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Résumé : L’objectif de cette recherche doctorale est de contribuer à l’étude de propriétés tensioactives 

et membranaires d’esters dérivés de la glycine bétaïne. Dans ce contexte, des esters de la glycine 

bétaïne (des chlorures d’alkylbétaïnate : CnBC, n = 10-16) ont été obtenus en utilisant une nouvelle 

méthodologie de synthèse. La glycine bétaïne (activée par le chlorure de thionyle) et les alcools gras 

primaires ont été utilisés comme matières premières de base pour la synthèse par voie chimique des 

CnBC. Quelques paramètres d’optimisation de la synthèse ont été étudiés, tels que la nature du solvant 

organique, la température, le rapport molaire de réactants et la concentration de ces derniers dans le 

milieu réactionnel. Ensuite, les propriétés tensioactives et membranaires des CnBC ont été 

caractérisées en utilisant quelques techniques instrumentales telles que la Balance à film de Langmuir, 

la Calorimétrie de Titration Isotherme, la Spectrométrie de fluorescence et les mesures du potentiel 

zêta et de la taille des particules. 

 
Le chlorure d’hexadécylbétaïnate (C16BC) a été synthétisé avec un meilleur rendement dans les 

conditions suivantes : absence de catalyseur/base, un solvant de polarité moyenne (le méthyl-2-

butanol-2), une température de 45°C, un rapport molaire dichlorure de bétaïnyle/1-hexadecanol de 3/1 

et une concentration en réactants de 0,132 mol/L. Le chlorure de décylbétaïnate (C10BC), le chlorure 

de dodécylbétaïnate (C12BC) et le chlorure de tétradécylbétaînate (C14BC) ont été obtenus en utilisant 

les conditions optimales de synthèse de C16BC. 

 
Concernant l’organisation interfaciale des CnBC, le C10BC et le C12BC n’ont pas formé de 

monocouches insolubles à l’interface air-eau à 20°C comparativement à leurs homologues, le C14BC et 

le C16BC. L’étude de la monocouche de C16BC dans les conditions variées de la sous-phase aqueuse a 

montré que le pH et les anions monovalents (OHˉ, Brˉ, NO3ˉ, ClO4ˉ) n’ont pas influencé le 

comportement de la monocouche comparativement à celle dans l’eau avec le Clˉ comme contre-ion 

tandis que la température au-delà de 25°C, les anions divalents (HPO4
2-

, SO4
2-

) ainsi que la force 

ionique du sulfate de sodium (Na2SO4) l’ont influencé en ce qui concerne l’aire d’occupation  des 

molécules à l’interface.   

 
Les interactions entre les CnBC et les membranes modèles ont montré que dans l’eau, les CnBC, 

indépendamment de la longueur de la chaîne alkyle, ont fortement pénétré dans les monocouches 

formées de lipides chargés négativement (dipalmitoylphosphatidylsérine et acide 

dipalmitoylphosphatidique) tandis que leur pénétration a été moyenne et faible dans les monocouches 

formées de lipides avec tête polaire petite (dipalmitoylphosphatidyléthanolamine et cholestérol, 

CHOL) et de lipide avec tête polaire volumineuse (palmitoyloleoylphosphatidylcholine, POPC), 

respectivement. Dans le tampon salin, l’adsorption de C16BC à l’interface air-eau et sur les surfaces 

des monocouches lipidiques a été instantanée, et dans tous les cas, son pouvoir pénétrant a été au 

dessus de la pression présumée des membranes biologiques. Le C16BC a formé des mélanges miscibles 

et stables avec le POPC et la sphingomyéline tandis qu’un comportement presque idéal a été observé 

pour ses mélanges avec le CHOL. Une affinité du C16BC pour la membrane bicouche contenant le 

CHOL a été également observée. L’adsorption des CnBC sur les surfaces des bicouches a été fonction 

de la longueur de la chaîne alkyle. Le C10BC, le C14BC et le C16BC n’ont pas significativement 

perturbé les membranes même à des concentrations élevées en TA comparativement au C12BC qui les 

a fortement perturbées sans pour autant les solubiliser. Dans tous les cas, des particules de charge 

positive et de taille supérieure à celle des membranes bicouches préparées ont été formées en présence 

de quantités élevées des CnBC. 
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Abstract: The objective of this doctoral research is to contribute to the study of surface active and 

membrane properties of esters derived from glycine betaine. In this context, esters of glycine betaine 

(alkylbétaïnate chlorides: CnBC, n = 10-16) were obtained using a new synthetic methodology. 

Glycine betaine (activated by thionyl chloride) and the primary fatty alcohols were used as basic raw 

materials for the chemical synthesis of CnBC. Some parameters to optimize the synthesis were studied, 

such as the nature of the organic solvent, the temperature, the molar ratio of reactants and the 

concentration of the latter in the reaction medium. Next, the surface active and membrane properties of 

CnBC were characterized using several instrumental techniques such as Langmuir film balance, 

isothermal titration calorimetry, fluorescence spectrometry and zeta potential and particle size 

measurements. 
 

Hexadécylbétaïnate chloride (C16BC) was synthesized with better performance under the following 

conditions: absence of a catalyst/base, a solvent of medium polarity (2-methyl-2-butanol), a 

temperature of 45°C, a molar ratio of betainyl chloride/1-hexadecanol of 3/1 and a concentration of 

reactants of 0.132 mol/L. Decylbetainate chloride (C10BC) dodecylbetainate chloride (C12BC) and 

tetradecylbetainate chloride (C14BC) were obtained using the optimal conditions for the synthesis of 

C16BC. 

 

Concerning the interfacial organization of CnBC, C10BC and C12BC did not form insoluble monolayers 

at the air-water at 20°C compared to their counterparts, C14BC and C16BC. The study of the monolayer 

of C16BC in various conditions of the aqueous subphase showed that the pH and monovalent anions 

(OHˉ, Brˉ, NO3ˉ, ClO4ˉ) did not influence the behavior of the monolayer compared to that in water 

with Clˉ as counterion while the temperature beyond 25°C, the divalent anions (HPO4
2-

, SO4
2-

) and the 

ionic strength of sodium sulfate (Na2SO4) affected it in term of interfacial area occupation of the 

molecules. 

 
Interactions between CnBC and model membranes have shown that in water, CnBC, regardless of the 

length of the alkyl chain, have highly penetreted into the negatively charged lipid monolayers 

(dipalmitoylphosphatidylserine and dipalmitoylphosphatidic acid), whereas their penetration was 

average and low into monolayers formed by lipids with small polar head 

(dipalmitoylphosphatidylethanolamine and cholesterol, CHOL) and lipid with large polar head 

(palmitoyloleoylphosphatidylcholine, POPC), respectively. In salted buffer, the adsorption of C16BC at 

the air-water interface and onto the surfaces of the lipid monolayers was instantaneous, and in all 

cases, the penetrating power was above the presumed pressure of biological membranes. C16BC 

formed miscible and stable mixtures with POPC and sphingomyelin while an almost ideal behavior 

was observed for its mixtures with CHOL. An affinity of C16BC for the membrane bilayer containing 

CHOL was also observed. The adsorption of CnBC onto the surfaces of bilayers was alkyl chain-

dependent. C10BC, C14BC and C16BC did not significantly perturbed membranes even at high 

surfactant concnetrations compared to C12BC that has highly perturbed membranes without 

solubilizing them. In all cases, particles of positive charge and larger than those of membrane bilayers 

prepared were formed in the presence of high amounts of CnBC. 
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LEXIQUE 

 
A                              molecular area 

Å                              Ångström 

A0                             limiting area 

A12                                         mean molecular area 

Ac                             molecular area at the collapse 

AG1-X8                   analytical grade anion exchange resin 

ADN                        Acide desoxyribonucléique 

ADHN                     apparent dynamic hydration number  

ARC                        Action de Recherche Concertée 

BFL                         Balance à Film de Langmuir 

BHMT                    Bétaïne homocystéine méthyltransférase 

Br
-                                       

 anion bromure 

BrCH2COBr           bromure de bromoacétyle 

BTC                         Belgium Technical Cooperation 

°C                            degré Celsius 

Cs
-1                                                 compressibility modulus 

C
sat                                      

 concentration de saturation 

C
sol

                           concentration de solubilisation 

CAPB                      cocamidopropylbétaïne 

C10BC                      chlorure de décylbétaïnate 

C12BC                      chlorure de dodécylbétaïnate 

C14BC                      chlorure de tetradécylbétaïnate 

C16BC                      chlorure d’hexadécylbétaïnate 

C14TAB                   tetradecyltrimethylammonium bromide 

C16TAB                   hexadecyltrimethylammonium bromide 

CH2Cl2                    chlorure de méthylène 

(C2H5)3N                 triéthylamine 

C12Be                       dodécylbétaïne 

CD3OD                    deuteriomethanol 

CESIO                    European Committee of Organic Surfactants and their Intermediates 

CHCl3                               trichloromethane 

CH3I                        iodure de méthyle 

CHOL                     cholesterol 

Cl
-                                       

  anion chlorure 

ClCH2COCl           chlorure de chloroacétyle 

ClO4
-                               

   anion perchlorate 

cm                            centimètre 

CMC                       concentration micellaire critique                   

CME                       cocomonoéthanolamide 

CnB
+
                        cation alkylbétaïnate 

CnBC                       chlorure d’alkylbétaïnate 

CnTAB                    alkyltrimethylammonium bromide 

CPC                         cetylpyridinium chloride 

COCl2                      chlorure d’oxalyle 

COSY                      correlation spectroscopy 

Cu(OAc)2                      acétate de cuivre 

DIC                          diisopropylcarbodiimide 

DLS                         Dynamic Light Scattering 
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DMF                        dimethylsulfoxide 

DMAP                     diméthylaminopyridine            

DMPC                     dimyristoylphosphatidylcholine 

DMPE                     dimyristoylphosphatidylethanolamine 

DMSO                     diméthylsulfoxide 

DPPA                      dipalmitoylphosphatidic acid 

DPPE                      dipalmitoyphosphatidylethanolamine 

DPPS                       dipalmitoyphosphatidylserine 

DNA                        deoxyribonucleic acid 

DPX                         p-xylene-bis-pyridinium bromide 

e.g.                           par exemple 

ELSD                      Evaporating Light Scattering Detector 

FNRS                      Fonds National de la Recherche Scientifique 

g                               gramme ou accélération de la pesanteur 

G                           énergie libre du mélange ou gaseous state 

G
M                                      

énergie totale du mélange 

h                               heure 

H                              enthalpie ou hydrogène 

H2                            hydrogène moléculaire 

H2O                         eau 

HCl                          acide chlorhydrique 

HLB                        hydrophilic lipophilic balance 

HMBC                    heteronuclear multiple-bond correlation  

H2N-NH2                 hydrazine 

HPLC                      high performance liquid chromatography 

HPO4
2-

                    anion monohydrogenophosphate 

HPTS                      8-hydroxypyrene-1,3,6-trisulfonic 

HSQC                     heteronuclear single-quantum correlation        

i.e                             id est (c’est-à-dire) 

IR                             infra red 

ITC                       Isothermal Titration Calorimetry 

K                             constante d’affinité 

°K                            degré Kelvin 

KBr                         bromure de potassium 

L                              litre 

LC                           liquid-condensed state 

LC50                         lethal concentration 

LE                            liquid-expanded state 

LUV                        Large unilamellar vesicle 

MeOH                     méthanol 

mg                           milligramme 

MHz                        mégahertz (10
6
Hz) 

min                          minute 

mL                           millilitre 

mM                          millimolaire 

mN                           millinewton 

MS                           mass spectrometry 

MsCl                        methanesulfonyl chloride 

MLV                      multilamellar vesicle 

mV                           millivolt 



MΩ                          mégohm (10
6
ohms) 

2M2B                      2-methyl-2-butanol 

NaCl                        chlorure de sodium  

Na2HPO4                 phosphate de sodium dibasique 

NaH2PO4                 phosphate de sodium monobasique 

NaN3                        azoture de sodium 

Na2SO4                    sulfate de sodium 

NMR                       nuclear magnetic resonance 

NNLS                      Non-negative least squares 

NO3
-
                         anion nitrate 

OH
-
                          anion hydroxyde 

PBS                          phosphate-buffered saline 

PCl3                         triclorure de phosphore 

PCl5                         pentachlorure de phosphore 

pH                            potentiel d’hydrogène 

P.I.                           Polydispersity Index 

pKa                         constante d’acidité 

POCl3                      trichorure de phosphoryle 

POPG                      palmitoyloleoylphosphatidylglycerol 

POPC                      palmitoyloleoylphosphatidylcholine 

PSC                         palmitoyloleoylphosphatidylcholine/sphyngomyelin/cholesterol 

Pt                             platine 

Pyr                           pyridine 

R                              constante universelle des gaz parfaits 

RCOCl                    chlorure d’alkoyle 

RNA                         ribonucleic acid 

rpm                          révolution par minute 

S                               entropie 

SDS                          dodécyl sulfate de sodium 

SLES                       lauroyléthylsulfate de sodium 

SM                           sphingomyelin 

SO4
2-

                        anion sulfate 

SOCl2                      chlorure de thionyle 

TA                           tensioactif 

T° amb                    température ambiante 

TEA                         triéthylamine 

THF                         tetrahydrofurane 

UE                           Union Européenne 

v                               volume 

z                               charge 

∆                              delta (variation) 

λ                               longueur d’onde 

Π                              surface pressure  

Πc                          surface pressure at the collapse 

Πe                          exclusion pressure 

%                            pourcent 

ζ                              zeta potential 
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I. Introduction générale et objectifs 
 

 



Le présent travail de thèse s’inscrit dans le cadre de la transformation de la glycine bétaïne en 

vue de lui conférer des propriétés physico-chimiques et biologiques intéressantes pour les 

domaines utilisant des agents tensioactifs.  

 

La glycine bétaïne (N,N,N-trimethylglycine, GB) (Figure 1), appelée aussi bétaïne, est 

constituée par un ammonium quaternaire lié à une fonction acide carboxylique. Elle a été 

trouvée dans les tissus des plantes de la famille de Chenopodiaceae, Compositeae et Poaceae, 

poussant dans leur habitat naturel dans des conditions salines (Lather et al., 1996). Celle 

commercialement disponible est issue de sous-produits de l'industrie de la betterave à sucre 

(Lever et al., 2010), la principale source de la GB. En effet, la GB est considérée comme 

polluant principal de la mélasse (Yamada et al., 2009 ; Cibis et al., 2011) où elle est présente 

à une concentration d’environ 7% (w/w) (Giacobello et al., 2000 ; Hayes et al., 2003 ; 

Catusse et al. ; 2008). Celle-ci peut donc constituer une ressource importante en bétaïne. 

 

 

Figure 1. Structure de la glycine bétaïne (GB) 

 

Entre 2009 et 2010, la production mondiale du sucre est estimée à 160 millions de tonnes, 

avec environ 13,96 millions de tonnes pour l’Union Européenne (EU) 

(http://ec.europa.eu/agriculture/agrista/2010/table_en/2010enfinal2.pdf). Approximativement 

1/5 de la production mondiale du sucre provient des betteraves sucrières (Manderscheid, 

2010). L’industrie de transformation de cette denrée consacre une attention croissante aux 

problèmes de l'environnement liés à la consommation d'énergie et à la production de grandes 

quantités de déchets, telles que la pulpe et la mélasse (Alkaya et al., 2011, Vaccari et al., 

2005). Cette dernière est constituée d’eau, de saccharose (47-50%), de protéines, de 

vitamines, d’acides aminés… (Roukas, 1998) et est utilisée pour la production industrielle de 

l’éthanol, d’acides aminés, de la levure de boulangerie, comme additif dans l’industrie de 

l’alimentation animale, comme fertilisant…(Ergum et al., 2000; Togrul et al., 2004 ; Sopade 

et al., 2007 ; Zhang et al., 2009).  

 

L'industrie de l’alcool utilise la mélasse pour produire du bioéthanol. Un total de 74 milliards 

de litres du bioéthanol, dont 3,7 milliards de litres pour l’UE, a été produit dans le monde en 
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2009 (http://www.biofuels-platform.ch/infos/eu-bioethanol.php). L’alcool obtenu est extrait 

du bouillon de fermentation, généralement par distillation. Cette opération laisse un sous 

produit connu sous le nom de vinasse dont la quantité peut être jusqu’à 10 fois supérieure à 

celle du bioéthanol produit et contient jusqu’à 4% de bétaïne. La vinasse est extrêmement 

acide (pH = 4-5) et a une forte teneur en matières organiques dont la fermentation est 

responsable des odeurs désagréables. Elle pose ainsi des problèmes environnementaux 

considérables (Garcia et al., 1997 ; Jiménez et al., 2005 ; Morin Couallier et al., 2006 ; 

Escudero et al., 2011). Sa valorisation pour la production de la GB est une façon de limiter 

son impact sur l’environnement. 

 

La GB protège les végétaux, les poissons, les volailles contre le stress osmotique, le taux 

élevé de sel et la température (Flowers et al., 2007 ; Farooq et al., 2008 ; Patade et al., 2008). 

Chez les humains, la GB peut être facilement absorbée par l'apport alimentaire ou est 

endogène et est alors synthétisée par l’organisme par le catabolisme de la choline dans le foie. 

Elle est accumulée par les cellules endothéliales artérielles en réponse aux changements 

osmotiques (Petronini et al., 2000 ; Alfieri et al., 2002 ; Alfieri et al., 2004). Sa concentration 

circulante est beaucoup plus faible que celle contenue dans les tissus. Son excrétion urinaire 

est normalement minime (5%) comparativement à la concentration résorbée (Lever et al., 

1994 ; Lever et al., 2004). La perte de la GB peut être pathogène et provoque une 

augmentation de l’homocystéine (Lever et al., 2007), un acide aminé soufré non protéique et 

responsable de nombreux risques pathogènes. Son métabolisme a suscité un intérêt 

considérable ces dernières années. Cela découle de l'observation que l'augmentation de la 

conentration plasmatique de l’homocystéine chez les humains est corrélée avec un risque 

accru de maladies vasculaires coronaires, cérébrales et périphériques (Slow et al., 2004). En 

médecine humaine, la GB intervient dans la prévention et le traitement de nombreuses 

maladies, notamment les maladies rénales, cardio-vasculaires, hépatiques, cancéreuses,… 

(Lin et al., 1997 ; Schwab et al., 2002 ; Hayes et al., 2003 ; Dalmeijer et al., 2008 ; Luo et al., 

2009). Elle constitue une source importante de groupes méthyle requis pour la formation de la 

méthionine et de S-adénosylméthionine. La figure 2 montre une des voies du métabolisme de 

l’homocystéine dans le foie, qui requiert la GB et catalysée par la bétaïne-homocystéine 

méthyltransférase (BHMT)(Goddijn-Wessel et al., 1996 ; Lu et al., 2002).  



 

Figure 2. Transformation de l’homocystéine en méthionine en présence de la glycine bétaïne 

catalysée par la bétaïne-homocystéine méthyltransférase (BHMT) dans le foie.  

 

 

Quelques études relatives à l’activité antibactérienne d’analogues de la GB existent dans la 

littérature (Quéau et al., 2003 ; Cosquer et al., 2004). Un effet d’inhibition puissante (allant de 

bactériostatique à léthale) de dérivés benzyles de la GB (Figure 3) contre les bactéries de 

plusieurs souches appartenant à des groupes taxonomiques différents (Bacillus subtilis, 

Citrobacter freundii, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella enterica…) a été 

observé. L’importation de ces dérivés dans des cellules bactériennes apparaît strictement 

dépendante de la présence des transporteurs membranaires puissants de la GB (Cosquer et al., 

2004). 

 

 
 

 

Figure 3. Quelques analogues de la glycine bétaïne possédant une activité bactériostatique ou 

bactéricide (Quéau et al., 2003 ; Cosquer et al., 2004). 

 

 

La GB est également utilisée comme hydratant dans les industries alimentaires, cosmétiques 

et pharmaceutiques (Caqueret et al., 2008 ; Lever et al., 2010 ; Cibis et al., 2011). Elle est 

non-toxique, très soluble dans l’eau et augmente la tension superficielle de cette dernière 

(Söderlund et al., 2002). Sa nature polaire et zwitterionique en fait un candidat de choix pour 

composer la tête hydrophile de différents types d’agents tensioactifs. 

 

Les tensioactifs (TA) constituent une classe importante de produits chimiques, non seulement 

parce qu’ils sont communément utilisés mais aussi parce qu’ils ont une grande variété 

d’applications dans les ménages, l’industrie et l’agriculture (Karsa et al., 1999 ; CESIO, 

2001 ; Ehrenberg, 2002). Les utilisateurs finaux les rencontrent dans les détergents, les 

cosmétiques et les aliments. L’application de préparations pharmaceutiques ou cosmétiques 
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contenant des TA traditionnels ont montré des réactions secondaires (irritation de l’œil ou de 

la peau). C’est le cas pour l'un des TA les plus utilisés, le dodécylsulfate de sodium (SDS) 

(Barany et  al., 1999 ; Martinez et al., 2006 ; Tehrani-Bagha et al., 2007). Certains TA 

contenus dans les eaux usées et rejetés dans l’environnement ont montré une forte toxicité vis-

à-vis de nombreux organismes aquatiques (Lal et al., 1991 ;Lewis et al., 1983 ;  Wang et al., 

2005 ; Singh et al., 2002 ; Sibila et al., 2008) et une biodégradation faible et lente (Miller et 

al., 1989 ; Croker et al., 1995 ; Gonzalez-Mazo et al., 1997).  

 

Les TA obtenus directement à partir de matières premières renouvelables pouvant être 

d’origine végétale ou animale sont présents en faible quantité dans les matières premières et 

leur extraction nécessite la mise en œuvre de processus plus coûteux que ceux utilisés pour la 

fabrication de TA synthétiques équivalents. Leur faible présence sur le marché est 

principalement liée à leur coût de production élevé (Holmberg, 2001). 

 

En raison de l’augmentation des préoccupations environnementales et toxicologiques à 

l’heure actuelle, il y a un besoin industriel important pour les TA de haute performance 

possédant des propriétés biodégradables et biocompatibles (Macian et al., 1996 ; Lin et al., 

2002 ; Benvegnu et al., 2008). Une approche stratégique est de développer de nouvelles 

fonctionnalités pour ces molécules, combinant par exemple l'activité de surface, la haute 

capacité de solubilisation et la viscoélasticité, ou possédant des activités biologiques (Kern et 

al., 1994 ; Dam et al., 1996 ; Vollenbroich et al., 1997 ; Kracht et al., 1999).  

 

Les TA zwittérioniques dérivés de la glycine bétaïne, les alkylbétaïnes (e.g. 

cocamidopropylbétaïne), sont déjà utilisés dans les cosmétiques (David et al., 1991 ; Storer et 

al., 2006). Les alkylbétaïnes sont considérées comme douces pour la peau et les muqueuses et 

ont également été jugées efficaces pour réduire l’irritation potentielle d’alkyl sulfates, d’alkyl 

ether sulfates et de savons (Ernst et al., 1982 ; Tegeler et al., 1995 ; de la Maza et al., 1997). 

Les esters, les thioesters et les amides cationiques TA dérivés de la glycine bétaïne sont 

encore en étude et produits à l’échelle du laboratoire. Les premiers, les alkylbétaïnates, 

présentent un profil de stabilité particulier, étant plus stables en milieu acide et labiles en 

milieu alcalin. Leur extrême dépendance vis-à-vis du pH les rend intéressants comme TA 

clivables (Holmberg, 1996). Leurs propriétés physico-chimiques telles que la tension de 

surface, la concentration micellaire critique, les pouvoirs moussant et dispersant, la 

biodégradation ainsi que leurs propriétés biologiques ont fait l’objet d’études antérieures 



(Rozycka-Roszal et al., 1988 ; Thompson et al., 1992 ; Lundberg et al., 2004 ; Mohlin et al., 

2006 ; Itoh et al., 2009). Les alkylbétaïnates possèdent des propriétés de surface intéressantes 

comparativement à leurs analogues alkyltriméthylammonium. L’hémolyse, le processus par 

lequel les érythrocytes (globules rouges) se désintègrent, est une méthode pratique pour 

étudier les interactions entre les composés TA et les membranes biologiques (Lundberg et al., 

2004a). Il a été indiqué que les alkylbétaïnates interagissent avec les membranes biologiques 

réelles et modèles (Kuczera et al., 1985 et Kuczera et al., 1988 cités par Rozycka-Roszak et 

Fisicaro, 1993). Le chlorure d’oleyl betaïnate (C16BC) a présenté une activité hémolytique 

élevée même à basse concentration (0,1 M) tandis qu’à cette même concentration, le dodécyl 

bétaïnate (C12BC) a été considérablement moins hémolytique que le chlorure de tétradécyl 

triméthylammonium, un TA stable qui a une concentration micellaire critique similaire à celle 

du C12BC (Lundberg et al., 2004a). 

 

Néanmoins, les études sur l’organisation interfaciale des alkylbétaïnates ainsi que celles 

concernant leurs interactions avec des biomembranes sont rares, voires inexistantes. C’est 

dans ce contexte que s’inscrit l’objectif général de cette thèse qui est de contribuer à l’étude 

des propriétés tensioactives et membranaires des alkylbétaïnates. 

 

Après une synthèse bibliographique présentant les méthodes classiques de synthèse et les 

voies de valorisation générales des tensioactifs dérivés de la glycine bétaïne, le volet 

expérimental s’est intéressé plus particulièrement à l’étude des chlorures d’alkylbétainates 

(CnBC). 

Une première étape importante de ce volet a consisté à produire de manière optimisée des 

CnBC de longueur de chaîne paire comprise entre 10 et 16 atomes de carbones en utilisant des 

réactifs plus respectueux de l’environnement que ceux utilisés dans les études antérieures. 

 

Après celle-ci, une étude approfondie des films monomoléculaires des CnBC et de l’influence 

de différentes conditions expérimentales sur le comportement du C16BC à l’interface air-eau a 

été entreprise. 

 

Ensuite, leurs activités membranaires ont été évaluées.  

 



Dans un premier temps, le pouvoir de pénétration des CnBC dans des modèles membranaires 

simplifiés constitués de monocouches lipidiques a été analysé. L’influence de la nature 

lipidique et de la longueur de la chaîne de CnBC a été investiguée.  

 

Dans un deuxième temps, une caractérisation qualitative et quantitative des interactions 

existant entre les molécules de C16BC et celles des lipides ont été effectuées. A la fois des 

monocouches et des vésicules lipidiques composées de lipides représentatifs de la membrane 

plasmique de mammifères de même que des conditions expérimentales proches des conditions 

physiologiques ont été utilisées afin d’approcher les conditions réelles des systèmes vivants. 

 

Un dernier chapitre s’est intéressé à l’étude du pouvoir de perméabilité et/ou de solubilisation 

des CnBC en utilisant des vésicules lipidiques comme modèle membranaire. L’effet de la 

longueur de la chaîne des CnBC ainsi que celui de la nature des lipides composant les 

membranes modèles ont été examinés. 

 

Une discussion générale de l’ensemble des résultats est ensuite présentée de manière à 

dégager les voies de valorisation potentielles des CnBC.  

 

Une conclusion générale ainsi que des perspectives pour des recherches futures sont exposées 

à la fin de cette thèse. 
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Résumé 
 

Le terme « bétaïne » est utilisé pour désigner la glycine bétaïne, mais également ses 

dérivés et un composé organique portant un azote quaternaire. La glycine bétaïne est un petit 

composé amphotérique, très polaire qui agit comme osmoprotecteur chez les végétaux et 

agent protecteur du foie, du cœur et des vaisseaux chez l’homme. En vue d’exploiter ses 

nombreux effets, des chercheurs ont synthétisé des dérivés tensioactifs dont les alkylbétaïnes, 

les alkylamidobétaïnes, les bétaïnates (esters de la glycine bétaïne monomères, dimères et 

bipolaires) et les bétaïnamides (amides de la glycine bétaïne). Les alkylbétaïnes et les 

alkylamidobétaïnes sont produites à l’échelle industrielle et sont utilisées comme tensioactifs 

amphotères dans les cosmétiques. Elles sont moins irritantes comparativement au 

dodécylsulfate de sodium (SDS). Les bétaïnates et les bétaïnamides sont produites à l’échelle 

du laboratoire. Les bétaïnates monomères sont plus biodégradables que les esters courants 

tandis que les bétaïnates dimères et bipolaires présentent respectivement des activités 

tensioactives et membranaires plus intéressantes comparativement à leurs analogues 

monomères. Seule la voie chimique est jusqu’à présent utilisée pour leur synthèse. 

 

Mots-clés : concentration micellaire critique, dérivés de la glycine bétaïne, glycine bétaïne, 

potentialités, propriétés amphiphiles, synthèse chimique, tensioactifs bolaforme et gemini, 

tensiométrie 

 

 

 



Abstract 

 

The term "betaine" is used to design the glycine betaine, but also its derivatives and an 

organic compound carrying a quaternary nitrogen. Glycine betaine is an amphoteric small 

compound, very polar that acts as osmoprotectant in plants and protective agent of the liver, 

of the heart and of the vessels in human. In order to exploit its numerous effects, researchers 

synthesized surfactant derivatives including alkylbetaines, alkylamidobetaines, betainates 

(esters of glycine betaine monomers, geminis and bolaforms) and betainamides (amides of 

glycine betaine). Alkylbetaines and alkylamidobetaines are produced on the industrial scale 

and are used as amphoteric surfactants in cosmetics. They are less irritating compared to 

sodium dodecylsulfate (SDS). Betainates and betainamides are produced on laboratory the 

scale. Betainates monomers are more biodegradable than the current esters while betainates 

geminis and bolaforms present respectively surface and membrane activities more interesting 

compared to their analogous monomers. Only the chemical way is used until now for their 

synthesis. 

 

Keywords : amphiphiles properties, bolaforme and gemini surfactants, chemical synthesis, 

critical micellar concentration, glycine betaine, glycine betaine derivatives, potentialities, 

tensiometry 

 

 

 



1. Introduction 

Dans la littérature, le terme « bétaïne » est souvent utilisé pour désigner la glycine bétaïne ou 

les dérivés de la glycine bétaïne utilisés comme tensioactifs dans les cosmétiques (Lever et 

al., 2007 ; Likes et al., 2007). Ce terme est aussi utilisé comme suffixe pour désigner un acide 

organique (très souvent un acide aminé) dont l'atome électronégatif (très souvent l'azote) porte 

une charge positive (Wood et al., 2002) ou encore un composé possédant une fonction 

quelconque (acide, alcool, etc.) et un azote quaternaire (Wydro et al., 2005). Le tableau 1 

présente les structures de quelques bétaïnes. 

 

Tableau 1. Structures de quelques bétaïnes – Structures of some betaines 

 

Noms Formules chimiques Auteurs 

 

Glycine bétaïne 

 

Peddie et al., 1998  

 

Triéthylglycine bétaïne 

 

Peddie et al., 1998  

 

Alanine bétaïne 

 

Peddie et al., 1998  

 

Alkyl sulfobétaïne 

 

            

 

                             n = 12,14,16 

Glosh et al., 2000 ; Wydro et 

al., 2005 

Pyridinium bétaïne 

           

Peddie et al., 1998  

 

Proline bétaïne 

 

Storer et al., 2006  

 

Thiolanium bétaïne 

 

Peddie et al., 1998  

 

Phényl-3-pyridinium-N-

phénolate bétaïne substitué 

 

 

Vodolaskaya et al., 2003 
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La glycine bétaïne (N,N,N-triméthylglycine), appelée parfois bétaïne, est présente dans 

plusieurs plantes (betterave, blé, épinards), animaux et micro-organismes (Propionibacterium 

shermanii, Pseudomonas dénitrifiants) (Huang et al., 2008). Elle joue un rôle important dans 

la résistance au stress osmotique chez les bactéries, les algues, les plantes et les mammifères 

(Wood et al., 2002). Dans l'organisme humain, elle provient de l'alimentation et aussi du 

métabolisme de la choline. La glycine bétaïne est utilisée dans le traitement de 

l'homocystéinurie et de l'homocystéinemie, une élévation de la concentration de 

l'homocystéine dans les urines et dans le plasma respectivement (Yagisawa et al., 2006 ; 

Atkinson et al., 2009). L'administration de la bétaïne a montré des effets protecteurs contre les 

déficiences du système cardiovasculaire (Stepnova et al., 2007) ; vis-à-vis de l'accumulation 

d'espèces d'oxygène réactives et de la peroxidation de lipides (Banu et al., 2009). En 

biotechnologie, la bétaïne et la choline ont été largement utilisées comme donneurs du groupe 

méthyle pour la fermentation industrielle de la vitamine B12 par les Pseudomonas dénitrifiants 

(Li et al., 2008).  

La glycine bétaïne est très soluble dans l'eau et augmente sa tension superficielle (Söderlund 

et al., 2002). Pour exploiter ses propriétés bénéfiques citées ci-dessus, de nombreux auteurs 

ont synthétisé des dérivés de la glycine bétaïne par substitution d'un radical méthyle, par un 

radical alkyle à longue chaine (Hines et al., 1997 ; Li et al., 2005), par un radical 

alkylamidopropyle (Tegeler et al., 1995 ; Guan et al., 1997), par estérification de son 

groupement carboxylique par des alcools gras ou des polysaccharides (Auzély-Velty et al., 

2003 ; Granö et al., 2000) ou encore par amidation du groupement carboxylique avec le 

chitosan (Holappa et al., 2006 ; Korjamo et al., 2008) ou le 3-amino-1,2-propanediol (Floch et 

al., 1998). Le tableau 2 montre quelques dérivés de la glycine bétaïne. 

Une des voies de synthèse vise à construire des molécules tensioactives à base de glycine 

bétaïne. Celles-ci permettent de répondre aux exigences de plus en plus strictes en termes de 

qualité environnementale (Noiret et al., 2002) et de développer des caractéristiques 

fonctionnelles bien précises, deux critères recherchés par l'industrie des tensioactifs.  

 

 

 



Tableau 2. Quelques dérivés de la glycine bétaïne – Some glycine betaine derivatives 

Noms Structures Auteurs 

Alkylbétaïnes 

  
(n = 8, 10,12,14,16) 

Li et al., 2005 

Diméthyldodécylamidobétaïne 

 

Hall-manning et 

al., 1998 ; 

Tegeler et al., 

1995 

Cocoamidopropylbétaïne 

 

 

Tegeler et al., 

1995 

N-(3-Alkoxy-2-Hydroxypropyl)-

N,N-diméthylglycine 

        (n=8-16) 

Guan et al., 1997 

 

Alkylbétaïnates (esters)
 
 

 
(n=2

(1)
,10,12,14) 

Lundberg et al., 

2004 ; Tehrani-

Bagha et al., 

2007a 

 

Bétaïnate d'amidon
1
 

 

     

Granö et al., 

2000 ; Auzély-

Velty et al., 2003 
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2. Méthodes de synthèse par voie chimique des dérivés tensioactifs de la 

glycine bétaïne 

2.1. Synthèse des alkylbétaïnes 

Le chlorure de dodécylbétaïne (C12Be) a été synthétisé et purifié par différentes méthodes. 

Une des méthodes consiste à faire réagir le chloroacétate de sodium avec la N,N-diméthyl-N-

dodécylamine (rapport molaire 1:1) (Figure 1) dans une solution aqueuse d'éthanol à reflux 

pendant 18 h. Le mélange est alors refroidi et séché. Le solide résultant est dissous dans de 

l'isopropanol, filtré pour enlever les solides inorganiques et séché. Le résidu est recristallisé 

d'abord dans de l'acétone et ensuite dans de l'acétate d'éthyle. La recristallisation est répétée 

jusqu'à ce qu'une pureté suffisante soit atteinte (Hines et al., 1997). 

 

 

Figure 1. Synthèse de dodécylbétaïne à partir du chloroacétate de sodium et de la N,N-

diméthylamine-N-dodécylamine. Les conditions opératoires sont plus amplement décrites 

dans le texte. Dodecylbetaine synthesis. The experimental methods are more detailed in the 

text (Hines et al., 1997)  

Une autre méthode de synthèse de la dodécylbétaïne (Figure 2) a été utilisée par Delgado et 

al. (2006). Dans la première étape, une amine tertiaire, la N,N-diméthyl-N-dodécylamine 

réagit avec le bromo-2-éthanoate d'éthyle à reflux avec de l'acétone pendant 12 h. Après 

évaporation de l'acétone, le produit brut de réaction est récupéré par extraction liquide-liquide 

en présence d'éther éthylique et d'eau purifiée, afin que les réactifs qui n'ont pas réagi restent 

dans la phase organique et que le sel d'ammonium quaternaire, le produit de la réaction, aille 

dans la phase aqueuse. Dans la deuxième étape, le sel d'ammonium quaternaire est traité dans 

sa propre phase aqueuse avec une résine basique échangeuse d'ion, AG1-X8. Bien que la 

méthode originale indique que la réaction peut avoir lieu dans le méthanol, l'éthanol, ou 

l'isopropanol, la présence de l'alcool conduit à des réactions parallèles de transestérification. Il 

en résulte de plus petits rendements de la réaction et la production d'autres sous-produits. La 

résine employée permet l'échange de l'anion bromure du produit intermédiaire avec un groupe 

hydroxyle de la résine pour la formation du produit final. La résine est ajoutée pour rendre le 

milieu basique et la réaction se poursuit jusqu’à l’hydrolyse totale de l’ester formé pouvant 

être vérifié par HPLC-MS. Quand le rendement de la réaction atteint 99,9 %, la résine est 
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filtrée et l'eau est évaporée. L'évaporation de l'eau est assez difficile parce que les 

alkylbétaïnes sont des agents moussants. Par conséquent, un volume de toluène est ajouté 

pour former un azéotrope avec l'eau, empêchant ainsi la formation de la mousse. De plus, il 

sert à sécher les produits qui sont très hygroscopiques. Quand les produits sont complètement 

séchés, ils sont dissous dans de l'acétone bouillant et sont cristallisés par refroidissement. 

Finalement, les solides sont filtrés et séchés sous vide et atmosphère humide. 

 

 

Figure 2. Synthese de dodécylbétaïne à partir du bromooacétate d’éthyle et de la N,N-

diméthylamine-N-dodécylamine. Les conditions opératoires sont plus amplement décrites 

dans le texte. Dodecylbetaine synthesis. The experimental methods are more detailed in the 

text (Delgado et al., 2006)  

 

2.2. Synthèse des alkylbétaïnates 

La glycine bétaïne peut être directement utilisée comme réactif chimique pour former des 

esters avec des alcools gras. Cependant, à cause de sa faible réactivité, elle est communément 

utilisée sous une forme activée, le chlorure d'acyle (Auzély-Velty et al., 2003). Les 

alkylbétaïnates ou esters de la glycine bétaïne avec des alcools gras sont synthétisés en deux 

étapes. Avant l'acylation, la première étape consiste en l'activation du composant carboxyle ou 

du composant carbonyle. 

 

2.2.1. Activation des acides organiques  

Les acides organiques ou composants carboxyles peuvent être activés sous forme 

d'halogénures d'acyle (chlorure d'acyle, bromure d'acyle ou fluorure d'acyle), acyl azides, 

acylimidazoles, anhydride, esters, etc. Un agent d'acylation intermédiaire est formé, isolé et 

ensuite soumis à l'alcoolyse. Les réactifs chlorés sont le plus fréquemment utilisés pour 

activer la glycine bétaïne.  
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Le chlorure de thionyle (SOCl2), le chlorure d'oxalyle [(COCl)2], le trichlorure de phosphore 

(PCl3), le pentachlorure de phosphore (PCl5) l'oxychlorure de phosphore (POCl3) sont 

généralement utilisés pour produire les chlorures d'acyle à partir d'un acide carboxylique ou 

d'un composé portant une fonction carboxylate comme la glycine bétaïne en présence d'un 

solvant organique comme le dichlorométhane et à reflux pour faciliter le dégagement de HCl. 

Un des inconvénients majeurs des réactifs chlorés est la production de HCl (Montalbetti et al., 

2005). La figure 3 montre la formation du chlorure de bétaïnyle à l'aide des réactifs chlorés 

les plus utilisés, le chlorure de thionyle et le chlorure d'oxalyle. 

 

Figure 3. Mécanisme de formation du chlorure de bétaïnyle utilisant le chlorure de thionyle 

ou le chlorure d’oxalyle. Mechanism for betainyl chloride formation using thionyl chloride or 

oxalyl chloride. 

 

L'alkylbétaïnate est formé en faisant réagir le chlorure de bétaïnyle avec un alcool gras 

primaire. Une base supplémentaire (pyridine, diméthylaminopyridine, triéthylamine, N-

bromosuccinimide) est habituellement exigée comme réactif nucléophile et/ou pour piéger 

l'HCl formé. Les couplages sont habituellement exécutés dans les solvants secs et inertes 

(acétone, 1,4-dioxane, pyridine, diméthylsulfoxide) (Granö et al., 2000). 

2.2.2. Activation des alcools 

La première étape consiste à activer un alcool ou un composant carbonyle en halogénure 

d'alcoyle qui sera ensuite soumis à une aminolyse dans la deuxième étape. Les réactifs chlorés 

et bromés sont les plus utilisés pour activer les alcools. Notons que cette procédure fait 

intervenir la triméthylamine comme réactif d'aminolyse, plutôt que la glycine bétaïne. Les 

réactifs les plus utilisés pour produire les halogénures d'alcoyles à partir des alcools gras 

primaires sont le chlorure de chloroacétyle (ClCH2COCl) (Lundberg et al., 2004 ; Mohlin et 

al., 2006) et le bromure de bromoacétyle (BrCH2COBr) (Tehrani-Bagha et al., 2007a). La 

figure 4 illustre la formation de chloroacétate d'alkyle à l'aide de chlorure de chloroacétyle. 
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Figure 4. Formation de chloroacétate d’alkyle utilisant le chlorure de chloroacétyle. Alkyl 

chloroacetate  formation using chloroacetyl chloride (Mohlin et al., 2006) 

 

L'alkylbétaïnate est formé dans une deuxième étape par la réaction d'aminolyse consistant en 

la réaction du chloroacétate d'alkyle avec la triméthylamine en milieu organique (acétone, 1,4-

dioxane) (Figure 5). 

 

Figure 5. Formation de l’alkyl bétaïnate à partir de chloroacétate d’alkyle avec le 

triméthylamine. Alkyl betainate formation from Alkyl chloroacetate with trimethylamine. 

(Lundberg et al., 2004 ; Mohlin et al., 2006) 

 

 

2.3. Synthèse de bétaïnate d'amidon 

Granö et al. (2000) ont synthétisé le bétaïnate d'amidon en deux étapes (Figure 6). La 

première étape a consisté en la synthèse de chlorure de bétaïnyle à partir de la glycine bétaïne 

et de chlorure de thionyle dans le dichlorométhane. Dans la deuxième étape, l'amidon a réagi 

avec le chlorure de bétaïnyle en présence de 1,4-dioxane comme solvant et de la pyridine 

comme réactif nucléophile et catalyseur.  

 

                     
                                                                              4h à 110°C 

Figure 6. Synthèse de chlorure de bétaïnate d’amidon. Synthesis of starch betainate chloride 

(Granö et al., 2000) 
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ester d'amidon à partir de N,N-diméthyl glycine et de l'amidon dans le diméthylsulfoxide sec 

(DMSO), le diisopropylcarbodiimide (DIC) et la diméthylaminopyridine (DMAP). La 

deuxième étape a consisté en la quaternisation des esteramines du dérivé de l'amidon à partir 

de poly (N,N-diméthyl glycyl) ester d'amidon et de l'iodure de méthyle dans le diméthyle 

sulfoxide sec à température ambiante. 

  

 
 

Figure 7. Autre voie de synthèse de chlorure de bétaïnate d’amidon. Other route of starch 

betainate chloride synthesis (Auzély-Velty et al., 2003) 

(A) DIC, DMAP, DMSO, T° amb, 12h ; (B) CH3I, DMSO, T° amb, 5h ; (C) Ultrafiltration 

 

2.4. Synthèse de N-bétaïnate de chitosan 

L'acylation de chitosan peut être accomplie régiosélectivement au niveau du groupe aminé en 

protégeant le groupe hydroxyle primaire avec une molécule de triphénylméthyle. Cette 

approche a été utilisée pour préparer le N-chloroacyl 6-O-triphénylméthyl chitosan qui peut, 

en outre, être substitué ou quaternisé avec les amines comme la pyridine, l'imidazole, la 

triéthylamine, la tributylamine, le chlorure de N-chlorobétaïnyle (Mourya et al., 2008). La 

figure 8 montre les cinq étapes de synthèse du N-bétaïnate de chitosan.  

 

Figure 8. Synthèse de N-bétaïnate de Chitosan. Synthsis of Chitosan N-betainate (Mourya et 

al., 2008 
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2.5. Synthèse de N-bétaïnylamino-3-dialkyloylglycérol 

La figure 9 résume les étapes de synthèse de N-bétaïnylamino-3-dialkyloylglycérol (Floch et 

al., 1998). En effet, la glycine bétaïne (GB)(A) est convertie en un dérivé électrophile réactif 

en présence du chlorure de thionyle dans la triéthylamine comme solvant. Ce dérivé est traité 

avec le 2-thiazoline-2-thiol (B) dans le même solvant pour produire le N-bétaïnyl 

thiazolidine-2-thione (C). Le 3-amino-1,2-propanediol (D) est quantitativement N-acylé par le 

réactif C pour former le diol cationique (E) dans des conditions douces. Les amphiphiles 

cationiques cibles GB 12,14 et 16 sont obtenus dans une quatrième étape en utilisant les 

chlorures de dodécanoyle, de tétradécanoyle et d'hexadécanoyle respectivement en présence 

de 4-diméthylaminopyridine et de pyridine. 

 

 

Figure 9. Synthèse de N-bétaïnylamino-3-dialkyloylglycérol. Synthesis of N-betainylamino-3-

dialkyloylglycerol (Floch et al., 1998). Les réactifs et intermédiaires numérotés de A à E sont 

respectivement: Glycine bétaïne(A), 2-thiazoline-2-thiol (B), N-acyl thiazolidine-2-thione 

(C), 3-amino-1,2-propanediol (D) et Chlorure de N-bétaïnate de 3-amino-1,2-propanediol (E).  

 

 

2.6. Synthèse de dodécyl bétaïnate dimère ou gemini 

Les tensioactifs geminis sont une nouvelle génération de tensioactifs composés de deux 

molécules de tensioactifs monomériques liées entre elles par un groupe espaceur au niveau de 

leur tête hydrophile. Ils possèdent donc deux groupes hydrophiles et deux groupes 

hydrophobes (Tehrani-Bagha et al., 2007b). La structure d'une telle molécule est 

généralement notée m.s.m où m représente la queue (CmHm+1) et s la longueur du groupe 

espaceur. Ce dernier peut être hydrophile ou hydrophobe, flexible ou rigide (Paria, 2008). En 

général, les deux têtes aussi bien que les deux queues ont la même structure chimique et la 
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même longueur. Les amphiphiles hétérogeminis, qui sont moins courants, sont des molécules 

avec des têtes polaires anioniques, cationiques ou non-ioniques différentes et des queues 

différentes, c'est-à-dire une structure du type n.s.m (Fischer et al., 2008). La figure 10 montre 

la voie de synthèse de dodécylbétaïnate dimère avec un groupe espaceur de deux méthylènes. 

Dans la première étape, une solution de bromure de bromoacétyle (B) dans le 

dichlorométhane est ajoutée à une solution de 1-dodécanol (A) dans le même solvant. Le 

mélange réactionnel est agité pendant 4 h à température ambiante pour former le 

dodécylbromoacétate (C). Dans la deuxième étape, le composé (C) réagit avec la N,N,N',N'-

tetraméthyl-1,2-éthanediamine (D) dans l'acétone sous agitation à reflux pendant 20 h pour 

produire le dodécylbétaïnate dimère (E). 

 

Figure 10. Voie de synthèse de dodécyl bétaïnate dimère avec un groupe espaceur de deux 

méthylènes.  Synthesis route for dodecyl betainate gemini with a two-methylene spacer (s = 

2) (Tehrani-Bagha et al., 2007a). 

 

 

2.7. Synthèse d'amphiphiles bipolaires avec une tête de glycine bétaïne 

Les amphiphiles bipolaires, appelés bolaamphiphiles ou encore bolaformes, sont une classe 

particulière de molécules tensioactives constituant la membrane cellulaire des archéobactéries 

méthanogènes et thermoacidophiles. Ces amphiphiles bipolaires sont caractérisés par la 

présence de deux groupes hydrophiles terminaux reliés par un groupe espaceur hydrophobe 

possédant une ou deux chaines alkyles. La figure 11 montre la voie de synthèse des 

bolaamphiphiles asymétriques avec une tête de glycine bétaïne. Les alcools acétyléniques sont 

couplés à l'acétate de cuivre en milieu organique. Les diols formés sont convertis en diamines 

correspondants qui ont ensuite réagi avec le β-D-glucofurono-6,3-lactone pour former les 

glucuronamides (A). Ces derniers sont acylés avec la N-bétainyl thiazolidine-2-thione pour 

former les bolaamphiphiles asymétriques insaturés (B) et saturés (C). 
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Figure 11. Voie de synthèse de séries de molécules amphiphiles bipolaires ayant une tête de 

glycine bétaïne. Synthesis route of bipolar amphiphilic molecular series with one glycine 

betaine head group moiety (Berchel et al., 2008) 

 

 

3. Potentialités des dérivés tensioactifs de la glycine bétaïne 

3.1. Potentialités des alkylbétaïnes et des alkylamido bétaïnes 
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sont moins irritants pour la peau et les yeux, comparativement aux autres tensioactifs. Ces 
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caractéristiques conviennent très bien pour les produits de nettoyage de la maison, de lavage 

facial et les shampooings (Koike et al., 2007). 

Les alkylbétaïnes (décylbétaïne, dodécylbétaïne et tétradécylbétaïne) et les 

alkylamidobétaïnes (cocamidopropylbétaïne, cocamidobétaïne) sont des tensioactifs dérivés 

de la bétaïne les plus utilisés dans les produits commerciaux. La cocamidopropylbétaïne 

(CAPB) est l'un des trois composants majeurs dans les shampooings à côté du 

lauroyléthylsulfate de sodium (SLES) et du cocomonoéthanolamide (CME) (Im et al., 2008). 

En tant que groupe particulier de tensioactifs amphotériques, les alkylbétaïnes sont utilisées 

comme additifs de conditionnement des shampooings et présentent un niveau d'irritation très 

bas comparativement au lauryl sulfate de sodium (Ward et al., 1998), des effets adoucissants 

et antistatiques sur les cheveux (Koike et al., 2007). Les tensioactifs amphotériques (et les 

bétaïnes, en particulier) suppriment l'effet anti-moussant causé par les gouttelettes d'huile. 

Ainsi, ils sont utilisés comme amplificateurs de la mousse dans les formulations de 

shampooings commerciaux (Basheva et al., 2000).  

Le pouvoir moussant des tensioactifs est amélioré avec la longueur de la chaine alkyle, lequel 

est corroboré par le fait que la tension de surface décroît avec l'accroissement du nombre 

d'atomes de carbone de la chaine alkyle du tensioactif. La concentration micellaire critique 

(CMC) des alkylbétaïnes décroît également avec la longueur de la chaine hydrocarbonée. Le 

tableau 3 compare les valeurs des CMC des alkylbétaïnes avec leurs homologues dans 

lesquels le groupe hydroxypropyle a été incorporé. L'effet du nombre de carbone sur les 

propriétés de surface est évident et les faibles tensions de surface sont observées lorsque le 

nombre de carbone du groupe alkyle hydrophobe est augmenté. Le groupe hydroxypropyle est 

favorable à l'amélioration des propriétés de surface. 

 

 

 

 

 



Tableau 3. Comparaison des valeurs de la CMC des alkylbétaïnes (1-5) avec leurs 

homologues incorporant le groupe hydroxypropyle (1’-5’) Comparison of the values of the 

CMC of the alkylbetaines (1-5) with their counterparts incorporating the hydroxypropyle 

group (1’-5’) (Guan et al., 1997). 

 

 1 1’ 2 2’ 3 3’ 4 4’ 5 5’ 

CMC (mM) 170 25 18 7,0 1,8 0,68 0,18 0,082 0,018 0,012 
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3.2. Potentialités des bétaïnates 

Les esters de bétaïne tensioactifs sont des candidats intéressants en tant qu'agent de 

formulation pour plusieurs applications pharmaceutiques (Lundberg et al., 2004). Ils sont 

beaucoup moins étudiés que les alkylbétaïnes (Mohlin et al., 2006). 

Le bétaïnate d'amidon comme additif de fin d'humidification (mouillabilité) a été étudié dans 

la fabrication du papier. Les tests de papetiers ont montré que le bétaïnate d'amidon augmente 

considérablement la résistance des feuilles de papier (Granö et al., 2000). 

L'activité antimicrobienne des dérivés de chitosan a été étudiée. Les N-bétaïnates de chitosan 

avec des degrés de substitution de 0,05 à 0,9 du groupe amino du chitosan avec la glycine 

bétaïne ne sont pas actifs vis-à-vis d'Escherichia coli et de Staphylococus aureus en milieu 

neutre (pH 7,2). Par contre, avec un degré de substitution moindre et en milieu acide (pH 5,5), 

cette activité antimicrobienne a été observée (Holappa et al., 2006). 

Des dérivés particuliers comportant un diacylglycérol lié à la fonction carboxyle de la bétaïne 

par une liaison amide ont été démontrés utiles pour la transfection de gènes dans des cellules 

hépatocytes (Gilot et al., 2002). 

3.3. Potentialités des tensioactifs geminis 

Les tensioactifs geminis sont une classe relativement nouvelle de molécules tensioactives, ce 

qui explique le peu de littérature disponible à ce sujet. Cependant, ils présentent un intérêt en 

raison de leurs propriétés tensioactives remarquables et de leur capacité à former des 

structures supramoléculaires intéressantes aussi bien en solution qu'à l'interface solide-

solution aqueuse. Comme les tensioactifs conventionnels, les tensioactifs geminis peuvent 

être utilisés dans les produits de consommation comme les produits de nettoyage, les produits 

cosmétiques et les produits pharmaceutiques (Zhou et al., 2009) avec réduction de la 

consommation des produits chimiques (Sakai et al., 2009). En outre, leur solubilité et leur 

stabilité excellentes dans des solutions d'électrolytes concentrées ainsi que leur remarquable 

résistance à l'oxydation et à la dégradation thermique (Paria, 2008) doivent être relevées. 

Comparativement à leurs équivalents monomériques, les tensioactifs geminis montrent une 

plus haute activité de surface, une concentration micellaire critique (CMC) 10 à 100 fois 

inférieure, une haute capacité de solubilisation et une meilleure tolérance aux ions mono et 

divalents (Tehrani-Bagha et al., 2007b ; Paria, 2008). Les propriétés des tensioactifs geminis 

sont largement influencées par la longueur du groupe espaceur (Paria, 2008). 
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3.4. Potentialités des amphiphiles bipolaires (bolaamphiphiles, bolaformes) 

Les amphiphiles bipolaires ont la capacité d'adopter des conformations supramoléculaires 

variées comme des vésicules, des lamelles, des disques, des tubules ainsi que des fibrilles 

(Berchel et al., 2008). Ceci permet leur application comme modèles de membranes 

biologiques et comme microréacteurs (Chen et al., 2009). Ils forment des monocouches 

lipidiques très denses et moins perméables que les bicouches membranaires classiques 

(Gliozzi et al., 2002). Leur capacité à stabiliser des membranes a été appliquée pour stabiliser 

des vésicules servant de système de distribution des médicaments. En outre, leur aptitude à 

former des nanotubes creux permet d'envisager leur application dans le domaine de 

l'encapsulation médicale et industrielle (Meister et al., 2007). Certains bolaamphiphiles 

(comme les diester-dicarboxyliques formés de deux têtes d'acide phthalique et du 1,2-

éthanediol, du 1,4-butène-2-diol ou du 1,4-butanediol comme groupes espaceurs) peuvent 

former, dans un mélange eau-méthanol, des structures hélicoïdales semblables à celles 

observées dans les protéines. Ces structures jouent un rôle crucial dans le processus d'auto-

assemblage moléculaire et définissent la morphologie des agrégats comme la texture tubulaire 

(Mosae Selvakumar et al., 2009). 

L'utilisation des bolaformes de bétaïne en tant qu'agent tensioactif, antibactérien et/ou 

antifongique dans le domaine de la cosmétique et de la détergence a également été envisagée 

(Estrine et al., 2004). 

4. Conclusion 

La glycine bétaïne présente un intérêt tant pour les animaux, les végétaux que les micro-

organismes. Elle a des effets protecteurs sur de nombreux organes humains comme le foie, le 

cœur, les vaisseaux. Ses dérivés alkyles trouvent des applications dans le secteur de l'industrie 

cosmétique. Ils sont utilisés comme tensioactifs amphotères. Les dérivés esters et amides de la 

glycine bétaïne dimères (geminis) et bipolaires (bolaformes) constituent de nouvelles classes 

de tensioactifs qui sont sujets à de nombreuses études actuellement. Les activités de surface 

des dérivés dimères et les activités membranaires des bolaformes sont plus intéressantes que 

celles des dérivés monomères correspondants. Les dérivés esters et amides monomères, 

dimères et bipolaires qui sont encore étudiés à l'échelle du laboratoire montrent des 

applications prometteuses en cosmétologie, en imprimerie et dans les domaines 

pharmaceutique et médical. Un autre avantage des dérivés de la glycine bétaïne est sans doute 

la diversité de structures. Cependant, ces dérivés tensioactifs de la glycine bétaïne sont 
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obtenus par voie chimique. La voie biotechnologique exploitant les capacités de synthèse à 

l'aide d'enzymes est à explorer du fait qu'elle peut fournir des produits plus respectueux de 

l'environnement, bien que leur coût de production soit élevé. 
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III. Synthèse et étude des propriétés interfaciales 

d’esters tensioactifs dérivés de la glycine bétaïne (les 

chlorures d’alkylbétaïnate) 

 

Les principaux résultats ont été publiés dans cet article : 

 

Publication II 

 

 

Nsimba Zakanda F., Laurent P., Paquot M., Mvumbi Lelo G., Deleu M. (2011). 

Alkylbetainate chloride: Synthesis and behavior of monolayers at the air-water interface. Thin 

Solid Films, 520, 344-350. 

 

 



 

 

Objectif et stratégie expérimentale 

 

L’objectif de ce premier volet était d’obtenir des chlorures d’alkylbétaïnates (CnBC, n = 10-

16) (non disponibles sur le marché) en vue d’étudier les propriétés de leur film 

monomoléculaire et leur organisation interfaciale. Ainsi, une nouvelle méthodologie pour la 

synthèse chimique de CnBC a été mise en oeuvre en utilisant des réactifs plus respectueux de 

l’environnement (la bétaïne, le chlorure de thionyle et les alcools gras) que ceux utilisés 

précédemment (le chlorure de chloroacétyle, la triméthylamine et les alcools gras). Le 

chlorure d’hexadécylbétaïnate (C16BC) a été premièrement synthétisé et ses conditions de 

synthèse ont été optimisées. Les autres membres de la série homologue, le chlorure de 

décylbétaïnate (C10BC), le chlorure de dodécylbétaïnate (C12BC) et le chlorure de 

tetradécylbétaïnate (C14BC), ont été synthétisés en utilisant les conditions optimales de la 

synthèse de C16BC. Les différents produits ont été purifiés et contrôlés par HPLC et 

caractérisés par spectroscopie infra-rouge, spectrométrie de masse et résonance magnétique 

nucléaire. 

 

Ensuite, les propriétés de surface des CnBC ont été caractérisées au moyen de l’étude de leurs 

isothermes de compression de pression de surface (Π) en fonction de l’aire moléculaire (A) à 

l’interface air-eau. La Balance à Film de Langmuir a été utilisée à cette fin. L’influence des 

conditions de la sous-phase aqueuse incluant le pH, la température, la présence de sels de 

sodium (contenant différents anions monovalents et divalents) et la force ionique sur les 

propriétés des films monomoléculaires (aire moléculaire, compressibilité, stabilité) de C16BC 

à l’interface air-eau a été investiguée. 

 

Les paramètres physico-chimiques étudiés sont : 

- A0 : aire moléculaire à laquelle les molécules passent de la phase gazeuse à l’état 

liquide expansé 

- Ac : aire moléculaire au ‘collapse’ 

- Πc : pression de surface au ‘collapse’ 

- Cs
-1 : module de compressibilité (l’inverse de l’élasticité de la monocouche) 

 

 

 



 

Principaux résultats 

 

Les conditions optimales de synthèse de C16BC ont été déterminées et correspondent à une 

absence de catalyseur/base, un solvant de polarité moyenne (le méthyl-2-butanol-2), un 

rapport molaire dichlorure de bétaînyle/1-hexadecanol de 3/1, une température de 45°C et une 

concentration en réactants de 0,132 mol/L. 

 

Le C10BC et le C12BC n’ont pas été en mesure de former des monocouches insolubles à 

l’interface air-eau à 20°C tandis que le C14BC et le C16BC ont formé des monocouches 

insolubles dans les conditions de l’étude. 

 

La monocouche de C16BC n’a pas été influencée par le pH, les anions monovalents du sel de 

sodium comparativement à celle formée dans l’eau (comme sous-phase). Par contre, elle est 

légèrement influencée en termes d’occupation de l’interface par la température, les anions 

divalents et la force ionique. Globalement, les conditions expérimentales ont un faible effet 

sur les monocouches de C16BC en terme stabilité. 
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Abstract 

In this study, cationic alkylbetainate chloride surfactants (CnBC, n=10–16) are synthesized 

using more environment-friendly reagents (glycine betaine, thionyl chloride and primary 

alcohols) than in previous works (chloroacetyl chloride, trimethylamine and primary 

alcohols). The interfacial behavior of the CnBC monolayers is studied onto aqueous subphases 

at 20 °C using the Langmuir through technique. Different experimental conditions including 

pH, temperature, sodium salts and Na2SO4 ionic strength are investigated. 

 

The results obtained have shown that the CnBC with a hydrocarbon chain length ≥14 are able 

to form insoluble monolayers. The C16BC monolayer stability checked by the compression–

expansion cycles has shown a superimposition of isotherms in the whole liquid-condensed 

region and an irreversible rearrangement of the molecules at high compression. The C16BC 

monolayer is not influenced by the pH and the presence of monovalent anions but it is 

influenced by the temperature, the divalent anions and the ionic strength. It has exhibited a 

great stability whatever the experimental conditions. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



1. Introduction 

Surfactants are continuously being created in order to obtain materials with specific 

physicochemical properties for targeted applications (Samakande et al., 2008). Among them, 

cationic surfactants have shown their commercial potential as bacteriostatic agents (Rosen, 

1989). They play an important role as sanitizing and antiseptic agents as well as components 

in cosmetic formulations as surfactants and antibacterial agents and are also used as cationic 

softeners, lubricants, retarding agents and antistatic agents in numerous sectors (Mata et al., 

2005).  

 

Quaternary ammonium surfactants are widely employed in pharmaceutical and cosmetic 

industries and in many applications where they come into contact with the skin. They are 

important ingredients that are frequently formulated into hair care products to modify the 

properties of hair surface (Wang et al., 1987). Furthermore, these surfactants have been 

included in liposomes in order to obtain cationic liposomes which have the ability to transfer 

DNA into cells through fusion with the cell membranes (de la Maza et al., 1995) or to form 

spontaneously complexes with DNA and RNA (Ran et al., 2009).  

 

As a consequence of their widespread use and strong resistance to biodegradation, chemical 

surfactants like quaternary ammonium ones may persist in wastewater treatment systems at 

relatively high concentrations (Pettersson et al., 2000; Majewska-Nowak et al., 2005). They 

can cause a disturbance of the ecological equilibrium, due to toxic impacts on aquatic 

organisms (Heinig et al., 1996). In order to meet legislative requirements and to discharge 

harmless effluents into the river, cleavable surfactants are of increasing interest today because 

of their higher biodegradability (Chou et al., 2008). 

 

In this context, glycine betaine (N,N,N-trimethylglycine) also called betaine is an interesting 

candidate for the production of surfactants with a low environmental impact. It is present in 

various plants, animals and microorganisms and plays an important role in osmotic stress 

resistance in these organisms (Huang et al., 2008). This molecule is a human nutrient and is 

used in the treatment of various diseases such as homocystinuria and homocystenemia 

(Schwab et al., 2006; Yagisawa et al., 2006), cardiovascular diseases, depression and other 

mental disorders, seizures and arthritis (Stepnova et al., 2007). Furthermore, betaine 



supplementation decreased the hepatotoxicity induced by lipopolysaccharide in adult male 

rats (Kim et al., 2002). 

 

Previous works have synthesized the alkylbetainates using chloroacetyl chloride [ClCH2COCl 

with LC50=660 ppm (Rusch et al., 2009)], trimethylamine (TEA) and primary alcohols as 

reagents. CAC and TEA are respectively toxic and harmful by inhalation (Öberg et al., 2010). 

Wastewater containing TEA causes environmental pollution problems and adverse effects on 

aquatic ecology. In addition, TEA is malodorous, can endanger human health and has been 

considered to be a possible 

Carcinogen (Belin et al., 1983; Aimin et al., 1999). Data concerning critical micelle 

concentration (CMC), foaming and dispersing properties of the alkylbetainates exist in the 

literature (Rozycka-Roszak et al., 1988; Thompson et al., 1992; Lundberg et al., 2004; 

Mohlin et al., 2006; Tehrani-Bagha et al., 2007; Itoh et al., 2009). Their low CMC and their 

high foaming and dispersing powers demonstrate their high potential as formulating agents. 

Recently, a review of synthesis methods and potentialities of application of glycine betaine 

based surfactants has been published (Nsimba zakanda et al., 2010).  

 

Data concerning the interfacial organization at the air–water interface of the alkylbetainates 

are not available. From a fundamental point of view, these data provide information on the 

molecular packing and on the intermolecular forces operating at the interface. 

 

The objective of the present paper is twofold. First, the synthesis of the alkylbetainate 

chlorides (CnBC, n=10–16) is performed using more environment-friendly reagents than in 

previous works (glycine betaine, thionyl chloride [with LC50=1277 ppm (Rusch et al., 2009)] 

and primary alcohols). The major factors affecting the esterification degree (the effect of basic 

catalysts, the nature of the solvent, the acid chloride/alcohol molar ratio, the temperature and 

the initial reactant concentration) are examined for the optimization of the hexadecylbetainate 

chloride (C16BC) synthesis. Decylbetainate chloride (C10BC), dodecylbetainate chloride 

(C12BC) and tetradecylbetainate chloride (C14BC) are synthesized using the optimum 

conditions obtained for the synthesis of the C16BC. Second, surface pressure (Π)–molecular 

area (A) isotherms of the CnBC are studied at the air–water interface by using the Langmuir 

trough technique. The influence of the environmental conditions (pH, temperature, anion 

types and ionic strength) on the monolayer interfacial properties of C16BC, exhibiting the best 

foaming properties (Itoh et al., 2009), is investigated. The study gives insights about the key 



parameters to take into account for the formulation of the alkylbetainate-based preparations 

for instance for cosmetic and pharmaceutical purposes. 

 

2. Materials and methods 

2.1. Materials 

The following compounds are commercially available. Glycine betaine (99% purity), thionyl 

chloride, 1-decanol, 1-dodecanol, 1-tetradecanol and 1-hexadecanol are purchased from 

Aldrich. All the reagents and solvents used are of the highest grade and are used as received. 

Ultra pure water with a resistivity of 18.2 MΩ.cm is used in all the experiments. 

 

2.2. Methods 

2.2.1. Synthesis of betainyl chloride 

The first step of C16BC synthesis is the preparation of the betainyl chloride. Betainyl chloride 

is prepared according to the method described in the literature (Granö et al., 2000). 

Anhydrous betaine (20.0 g, 0.171 mol) is suspended in 30 mL of dichloromethane in a three-

necked round bottomed flask. Thionyl chloride (30 mL, 0.411 mol) is added dropwise under 

constant stirring during a period of 60 min. The reaction has proceeded at 60 °C in a water 

bath, until the emission of sulfur dioxide has ceased. Both thionyl chloride and solvent in 

excess are then removed by evaporation under reduced pressure. The product is washed four 

times with 100 mL of n-hexane with subsequent removal of the solvent by decantation. The 

crude product is dried in vacuum to afford 28.6 g of white powder. 

 

2.2.2. Synthesis of hexadecylbetainate chloride (C16BC) 

Betainyl chloride, 1-hexadecanol and solvent (1,4-dioxan, acetonitrile, 2-methyl-2-butanol 

(2M2B), dichloromethane or n-hexan) are mixed at 200 rpm. The reaction mixture is heated 

up to different temperatures (25, 35, 45, 55 or 65 °C) in a water bath and stirred for 7.5 h at 

the most. Different catalysts (None, dimethylaminopyridine, pyridine or triethylamine), 

reactant concentrations and betainyl chloride/1-hexadecanol molar ratios are tested. The 

reaction mixture is allowed to cool to room temperature before the solvent is decanted. The 

crude product is purified by preparative HPLC (acetonitrile/water 10:90 v/v, 20 mL/min and 

30 °C) to give C16BC. Scheme 1 shows the reaction routes for the synthesis of betainyl 

chloride and C16BC and proposed the mechanisms of reactions. 

 

 



 

 
 

 

 
 

 

 

Scheme 1. Synthesis routes of betainyl chloride and hexadecylbetainate chloride (C16BC) 

with the optimal parameters.  

 

The mechanisms of reaction involved in the synthesis of hexadecylbetainate chloride from 

glycine betaine via betainyl chloride with 1-hexadecanol (Scheme 1) are as followed: 

 

 In the first reaction, the nucleophilic attack of the oxygen of glycine betaine’s carboxylate 

group on the sulfur atom of thionyl chloride lead to the formation of the inorganic ester and 

the chloride ion. The attack of the chloride atom of the inorganic ester on the carbonyl group 

of the same molecule forms the betainyl chloride and the sulfur dioxide. In the second 

reaction, the nucleophilic attack of 1-hexadecanol’s hydroxyl group on the carbonyl group of 

betainyl chloride lead to the formation of the tetrahedral intermediate. Elimination of the 

chloride ion and deprotonation of this intermediate produce the hexadecylbetainate chloride 

and the hydrochloric acid (McMurry, 2000). 

 

 

2.2.3. Chemical characterization 

The structure of the final product is confirmed by infrared spectroscopy (IR), mass 

spectrometry (MS) and nuclear magnetic resonance (NMR). The IR spectra are recorded with 

a Bruker IFS 25 instrument as KBr pellets. Mass spectra were acquired on a High Capacity 

Ion Trap mass spectrometer (Bruker Daltonics, Bremen, Germany) equipped with an 

electrospray ionization source. Best results were obtained in positive mode with capillary, 

nebulizer pressure, drying gas flow, and drying gas temperature set to 66.0 nA, 40.0 psi 

(nitrogen), 9.0 L min−1 (nitrogen) and 365°C, respectively. The scan range was adjusted 

tom/z 50–3000 and the target mass set tom/z 500. MS data were recorded and processed using 
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Bruker Daltonics data analysis software, version 3.0. NMR spectra (
1
H, 

13
C, 

1
H/

1
H COSY, 

HSQC and HMBC) are recorded in deuteriomethanol (CD3OD) at 600 MHz (
1
H) and 150 

MHz (
13

C) with a Varian instrument and are reported in ppm from internal tetramethylsilane 

on the δ scale. Data are reported as follows: chemical shift [multiplicity: singulet (s), triplet 

(t), quintuplet (quint), multiplet (m)]. 

 

2.2.4. Π–A isotherm 

TheΠ–A isotherms are recorded bymeans of an automated Langmuir trough (KSV 

Minitrough, width: 75 mm, area: 24,225 mm², KSV Instruments, Helsinki, Finland) enclosed 

in a plexiglass box to reduce film contamination and equipped with a platinum plate attached 

to a Wilhelmy type balance. A symmetric compression is achieved with two moving barriers 

at a constant rate of 10 mm/min. Before each experiment, the trough is cleaned with 2-

propanol and rinsed thoroughly with ultra pure water. The cleanliness of the system is 

confirmed by checking the surface pressure over the surface compression of the pure 

subphase. The temperature of the subphase is maintained at the desired value by circulating 

water through the base of the trough. The spreading solution is prepared in 

chloroform/methanol (2:1 v/v) and is dispensed as tiny droplets to produce a uniform 

monolayer. The compression is started 15 min after spreading the amphiphile solution to 

allow complete evaporation of the solvent and to reach equilibrium with the desired 

experimental temperature. The reproducibility of the Π–A isotherms is checked by repeated 

recordings and the relative standard deviation in surface pressure and area is found to be  ≤ 

3%. 

 

3. Results and discussion 

3.1. Synthesis 

Glycine betaine has a very low reactivity for direct esterification with alcohol. It is commonly 

used in an activated form and then subjected to alcoholysis (Auzély-Velty et al., 2003). 

Organic acids or carboxyl components can be activated as acyl halides, acyl azides, 

acylimidazole, anhydride, etc. Chlorinated reagents [SOCl2, (COCl)2, PCl3, PCl5 or POCl3] 

are most frequently used to form acyl chlorides in an organic medium (Montalbetti et al., 

2005). In most cases, thionyl chloride (SOCl2) is the reagent of choice, for practical reasons 

because this reagent does not give other by-products than gas. The principal product of the 



reaction of glycine betaine with SOCl2 is betainyl chloride. The latter, very electrophilic, is 

very reactive than glycine betaine and is suitable to be subjected to alcoholysis. 

 

Esterification of alcohols (primary and secondary) with acyl chlorides is complete and 

exhausts the limiting reagent (which can be either the alcohol or acid derivative). It is very 

fast, even at room temperature and is often the preferred method for the preparation of organic 

esters (http://gwenaelm.free.fr/Physique/Physchim/capes/Doc/Julien_Lalande/O5.pdf). This 

reaction is often performed in the presence of catalytic amount of one of the following bases 

(pyridine, dimethylaminopyridine, triethylamine, or N-bromosuccinimide) to accelerate the 

reaction or/and to trap the HCl formed (Granö et al., 2000; Stagé et al., 2002; Nakatsuji et al., 

2007; Razei et al., 2007). In this work, hexadecylbetainate chloride is synthesized from 

glycine betaine via betainyl chloride with 1-hexadecanol. The second step of the reaction 

(Scheme 1) is optimized. The use or not of basic catalyst, the initial reactant concentration, 

the betainyl chloride/1-hexadecanol molar ratio, the nature of the organic solvent and the 

temperature are investigated. The combination of no basic catalyst (Figure 1a), an initial 

concentration of reactants of 0.132 mol/L (corresponding to 45.19 mg/mL) (Figure 1b), a 3:1 

betainyl chloride/1-hexadecanol molar ratio (Figure 1c), a temperature of 45 °C (Figure 1d), 

the 2-methyl-2-butanol as organic solvent (data no shown) and a reaction time of 6 h has 

given the highest yield (94±3%) of hexadecylbetainate chloride. Previous works have shown 

that acyl chlorides have high reactivity (Dieter, 1999; Auzély-Velty et al., 2003)  and cationic 

esters aremore stable in acidic medium (Auzély-Velty et al., 2003; Tehrani-Bagha et al., 

2007). The second step of the reaction (Scheme 1) produced a strong acid (HCl) which 

stabilized the final product and could play a role of acid catalyst. Other works have also 

shown that a high yield of ester (e.g., Octyl acetate) has been obtained with strong acid 

(sulfuric acid, p-toluenesulfonic acid) as catalyst (Ganeshpure et al., 2008; Marchetti et al., 

2008). The other alkylbetainate chlorides (decylbetainate chloride (C10BC), dodecylbetainate 

chloride (C12BC) and tetradecylbetainate chloride (C14BC)) are synthesized using the 

optimized conditions for the synthesis of C16BC. 

 



   

 

Figure 1. Yield of hexadecylbetainate produced from betainyl chloride and 1-hexadecanol (a) 

Effect of basic catalysts at 0.066 mol/L – (●) No catalyst; (×) dimethylaminopyridine; (o) 

pyridine; (Δ) triethylamine; (b) Effect of reactant concentration (betainyl chloride and 1-

hexadecanol at amolar ratio of 1:1); (c) Effect ofmolar ratio betainyl chloride to 1- 

hexadecanol; (d) Effect of temperature. When not specified, the reaction conditions are: 

betainyl chloride/1-hexadecanol molar ratio 1:1, concentration of reactants: 0.066 mol/L, 

solvent: 2-methyl-2-butanol, temperature: 45 °C, reaction time: 6 h and magnetic stirring: 200 

rpm. 

 

3.2. Chemical characterization 

The high purity ( ≥ 97%) of CnBC is checked by analytical HPLC ELSD and confirmed by 

NMR (data no shown). The chemical characterization is done by Infrared, Mass Spectrometry 

and Nuclear Magnetic Resonance. A typical spectrum of betainyl chloride has displayed 

bands at 2958 cm−1 (C-H), 1739 cm−1 (C=O), 675 cm−1 (C-Cl). IR spectra of the 

synthesized CnBC have displayed bands at 2918– 2962 cm−1 (C-H, stretching), 1738–1751 

cm−1 (C=O, stretching), 1402–1477 cm−1 (C-H, bending), 1190–1205 cm−1 (C-O, 

stretching) (Figure 2). Mass spectra have displayed the signals of the parent ions at m/z = 

258.1 (C10BC), 286.3 (C12BC), 314.3 (C14BC) and 342.4 (C16BC) (Figure 3). For illustration, 

only NMR data and spectra of C16BC are given. Numbers 1 and 2 in the data refer to 
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hydrogens and carbons of C16BC coming from glycine betaine, while those from 1’ to 16’ 

refer to protons and carbons from 1-hexadecanol (see insert in Figure 4b): 
1
H NMR: δ 4.37 

(s, CH2-2), 4.25 (t, 6.6, CH2-1’), 3.32 (s,
+
NCH3), 1.69 (quint, 6.6, CH2-2’, 1.38 (m, CH2-3’), 

1.31 (m, CH2-15’), 1.28 (m, CH2-4’ to CH2-13’), 1.27 (m, CH2-14’), 0.89 (t, 6.6, CH3-16’). 

13
C NMR: δ 164.6 (C-1), 66.2 (C-1’), 62.8 (C-2), 53.1 (

+
NCH3), 31.6 (C-14’), 29.3 (*2), 29.2 

(*2), 29.0, 28.9 (C-4’ to C-13’), 28.0 (C-2’), 25.4 (C-3’), 22.3 (C-15’), 13.0 (C-16’). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2. Infrared spectra of alkylbetainate chlorides (CnBC): (a) Decylbetainate chloride 

(C10BC), (b) dodecylbetainate chloride (C12BC), (c) tetradecylbetainate chloride (C14BC) and 

(d) hexadecylbetainate chloride (C16BC) 
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Figure 3. Positive-ion ElectroSpray Ionization mass spectra of alkylbetainate chlorides 

(CnBC): (a) Decylbetainate chloride (C10BC), (b) dodecylbetainate chloride (C12BC), (c) 

tetradecylbetainate chloride (C14BC) and (d) hexadecylbetainate chloride (C16BC). 

 

 

 

 
 
PULSE SEQUENCE, Relax. delay 1.000 sec, Pulse 45.0 degrees, Acq. time 1.704 sec, Width 9615.4 Hz 8 

repetitions, OBSERVE H1, 599.8765238 DATA PROCESSING, FT size 32768Total time 1 minute, Solvent: 

CD3OD, Temp. 25.0°C / 298.1°K, Operator: Walkup, VNMRS-600 "Varian_WS" 
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PULSE SEQUENCE, Relax. delay 1.000 sec, Pulse 45.0 degrees, Acq. time 0.865 sec Width 37878.8 Hz, 5000 

repetitions, OBSERVE C13, 150.8390719, DECOUPLE H1, 599.8795232 Power 34 dB, continuously on, 

WALTZ-16 modulated, DATA PROCESSING, Line broadening 0.5 Hz FT size 65536, Total time 2.6 hours, 

Solvent: CDOD, Temp. 25.0°C / 298.1°K, VNMRS-600 "Varian_WS" 

 

Figure 4. NMR spectra of hexadecylbetainate (C16BC): proton (a) and carbon (b) 

 

3.3. Interfacial properties of cationic alkylbetainate chlorides (CnBC) at the air–water 

interface 

 

Π–A isotherms of pure CnBC are established at the air–water interface of a Langmuir trough 

to get insight into their interfacial organization. Four characteristic parameters are determined: 

the limiting area (A0) (i.e., the extrapolation of the Π–A curve to Π=0 mN/m corresponding to 

the theoretical area at which molecules leave the gaseous (G) state and adopt a liquid-

expanded (LE) state (Eeman et al., 2006), the area (Ac) and the surface pressure (Πc) at the 

collapse of the monolayer as well as the two-dimensional compressibility modulus (Cs
−1

). Cs
−1

 

is calculated from Π–A data according to the following Equation 1: 

 

                                                Cs
−1

 = −A. (∂Π/∂A)                                                    Equation 1 

 

Where A is the area per molecule at the indicated surface pressure and Π is the corresponding 

surface pressure. This parameter is useful to characterize the phase state of the monolayer and 

to more clearly detect the phase transitions (He et al., 2002). The value of Cs
−1

 is 

approximately between 10–50 mN/m for a LE phase, 50–100 mN/m for an intermediate liquid 

(I), 100–250 mN/m for a liquid-condensed (LC) phase and 1000–2000 mN/m for a solid-

condensed (S) monolayers (Davies et al., 1963; Peltonen et al., 2001). The compressibility 

modulus is the inverse of the monolayer elasticity, i.e. a low compressibility modulus 

(b) 

 



signifies a high interfacial elasticity (Spelios et al., 2007), and consequently, a low monolayer 

stability.  

 

Figure 5a shows the Π–A isotherms of spread CnBC monolayers on a water subphase at 20 

°C. C10BC monolayer exhibits only a G phase and Π does not exceed 0.5 mN/m. C12BC 

monolayer shows a G phase and a LE phase confirmed by the Cs
−1

 values (inset in Figure 5a). 

It is an indication of a certain degree of cooperative interaction between themolecules at the 

interface. Π starts deviating from zero at A0~30 Å²/molecule. At high compression, A and Π 

reach 13.8 Å²/molecule and 16.9 mN/m, respectively (Table 1). Small monolayer areas and 

low surface pressures reached upon interface compression have been considered as 

characteristic of soluble monolayers at the air–water interface (Chou et al., 2008). In our 

experimental conditions, C10BC and C12BC cannot form insoluble monolayers because the 

hydrophobicity of their alkyl chains is not high enough to prevent the progressive dissolving 

of the monolayer components into the subphase upon the interface compression as in the case 

of dodecyltrimethylammonium and sodium dodecyl sulfate monolayer at the air–water 

interface at 20 °C (McConlongue et al., 1998). According to the shape of the isotherm and to 

the Cs
−1

 values (Figure 4a and inset), C14BC and C16BC monolayers present a G phase, a LE 

phase, a LC phase and a collapse point with increasing of Π. It points out that CnBC with 

hydrocarbon chain ≥14 are able to form an insoluble monolayer at an air–water interface in 

spite of their high hydrophilic lipophilic balance value (HLB = 24.3) (Boen, 1998; Guo et al., 

2006) classifying them as water soluble surfactants. A0 are 28.1 Å²/molecule for C14BC and 

23.3 Å²/molecule for C16BC. Ac and Πc of C14BC are 16.6 Å²/molecule and 41.5 mN/m while 

those of C16BC are 17.6 Å²/molecule and 52.3 mN/m (Table 1). C14BC and C16BC can thus 

adopt a tight packing at the interface. The small difference of interfacial occupation at low 

compression between C14BC and C16BC could be due to a better structuration of the 

molecules with a higher hydrocarbon chains due to van der Waals interaction increase. In the 

condensed state, the length of the hydrocarbon chain has no influence on the interfacial 

occupation suggesting that the chain is vertically oriented at the interface. Πc increases with 

the hydrocarbon chain due to the increase of the van der Waals attractions. Comparatively to 

other ammonium containing surfactants like alkyltrimethylammonium bromides C14TAB and 

C16TAB, CnBC occupy an area twice smaller. C14TAB and C16TAB at the air–water interface 

at 23 °C have a Ac of 47 and 43 Å²/molecule and aΠc of 35 and 32 mN/m, respectively 

(Bergeron, 1997). This is probably due to the difference of polarity between their head 

groups. The head groups of the CnBC and the CnTAB both contain a quaternary 



trimethylammonium group but the formers bear an additional carboxylate moiety. They are 

thus more polar and are probably more deeply immersed in the water subphase than the head 

groups of the CnTAB. The C16BC monolayer exhibits a shape similar to the one of a nonionic 

surfactant (Nidome et al., 2000) in spite of the positive charge in their polar head groups. The 

isotherm is approximately linear (vertical) characterized by a steep slope with the occurrence 

of a superliquid phase between 18.7 and 17.8 Å²/molecule corresponding to Π=30.0 and 46.0 

mN/m with a maximum of Cs
−1

 equal to 464.4 mN/m at A=18.3 Å²/molecule and Π=36.6 

mN/m. It suggests that the positive head is deeply immersed in the water subphase. The 

repulsive interactions between the C16BC polar heads are thus screened by water solvation 

resulting in the increase of the van der Waals forces between hydrophobic chains, leading 

consequently to a high Πc. 

 

To get further information about the solubility of the monolayer forming components in 

water, compression–expansion cycles of the C14BC monolayer (data no shown) and C16BC 

monolayer are performed (Figure 5b). The isotherms of the compression and expansion of the 

C16BC monolayer are superimposed in the whole LC region confirming that no C16BC 

molecule leaves the interface. Interestingly, the plateau previously observed at ~ 0 mN/m still 

existed after expansion but has shifted to ~ 8 mN/m. An irreversible ordered arrangement of 

surfactant molecules during the initial compression can be at the origin of this phenomenon. It 

was observed by Mallouri et al. (2008) with the monolayer of surface-active metal organic 

complexes. Upon expansion intermolecular attraction forces between the arranged molecules 

are still present and irreversible, resulting in a plateau with an increased surface pressure. The 

result obtained from compression–expansion cycles proves that the C16BC molecules are 

remained at the interface upon compression indicating a high stability of the C16BC 

monolayer. As C16BC has been shown to develop the best performance as foaming agent (Itoh 

et al., 2009), an in-depth interfacial analysis of this compound is performed. The influence of 

the environmental conditions (pH, temperature, anion type and ionic strength) on its 

monolayer interfacial properties is investigated. 



 

Figure 5. (a) Surface pressure (Π)–molecular area (A) isotherm of alkylbetainate chlorides 

(CnBC); Inset: compressibility modulus (Cs
−1

) as a function of Π; (b) Compression– 

expansion cycles of hexadecylbetainate chloride deposited onto an aqueous subphase (pH 5.7) 

at 20 °C. 

 

 

Table 1. Molecular area at take-off (A0) and surface pressure (Πc) at the collapse for the 

alkylbetainate chloride (CnBC) monolayers on aqueous subphase (pH 5.7) at 20°C 

 

Parameters C10BC C12BC C14BC C16BC 

A0 (A²:molecule) - 30.3 28.1 23.3 

Ac (A²/molecule) - 13.8 16.6 17.6 

Πc (mN/m) - 16.9 41.5 52.3 

                   The relative standard deviation in A and Π was ≤ 3%. 

 

 

 

 

3.4. Influence of experimental conditions on the interfacial behavior of the C16BC 

monolayer 

The structure and the stability of surfactantmonolayers is knownto be sensitive to the 

subphase pH particularly for ionic surfactants (Dhanabalan et al., 1998; Bowen et al., 2008) 

and temperature. Anions influence a wide range of interfacial phenomena including surface 

properties of salt solutions, colloid stability and adsorption of cationic surfactant at the air-

water interface (Turshatov et al., 2008). 

 

3.4.1. Influence of pH 

Figure 6a shows theΠ–A isotherms of the C16BC monolayers on water subphases with 

different pH values. The global shape is not greatly affected by the pH of the subphase. At pH 

below 7, the shape of the isotherms is slightly more tilted than at higher pH. Some small 

differences are observed for the characteristic parameters in Table 2a. A0 increases slightly 
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but significantly with the addition of HCl in the subphase. The addition of NaOH has no 

significant effect on A0. Ac and Πc are not significantly or very slightly influenced by the 

addition of chloride or hydroxide anions. The Cs
−1

 values obtained between 20 and 30 mN/m 

(Figure 6b) show that the C16BC monolayer is less ordered at pH < 7 and more ordered at pH 

> 7 than in pure water. In other words, in presence of anions, the monolayer is more ordered 

with the hydroxide than with the chloride. For one specific anion, the order increases with its 

concentration in the medium. Although the charge of the quaternary ammonium cation is 

permanent and independent of the pH of the solution, the presence of anions like Cl
−
 and OH

−
 

has a small but significative influence on the C16BC interfacial organization and more 

particularly on its compressibility. Initial Cl
−
 ions in the subphase are in competition with 

water molecules. Additional Cl
−
 appear to dehydrate the C16BC head groups by substitution of 

water molecules by Cl
−
, inducing a steric effect in the interfacial film. This behavior was 

already observed for dodecylphosphocholine in the presence of Cl
−
 ions (Aroti et al., 2007).  

 

In water subphase (pH 5.7), the addition of OH
−
 ions (low concentration) leads to their 

neutralization by protons forming water molecules. As the concentration of OH
−
 ions 

increases, the subphase is neutralized and initial Cl
−
 in competition with OH

−
 are 

progressively replaced by the latter which interact with C16BC head groups. The final 

behavior of the monolayer is governed by the type of the counterion which is present in 

excess in the solution. The OH
−
 ions are highly hydrated in water (Abdel-Rahem et al., 2005) 

and may interact strongly with the C16BC head groups similar to that of 1,2-diacyl-3-

trimethylammonium-propane which was found to be a strong water adsorber (Jendrasiak et 

al., 2004). More hydrated ions seem to influence positively the order of C16BC molecules at 

the interface. 

 



 

 

Figure 6. Surface pressure (Π)–molecular area (A) isotherm of hexadecylbetainate chloride 

(C16BC) monolayers deposited onto an aqueous subphase of different pH (a) and 

compressibility modulus (Cs
−1

) as a function of Π for the corresponding subphase conditions 

(b). 

 

 

Table 2. Molecular area at take-off (A0), molecular area (Ac) and surface pressure (Πc) at the 

collapse for the hexadecylbetainate chloride (C16BC) monolayer on aqueous subphase with 

various pH (a) and with various temperatures (b). 

 

           (a) 

Parameters Water 

20°C 

pH (with HCl or NaOH) 

 3 5 7 9 12 

A0 (A²:molecule) 23.3 26.1 28.1 23.9 24.2 25.8 

Ac (A²/molecule) 17.6 18.4 17.9 18.0 18.8 19.5 

Πc (mN/m) 52.3 51.1 54.2 51.5 51.9 52.1 

 

           (b) 

Parameters Temperature (°C) 

15 20 25 30 

A0 (A²:molecule) 20.2 23.3 24.0 29.5 

Ac (A²/molecule) 16.5 17.6 18.7 19.1 

Πc (mN/m) 48.2 52.3 53.3 51.4 

 

 

 

3.4.2. Influence of temperature 

Figure 7a shows the Π–A isotherms of the C16BC monolayer at different temperatures. The 

shape of the isotherms is not globally influenced by the temperature. The different states 

described for Figure 5a are observed whatever the temperature between 15 and 30 °C. 
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General interfacial organization of C16BC molecules is thus not considerably modified by the 

heat input. However, significant differences are observed for the characteristic parameters 

(Table 2b). A0 increases from 15 to 30 °C and Ac increases with raising temperature up to 25 

°C. The Brownian motion contributes to a higher surface occupied by the molecule up to 25 

°C as would be expected from the increased thermal agitation of the molecules in the surface 

film (Rosen et al., 1982). Above 25°C, a partial desorption of the molecules from the 

monolayer or a molecule aggregation into “surface micelles” at the interface can occur as 

discussed by Knauf and coworkers for alkyltrimethylammonium bromides (Knauf et al., 

2010) and for alkylaminomethyl rutin (He et al., 2010). Πc shows a maximum at 25°C 

reflecting a maximal stability of the film to the compression at this temperature. The sharp 

decrease of the Cs
−1

 values above 25 °C confirms this result (Figure 7b). Above this 

temperature, the interactions between the monolayer-forming components are strongly 

reduced due to high thermal agitation. 

 

Figure 7. Surface pressure (Π)–molecular area (A) isotherm of hexadecylbetainate chloride 

(C16BC) monolayers deposited onto an aqueous subphase of different temperatures (a), 

Compressibility modulus (Cs
−1

) as a function of Π for the corresponding subphase conditions 

(b). 

 

 

3.4.3. Influence of anions 

The influence of anion types on C16BC monolayer isotherms is investigated using different 

sodium salts. All the monolayer isotherms have exhibited the three phases (G, LE and LC) 

(Figure 8a). Nevertheless, the characteristic parameters of the isotherms are in some cases 

different suggesting different types of interaction between the C16BC head groups and the 

additional anions in competition with chloride anions in the subphase. Two different trends 
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are observable. Divalent anions (HPO4
2−

, SO4
2−

) shift the isotherm to the right resulting in a 

higher A0 and Ac (Table 3a) while monovalent anions (OH
−
, Br

−
, NO3

−
, ClO4

−
) do not 

influence the isotherms in comparison with the one recorded on pure water (Table 2a). This 

trend was also observed previously for monovalent anions in the case of viologen dication 

(1,1′-dioctadecyl-4,4′-bipyridilium) (Giner et al., 2007). SO4
2−

 and HPO4
2−

 give rise to a steric 

effect by penetrating within the interface between the C16BC head groups. Indeed, these 

anions have a high number of tightly bound water molecules, also called the apparent 

dynamic hydration number (ADHN) compared to the monovalent anions (Kiriukhim et al., 

2002). The ADHN is 1.83 for SO4
2−

 and 3.95 for HPO4
2−. 

This can explain the difference 

observed in the expansion of the C16BC monolayer in the presence of these two anions. The 

ADHN is zero for Cl
−
, Br

−
, NO3

−
 and ClO4

−
 while it is 2.8 for OH

−
 which has the smallest 

ionic radius among the monovalent anions investigated (Li et al., 2006). Πc is not influenced 

by the presence of the monovalent and divalent anions in the subphase, except for Br
−
 (Table 

2c). The interactions involved at this high compression state are thus not affected by them. It 

indicates that the stability of the monolayer at high compression is mainly governed by 

interactions between the hydrocarbon chains. The lower Πc value for Br
−
 can be due to the 

formation of a structure other than a monolayer. Significant differences between the Cs
−1

 

values are noticed for investigated anions (Figure 8b). At 30 mN/m, the Cs
−1

 of the monolayer 

in the presence of different anions can be classified as follows: HPO4
2−

 > NO3
−
 > ClO4

−
≈ Cl

− 

(water) ≈ OH
ˉ
≈ SO4

2− 
> Br

−
. According to theHofmeister anion series ordered as follows: 

SO4
2−

, HPO4
2−

, OH
−
, Cl

−
, Br

−
, NO3

−
, ClO4

−
 (Leontidis, 2002), anions on the left of Cl

−
, which 

represents a borderline case, are water-structure-makers and reduce the solubility of 

macromolecules by inducing their crystallization while those on the right of Cl
−
 are water-

structure-breakers and increase the solubility of macromolecules. They are respectively called 

kosmotrope and chaotrope. The result obtained in the present study show that HPO4
2−

 and 

NO3
−
 have increased the C16BC monolayer Cs

−1
. ClO4

−
, OH

−
 and SO4

2− 
have slightly 

influenced the monolayer Cs
−1

 while Br
−
 has decreased it. According to Aroti et al. (Aroti et 

al., 2007), Br
−
 and NO3

−
 are consider as hydrophilic and kosmotropic ions. This consideration 

corroborates the result obtained in this work for NO3
−
, which has a stabilizing effect on 

C16BC monolayer. The result obtained with Br
−
 ions is not obvious and may be due to 

dehydration of the C16BC molecules with a decrease of the monolayer stability. ClO4
−
 ions are 

hydrophobic ions and do not compete with hydrophilic Cl
−
. The kind of interaction, the ionic 

radius, the ADHN and the hydrophobicity of the anion may explain the behavior of the 

C16BCmonolayer in the presence of the investigated anions. To further understand the effect 



of divalent anions on the interfacial behavior of C16BC monolayer, different Na2SO4 

concentrations are investigated in the following section. 

 

Figure 8. Surface pressure (Π)–molecular area (A) isotherm of hexadecylbetainate chloride 

(C16BC) monolayers deposited onto an aqueous subphase of different sodium salts (a) and 

compressibility modulus (Cs
−1

) as a function of Π for the corresponding subphase conditions 

(b). 

 

Table 3. Molecular area at take-off (A0), molecular area (Ac) and surface pressure (Πc) at the 

collapse for the hexadecylbetainate chloride (C16BC) monolayer on aqueous subphase with 

with various anions (a) and with various Na2S04 ionic strengths (b). 

            (a) 

Parameters Anion (sodium salts, 2 mM) 

HPO4
2-

 SO4
2-

 OH
-
 Br

-
 NO3

-
 ClO4

-
 

A0 (A²:molecule) 32.3 31.3 25.9 24.5 25.5 24.3 

Ac (A²/molecule) 26.6 20.7 17.9 17.7 18.0 18.4 

Πc (mN/m) 54.2 54.6 52.3 46.5 52.1 52.4 

 

            (b) 

Parameters Ionic strength (Na2SO4, mM) 

0.5 1 2 5 10 

A0 (A²:molecule) 26.2 26.5 31.3 34.5 32.5 

Ac (A²/molecule) 18.0 19.1 20.7 22.5 23.6 

Πc (mN/m) 51.7 53.4 54.6 51.3 53.3 

 

3.4.4. Influence of ionic strength 

To investigate the influence of the subphase ionic strength on C16BC monolayer, Π–A 

isotherms of C16BC for five Na2SO4 concentrations (0.5, 1, 2, 5 and 10 mM) is considered 

(Figure 9a). As it can be seen, the general trend of the isotherm of C16BC in pure water is 

retained in the presence of different Na2SO4 concentrations. Some differences are observed 

for the characteristic parameters (Table 3b). An expansion of A0 and Ac is generally observed 
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as the concentration of Na2SO4 increases. Πc is not greatly affected. According to the Cs
−1

 

values between 20 and 35 mN/m, the films are in a LC state which condenses more from 0.5 

to 1 mM, decreases from 1 to 5 mM and then increases again at 10 mM (Figure 9b). The 

expansion of the monolayer observed can be a result of SO4
2−

 anions penetrating between the 

C16BC head groups. The cationic component undergoes a large change in area per head group 

upon oppositely charged polyion adsorption as the polyelectrolyte concentration in the 

subphase strongly influences the conformation of an adsorbed layer (Truzzolillo et al., 2008). 

A similar behavior has been observed for monolayers of cationic surfactant 

didodecyldimethylammonium bromide (Klebanau et al., 2005). Further increase of SO4
2−

 

results in the formation of a less ordered monolayer. It can arise from the repelling of SO4
2−

 

from the air–water interface as they prefer bulk salvation (Vrbka et al., 2004). Another 

possible mechanism is that the larger space of the C16BC head groups due to SO4
2−

 hydration 

(Zemb et al., 2004) reduces C16BC chain–chain interactions which decrease the monolayer 

Cs
−1

. The more condensed state observed at 10 mM than at 2 and 5 mM may be due to the 

screening of the C16BC head group charges after the saturation of the bulk water. 

 

Figure 9. Surface pressure (Π)–molecular area (A) isotherm of hexadecylbetainate chloride 

(C16BC) monolayers deposited onto an aqueous subphase of different Na2SO4 salt 

concentrations (a) and compressibility modulus (Cs
−1

) as a function of Π for the 

corresponding subphase conditions (b). 

 

 

4. Conclusion 

Synthesis of the cationic alkylbetainate chlorides (CnBC, n=10–16) has been accomplished 

using more environment-friendly reagents (glycine betaine, thionyl chloride and primary 

alcohols) than in previous works (chloroacetyl chloride, trimethylamine and primary 

alcohols). The combination of no basic catalyst, an initial reactant concentration of 0.132 
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mol/L, a 3:1 betainyl chloride/1-hexadecanol molar ratio, a temperature of 45 °C, the 2-

methyl-2-butanol as organic solvent and a reaction time of 6 h has given the highest yield 

(94±3%) of hexadecylbetainate chloride. 

 

The Π-A isotherms of spread cationic alkylbetainate chloride (CnBC) monolayers on the 

water subphase at 20 °C have shown that the C10BC and C12BC are not able to form insoluble 

monolayers because of the weak hydrophobicity of their alkyl chains. The C14BC and C16BC 

monolayers have shown the characteristics of insoluble monolayers. However, at high 

compression, an irreversible rearrangement or interaction of the molecules within the C16BC 

monolayer has occurred preventing its complete relaxation. This result is in correlation with 

that obtained by Itoh et al. (2009) for the foaming powers of the aklylbetainate chlorides 

(CnBC) in aqueous solutions. C10BC and C12BC have almost no foaming powers while C14BC 

and C16BC are interesting foaming agents with the latter being the most efficient. 

 

The influence of different factors (pH, temperature, sodium salts concentration of monovalent 

and divalent anions belonging to the Hofmeister series and Na2SO4 ionic strength) on the 

C16BC monolayer interfacial properties has been studied. The interfacial organization of the 

C16BC monolayer is not greatly influenced by the pH and the monovalent anions but is 

influenced by the temperature, the divalent anions and the ionic strength mainly in term of 

interfacial area occupation. The whole results suggest that the CnBC molecules interact 

mainly via the van der Waals forces at the air–water interface and that the polar heads are 

deeply immersed into the water subphase. This accounts for the poor influence of the 

experimental conditions on the molecule organization at the air-water interface. These 

surface-active agents issued from the green chemistry can be thus useful for the formulation 

of products with a wide range of applications. Similarly to the conventional quaternary 

ammonium surfactants, they could be used in the cosmetic industry as hair conditioner or in 

the pharmaceutical field as DNA delivery agent for example. Additional works are, however, 

required to better define the fields of application for these alkylbetaïnate surfactants. 
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IV. Pénétration des chlorures d’alkylbétaïnate dans 

les monocouches lipidiques formées à l’interface air-

eau 

 

Les principaux résultats ont été publiés dans cet article : 

 

 

Publication III 

 

Nsimba Zakanda F., Nott K., Paquot M., Mvumbi lelo G., Deleu M. (2011). Penetration 

behaviour of alkylbetainate chlorides into lipid monolayers at the air-water interface. Colloids 

and Surfaces B: Biointerfaces, 86, 176-180. 

 



 

Titre: Pénétration des chlorures d’alkylbétaïnate dans les monocouches lipidiques 

formées à l’interface air-eau. 

 

Objectif et stratégie expérimentale 

 

Après avoir caractérisé les propriétés de surface des CnBC à l’interface air-eau, leurs 

propriétés membranaires ont été étudiées.  

L’insertion d’un peptide ou d’un surfactant dans une membrane biologique peut être divisée 

en plusieurs étapes (Seelig, 1997). La première consiste en l’adsorption du tensioactif à 

l’interface lipidique et la seconde correspond à la pénétration proprement dite, ces deux 

premières étapes pouvant être couplées et difficilement dissociables dans le temps. La 

troisième étape correspond à un réarrangement des molécules au sein de la bicouche, celui-ci 

pouvant être une réorganisation mutuelle des molécules au sein d’un seul feuillet et/ou un 

flip-flop de la molécule du feuillet externe vers le feuillet interne. 

 

L’objectif de ce volet était d’étudier de manière globale le phénomène d’interaction et 

d’évaluer la possibilité de pénétration des CnBC dans les membranes biologiques. Des 

modèles simplifiés de membrane biologique ont été utilisés. Ils consistent en des 

monocouches lipidiques représentant la moitié d’une membrane biologique. Elles sont 

constituées des principaux lipides des membranes plasmiques des eucaryotes utilisés de 

manière séparée (le 1,2-dipalmitoylphosphatidylsérine, DPPS ;  l’acide 1,2-

dipalmitoylphosphatidique, DPPA ; le 1,2-dipalmitoylphosphatidyléthanolamine, DPPE ; le 

1-palmitoyl-2-oleoyl phosphatidylcholine, POPC et le cholesterol, CHOL) et ont été formées 

à l’interface air-eau à différentes pressions de surface initiales (Πi : 5, 10, 20 et 30 mN/m) à 

l’aide de la Balance à Film de Langmuir. Les CnBC ont été injectés (séparément) dans la sous-

phase aqueuse. Le suivi de la pression de surface en fonction du temps a permis de 

caractériser leur adsorption et pénétration dans les monocouches pré-formées.  

 

Les paramètres physico-chimiques étudiés sont : 

 

- ΔΠ : variation de la pression de surface (Π - Πi)  

- Πe : pression d’exclusion (Π au-delà de laquelle le CnBC ne peut plus pénétrer dans la 

monocouche) 



 

Principaux résultats 

 

Les CnBC ont pénétré dans toutes les monocouches lipidiques formées à l’interface air-eau à 

toutes les pressions de surface initiales étudiées. La pénétration a été plus importante dans les 

monocouches lipidiques formées de lipides portant des têtes polaires chargées négativement 

(DPPS et DPPA). Dans ce cas, la pénétration est indépendante de la longueur de la chaîne 

hydrocarbonée des CnBC. Elle a été moins importante dans les monocouches lipidiques 

formées de lipides portant des têtes polaires de petite taille (DPPE et CHOL) et faible dans 

celle formée de lipides portant une tête polaire volumineuse (POPC). L’insertion est, dans ces 

deux derniers cas, dépendante de la longueur de la chaîne hydrocarbonée des CnBC. Dans 

tous les cas, la pression d’exclusion de C16BC est supérieure à celle présumée des membranes 

biologiques (30-35 mN/m), et laisse donc supposer que C16BC est capable d’interagir avec les 

membranes biologiques in vivo.  
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Abstract 

In this paper, the penetration behavior of the alkylbetainate chloride surfactants (CnBC, n = 

10-16) into lipid monolayers of dipalmitoylphosphatidylserine (DPPS), 

dipalmitoylphosphatidic acid (DPPA), dipalmitoylphosphatidylethanolamine (DPPE), 

palmitoyoleoylphosphatidylcholine (POPC) and cholesterol (CHOL) is investigated using the 

Langmuir trough technique. The penetration of CnBC is followed by measurement of the 

surface pressure increase (Δπ) at a constant surface area after the injection of CnBC into the 

aqueous phase, underneath the lipid monolayer previously spread at the air–water interface at 

25°C and at different initial surface pressures (πi). The influence of both the lipid head group 

and the surfactant hydrocarbon chain length on the effectiveness of CnBC penetration into 

these monolayers is discussed. The results have shown that CnBC adsorb at the air-water 

interface giving evidence of their surface-active properties. The adsorption kinetics of C16BC 

into different lipid monolayers are lipid head charge and lipid head volume-dependent. The 

magnitude of the surface pressure increase (Δπ) arises in the following order: DPPA > DPPS 

>> CHOL ≈ DPPE > POPC. CnBC penetration into negatively-charged (DPPS and DPPA) 

monolayers does not seem to depend on surfactant alkyl-chain length compared to uncharged 

(CHOL) and zwitterionic (DPPE and POPC) monolayers for which Δπ increases with a larger 

alkyl-chain length. Electrostatic interactions are mainly involved in the affinity of CnBC with 

monolayers but the hydrophobic effect plays also a role. 

 

Keywords: Glycine betaine-based ester, Cationic surfactant, Lipid monolayer, Penetration, 

Surface pressure increase, Langmuir trough. 

 



1. Introduction 

Glycine betaine (N,N,N-trimethylglycine) also called betaine is present in various plants, 

animals and microorganisms (Huang et al., 2008). It is an important naturally occurring 

compound that functions as compatible solutes or osmoprotectants (Wood et al., 2002). 

Recently, a review of the synthesis methods and the potential applications of glycine betaine 

derivatives has been published (Nsimba zakanda et al., 2010). Several surfactants including 

esters (alkylbetainates) are based on this molecule (Rozycka-Roszak et al., 1988; Thompson 

et al., 1992; Lundberg et al., 2004; Mohlin et al., 2006; Tehrani-Bagha et al., 2007; Itoh et al., 

2009). These compounds are generally referred to as “mild to the skin” (Förster et al., 2000; 

Wydro, 2007) and are used as additives to other surfactants to improve their dermatological 

properties (e.g., betaines decrease the skin irritation of anionic compounds). From the point of 

view of practical applications, studies of the surface properties of alkylbetainates and their 

interaction with lipid membranes are of great importance. 

 

Phospholipids and sterols are biological amphiphiles that are the building blocks of cell 

membranes. Because of the extremely complex nature of in vivo systems, lipid monolayers, 

bilayers, and liposomes are often used as models to investigate their biological counterparts 

(Brockman, 1999). Monolayer represents half of a lipid bilayer membrane (Blume, 1979; 

Möhwald, 1990). It provides a simple model for evaluating membrane insertion of 

amphipathic compounds into the outer leaflet of a biological membrane (Brochman, 1999; 

Maget-Dana, 1999).  Parameters such as the nature and the packing of the molecules spread to 

form the monolayer, the composition of the subphase (pH, ionic strength) and temperature can 

be varied in a controlled way and without limitation. Lipid monolayers are very useful to 

characterize drug-lipid or lipid-lipid interactions at a molecular level using the Langmuir 

trough technique (Eeman et al., 2010). The amphiphile is dissolved in the aqueous subphase 

and its interaction with the monolayer is monitored. These studies are interesting from the  

biological and biophysical standpoints as well as in industrial applications such as the 

formulation of pharmaceutical and cosmetic products (van de Pas et al., 1994; Vollhardt et 

al., 2000).  

 

The behavior of the alkylbetainate chloride (CnBC, n = 10-16) (Scheme 1) monolayers at the 

air-water interface at 20°C has been previously investigated (Nsimba Zakanda et al., 2011). 

However, no information is available with regard to their penetration into lipid membranes. 



For this reason, the aim of this work is to study, using the Langmuir technique, the interaction 

of an homologous series of CnBC with lipid monolayers spread on water at constant area and 

temperature. The chosen lipids have various polar head groups 

[dipalmitoylphosphatidylserine (DPPS), dipalmitoylphosphatidic acid (DPPA), 

dipalmitoylphosphatidylethanolamine (DPPE), palmitoyloleoylphosphatidylcholine (POPC) 

and cholesterol (CHOL)]. Their structures and intrinsic pKas are shown in Table 1. The 

influence of both the lipid head group and the surfactant hydrocarbon chain length on the 

effectiveness of CnBC penetration into these monolayers is discussed. 

 

 

 

Scheme 1. Chemical structure of the alkylbetainate chlorides (CnBC) 

 

Table 1. Structures and intrinsic pKas of the lipids studied (Tsui et al., 1986; Cevc, 1993; 

Lasic, 1993; Moncelli et al., 1994; Inoue et Nibu, 1999). 

 
Lipid Intrinsic pKa 2D Structure 

Phosphate Carboxyl Amine 

1,2-dipalmitoyl-sn-

phosphatidylserine 

(DPPS) 

2.1-2.2 2.1-4 9.7-9.9 

 

1,2-dipalmitoyl-sn-

phosphatidic acid (DPPA) 
pKa1: 3.5-

4.0 

pKa2: 9.0-

9.5 

 

 

- 

 

 

- 

 

1,2-dipalmitoyl-sn-

phosphatidylethanolamine 

(DPPE) 
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2. Materials and methods 

2.1.Materials 

Alkylbetainate chlorides (CnBC) were synthesized in two steps according to the method 

described in the literature (Granö et al., 200). Briefly, betainyl chloride was formed by adding 

thionyl chloride drop wise under constant stirring to a suspension of glycine betaine in 

dichloromethane at 60°C. The reaction proceeded in a water bath, until the emission of sulfur 

dioxide ceased. The resulting product was washed with n-hexane. Primary alcohols (C10 to 

C16) were acylated by the obtained betainyl chloride to produce alkylbetainate chlorides 

(CnBC). Structures were confirmed by Infrared Spectroscopy and Mass Spectrometry. A 

typical IR spectrum of betainyl chloride displayed bands at 2960, 2870 cm
−1

 (C-H stretching), 

2925, 2850 cm-1 (C-H stretching), 1800 cm−1 (C=O stretching), 675 cm
−1

 (C-Cl stretching). 

IR spectra of CnBC displayed bands at 2918–2962 cm
−1

 (C-H, stretching), 1738–1751 cm
−1

 

(C=O, stretching), 1402-1477 cm
−1

 (C-H, bending), 1190-1205 cm
−1

 (C-O, stretching). 

Electrospray ionization mass spectra displayed the signals of the [M]
+
 ions at m/z = 258.1 

(C10BC), 286.3 (C12BC), 314.3 (C14BC) and 342.4 (C16BC). Dipalmitoylphosphatidylserine 

(DPPS), dipalmitoyphosphatidic acid (DPPA), dipalmitoyphosphatidylethanolamine (DPPE), 

palmitoyloleoylphosphatidylcholine (POPC) and cholesterol (CHOL) were purchased from 

Advanti (99% purity). The solvents (chloroform and methanol) of analytical grade were 

obtained from Fluka. Reagents and solvents were used as received.   

 

2.2.Penetration experiments 

The experiments are conducted with an automated Langmuir system (KSV minitrough, KSV 

instruments Ltd., Helsinki, Finland) in which the mini-trough is filled with ~ 91 ml of milli-Q 

water. In a first set of experiments, each CnBC is dissolved in water to obtain a concentration 

of 1.5 mM and is injected (without lipid monolayer) into the water subphase using a Hamilton 

syringe. The CnBC final concentration in the subphase is 1.15 µM. It is assumed that 

alkylbetainate chlorides exist mainly as monomers within the water subphase) as this 

concentration is well below their measured CMC (Rozycka-Roszak et al., 1988; Itoh et al., 

2009). For the second set of experiments, the lipid monolayer (DPPS, DPPA, DPPE, POPC or 

CHOL) is prepared by carefully spreading droplets of the lipid solution (dissolved in 

chloroform/methanol 2:1 v/v) to obtain the desired initial surface pressure (Πi). When the 

monolayer surface pressure is stabilized at a Πi value, CnBC is injected into the subphase to 

the same final concentration (1.15 µM). The surface pressure increase (ΔΠ) induced by the 



CnBC adsorption at the interface (without and with lipid monolayer) is measured with a 

Wilhelmy plate. The surface pressure is recorded until a plateau is reached, usually within 1 h. 

During the measurements the subphase is continuously gently stirred with a magnetic bar. The 

system is enclosed in a Plexiglas box in order to minimize water evaporation and to avoid 

contaminations. The subphase temperature is maintained constant at 25 ± 0.5°C by circulating 

water through the base plate on which the mini-trough is mounted. 

 

3. Results  

3.1.Alkylbetainate chlorides (CnBC) adsorption at the air-water interface 

Figure 1a-b illustrate the time course for the adsorption of CnBC (at a concentration of 1.15 

µM in the subphase) to the air-water interface. An increase in the surface pressure is 

detectable instantaneously, attaining a first plateau. After a time between 50 and 200 sec, a 

second fast and small increase in surface pressure is observed reaching a second plateau 

(Figure 1a). The pressure increase is indicative of CnBC surface activities. As the alkyl chain 

length increases the final surface pressure increases. C16BC shows a maximal surface pressure 

much higher than the three others.  At equilibrium, the CnBC monolayers exhibit surface 

pressures of 0.4, 0.9, 2.2 and 5.7 mN/m for C10BC, C12BC, C14BC and C16BC, respectively. 

Figure 1b shows that the adsorption rate during the early stage is influenced by the alkyl-chain 

hydrophobic character. It is high and asymptotical for C12BC and C14BC, low and linear for 

C10BC and low and sigmoidal for C16BC during the early stage of adsorption.  

       

Figure 1. Kinetics (a) and enlargement of the early stage (b) of the adsorption of 

alkylbetainate chlorides (CnBC) at the air–water interface. CnBC are injected at a 

concentration of 1.15µM into the water subphase at 25 ◦C. 
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3.2.Hexadecylbetainate chloride (C16BC) penetration into lipid monolayers: Effect of 

different lipid polar heads 

CnBC bear the same head group but differ by the length of their alkyl chain. The later can 

make the difference in their penetration into lipid monolayers. C16BC, the more hydrophobic 

and stable compound of the homologous series (Nsimba Zakanda et al., 2011), is shosen as 

the reperesentative of the group to study the adsorption of cationic CnBC into monolayers of 

different lipid polar heads. 

 

In water (pH 5.7), the head group of DPPS has two negative charges and one positive charge, 

the one of DPPA has one negative charge, the ones of DPPE and POPC have one positive 

charge and one negative charge while the one of CHOL is uncharged. 

 

The interaction of C16BC with lipids is analyzed by measuring the surfactant-induced surface 

pressure increase on lipid monolayers preformed at the air-water interface at 30 mN/m. At 

such a surface pressure the properties of a lipid monolayer (the packing of molecules) 

correspond to those of most of natural or artificial lipid bilayers (Marsh, 1996). This surface 

pressure can thus be suggested to be relevant for biological purposes (Demel et al., 1975; 

Preetha et al., 2006). 

 

The C16BC (at a concentration of 1.15 µM) is injected into the water subphase under the 

preformed lipid monolayers maintained at a constant area. Addition of C16BC in the subphase 

underneath all the lipid monolayers induces a significant increase of surface pressure, 

whatever the nature of the lipid (Figure 2a). It indicates that the alkylbetainate is able to 

adsorb and penetrate into the lipid monolayer. This penetration is nevertheless very low into 

the zwitterionic POPC monolayer. 

The penetration rate of C16BC into the lipid monolayer (first region of the kinetic plots) is 

influenced by the charge and the steric hindrance of the lipid head group. It decreases in the 

following order according to the slope of the linear part of the curve: DPPA > CHOL > DPPS 

> DPPE > POPC (Figure 2b).  

Surface pressure profile versus time after C16BC injection is asymptotical for DPPA and 

CHOL, sigmoidal for DPPS and DPPE and almost linear for POPC (Figure 2a). The maximal 

surface pressure increase reached at the plateau follows the order: DPPA > DPPS > DPPE ≈ 

CHOL > POPC. 



       

Figure 2. Kinetics (a) and enlargement of the early stage (b) of the hexadecylbetainate 

chloride (C16BC) adsorption into different lipid monolayers initially compressed at 30 mN/m. 

The concentration of C16BC in the water subphase (pH 5.7) is 1.15 µM, and the subphase 

temperature is 25 ◦C. The time of injection correspond to t=0. 

 

 

To investigate whether the C16BC, the most surface-active CnBC in this study (Figure 1) is 

able to interact with membranes with physiological lipid packing densities, lipid monolayers 

formed by anionic DPPS, uncharged CHOL and zwitterionic POPC are chosen to examine the 

role of the polar head charge on the interaction of C16BC with lipids. The penetrating ability 

of C16BC into lipid monolayers is investigated at four initial surface pressures (5, 10, 20 and 

30 mN/m).  

 

The limiting surface pressure or exclusion pressure (Gillotte et al., 1999; Eeman et al., 2006) 

is determined by extrapolating the regression of the plot to the x axis (Figure 3). The limiting 

surface pressure is defined as the maximum initial surface pressure above which the 

penetration of C16BC into the monolayer no longer occurs. This parameter is a measure of the 

membrane-penetrating power of the surfactant (van Klompenburg et al., 1998).   

 

The maximum surface pressure increase (ΔΠ) is plotted as a function of the initial surface 

pressure (Πi). In all cases, ΔΠ decreases linearly with increasing Πi (Figure 3). C16BC 

penetrates much more readily into DPPS and CHOL monolayers than into POPC monolayer 

under similar surface pressures. The exclusion surface pressures obtained are 49.8, 40.7 and 

47.1 mN/m for DPPS, CHOL and POPC monolayers, respectively. Moreover, the ordinates at 

the origin for DPPS and CHOL linear regression are much higher than the surface pressure 

increase obtained after the C16BC adsorption in the absence of lipid monolayer. DPPS and 
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CHOL seem thus to exert an attractive effect on C16BC adsorption while the penetration of 

C16BC into POPC monolayer is only governed by C16BC interfacial properties. 

 

 

Figure 3. Ability of hexadecylbetainate chloride (C16BC) to penetrate into lipid monolayers 

with different polar heads. Maximal surface pressure increase as a function of the initial 

surface pressure (Πi) of the monolayer. The concentration of C16BC in the water subphase 

(pH 5.7) is 1.15 µM, and the subphase temperature is 25 ◦C. 

 

 

3.3.Alkylbetainate chlorides (CnBC) interaction with lipid monolayers: Effect of the 

betainate alkyl-chain length 

Pure lipid monolayers of DPPS, DPPA, DPPE, POPC and CHOL at an initial surface pressure 

of 30 mN/m are formed to study the effect of the alkyl-chain length on the CnBC adsorption 

and penetration process. The maximal surface pressure increase (ΔΠ) for each system is 

shown at Figure 4. The CnBC insertion into negatively-charged DPPS and DPPA monolayers 

is almost not alkyl chain length-dependent except for C10BC which is less inserted into DPPS 

monolayers. However, for zwitterionic DPPE and POPC and uncharged CHOL monolayers, 

the insertion of CnBC tends to increase with the alkyl chain-length (Figure 4).  
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Figure 4. Surface pressure increase (ΔΠ) induced by the insertion of CnBC (final 

concentration in the subphase of 1.15 µM) into lipid monolayers with different polar heads at 

initial surface pressure of 30mN/m on water (pH 5.7) at 25°C. 

 

 

4. Discussion 

Alkylbetainate chloride surfactants (CnBC, n=10-16) are water-soluble surfactants in 

accordance with their HLB values (> 22) according to the Davies system which ranks 

surfactants by their effective polarity and is not limited to non-ionic surfactants such as the 

Griffin index (Boen, 1998). The interfacial behaviour of CnBC (n = 10-16) monolayers at the 

air-water interface at 20°C has been investigated in our previous work (Nsimba Zakanda et 

al., 2011). The results have shown that the CnBC with an hydrocarbon chain length ≥ 14 are 

able to form stable monolayers at an air-water interface. 

 

In the present work, the adsorption kinetics at an air-water interface and the ability of 

alkylbetainate chlorides (CnBC) to penetrate into lipid monolayers with different polar heads 

are studied.  

 

CnBC adsorb at the air-water interface giving evidence of their surface-active properties. The 

increase of surface pressure after the first equilibrium suggests rearrangement of the 

surfactant monomers at the interface from an undefined orientation of the alkyl-chains at the 

water surface to an upright orientation of the molecules when additional molecules reach the 

surface. The maximal surface pressure induced by the adsorption increases with the alkyl-

chain length of the surfactants. This is due to the increase of hydrophobic interactions 

between the alkyl-chains at the air-water interface allowing a higher interfacial concentration 
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to be reached as commonly observed for other surfactants (Razafindralambo et al., 2004). The 

rate of adsorption at the early stage increases as the alkyl chain-length increases from C10BC 

to C14BC and decreases for C16BC. This suggests that the adsorption energetic barrier induced 

by the molecular film at the air-water interface is higher for C16BC than for C12BC and 

C14BC. The longer the hydrophobic alkyl chain of non-adsorbed molecules, the higher the 

energy they need to pass the hydrophilic regions (Razafindralambo et al., 2004).  

 

The exclusion pressure values (Figure 3) higher than the estimated lateral pressure for 

biological membranes suggest that C16BC is able to insert into lipid bilayer in vivo. However, 

insertion of C16BC into a lipid monolayer is greatly dependent on the polar head and the 

structure of the lipid. According to the maximum surface pressure increase induced by C16BC 

insertion observed in Figure 2a and Figure 3, the affinity of C16BC is greater for negatively-

charged lipids like DPPS and DPPA. It suggests the existence of electrostatic interactions 

between the positive charge of C16BC and the negative charges of the lipids. Among the 

negatively-charged lipids, DPPA is slightly more favorable for the insertion of C16BC. The 

existence of charge-charge repulsion between neighboring DPPA head groups (Langner et al., 

1999; Minones Jr et al., 2002) can increase the effective head group size making them more 

accessible for the insertion of cationic C16BC as suggested by Gambinossi et al. for the 

tetracycline (Gambinossi et al., 2004). This can also explain the higher rate of penetration 

observed for DPPA (Figure 2b).  

 

The affinity of C16BC is also higher for monolayers composed by lipids with a low steric 

hindrance head group like CHOL and DPPE in comparison to POPC monolayer (Figure 2 and 

Figure 3). A compensation of the head–tail size mismatch is likely to play a major role in 

determining the level of C16BC insertion into CHOL monolayer. Indeed, the sterol rings of 

CHOL can fit nicely in the CnBC alkyl-chain region and its hydroxyl group helps to anchor it 

at the CnBC head–alkyl-chain interface. CHOL can be thought as an intercalator in the CnBC 

monolayer, functioning as a spacer to compensate the head–tail size mismatch and increase 

the packing density of the alkyl-chain region (Figure 2, Figure 3 and Figure 4) as it was 

suggested by Ishitsuka et al. (2006) for POPC. The bulky methyl groups and the positive 

charge of POPC head group may prevent C16BC molecules to insert into POPC monolayer to 

a greater extend.  

 



The favored insertion of C16BC into the zwitterionic DPPE monolayer in comparison with the 

zwitterionic POPC is unexpected since it is known that the packing of DPPE is higher than 

that of POPC due to the formation of hydrogen bonds between the DPPE neighbor molecules. 

DPPE molecules leading to a lower hydration degree and to a much lower area per lipid for 

PE (Hac-Wydro et al., 2007; Bouchet et al., 2009). In addition, POPC is in an expanded state 

even at 30 mN/m (van Klompenburg et al., 1998) and corresponds thus to an elastic 

monolayer more susceptible to be penetrated by an amphiphatic compound. The fact that 

DPPE has strong tendency to be organized in structures with a high intrinsic negative surface 

curvature when constrained within a monolayer, lowers the lateral pressure in the interface 

(de Kruijff, 1997). This can create insertion sites for amphipatic components (Speelmans et 

al., 1997). On the other hand, the steric hindrance is less important for CnBC molecules to 

insert into DPPE monolayer than into POPC monolayer with bulky methyl groups in the head 

groups as in C16BC molecules. Bouchet et al. (2010) have found the same result for the 

insertion of Arginine into DMPE and DMPC monolayers. The higher magnitude of ΔΠ with 

the increase of CnBC alkyl chain-length in the case of neutral lipid monolayers indicates that 

hydrophobic interactions are also involved in the insertion of CnBC into a lipid monolayer.  

 

5. Conclusion 

Alkylbetainate chlorides (CnBC, n=10-16) are able to adsorb at the air-water interface. 

Insertion of CnBC into lipid monolayers is greatly dependent on the nature of the lipid. The 

monolayers formed from negatively charged lipids are more favorable to the penetration of 

alkylbetainate chlorides than those from uncharged and the zwitterionic lipids. The 

penetration of CnBC is almost alkyl-chain length-independent into the monolayers formed 

from the negatively-charged DPPS and DPPA lipids for a surfactant’s alkyl-chain length ≥ 12. 

In the case of monolayers formed from neutral lipids, however, the value of ΔΠ increases as 

the surfactant’s alkyl-chain length increases. The surface pressure change is strongly affected 

by the monolayer forming lipid type and is in the order of DPPA > DPPS >> CHOL ≈ DPPE 

> POPC. The penetration ability of C16BC into DPPS, CHOL and POPC is above the 

threshold lateral pressure of native biological membranes. These results indicate that apart 

from the net charge of the monolayer’s surface, the size of the head group of the lipid forming 

the monolayer is another important factor that must be considered in the penetration process 

of CnBC into lipid monolayers. Electrostatic interactions are mainly involved in the affinity of 

CnBC with lipid monolayers but the hydrophobic effect play also a role. 
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V. Etude des interactions entre le chlorure 

d’hexadecylbétaïnate (C16BC) et les lipides 

 

Les principaux résultats ont été publiés dans cet article : 

 

Publication IV 

 

Nsimba Zakanda F., Lins L., Nott K., Paquot M., Mvumbi lelo G., Deleu M. (2012). 

Interaction of hexadecylbetainate chloride with biological relevant lipids. Langmuir, DOI: 

10.1021/la2040328. 

 

 

 

 



Titre: Etude des interactions entre le chlorure d’hexadecylbétaïnate (C16BC) et les lipides 

 

Objectif et stratégie expérimentale 

 

Dans ce volet, l’interaction de C16BC avec les membranes biologiques modèles a été étudiée 

au moyen des monocouches lipidiques et des bicouches lipidiques sous forme vésiculaire. Des 

lipides représentatifs de la membrane plasmique de mammifère ont été utilisés (le 1-

palmitoyl-2-oleoyl phosphatidylcholine, POPC ; la sphingomyéline, SM et le cholestérol, 

CHOL). Les techniques de calorimétrie de titration isotherme (ITC) et de la Balance à film de 

Langmuir ont été exploitées afin d’obtenir les paramètres physico-chimiques caractéristiques 

de cette interaction.  

 

Une fois arrivées à l’interface, les molécules de C16BC peuvent se réarranger afin d’optimiser 

leurs interactions avec les lipides constituant les membranes modèles (monocouches et 

bicouches). L’interaction entre le C16BC et les différents lipides a été caractérisée en 

appliquant une analyse thermodynamique simple aux isothermes de compression des 

monococuhes binaires C16BC/lipide à l’interface air/eau et en exploitant les chaleurs de 

réaction dégagées pendant le titrage de la solution de C16BC par des suspensions de vésicules. 

Des conditions proches des conditions physiologiques (tampon, pH) ont été utilisées en ce qui 

concerne la phase aqueuse. Des assemblages binaires des molécules simples de C16BC et de 

chaque lipide (POPC, SM et CHOL) ont été étudiés par modélisation moléculaire, ce qui a 

permis de visualiser les arrangements entre une molécule de C16BC et celle de chaque lipide 

étudié. 

 

Les paramètres physico-chimiques étudiés sont : 

 

- K : constante d’affinité 

- ΔH: variation d’enthalpie 

- ΔS: variation d’entropie 

- ΔG: variation d’énergie libre du mélange 

- ΔG
M

: variation d’énergie totale du mélange 

- A12: aire moléculaire moyenne  

- ΔΠ : Π - Πi 

- Πe : pression d’exclusion 



Principaux résultats 

 

C16BC a montré une plus forte affinité pour les interfaces lipidiques. L’adsorption de C16BC 

dans les bicouches de POPC, SM et SM/CHOL a été spontanée, exothermique et 

principalement gouvernée par l’entropie. Les interactions polaires entre le C16BC et les lipides 

deviennent effectives à l’intérieur du film lipidique. La présence du CHOL est favorable à 

l’interaction, probablement à cause de sa complémentarité structurale avec le C16BC (cônique 

et cônique inversée, respectivement). La pénétration de C16BC a été instantanée dans les 

monocouches de POPC, SM et CHOL comparativement à celle dans l’eau (voir point IV) et 

les pressions d’exclusion ont été de 35,8, 48,9 et 45,7 pour les monocouches de POPC, SM et 

CHOL, respectivement. C16BC a formé des monocouches mixtes thermodynamiquement 

stables avec POPC, SM et CHOL, les deuxièmes étant plus stables que les dues autres. 
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Abstract 

The present work investigates the interaction of hexadecylbetainate chloride (C16BC), a 

glycine betaine-based ester with palmitoyl-oleoyl-phosphatidylcholine (POPC), 

sphingomyelin (SM) and cholesterol (CHOL), three biological relevant lipids present in the 

outer leaflet of the mammalian plasma membrane. The binding affinity and the mixing 

behavior between the lipids and C16BC are discussed based on experimental (isothermal 

titration calorimetry (ITC), Langmuir film balance), and molecular modeling studies. 

 

The results show that the interaction between C16BC and each lipid is thermodynamically 

favorable and does not affect the integrity of the lipid vesicles. The primary adsorption of 

C16BC into the lipid film is mainly governed by a hydrophobic effect. Once C16BC is inserted 

in the lipid film, the polar component of the interaction energy between C16BC and the lipid 

becomes predominant. Presence of CHOL increases the affinity of C16BC for membrane. This 

result can be explained by the optimal matching between C16BC and CHOL within the film 

rather by a change of membrane fluidity due to the presence of CHOL. The interaction 

between C16BC and SM is also favorable and gives rise to highly stable monolayers probably 

due to hydrogen bonds between their hydrophilic groups. The interaction of C16BC with 

POPC is less favorable but does not destabilize the mixed monolayer from a thermodynamic 

point of view. Interestingly, for all the monolayers investigated, the exclusion surface 

pressures are above the presumed lateral pressure of the plasma membranes suggesting that 

C16BC would be able to penetrate into mammalian plasma membranes in vivo. These results 

may serve as a useful basis in understanding the interaction of C16BC with real membranes. 

 

Keywords: Cationic surfactant, glycine betaine-based ester, membrane model, bilayer, 

penetration, isothermal titration calorimetry, Langmuir monolayer, computational approach 

 

 

 

 

 

 



1. Introduction 
 

Glycine betaine (N,N,N-trimethylglycine) also called betaine is present in various plants, 

animals and microorganisms. Recently, a review of the synthesis methods and potential 

applications of glycine betaine derivatives has been published (Nsimba Zakanda et al., 2010). 

Betaine can be used to form the hydrophilic part of green surfactants and several surfactants 

including esters (alkylbetainates chlorides – CnBC) are based on this molecule (Thompson 

and Allenmark, 1992; de la Maza and Parra, 1995; Joung et al., 2001; Lundberg et al., 2004; 

Wydro, 2007). These compounds are generally referred to as “mild to the skin” (Mohlin et al., 

2006) and are used to improve the dermatological properties of other surfactants (e.g., 

alkylbetaines decrease the skin irritation of anionic compounds). From the point of view of 

practical applications, the study of the surface properties of these compounds is of great 

importance. In our previous paper (Nsimba Zakanda et al., 2011a), it was found that 

hexadecylbetainate chloride (C16BC) forms a stable monolayer at the air-water interface under 

all the experimental conditions tested (pH, temperatures, ionic strengths, presence of sodium 

salts of monovalent or divalent anions). 

 

Surfactants used in personal care products can cause side-effects such as cell membrane 

damage. Basic studies of surfactant interaction with membranes are thus of great relevance for 

application purposes, but also for fundamental purposes as membrane-perturbing surfactants 

are commonly used to lyse cells to study their contents as well as to solubilize their membrane 

proteins (Nararrete and Serrano, 1983). Considerable research is currently carried out on 

surfactant-lipid combinations which can be used as drug delivery systems for poorly soluble 

therapeutic agents (Knauf et al., 2010). Since CnBC are a novel class of green surface-active 

agents potentially useful for the formulation of a wide range of products (Nsimba Zakanda et 

al., 2010), in particular for the cosmetic and pharmaceutical fields, a basic physico-chemical 

study of their interaction with mammalian plasma membrane is required. Due to the 

complexity of biological membranes, interactions with major lipid components have been 

examined individually as a first approach. Bilayers and monolayers of palmitoyl-oleoyl-

phosphatidylcholine (POPC), sphingomyelin (SM) and cholesterol (CHOL) have been chosen 

as simple models. These lipids are representative of the three main types of lipids composing 

the outer leaflet of the mammalian plasma membrane: phospholipids, shingolipids and CHOL 

(Koval and Pagano, 1991).  



In a recent paper (Nsimba Zakanda et al., 2011a), we have suggested that primary interaction 

between CnBC and lipid monolayers is mainly governed by electrostatic forces. Hydrophobic 

effect can also play a role when electrostatic interactions cannot occur (in the case of 

uncharged lipids). 

In the current work, the interaction of hexadecylbetainate chloride (C16BC) with three types of 

lipids (POPC, SM, CHOL) in conditions similar to biological ones (pH and ionic strength) is 

thoroughly examined. The isothermal titration calorimetry (ITC) technique, which measures 

the heat flow associated with the binding between two entities (Nielsen et al., 2005; Andersen 

et al., 2008), is used to obtain information about the thermodynamics of C16BC binding to 

liposomes. Single lipid monolayer models are then used to analyze, by a simple 

thermodynamic approach, the mixing behavior (miscibility and stability) and the molecular 

interaction between each lipid and C16BC. A computational analysis is also performed in 

order to gain further insight into the interaction at the molecular level. The results will provide 

some basic information about the interaction of C16BC surfactant with each of the major 

components of the mammalian cell membrane individually or with membrane domains that 

might be highly enriched in a single component.  

 

2. Experimental 

2.1.Materials 

Hexadecylbetainate chloride (C16BC) (Figure 1) was synthesized in our laboratory (Nsimba 

Zakanda et al., 2011b). Briefly, betainyl chloride was formed by adding thionyl chloride 

dropwise to a stirred solution of glycine betaine which was then mixed for ~ 2 hours. C16BC 

was obtained by the acylation of 1-hexadecanol by betainyl chloride. The molecule’s structure 

was confirmed by Infrared Spectroscopy (IR) and Mass Spectrometry (MS). A typical IR 

spectrum of betainyl chloride displays bands at 2960, 2870 cm
−1

 (CH3, C-H stretching), 2925, 

2850 cm
-1

 (CH2, C-H stretching), 1800 cm
−1

 (C=O stretching), 675 cm
−1

 (C-Cl stretching). IR 

spectra of C16BC displays bands at 2959 cm
−1

 (C-H, stretching), 1751 cm
−1

 (C=O stretching), 

1478 cm
−1

 (C-H bending), 1206 cm
−1

 (C-O, stretching). Electrospray ionisation mass 

spectrum gives the signal of the [M]
+
 ion at m/z = 342.4. SM, POPC and CHOL (Figure 1) 

were purchased from Avanti Polar Lipids (Alabaster, AL) (99% purity). The subphase used in 

this work was a phosphate-buffered saline (PBS) consisting of NaH2PO4.H2O/Na2HPO4/NaCl 

20/20/150 mM adjusted to pH 7.4 with NaOH. The solvents (chloroform and methanol) of 



analytical grade were obtained from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO). Reagents and solvents 

were used as received. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1.  Chemical structure of (a) the hexadecylbetainate chloride (C16BC) and of the three 

model lipids selected: (b) Sphingomyelin (SM), (c) palmitoyl-oleoyl-phosphatidylcholine 

(POPC), and (d) cholesterol (CHOL) 

 

2.2.Methods 

2.2.1. Preparation of lipid vesicles 

Large unilamellar vesicles (LUVs) were used in our experiments to study the interaction of 

C16BC with lipid bilayers. The vesicles were prepared using the lipid hydration technique. As 

CHOL is unable to form bilayers (de Oliveiro et al., 2005) and stable LUVs, the interaction of 

C16BC with this lipid was studied thanks to vesicles prepared with a mixture of SM/CHOL 

(50:50 mol%). Pure POPC, SM or SM/CHOL was dissolved in chloroform/methanol (2:1 

v/v), and introduced into a 10 mL round-bottom flask. A thin lipid film was obtained by 

removing the solvents under vacuum with a rotary evaporator. The organic solvent traces 

were removed by placing the flasks in a dessiccator under vacuum for 16 hours. The dried 

thin lipid film obtained was hydrated with PBS buffer for 1 h at 30°C for POPC and 60°C for 

SM and SM/CHOL, and shaken at 10 min intervals. Spontaneously formed multilamellar 

vesicles (MLVs) were freeze-thawed five times with liquid nitrogen and warm water (30 or 

CH
3
-N-CH

2
-COOCH

2
CH

2
(CH

2
)
12

CH
2
CH

3

I

I

CH
3

CH
3

+ Cl
-(a) 

(b) 

(c) 

(d) 



60°C). The dispersion was finally extruded fifteen times through 100-nm polycarbonate filters 

using a Lipex Biomembranes (Vancouver, BC) extruder to obtain LUVs. 

 

2.2.2. Isothermal Titration Calorimetry 

ITC measurements were performed by using a VP-ITC (MicroCal, Northampton, MA). All 

solutions were thoroughly degassed before use by stirring under vacuum or by ultrasonication. 

The sample cell (1.4565 mL) was loaded with PBS buffer pH 7.4 (blank) or C16BC solution 

(30 µM) and the reference cell was filled with the PBS buffer. Titration was carried out at 

25°C using a 300 µL syringe filled with LUV suspension prepared in PBS pH 7.4. The 

solution in the sample cell was stirred at 305 rpm during the experiments. A titration 

experiment consisted of consecutive injections of 5 µL LUV suspension. Each injection took 

10 s and a delay of 200 s was applied between each successive injection to allow steady state 

to be attained. The effective heats were determined by subtracting the values obtained for the 

blanks from the observed heats. Data were processed using the software provided by the 

manufacturer (ORIGIN 7 – Originlab, Northampton, USA). 

 

2.2.3. Determination of the binding thermodynamic parameters of the binding of C16BC to the 

lipid bilayers 

The ITC data were treated with the cumulative model described by Heerklotz and Seelig 

(2000) and by Razafindralambo et al. (2009) according to the following equation: 









i

k L

L
Dcell

bw

Dk
CK

CK
CVh

1
0

0
0

1
        Equation 1. 

where kh is the heat produced following each injection (corresponds to the area of each 

peak on the heat flow = f(time) plot), 
bw

D

  is the molar enthalpy change corresponding to 

the transfer of C16BC from the aqueous phase (w) to the bilayer membrane (b), Vcell is the 

volume of the calorimeter sample cell (1.4565 ml), 
0

DC  and 
0

LC  are the concentrations of 

C16BC and of lipid in the calorimeter sample cell, respectively, and K is the binding constant. 

K and 
bw

D

 can be evaluated simultaneously by a fit of the measured cumulative heat as a 

function of 
0

LC .  

The corresponding free energy 
bw

DG   and the reaction entropy 
bw

DS   were then calculated 

by the standard equations: 

bw

DG    =  –RT ln(K Cw)  =  
bw

D

  – T
bw

DS       Equation 2 



with R = 8.31 J.mol
-1

.K
-1

 and Cw = 55.5 M (Heerklotz and Seelig, 2000). 

 

2.2.4. Size measurements of lipid vesicles 

Size of lipid vesicles prior to and after ITC experiments consisting of titration of C16BC 

solution (30 µM) by lipid vesicles were determined at 25°C by the dynamic light scattering 

technique (Delsa Nano C-Beckmann Coulter - 30 mW He-Ne laser, λ =658 nm). Fluctuation 

of light scattering was measured at an angle of 160 degrees. The Non-negative least square 

(NNLS) method included in the software of the instrument was used to calculate the 

hydrodynamic diameter of the particles. Each value reported is the average of at least three 

independent measurements. 

 

2.2.5. Langmuir trough technique 

Penetration experiments of C16BC into a lipid monolayer were performed at constant area 

(120 cm²) using an automated LB system (KSV Minitrough, KSV Instruments, Helsinki, 

Finland). A platinum Wilhelmy plate was used to measure the surface pressure. The PBS 

subphase temperature was maintained constant at 25 ± 1°C by circulating water through the 

base plate on which the trough is mounted. The system was enclosed in a Plexiglas box in 

order to minimize water evaporation and to avoid trace pollution. C16BC stock solutions were 

prepared in PBS. Lipid monolayers were prepared at defined initial surface pressures (i = 5, 

10, 20 and 30 mN/m) by carefully spreading pure lipid solutions (SM, POPC or CHOL) 

prepared in chloroform/methanol (2:1, v/v) onto the PBS subphase (volume ~ 89 mL). After 

waiting for stabilization of i, C16BC was injected into the subphase to a final concentration 

of 1.18 µM. It is assumed that C16BC molecules exist mainly as monomers within the 

subphase as this concentration is well below the C16BC’s measured critical micellar 

concentration (34 ± 3 µM) (data not shown). During the measurements the subphase is 

continuously gently stirred with a magnetic bar. The difference between  of two 

independent sets of measurements was less than 0.5 mN/m. 

 

Surface pressure ()–molecular area (A) compression isotherms were recorded using the 

same LB system. C16BC and lipids (SM, POPC and CHOL) were dissolved in 

chloroform/methanol (2:1, v/v). Pure solutions as well as binary mixtures (C16BC/SM, 

C16BC/POPC and C16BC/CHOL with a defined composition) were prepared to a final 

concentration of 1500 µM. A volume of 20-30 µL was spread on the PBS subphase at 25°C. 



After waiting for 15 min to allow for solvent evaporation and spreading of the molecules, the 

monolayer was compressed by two barriers approaching symmetrically at a rate of 10 

mm/min. The surface pressure was measured during the entire compression. The variation 

coefficient of at least two independent experiments did not exceed 5%. 

 

2.2.6. Molecular modeling of C16BC/lipid interaction 

The organization and mode of interaction of the C16BC and the lipids were studied in 

C16BC/POPC, C16BC/SM and C16BC/CHOL 1/1 molar complexes.  

 

The modeling approach (called hypermatrix), published more than 15 years ago (Brasseur et 

al., 1987) and upgraded (Lins et al., 1999), is a “static” approach in the sense that the structure 

of the molecules is rigid. This method allows to calculate the interaction between a molecule 

(pharmacological drug, peptide, lipid analog,…) and lipids. Both molecules are first oriented 

at the lipid/water interface using TAMMO procedure (Brasseur, 1990). This allows taking 

implicitly the hydrophobicity of the medium into account. Then, the molecule of interest (here 

C16BC) is fixed at the interface and the molecule of lipid (POPC, SM or CHOL) is moved 

toward C16BC, taking the position of the interface into account. By rotations and translations, 

more than 100.000 positions are tested, and the corresponding interaction energy is calculated 

for each position. The energy is the sum of the electrostatic, Van der Waals and hydrophobic 

contributions. The position corresponding to the lowest energy state of the complex is 

retained. It should be noted that the calculations are not made in a free space, since the 

molecules are oriented at the interface (and so the variation of the dielectric constant is 

notably taken into account) and due to the fact that we calculate the hydrophobic energy using 

an empirical equation which has been validated by comparison to experiment (Lins and 

Brasseur, 1995). This approach implicitly takes the medium into account. This method has 

been used for studying the interaction of numerous molecules with lipids (Razafindralambo et 

al., 2009; Razafindralambo et al., 2011) All calculations were performed on a Linux station 

bi-xeon quad core, using Z-ultim software. 

 

3. Results 

3.1.Thermodynamic analysis of the binding of C16BC to lipid bilayers  

A typical isothermal titration of a C16BC aqueous solution with a LUV suspension is shown in 

Figure 2a. The binding of C16BC to the lipid bilayer is exothermic. The area of the peak 



decreases gradually with the successive LUV injections and becomes small and constant once 

free C16BC molecules are no longer available. The residual heat flows observed in the raw 

data correspond to the heat associated with the vesicle dilution in the sample cell (Santos et 

al., 2007). Integration of the heat flow peaks in Figure 2a gives the heats of reaction, hi. 

Figure 2b shows the cumulative heats (hi) as a function of the lipid concentration (C
0

L) in 

the cell for the three lipids selected. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2. (a) Typical raw data of an ITC experiment. The peaks are related to the successive 

injections of 5µl of SM/CHOL LUV suspension at 1000 µM into a 30 µM solution of C16BC 

at 25°C. (b) The cumulative heats of binding (hi) as a function of the lipid concentration in 

the cell (C
0

L). (■) SM/CHOL, (∆) SM, () POPC. The solid line represents the best fit using 

the Eq 1. The buffer used was PBS at pH 7.4. Error bars are based on reproducibility over at 

least two independent measurements. 

 

The integrity of the lipid vesicles after C16BC binding was checked by particle size 

measurements before and after ITC experiments. The mean hydrodynamic diameter of the 

vesicles and the size distribution are not greatly affected by the presence of C16BC at 30 µM 

(Figure 3). The macroscopic structure of the vesicles is thus not modified by their interaction 

with C16BC. No population of small particles is observed suggesting that no mixed micelles 

are formed at this concentration of C16BC.  
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Figure 3. Particle size distribution prior to (full line) and after (dashed line) ITC experiments 

(a) POPC, (b) SM, (c) SM/CHOL. Inset: value of the mean hydrodynamic diameter (dh) 

(average of three independent measurements). 

 

Fitting of the data of Figure 2b according to Eq. 1 and 2 gives the thermodynamic parameters 

listed in Table 1. It was assumed as for cetylpyridinium chloride (CPC), another positively 

charged ammonium detergent of similar size to C16BC,
25

 that the C16BC flip-flop rate from 

the external to the internal sheet of the bilayer is fast enough to consider, in Equation 1, the 

total and not only half of the lipid concentration.  

 

Table 1. Thermodynamic parameters for the binding of C16BC to LUV with different 

compositions at 25°C. 

 
Bilayer composition K (mM

-1
) bw

D

 (kJ mol
-1

) T bw

DS  (kJ mol
-1

) 
bw

DG  (kJ mol
-1

) 

POPC 35.3 ± 2.3 -0.72 ± 0.19 35.17 ± 2.52 -35.90 ± 2.34 

SM 41.6 ± 11.0 -0.88 ± 0.18 35.32 ± 0.92 -36.20 ± 0.73 

SM/CHOL 195.2 ± 13.6 -0.93 ± 0.41 39.20 ± 0.58 -40.13 ± 0.17 
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Regardless the composition of the vesicle, the binding reactions are spontaneous (
bw

DG   < 

0), exothermic (
bw

D

  < 0), and generate a large positive change of the system entropy (

bw

DS   > 0) suggesting that the global binding is mainly entropy-driven. Tsao and Tseng 

(2001) have also concluded for CPC that its insertion into bilayers is driven by an entropy 

gain. Marcotte et al. (2005) have suggested that this entropy gain is related to the hydrophobic 

effect, i.e. a release of water molecules from the hydration layer of the lipid membrane and 

the dehydration of the C16B
+
 ion upon binding (Haq et al, 1997; Sinn et al., 2004; Bouchemal 

et al., 2009).  

 

The binding constant, K, is not significantly different for the pure POPC or SM vesicles. For 

the SM/CHOL, K is much higher than for the pure POPC or SM vesicles. This indicates that 

C16BC has a higher affinity for the SM/CHOL bilayer and that CHOL favors the binding of 

C16BC to lipid vesicles. It is an opposite behaviour to the one reported for CPC for which 

CHOL-containing membranes restrict its insertion (Bouchemal et al., 2009). The favorable 

insertion of C16BC into SM/CHOL system could be accompanied by a higher release of water 

molecules which could explain the larger entropy gain ( bw

DS  ) observed in this case. 

 

At 25°C, the binary mixture SM/CHOL (50:50) is in a liquid-ordered state (Goñi et al., 2008; 

Goñi and Alonso, 2009) which is an intermediate situation between the solid-ordered and the 

liquid-disordered phases formed by SM and POPC respectively. A uniform lateral distribution 

of SM and CHOL without domain coexistence has been suggested (Almeida, 2009). Hence, 

the fluidity of the membrane does not appear to be a critical parameter for C16BC insertion, 

which is in contradiction with the general belief that a fluid phase is required for the 

incorporation of biomolecules into bilayers. We suggest that distinct interactions of C16BC 

with the individual lipids could be at the origin of the different affinities observed rather than 

a change of membrane fluidity.  

 

To further investigate our assumption, interaction of C16BC with pure lipid monolayers of 

single lipid was explored using the Langmuir trough technique. 

 

 

 

 
 



3.2.C16BC penetration into pure lipid monolayers 

The ability of C16BC to interact with each lipid is studied by measuring the C16BC-induced 

surface pressure increase (Δ) after the injection of C16BC beneath the pure lipid monolayers 

preformed at different initial surface pressures (i) (5, 10, 20 and 30 mN/m).  

 

 

 

 

 

 

 

Figure 4. Typical adsorption kinetic of hexadecylbetainate chloride (C16BC) at a clean air-

water interface (o) or into lipid monolayers spread at 20 mN/m: (■) CHOL, (∆) SM, () 

POPC. The arrow indicates the moment at which injection occurred. C16BC is injected at a 

final concentration of 1.18 µM into the subphase (PBS pH 7.4; 25°C). 

 

 

The adsorption of C16BC at a clean air-water interface is instantaneous.  attains a maximal 

value ( 34.5 mN/m) and progressively decreases to reach an equilibrium ( 24.0 mN/m) after 

2000 sec (Figure 4). The adsorption of C16BC into the lipid interfaces is also instantaneous. 

The ∆ observed gives evidence of penetration of C16BC into the lipid monolayer as 

explained by Marsh (1996) and reported for other surfactants (Maget-Dana, 1999; Deleu et 

al., 2008). The first step of the kinetics is similar for all the lipids investigated.  attains a 

maximal value and progressively decreases to reach the equilibrium for the SM and POPC 

monolayers. However, in the case of CHOL,  decreases abruptly after its steep increase and 

then progressively rises again to reach equilibrium after ~ 40 min. After its initial adsorption 

at the CHOL interface, a multi-step molecular reorganization of the monolayer components 

likely occurs within the monolayer in order to optimize the interface arrangement.  

 

Figure 5 shows the induced by C16BC adsorption into the lipid monolayer as a function of 

i.  globally decreases with i as it is generally observed for surfactants (Deleu et al., 

2008). In the case of SM and CHOL, a first order decrease is observed while two parts can be 
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distinguished for the POPC curve. In this latter case, decreases slightly with i below 10 

mN/m, while it decreases more steeply above 10 mN/m.  

 

By extrapolating the curve of  versus i to the X-axis, the exclusion surface pressure of 

penetration (e) can be determined. It corresponds to the initial surface pressure above which 

the surfactant can no longer penetrate the monolayer. It reflects the penetration power of a 

surfactant. The e are 34.2, 45.7 and 48.9 mN/m for POPC, CHOL and SM, respectively. 

They are above the presumed lateral pressure of the biological membranes which is estimated 

to be around 30 mN/m (Marsh, 1996). Molecules with e higher than 30 mN/m are 

considered as potentially efficient for interaction and insertion into lipid membranes in vivo 

(Demel et al., 1975)  

 

Moreover, the ordinates at the origin of the linear regression for the three systems investigated 

(30.2 , 40.8 and 31.9 mN/m for POPC, CHOL and SM respectively) are much higher than the 

equilibrium  ( 24.0 mN/m - Fig. 4) obtained after the adsorption of C16BC at the air-water 

(PBS, pH 7.4) interface in the absence of lipid monolayer. In PBS buffer, all the lipids tested 

exert thus a positive effect on C16BC adsorption. In a pure water medium, it was the case for 

CHOL but not for POPC (Nsimba Zakanda et al., 2011b).
 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 5. Surface pressure increase () caused by the penetration of C16BC into pure 

monolayers of (■) CHOL, (∆) SM, () POPC as a function of their initial surface pressure 

(i). C16BC is injected beneath the lipid monolayer at a final concentration of 1.18 µM in the 

PBS subphase at pH 7.4 and 25°C. Error bars are smaller than symbols in some cases. The 

solid line represents the linear fitting of the data (R² = 0.98 and 0.99 for CHOL and SM 

respectively. For POPC, the linear fitting has been done for i ≥ 10 mN/m and R² = 0.98 ). 
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3.3.Interfacial properties of spread C16BC/lipid monolayers upon compression 

Binary mixtures of C16BC and each characteristic lipid chosen were spread at the air-water 

(PBS pH 7.4) interface at 25°C and the compression isotherms of the mixed monolayers were 

studied. A thermodynamic analysis is performed in order to characterize the interaction 

between this surfactant and the lipids. 

 

Figure 6a-c illustrates the -A isotherms for pure monolayers of C16BC, POPC, SM and 

CHOL, as well as for the binary mixtures of C16BC with the three lipids in different 

proportions. The shape of the compression isotherm recorded for C16BC is typical of a 

condensed monolayer (Figure 6a). The molecular area (Ac) and the surface pressure (c) at 

the collapse are 19.4 ± 0.4 Å²/molecule and 46.2 ± 0.5 mN/m, respectively. Ac is higher and 

c lower with the PBS subphase than with the pure water subphase used in our previous study 

(17.3 ± 0.3 Å²/molecule and 52.3 ± 0.6 mN/m) (Nsimba Zakanda et al., 2011b). This is the 

result of the interaction between the positive head groups of C16BC molecules and the 

subphase hydrophilic anions (H2PO4ˉ, HPO4
2
ˉand Clˉ) which expands and slightly 

destabilizes the C16BC monolayer (Boury et al., 2001). 

 

The compression isotherm recorded for POPC (Figure 6a) is characteristic of a liquid 

expanded monolayer with no discontinuities suggestive of phase changes, in accordance with 

the literature (Matti et al., 2001). The collapse parameters are Ac = 58.5 ± 0.9 Å²/molecule 

and c = 40.8 ± 1.7 mN/m. The isotherm recorded for SM is also typical of liquid expanded 

monolayers until 25 mN/m at which a slight increase in slope is observed suggesting a more 

condensed state for the monolayer (Figure 6b and Supporting Information). The shape is 

similar to those of the isotherms previously obtained (Georgiev et al., 2010). The Ac is 43.1 ± 

1.5 Å²/molecule and c is 43.7 ± 2.1 mN/m. The shape of the compression isotherm for 

CHOL (Figure 6c) indicates that this sterol forms a highly condensed monolayer at the air–

water interface. An area of 40.6 A²/molecule at 20 mN/m is in agreement with the literature 

(Kodama et al., 2004; Kanintronkul et al., 2005; Eeman et al., 2009). The collapse parameters 

observed are Ac = 34.1 ± 0.8 Å²/molecule and c = 43.2 ± 0.1 mN/m. 

 

The compression isotherms for mixed systems (C16BC/POPC, C16BC/SM and C16BC/CHOL) 

lie between those of the pure components. Increase of the C16BC concentration shifts the 



isotherms towards the curve of pure C16BC. The shape of the mixed isotherms is not 

significantly influenced by the proportion of C16BC. Their c values are between those of the 

pure components with the exception of the mixed C16BC/SM monolayers for which c is 

much higher for all the proportions studied.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

     

Figure 6. Surface pressure ()–molecular area (A) isotherms for C16BC and lipid mixtures 

spread onto PBS subphase pH 7.4 at 25°C: C16BC/POPC (a), C16BC/SM (b) and 

C16BC/CHOL (c). 

 

A simple thermodynamic analysis of compression isotherm data can give further information 

about the miscibility and the interaction between the components in the mixed monolayers. 

The plots of the mean molecular area (A) of the mixed monolayer as a function of the C16BC 

molar ratio are shown in Figure 7 for three  (10, 20 and 30 mN/m). If the components of the 

monolayer are completely immiscible or ideally miscible, the molecular area is a linear 

function of the composition and follows the additivity rule given by Equation 3. A deviation 
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from ideal behavior suggests the existence of interaction between the molecules and a partial 

miscibility (Georgiev et al., 2010). 

 

221112 XAXAA                                 Equation 3 

where A12 is the mean molecular area for ideal mixing of the two components at a given , 

A1 and A2 are the molecular areas of the respective components in their pure monolayers at 

the same  and X1 and X2 are the molar ratios of components 1 and 2 in the mixed 

monolayers. 

 

A small positive deviation from ideal behavior is observed for most of the C16BC/POPC 

monolayers at ≤20 mN/m. In the case of SM, a negative deviation of A is observed for 

C16BC molar ratio of 0.5 at 10 and 20 mN/m while no or small positive deviations are noted at 

30 mN/m. For these monolayers, interaction occurs between the components whereas an ideal 

behavior is observed for the C16BC/CHOL for the whole range of compositions and  

investigated. The mean molecular areas of C16BC and CHOL are not influenced by the 

presence of the other. In other words, it indicates that no interaction exists between the 

components. In such a case, there are two possibilities for their distribution within the 

monolayer: either the two components are completely immiscible or they are completely 

miscible. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

     

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 7. Mean molecular area (A) versus composition plot for the mixtures of C16BC with 

POPC (a), SM (b) and CHOL (c) at different  ((∆) 10 mN/m, () 20 mN/m) and (■) 30 

mN/m) at 25°C. Straight lines correspond to the ideal mixing behavior (Equation 3). In some 

cases, the error bars are smaller than the symbols. 

 

A more quantitative thermodynamic analysis of the mixtures can be obtained by calculating 

the excess free energy of mixing ΔG
ex

 (Equation 4) and the total free energy of mixing (ΔG
M

) 

(Equation 5) (Goodrich, 1956). 

 


dAXAXAGex )( 2211

0

12        Equation 4 

idexM GGG           Equation 5 

where ΔG
id

 is the free energy for ideal mixing and is defined by equation 6. 

)lnln( 2211 XXXXRTGid         Equation 6 

where R is the universal gas constant and T, the absolute temperature. 
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ΔG
ex

 provides information about the possible interaction between the monolayer forming 

components (Maget-Dana, 1999). Negative values of ΔG
ex

 indicate that the interactions 

between the components in the mixed monolayers are more attractive or less repulsive 

compared to those occurring in their respective pure monolayers. Positive values of ΔG
ex

 

suggest that the interactions are less attractive or more repulsive than those existing in the 

one-component monolayers (Eeman et al., 2005; Haç-Wydro et al., 2005; Wydro and Paluch, 

2009). ΔG
M

 gives information about the thermodynamic stability of the mixed monolayers. A 

negative value indicates that the system is stable (Maget-Dana, 1999). 

 

ΔG
ex

 and ΔG
M

 as a function of the C16BC molar ratio plots are shown in Figure 8a-f. 

Globally, their absolute values are lower than those observed for similar systems such as 

dialkyldimethylammonium bromides-sterol (Haç-Wydro et al., 2005). Nevertheless, they are 

statistically different from ideal mixing and provide some further insight into the different 

affinities between C16BC and the three bilayer components. The positive values of ΔG
ex

 

obtained for most of C16BC/POPC mixed monolayers (Figure 8a) indicate repulsive 

interaction between the monolayer forming components. This suggests that, at least one 

component forms two-dimensional aggregates at the interface (Maget-dana, 1999; Eeman et 

al., 2005). C16BC/SM mixed monolayers show nil or negative ΔG
ex

 at C16BC molar ratio ≤ 

0.5 (Figure 8b). This suggests that attractive interaction exists within the mixed monolayers 

between C16BC and SM molecules. However, positive deviations, that can be related to 

repulsive interactions, are observed at C16BC molar ratio = 0.66 and 0.8. No deviation is 

observed for the C16BC/CHOL pairs (Figure 8c) confirming the ideal behaviour of these 

mixtures.  

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 8. Excess free energy of mixing (G
ex

) and total free energy of mixing (G
M

) versus 

C16BC molar ratio for the mixtures of C16BC with POPC (a, d), SM (b, e) and CHOL (c, f) at 

different  ((∆) 10 mN/m, () 20 mN/m) and (■) 30 mN/m and at 25°C. Error bars are 

smaller than symbols in some cases. 

 

The values of ΔG
M

 in Figure 8d-f are negative for most of the C16BC/POPC, all the 

C16BC/SM and all the C16BC/CHOL mixed monolayers implying that the mixing behaviour 

of C16BC and each lipid is thermodynamically favorable within the whole range of 

composition and  investigated. At a given , ΔG
M

 is more negative for C16BC/SM and 
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C16BC/CHOL systems than for C16BC/POPC. The mixed monolayers formed with SM and 

CHOL are more stable than those with POPC. For the C16BC/POPC mixed monolayers, ΔG
M

 

increases as  increases, suggesting that the mixed monolayers become less stable at higher 

. At  = 30 mN/m, C16BC/POPC (1:1) mixed monolayer is the most stable monolayer 

(Figure 8d). For the mixed C16BC/SM monolayers, at a C16BC molar ratio ≤ 0.5, the stability 

of the mixed C16BC/SM monolayers increases with  while at C16BC molar ratio = 0.66, the 

stability decreases with increasing  (Figure 8e). The stability of C16BC/CHOL is not 

influenced by (Figure 8f) 

 

3.4.Molecular modeling 

The Hypermatrix method used for the molecular modeling is a “static” approach in the sense 

that the structure of the molecules is rigid (Lins et al., 1999). Issues that might be sensitive to 

the way in which the chains are folded within the bilayer cannot thus be explored but this 

approach is particularly useful for investigating the nature of the interaction of drugs and 

other molecules with specific parts of the membrane and for estimating how the molecular 

area is affected by the interactions in the vicinity of the hydrophobic/hydrophilic interface.  

 

The calculation of the interaction energy between one molecule of SM or POPC and one 

molecule of C16BC (Figure 9) shows that these associations lower the total energy, as 

compared to pure lipids. 

 

Figure 9. Total energy of interaction between the pure lipid molecules and between each lipid 

and C16BC. Black and grey bars correspond to the polar and the hydrophobic contributions, 

respectively. 

 

 

-20

-15

-10

-5

0

5

S
M

/S
M

C
1

6
B

C
/S

M

P
O

P
C

/P
O

P
C

C
1

6
B

C
/P

O
P

C

C
h

o
l/
C

h
o
l

C
1

6
B

C
/C

h
o
l

E
n
e

rg
y
 o

f 
in

te
ra

c
ti
o

n
 (

k
c
a

l/
m

o
l)



The most favorable interaction is obtained with SM which is in accordance with the ΔG
M

 

values at C16BC molar ratio = 0.5. For SM and POPC, the polar contribution increases 

markedly when they interact with C16BC while the energy is mainly of hydrophobic origin for 

pure lipid self-association. In both cases, the PO4ˉ
 
of the lipid is close to the quaternary 

ammonium of C16BC (Figure 10a and b) and can then interact electrostatically. Moreover, the 

ester moiety of C16BC is located at the level of the amide and the hydroxyl groups of SM 

(Figure 10b). Formation of H bonds between these groups can also contribute to the polar 

component of the interaction energy. 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 10. Molecular assembly of C16BC (in pink) with (a) POPC, (b) SM and (c) CHOL at 

an hydrophobic/hydrophilic interface.  

 

In the case of CHOL, the interaction energies with C16BC or with itself are similar. 

Furthermore, the total calculated interfacial area occupied by both molecules in the assembly 

(94 Å²) is equal to the addition of the individual molecular areas (54 Å² for CHOL and 39 Å² 

for C16BC) in accordance with our experimental results (Figure 6c). The assembly of C16BC 

and CHOL does not appear to disturb their self arrangement at the interface. Their fitting 

shown in Figure 10c can be considered as ideal. The OH group of CHOL is at the level of the 

C16BC ester bond, slightly decreasing the polar energy as compared to pure CHOL assembly 

and the sterol rings are parallel to C16BC alkyl chain, generating a large hydrophobic 

contribution to the interaction energy, as for pure CHOL. 

(a) (b) (c) 



4. General discussion and conclusion 

The negative binding free energies ( bw

DG   – Table 1) of C16BC for the lipid systems 

investigated indicate that the transfer of C16BC from the aqueous phase into lipid bilayers is 

thermodynamically favorable. C16BC surfactant (at a concentration near its CMC) is able to 

bind to lipid vesicles without compromising their integrity (Figure 3). The increase of the 

surface pressure after the injection of C16BC beneath the lipid monolayers also gives evidence 

of C16BC penetration into all the lipid films investigated. Moreover, the exclusion pressure of 

C16BC for the three lipids is above the presumed surface pressure of biological membranes, 

suggesting that C16BC could be able to insert into in vivo mammalian plasma membranes 

containing high concentration of these three lipids.  

 

Bilayer binding constant (K –Table 1) and monolayer equilibrium ∆Π (Figure 4) values 

clearly show that the insertion of C16BC is more important for the CHOL-containing films 

than for SM or POPC films. However, one could expect penetration to be favored into POPC 

as this lipid forms liquid-disordered lamellar phase (Goñi and Alonso, 2008) and monolayers 

less packed than those of CHOL or SM at a given surface pressure (Shaikh et al., 2001; Sun 

and Sui, 2002). Our measurements indicate otherwise. It means that membrane fluidity is not 

the key feature to explain distinct C16BC insertion between SM/CHOL and, SM and POPC.  

 

Higher affinity of hexadecylphosphocholine, another quaternary ammonium surfactant with a 

16 carbon atoms chain, for CHOL rather than POPC has also been previously reported 

(rakotomanga et al., 2004). This may be due to the fact that the CHOL sterol rings can fit 

nicely into the C16BC alkyl-chain region and that its hydroxyl group helps to anchor the 

CHOL molecule at the C16BC head–alkyl-chain interface as shown by the molecular 

modeling of their assembly (Figure 10c). This suggests an ideal miscibility, i.e. a uniform 

distribution, of C16BC and CHOL, and corroborates the ideal behavior observed for the mixed 

C16BC/CHOL monolayers (Figure 7). However, the kinetic of their optimal mutual 

organization is slow as shown by the long stabilizing time of ∆Π observed in monolayer 

systems (Figure 4). The very small value of ΔGex for C16BC-CHOL monolayers seems to be 

inconsistent with the large 
bw

DS   observed for the C16BC-CHOL-SM bilayer. However, both 

parameters do not reflect the same phenomenon. In the bilayer experiments there is an 

adsorption and insertion stage while in the monolayer experiments, both molecules are spread 



simultaneously at the interface and no adsorption phenomenon occurs. The 
bw

DS   value 

calculated from bilayer results takes into consideration the global interaction phenomenon 

comprising the adsorption, the insertion and the rearrangement of both components due to 

their strictly speaking interaction while the ∆G
ex

 calculated from monolayer data is restricted 

to the last step. 

 

POPC has a larger head group than CHOL and cannot pack tightly due to head-tail mismatch, 

causing its tail group to be tilted even at high surface pressures. Moreover, the presence of a 

cis double bond in the hydrocarbon chain of POPC prevents their close packing and increases 

the intermolecular distance in the monolayer (Ishitsuka et al., 2006) as reflected in the area 

per molecule in the one-component monolayer (Figure 6). The steric hindrance of the POPC 

molecule is high and insertion of C16BC molecules between POPC molecules is less 

favorable. Similar results have been obtained for the interaction between stearic acid and 

DOPC (Haç-Wydro et al., 2009).  

 

SM possesses a trans double bond located at the C4–C5 of its sphingosine backbone (Figure 

1b), and shows a tighter packing than POPC in its monolayer (Ac values from Figure 6) 

(Kupiainen et al., 2005; Subbaiah et al., 2009). Hydrogen bonds between the amide or the 

hydroxyl of the acyl chain of SM and the carbonyl group of C16BC can be formed, favoring 

the polar interaction between the molecules. Moreover, they can promote the van der Waals 

interactions between the alkyl chains of C16BC and of SM (Slotte, 1999). These interactions 

stabilize the monolayer as shown by their negative ΔG
M

 (Figure 8e) and the much higher c 

for the mixed systems compared to the pure ones (Figure 6b). However, with a C16BC molar 

ratio > 0.5, ΔG
ex

 (Figure 8b) becomes positive and the interactions are thus more repulsive. 

Hydrogen bonds between the hydrophilic groups can explain the more favorable C16BC 

interaction with the SM monolayer rather than with the POPC as highlighted by the computer 

modeling calculation and as reflected by the e determined. In bilayers, this difference is not 

significant. A higher flip-flop rate of C16BC from the outer to the inner leaflet of the POPC 

bilayer could compensate this effect.  

 

In general conclusion, this study has shown that the interaction between C16BC and lipids is 

not governed by the membrane fluidity and that the forces involved can have an origin other 

than purely electrostatic, confirming the hypothesis developed in our previous paper (Nsimba 



Zakanda et al., 2011b). The primary insertion of C16BC into lipid vesicles is mainly governed 

by an hydrophobic effect. Subsequently, a convenient geometrical arrangement between the 

lipid and C16BC involving polar interaction is favorable for their association. A best 

arrangement between surfactin, a lipopeptide, and dipalmitoyl-phosphatidyl-ethanolamine 

(DPPE) molecules has also been shown to be at the origin of the stabilizing effect of surfactin 

towards DPPE monolayer (Bouffioux et al., 2007). The optimal matching between the 

surfactant and a lipid for which the packing parameter is not in favor of the formation of a 

bilayer as it is the case for CHOL, can also stabilize the lamellar structure. Hydrogen bonds 

between the surfactant and the lipid also contribute to the monolayer stabilization.  

 

Although this study mainly provides basic insights about the interaction of C16BC with each 

of the major membrane components taken individually, it may serve as a useful basis for 

understanding the interaction of C16BC with real membranes or at least, with membrane 

domains that might be highly enriched in a single component. It may be suggested that under 

physiological conditions, C16BC can interact with the outer leaflet of mammalian plasma 

membranes without compromising their stability. The presence of rafts composed by SM and 

CHOL could be favorable to the interaction. However, it must be kept in mind that the 

interaction of a surfactant with a real membrane might be sensitive to many properties that 

reflect the mixing of membrane components such as average chain order, average area per 

lipid, local surface potential, and the lateral distribution of lipid components. Further 

investigations using ternary mixtures of the three lipids investigated as more representative 

models of mammalian plasma membrane have to be performed to assess our hypothesis. 

Moreover, molecular dynamic calculations taking into consideration the reorientation of the 

molecules about the bilayer normal and the fast acyl chain conformation changes could also 

provide additional information about the interaction of C16BC in a dynamic environment, 

more representative of a real membrane. 
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VI. Effet d’adsorption de quantities croissantes des 

chlorures d’alkylbétaïnate sur l’intégrité des 

vésicules lipidiques 

 

Les principaux résultats sont contenus dans cet article : 

 

Publication V 

 

 

Nsimba Zakanda F., Lins L., Razafindralambo H., Blecker C., Paquot M., Mvumbi lelo G., 

Deleu M. (XXXX). Integrity of lipid vesicles in presence of alkylbetainate chloride 

surfactants : Spectrofluorimetric, Isothermal Titration Calorimetry and Zeta potential studies 

 

En preparation pour être soumis dans: Biochimica et Biophysica Acta (BBA) : Biomembranes. 



 

Titre: Effet d’adsorption de quantities croissantes des chlorures d’alkylbétaïnate sur 

l’intégrité des vésicules lipidiques 

 

Objectif et stratégie expérimentale 

 

 

Les surfactants interagissant avec les membranes biologiques sont susceptibles 

d’endommager l’intégrité de celles-ci soit en formant des pores permanents, soit en les 

déstabilisant de manière transitoire, ou encore en les désintégrant par formation de micelles 

mixtes. Ces phénomènes sont connus pour être dépendants de la concentration (Deleu et al., 

2003). 

 

Dans ce dernier volet, l’effet de l’ajout des concentrations croissantes de CnBC dans les 

suspensions de vésicules lipidiques a été étudié. L’objectif était d’étudier la possibilité des 

CnBC de perméabiliser et / ou de solubiliser des vésicules lipidiques de composition variée 

dans des conditions proches des conditions physiologiques (tampon, pH). Pour cela, des 

solutions des CnBC ont été mélangées ou progressivement ajoutées à des suspensions de 

vésicules lipidiques encapsulant ou non une sonde fluorescente. L’adsorption des CnBC sur la 

surface de vésicules lipidiques, la perméabilité et / ou la solubilisation de ces derniers par les 

CnBC ont été caractérisées à l’aide des techniques de spectrométrie de fluorescence et de 

Calorimétrie de Titration Isotherme (ITC) ainsi que des mesures du potentiel zêta et de la 

taille des particules. 

 

Les paramètres physico-chimiques étudiés sont: 

 

- CMC : concentration micellaire critique 

- % HPTS : pourcentage de libération de la sonde fluorescente 

- Rsat: rapport molaire de saturation 

- Rsol: rapport molaire de solubilisation 

- C
sat

: concentration de saturation 

- C
sol

 : concentration de solubilisation 

- ζ : potentiel zêta 

 



 

Principaux résultats  

 

Les têtes polaires des CnBC sont neutralisées dans le tampon salin. L’adsorption des CnBC sur 

les vésicules lipidiques est endothermique au départ et exothermique par la suite. Elle ne 

dépend pas de la nature des lipides formant ces vésicules mais dépend de la longueur de la 

chaîne hydrocarbonée des CnBC. C12BC a saturé les vésicules lipidiques à des concentrations 

supérieures à celles de C16BC dans tous les cas. Ces concentrations sont au dessus de leurs 

CMC respectives. C10BC, C14BC et C16BC ont faiblement perméabilisé les vésicules 

lipidiques de POPC, POPG et POPC/SM/CHOL à des concentrations allant de 1,25 à 250 µM 

(correspondant aux rapports molaires CnBC/lipid de 0,1 à 20). Cependant, le C12BC a induit 

une perméabilité élevée dans toutes les vésicules lipidiques étudiées à des concentrations 

élevées (supérieures à 62,5 µM). La perméabilité induite par C12BC dépend de la composition 

du vésicule lipidique et se présente dans l’ordre suivant : POPC/SM/CHOL > POPC > POPG. 

Cependant, la solubilisation des membranes par les CnBC n’a pas été observée du fait que la 

mesure de taille des particules à la fin du titrage des vésicules lipidiques par des solutions 

micellaires de C12BC et C16BC à l’ITC n’a montré que des particules de taille supérieure à 

celle des vésicules lipidiques pures. 
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Abstract 

  

In this study, membrane binding and permeabilization of/by alkylbetainate chlorides (CnBC, n 

= 10-16), glycine betaine-based ester surfactants are studied using fluorescence spectroscopy 

and isothermal titration calorimetry (ITC) techniques in combination with zeta (ζ)-potential 

measurements, to get insight into the interaction of CnBC with membranes. 1-palmitoyl-2-

oleoyl phosphatidylcholine, 1-palmitoyl-2-oleoyl phosphatidylglycerol and a ternary mixture 

of 1-palmitoyl-2-oleoyl phosphatidylcholine/sphingomyelin/cholesterol (50:20:30 mol %), 

mimicking eucaryotic cell, bacterial cell and plasma membrane rafts, respectively, are used as 

model membranes. 

 

Membrane binding is thus caused almost exclusively by hydrophobic effect and not by 

electrostatic attractions. Fluorescence spectroscopy has shown that membrane leakage occur 

at large CnBC concentration and is inversely proportional to CnBC’s alkyl chain length, 

leading to weaker chain organization of the inserted surfactant into the membrane core. ITC 

has given rise to an endothermic process followed by an exothermic one. Membrane 

perturbation leading to pore formation is likely the main mechanism of CnBC interaction with 

membranes. At large surfactant concentration, CnBC molecules aggregate at the membrane 

surface. This phenomenon induces particle aggregation and lead consequently to membrane 

surface charge increase. 

 

 

 

Keywords: Glycine betaine-based esters, liposome, adsorption, leakage, permeability, vesicle 

aggregation. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

VII. Discussion générale 

 

 

 

 

 

 



La glycine bétaïne (GB) est contenue dans de grandes quantités de déchets produits par les 

industries de la betterave sucrière et du bioéthanol (Caqueret et al., 2008 ; Lever et al., 2010). 

Dans le contexte de la production de tensioactifs (TA) d’origine végétale et respectueux de 

l’environnement, la GB est utilisée comme partie hydrophile des TA zwitterioniques et 

cationiques (Thompson et al., 1992 ; Tegeler et al., 1995).  Le concept de TA hydrolysable a 

été introduit il y a de nombreuses années, et différents types dont les esters cationiques 

dérivés de la glycine bétaïne ont été préparés et caractérisés (Itoh et al., 2009). Peu d’études 

ont porté sur les utilisations potentielles d’esters dérivés de la glycine bétaïne. Néanmoins, 

Mohin et al.(2006) ont indiqué leur utilisation dans les procédés de fabrication de papier. 

Dans ce contexte, le présent travail a pour objectif de contribuer à l’étude des propriétés 

tensio-actives et membranaires des alkylbétaïnates. Les chlorures d’alkylbétaïnates (CnBC) de 

longueur de chaîne hydrocarbonée paire de 10 à 16 ont été étudiés. 

 

Les alkylbétaïnates appartiennent à la classe de tensioactifs doux et biodégradables (Fisicaro 

et al., 2005 ; Lindstedt et al., 1990). Ils ne sont pas disponibles dans le commerce. Dès lors, 

les chlorures d’alkylbétaïnates (CnBC, n = 10-16) ont été synthétisées dans notre laboratoire 

par voie chimique en utilisant des réactifs moins toxiques et plus respectueux de 

l’environnement (la GB, le chlorure de thionyle et les alcools gras de longueur de chaîne 

hydrocarbonée paire de 10 à 16) que ceux utilisés précédemment par d’autres chercheurs (le 

chlorure de chloroacétyle, la triméthylamine et les mêmes alcools gras que ceux utilisés dans 

le présent travail) (Lundberg et al., 2004 ; Tehrani-Bagha et al., 2007). La GB possède une 

faible réactivité par estérification directe avec les alcools (Auzély-Velty et al., 2003), d’où sa 

conversion en dichlorure de bétaïnyle (produit de la réaction de la GB et du chlorure de 

thionyle : SOCl2) en vue d’accroître sa réactivité. Dans le but d’obtenir un meilleur rendement 

d’ester à partir de la réaction d’un halogénure d’acyle et d’un alcool en milieu organique, de 

nombreux auteurs ont utilisé des bases faibles (Stagé et al., 2002 ; Razaei et al., 2007) ou des 

acides forts (Ganeshpure et al., 2008 ; Marchetti et al., 2008) comme catalyseurs.  

 

Dans ce travail,  le standard du chlorure d’hexadecylbétaïnate (C16BC) a été synthétisé à partir 

de la GB via le dichlorure de bétaïnyle et de 1-hexadecanol selon une méthode proposée dans 

la littérature (Granö et al., 2000). Le C16BC a été ensuite purifié et caractérisé. L’optimisation 

de l’acylation de 1-hexadecanol par le dichlorure de bétaïnyle a été faite en évaluant différents 

paramètres tels que l’influence de la nature du catalyseur/base faible, du solvant organique, du 



rapport molaire dichlorure de bétaïnyle/1-hexadecanol, de la température et de la 

concentration de réactants. 

 

Les résultats ont montré que le dichlorure de bétaïnyle possède une réactivité suffisante pour 

acyler un alcool en milieu organique. Les travaux antérieurs ont montré que les chlorures 

d’acyles possèdent une réactivité élevée (Dieter, 1999 ; Auzély-Velty et al., 2003). 

L’acylation de 1-hexadecanol par le dichlorure de bétaïnyle produit un acide fort, l’acide 

chlorhydrique (HCl), qui peut jouer le rôle de catalyseur et stabiliser l’ester formé, car  les 

esters cationiques sont stables en milieu acide (Auzély-Velty et al., 2003 ;Tehrani-Bagha et 

al., 2007). Le C16BC a été synthétisé avec le meilleur rendement dans les conditions 

suivantes : absence de catalyseur/base, un solvant de polarité moyenne (le méthyl-2-butanol-

2), un rapport molaire dichlorure de bétaïnyle/1-hexadecanol de 3/1, une température de 45°C 

et une concentration en réactants de 0,132 mol/L. Les chlorures de decylbétaïnate (C10BC), de 

dodecylbétaïnate (C12BC) et de tetradecylbétaïnate (C14BC) ont été obtenus en utilisant les 

conditions optimales de la synthèse de C16BC. Ces produits ont été conservés dans un endroit 

sec à la température ambiante et ont présenté une très bonne stabilité (pureté) dans le temps. 

 

Les propriétés de surface d’un composé amphiphile peuvent être évaluées d’une part, en 

déterminant sa CMC en solution. Celle-ci correspond à la concentration à partir de laquelle 

l’interface est saturée en tensioactifs qui, dès lors, forment des micelles ou agrégats en 

solution. Une CMC faible reflète un pouvoir d’agrégation plus important du tensioactif. Une 

autre façon de caractériser un surfactant est d’analyser sa capacité à former une monocouche 

insoluble à une interface. Ceci peut être réalisé en rapportant l’évolution de la pression de 

surface en fonction de l’aire moléculaire du composé à l’interface air-eau (Sui et al., 2005).  

 

Les propriétés physico-chimiques des chlorures d’alkylbétaïnates (CnBC, n = 10-18) telles 

que la tension de surface, la concentration micellaire critique (CMC), les pouvoirs moussant 

et dispersant, l’hydrolyse en milieux acide et basique et la biodégradation ont fait l’objet des 

études antérieures (Rozycka-Roszak et al., 1988 ; Thompson et al., 1992 ; Lundberg et al., 

2004a ; Itoh et al., 2009). Les CnBC ont présenté des valeurs de CMC et de pouvoirs 

dispersants proches de celles des chlorures d’alkyltriméthylammonium (CnTAC) avec une 

chaîne hydrocarbonée longue 2 de groupes méthylènes.  Cependant, le C10BC n’a pas de 

pouvoir dispersant. Le C10BC et le C12BC n’ont pas montré de pouvoir moussant tandis que le 

C14BC et le C16BC ont montré un pouvoir moussant de loin supérieur à celui du C18BC 



(Rozycka-Roszak et al., 1988 ; Itoh et al., 2009). Les CnBC sont extrêmement sensibles à 

l’hydrolyse alcaline (Thompson et al., 1992) et s’hydrolysent presque quantitativement (95%) 

en 10 minutes à pH = 10. Cependant, l’addition de NaCl réduit considérablement leur 

pourcentage d’hydrolyse (Lundberg et al., 2004b ; Itoh et al., 2009).  

 

Les données sur l’organisation à l’interface air-eau des CnBC sont absentes. Leur acquisition 

et caractérisation constitue le premier objectif de ce travail. 

 

Les isothermes de compression exprimant la pression de surface (Π) en fonction de l’aire 

moléculaire (A) des molécules pures de CnBC dans l’eau (pH = 5,5) à 20°C, de C16BC dans 

des conditions différentes de la sous-phase (incluant le pH, la température, les sels de sodium 

monovalents et divalents et la force ionique de Na2SO4) à 20°C (point III) ont été établis à 

l’interface air-eau en utilisant la Balance à Film de Langmuir (BFL).  

 

Les résultats ont montré que le C10BC et le C12BC ne sont pas capables de former de 

monocouches insolubles à l’interface air-eau à 20°C. Les molécules formant ces 

monocouches se dissolvent progressivement dans la sous-phase aqueuse pendant le processus 

de compression de l’interface à cause de la faible hydrophobicité de leurs chaînes 

hydrocarbonées. Le C10BC n’a montré que la phase gazeuse (G) et le C12BC, les phases G et 

liquide expansé (LE). Leurs pressions d’effondrement (Πc) n’ont pas été observées.  Les 

résultats similaires ont été obtenus pour les monocouches de bromure de 

dodecyltriméthylammonium et de dodecyl sulfate de sodium (SDS) à l’interface air-eau à 

20°C (McConlogue et al., 1998). Cependant, les C14BC et le C16BC ont présenté les 3 phases 

G, LE et liquide condensé (LC) dans les conditions expérimentales. Leurs aires ‘limitantes’ 

(A0) sont 28,1 et 24,0 A²/molécule pour C14BC et C16BC, respectivement. Tandis que leurs 

aires d’effondrement (Ac) et pressions d’effondrement (Πc) sont 16,6 A²/molécule et 41,5 

mN/m pour C14BC et 17,6 A²/mol écule et 52,3 mN/m pour C16BC. En plus, le C16BC a 

montré un isotherme de forme approximativement verticale dans l’eau comparable à celui 

d’un TA non ionique, avec un maximum de module de compressibilité (Cs
-1

) de 464,4 mN/m 

à 18,3 A²/molécule (données non montrées). Le C14BC et le C16BC ont formé des 

monocouches insolubles à l’interface air-eau à 20°C. Cela peut être expliqué par les Πc 

observées et les isothermes de compression-expansion des monocouches de C14BC (données 

non montrées) et de C16BC qui sont superposés dans toute la région LC, indiquant que ces 

molécules restent à l’interface air-eau pendant le processus de compression-expansion. Ces 



résultats corroborent ceux obtenus par Itoh et al. (2009) concernant les pouvoirs dispersants et 

moussants des CnBC. Comparativement à leurs analogues bromures 

d’alkyltriméthylammonium (C14TAB et C16TAB), les C14BC et C16BC ont présenté des Ac 

correspondant presque à la moitié de celles des C14TAB (47 A² /molécule) et C16TAB (43 

A²/molecule), respectivement (Bergeron, 1997). Cela pourrait être dû au fait que les têtes 

polaires des CnBC sont profondément plongées dans l’eau (Rozycka-Roszak et al., 1989) et 

que leurs molécules se rapprochent plus durant la compression comparativement à celles des 

CnTAB. 

 

Les propriétés de surface des TA dépendent de leurs structures chimiques, leurs 

concentrations en solution, leurs caractéristiques d’adsorption et de diffusion, la température 

la force ionique (Dhanabalan et al., 1998 ; Eisner et al., 2007 ; Bowen et al., 2008 ; Turshatov 

et al., 2008). Dans ce travail, l’influence des conditions expérimentales (le pH, la température, 

les anions monovalents et divalents de sels de sodium et la force ionique de Na2SO4) sur 

l’organisation interfaciale de C16BC (point III) a été étudiée.  

 

Les résultats ont montré qu’en fonction du pH, le comportement final de la monocouche de 

C16BC est gouverné par la nature des ions en excès (Clˉ ou OHˉ) dans la sous-phase et que les 

OHˉ, plus hydratés que les Clˉ, ont tendance à interagir plus avec les têtes polaires de C16BC 

que les Clˉ. En général, la présence d’ions monovalents (OHˉ, Brˉ, NO3ˉ, ClO4ˉ) n’a pas 

influencé le comportement interfacial de la monocouche de C16BC en ce qui concerne les 

valeurs de A0 comparativement à celui obtenu dans l’eau (avec le Clˉ). Par contre, les ions 

divalents (HPO4
2-

, SO4
2-

) ainsi que la force ionique de Na2SO4 ont fortement influencé les 

valeurs de A0 en pénétrant entre les têtes polaires des molécules de C16BC. Cependant, tous 

ces ions monovalents et divalents, à l’exception de Brˉ, n’ont pas influencé la valeur de Πc. 

Ce qui signifie qu’à forte compression, la stabilité de la monocouche de C16BC est 

principalement gouvernée par les interactions hydrophobes. Les HPO4
2-

 et NO3ˉ ont permis de 

diminuer la compressibilité de la monocouche tandis que le Brˉ l’a augmentée 

comparativement à celle dans l’eau. Une stabilité maximale de la monocouche de C16BC a été 

obtenue à 25°C et au-delà de cette température, l’agitation thermique réduit les interactions 

entre les molécules formant la monocouche. 

 

Dans le tampon PBS de force ionique élevée par contre (point V), la monocouche de C16BC 

devient plus expansée (Ac = 19,4 A² /molécule) et Πc (46,2 mN/m) a baissé par rapport à celle 



dans l’eau (52,3 mN/m). Ce résultat est dû aux interactions entre les têtes polaires de C16BC 

portant des charges positives et les anions (H2PO4ˉ, HPO4
2
ˉand Clˉ) du tampon qui 

déstabilisent la monocouche en réduisant les interactions hydrophobes entre les chaînes 

alkyles (Boury et al., 2001). 

 

Certains TA sont utilisés pour des applications cosmétiques, alimentaires, pharmaceutiques 

et/ou thérapeutiques comme agents moussants, émulsifiants, épaississants, mouillants, 

adhésifs,  solubilisants, antibactériens, antifongiques, antiviraux, thérapie génique (Singh et 

al., 2007). Ils ont la capacité d’interagir avec les membranes modèles et les membranes 

biologiques en formant des interactions importantes avec des lipides (Schreier et al., 2000). 

D’où leur utilisation comme outils d'extraction d'ADN ou des systèmes de délivrance de 

médicaments (Cardenas et al., 2004; Kang et al., 2004). L'effet des TA sur les systèmes 

biologiques est également devenu une préoccupation environnementale. Ainsi, la 

compréhension du mécanisme moléculaire de leur interaction avec les systèmes biologiques et 

leur rôle dans les propriétés structurales et fonctionnelles des biomolécules constituent de 

grands programmes de recherche dans ce domaine (Mazumdar, 2001). Les monocouches 

lipidiques, bien que beaucoup moins complexes que les membranes biologiques, ont été 

largement utilisées à titre expérimental comme des systèmes modèles pour étudier les 

propriétés biologiques des membranes (Brezesinski et al., 2003 ; Deleu et al., 2005 ; 

Almaleck et al., 2006). 

 

Un autre objectif de ce travail était d’évaluer les interactions entre les CnBC avec les 

composants spécifiques des membranes biologiques (en particulier avec les lipides).  

Vu la complexité des membranes biologiques, des modèles ont été utilisés, en particulier des 

monocouches lipidiques et des vésicules lipidiques.  

 

La technique de monocouche de Langmuir est un moyen efficace pour étudier les interactions 

entre les lipides et les TA, car elle est relativement rapide à préparer et il est possible de 

simuler la pression de surface entre 30 et 35 mN/m généralement appropriée pour mimer une 

membrane biologique (Feng, 1999 ; Silvestro et al., 1998 ; Thakur et al., 2009). Cependant, 

une monocouche étalée à l’interface air-eau interagit avec la sous-phase d’un seul côté et 

l’autre côté est en contact avec de l’air. Par conséquent, son environnement est un peu 

différent de celui d’une membrane cellulaire. Les membranes biologiques se comportent, à 

certains égards similairement à des vésicules lipidiques, ces derniers peuvent être un modèle 



plus proche des membranes cellulaires et conviennent pour les études de perméabilité (Maget-

Dana, 1999, Shalel et al., 2003). La solubilisation des composants membranaires par les 

détergents a longtemps été utilisée pour isoler les constituants spécifiques de la membrane et 

comprendre la nature et les propriétés des bicouches (Toro et al., 2009). Plusieurs études sur 

les interactions entre les lipides et les détergents utilisant les systèmes biologiques ou les 

liposomes imitant les systèmes biologiques réels ont été publiées (Heerklotz et Sleeg, 2000 ; 

Shalel et al., 2003). 

 

Dans un premier temps, les isothermes de compression de C16BC et de ses mélanges binaires 

avec les lipides constituant le feuillet externe des membranes des eucaryotes (palmitoyloleoyl 

phosphatidylcholine, POPC ; sphingomyéline, SM et cholestérol, CHOL) dans le tampon 

phosphate salin (PBS) à 25°C  (point V) ont été caractérisés.  

 

L’augmentation de la concentration en C16BC dans les mélanges binaires (C16BC/SM, 

C16BC/POPC et C16BC/CHOL) déplace les isothermes de mélanges vers la courbe de C16BC 

pur et leurs formes ne sont pas significativement influencées par la proportion de C16BC. 

L’analyse des aires moléculaires moyennes (A12) a montré une faible déviation positive pour 

les mélanges C16BC/POPC à toutes les proportions de C16BC et pressions de surface étudiées. 

De faibles déviations négatives et positives mais significatives ont été observées pour les 

mélanges C16BC/SM dépendant de la quantité de C16BC et de la pression considérée tandis 

des déviations non significatives ont été observées pour tous les mélanges C16BC/CHOL. Ceci 

indique que les molécules de C16BC et celles de POPC et SM sont miscibles et que le C16BC 

et le CHOL forment un mélange presque idéal. La modélisation moléculaire a montré que 

l’aire moléculaire occupée par l’assemblage C16BC/CHOL correspond à la somme des aires 

des molécules individuelles et qu’en plus les énergies d’interaction entre C16BC et CHOL sont 

similaires à celles de molécules de CHOL pures. Le comportement idéal observé pour les 

mélanges C16BC/CHOL peut être expliqué par leur complémentarité structurale, le CHOL 

étant une molécule conique tandis que le C16BC est conique inversé.  

 

L’analyse thermodynamique permettant de caractériser les interactions entre les molécules de 

C16BC et celles de lipides a montré que les énergies libres des mélanges (ΔG
ex

) sont positives  

pour le C16BC et le POPC  c.à.d que les interactions entre leurs molécules sont répulsives. Les 

encombrements de leurs têtes polaires et le fait que les molécules de POPC ne forment pas un 

assemblage compact peuvent expliquer ce comportement. Un résultat similaire a été obtenu 



pour l’acide stéarique et le dioleoyl phosphatidylcholine (Hąc-Wydro et al., 2009). Les 

interactions entre le C16BC et la SM sont soit attractives soit répulsives en fonction de la 

proportion des constituants de la monocouche et de la pression de surface.  

 

Néanmoins, les valeurs des énergies totales de mélanges (ΔG
M

) ont montré que le C16BC 

forme des monocouches mixtes stables avec le POPC et la SM et que les dernières sont plus 

stables que les premières. Ce qui peut être justifié par les pressions d’effondrement élevées 

observées pour les monocouches mixtes C16BC/SM et la possibilité de formation de la liaison 

hydrogène entre l’amide de SM et le carbonyle de C16BC, observée également en 

modélisation moléculaire, et pouvant favoriser les interactions hydrophobes (Peter Slotte, 

1999) comparativement aux mélanges C16BC/POPC. 

 

Ensuite, des expériences de pénétration ont été réalisées. Des monocouches lipidiques pures 

de dipalmitoyl phosphatidylsérine (DPPS), d’acide dipalmitoyl phosphatidique (DPPA), de 

dipalmitoylphosphatidyl éthanolamine (DPPE), SM, POPC et de CHOL ont été formées à 

l’interface air-eau à 25°C à des pressions initiales déterminées. L’eau pure (point IV) ou le 

tampon PBS (point V) ont été utilisés comme sous-phase. Les CnBC, dissous dans l’eau ou 

dans le tampon, ont été séparément injectées dans la sous-phase aqueuse en absence et en 

présence de monocouches lipidiques. Les informations obtenues ont mis en exergue l’effet de 

la nature lipidique (tête polaire chargée ou non et tête polaire petite ou volumineuse) sur les 

activités membranaires des CnBC. 

  

Les résultats ont montré que les CnBC pures ont la capacité de s’adsorber et de former des 

films monomoléculaires à l’interface air-eau à 25°C. La pression de surface (Π) engendrée est 

directement proportionnelle à la longueur de la chaîne hydrocarbonée due aux interactions 

hydrophobes croissantes entre les chaînes hydrocarbonées. Au début, la cinétique 

d’adsorption est lente et linéaire pour le C10BC, rapide et asymptotique pour les C12BC et 

C14BC tandis qu’elle est lente et sigmoïde pour le C16BC. Ce qui indique les molécules de 

C16BC, moins hydrophiles que celles de C10BC, C12BC et C14BC, ont besoin d’une grande 

énergie pour traverser les régions hydrophiles formées par les molécules d’eau 

(Razafindralambo et al., 2004). La présence de deux plateaux au cours de l’adsorption pour 

tous les CnBC indique un réarrangement des molécules à l’interface air-eau (Caro et al., 

2009). 

 



Cependant, dans le tampon PBS (comme sous-phase) (point V), l’adsorption de C16BC est 

spontanée et est de loin supérieure à celle dans l’eau pure. Π engendrée est de 25,8 mN/m 

contre 5,7 mN/m dans l’eau pure. Ceci est dû au fait que les charges positives des molécules 

de C16BC sont neutralisées par les anions du tampon. Ce qui réduit la solubilité des molécules 

de C16BC et  par conséquent augmente leur adsorption à l’interface air-eau (Leontidis, 2002 ; 

Aroti et al., 2007). 

 

Tous les CnBC ont facilement pénétré dans des monocouches lipidiques formées dans l’eau 

pure à la pression de surface de 30 mN/m, pression présumée des membranes biologiques 

(Demel et al., 1975 ; Marsh et al., 1996 ; Preetha et al., 2006). Les CnBC, indépendamment de 

la longueur de la chaîne alkyle, ont montré une grande affinité vis-à-vis de monocouches 

lipidiques chargées négativement (DPPS et DPPA) tandis que leur affinité a été moyenne et 

faible vis-à-vis de monocouches formées de lipides coniques (DPPE et CHOL) et de lipide 

avec tête polaire volumineuse (POPC), respectivement (point IV). Dans le tampon PBS 

comme sous-phase (point V), la pénétration de C16BC dans les monocouches lipidiques est 

instantanée, comme son adsorption à l’interface air-eau en l’absence de monocouches 

lipidiques. La neutralisation de la charge positive de C16BC par les anions du tampon réduit sa 

solubilité et par conséquent augmente son adsorption à l’interface (Leontidis, 2002 ; Aroti et 

al., 2007). C16BC pénètre plus dans les monocouches de SM et CHOL que dans celle de 

POPC, comme observé dans l’eau pure pour CHOL et POPC. Ce comportement est inattendu 

du fait que SM et POPC possèdent des têtes polaires identiques volumineuses. La formation 

des liaisons hydrogènes dans SM, qui stabilisent la monocouche (Peter Slotte, 1999), et la 

configuration cis d’une des chaînes alkyles de POPC pourraient expliquer les différences de 

pénétration observées. Le pouvoir pénétrant (Πe) de C16BC est élevé pour toutes les 

monocouches, au dessus de Π présumée des membranes biologiques (30-35 mN/m) (Marsh, 

1996 ; Silvius, 2003) et se présente dans l’ordre suivant : POPC < CHOL < SM. Ces résultats 

montrent que dans l’eau, les interactions électrostatiques jouent un rôle important entre les 

CnBC et les lipides constituant les monocouches à côté des interactions hydrophobes. Tandis 

que dans le tampon, les interactions électrostatiques jouent un rôle mineur. En plus, la 

complémentarité structurale précédemment évoquée entre les lipides coniques (DPPE et 

CHOL) et les CnBC (coniques inversés), la possibilité de formation des liaisons hydrogènes 

avec la SM ainsi que l’effet d’encombrement de têtes polaires de molécules de POPC, 

comparables à celles de CnBC, sont des éléments à prendre en considération dans l’interaction 

entre le CnBC et les lipides (Ishitsuka et al., 2006 ; Sánchez et al., 2010). 



Les données concernant les activités des CnBC avec les membranes biologiques (naturelles et 

bicouches lipidiques modèles) sont quasi-absentes dans la littérature. Une attention 

considérable a été accordée à cet aspect (points V et VI) en vue de comprendre le mécanisme 

d’action des CnBC avec les bicouches lipidiques modèles. L’effet des molécules simples et 

micelles de CnBC sur l’intégrité des bicouches lipidiques de composition différentes a été 

étudié dans les conditions proches des conditions physiologiques (tampon et pH).  

 

Combinant l’ITC, la spectrométrie de fluorescence et les mesures du potentiel zêta (ζ), il a été 

montré que l’adsorption des CnBC sur les membranes modèles (de POPC, POPG, SM et 

SM/CHOL et SPC), dont les surfaces sont négativement chargées, est fonction de la longueur 

de la chaîne alkyle des CnBC (point VI). L’adsorption de C16BC sur les membranes de POPC, 

SM et SM/CHOL (dans le PBS, pH = 7,4 à 25°C) est spontanée (ΔG < 0), exothermique (ΔH 

< 0) et génère une grande variation d’entropie du système (ΔS > 0) (point V). Ce 

comportement indique que les têtes polaires des CnBC seraient neutralisées par les anions des 

tampons fortement salins utilisés (Valcarcel et al., 2001) et que les interactions hydrophobes 

sont dominantes par rapport à celles attractives électrostatiques. Le gain d’entropie observé 

pendant le processus d’adsorption de l’ion C16B
+
 sur les membranes de POPC, SM et 

SM/CHOL est dû à la déshydratation de la surface des membranes et de C16BC (Haq et al., 

1997 ; Sinn et al., 2004). L’affinité de C16BC sur les membranes est dans l’ordre suivant : 

SM/CHOL > SM > POPC (point V).  

 

De faibles % de libération de HPTS dans les membranes (de POPC, POPG et PSC) ont été 

observés pour le C10BC, le C14BC et le C16BC à des concentrations allant de 1,25 à 250 µM 

(correspondant aux rapports molaires CnBC/lipide de 0,1 à 20). 

Cependant, le C12BC a provoqué une libération significative de HPTS dans toutes ces 

membranes au delà d’une concentration critique (Concentration en C12BC entre 93,75 et 125 

µM, correspondant au rapport molaire C12BC/lipide entre 7,5 et 10), dépendant de la 

composition de la membrane et cela dans l’ordre suivant : PSC > POPC > POPG. Les 

interactions électrostatiques entre les têtes polaires positives de C12BC et celles négatives de 

groupes phosphates de POPG pourraient stabiliser la barrière de perméabilité de ces 

membranes (Abraham et al., 2007). Le C12BC a saturé les membranes à des concentrations de 

235, 93 et 96 µM pour POPC, POPG et SPC, respectivement. Tandis que les concentrations 

de solubilisation n’ont pas été observées sauf pour la membrane de POPG.  

 



Le C16BC, bien que fortement attiré par les membranes (de POPC, POPG) comparativement à 

C12BC, les stabilise, probablement par des interactions hydrophobes. Ces observations sont 

renforcées par l’absence de points de solubilisation (point V). C16BC a saturé les membranes à 

des concentrations respectives de l’ordre de 70 µM indépendamment du type de membrane. 

La perturbation des membranes par le C16BC n’a pas été observée (point VI). Dans tous les 

cas, la mesure de taille des particules après titrage des vésicules lipidiques (de POPC, POPG 

et PSC) par des solutions micellaires de C12BC et C16BC a montré des particules de taille 

supérieure à celle des vésicules lipidiques pures. Les analogues des C16BC, les C16TAC et le 

C16TAB ont perturbé la membrane de POPC à des rapports molaires TA/lipide de 1 et 36, 

respectivement (Watanabe et al., 1994 ; Marcotte et al., 2005b). Ce comportement a été 

observé précédemment pour la perturbation des mêmes types de membranes par le chlorure de 

cetylpyridinium (Marcotte et al., 2005a).  

 

Les CnBC ont montré une affinité importante pour les membranes contenant le CHOL. Du fait 

que le pouvoir antifongique des composés amphiphiles est lié à leur affinité pour les stérols 

[permettant la formation des pores transmembranaires qui causent la perméabilité de la 

bicouche et la libération des composants intracellulaires (de Kruijff et Demel, 1974 ; Czub et 

baginski, 2006)], les CnBC pourraient avoir des activités antifongiques comme certains 

amphiphiles d’ammonium quaternaire (Kirk et al., 1997 ; Ziani et al., 2009). 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

VIII. Conclusion générale et perspectives 

 



Le développement des tensioactifs (TA) à base de ressources naturelles renouvelables connaît 

un essor considérable au cours de ces dernières années. Ils sont faits de blocs de construction 

naturels tels que les sucres, les acides aminés et les acides gras. Leur faible toxicité, 

biodégradation rapide et biocompatibilité comparativement aux TA d’origine pétrochimique 

sont les principales raisons de l’augmentation de l’intérêt industriel pour ces composés. 

 

C’est dans ce cadre général que nous avons voulu contribuer à la valorisation de la glycine 

bétaïne (GB), un sous produit des industries de la betterave sucrière et du bioéthanol, en lui 

conférant des propriétés physico-chimiques et biologiques. Les recherches se sont attachées à 

la synthèse et la caractérisation d’esters TA basés sur la GB, les chlorures d’alkylbétaïnates 

(CnBC, n = 10-16). L’étude de leurs propriétés de surface et membranaires devront permettre 

de donner un aperçu de leur organisation interfaciale et de leurs interactions moléculaires avec 

les membranes modèles imitant les systèmes biologiques réels.  

 

Ce travail a d’abord permis de synthétiser le chlorure d’hexadécylbétaïnate (C16BC) avec un 

meilleur rendement à partir de la GB (comme matière première de base et activée par le 

chlorure de thionyle) et les alcools gras. La GB et le chlorure de thionyle sont moins toxique 

pour l’environnement comparativement aux réactifs utilisés précédemment, le chlorure de 

chloroacétyle, la triméthylamine. 

 

L’étude des propriétés de surface a permis de comprendre que l’organisation interfaciale des 

CnBC dépend de la longueur de la chaîne alkyle et que dans l’eau à 20°C, seuls le chlorure de 

tétradécylbétaïnate (C14BC) et le C16BC forment des monocouches insolubles à l’interface air-

eau. Les molécules de chlorure de décylbétaïnate (C10BC) et de chlorure de dodécylbétaïnate 

(C12BC) se dissolvent dans la sous-phase aqueuse pendant la compression à cause de la faible 

hydrophobicité de leurs chaînes alkyles. Ce comportement explique par exemple l’absence du 

pouvoir moussant observé pour ces deux composés et rapporté par la littérature.  

 

Malgré la charge positive portée par le groupe polaire de C16BC, sa monocouche s’est 

comportée comme celle d’un TA non ionique avec l’apparition d’une phase semi-solide (LS). 

Ce comportement peut signifier que les têtes polaires des molécules de CnBC sont orientées 

profondément dans la phase aqueuse et en interactions avec les molécules d’eau. Les 

conditions différentes de la sous-phase aqueuse comme le pH et les anions monovalents n’ont 

pas influencé le comportement de la monocouche de C16BC tandis que la température au-delà 



de 25°C et les anions divalents l’ont influencée, principalement en termes d’aire interfaciale 

occupée par les molécules. 

 

L’étude des interactions des CnBC avec les constituants des membranes biologiques a permis 

d’acquérir certaines informations concernant leurs activités membranaires. Dans ce travail, 

deux modèles principaux ont été utilisés : les monocouches et les vésicules lipidiques. Nous 

avons montré que les conditions du milieu sont prépondérantes. En ce qui concerne l’étude 

des monocouches à l’aide de la Balance à film de Langmuir, les expériences conduites en 

phase aqueuse ont montré que les CnBC pénètrent dans les monocouches constituées de 

lipides chargés négativement indépendamment de la longueur de leur chaîne alkyle. Les 

mêmes effets existent mais de manière moindre pour les lipides avec une tête polaire peu 

encombrante (chargée ou non) et enfin de lipides avec une tête polaire volumineuse. Ce 

comportement indique que les attractions électrostatiques ainsi que l’encombrement des 

molécules (groupes polaires et/ou hydrophobes) jouent un rôle prépondérant à côté des 

interactions hydrophobes dans le processus d’interaction.  

 

Par contre, dans le tampon salin, les têtes polaires des CnBC sont en grande partie neutralisées 

et leurs interactions avec les lipides sont influencées par la longueur de la chaîne alkyle, 

indiquant que la composante hydrophobe est prépondérante et que les interactions attractives 

électrostatiques jouent un rôle mineur. Notons que les liaisons hydrogènes entre les CnBC et 

les lipides qui offrent cette possibilité, comme la SM, contribuent aux interactions polaires. Le 

C16BC a montré des miscibilités différentes avec les lipides constituant les membranes pour 

des raisons qui viennent d’être évoquées. Le C16BC a formé des mélanges non idéaux avec les 

lipides zwittérioniques portant une tête polaire volumineuse  (POPC et SM) sans déranger la 

stabilité des monocouches mixtes C16BC/lipides. Notre travail a montré l’existence d’un 

mélange idéal entre le C16BC et le CHOL et une forte affinité de ce premier pour la membrane 

contenant du CHOL.  

 

En utilisant le deuxième type de modèles membranaires, les vésicules lipidiques, il est 

possible de mieux décrire les phénomènes d’adsorption, de pénétration et de solubilisation de 

ceux-ci. Plusieurs techniques ont été utilisées pour caractériser ces phénomènes, notamment, 

la spectrométrie de fluorescence, la calorimétrie de titration isotherme (ITC), la diffusion 

dynamique de la lumière (DLS) (mesures de la taille des particules et du potentiel zêta) ainsi 

que la modélisation moléculaire. 



 

Dans les conditions proches des conditions physiologiques (tampon salin, pH = 7,4), les 

mesures du potentiel zêta ont montré que le C10BC est faiblement attiré par les membranes à 

cause de sa HBL élevée comparativement aux autres CnBC étudiés. Les résultats de la 

spectrométrie de fluorescence ont montré que le C10BC, le C14BC et le C16BC n’ont pas 

perturbé l’intégrité des membranes même à des concentrations élevées (250 µM), 

correspondant au rapport molaire CnBC/lipide égal à 20. Par contre, le C12BC a perturbé les 

membranes à une concentration d’environ 87,5 µM (correspondant au rapport molaire 

C12BC/lipide égal à environ 7).  

 

Généralement, la perturbation des membranes par les détergents est proportionnelle à la 

longueur de la chaîne alkyle (Marcotte et al., 2005 ; Hugonin et al., 2006). Dans notre cas, le 

C16BC a stabilisé les membranes comparativement à C12BC, probablement par des 

interactions hydrophobes selon les travaux réalisés à l’ITC et au Delsanano. Dans tous les cas, 

le Delsanano utilisé pour la mesure de la taille des particules après titrage des vésicules 

lipidiques par des solutions micellaires de C12BC et C16BC à l’ITC n’a montré que la présence 

de particules de taille supérieure à celle des vésicules lipidiques pures et donc l’absence de 

micelles. Ce comportement est la conséquence de la formation d’agrégats, probablement de 

vésicules et de molécules de CnBC et/ou de micelles de CnBC augmentant de ce fait les 

valeurs du potentiel zêta.  

 

Au delà des conclusions tirées des différentes recherches réalisées dans le présent travail de 

thèse, les CnBC présentent d’énormes potentialités techno-fonctionnelles et biologiques.  Les 

dérivés de la glycine bétaïne étudiés sont d’abord des TA (Rozycka-Roszak et al., 1988 ; Itoh 

et al., 2009). Aujourd’hui, l’hydrolyse et la biodégradation constituent des préoccupations 

majeures dans l’utilisation de TA. Les TA hydrolysables solubles dans l’eau ont attiré une 

attention considérable dans un passé récent pour leur capacité à se transformer en composés 

non TA par des moyens chimiques ou biochimiques, la lumière ultraviolette ou la chaleur 

après avoir accompli leurs fonctions d’origine. Ils permettent de résoudre certains problèmes 

tels que l’élimination de mousses ou d’émulsions stables indésirables formées après 

l’utilisation d’une formulation de TA (Jaeger, 1995 ; Holmberg, 1996 ; Jong et Abbott, 2000 ; 

Lin et Chen, 2006). Les CnBC répondent aux exigences des TA hydrolysables : synthèse 

simple, activités de surface comparables à celles des TA non hydrolysables, haute stabilité 

avant et pendant l’utilisation, hydrolyse élevée et contrôlée sous une condition douce après 



leur utilisation (Itoh et al., 2007). Ils présentent une sécurité environnementale car leurs 

produits d’hydrolyse (la GB et les alcools gras) sont des produits d’origine renouvelable 

(Kubo et al., 1995 ; Elgaali et al., 2002 ; Itoh et al., 2007). En tant que TA, les CnBC peuvent 

avoir plusieurs applications dans les industries alimentaire, cosmétique, agricole, biologique, 

pétrochimique et environnementale comme agents moussants, émulsifiants, épaississants, 

mouillants, adhésifs,  solubilisants, adjuvants dans les pesticides, antibactériens, 

antifongiques, antiviraux, vecteurs de gènes (Chang et Franses, 1995 ; Ying, 2006 ; Singh et 

al., 2007 ; Gomez del Rio et al., 2010). 

 

Du fait de la présence sur leurs groupes polaires d’une charge positive permanente qui est 

indépendante du pH, les CnBC sont des TA cationiques qui peuvent trouver des applications 

différentes dans les préparations cosmétiques, pour le nettoyage et la stérilisation du matériel 

chirurgical, dans la formulation des désinfectants à usage domestique et hospitalier, pour la 

stérilisation des bouteilles ou des récipients alimentaires, notamment dans les produits laitiers 

et les industries de boissons (Madunić-Čačić et al., 2008 ) ; dans la fabrication des textiles 

comme assouplissants (de Paz Báñez et al., 2000 ; Para et al., 2010), comme c’est le cas pour 

leurs analogues alkyltriméthylammonium (Tsai et Ding, 2004). Ils constituent également un 

modèle très pratique pour l’étude des propriétés d’adsorption des TA cationiques (Para et al., 

2010). Ils peuvent interagir avec l’ADN chargé négativement et avoir des potentialités dans la 

transfection de ce dernier (Beyer et al., 2006). 

 

Une deuxième voie de valorisation peut être liée à leurs propriétés membranaires. Grâce à leur 

forte affinité pour les monocouches constituées de lipides chargés négativement, les CnBC 

peuvent avoir des affinités pour des membranes bactériennes, comme observés pour d’autres 

TA cationiques d’ammonium quaternaire (Kourai et al., 2006 ; Badawi et al., 2010 ; 

Sajomsang et al., 2010). En plus, leur affinité pour les membranes contenant le cholestérol 

pourrait leur attribuer une activité antifongique, comme le CHOL a une ressemblance 

structurale et un effet similaire sur l'ordre de conformation de la chaîne lipidique avec 

l’ergostérol (Fournier et al., 2008), le principal stérol des membranes fongiques (Mannock et 

al., 2010). Notre travail a montré que certains CnBC peuvent pénétrer des monocouches 

préformées à 30 mN/m. Ils pourraient dès lors pénétrer dans des bicouches lipidiques in vivo. 

Du fait de leur comportement relativement doux vis-à-vis des membranes modèles, les CnBC 

sont des candidats potentiels comme stabilisateurs d’émulsion, antibactériens, excipients dans 



les formulations cosmétiques et pharmaceutiques (Cornaire et al., 2004 ; Öztekin et Erim, 

2005). 

 

D’autres travaux restent à réaliser en vue d’obtenir des produits plus respectueux de 

l’environnement, d’étudier d’autres propriétés de surface des CnBC, leurs caractéristiques 

thermiques, leur toxicité, de bien comprendre leurs mécanismes d’interaction avec les 

organismes vivants et de définir leurs applications futures : 

 

- La synthèse de CnBC par voie enzymatique, bien que coûteuse au niveau industriel 

avec des temps de réaction longs, présente l’avantage d’être sélective avec des 

conditions de réaction douces. Cela évitera aussi l’utilisation de certains réactifs 

chimiques autres que les principaux substrats qui sont non toxiques (la GB et les 

alcools gras) ; 

 

- Etudier la micellisation des CnBC dans l’eau en fonction de la température et en 

présence de sels. Cela permettra d’obtenir des informations sur la façon dont la 

température et les anions affectent l'assemblage de molécules de CnBC à l' l'interface 

ainsi que la concentration micellaire critique (CMC). 

 

- Etudier l’affinité des anions (monovalents et divalents appartenant à la série de 

Hofmeister) pour les micelles des CnBC en vue de définir leur caractère kosmotrope 

et/ou chaotrope ; 

 

- Etudier les températures de transition de phase et de dégradation des CnBC en vue de 

déterminer leur stabilité thermique ; 

 

- Etudier les propriétés émulsifiantes, solubilisantes…en vue d’exploiter au maximum 

les potentialités que les CnBC peuvent offrir sur les propriétés de surface ; 

 

- Etudier les propriétés des solutions aqueuses et des monocouches des mélanges des 

CnBC avec les TA anioniques du fait de la très forte activité de surface des mélanges 

des TA cationiques et anioniques comparativement à celle des TA individuels et de 

leur utilisation pratique comme détergents, émulsifiants, dispersants… ; 

 



- Etudier les interactions des CnBC avec les membranes biologiques réels (e.g. les 

érythrocytes humains, les bactéries), afin d’évaluer la contribution des autres 

constituants non lipidiques des membranes biologiques (comme les protéines) et 

d’évaluer le degré de leur toxicité ; 

 

- Former des vésicules cationiques mixtes des CnBC avec les lipides, comme le CHOL, 

pour leur utilisation dans les applications biomédicales comme dans les systèmes de 

délivrance des médicaments, des gènes fonctionnels et dans la transfection de l’ADN.    
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