyelin (C16:0-SM), lignoceroyl sphingomyelin (C24:0-

SM), C24:0-SM/C16:0-SM (50:50 % mol) and C24:0-SM/ nervonoyl-sphingomyelin (C24:0-SM/C24:1-

SM=95:5%mol), determined by AFM indentation (PIPES buffer,  pH= 6.7,  T=20°C. Analysis of variance; Different 

letters indicate significant difference (p < 0.05).  
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3.3.3.1 Role of the backbone 

 By comparing the C16:0-SM and DPPC bilayers, the effect of hydrogen bonding at the 

backbone segment could be estimated. Both molecules indeed bear a similar head, in identical 

aqueous environment, as well as symmetrical or near-symmetrical acyl chains on C1 and C2. In 

spite of the frequent trans unsaturation of the long chain base (Fig. 1), it was found that the average 

Young modulus of C16:0-SM liposomes (EC16:0-SM = 188 MPa) was significantly higher (p < 0.05) 

than that of DPPC (EDPPC = 116 MPa; Fig. 4-6). Possibly, this resulted from the higher hydrogen 

bonding capacity of the sphingoid backbone of SM molecules compared to that of the glycerol 

(Quinn, 2012), for the same N-acyl chain length and for similar molecular area in comparable 

conditions (~0.47 nm2) (Smaby et al., 1994) at membrane-like surface pressure (i.e. 30 mN.m-1; 

Marsh, 1996).  

3.3.3.2. Role of the acyl chain length 

In order to investigate the effect of the acyl chain length on the mechanical properties of 

liposome membranes, the synthetic SM molecules C16:0-SM and C24:0-SM were chosen, as 

corresponding to the extreme chain lengths found in milk SM (Fig. 1 A). Liposomes of C16:0-SM 

or C24:0-SM were imaged (Fig. 5) and indented in the gel phase using AFM, yielding histograms 

of the Young modulus E distributions with significant differences (p < 0.05; Fig.5A,B; Fig. 6). 

The average values determined for C16:0-SM bilayers were EC16:0-SM = 188 ± 63 MPa. The average 

Young modulus E values determined for C24:0-SM bilayers depended on the thickness of the 

bilayer and then on the possible interdigitation. In addition to the acyl chain length, the 

organization of the molecules within the bilayer should be considered. Indeed, packing in the gel 

phase of long chain saturated SM such as C24:0-SM involves interdigitation to minimize free 

space (Levin et al., 1985; Maulik and Shipley, 1995; Reed and Shipley, 1987). In the “fully 

interdigitated” packing, the acyl chains penetrate through the whole membrane and the ends of the 

sphingosine chains come opposite. In the “mixed interdigitated” packing, each acyl chain end faces 

the end of a sphingosine chain on the opposing leaflet. The effect of the type of interdigitation of 

C24:0-SM on the mechanical properties of membranes is not known. Also, the type of 

interdigitation formed in small liposomes (diameter < 200 nm) with high curvature constraints is 

not known. Therefore, we decided to calculate E and kC for each observed thickness. Hence, EC24:0-

SM = 262 ± 47 MPa for d = 7.5 nm (mixed interdigitated organization) or EC24:0-SM = 471± 181 MPa 

for d = 5.6 nm (full interdigitated organization). The corresponding bending rigidities were also 

determined where kC- C16:0-SM = 52 ± 21×10-19J, kC- C24:0-SM = 123 ± 47×10-19J for d = 7.5 nm (mixed 

interdigitated organization) and kC- C24:0-SM = 100 ± 35×10-19J for d = 5.6 nm (full interdigitated 
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organization). Therefore, the Young modulus E and the bending rigidity kC of the liposome 

membranes increased with the length of the N-acyl chain. Interestingly, the Young modulus 

distributions calculated for the C24:0-SM liposomes were monomodal, indicating that there was 

no obvious separation between liposomes in different molecular arrangements.  

These results showed that an increase in the number of the carbon atoms in the saturated acyl 

chain of SM leads to an increase i) in the temperature of gel to fluid phase transition (Fig. 2), ii) 

in the maximum bilayer thickness d of the gel phase at 20°C (Fig. 3), iii) in the Young modulus E 

and the bending rigidity kC of the liposome membranes in the gel phase (Fig. 6). At 30 mN.m-1, 

the average area per lipid decreases for in increasing saturated chain length, i.e. from 0.525 nm2 

for C16:0-SM to 0.477 nm2 for C24:0-SM (Li et al., 2000; Niemelä et al., 2006). This decrease in 

the area per lipid favors van der Waals interactions along the acyl chain (attractive interactions), 

and consequently enhances the ordering of the acyl chains and increases the elasticity of the 

liposome bilayer. However, discrepancies exist in literature about the relationship between the acyl 

chain length of SM molecules and the mechanical properties of the membranes. Using AFM force 

spectroscopy on supported planar bilayers, Maté et al. (2014) showed a significantly lower 

breakthrough force for C24:0-SM compared to C16:0-SM. On the other hand, the presented results 

were in agreement with previous results on symmetric PCs showing that the mechanical stability 

or the elasticity of planar lipid bilayers increased linearly with acyl chain length from C14:0 to 

C20:0 (Garcia-Manyes and Sanz, 2010). Previous works furthermore showed that the bending 

rigidity of phosphatidyl membrane in the gel phase increased with the acyl chain length 

(Fernandez-Puente et al., 1994) or that the decrease in bending rigidity of DMPC membrane was 

mainly induced by the thinning of the bilayer due to the presence of small molecules such as 

pentanol (Safinya et al., 1989).  

3.3.3.3. Role of the heterogeneity: mixture of SM with different acyl chain lengths 

In order to investigate the effect of the mixture of SM with various acyl chain lengths on the 

mechanical properties of membranes, liposomes composed of the binary system C16:0-SM/C24:0-

SM (50:50 % mol) were prepared. The Young modulus E and bending rigidity kC obtained on the 

liposome membranes of C24:0-SM/C16:0-SM were in the range E = 214 – 287 MPa and kC = 59 

- 69×10-19 J, respectively. In details, the calculated values were E = 214 ± 58 MPa and kC = 69 ± 

23×10-19J for d = 6.6 nm attributed to the mixed interdigitated organization of C24:0-SM; or E = 

287 ± 58 MPa and kC = 59 ± 20×10-19J for d = 5.7 nm attributed to C16:0-SM + C24:0-SM in the 

fully interdigitated organization) (Fig. 5C and 6). The E and kC values determined for C16:0-

SM/C24:0-SM (50:50 % mol) membranes fell between those obtained on liposomes membranes 
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of C16:0-SM or C24:0-SM (p < 0.05; Fig.5 and 6). This result revealed that the heterogeneity 

induced by the codispersion of SM molecules with various acyl chain lengths had a significant 

effect on the mechanical properties of lipid membranes. The decrease of both the Young modulus 

E and bending rigidity kC of C24:0-SM bilayers related to the introduction of C16:0-SM seemed 

to reflect a destabilization effect on the stiffest lipid packing due to the chain length difference.  

Furthermore, both E and kC distributions were clearly monomodal, which suggested that liposomes 

contained both C16:0-SM and C24:0-SM and did not part into homogeneous vesicles of either 

lipid. AFM images of SLBs of equimolar C16:0-SM/C24:0-SM indeed showed that C16:0-SM 

and C24:0-SM closely intercalate in the plane of the bilayer, even though partitioning existed 

(Guyomarc’h et al., 2017). Moreover, the broad endothermic processes composed by at least two 

overlapped peaks and their shift towards lower temperatures (Fig. 2) are in favor of a mixing of 

C16:0-SM with C24:0-SM in the bilayers, with a lower packing order compared to C24:0-SM 

alone in the bilayer.   

3.3.3.4. Role of the unsaturated N-acyl chains 

Although unsaturated acyl chains are present in low amounts in milk SM (Fig. 1 A), it was 

suggested that they could affect the organization of SM molecules in the gel phase (Garcia-Arribas 

et al., 2017; Guyomarc’h et al., 2017). Therefore, one may expect consequences on the mechanical 

properties of the liposome membranes. Liposomes were prepared with a mixture of C24:0-SM and 

C24:1-SM (cis; double bond) at a molar ratio of 95:5 close to that of milk SM and the same number 

of carbon atoms for both SM (i.e. 24 atoms of carbon). The Young modulus value of C24:0-

SM/C24:1-SM was found to be EC24:0-SM/C24:1-SM = 80 ± 24 MPa (d = 6.7 nm) with the 

corresponding bending rigidity kC= 27 ± 10×10-19J. Although the C24:1-SM was present in small 

proportion, its presence dramatically reduced the mechanical properties of the mixed membrane 

compared to the membrane composed of C24:0-SM (EC24:0-SM = 262 or 471 MPa ; kC= 123 ± 

47×10-19J or 100 ± 35×10-19J; p < 0.05). 

These results indicate that C24:1-SM mixed with C24:0-SM and perturbed the packing of 

C24:0-SM molecules. This is in agreement with AFM force spectroscopy measurements showing 

that a significant lower breakthrough force was needed to disrupt supported planar bilayers 

composed of C24:1-SM compared to C24:0-SM (Maté et al., 2014), or to disrupt complex 

membranes were C24:1-SM was present instead of C16:0-SM (García-Arriba et al., 2017). From 

a structural point of view, a cis unsaturated double bond introduces a tilt in the hydrocarbon chain, 

thus disrupting the lateral lipid packing. This disruption creates free space within the bilayer that 

https://en.wikipedia.org/wiki/Double_bond
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lipids and hence, their elasticity. The heterogeneity of acyl chains produces disorder induced by 

the differences in chain length and saturation (Janmey and Kinnunen, 2006). The arrangement of 

different SM molecules with different structures and different Tm values probably leads to 

organization “defects” in the bilayer’s lateral packing. This alteration is pronounced in the 

presence of unsaturated fatty acids, as was observed for the mixture C24:0-SM/C24:1-SM (95:5 

% mol). This is in agreement with previous works reporting that the structure of individual 

molecular species (acyl chain length, asymmetry, unsaturation) and hence the intermolecular 

interactions between neighboring lipids have a significant impact on various mechanical properties 

of these bilayers (Niggemann et al., 1995; Marsh, 2006; Garcia-Manyes and Sanz, 2010; Maté et 

al., 2014). This important finding not only increases our understanding of the relationship between 

the SM composition, their packing order in the gel phase and the consequences on liposome 

membranes. It also defines the heterogeneity of the acyl chain as key characteristic of the milk-

SM, and probably of other natural SM sources.  

The complex chemical composition of milk SM (and probably of other natural SMs) could 

play an important role in modeling the physical properties of biological membranes, such as to 

decrease the mechanical contrast between domains in the gel phase and the surrounded fluid phase 

of unsaturated phospholipids, to allow protein insertion or transmembrane transfers, etc... 

Furthermore, milk SM contains a high amount of long chain saturated acyl chains with chain 

mismatch, able to interdigitate. Interdigitation in the gel phase has been postulated to enhance the 

formation and / or stabilization of lipid domains in biological membranes (Schram and Thompson, 

1995). Interdigitation of the long acyl chains into the opposing leaflet could also provide a 

mechanism for transmission of information across cell membranes (Schmidt et al., 1978). Among 

the plethora of lipid molecules, C24:1-SM is now known to be present in mammalian plasma 

membranes, but its influence on the physical properties of the bilayer has been poorly explored. 

Despite C24:1-SM is present in high amount in erythrocyte ghosts (i.e. 24 to 42.4 % of SM 

molecules) (Maté et al., 2014), it is present at a low weight percentage in milk SMfound in whole 

milk or MFGM (i.e. 3.8% wt) (Sanchez-Juanes et al., 2009). In other areas, the milk SM shows a 

considerable potential to be used for the development of liposome models, being an attractive 

compound for biocompatible pharmaceutical and cosmetic applications (Singh et al., 2012; Vesper 

et al., 1999). Its mechanical and thermotropic behavior (Tm near to the physiological temperature 

37°C) could be advantageous to optimize the fluidity and permeability of liposome membranes for 

the temperature-controlled release of the encapsulated material (Singh et al., 2012; Yoshimoto and 

Todaka, 2014). Based on this research, it is therefore possible to control the physical properties of 
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liposomes by carefully selecting a membrane composition with the suitable Tm, according to well-

defined objectives. 

4. Conclusion 

Natural sphingomyelins found in biological membranes exhibit complex compositions that 

may affect their physical properties in biological context. To address this, the elastic properties of 

unsupported and curved liposome membranes were evaluated using AFM force spectroscopy and 

the shell theory, to yield calculation of the Young modulus E and the bending rigidity kC. The 

results showed that the length of hydrocarbon chains increases both the Young’s modulus and kC 

values of the membrane, whereas heterogeneity induced by mixture of various chain lengths or 

insaturation had an opposite effect. These results explain why the milk SM exhibited unexpectedly 

weak Young modulus E when in the gel phase, as compared to DPPC. This approach opens 

perspectives for the detailed comprehension of the mechanical properties of natural membranes, 

involving complex polar lipid mixtures, and for the design of versatile liposomes. 

ACKNOWLEDGMENTS 

The doctoral fellowship of author Et-Thakafy was funded by INRA CEPIA and Région 

Bretagne (France) under the grant ARED 8806. The Asylum Research MFP 3D-BIO atomic force 

microscope was funded by the European Union (FEDER), the French Ministry of Education and 

Research, INRA, Conseil Général 35 and Rennes Métropole.  

REFERENCES 

Ali, S., Smaby, J.M., Momsen, M.M., Brockman, H.L., Brown, R.E., 1998. Acyl chain-length 

asymmetry alters the interfacial elastic interactions of phosphatidylcholines. Biophys. J. 

74, 338–348. 

Bermúdez, H., Hammer, D.A., Discher, D.E., 2004. Effect of Bilayer Thickness on Membrane 

Bending Rigidity. Langmuir 20, 540–543. doi:10.1021/la035497f 

Berry, J.D., Mettu, S., Dagastine, R.R., 2017. Precise measurements of capsule mechanical 

properties using indentation. Soft Matter 13, 1943–1947. doi:10.1039/C6SM02841A 

Björkqvist, Y.J.E., Brewer, J., Bagatolli, L.A., Slotte, J.P., Westerlund, B., 2009. 

Thermotropic behavior and lateral distribution of very long chain sphingolipids. 

Biochim. Biophys. Acta BBA - Biomembr. 1788, 1310–1320. 

doi:10.1016/j.bbamem.2009.02.019 



195 
 
 

Boggs, J.M., 1987. Lipid intermolecular hydrogen bonding: influence on structural 

organization and membrane function. Biochim. Biophys. Acta BBA-Rev. Biomembr. 

906, 353–404. 

Boggs, J.M., 1980. Intermolecular hydrogen bonding between lipids: influence on 

organization and function of lipids in membranes. Can. J. Biochem. 58, 755–770. 

Butt, H.-J., Franz, V., 2002. Rupture of molecular thin films observed in atomic force 

microscopy. I. Theory. Phys. Rev. E 66, 031601. 

Byrdwell, W.C., Perry, R.H., 2007. Liquid chromatography with dual parallel mass 

spectrometry and 31P nuclear magnetic resonance spectroscopy for analysis of 

sphingomyelin and dihydrosphingomyelin. J. Chromatogr. A 1146, 164–185. 

doi:10.1016/j.chroma.2007.01.108 

Colas, J.-C., Shi, W., Rao, V.M., Omri, A., Mozafari, M.R., Singh, H., 2007. Microscopical 

investigations of nisin-loaded nanoliposomes prepared by Mozafari method and their 

bacterial targeting. Micron 38, 841–847. 

Delorme, N., Fery, A., 2006. Direct method to study membrane rigidity of small vesicles based 

on atomic force microscope force spectroscopy. Phys. Rev. E 74. 

doi:10.1103/PhysRevE.74.030901 

Duan, R.-D., 2005. Anticancer compounds and sphingolipid metabolism in the colon. In Vivo 

19, 293–300. 

Duan, R.-D., Nyberg, L., Nilsson, \AAke, 1995. Alkaline sphingomyelinase activity in rat 

gastrointestinal tract: distribution and characteristics. Biochim. Biophys. Acta BBA-

Lipids Lipid Metab. 1259, 49–55. 

Et-Thakafy, O., Delorme, N., Gaillard, C., Mériadec, C., Artzner, F., Lopez, C., Guyomarc’h, 

F., 2017a. Mechanical Properties of Membranes Composed of Gel-Phase or Fluid-Phase 

Phospholipids Probed on Liposomes by Atomic Force Spectroscopy. Langmuir 33, 

5117–5126. doi:10.1021/acs.langmuir.7b00363 

Et-Thakafy, O., Guyomarc’h, F., Lopez, C., 2017b. Lipid domains in the milk fat globule 

membrane: Dynamics investigated in situ in milk in relation to temperature and time. 

Food Chem. 220, 352–361. doi:10.1016/j.foodchem.2016.10.017 

Evans, E.A., 1974. Bending resistance and chemically induced moments in membrane 

bilayers. Biophys. J. 14, 923–931. 

Fernandez-Puente, L., Bivas, I., Mitov, M.D., Méléard, P., 1994. Temperature and chain 

length effects on bending elasticity of phosphatidylcholine bilayers. EPL Europhys. Lett. 

28, 181. 



196 
 
 

Fery, A., Weinkamer, R., 2007. Mechanical properties of micro- and nanocapsules: Single-

capsule measurements. Polymer 48, 7221–7235. doi:10.1016/j.polymer.2007.07.050 

Filippov, A., Munavirov, B., Gröbner, G., Rudakova, M., 2012. Lateral diffusion in equimolar 

mixtures of natural sphingomyelins with dioleoylphosphatidylcholine. Magn. Reson. 

Imaging 30, 413–421. doi:10.1016/j.mri.2011.12.010 

Filippov, A., Orädd, G., Lindblom, G., 2006. Sphingomyelin Structure Influences the Lateral 

Diffusion and Raft Formation in Lipid Bilayers. Biophys. J. 90, 2086–2092. 

doi:10.1529/biophysj.105.075150 

Gallier, S., Gragson, D., Jiménez-Flores, R., Everett, D., 2010. Using Confocal Laser 

Scanning Microscopy To Probe the Milk Fat Globule Membrane and Associated 

Proteins. J. Agric. Food Chem. 58, 4250–4257. doi:10.1021/jf9032409 

Gallier, S., Vocking, K., Post, J.A., Van De Heijning, B., Acton, D., Van Der Beek, E.M., 

Van Baalen, T., 2015. A novel infant milk formula concept: Mimicking the human milk 

fat globule structure. Colloids Surf. B Biointerfaces 136, 329–339. 

doi:10.1016/j.colsurfb.2015.09.024 

Garcia-Arribas, A.B., González-Ramírez, E.J., Sot, J., Areso, I., Alonso, A., Goni, F.M., 2017. 

Complex effects of 24: 1 sphingolipids in membranes containing dioleoyl 

phosphatidylcholine and cholesterol. Langmuir. 

Garcia-Manyes, S., Sanz, F., 2010. Nanomechanics of lipid bilayers by force spectroscopy 

with AFM: A perspective. Biochim. Biophys. Acta BBA - Biomembr. 1798, 741–749. 

doi:10.1016/j.bbamem.2009.12.019 

Glaubitz, M., Medvedev, N., Pussak, D., Hartmann, L., Schmidt, S., Helm, C.A., Delcea, M., 

2014. A novel contact model for AFM indentation experiments on soft spherical cell-

like particles. Soft Matter 10, 6732. doi:10.1039/C4SM00788C 

Guyomarc’h, F., Chen, M., Et-Thakafy, O., Zou, S., Lopez, C., 2017. Gel-gel phase separation 

within milk sphingomyelin domains revealed at the nanoscale using atomic force 

microscopy. Biochim. Biophys. Acta BBA - Biomembr. 1859, 949–958. 

doi:10.1016/j.bbamem.2017.02.010 

Guyomarc’h, F., Zou, S., Chen, M., Milhiet, P.-E., Godefroy, C., Vié, V., Lopez, C., 2014. 

Milk Sphingomyelin Domains in Biomimetic Membranes and the Role of Cholesterol: 

Morphology and Nanomechanical Properties Investigated Using AFM and Force 

Spectroscopy. Langmuir 30, 6516–6524. doi:10.1021/la501640y 



197 
 
 

Hantz, E., Cao, A., Escaig, J., Taillandier, E., 1986. The osmotic response of large unilamellar 

vesicles studied by quasielastic light scattering. Biochim. Biophys. Acta BBA-

Biomembr. 862, 379–386. 

Heid, H.W., Keenan, T.W., 2005. Intracellular origin and secretion of milk fat globules. Eur. 

J. Cell Biol. 84, 245–258. doi:10.1016/j.ejcb.2004.12.002 

Israelachvili, J.N., Marčelja, S., Horn, R.G., 1980. Physical principles of membrane 

organization. Q. Rev. Biophys. 13, 121–200. 

Jacquot, A., Francius, G., Razafitianamaharavo, A., Dehghani, F., Tamayol, A., Linder, M., 

Arab-Tehrany, E., 2014. Morphological and Physical Analysis of Natural Phospholipids-

Based Biomembranes. PLoS ONE 9, e107435. doi:10.1371/journal.pone.0107435 

Janmey, P.A., Kinnunen, P.K.J., 2006. Biophysical properties of lipids and dynamic 

membranes. Trends Cell Biol. 16, 538–546. doi:10.1016/j.tcb.2006.08.009 

Jimenez-Rojo, N., García-Arribas, A.B., Sot, J., Alonso, A., Goñi, F.M., 2014. Lipid bilayers 

containing sphingomyelins and ceramides of varying N-acyl lengths: A glimpse into 

sphingolipid complexity. Biochim. Biophys. Acta BBA - Biomembr. 1838, 456–464. 

doi:10.1016/j.bbamem.2013.10.010 

Keenan, T.W., Morré, D.J., Olson, D.E., Yunghans, W.N., Patton, S., 1970. Biochemical and 

morphological comparison of plasma membrane and milk fat globule membrane from 

bovine mammary gland. J. Cell Biol. 44, 80–93. 

Koynova, R., Caffrey, M., 1995. Phases and phase transitions of the sphingolipids. Biochim. 

Biophys. Acta BBA-Lipids Lipid Metab. 1255, 213–236. 

Levin, I.W., Thompson, T.E., Barenholz, Y., Huang, C.–., 1985. Two types of hydrocarbon 

chain interdigitation in sphingomyelin bilayers. Biochemistry.  24, 6282–6286. 

Li, X.-M., Momsen, M.M., Smaby, J.M., Brockman, H.L., Brown, R.E., 2001. Cholesterol 

Decreases the Interfacial Elasticity and Detergent Solubility of Sphingomyelins †. 

Biochemistry (Mosc.) 40, 5954–5963. doi:10.1021/bi002791n 

Li, X.-M., Smaby, J.M., Momsen, M.M., Brockman, H.L., Brown, R.E., 2000. Sphingomyelin 

interfacial behavior: the impact of changing acyl chain composition. Biophys. J. 78, 

1921–1931. 

Liang, X., Mao, G., Ng, K.Y.S., 2004a. Mechanical properties and stability measurement of 

cholesterol-containing liposome on mica by atomic force microscopy. J. Colloid 

Interface Sci. 278, 53–62. doi:10.1016/j.jcis.2004.05.042 



198 
 
 

Liang, X., Mao, G., Simon Ng, K.., 2004b. Probing small unilamellar EggPC vesicles on mica 

surface by atomic force microscopy. Colloids Surf. B Biointerfaces 34, 41–51. 

doi:10.1016/j.colsurfb.2003.10.017 

Lopez, C., Briard-Bion, V., Ménard, O., Beaucher, E., Rousseau, F., Fauquant, J., Leconte, 

N., Robert, B., 2011. Fat globules selected from whole milk according to their size: 

Different compositions and structure of the biomembrane, revealing sphingomyelin-rich 

domains. Food Chem. 125, 355–368. doi:10.1016/j.foodchem.2010.09.005 

Lopez, C., Madec, M.-N., Jimenez-Flores, R., 2010. Lipid rafts in the bovine milk fat globule 

membrane revealed by the lateral segregation of phospholipids and heterogeneous 

distribution of glycoproteins. Food Chem. 120, 22–33. 

doi:10.1016/j.foodchem.2009.09.065 

Lopez, C., Ménard, O., 2011. Human milk fat globules: Polar lipid composition and in situ 

structural investigations revealing the heterogeneous distribution of proteins and the 

lateral segregation of sphingomyelin in the biological membrane. Colloids Surf. B 

Biointerfaces 83, 29–41. doi:10.1016/j.colsurfb.2010.10.039 

Malmsten, M., Bergenståhl, B., Nyberg, L., Odham, G., 1994. Sphingomyelin from milk-

characterization of liquid crystalline, liposome and emulsion properties. J. Am. Oil 

Chem. Soc. 71, 1021–1026. 

Marsh, D., 2006. Elastic curvature constants of lipid monolayers and bilayers. Chem. Phys. 

Lipids 144, 146–159. doi:10.1016/j.chemphyslip.2006.08.004 

Marsh, D., 1996. Lateral pressure in membranes. Biochim. Biophys. Acta BBA-Rev. 

Biomembr. 1286, 183–223. 

Maté, S., Busto, J., García-Arribas, A., Sot, J., Vazquez, R., Herlax, V., Wolf, C., Bakás, L., 

Goñi, F., 2014. N-Nervonoylsphingomyelin (C24:1) Prevents Lateral Heterogeneity in 

Cholesterol-Containing Membranes. Biophys. J. 106, 2606–2616. 

doi:10.1016/j.bpj.2014.04.054 

Maulik, P.R., Shipley, G.G., 1996. N-palmitoyl sphingomyelin bilayers: structure and 

interactions with cholesterol and dipalmitoylphosphatidylcholine. Biochemistry. 35, 

8025–8034. 

Maulik, P.R., Shipley, G.G., 1995. X-ray diffraction and calorimetric study of N-lignoceryl 

sphingomyelin membranes. Biophys. J. 69, 1909–1916. 

Murthy, A.V.R., Guyomarc’h, F., Lopez, C., 2016a. The temperature-dependent physical state 

of polar lipids and their miscibility impact the topography and mechanical properties of 



199 
 
 

bilayer models of the milk fat globule membrane. Biochim. Biophys. Acta BBA - 

Biomembr. 1858, 2181–2190. doi:10.1016/j.bbamem.2016.06.020 

Murthy, A.V.R., Guyomarc’h, F., Lopez, C., 2016b. Cholesterol Decreases the Size and the 

Mechanical Resistance to Rupture of Sphingomyelin Rich Domains, in Lipid Bilayers 

Studied as a Model of the Milk Fat Globule Membrane. Langmuir 32, 6757–6765. 

doi:10.1021/acs.langmuir.6b01040 

Murthy, A.V.R., Guyomarc’h, F., Paboeuf, G., Vié, V., Lopez, C., 2015. Cholesterol strongly 

affects the organization of lipid monolayers studied as models of the milk fat globule 

membrane: Condensing effect and change in the lipid domain morphology. Biochim. 

Biophys. Acta BBA - Biomembr. 1848, 2308–2316. doi:10.1016/j.bbamem.2015.06.014 

Nguyen, H.T.H., Ong, L., Beaucher, E., Madec, M.-N., Kentish, S.E., Gras, S.L., Lopez, C., 

2015. Buffalo milk fat globules and their biological membrane: in situ structural 

investigations. Food Res. Int. 67, 35–43. doi:10.1016/j.foodres.2014.10.022 

Niemelä, P.S., Hyvönen, M.T., Vattulainen, I., 2006. Influence of Chain Length and 

Unsaturation on Sphingomyelin Bilayers. Biophys. J. 90, 851–863. 

doi:10.1529/biophysj.105.067371 

Niggemann, G., Kummrow, M., Helfrich, W., 1995. The bending rigidity of 

phosphatidylcholine bilayers: dependences on experimental method, sample cell sealing 

and temperature. J. Phys. II 5, 413–425. 

Quinn, P.J., 2012. Lipid–lipid interactions in bilayer membranes: Married couples and casual 

liaisons. Prog. Lipid Res. 51, 179–198. doi:10.1016/j.plipres.2012.01.001 

Rawicz, W., Olbrich, K., McIntosh, T., Needham, D., Evans, E., 2000. Effect of chain length 

and unsaturation on elasticity of lipid bilayers. Biophys. J. 79, 328–339. 

Reed, R.A., Shipley, G.G., 1987. Structure and metastability of N-

lignocerylgalactosylsphingosine (cerebroside) bilayers. Biochim. Biophys. Acta BBA-

Biomembr. 896, 153–164. 

Reissner, E., 1947. Note on the Membrane Theory of Shell of Revolution. Stud. Appl. Math. 

26, 290–293. 

Safinya, C., Sirota, E., Roux, D., Smith, G., 1989. Universality in interacting membranes: the 

effect of cosurfactants on the interfacial rigidity. Phys. Rev. Lett. 62, 1134. 

Sanchez-Juanes, F., Alonso, J.M., Zancada, L., Hueso, P., 2009. Glycosphingolipids from 

bovine milk and milk fat globule membranes: a comparative study. Adhesion to 

enterotoxigenic Escherichia coli strains. Biol. Chem. 390. doi:10.1515/BC.2009.003 



200 
 
 

Schäfer, E., Vache, M., Kliesch, T.-T., Janshoff, A., 2015. Mechanical response of adherent 

giant liposomes to indentation with a conical AFM-tip. Soft Matter 11, 4487–4495. 

Schmidt, C., Barenholz, Y., Huang, C., Thompson, T., 1978. Monolayer coupling in 

sphingomyelin bilayer systems. Nature 271, 775–777. 

Schram, V., Thompson, T.E., 1995. Interdigitation does not affect translational diffusion of 

lipids in liquid crystalline bilayers. Biophys. J. 69, 2517–2520. 

Shaw, K.P., Brooks, N.J., Clarke, J.A., Ces, O., Seddon, J.M., Law, R.V., 2012. Pressure–

temperature phase behaviour of natural sphingomyelin extracts. Soft Matter 8, 1070–

1078. doi:10.1039/C1SM06703F 

Simons, K., Vaz, W.L.C., 2004. Model Systems, Lipid Rafts, and Cell Membranes. Annu. 

Rev. Biophys. Biomol. Struct. 33, 269–295. 

doi:10.1146/annurev.biophys.32.110601.141803 

Singh, H., Thompson, A., Liu, W., Corredig, M., 2012. Liposomes as food ingredients and 

nutraceutical delivery systems. Encapsulation Technol. Deliv. Syst. Food Ingred. 

Nutraceuticals Woodhead Publ. Ltd. Camb. UK 287–318. 

Slotte, J.P., 2016. The importance of hydrogen bonding in sphingomyelin’s membrane 

interactions with co-lipids. Biochim. Biophys. Acta BBA-Biomembr. 1858, 304–310. 

Slotte, J.P., 2013. Molecular properties of various structurally defined sphingomyelins ? 

Correlation of structure with function. Prog. Lipid Res. 52, 206–219. 

doi:10.1016/j.plipres.2012.12.001 

Smaby, J.M., Brockman, H.L., Brown, R.E., 1994. Cholesterol’s interfacial interactions with 

sphingomyelins and-phosphatidylcholines: hydrocarbon chain structure determines the 

magnitude of condensation. Biochemistry. 33, 9135–9142. 

Stancevic, B., Kolesnick, R., 2010. Ceramide-rich platforms in transmembrane signaling. 

FEBS Lett. 584, 1728–1740. doi:10.1016/j.febslet.2010.02.026 

Sullan, R.M.A., Li, J.K., Zou, S., 2009. Direct Correlation of Structures and Nanomechanical 

Properties of Multicomponent Lipid Bilayers. Langmuir 25, 7471–7477. 

doi:10.1021/la900395w 

Takechi-Haraya, Y., Sakai-Kato, K., Abe, Y., Kawanishi, T., Okuda, H., & Goda, Y. (2016). 

Atomic force microscopic analysis of the effect of lipid composition on liposome membrane 

rigidity. Langmuir, 32(24), 6074-6082. DOI: 10.1021/acs.langmuir.6b00741 

Thompson, A.K., Singh, H., 2006. Preparation of liposomes from milk fat globule membrane 

phospholipids using a microfluidizer. J. Dairy Sci. 89, 410–419. 



https://fr.wikipedia.org/wiki/Lipide


202 
 
 

X. Aux grands angles, les vésicules de DPPC (MLV) ont montré un pic à q= 1.5 Å-1 associé à un 

arrangement dans une structure bien définie en réseau pseudo-hexagonal. Au contraire, le DOPC 

ne présentait aucun pic ce qui prouve son état désordonné ou fluide. Pour la caractérisation 

mécanique, nous avons travaillé sur deux systèmes différents : les vésicules unilamellaires de 

petite taille (SUV, organisation tridimensionnelle) et les bicouches lipidiques supportées (SLB, 

organisation bidimensionnelle). Pour chaque lipide, des vésicules ont été préparées puis 

caractérisées par DLS et TEM. La microscopie électronique TEM a permis de vérifier que les 

vésicules sont bien unilamellaires. La technique DLS a permis de mesurer leur diamètre, d’environ 

100-150 nm, et de s’assurer que les objets observés en AFM correspondent bien à des vésicules 

en comparant les diamètres moyens mesurés par les deux techniques. Les vésicules ont été 

immobilisées sur une surface de silice afin d’imager et d’indenter les vésicules sans les déplacer. 

Les mesures de force par AFM ont été effectuées à 20°C en utilisant une pointe de type MLCT de 

constante de raideur de 0.03 N.m-1 et en appliquant une force maximale de 200 pN. Les données 

obtenues sous forme de courbes de force ont été traitées selon le modèle mécanique « shell theory » 

adapté à la géométrie des vésicules. Nous avons montré que le module de Young (E) et la rigidité 

de courbure (kC) ainsi obtenus, marqueurs des propriétés élastiques des membranes, étaient 

respectivement de 13 ± 9 MPa et de 0.9 ± 0.6×10-19J pour les vésicules de DOPC en phase fluide. 

Ils étaient donc plus faibles que ceux de la membrane de SUV de DPPC en phase gel (E=116 ± 

45MPa ; kC = 15.5 ± 6×10-19J). En comparaison, des SLB ont été formées à partir de la fusion des 

mêmes SUV sur du mica, grâce à une cinétique de refroidissement bien définie passant de 60°C à 

20°C. Le calcul du module de Young des SLB par AFM a également été réalisé dans les mêmes 

conditions que sur les vésicules, sauf que le modèle de Hertz a été utilisé pour s’adapter à la 

géométrie du système. Nous avons trouvé que cette approche produisait des valeurs plus dispersées 

et était moins discriminante que les mesures réalisées sur les vésicules. Pratiquée avec précaution 

(pour éviter l’effet de la compression de la membrane contre le mica), la mesure sur les SLB reste 

néanmoins une approche valide. En utilisant une pointe plus fine (MSNL), une distance de 

parcours de la pointe et une force appliquée plus élevées (20 nN), nous avons également pu 

perforer les SLB et mesurer la force de rupture (breakthrough force) FB des membranes. Nous 

avons enregistré une FB de 7.3 nN pour le DPPC et de 2.5 nN pour le DOPC, ce qui est 

significativement différent et montre que cette approche est bien adaptée pour les SLB. En 

revanche, elle fournit une donnée qui n’est pas comparable avec d’autres techniques, au contraire 

du module de Young qui peut être obtenu par différents moyens (chapitre 1, synthèse 

bibliographique). 
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De ces résultats, nous avons conclu que l'insaturation de la chaîne acyl des lipides polaires a 

un fort effet sur les propriétés physico-chimiques des membranes biologiques quelle que soit 

l’organisation de la bicouche de lipides (2D ou 3D). En effet, la présence de la double liaison 

introduit une courbure dans les queues hydrophobes des lipides, ce qui perturbe leur arrangement 

compact au sein de des bicouches, réduisant les forces d'interactions entre molécules voisines, d'où 

l’effet fluidifiant de la membrane et l’affaiblissement de leur élasticité.  

Dans la seconde partie de ce chapitre, nous avons voulu déterminer le rôle de la composition 

lipidique dans la modulation des propriétés mécaniques des membranes biologiques telles que la 

MFGM, qui possèdent une composition complexe pour chaque classe de lipides polaires. En 

particulier, la milk SM qui est un composant essentiel des domaines lipidiques de la MFGM, est 

un bon modèle de composition hétérogène. Comme précédemment, des SUV ont été fabriquées et 

caractérisées dans les mêmes conditions de pH, température et tampon, à l’aide des mêmes 

méthodes. Les résultats ont montré que les membranes des SUV en phase gel de milk SM (Tm = 

33°C) avaient respectivement un module de Young de 78 ± 43 MPa et une rigidité de courbure de 

22 ± 15 ×10-19J. Les valeurs du module de Young des membranes de milk SM en 3D étaient plus 

élevées que celles obtenues en 2D (chapitre 6) de l’ordre de 10-18 MPa. Cet écart est probablement 

lié à la différence de molarité en calcium de la phase aqueuse volontairement utilisé pour des 

raisons techniques (2 et 5 mM dans le chapitre 6 pour la formation des SLB continues comme 

Murthy et al.,(2016a) et Guyomarc’h et al.,(2017); 10 mM Ca dans le présent chapitre pour une 

meilleure dispersion de liposomes). Pabst et al (2007) ont montré que le calcium augmentait l’ordre 

et la rigidité de bicouches d’une autre phosphocholine, le POPC.  

Les membranes de liposomes de milk SM ont également montré un module de Young 

intermédiaire entre ceux du DOPC (13 MPa) et du DPPC (116 MPa), ce qui est contradictoire avec 

sa richesse en acides gras saturés de longueurs de chaînes égales ou supérieures à ceux du DPPC 

(milk SM : 91% de 16:0, 22:0, 23:0, 24:0 et 3% de C24:1). Cette comparaison nous a permis 

d’émettre deux hypothèses: les propriétés élastiques peuvent être affectées par (1) l’hétérogénéité 

de la composition chimique de la membrane, et/ou (2) par la présence de lipides insaturés même à 

faible quantité. Pour confirmer cela, nous avons choisi trois espèces moléculaires parmi les 

composants de la milk SM: C16:0-SM, C24:0-SM, C24 :1-SM. Le but était de comparer les 

élasticités (E et kC) des membranes de compositions simples à celles des membranes de 

compositions hétérogènes en présence des lipides saturés ou insaturés. Ainsi, les compositions 

suivantes ont été utilisées pour fabriquer des vésicules: C16:0-SM, C24:0-SM, C24:0-SM/C16:0-

SM à 50:50%mol, ou C24:0-SM/C24:1-SM à 95:5%mol. L’analyse par calorimétrie différentielle 

https://fr.wikipedia.org/wiki/Compos%C3%A9_insatur%C3%A9
https://fr.wikipedia.org/wiki/Liaison_double
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a montré que les endothermes changeaient en fonction de la composition chimique des membranes. 

Les températures de transition de phase principale étaient de 41°C, 46°C, 41°C et 45°C pour 

C16:0-SM, C24:0-SM, C24:0-SM/C16:0-SM à 50:50%mol, ou C24:0-SM/C24:1-SM à 

95:5%mol, respectivement, ce qui montre que tous les échantillons étaient en phase gel à 20°C. 

La température de transition de phase Tm augmente avec la longueur de la chaine hydrocarbonée. 

Par contre, elle diminue avec la complexité, notamment lorsqu’on introduit un lipide de longueur 

de chaîne différente (en particulier plus courte), ou un insaturé. Ainsi, la milk SM qui est le 

mélange le plus complexe, possède une Tm inférieure à la Tm de chacun de ses composants ou à 

la Tm de mélanges simples.  

De la même façon, les mesures d’indentation par AFM et le calcul du module de Young ont permis 

les conclusions suivantes : (1) l’élasticité augmente avec la longueur des chaînes hydrocarbonées 

saturées, en comparant C16:0-SM (E = 188 ± 63 MPa ; kC = 52 ± 21×10-19J) et C24:0-SM (E = 

262 ± 83 MPa ; kC = 123 ± 47×10-19J). (2) L’hétérogénéité de la composition modifie l’élasticité 

des membranes en comparant C24:0-SM/C16:0-SM à 50:50%mol (E = 214 ± 58 MPa ; kC = 69×10-

19 J ) ou la milk SM (E = 78 ± 43  MPa ;  kC =22 ± 15 ×10-19J) avec C16:0-SM ou C24:0-SM. (3) 

L’introduction des lipides insaturés diminue fortement l’élasticité des membranes en comparant 

C24:0-SM/C24:1-SM à 95:5%mol (E=80 ± 24 MPa ; kC= 27 ± 10×10-19J) avec C24:0-SM. En 

résumé, nous avons conclu que la composition chimique a un fort impact autant sur le 

comportement thermo tropique des membranes, que sur leur élasticité, les deux réponses étant 

fondées sur la capacité des molécules à s’arranger de façon plus ou moins compacte et homogène 

au sein de la membrane. Ainsi, un rôle perturbateur des chaînes insaturées, ou du mismatch entre 

chaînes de longueurs différentes, a été identifié.  

Les résultats obtenus dans ce chapitre serviront de référence dans la suite de ce travail où nous 

avons essayé de caractériser l’interface membranaire du globule gras natif en combinant deux 

techniques physiques permettant d’établir le lien entre les propriétés structurales et mécaniques.  
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Chapitre 8: Existe-t-il une hétérogénéité mécanique sur la surface du 

globule gras natif en lien avec la composition et la présence des 

domaines ? 

8.1. Introduction  

Comme nous l’avons montré dans le premier chapitre, le globule gras est entouré par une 

membrane biologique (MFGM) riche en lipides polaires et en protéines. Les différents composants 

s’organisent d’une manière hétérogène à la surface de la membrane induisant une hétérogénéité de 

structure. Lopez et al., (2010) ont mis en évidence la présence de trois phases différentes à la 

surface du globule gras contenant respectivement les lipides polaires saturés sous la forme de 

domaines en phase ordonnée, les lipides polaires insaturés en phase continue fluide et les protéines 

(glycoprotéines). Dans le chapitre 4, confirmé par le chapitre 6, nous avons pu compléter ces 

connaissances en observant que les domaines pouvaient être présents en phase gel ou liquide 

ordonné, en fonction de l’absence ou de la présence de cholestérol, respectivement. La membrane 

du globule gras protège le cœur de triglycérides et le traitement mécanique du lait entier ou de la 

crème peut endommager la MFGM ce qui conduit à des phénomènes d’instabilité comme le 

crémage, la coalescence ou la floculation (Ong et al., 2010; Stone and Rowlands, 1952). La 

connaissance des propriétés mécaniques de la MFGM est donc nécessaire pour comprendre les 

différents facteurs qui contribuent à la stabilité physique du globule gras soumis à des traitements 

dynamiques tels que le cisaillement. Dans les chapitres précédents, nous avons montré sur des 

membranes modèles composées de lipides polaires extraits de la MFGM que la ségrégation des 

lipides polaires saturés en domaines conduit à une hétérogénéité mécanique de la membrane 

(Murthy et al., 2016a), qui évolue différemment avec la température selon que ces domaines sont 

en phase gel ou Lo (chapitres 4 et 6). Nous avons démontré que les deux éléments clés impliqués 

dans la modulation de la réponse mécanique des membranes modèles sont l’état de phase et la 

complexité de la composition lipidique, ce qui accroît les connaissances déjà obtenues sur des 

modèles plus simples (Delorme and Fery, 2006; Liang et al., 2004a; Rawicz et al., 2000). Compte 

tenu de leur complexité, très peu de travaux ont été réalisés directement sur des membranes 

biologiques en vue de caractériser une éventuelle hétérogénéité mécanique liée à la présence de 

domaines. Récemment, ces domaines ont été observés par topographie AFM directement sur des 

membranes d’érythrocytes (Cai et al., 2012; Tian et al., 2014), la membrane de l’appareil de Golgi 

ou de mitochondrie (Tian et al., 2013; Xu et al., 2013), ou sur des vésicules issues de plantes 

(Naulin et al., 2014) mais aucune de ces études n’a réalisé de mesures mécaniques. Sur des cellules 

de mammifères, des domaines ont été observés sur des fragments de membrane de cellule 
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cancéreuse humaine (Orsini et al., 2012) mais la structure plus complexe impose aussi le recours 

à des traitements enzymatique ou chimique (Zhao et al., 2014). Sur les globules gras du lait, 

Balasuriya et al., (2012) ont étudié les propriétés morphologiques et nanomécaniques de la 

MFGM, in situ, dans des laits différemment traités. Des différences ont été observées concernant 

la morphologie, la rugosité et les propriétés élastiques de l’interface membranaire du globule gras, 

selon le type de procédé appliqué au lait, mais sans faire de mesures mécaniques résolues 

spatialement, qui auraient permis de visualiser une éventuelle hétérogénéité mécanique sur la 

surface des globules. 

 

 

Les techniques combinant microscopie de fluorescence et AFM sont de plus en plus utilisées 

dans l’étude nanomécanique des objets naturels ou biologiques (Sato et al., 2000; Schäfer et al., 

2015; Tabor et al., 2011). Ainsi, nous avons essayé d’appliquer cette technique de couplage 

AFM/fluorescence pour déterminer l’effet de l’hétérogénéité de structure sur les propriétés 

nanomécaniques de la MFGM. Le but était de repérer les microstructures en surface du globule 

gras sur les images de fluorescence pour acquérir des courbes force-distance par AFM avec une 
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grande précision (étude nanomécanique) et en déterminer l’évolution des propriétés élastiques de 

surface. Le marquage de la MFGM avec une sonde fluorescente Rh-DOPE (Gallier et al., 2010; 

Lopez et al., 2011; Zou et al., 2015) permet de distinguer la phase gel supposée être riche en milk 

SM de la phase fluide (matrice de lipides polaires insaturés). Selon nos observations sur les objets 

modèles, le contraste de phase observé par microscopie de fluorescence devrait se traduire par un 

contraste mécanique en AFM. Une telle étude ne peut que contribuer à approfondir nos 

connaissances sur la membrane native complexe du globule gras en se basant sur les résultats 

obtenus sur des membranes modèles.  

8.2. Méthodes expérimentales  

8.2.1. Matériels 

La suspension de globules gras natifs a été obtenue suite à un écrémage de lait bovin cru 

fraîchement collecté. Cette opération consiste à séparer la matière grasse de la phase aqueuse du 

lait ce qui donne respectivement la crème et le lait écrémé. La crème est donc environ 10 fois plus 

concentrée en matière grasse que le lait entier (lait entier  ̴ 35 g.kg-1; crème  ̴ 350 g.kg-1). Le lait 

est tout d’abord chauffé à 50°C afin d’éviter la cristallisation du cœur gras de triglycérides, qui 

peut altérer la MFGM. Ensuite, le lait a été introduit dans une écrémeuse à assiettes tronconiques 

solidaires concentriques, tournant à grande vitesse (Elecrem, Vanves, France). Sous l'action de la 

force centrifuge, les globules gras (moins denses) se dirigent vers l’intérieur i.e. l'axe de rotation, 

tandis que la phase aqueuse (lait écrémé) est dirigée vers la périphérie. La crème récupérée est 

ensuite diluée avec de l’eau déionisée à 50°C et repassée dans l’écrémeuse à plusieurs reprises (3 

fois) pour un lavage optimal des globules gras. Pour permettre la caractérisation par 

AFM/fluorescence de globules gras individuels, la crème lavée a été diluée 20 fois dans un tampon 

PIPES-NaCl, et marquée en fluorescence par l’utilisation de la sonde Rh-DOPE à raison de 20 µL 

de sonde évaporée pour 1 mL de crème diluée. 

8.2.2. Couplage AFM /Fluorescence   

Le microscope à épi-fluorescence Nikon Eclipse (Nikon Instruments, Champigny sur Marne, 

France) a permis de visualiser les globules marqués par fluorescence (λ= 543 nm), ainsi que de 

contrôler le positionnement de la pointe AFM sur les particules. Le microscope AFM utilisé, de 

marque Bioscope Catalyst (Bruker AXS, Karlsruhe, Allemagne), a été utilisé en milieu liquide, à 

température ambiante (20°C), dans le mode Peak force QNM (Quantitative Nanomechanical 

Mapping). La pointe utilisée est triangulaire (ScanAsyst-fluid, Bruker) avec une constante de 
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une stabilité suffisante des globules au cours du balayage de la pointe. La meilleure stabilité a été 

obtenue en immobilisant les globules gras dans les pores d’un filtre de polycarbonate (isopore 

track-etched membrane filters, Millipore, Molsheim, France). Pour cela, les globules gras en 

suspension diluée (×20) sont filtrés à travers un entonnoir de Buchner en céramique sur lequel a 

été déposé un filtre polycarbonate avec des pores de 3 µm de diamètre. Une fiole à filtration est 

utilisée de façon à appliquer une très légère dépression produite par une trompe à eau (Figure 57). 

Le filtre est retourné et immédiatement fixé sur le fond de la cellule liquide en verre adapté au 

microscope AFM, immergé dans la solution tampon, Les globules sont repérés un par un à l’aide 

du microscope photonique couplé à l’AFM, puis la pointe est minutieusement approchée de la 

particule et balayée sur une surface recouvrant entièrement le globule. 

 

Figure 57: A) Schéma montrant l’immobilisation des globules gras sur la surface du filtre poreux ; B) Filtre déposé 

sur le porte échantillon du microscope AFM et de fluorescence.      

8.3. Résultats et discussion  

Dans un premier temps, les globules gras ont été visualisés par microscopie de fluorescence 

pour vérifier leur morphologie globale après les différentes étapes de préparation (écrémage, 

lavage, immobilisation). La Figure 58 montre les images de globules gras obtenues par 

microscopie photonique en contraste de phase (A) ou en fluorescence (B-E) après marquage avec 

la sonde fluorescente Rh-DOPE. La forme sphérique, le diamètre (1-10 µm), et la présence d’une 

phase continue émettant dans le rouge indiquent que la membrane biologique entourant la matière 

grasse des globules n’a pas été déstructurée ou altérée. Malgré la résolution du microscope à 

épifluorescence plus réduite que celle d’un microscope confocal, nous avons pu observer la 

présence de quelques domaines non fluorescents (Figure 58 C, D et E ; indiqués par des flèches 

blanches) montrant l’hétérogénéité de structure attendue à la surface des globules (Lopez et al., 

2010; Zou et al., 2012 ; Chapitre 4). L’étape suivante de cette expérimentation était de 



211 
 
 

cartographier les propriétés nanomécaniques par AFM en mode PeakForce QNM en s’aidant du 

couplage par microscopie de fluorescence pour repérer les globules. Les globules présentant des 

domaines à leur surface sont ciblés par des repères croisés grâce auxquels la pointe AFM est 

positionnée avec précision sur la zone d’intérêt. Cependant, l’opacité relative du filtre de 

polycarbonate a rendu le positionnement de la pointe AFM très difficile lorsque celle-ci ne se 

situait pas à proximité d’un pore, limitant notre capacité de corréler directement une image de 

fluorescence d’un globule gras avec une image AFM. 

 

Figure 58: Images des globules gras du lait, marqués par la Rh-DOPE, obtenues par microscopie à transmission (A) 

et de fluorescence (B, C, D, E). La barre d’échelle est de 5 µm.  

Grâce à l’AFM, nous avons pu obtenir des images à haute résolution apportant des 

informations sur la morphologie et les structures de surface de la MFGM native, d’une part, et les 

propriétés nanomécaniques, d’autre part. La forte sensibilité de mesure du mode PeakForce QNM 

utilisé pour cette étude ont permis de caractériser la surface fragile du globule gras dans un milieu 

liquide sans l’endommager. Les distances d’approche et de retrait de la pointe AFM ont été 

mesurées en chaque point de l’image simultanément avec la mesure de la variation de la force 

d’interaction pointe-surface. De là, la déconvolution des courbes approche-retrait ont permis de 

déduire les différentes cartographies présentées dans la Figure 59 et la Figure 60. 

Les images AFM de surface 20×20 µm2 comportent un nombre suffisant de particules pour 

vérifier à forte résolution spatiale la préservation de la morphologie des globules gras après leur 
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étape de fixation sur le filtre de polycarbonate. L’immobilité des globules gras sur ce support 

pendant le balayage de la pointe AFM est garantie par l’obtention d’images exploitables (Figure 

59). Les images de topographie montrent la présence de particules sphériques d’un diamètre allant 

de 3 à 10 µm et d’une hauteur apparente de 1 à 4 µm. Ces mesures correspondent parfaitement à 

l’ordre de grandeur des dimensions des globules gras du lait. Il est à noter que la microscopie AFM 

permet de révéler de façon unique que la surface des globules natifs n’est globalement pas lisse 

mais arbore une nanorugosité de degré variable et que la morphologie globale n’est pas 

parfaitement sphérique (Figure 59 A, B, J et H). Des observations similaires ont été relevées sur 

des globules gras provenant d’un lait cru ou de retentat de lait ultrafiltré (Balasuriya et al., 2012). 

Ces différents aspects morphologiques ont été associés à l’hétérogénéité de structure de la MFGM 

native récemment montré par d’autres techniques de microcopie (Evers et al., 2008; Lopez, 2011; 

Lopez et al., 2010; Ong et al., 2010). En analysant les variations de contraste sur les cartographies 

de force établies à partir des modèles de Sneddon ou DMT, nous constatons des hétérogénéités sur 

la surface des globules gras dues aux fluctuations de leurs propriétés mécaniques (Figure 59 A, B, 

J et H). Ces fluctuations révèlent la présence d’une phase majoritaire quasi-continue sur la surface 

de module élastique plus élevé (environ 15 MPa), mais aussi l’existence de domaines dont 

l’élasticité est plus réduite (environ quelques centaines de kPa). De façon tout à fait similaire, la 

présence de plusieurs domaines distincts se retrouve en termes de déformation (profondeur de 

nanoindentation) et de force d’adhésion. Les domaines se déforment plus facilement et montrent 

une adhésion plus faible. Une déformation plus importante peut être reliée à une rigidité plus faible, 

et donc se retrouve logiquement avec une mesure de module élastique également plus faible. Une 

adhésion plus faible peut être reliée avec une capacité plus réduite d’établir des interactions 

moléculaires avec la pointe de nitrure de silicium. L’hétérogénéité de surface établie à partir de la 

variation de l’élasticité, de la déformation ou de l’adhésion a été observée sur la grande majorité 

des globules gras. Cependant, la surface, le nombre et la forme des domaines varient d’un globule 

gras à l’autre. Ceci est peut-être dû à la fraction lipidique que peut contenir chaque MFGM et qui 

dépend essentiellement de la synthétisation lors du mécanisme de sécrétion (Keenan and Mather, 

2006). De plus, nombreux travaux ont précédemment montré par microscopie confocale que les 

globules gras individuels n’avaient pas forcement la même microstructure du fait de leur 

composition chimique probablement variable d’un individu à l’autre (Et-Thakafy et al., 2017b; 

Gallier et al., 2010; Lopez et al., 2010; Zou et al., 2012). Sur ces images, nous avons également 

remarqué la présence minoritaire de quelques particules singulières quant à leur morphologie et 

rugosité, et à l’absence d’hétérogénéité dans la variation de leurs propriétés mécaniques (Figure 

59; entourés par des cercles jaunes, avec une forte adhésion et déformation et une faible élasticité). 
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Vu leur aspect lisse et plat, ces particules singulières peuvent être assimilées à des gouttelettes de 

matière grasse persistantes après les différentes étapes de préparation. Ainsi, pour la grande 

majorité des particules analysées, l’hétérogénéité mécanique est retrouvée, sous l’aspect de 

microdomaines de propriétés élastiques et adhérentes très faibles (Figure 59; indiqués par des 

flèches blanches), entourés par une phase quasi-continue dont les propriétés mécaniques sont 2 à 

6 fois plus élevées. La présence supplémentaire de domaines nanométriques avec une très forte 

adhésion a également été observée (Figure 59 D et J ; indiqués par des flèches bleues) mais qu’on 

ne retrouve pas forcément contrastés en élasticité (module de DMT et de Sneddon).  
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Figure 59: Cartographies AFM en mode PeakForce QNM (topographie, amplitude, déformation de surface, adhésion 

pointe-échantilllon, modules élastiques selon le modèle de Sneddon et DMT) acquises sur une surface de 20×20 µm2 

montrant des globules gras préservés dans un tampon PIPES-NaCl à pH 6.7 et à 20°C.les flèches blanches indiquent 

les domaines, et les bleus indiquent les zones supposées être riche en protéines. 

 

Pour mieux comprendre ce contraste, nous avons zoomé sur la surface de certains globules. 

De la même manière, la Figure 60 présente les différents paramètres décrivant les propriétés 

morphologiques et mécaniques de la MFGM, pour deux individus.  Grâce à la résolution élevée 
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des images, nous avons pu repérer d’une manière plus claire la coexistence de trois phases aux 

comportements mécaniques différents. L’élasticité des domaines a montré des valeurs faibles où 

les valeurs des modules de Sneddon représentées en log ou DMT ne dépassent pas les 3 log (Pa) 

ou 3 MPa, respectivement. A proximité de ces domaines, nous avons aussi remarqué la présence 

de quelques petites zones, indiquées par des flèches bleues, de rugosité différente (Figure 60 H) et 

dont l’élasticité et l’adhésion (Figure 60 J et L) sont élevées. Typiquement, les valeurs du log 

(modules de Sneddon) ou du module DMT sont respectivement de 5 log (Pa) et de 9 MPa pour 

cette phase, alors que la phase continue présente des valeurs légèrement inférieures de 4 log (Pa) 

et de 6 MPa, respectivement ; tout en restant nettement supérieures aux valeurs constatées sur les 

domaines.  

Les valeurs de module de Young calculées sur des systèmes modèles sont de l’ordre du MPa 

ou de quelques dizaines de MPa pour les bicouches de lipides polaires en phase fluide, et de 

quelques dizaines à quelques centaines de MPa pour les bicouches de lipides polaires en phase gel 

(chapitre 7, Et-Thakafy et al., 2017a). Balasuryia et al. (2012) ont montré que la surface des 

globules gras du lait cru est caractérisée par une faible élasticité dont la valeur moyenne du module 

de Young était de l’ordre de 50 kPa. En comparaison, nos résultats sont légèrement élevés mais 

restent assez faibles par rapport aux membranes modèles. Par rapport à ces valeurs, les modules 

DMT trouvés ici sont significativement plus faibles. Cet écart pourrait s’expliquer par l’application 

de formalismes différents pour les deux approches ; le calcul automatique étant peut-être 

quantitativement moins fiable (les constructeurs ne faisant pas eux-mêmes l’analogie entre ce 

module DMT et le module de Young). 

 

Sur des systèmes modèles composés uniquement de lipides polaires laitiers, des paramètres 

comme la résistance à la rupture ou le module de Young enregistrés sur les domaines (riche en 

SM) en phase gel étaient plus élevés que ceux mesurés dans la phase fluide dispersante 

(Guyomarc’h et al., 2014; Murthy et al., 2016a). Cette différence de comportement 

nanomécanique peut se comprendre si l’on prend en compte la contribution des protéines, qui 

introduit une grande différence entre systèmes modèles et système naturel. Contrairement aux 

systèmes modèles, la MFGM contient 25-60 % (en masse) de protéines dont une grande partie 

sous forme glycosylée et localisée à la surface de la membrane (Mather, 2011). Des travaux récents 

ont révélé, à l’aide de la microscopie confocale, que les glycoprotéines sont réparties de façon 

hétérogène dans le plan de la MFGM en formant des patches ou des réseaux, localisés dans la 

phase continue (Evers et al., 2008; Lopez, 2011). De plus, l’agrégation de ces protéines peut 

augmenter la rugosité de la membrane ce qui a été récemment observé à l’interface des globules 
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gras homogénéisés riche en protéines (Balasuriya et al., 2012). Du fait de leur propriétés physico-

chimiques, les protéines montrent d’importantes propriétés élastiques et adhésives ayant la 

capacité d’augmenter la rigidité de la membrane lipidique  (Gosline et al., 2002; Schaap et al., 

2012).  

 

Figure 60: Cartographies AFM en mode PeakForce QNM (topographie, amplitude, déformation de surface, adhésion 

pointe-échantilllon, modules élastiques selon le modèle de Sneddon et DMT) acquises sur une surface de 5×5 µm2 

montrant la surface de deux globules gras différents dans un milieu liquide PIPES-NaCl à pH 6.7 et à 20°C. les flèches 

blanches indiquent les domaines, et les bleus indiquent les zones supposées être riche en protéines. 
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En se basant sur ces données de la littérature, le contraste mécanique à trois phases, observé 

à la surface des globules gras, peut être interprété par la ségrégation latérale des lipides saturés 

notamment la milk SM (30% de lipides totaux, taches sombres sur la Figure 61), et par une 

coexistence entre les lipides insaturés et les protéines dans la phase continue, les protéines étant 

organisées en patches (taches très claires) ou dispersées (phase continue claire). On suppose que 

les modules élastiques plus élevés de la phase continue (par rapport aux domaines) sont dus à la 

présence de protéines membranaires dans la matrice fluide continue.  

 

 

Figure 61: Schéma représentatif en 2D de la bicouche externe de la MFGM montrant les différentes compositions et 

structure des trois phases de propriétés mécaniques différentes observées à la surface du globule gras.  

 

En revanche, l’interprétation plus poussée de ces résultats est rendue difficile par l’absence d’un 

couplage réussi entre la microscopie AFM et la microscopie de fluorescence, qui aurait permis de 
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prouver que les domaines identifiés par AFM correspondent bien à ceux visualisés par 

fluorescence.  

 

8.4. Conclusion  

Le travail présenté dans ce dernier chapitre avait pour but de vérifier si l’hétérogénéité de 

structure de la membrane du globule gras natif est reliée à une variation des propriétés mécaniques. 

Nous avons essayé de comprendre l’effet de la composition chimique complexe sur la modulation 

des propriétés physiques à l’échelle de la membrane biologique en mesurant les propriétés 

nanomécaniques des nanostructures observées. Une corrélation directe entre nanostructure et 

nanomécanique a été tentée en utilisant un système couplé entre microscopie d’épifluorescence et 

AFM. Cependant, des difficultés expérimentales liées à l’opacité du support n’ont pas permis 

d’obtenir un lien direct entre signal de fluorescence et mesure par AFM. Malgré cela, nous avons 

pu retrouver sur les surfaces molles et fragile des globules gras les émissions de fluorescence 

attendues, et acquérir séparément des cartographies des propriétés nanomécaniques (déformation, 

adhésion, module élastique selon les modèles de Sneddon et DMT) corrélées à des images de 

topographie AFM à haute résolution. Nous avons constaté la présence d’une certaine hétérogénéité 

des propriétés nanomécaniques qui montrent la coexistence de plusieurs phases distinctes, et 

vérifier ainsi notre précédente hypothèse. De manière inattendue, les domaines attribués à la 

présence dominante de milk SM en phase gel ont montré systématiquement une élasticité plus 

faible que la phase continue, selon les deux modèles mécaniques utilisés – Sneddon et DMT, ainsi 

qu’une adhésion moins importante et une déformation locale plus importante, en comparaison avec 

la phase continue en phase fluide. Ces résultats sont a priori contradictoires avec ce qui est 

logiquement attendu pour les phases pures gel et fluide, et peuvent témoigner de la complexité des 

systèmes biologiques natifs, qui ne contiennent pas de protéines. L’influence sur les propriétés 

nanomécaniques de phénomènes locaux comme l’association entre lipides polaires et protéines, 

ou la formation d’agrégats protéiques, pourrait expliquer les écarts constatés avec les propriétés 

mécaniques de phases modèles initialement pures. Au-delà de la recherche d’un couplage réussi, 

une perspective importante de ces travaux serait de compléter nos valeurs de références en 

disposant de mesures faites sur des liposomes modèles enrichis en protéines. 

  





220 
 
 

  

CONCLUSION GENERALE 
ET PERSPECTIVES 

 



221 
 
 

Conclusion générale et perspectives  

Ce travail visait à comprendre comment l’hétérogénéité d’organisation des lipides polaires, 

en lien avec leur composition, module les propriétés mécaniques des membranes, en particulier 

leurs propriétés élastiques, à l’échelle nanométrique. L’originalité de cette thèse résidait dans la 

mise en place d’outils non invasifs et de méthodes de calcul adaptées, en vue de la caractérisation 

de données telles que le module de Young ou la rigidité de courbure de membranes obtenues à 

partir de lipides polaires laitiers. Le challenge de cette étude était la difficulté de manipuler des 

membranes biologiques complexes, en particulier celle du globule gras. Dans un premier temps, 

l’organisation des lipides polaires a été caractérisée in situ dans le lait pour une meilleure 

connaissance de la microstructure de la membrane du globule gras. Grâce à l’emploi de la 

microscopie confocale, nous avons ainsi caractérisé la dynamique des domaines lipidiques en 

fonction de la température et du temps, qui sont deux paramètres importants en industrie laitière. 

La microstructure de la membrane du globule gras s’est révélée très sensible aux changements 

thermiques et à la durée de stockage. D’une part, le chauffage a entraîné la diminution de taille, la 

disparition, la diffusion ou la coalescence des domaines. D’autre part, un refroidissement rapide a 

conduit à des phénomènes de nucléation traduits par l’apparition de plusieurs petits domaines qui 

croissent au cours du temps de stockage pour former de gros domaines. La présence de domaines, 

et le fait que certains fondent à haute température et d’autres non, ont été interprétés comme la 

coexistence de trois phases : gel, fluide et liquide ordonné.  

Dans un deuxième temps, nous sommes passés à la caractérisation mécanique des 

membranes modèles composés de lipides polaires laitiers. Pour nous affranchir des protéines 

membranaires et du cœur de triglycérides, nous avons choisi de travailler avec des bicouches 

lipidiques, afin de pouvoir clairement associer une réponse mécanique à une composition donnée. 

Associée à d’autres techniques biophysiques, l’AFM nous a permis d’évaluer les propriétés 

mécaniques de ces bicouches dans un milieu liquide proche de la phase aqueuse du lait. 

Malheureusement, nous n’avons pu réaliser de grandes vésicules unilamellaires, qui nous auraient 

permis à la fois d’observer la séparation des phases à l’échelle submicrométrique et de 

cartographier le module de Young sur la surface de ces objets, tout en ayant des informations sur 

leur rigidité de courbure. Pour contourner cette difficulté, plusieurs systèmes modèles ont été 

utilisés selon l’objectif et la composition lipidique étudiée :  

- Pour étudier l’hétérogénéité mécanique liée à la présence de domaines, nous avons utilisé des 

bicouches supportées composées d’un mélange complexe de lipides polaires extraits de la 

MFGM, en présence ou non de cholestérol. Grâce à la planéité et aux grandes dimensions de 

ces systèmes bidimensionnels, nous avons pu indenter de grandes surfaces à l’aide de l’AFM. 
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Ainsi, un contraste mécanique a bien été observé en corrélation avec la présence de domaines 

en phase gel, qui possèdent un module de Young plus élevés que la phase fluide continue. En 

chauffant, ces domaines fondent et la membrane présente un module de Young uniforme, 

caractéristique d’une phase fluide. Si les domaines sont en phase  liquide ordonné,  comme nous 

l’avons testé sur des modèles milk SM/chol, nous montrons qu’ils présentent un module 

d’Young faible, comme une phase fluide, et surtout que ce module ne change pas avec une 

variation de température, ce qui correspond bien à l’absence d’une transition de phase 

caractéristique de cette phase.  

- Pour comprendre l’effet de l’état de phase et de la composition lipidique, nous avons exploré 

les propriétés mécaniques d’assemblages de lipides polaires organisés en liposomes, structures 

tridimensionnelles mimant la courbure du globule gras du lait, en utilisant la nano indentation 

par AFM. De plus, ce système nous a permis de d’évaluer finement les valeurs d’élasticité des 

membranes sans qu’elles soient affectées par le support. Nous avons utilisé trois lipides 

modèles, à savoir deux composés homogènes, le DOPC (fluide à 20°C) et le DPPC (gel à 20°C), 

ou hétérogène comme la milk SM (gel à 20°C). Ce choix de lipides représente les deux 

principales caractéristiques de la MFGM qui sont l’hétérogénéité de phase et l’hétérogénéité de 

composition en acides gras de la milk SM, qui compose majoritairement les domaines de la 

MFGM. En comparant ces lipides dans les mêmes conditions (température, tampon, pH...), 

nous avons observé que le module de Young et la rigidité de courbure des membranes de DOPC 

étaient inférieurs à ceux du DPPC, en raison de leur différence d’état de phase à 20°C induite 

par leurs structures moléculaires respectives. Malgré sa teneur élevée en acides gras saturés à 

longue chaines, les membranes de milk SM ont montré un module de Young intermédiaire entre 

ceux observés sur les membranes de DOPC et de DPPC. Ce résultat nous a conduits à émettre 

l’hypothèse que la présence de plusieurs espèces moléculaires est responsable du comportement 

élastique de la milk SM. Nous avons pu ensuite vérifier cette hypothèse à l’aide de mesures de 

force réalisées sur des liposomes modèles composés de SM synthétiques (C16:0-SM, C24 :0-

SM, C24:0-SM) appartenant à la gamme des molécules composant la milk SM. L’étude de ces 

systèmes dans leur état pur ou en mélange en phase gel, nous a permis de conclure que la 

composition lipidique contrôle les propriétés thermotropes et élastiques des membranes. Ainsi, 

l’introduction d’acides gras à chaîne plus courte ou insaturée dans une membrane initialement 

très rigide entraîne une diminution de sa température de transition caractéristique, de son 

module d’Young et de sa rigidité de courbure. 

En résumé, l’approche par indentation AFM et calcul du module d’Young ou de la rigidité de 

courbure présente bien un intérêt comparatif. La différence d’élasticité entre les deux phases fluide 
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et gel est observée quel que soit le système ; en revanche, les mesures sont plus exactes et la 

différence est plus significative sur les liposomes où les membranes en phase gel présentent des 

modules d’Young de l’ordre de plusieurs dizaines à quelques centaines de MPa, et peuvent être 6 

à 20 plus élevés que ceux de membranes en phase fluide.  

Après avoir obtenu des valeurs de référence sur des objets simples, nous avons testé l’objet 

réel en recherchant sur la membrane du globule gras natif si une hétérogénéité mécanique était 

également présente en surface des globules. Pour cela, nous avons utilisé une technique de 

couplage permettant de combiner la microscopie optique de fluorescence et l’AFM. Notre objectif 

était d’établir le lien entre la présence de domaines détectés à l’aide d’un marquage par 

fluorescence et l’hétérogénéité mécanique enregistrée par cartographie de force par AFM. Ces 

caractérisations ont pu être réalisées mais séparément, car il a été impossible de réaliser le couplage 

pour des raisons techniques. Le résultat majeur préliminaire obtenu de cette expérience est qu’un 

contraste mécanique à trois phases existe à la surface du globule gras. Les zones interprétées 

comme étant les domaines ont montré des valeurs d’élasticité très faibles par rapport à la phase 

continue qui les entoure. Ces résultats peuvent être attribués à la présence d’autres composants, 

comme les protéines, qui rigidifieraient la phase fluide où elles semblent majoritairement 

présentes. De plus, les valeurs d’élasticité ont été généralement inférieures à celles récemment 

enregistrées sur les systèmes modèles, complexes ou simplifiés, mais sont en revanche dans l’ordre 

de grandeur des modules d’Young publiés pour d’autres objets réels, comme des cellules. Ceci 

peut être lié à la présence du cholestérol, dont la teneur exacte et la répartition dans les membranes 

sont mal connues, mais qui impacterait certainement les propriétés de la MFGM, comme nous 

l’avons vu sur la milk SM en liquide ordonné.  

En conclusion, ce travail de thèse a posé les jalons d’une évaluation comparative des 

propriétés élastiques de différentes membranes, en établissant une approche fine et non-invasive 

de mesures d’indentation pour calculer des réponses telles que le module d’Young. Sa mise en 

œuvre sur des liposomes ouvre également la voie à une caractérisation de la courbure. Cependant, 

il n’a pas été possible de réaliser ces mesures comparatives in-situ, sur des objets biphasiques, 

faute de maîtriser la formation et la manipulation des GUV. Plus important, il n’a pas été possible 

de relier de façon certaine l’hétérogénéité mécanique observée en surface d’un globule gras, ni à 

l’observation des domaines par microscopie de fluorescence, ni aux valeurs de modules d’Young 

obtenues sur les références DOPC, DPPC et milk SM. Si le premier verrou est technique et pourrait 

probablement être levé à court terme, le second verrou questionne l’usage des vésicules comme 

modèles de membranes biologiques, très riches en protéines et en cholestérol. Pour autant, les 
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données obtenues lors de cette thèse sont également intéressantes pour leur application en 

formulation de liposomes, où les propriétés recherchées (stabilité, rigidité) peuvent être ainsi 

contrôlées. 

Perspectives: 

Ce travail s’ouvre donc sur plusieurs perspectives possibles, scientifiques ou technologiques: 

(i) A court terme :  

L’acquisition et la maîtrise de la technologie de fabrication de vésicules unilamellaires 

géantes nous permettrait d’améliorer significativement notre modèle en fabricant des 

liposomes biphasiques de même dimension que le globule gras. Ces GUV offrent la 

possibilité, d’après la littérature, de former les domaines en phase gel ou liquide ordonné. 

Parallèlement, l’objectif d’un couplage entre microscopie de fluorescence (ou confocale) 

et microscopie AFM plus performant et plus résolu est évidemment à poursuivre. La 

recherche d’un support d’immobilisation transparent est un premier pas vers cet objectif, 

que ce soit pour visualiser une GUV ou un globule gras natif.  

Concrètement, la fabrication et la caractérisation des GUV par un couplage 

fluorescence/AFM nécessite la mise en place de plusieurs protocoles. Pour préparer les 

GUV par électro formation, le choix du rapport molaire des composants ainsi que de la/les 

sondes fluorescentes reposent sur la nature des lipides polaires laitiers et la complexité de 

leur composition (e.g. milk SM). Il faut aussi adapter les paramètres d’électroformation 

utilisés, en fonction de la composition lipidique et le milieu d’hydratation, comme la 

tension, la fréquence ou le temps. Pour la caractérisation par AFM, les GUV doivent être 

stables et immobilisées par un moyen chimique ou mécanique sans les endommager car 

ceci est une étape indispensable pour pouvoir effectuer des mesures de forces par 

indentation. La cellule d’électroformation elle-même pourrait servir de support, si ses 

dimensions sont compatibles avec les microscopes. Il est peut-être ainsi possible 

d’interrompre l’électroformation avant que la ou les GUV ne se détachent.  

D’un point de vue mathématique, l’utilisation de GUV suppose enfin de rechercher ou 

d’adapter les modèles de calcul du module d’Young. Le travail du groupe de Janshoff, en 

Allemagne, est de ce point de vue prometteur (Schäfer et al., 2015). 

 

(ii) A moyen terme :  

Pour une meilleure compréhension des membranes biologiques, il faudra également 

prendre en considération la présence des protéines, car elles interviennent dans la 
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structuration de la membrane et semblent avoir la capacité d’entrainer de lourdes 

modifications sur les propriétés élastiques des membranes (Balasuriya et al., 2012; 

chapitre 8). La formation de vésicules contenant des protéines transmembranaires pourrait 

être mise au point, et l’effet des protéines sur l’élasticité de la membrane pourrait être testé 

en fonction de la composition lipidique de départ, de l’état de phase du lipide, etc… 

(iii) A plus long terme : 

L’amélioration des connaissances sur les propriétés physiques de la membrane du globule 

gras du lait doit nous aider à comprendre et à anticiper les modifications de ses propriétés 

fonctionnelles. Par exemple, comprendre ce qui détermine la stabilité du globule gras au 

cours des traitements physiques pourrait nous aider à mieux maîtriser les variations de 

température et/ou aux cisaillements propres aux opérations de transformation laitière. En 

se basant sur les données théoriques, obtenues sur des objets modèles, il pourrait être 

possible d’évaluer la résistance de la membrane protégeant le globule ou d’expliquer ses 

fragilités (par exemple la ligne d’interphase entre domaines et phase fluide) et les prévenir.  

Ceci peut contribuer à savoir contrôler les paramètres utilisés en technologie laitière, d’un 

point de vue économique ou technologique. 

Dans un autre cadre et comme application, les lipides polaires laitiers peuvent être utilisés 

dans la conception de nouveaux modèles de liposomes dédiés à l’encapsulation. Leur 

origine naturelle attribue à ces lipides plusieurs qualités liées à leur toxicité faible voire 

nulle, leur biodégradabilité, leur biocompatibilité et leur valeur nutritionnelle. Les 

liposomes ont la capacité d’encapsuler les molécules bioactives, soit dans la phase aqueuse 

interne pour les molécules hydrophiles, soit dans la membrane pour les composés 

hydrophobes. La libération de ces molécules dépend essentiellement de la perméabilité de 

la paroi du liposome qui, à son tour, dépend des propriétés physiques de la membrane. Les 

résultats de ce travail ont montré qu’on peut contrôler les propriétés physiques d’un 

liposome en modifiant sa composition lipidique. Par exemple, les liposomes à base de 

milk SM peuvent représenter un système d’encapsulation potentiel en raison de sa 

température de transition de phase caractéristique, Tm, qui est proche de 37°C. Ainsi, un 

liposome de milk SM en phase gel serait rigide et stable aux températures de stockage 

(froid ou ambiant) mais fluctuerait entre deux phases à température physiologique, ce qui 

pourrait permettre de larguer son contenu. Grâce à ce travail, les connaissances acquises 

sur les propriétés thermotropes et élastiques des membranes composées de lipides polaires 

laitiers vont peut-être aider à guider le choix des concepteurs en fonction de l’objectif 

d’utilisation ou le domaine d’application.  
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Figures des articles 

Article 1:  

Figure 1: Changes in the packing of polar lipids in the milk fat globule membrane of sheep, goat 

and bovine milk fat globules upon heating from 4°C to 60°C at 10°C.min-1. Images are the overlay 

of DIC and confocal microscopy images after labelling of the phospholipids with Rh-DOPE (red). 

Scale bars correspond to 5 lm. (For interpretation of the references to colour in this figure legend, 

the reader is referred to the web version of this article.) 

Figure 2:  Effects of storage time at 4 °C on the packing of polar lipids in the milk fat globule 

membrane (MFGM) of sheep, goat and bovine milks heated to 60 °C (T > Tm; top) then cooled at 

dT/dt > 100 °C. min-1 to 4 °C (T < Tm; bottom). Images are the overlay of DIC and CLSM images 

showing the heterogeneous distribution of polar lipids after labelling of the milk fat globule 

membrane with Rh-DOPE (red). Top: surface of milk fat globules in milks heated to 60 °C; arrows 

show fat globules without observable lipid domains in the MFGM. Bottom left column: surface of 

milk fat globules in milks heated to 60 °C, cooled to 4 C and rapidly studied at 4 °C. Bottom right 

column: surface of milk fat globules heated to 60 °C, cooled to 4 °C and studied after overnight 

storage at 4 °C. Scale bars correspond to 5 lm.  

Figure 3: Effects of storage time at 4 °C on the packing of polar lipids in the milk fat globule 

membrane of sheep, goat and bovine milks stored at 20 °C (T < Tm; left column), then cooled to 

100 C.min-1 to 4 °C (T < Tm; middle and right columns). Images are the overlay of DIC and CLSM 

images after labelling of the milk fat globule membrane with RhDOPE (red). Left column: surface 

of milk fat globules in milks stored at 20 °C; middle column: surface of milk fat globules in milks 

cooled to 4°C and studied rapidly; Right column: surface of milk fat globules after overnight 

storage at 4°C. The scale bars are indicated in the figures. (For interpretation of the references to 

colour in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.) 
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Figure 4:  Schematic summary of the morphological changes in the lipid domains in the biological 

membrane surrounding fat globules in bovine, sheep and goat milk according to the time-

temperature route. Left panel: effects of heating of refrigerated milks to T = 60 °C (i.e. above the 

melting temperature Tm). Three responses were observed: (1) reduction of domain size, (2) 

coalescence due to increased diffusion, and (3) complete melting. Right panel: effects of quenching 

milk warmed to 60 °C down to temperatures T = 4 or 20 °C, i.e. below Tm (dT/dt > 100 °C.min-

1) then storing the sample at T for 16 h. Two responses were hypothesized depending on whether 

the milk fat globules exhibited domains at 60 °C or not: in the absence of initial domains, 

nucleation and growth of small domains in the gel phase that first connected into networks, then 

coalesced (dashed line); or in the presence of initial domains, growth of the domains by addition 

of small angular gel phase material, then rearrangement into circular domains (continuous line). 

The Tm values of dipalmitoylphosphatidylcholine (DPPC), milk fat globule membrane polar lipid 

extract (MFGM) and milk sphingomyelin (milkSM) are indicated on the temperature scale (left 

axis). 

Figure S1: Microstructure of fat globules in bovine, sheep and goat milks. (A) Size distributions 

of milk fat globules determined by laser light scattering. Microscopy images showing milk fat 

globules in (B) bovine, (C) goat and (D) sheep milks, by combining DIC and CLSM images after 

labelling of triacylglycerols with Nile red (red color). The scales bars are indicated in the figures. 

Figure S2:  Phase separation of polar lipids in the milk fat globule membrane (MFGM) observed 

at different temperatures ranging from 4 to 60°C in sheep (A), goat (B) and bovine (C) raw milks. 

Images are the overlay of differential interferential contrast and of confocal microscopy images 

after labelling of the phospholipids with Rh-DOPE (red color). The lipid domains appear as non-

fluorescent black areas. 

Figure S3: Images showing milk fat globules of sheep, goat or bovine milks with a homogeneous 

distribution of the fluorescent dye Rh-DOPE used for the labelling of the phospholipids (red color) 

in the MFGM at 60°C (A) or 4°C (B).  Images are the overlay of differential interferential contrast 

and confocal microscopy images. The scale bars are indicated in the figures. 

Figure S4: Effect of storage time at 20°C on the packing of polar lipids in the milk fat globule 

membrane of sheep, goat and bovine milks heated at 60°C (T>Tm) then cooled to 20°C (T<Tm) 

at dT /dt > 100°C.min-1. Images are the overlay of DIC and CLSM images showing the 

heterogeneous distribution of polar lipids after labelling of the milk fat globule membrane with 

Rh-DOPE (red color). Left column: surface of milk fat globules in milks heated at 60 °C cooled 

to 20°C and rapidly observed. Right column: surface of milk fat globules heated at 60°C and 

observed after overnight storage at 20°C. The scale bars correspond to 5 µm. 

Article 2:  

Figure 1: (A) Composition, in % weight of the total polar lipids, of the milk fat globule membrane 

(MFGM) extract in polar lipids PE (phosphatidylethanolamine), PI (phosphatidylinositol), PS 

(phosphatidylserine), PC (phosphatidylcholine) and MSM (milk sphingomyelin); (B) 

Composition, in % weight, of the fatty acids present in the polar lipids of the MFGM extract (in 

orange) and in the milk sphingomyelin as a reference (in grey). 
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Figure 2: (A) AFM topography images and the corresponding Young modulus (E) map of 

supported milk fat globule membrane (MFGM) polar lipid extract bilayers. In the orange and green 

inserts, we show the E histograms obtained after batch analysis of the individual force curves 

separately recorded upon separated mapping onto the fluid phase or gel phase, respectively. (B) 

Typical AFM topography images, with different scan sizes, of supported lipid bilayers of mixtures 

of MFGM polar lipids (left column), the corresponding Young modulus (E) mapping experiments 

(center column), and the resulting E histograms obtained after batch analysis of the individual 

force curves (right column). The white arrows indicate subdomains and the colors of the square 

symbols refer to the maps’ color scale, showing the existence of bimodal distributions. All images 

and force mapping experiments were performed in PIPES-NaCl-CaCl2 buffer, pH 6.7, at 20°C. 

Figure 3: (A) Effect of heating on the lateral organization and the mechanical properties of MFGM 

polar lipids supported bilayers investigated by atomic force microscopy. AFM images and the 

corresponding Young modulus mapping and histograms were recorded at 20°C and 50°C in 

PIPES-NaCl-CaCl2 buffer, pH 6.7. (B) Typical force-distance curve recorded in the gel or fluid 

phases at 20°C or in the fluid phase at 50°C.  

Figure 4: Effect of the phase state of milk SM, as modified by temperature and cholesterol, on the 

topography and Young modulus values of supported milk SM bilayers. AFM topography images, 

Young modulus mapping and the corresponding histograms were recorded at 20°C or 50°C in 

PIPES-NaCl-CaCl2 buffer, pH 6.7. 

Figure 5: Comparison of the average Young modulus values obtained at 20°C or at 50°C in PIPES-

NaCl-CaCl2 buffer, pH 6.7, on indenting milk SM or milk SM/chol (50:50% mol) supported 

bilayers. 

Article 3:  

Figure 1: (A) Molecular structures of the unsaturated DOPC (dioleoylphosphatidylcholine) and 

saturated DPPC (dipalmitoylphosphatidylcholine). (B) Differential scanning calorimetry 

thermograms of DOPC (blue trace) and DPPC (red trace) multilamellar vesicles recorded on 

heating at 2°C.min-1. (C) X-ray diffraction patterns of DOPC and DPPC fully hydrated 

multilamellar vesicles recorded at 20°C at small (left) and wide (right) angles. (D) Small angle X-

ray Scattering of DPPC SUV recorded on heating. Unilamellar SAXS model at low and high 

temperature are superimposed. All experiments were performed in aqueous PIPES/NaCl/CaCl2 

medium at pH = 6.7. 

Figure 2: Characterization of the shape and size of DOPC (dioleoylphosphatidylcholine) or DPPC 

(dipalmitoylphosphatidylcholine) liposomes. (A) and (D) Cryo-TEM images of the DOPC and 

DPPC liposomes, respectively; scale bars are 100 nm. (B) and (E) Dynamic light scattering size 

distribution in intensity of the DOPC and DPPC liposome suspensions, respectively; and (C) and 

(F) typical AFM 3D images of DOPC and DPPC liposomes, respectively. All experiments were 

performed in aqueous PIPES/NaCl/CaCl2 medium at pH = 6.7 and at 20°C. 

Figure 3: AFM indentation measurement on DOPC (dioleoylphosphatidylcholine, in blue) or 

DPPC (dipalmitoylphosphatidylcholine, in red) liposomes adsorbed on silicon substrate. (A) and 

(C) show the breakthrough force curves obtained as a result of tip penetration into DOPC or DPPC 
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supported lipid bilayers, respectively. The average bilayer thickness value d was measured from 

the jump-through distance (n=50). (B) and (D) show typical force curves acquired during 

indentation of, respectively, DOPC or DPPC liposomes in the elastic regime; in order to infer the 

bilayer stiffness k from the slope after tip-membrane contact. For the sake of clarity, the force 

curves are shifted along the Y axis. All measurements were recorded in aqueous 

PIPES/NaCl/CaCl2 medium at pH = 6.7 and at 20°C. 

Figure 4: Distributions of the Young moduli E and of the bending rigidity kC, independent of 

liposome size, of DOPC (n=108) and DPPC (n=71). (A) and (C) show the superposition of both 

DOPC and DPPC frequency distributions for E and kC, respectively. (B) and (D) show respective 

enlargements of the E and kC frequency distributions for the DOPC liposomes. All measurements 

were recorded in aqueous PIPES/NaCl/CaCl2 medium at pH = 6.7 and at 20°C. 

Article 4:  

Figure 1: (A) Structure of the milk sphingomyelin (milk SM); the left panel shows the composition 

of the long chain base (in green), after Byrdwell and Perry (2007); and the right panel shows the 

N-acyl chain composition (in orange) after the Avanti Polar Lipids web site 

(https://avantilipids.com). (B) Molecular structures of the synthetic palmitoyl sphingomyelin 

(C16:0-SM); lignoceroyl sphingomyelin (C24:0-SM) and nervonoyl sphingomyelin (C24:1-SM). 

(C) Molecular arrangements of symmetric (C16:0-SM) or asymmetric (C24:0-SM) sphingomyelin 

molecules in gel-phase bilayers, showing the two possible interdigitated gel phases of the 

asymmetric C24:0-SM due to the mismatch between the sphingosine and the acyl chains. 

Figure 2: Differential scanning calorimetry (DSC) thermograms of multilamellar vesicles 

prepared with milk sphingomyelin (milk SM), palmitoyl sphingomyelin (C16:0-SM), lignoceroyl 

sphingomyelin (C24:0-SM), their equimolar mixture C16:0-SM/C24:0-SM and the mixture of 

95% mol C24:0-SM with 5% mol nervonoyl-sphingomyelin (C24:1-SM) when in the form of 

multilamellar vesicles in 10 mM PIPES, 50 mM NaCl and 10 mM CaCl2, pH 6.7. The temperatures 

of the transitions of milk SM and synthetic SM liposomes are given above the respective DSC 

signals.  

Figure 3: Typical AFM images and the corresponding cross sections profiles of bilayer patches 

of: (A) milk sphingomyelin (Milk SM), (B) palmitoyl sphingomyelin (C16:0-SM), (C) lignoceroyl 

sphingomyelin (C24:0-SM), (D) C24:0-SM/C16:0-SM 50:50 mol:mol and (E) C24:0-SM/ 

nervonoyl-sphingomyelin (C24:1-SM) 95:5 mol:mol. The value d of the bilayers thickness is 

measured as showed on the right panel on various regions of the images for three different samples 

(n=29), in aqueous PIPES-NaCl-CaCl2 buffer at pH = 6.7 and at 20°C. The calculated average 

value of d is indicated on the figure. 

Figure 4: Typical 3-dimensional reconstituted AFM image of a milk sphingomyelin (SM) 

liposome and the corresponding Young modulus distributions (n=167; blue bars) of the milk SM 

membranes. The results are compared with the Young modulus distributions obtained with DOPC 

(pink bars) and DPPC liposome membranes (green bars) in the same experimental conditions (Et-

Thakafy et al., 2017a). All measurements were recorded in aqueous PIPES-NaCl-CaCl2 medium 

at pH = 6.7 and at 20°C.  
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Figure 5: Typical 3-dimensional reconstitution of AFM images of liposomes adsorbed onto silicon 

substrate (left panel) and the corresponding Young modulus distributions (right panel) of : (A) 

palmitoyl sphingomyelin (C16:0-SM; n = 180); (B) lignoceroyl sphingomyelin  (C24:0-SM; n = 

90); (C) C24:0-SM/C16:0-SM (50:50%mol; n = 230) and (D) C24:0-SM/ nervonoyl-

sphingomyelin (C24:0-SM/C24:1-SM 95:5%mol; n=85). (B) and (C) histograms show the Young 

modulus distributions calculated for high and low thickness of the C24:0-SM and the C24:0-

SM/C16:0-SM bilayers (grey for the high thickness d, blue for low thickness d). All measurements 

were recorded in aqueous PIPES-NaCl-CaCl2 medium at pH = 6.7 and at 20°C. SM= 

sphingomyelin. Solid lines represent Gaussian fittings.  

Figure 6: Comparison of the Young modulus E (A) and bending rigidity kC (B) values of 

liposomes membranes of various compositions: dioleoylphosphatidylcholine (DOPC), milk 

sphingomyelin (milk SM), dipalmitoylphosphatidylcholine (DPPC), palmitoyl sphingomyelin 

(C16:0-SM), lignoceroyl sphingomyelin (C24:0-SM), C24:0-SM/C16:0-SM (50:50 % mol) and 

C24:0-SM/ nervonoyl-sphingomyelin (C24:0-SM/C24:1-SM=95:5%mol), determined by AFM 

indentation (PIPES buffer,  pH= 6.7,  T=20°C. Analysis of variance; Different letters indicate 

significant difference (p < 0.05).  
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Titre : Hétérogénéité des membranes lipidiques et propriétés mécaniques : des bicouches 

modèles aux membranes des globules gras du lait  

Résumé: Les globules gras du lait sont entourés d’une membrane biologique extrêmement 

complexe en composition et en structure, appelée MFGM (milk fat globule membrane). 

L’investigation de cette membrane, in situ dans le lait, par microscopie confocale nous suggère 

que les lipides polaires à haute température de transition de phase (Tm) forment des domaines en 

phase gel ou liquide ordonné, dispersés dans une phase continue fluide. Sur la base de cette 

observation, ce projet vise à comprendre en quoi la composition en lipides polaires laitiers et leur 

état de phase peuvent moduler les propriétés élastiques de la MFGM, en vue d’une meilleure 

maîtrise de la stabilité des globules gras en industrie laitière. L’hétérogénéité mécanique générée 

par la coexistence de différents types de phase a ainsi été caractérisée par spectroscopie de force 

AFM en utilisant des bicouches de lipides modèles de la membrane réelle, à basse (T<Tm) et haute 

températures (T>Tm). Pour analyser finement les déterminants de l’élasticité de la membrane, et 

tenir compte de la courbure, une étude approfondie des effets de l’état de phase et de la composition 

hétérogène en lipides polaires a été entreprise par spectroscopie de force atomique, en complément 

d’une analyse structurale par microscopie électronique ou diffraction des rayons X. Nous y avons 

montré, en particulier, que la présence de molécules de longueur de chaîne acyles et d’insaturation 

variables rend les membranes de sphingomyéline de lait en phase gel moins rigides qu’attendu, 

bien que significativement plus rigide qu’une membrane fluide. Cette approche a finalement été 

appliquée à l’échelle du globule gras natif, où une hétérogénéité mécanique a bien été observée. 

Cependant, les valeurs d’élasticités s’accordaient difficilement avec celles obtenues sur les 

systèmes modèles, probablement en raison de la présence des protéines membranaires.  

Mots clés : Membrane lipidique, hétérogénéité de structure, propriétés mécaniques, microscopie à 

force atomique 

 

Title: Heterogeneity of biological membranes and mechanical properties: lipid bilayers model of 

the milk fat globules membranes  

Abstract: The milk fat globules are enveloped by a biological membrane, called MFGM, of highly 

complex composition and structure. Investigation of this membrane, in situ in milk, using confocal 

microscopy suggested that polar lipids with high transition temperature (Tm) form domains in gel 

or liquid-ordered phase, dispersed in a continuous fluid phase. From this observation, the aim of 

this project was to understand how the composition and organization of dairy polar lipids can 

modulate the elastic properties of the MFGM, in order to better control stability of the fat globules 

in the dairy industry. The mechanical heterogeneity created by the coexistence of phases was then 

characterized by AFM force spectroscopy using lipid bilayers models at low (T<Tm) and high 

temperatures (T>Tm). In order to closely analyze the factors that direct membrane elasticity, force 

spectroscopy measurements were undertaken on curved liposome membranes, in combination 

with structural characterization by TEM and SAXS. We showed, in particular, that heterogeneity 
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in acyl chain length and unsaturation made gel-phase milk sphingomyelin membranes less rigid 

than expected, although more rigid than a fluid phase membrane. This approach was finally applied 

to native milk fat globules, where mechanical heterogeneity was visible. However, elasticity 

values were somewhat different from those calculated on model systems, probably because of the 

presence of membrane proteins. 

Key word: Lipid membrane, heterogeneity of structure, mechanical proporties, Atomic force 

microscopy 
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RÉSUMÉ ABSTRACT

Hétérogénéité des membranes lipidiques et propriétés mécaniques : 
des bicouches modèles aux membranes des globules gras du lait

Les globules gras du lait sont entourés d’une membrane biolo-
gique extrêmement complexe en composition et en structure, 
appelée MFGM (milk fat globule membrane). L’investigation de 
cette membrane, in situ dans le lait, par microscopie confocale 
nous suggère que les lipides polaires à haute température de 
transition de phase (Tm) forment des domaines en phase gel ou 
liquide ordonné, dispersés dans une phase continue fl uide. Sur la 
base de cette observation, ce projet vise à comprendre en quoi 
la composition en lipides polaires laitiers et leur état de phase 
peuvent moduler les propriétés élastiques de la MFGM, en vue 
d’une meilleure maîtrise de la stabilité des globules gras en in-
dustrie laitière. L’hétérogénéité mécanique générée par la coexis-
tence de différents types de phase a ainsi été caractérisée par 
spectroscopie de force AFM en utilisant des bicouches de lipides 
modèles de la membrane réelle, à basse (T<Tm) et haute tempé-
ratures (T>Tm). Pour analyser fi nement les déterminants de l’élas-
ticité de la membrane, et tenir compte de la courbure, une étude 
approfondie des effets de l’état de phase et de la composition 
hétérogène en lipides polaires a été entreprise par spectroscopie 
de force atomique, en complément d’une analyse structurale par 
microscopie électronique ou diffraction des rayons X. Nous y avons 
montré, en particulier, que la présence de molécules de longueur 
de chaîne acyles et d’insaturation variables rend les membranes 
de sphingomyéline de lait en phase gel moins rigides qu’attendu, 
bien que signifi cativement plus rigide qu’une membrane fl uide. 
Cette approche a fi nalement été appliquée à l’échelle du globule 
gras natif, où une hétérogénéité mécanique a bien été observée. 
Cependant, les valeurs d’élasticités s’accordaient diffi cilement 
avec celles obtenues sur les systèmes modèles, probablement en 
raison de la présence des protéines membranaires. 

Heterogeneity of biological membranes and mechanical properties: 
lipid bilayers model of the milk fat globules membranes 

The milk fat globules are enveloped by a biological membrane, 
called MFGM, of highly complex composition and structure. 
Investigation of this membrane, in situ in milk, using confocal 
microscopy suggested that polar lipids with high transition 
temperature (Tm) form domains in gel or liquid-ordered phase, 
dispersed in a continuous fl uid phase. From this observation, the 
aim of this project was to understand how the composition and 
organization of dairy polar lipids can modulate the elastic properties 
of the MFGM, in order to better control stability of the fat globules 
in the dairy industry. The mechanical heterogeneity created by 
the coexistence of phases was then characterized by AFM force 
spectroscopy using lipid bilayers models at low (T<Tm) and high 
temperatures (T>Tm). In order to closely analyze the factors that 
direct membrane elasticity, force spectroscopy measurements 
were undertaken on curved liposome membranes, in combination 
with structural characterization by TEM and SAXS. We showed, in 
particular, that heterogeneity in acyl chain length and unsaturation 
made gel-phase milk sphingomyelin membranes less rigid than 
expected, although more rigid than a fl uid phase membrane. This 
approach was fi nally applied to native milk fat globules, where 
mechanical heterogeneity was visible. However, elasticity values 
were somewhat different from those calculated on model systems, 
probably because of the presence of membrane proteins.
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