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INTRODUCTION GENERALE

Par souci de préservation de I’environnement et en vu de remplacer les polymeres
synthétiques, 1’industrie des plastiques s’est tournée vers les matériaux d’origine naturelle. Le
présent travail focalise sur le chitosane qui provient de la désacétylation de la chitine contenue
dans les carapaces des arthropodes (crabes, crevettes ou homards par exemple).

Les biomasses marines et leur diversité constituent un ensemble de ressources naturelles
exploitables et valorisables. Les océans produisent une biomasse supérieure a celle provenant
des terres émergees, mais seule une partie minime issue des activités de péche est exploitable.
Cela represente tout de méme prés de 85 millions de tonnes de produits divers (poissons,
mollusques, crustacés, etc..) prélevé par an [1]. Environ 10 % des captures globales des
produits aquatiques sont des organismes riches en matiére chitineuse (10 a 55% en poids sec).

La chitine et ses dérivés font partie de la grande famille des polymeres naturels a coté de la
cellulose, I'amidon et le collagéne. Le chitosane et la chitine sont des polysaccharides
contenant plus de 5 000 unités de glucosamine et d’acétylglucosamine, respectivement, et
leurs poids moléculaires sont supérieurs a un million de Daltons.

Le chitosane est le dérivé le plus important de la chitine qui est le polysaccharide le plus
abondant sur terre apres la cellulose [2].

La chitine est un polysaccharide polymeére, représenté couramment par des chaines linéaires
de N-acetyl-D-glucosamine.

Le chitosane est un polysaccharide cationique naturel linéaire formé d’unités D-glucosamines

liées entres elles par des liens glycosidiques et de N-acétyl-D-glucosamines.

L’obtention du chitosane a partir de la chitine nécessite 1'usage de quantités importantes
d’acides et de bases. Les trois grandes étapes du procédé de transformation sont une
déprotéinisation basique des co-produits, suivie d’une déminéralisation acide et enfin une
désacétylation (élimination des groupements acétyles de la chitine). Cette derniére étape est
cruciale car elle permet le passage de chitine a chitosane. Elle conditionne les propriétés du
futur polymére, en fonction d’un paramétre central : le degré de désacétylation. Ce dernier va
influer sur toutes les propriétés physico-chimiques du chitosane (masse moléculaire, viscosité,
solubilité, etc.). Le chitosane est filable, filmogéne, biodégradable, biocompatible et

antimicrobien.



La chitine et le chitosane sont principalement caractérisés par leur degré de polymeérisation
(DP) ; c'est-a-dire par le nombre d’unités qui constituent la chaine du polymére, et par leur
degré d’acétylation (DA), c'est-a-dire le pourcentage d’unités acétylées. Ces paramétres
modulent par exemple la densité de charge du polymere, et donc sa solubilité et ses
biofonctionnalités. D’autres caractéristiques sont parfois mesurées en raison de leur influence
sur les propriétés du polymere, tels que I’indice de cristallinité et la poly-dispersion des unités
de glucosamine (Glu) et N-acétylglucosamine (NacGlu). Les applications de la chitine et de

ses derives sont liées a leurs propriétés [3].

Grace a sa biocompatibilité, sa biodégradabilité et ses propriétés antibactériennes, le chitosane
trouve des applications dans I’industrie alimentaire, le biomédical, la cosmétique, le
traitement de I’eau ou I’agriculture [4]. Dans I’industrie alimentaire, le chitosane est surtout
utilisé pour ses propriétés antibactériennes et antifongiques car il permet d’empécher ou de
ralentir le développement des bactéries ou moisissures a la surface des aliments.

La solubilit¢ d’un polymeére est liée aux interactions intra et inter moléculaire entre les
chaines. Le chitosane est I'un des rares polyélectrolytes naturels cationiques. 1l est une base
faible qui, en milieu acide, devient un polyélectrolyte en raison de la protonation des groupes
—NHo>. Les propriétés d'un chitosane en solution dépendent non seulement de son DA moyen,
mais également de la distribution des groupes acétyle le long de la chaine principale et du
poids moléculaire [5-7]. La désacétylation, généralement effectuée a I'état solide, donne une

structure irréguliére en raison du caractére semi-cristallin du polymere initial.

La chitine n’est soluble que dans des solvants peu communs ; se qui limite son utilisation et sa
valorisation. Ceci constitue 1’inconvénient majeur qui rend difficile sa caractérisation. Des
recherches récentes portent sur le potentiel des liquides ioniques pour solubiliser la chitine [8,
9].

Vu sa nature polyélectrolyte cationique, le chitosane n’est soluble que dans un milieu acide
faiblement dilué. Sa solubilité dépend, entres autres, du pH du milieu, de son degré de
désacétylation et de la méthode de désacétylation mise en ceuvre [10]. La problématique de la

solubilité du chitosane continue d’alimenter les débats scientifiques dans la littérature.



Les objectifs de ce travail

Ce travail s’inscrit dans la continuité d’une recherche initiée en 2018 au sein de notre faculté
FSEI a I”’université de Mostaganem et qui explore les potentialités des ressources naturelles
locales en matiére de matériaux. Le chitosane obtenu de la chitine, elle-méme extraite des
carapaces de crevettes, est un de ces matériaux polymeéres naturels qui nous intéresse.
Beaucoup de travaux sont publiés dans la littérature sur le chitosane. On y trouve des études
sur les methodes de préparation [11], les propriétés physicochimiques [2] et I’exploration

d’applications dans différents domaines [4].

En plus a la transformation des carapaces de crevettes en chitine et la modification chimique
de celle-ci en vue d’obtenir du chitosane et sa caractérisation physico-chimigque, nous nous

sommes attelés a étudier sa solubilité sous différentes conditions.



CHAPITRE |
LA CHITINE ET LE CHITOSANE



I.  Apergu historique

La chitine a été découverte par le scientifique anglais A. Hachett, qui a rapporté en 1799 "un
matériau particuliérement résistant aux produits chimiques habituels” [12], mais comme il n'a
pas pousse ses investigations plus loin, la découverte de la chitine est généralement attribuée a
un naturaliste frangais de Nancy, Henri Braconnot, qui a identifié ce biopolymeére en 1811 et

lui a donné le nom de "fungine™ [13].

En 1823, en étudiant la cuticule de I’insecte coléoptéres, August Odier isolait ce méme
polymere et le nomma « chitine » a partir du grec « kitos » qui signifie I'enveloppe.

En 1843, Jean-Louis Lassaigne a trouve la présence d'azote dans la chitine, en travaillant avec
I'exosquelette du papillon de vers a soie, Bombix morii. Ensuite, Georg Ledderhose a identifié
la glucosamine et l'acide acétique comme unités structurales de la chitine en 1879, et Paul

Gilson a confirmé que la glucosamine était l'unité répétée de la chitine en 1894 [14].

Le chitosane a d'abord été obtenu a partir de la chitine par C. Rouget, lors de I'ébullition de la
chitine dans une solution alcaline concentrée et en notant que le composé résultant était
soluble dans les acides organiques. De plus, Hoppe-Seyler a confirmé en 1894 que le
chitosane est la forme désacétylée de la chitine et lui a donc donné son nom actuel [15]. La
production de la chitine a débuté en 1920, mais la structure des biopolymeres (chitine et
chitosane) n’a été identifiée que 50 ans plus tard grace a la cristallographie et la spectroscopie
infrarouge [16].

Depuis 1970 la production industrielle et l'utilisation de ces deux biopolymeres, issus de
ressources renouvelables, sont en constante augmentation [17]. Actuellement, la production
de la chitine et du chitosane a partir des carapaces de crabes et de crevettes est devenue

économiquement rentable [4].

I. Lachitine

La chitine est un biopolymere biodégradable et biorésorbable ; deux propriétés primordiales a
notre époque ou la protection de I’environnement est devenue une préoccupation de presque
tout le monde. De plus, la chitine est non toxique, biocompatible et renouvelable [18].
Largement présente au sein du régne animal, elle constitue le squelette polysaccharidique

d’arthropodes, annélides, mollusques et ccelentérés.
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La chitine est un polysaccharide linéaire formé d’unités de N-acétyle-D-glucosamine reliés
entre elles par une liaison du type B-(1-4) ou 2-acétamido-2-deoxy-p-D-glucopiranose. Il faut
noter que la formule chimique de la cellulose est trés proche de celle de la chitine, le groupe
C(2) hydroxyle a été remplacé par les groupements d’acétamide. Roberts associe cette
similarité entre la molécule de la chitine et celle de la cellulose a une fonction similaire ayant

la structure ci-dessous (figure 1) [12].

\?E‘/m

(j'H 2

Figure 1 : la structure chimique de la chitine

Figure 2 : Représentation générale de la chitine comme copolymeére de glucosamine et N-

acétylglucosamine

1. Structure cristalline de la chitine

La présence de groupements acétamide confére a la chitine des fonctions biologiques telles
que la biodégradabilité et la biocompatibilité, ce qui fait d’elle un matériau fonctionnel
important [19]. La chitine posséde une grande stabilité structurale due a la présence de fortes
liaisons hydrogene intra- et intermoléculaires (Figure 3). Les principales caractéristiques de
la chitine sont son degré d’acétylation et sa cristallinité. Elle presente trois formes cristallines,
a, B et y (Figure 4), qui différent par I’arrangement de la chaine polysaccharidique et par la

disposition des liaisons hydrogéne [20,21].
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a-chitine : est la forme la plus stable et la plus abondante. Elle est présente chez les crustacés
et les champignons. Elle est caractérisée par des chaines antiparalleles constituant une
structure cristalline réguliere. Les liaisons hydrogéne intermoléculaires conferent au polymeére
une grande stabilité vis-a-vis des solvants et des solutions aqueuses. Cependant, 1’utilisation
de solvants spécifiques tels que le N,N-diméthylacétamide (DMAC) contenant de 5-10 % de
LiCl et des solutions a base de fluorine hexafluoroacétone et hexafluoroisopropanol favorise
la solubilisation de /’a-chitine. Cette solubilité dépend également de la source du polymére
[22].

La p-chitine : les macromolécules sont organisées sous un arrangement paralléle conduisant a
des liaisons intermoléculaires de faible énergie. Dans ce cas, les groupes N-acétyle jouent le
role d'espaceurs, facilitant I'accés aux molécules d'eau, a des fins d'hydratation et de formation
de gel [23]. En opposition avec /’a-chitine, la S-chitine a une grande affinité pour les solvants
organiques et ’eau [24]. Elle se trouve essentiellement dans les épines des diatomées et dans
I’endosquelette de seiche.

La y-chitine a été identifiée dans les cocons des insectes [25]. Elle est principalement
composée de deux couches paralleles et d’une couche antiparalléle. Sa force et sa résistance
sont plus proches du type B ; les groupes N-acétyle jouant le méme rdle dans ces deux

arrangements [26, 27].

OH\ s‘\CHs E OH\
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Figure 3 : Les liaisons hydrogene en pointillés dans la structure de la chitine
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Figure 4 : Schémas simplifiés des trois formes cristallines de la chitine.

2. Source de la chitine

Dans le regne animal, la chitine est un élément structurel important des téguments de certains
invertébrés. Elle n'existe que sous la forme de complexes avec des protéines et des minéraux.
Elle est présente principalement dans les coquilles de mollusques, dans les cuticules des
insectes et dans la carapace des crustaces.

Dans le regne végetal, la chitine se trouve dans la paroi de la plupart des champignons et de
certaines algues chlorophycées. En plus de son réle dans le maintien de la rigidité de la
cellule, elle contribue au contréle de la pression osmotique. La chitine est présente aussi dans
certaines levures et bactéries [28].

Bien que les sources potentielles de chitine soient trés nombreuses (Tableau 1), elle est

essentiellement produite aujourd’hui a partir des carapaces de crevettes.




Tableau 1 : Sources potentielles de la chitine [29]
Sources Sites de présence Teneur en chitine (en %)

Arthropodes :

e Crustaces _
Exosquelettes, cuticules

(crevette .....) 2-72
membranes
e Insectes
e Arachides
Mollusque : Coquilles, stomacales, dents,
e Seiche plagues, plumes, 6-40

e Pieuvres /calmars

Polyplacophores Tube 33
Cnidaires Capsules d’ceufs, membrane 3-30
Annélides
® Sangsue Soies 0.2-38
e Lombric

Brachiopodes Cuticules, coquilles 4-29
Champignons Paroi cellulaire, tige, spore /
Algues Paroi cellulaire Faible

3. Procédé d’extraction de la chitine

La production de chitine repose sur la purification de la matiére premiere. L’attention est
principalement portée sur I’élimination du carbonate de calcium, des protéines et des
pigments.

L’extraction chimique consiste en un traitement acide pour la déminéralisation, un traitement
alcalin pour la déprotéinisation et une décoloration avec un oxydant a fin d’éliminer les
pigments. Les autres composés minoritaires sont éliminés aussi au cours de ces deux
réactions. La déminéralisation précéde généralement la déprotéinisation car I’inverse aurait un

impact sur le DP et le DA du polymeére [30]. Entre chaque étape, le produit est rincé
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abondamment a 1’eau distillée. La figure 5 schématise la production de la chitine et du

chitosane.

Carapaces de Crustaces

B

Deéminéralisation Déprotéinisation
Déprotéinisation Déminéralisation
Purification

v
( Chitine )
v

Déacétylation

v
( Chitosane )

Figure 5 : Procédé d’extraction de la chitine et du chitosane.

3.1. Déminéralisation

Le traitement acide élimine les minéraux qui passent en solution sous forme de sels. Pour des
raisons économiques, I’acide hydrochlorique (HCI) est privilégié.

La concentration minimale, pour mener cette étape, est déterminée par 1’équation chimique
(Eq I.1) de la réaction entre 1’élément minéral majoritaire, le carbonate de calcium et HCI. En
principe, la déminéralisation est complete dés lors ou les proportions sont stoechiométriques,

mais dans la pratique on utilise des solutions en exces.

2 HCI (ag) + CaCO3 (s)—/ CaCl2 (aq) + H20 (D) + CO2(Q) .....eevenvnnnnnn Eql.l




Les concentrations en HCI rencontrées sont comprises entre 0,5 et 11 N et le ratio
substrat/solvant entre 1:10 et 1:40. Le temps de la déminéralisation varie entre 15 min et 48 h
et la température de réaction est choisit entre 1’ambiante jusqu’a 50 °C [31, 32].

La prolongation de la durée du traitement, une temperature élevée et une solution acide trop
concentrée conduisent a 1’hydrolyse des liaisons glycosidiques et par conséquent a la
dépolymérisation de la chaine carbonée de la chitine et du chitosane, ce qui provoque une
diminution de la masse moléculaire [33, 34].

3.2. Déprotéinisation

A T’état naturel, la chitine se présente en association avec les protéines (Chitinoprotéine). Ces
protéines sont éliminées par un traitement basique en utilisant des solutions a base de NaOH,
Na>,CO3, NaHCO3, KOH, K>CO, Ca(OH)2 ou NaPOs4, a des concentrations variables de 0.1 a
5 mol/L. la solution d’hydroxyde de sodium (10 % massique) est la plus souvent utilisée pour
solubiliser les protéines. Selon un ratio compris entre 1:10 et 1:40, la durée du traitement
basique est de I’ordre de 0.5 a 72 heures a des températures comprises entre 50° et 100°C.
Ces deux parameétres sont liés. La durée de la réaction doit étre augmentée si la température
est basse, et réciproquement.

L’augmentation de la concentration, de la durée et de la température de réaction améliorent la
déprotéinisation [35]. Cependant, tout comme la déminéralisation, les conditions drastiques de
la déprotéinisation modifient la structure originelle de la chitine.

3.3. Décoloration

Cette étape est optionnelle car la couleur de la chitine n’a apparemment pas d’impact sur la
structure du chitosane mais juste un effet de blanchiment du produit pour des fins
commerciales. Cependant, il est tres difficile d’obtenir un produit pur a cause des fortes
interactions entre la chitine, les pigments et les protéines.

Le blanchiment est souvent réalisé par un traitement avec des agents oxydants (KMnOg,
NaOCl, SOz, NaHSO3z, Na2S204 ou H20>). Ce traitement peut eéliminer des traces de pigments
résiduels, comme les caroténoides. Durant le processus de blanchiment, le réactif utilisé ne
doit pas avoir un effet negatif sur les propriétés physico-chimiques de la chitine et du

chitosane.

-



Généralement, I’agent de blanchiment employé est le peroxyde d’hydrogéne (H20.), dont la
concentration est comprise entre 0,1 et 33 %. Il peut également étre mélangé avec HCI. La
durée du traitement est souvent de 1’ordre de quelques minutes [2].

En effet, tout comme les deux étapes précédentes, les conditions de décoloration induisent une

altération de la structure de la chitine, qui se traduit par une réduction du poids moléculaire.

Il.  Lechitosane
Le chitosane est un copolymeére naturel, non toxique, biodégradable, linéaire et flexible de 2-
acetamido-2-déoxy-p-D-glucopyranose et 2-amino-2-déoxy-R-D-glucopyranose, possédant
des propriétés antibactériennes. C’est un polysaccharide comme la cellulose. Cette
macromolécule est obtenue par N-déacétylation d’un des polyméres naturels les plus
abondants, la chitine, extraite des carapaces de crustacés tels que les crabes et les crevettes
[19].

Il est disponible sous forme de solutions, granules, poudre ou fibre. Le chitosane disponible
sur le marché a un DDA de 70 a 90 % [36].

NH: CH:0H
HO

HO
CH20H L NH: | CH:OH
N

Figure 6 : la structure du chitosane.

1. Structure du chitosane

Le chitosane complétement désacétylé est un polysaccharide régulier composé d'unités de
glucosamine unies par des liens glycosidiques B (1-4). La structure du chitosane ne differe de
la structure de la cellulose que par la présence d'un groupe amine en position deux (C2) au
lieu d'une fonction alcool (-OH) pour la cellulose. Cette particularité structurale confére au
chitosane une plus grande variabilité au niveau des groupes fonctionnels [37]. La présence de
trois groupes fonctionnels nucléophiles distincts par unité entraine une souplesse potentielle
des transformations chimiques régiosélectives. En ordre croissant de réactivité nucléophilique,

chaque unite de chitosane présente les groupes fonctionnels suivants: une fonction alcool
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secondaire en position 3 (C3), une fonction alcool primaire en position 6 (C6) et une fonction
amine primaire en position 2 (C2). Grace a ses groupements amines libres, ce composé
possede des propriétés tres intéressantes. Le chitosane en solution acide faible, possede une

charge positive alors que la plupart des polysaccharides sont chargés negativement [38].

CH,OH CH,0OH

NHCOCH, NHz
Chitin Chitosan

Figure 7: structure chimique de la chitine et du chitosane

2. Production de chitosane a partir de la chitine

Les techniques actuelles permettent d’obtenir une chitine partiellement purifiée en effectuant
une déminéralisation et une déprotéinisation de la carapace de crustacés (crevettes dans notre
cas). En partant de la chitine, on peut moduler le degré d’acétylation (DA) et la masse molaire

du polymeére, pour obtenir des chitosanes variés grace a des hydrolyses basiques contrélées.

Si I'extraction de la chitine est aujourd’hui facilement réalisable, 1’étape la plus délicate reste
la désacétylation qui nécessite de substituer suffisamment de groupements acétyles pour
aboutir au chitosane, ce qui peut entrainer une réduction excessive de la longueur de la chaine
du polymere. En jouant sur la durée du traitement alcalin et sur la température, il est possible

d’obtenir différents grades de chitosane a partir d’une méme chitine.

Un DA inférieur a 10 % est rarement atteint par un procédé simple. La désacétylation totale
nécessite plusieurs étapes. L’échantillon étant soit lavé, soit dissous et re-précipité entre deux

cycles.

La désacétylation est généralement effectuée par un traitement a la soude ou a la potasse
concentrée (40-50 %) a une température > 100 °C, pendant au moins 30 minutes pour enlever

certains ou tous les groupements acétyle de la chitine [39].
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La désacétylation ne peut pas étre réalisée avec un réactif acide [19]. Il y a plusieurs facteurs
essentiels qui affectent le rendement de la désacétylation comme la température, la durée du
traitement, la concentration d'alcalin, les traitements préalables pour I'obtention de la chitine,
I'atmosphére (air ou azote), la quantité de chitine par rapport a la solution alcaline, la densité
de la chitine et la taille des particules. Compte tenu de tous ces paramétres, I'objectif idéal de
la désacétylation est de préparer un chitosane qui est non dégradé, non réticulé et
suffisamment soluble dans les acides organiques communs dilués (acides acétique, lactique et

citrique).
La chitine peut étre convertie en chitosane par :
e Voie chimique : une désacétylation alcaline homogéne ou hétérogéne (la plupart de
ces méthodes utilisent NaOH ou KOH [40].

e Voie enzymatique : avec la chitine désacétylase qui catalyse I'nydrolyse des liaisons

N acétamide de la chitine [41].
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Figure 8 : (A) La désacétylation enzymatique ; (B) la désacétylation chimique de la chitine
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Figure 9 : La réaction de désacétylation de la chitine.

3. Propriétés physico-chimiques du chitosane

Les propriétés physico-chimiques du chitosane dépendent essentiellement de sa masse

molaire et de son degré de désacétylation (DDA) ou de son degré d’acétylation (DA).
3.1. Le Degré de Désacétylation (DD) ou le Degré d’Acétylation(DA)

La chitine et le chitosane sont principalement caractérisés par leur degré de désacétylation
(DDA) et par leur masse molaire, dont la détermination nécessite la mise en solution du
polymere. De nombreuses méthodes sont proposées afin de déterminer le degré d’acétylation
(DA) sur des échantillons solides par spectroscopie IR [42], analyse élémentaire [43], RMN
solide [44] ou sur des échantillons en solution par spectrophotométrie UV [45], titrage
colloidal [46] et RMN liquide [36].

Le degré d’acétylation (DA) est défini comme étant la fraction molaire des unités acétylées
(unité acétyl glucosamine). Le degré de désacétylation (DDA=1-DA) représente la proportion

d'unités amine-D-glucosamine par rapport au nombre total d'unités glycosidiques [2].

Le degré de désacétylation (DDA) est 1'une des propriétés les plus importantes du chitosane.
Il influe non seulement sur les caractéristiques physico-chimiques, mais aussi sur la

biodégradation et I’activité immunologique du chitosane [47].

3.2. La solubilité et la masse molaire
La chitine est soluble dans tres peu de solvants. Sa masse molaire initiale est de I'ordre de 8x
10° & 10° g.mol™* et elle est fortement acétylée. Les chitosanes obtenus industriellement ont

une masse molaire de I'ordre de 200000 g.mol™ et un DDA allant de 50 & 100 %. Pour le
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chitosane, la masse molaire et la répartition des motifs N-acétylés le long de la chaine sont
dépendantes de la méthode de désacétylation utilisée. De plus, un enchainement successif de
plusieurs motifs N-acétylés confere au polymeére un caractére plus hydrophobe, et donc des

propriétés auto associatives (propriétés épaississantes et gélifiantes) et modifie sa solubilité.

En raison de sa solubilisation en solution acide, le chitosane se comporte comme un
polyélectrolyte cationique de forte densité de charge. Ses propriétés dépendent du pH du
milieu. Le chitosane acido-solubilisé devient cationique quand le pH est inférieur au pKa
intrinséque de la fonction amine du chitosane soit 6.3 [48]. A un pH supérieur a 6.5, les
groupements ne sont plus ionisés et le chitosane précipite. Autour de pH 6, le nombre de
fonctions amine libres devient suffisamment élevé pour induire une association des chaines et
la précipitation du polymere. On peut conclure que la solubilité du chitosane n’est pas facile

et dépend de beaucoup de paramétres qui sont parfois difficilement maitrisables.

I1l.  Domaines d’application du chitosane
Les principales applications du chitosane sont regroupées dans le tableau ci-dessous :

Tableau 2 : principales applications du chitosane [2]

Domaine d'application Exemples d'applications

- pharmacie Excipients, encapsulation et relargage
(médicaments, genes...)

- dermatologie Produits dermatologiques (traitement de l'acné)

- chirurgie reconstructrice Pansements, bandages, fils de sutures

- ingénierie tissulaire chirurgicaux biorésorbables

- ingénierie biomédicale Accélération de la cicatrisation et de la guérison
des blessures

- biologie cellulaire Régénération osseuse et tissulaire (peau
synthétique)

Membrane de dialyse
Encapsulation/immaobilisation d'enzymes

- cancérologie Introduction d’ADN exogéne dans des cellules
(transfection)

- heutraceutique Produits diététiques, amaigrissants (lutte contre
I'obésité)

- dentisterie/chirurgie Gel dentaire, implants dentaires

- ophtalmologie Lentilles de contacts, liquides ophtalmiques

Agroalimentaire Additifs (liant, émulsifiant, stabilisant,

- alimentaire épaississant, de conservation)

- emballages Restructuration des purées de fruits, de légumes
ou de viande
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Agriculture
- agricole

- animale

Cosmétique

Autres domaines
- chimie

- biotechnologie

- papeterie
- textile

- photographie
- oenologie

- acoustique

Stabilisation de la couleur et des ardbmes
Clarification et désacidification des liquides
alimentaires

Préservation des aliments (anti-bactérien,
antioxydant)

Extraction du fer (mauvaise odeur dans les
viandes)

Support d'immobilisation d'enzymes ou de
cellules (fromagerie,

domaine diététique, aquaculture)
Emballages biodégradables (comestibles)

Enrobage de semences (encapsulation)
Immobilisation cellulaire (horticulture)
Fongicide (« bio-pesticide »)

Fertilisant, protection des cultures, traitement des
sols

Augmentation des rendements

Films biodégradables (protection des récoltes, des
feuillages)

Alimentation animale

Vaccination animale

Ingrédient dans les formulations (stabilisant,
fongicide...)

Cremes de soins, hydratantes, cicatrisantes

Soins revitalisants, régénérants, amincissants,
anti-age

Lotions, shampoings, produits de ringage,
démélants

Produits déodorants, laques, aérosols, filtres
solaires vernis & ongles

Acrticles de toilette (emballages)

Catalyse

Capteurs chimiques

Super-absorbants

Cristaux liquides

Immobilisation des cellules et des enzymes
Membranes

Additifs pour pétes a papiers

Agent antibactérien et imperméabilisant dans la
filiere textile

Films photographiques, extraction de I'argent
Clarification, désacidification et stabilisation des
vins

Traitement préventif ou curatif des vignes
Membrane des haut-parleurs



CHAPITRE I

EXPLOITATION DES CRUSTACES (CREVETTES) EN
VU DE LA PREPARATION ET LA CARACTERISATION
DE LA CHITINE ET LE CHITOSANE



Partie I: Exploitation des crustacés (crevettes) en vu de la préparation de la chitine

et du chitosane

I. collecte et traitement des crevettes

Dans cette étude nous avons utilisé les carapaces de crevette locale collectées des restaurants
et pécheries au niveau de la ville de Mostaganem. Ces crevettes sont généralement péchées

dans la zone de I’Ouest Algérien.

Figure 1: un échantillon de crevette rouge.

1. Prétraitement des carapaces de crevette

Avant I’utilisation des carapaces de crevette nous les avons nettoyés soigneusement a 1’eau du
robinet pour éliminer tous les résidus des protéines, tissus, matiéres organiques solubles,
substances inorganiques et autres impuretés intactes. Ensuite nous les avons fait bouillir dans
de I’eau pendant 1 heure pour éliminer les tissus adhérents. Les carapaces obtenues ont été
séchées au four a 100 °C pendant 2 heures.

Les carapaces nettoyées séches ont été broyées en poudre fine a lI'aide d'un broyeur a cafe.




(©)

Figure 2 : (A) carapace de crevette nettoyée ; (B) carapace de crevette sechée ;

(C) la poudre des carapaces de crevette

2. Extraction de la chitine

A. Produits chimiques utilisés

Tableau 1: Produits chimiques utilisés dans 1’extraction de la chitine

N Acide Hydroxyde de Peroxyde
Produit chimique chlorhydrique Sodium d’ hydrogéne
Formule chimique HCI NaOH H202

Masse moléculaire 36.5 40 34.01
(9/mol)
Densité 1.18 - 111
Pureté % 35-37 98 30

B. matériel utilisé

Pour I’extraction de la chitine et le chitosane nous avons eu besoin du matériel suivant :

- Agitateur magnétique

- Barreau aimanté

- PH-métre
- Etuve

- Balance analytique

- Becher, Buchner, papier filtre.




2.1. Déminéralisation

Comme il a été déja motionné dans 1’étude bibliographique, cette étape consiste a éliminer
par un traitement acide les carbonates de calcium et les chlorures de calcium présents dans la
chitine.

Dans un bécher de 500 ml on mélange une quantité de carapaces de crevette broyées et 250
ml d’une solution d’HCl 1M selon un ratio solide/liquide 1:5 (m/v), avec une agitation
constante a température ambiante pendant 2 heures. Afin de solubiliser le carbonate de
calcium et le chlorure de calcium, la plupart des autres minéraux présents réagissent de facon

similaire et donnent des sels solubles dans I’eau en présence d'acide.
CaCO3 (s) + 2 HCI (@g) — CaCly (ag) + CO2 (g) + H20

Apres réaction on procede a la filtration en transvasant le contenu du bécher dans un biichner
munit d’un papier filtre et disposé sur une fiole a vide.

On poursuit par un lavage avec 1’eau distillée cinq fois. En tenant compte de [’excés de
I’acide on neutralise notre échantillon en y ajoutant quelques millilitres d’une solution de
NaOH (1 M) a I’eau de lavage jusqu’a obtenir un pH neutre. On seche la poudre obtenue dans
I’étuve a 80°C pendant 24 heures.

Figure 3 : la déminéralisation de la poudre des carapaces




2.2. Déprotéinisation
Cette etape consiste a éliminer les protéines adhérentes a la chitine.

On introduit la poudre séchée dans un bécher de 500 ml avec une solution alcaline NaOH
1.5M selon un ratio solide/liquide de 1:10 (m/v), avec une agitation constante a température
ambiante pendant 2 heures.

On effectue une filtration sous vide et un lavage avec de 1’eau distillée cinq fois en
neutralisant 1’échantillon avec quelques millilitres d’une solution acide d’HCl IM pour

¢liminer 1’exces du réactif. La poudre est séchée dans I’étuve a 80°C pendant 24 heures.

Figure 4 : la déprotéinisation de la poudre des carapaces
2.3. Décoloration

Cette étape consiste a éliminer les pigments dans les carapaces de crevette qui forment des

complexes avec la chitine, telles que les dérivés de p-carotene.

Afin d’obtenir une chitine blanche, la matiére séche est traitée avec un agent oxydant qui est
le peroxyde d’hydrogene a une concentration de 20 % selon un ratio solide/liquide 1:10 (m/v),
sous agitation magnétique durant 30 mn.

On filtre et on lave plusieurs fois avec I’eau distillée pour éliminer les composants restants
afin d’obtenir un milieu neutre.

La chitine est ensuite séchée a 1’étuve a une température de 60 °C pendant 24 heures.




Figure 5 : I’aspect de la chitine pure aprés décoloration

> Aprés chaque étuvage, la matiére séche est pesée pour déterminer le rendement de
chaque réaction.

®,

« Test de Biuret

Aprés avoir déprotéiné et décoloré la chitine, nous avons effectué ce test de biuret pour

s’assurer de I’efficacité de la déprotéinisation.

Le nom de la méthode vient du fait que le ‘biuret’ est la plus petite molécule qui puisse réagir

pour ce test caractéristique [49].

H - R._N (o]
R + CU? + OH e Wipe :/[
O o Py
H l&% © H"T’ r\l:H R
Biuret corrplex

pink or violet blue

Figure 6 : la formation du complexe biuret

Cette réaction caractérise la liaison peptidique ; elle s'applique donc a l'analyse qualitative des

protéines et des peptides (& condition que ces derniers comportent au moins quatre acides
aminés afin d'obtenir trois liaisons peptidiques).
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Protocole :

A une masse de chitine, on ajoute quelques millilitres d’hydroxyde de sodium (Na*, OH") a
(0,1M) et quelques millilitres de sulfate de cuivre (Cup+, SO4%) a (1%) dans un tube & essai.
On fait le méme test avec les carapaces de crevette broyées pour voire la différence.

Le test est positif lorsqu'une couleur violette (ou rose) apparait. Elle est due a la formation
d’un complexe entre les ions de cuivre et les liaisons peptidiques [49].

Et si le test est négatif alors une coloration bleue apparait ; c’est la formation de I’hydroxyde

de cuivre.

Figure 7 : test de biuret négatif a gauche pour la chitine et positif a droite pour les carapaces

de crevette

3. Préparation du chitosane par désacétylation de la chitine

C’est I’étape la plus délicate qui met en ceuvre la substitution d’un nombre maximal et
suffisant de groupements acétyles pour aboutir au chitosane. La désacétylation est
généralement réalisée par le traitement de la chitine avec I'nydroxyde de sodium (NaOH)

concentré.

e A fin d’obtenir des chitosanes avec différent degré de désacétylation nous avons traité

la chitine pure avec des solutions de NaOH a différentes concentration (10%, 20%,
30%, 40%), pendant différentes périodes de temps (1h, 5h, 17h, 24h).
Pout chaque réaction de désacétylation on ajoute dans un bécher de 100 ml la chitine
pure et la solution de NaOH selon un ratio solide/liquide 1:5 (m/v) avec une agitation
constante & température ambiante pendant des intervalles de temps différents pour
chaque concentration.
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e Nous avons aussi préparé un autre chitosane avec une solution NaOH de 50% de
concentration.
Dans un bécher on ajoute une quantité de chitine et la solution de NaOH selon un
ratio solide/liquide 1:10 (m/v). On met le bécher dans un bain marie préparé
préalablement a une température de 90°C avec une agitation constante pendant 50 min
Aprées chaque traitement le produit obtenu est filtré, lavé avec de 1’eau distillée jusqu'a
neutralisation (I’eau de lavage doit avoir un pH neutre) et finalement séché a 60°C

pendant 20 heures.

» Apres chaque séchage, le produit sec est pesé pour déterminer le rendement de chaque

réaction.

Figure 9 : chitosane obtenu par désacétylation de la chitine a 90°C pendant 50 min
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Il. Résultat et Discussion
1. Rendement des réactions
1.1. Extraction de la chitine

Pour extraire la chitine a partir des déchets de crevette, on a utilisé une quantité de 50 g de
poudre séche, qui a été traitée avec une solution d’acide chlorhydrique (1M) pendant 2 h sous
agitation continue, a la température ambiante pour éliminer les composés minéraux
(déminéralisation) qu’elle contient.

Ensuite, on a continué¢ 1’extraction avec une solution alcaline d’hydroxyde de sodium a
(1.5M) pendant 2h et a la température ambiante, pour dissocier le complexe chitine-protéines
(déprotéinisation).

Par la suite, on a décoloré 1’échantillon avec une solution de peroxyde d’hydrogene a 20%
durant 30 mn a une température ambiante. Cette étape sert a éliminer les substances
colorantes qui sont les dérivés de B-caroténe. On obtient a la fin du traitement une poudre de
la chitine pure.

masse de l' echantillon avant le traitement
Rendement = P I Eqll.l

masse de l' echantillon aprés le traitement

Tableau 2: Rendement des différentes étapes d’extraction de la chitine

Traitement Déminéralisation Déprotéinisation décoloration

Rendement % 68.89% 80.37% 94.36%

Le rendement global du processus d’extraction de la chitine = 52.24%

D’aprés les rendements calculés, on remarque une perte de masse importante aprés chaque
traitement ce qui peut étre expliqué par la solubilisation des sels minéraux presents dans la
composition des carapaces de crevette et la dissociation du complexe chitine-protéine
(Chitinoprotéine), ainsi que 1’élimination des pigments tel que les dérivés de [3-carotene

Ces résultats nous confirment I’efficacité des traitements d’isolation de la chitine

Le temps de réaction a aussi un effet important sur 1’efficacité d’extraction. Plus on augmente

I’intervalle de temps, plus on assure la pureté de la chitine. Mais comme il a déja été
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mentionné dans la bibliographie, les conditions drastiques peuvent conduire a la

dépolymérisation ou la dégradation du polymere.

1.2. Extraction du chitosane

e Pour préparer le chitosane, 5 g de la chitine a été désacétylée par une solution de
I’hydroxyde de sodium de différentes concentrations pendant différentes périodes de
temps & température ambiante. Cette combinaison de paramétres nous a permis
d’obtenir 16 échantillons différents de chitosane.

e Un autre échantillon de chitosane a été préparé par désacétylation de 11g de la chitine

par une solution alcaline de I’hydroxyde de sodium a 90 °C pendant 50 mn.

« Efficacité des traitements

Tableau 3 : Rendement de la chitine désacétylée a 10% NaOH

Traitement (h) 10 % 1h 10 % 5h 10% 17h 10 % 24h
ez ol 4.12 3.07 3.20 3.43
chitosane (g)
Rendement (%) 83.8 60.8 64 68.6

Tableau 4 : Rendement de la chitine désacétylée a 20% NaOH
Traitement 20% 1h 20% 5h 20% 17h 20 % 24h
Masse du 3.96 2.97 274 3.27

chitosane (g)
Rendement (%) 79.2 59.4 54.8 65

Tableau 5 : Rendement de la chitine désacétylée a 30% NaOH

Traitement 30% 1h 30 % 5h 30% 17h 30 % 24h
NMEEIC 4.03 3.48 1.97 2.29
chitosane (g)
Rendement (%) 80.6 69.6 39.5 45.8

Tableau 6: Rendement de la chitine désacétylée par 40 % NaOH

Traitement 40% 1h 40% 5h 40% 17h 40% 24h
Sk e 3.35 3.22 213 261
chitosane (g)
Rendement (%) 67.1 64.5 42.6 52.2




Tableau 7 : Rendement de la chitine désacétylée par 50% NaOH a 90°C pendant 50mn

Masse de la chitine désacétylée (g) 11
Masse du chitosane obtenu (g) 3.22
Rendement (%) 29.27

D’apres les résultats présentés dans les tableaux 3 a 7, on constate que cette transformation
chitine — chitosane enregistre un rendement en chitosane relativement faible surtout quand le
temps de reaction et la concentration en NaOH sont elevés. A titre d’exemple, quand on
double la concentration de la soude de 20 a 40 % et qu’on maintient la méme durée de
réaction, le rendement en chitosane chute de 79 a 67 %. D’autres parts, une augmentation du
temps de réaction de 1h a 24h pour une méme concentration de NaOH de 30 %, par exemple,
le rendement en chitosane a baissé de 80 a 45 %. Ceci est probablement du a une
transformation indésirable et non contrélée d’une partie de la chitine. On peut penser que cette
transformation est une dépolymeérisation donnant lieu & la formation d’entités polymériques
de faible masse moléculaire qui se dissout dans le milieu réactionnel. Nous ne nous sommes
pas attelé a identifier ces substances qui nécessitent des techniques de séparations tres

poussees comme la chromatographie par exemple.

I1l.  Conclusion

A partir des résultats obtenus et comme il a déja été rapporté ultérieurement par beaucoup de
scientifiques on peut confirmer que les conditions de réaction soit le temps, la température ou
la concentration de la solution alcaline utilisée influent sur la désacétylation de la chitine et
par conséquent sur le degré de désacétylation du chitosane obtenu.

Et comme nous I’avons déja mentionné des conditions drastiques de traitement peuvent

conduire a la dégradation d’au moins une partie du polymere.
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Partie 11 : caractérisation de la chitine et du chitosane

I.  Introduction
Pour la caractérisation de la chitine et les échantillons du chitosane préparés nous avons choisi
la spectroscopie infrarouge par transformée de fourrier (FTIR) et le potentiométre ou le
dosage pH-métrique. Ces deux méthodes nous ont permis de calculer le degré de
désacétylation du chitosane. Comme la solubilité du chitosane n’est pas parfaite, la
potentiométrie a été prise a titre indicatif et une comparaison des deux methodes étaient

nécessaires.

1. Spectroscopie Infrarouge Par Transformée de Fourrier (FTIR)

1.1. Principe
La spectrométrie IR constitue une méthode de choix pour 1’analyse a la fois qualitative et
quantitative des substances chimiques. Elle permet de connaitre les différents groupements
fonctionnels présents dans une molécule. Elle est basée sur 1’absorption des photons « hv»
€mis par une radiation trés peu énergétique, permettant de modifier I’énergie de vibration des
molécules. L’infrarouge est une méthode spectroscopique non destructive vis-a-vis de
I’échantillon analysé. Le spectre IR est étudié dans une gamme de fréquence allant de 400 a
4000 cm-1

1.2. Méthode de préparation de I’échantillon
La méthode la plus simple et la plus rapide pour calculer le degré DDA est la spectroscopie IR
comme déja proposée par Khan et al. (2000) [50].
L’appareil utilisé pour cette analyse est IR-Prestige 21 SHIMADZU du laboratoire de
Structure, Elaboration et Application des Matériaux Moléculaires (SEA2M), Faculté des
Sciences Exactes et de I’'Informatique (FSEI)- Université de Mostaganem.
Pour préparer la pastille, une quantité de 0.995 g de KBr (bromure de potassium) et 0.001g de
I’échantillon désiré sont broyés dans un mortier pour avoir une poudre fine. Le mélange est
déposé dans un moule, puis compacter sous pression dans une presse hydraulique. Il est
ensuite extrait du moule sous la forme de pastille.
Le porte-échantillon contenant la pastille KBr/produit est placé dans le compartiment de

mesure de 1’appareille sur le trajet du faisceau IR incident.

Pour chaque test nous avons collecté 16 balayages ou scans a une résolution de 2 cm™.
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2. Dosage pH-métrique ou potentiométrique

2.1. Principe

Dosage pH-métrique, ou le titrage par suivi pH-métrique, est utilisé pour déterminer la
concentration inconnue d'une solution composée d'un acide ou d'une base. Si la solution de
titre inconnu est un acide, on lui ajoute une base de fagon a neutraliser I'acide ; l'intérét étant

de déterminer précisément la quantité de base ajoutée pour neutraliser I'acide.
Il existe deux méthodes

- lutilisation d'un indicateur coloré (volumétrie colorimétrique non-instrumentale),
- le tracé de la courbe qui donne le pH en fonction du volume de la base ajouté

(volumétrie instrumentale)

Le méme principe est utilisé pour déterminer le titre d'une solution de base de concentration

inconnue : on utilise alors une solution acide pour effectuer le titrage.
2.2. Méthode du dosage des échantillons

Le dosage pH-métrique s’effectue selon la méthode de Tolaimate et al.1999 [51].
v' Solubilisation de 150 mg de 1’échantillon a étudier dans 10 ml de HCla 0,1 N ;
v Ajustement du volume de la solution a 200 ml avec de 1’eau distillée;
v’ Titrage de la solution, sous agitation constante, avec une solution de NaOH a 0,1N ;

v" Mesure du pH de la solution apres chaque ajout de 0,5 ml de NaOH.

Ce dosage pH-métrique nous donne une courbe présentant deux points d’inflexions. Ces
points sont identifiables graphiquement. Ils correspondent a la variation de la deuxieme
dérivée. Dans ce dernier cas, la courbe intercepte 1’axe des volumes V (NaOH) en deux
points. La différence de volume de NaOH entre ces deux points correspond a la quantité

d’acide chlorhydrique nécessaire pour protoner les groupements aminés du chitosane.

Il.  Calcul du degré de désacétylation (DDA) du chitosane

Le degré de désacétylation (DDA%) représente une caractéristique essentielle de la chitine et
du chitosane. Il représente la fraction d’unité glucosamine par rapport au nombre total
d’unités et c’est grace a cette désacétylation que le chitosane devient soluble aprés protonation

des amines présentes
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1. Par spectroscopie IR (FTIR)

L’analyse infrarouge permet de distinguer les bandes d’absorption caractéristiques des
principales fonctions chimiques présentes dans la chitine et le chitosane.
La figure (10) montre le spectre IR de la chitine pure et le tableau 1 regroupe les principales

bandes caracteristiques identifiées a partir de ce spectre.
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Figure 10 : spectre infrarouge de la chitine pure

Tableau 8 : les bandes caractéristiques de la chitine

Nombre d’onde cm 1 Intensité Attribution
3400-3500 Forte O-H lié (élongation)
3100-3350 Forte N-H libre (élongation)
2700-2900 Forte CH3 (élongation symétrique)

1550 Forte N-H amide Il déformation
dans le plan

1650 Forte C=0 amide I (élongation)

1320 Faible C-N amide I

1050 Forte C-O-C (élongation)

970 Forte C-O (élongation)

Caractérisation et calcule du DDA des différents échantillons de chitosane

Les spectres infrarouges du chitosane sont regroupés selon la concentration de la soude
caustique utilisée en variant le temps des réactions. Dans les figures 2 a 6 sont présentés les 4
spectres obtenus.

Le tableau 2 présente les bandes caractéristiques principales des échantillons de chitosane.
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Figure 11: spectre infrarouge du chitosane désacétylé a 10% NaOH durant différentes

périodes de temps

20% -17h

20% - 5h

20% -24h

Transmlittance (%)

20% -1h

T T T T T T T T |
400 300 2000 104 1}

Nombre donde {cm)

Figure 12: spectre infrarouge du chitosane désacétylé a 20% NaOH durant différentes

périodes de temps
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Figure 13: spectre infrarouge du chitosane désacétylé a 30% NaOH durant différentes

périodes de temps
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Figure 14: spectre infrarouge du chitosane désacétylé a 40% NaOH durant différentes

périodes de temps
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Figure 15: spectre IR désacétylé & 50% NaOH pendant 50 mna 90°C

Tableau 9 : les bandes caractéristiques du chitosane

Nombre d ” onde cm -1 Intensité Attribution
3450-3500 Forte O-H lié (élongation)
3200-3400 Forte N-H libre (élongation)
2850-2950 Forte CH3 (élongation symétrique)

1560 Forte N-H amide Il déformation
dans le plan

1650 Forte C=0 amide I (élongation)

1150 Forte C-O-C (élongation)

970 Forte C-O (élongation)

1360 Forte O-H (déformation)

1075 Forte C-O (déformation)

On remarque que I’intensité des pics IR des bandes caractéristique augmente en fonction du
temps. A titre d’exemple sur les pics a 1650 cm™ et 1320 cm™ (figure 2) du chitosane
désacétylé a 10%-1h et celui desacétyle a 10%-24h, respectivement, on remarque que
I’intensité du pic augmente légérement en augmentant le temps de réaction. Elle augmente
aussi légerement en augmentant la concentration de la soude (comparer sur la figure 6
chitosane désacétylé al0%-1h et celui desacétylé a 30%-1h d’une part, et d’autres parts le

chitosane désacétylé a 10%-1h et celui a 50%-50 mn).




L’existence de la bande caractéristique amide I (C=0) est due a la désacétylation partielle de
la chitine. Il faut noter qu’il reste toujours de 10 a 15 % de groupements acétyle dans la chaine
polymérique selon les degrés de désacétylation déterminés par la méthode FTIR.

Il existe d’autres méthodes, rapportées dans la littérature, pour déterminer le DDA du
chitosane. Les plus utilisées sont basées sur I’électrochimie, la RMN H et la
spectrophotométrie UV [2]. La contrainte majeure rencontrée par ces techniques est la
solubilité des matériaux en milieu aqueux. Pour pallier a cet inconvénient, on peut utiliser la
RMN du solide qui ne permet de déterminer le DDA que dans un domaine limité ou la
spectroscopie infrarouge qui permet la caractérisation des échantillons quel que soit leur
DDA. C’est cette derniere technique que nous avons adoptée pour caractériser les échantillons
de chitosane.

Nous nous sommes basés sur la méthode de Brugnerotto et al. 2001 [42] qui permet de
calculer le degré de désacétylation d’un chitosane en déterminant le rapport des bandes
d’absorption respectivement a 1320 et 1420 cm™.

Le pic a 1320 cm™ est caractéristique de la fonction amine acétylée ou amide tandis que celui
a 1420 cm* est choisi comme pic de référence et qui correspond a la déformation symétrique
de CH3 et CH2 qui ne devrait pas changer si le matériau ne subit pas une détérioration.

L’équation proposée pour calculer le DDA est la suivante :

DDA = 100 — (A1320/41420)-03622 | Equ I1.2

0.03233

Les résultats des calculs effectués sont regroupés dans le tableau 3 qui résume les DDA du

chitosane déterminé par FTIR et pH-métrie.

2. Par méthode de pH-métrie

Les courbes de dosage pH-métrique sont regroupées dans les figures (7-10). Cette méthode
est utilisée pour comparer les DDA obtenus par FTIR.

Les courbes présentent deux points d’inflexion. Le premier point d’inflexion correspond au
volume de la soude nécessaire pour neutraliser 1’acide HCI en excés (V1) et le second a la
neutralisation de I’acidité totale du milieu (V2). La différence des volumes de NaOH entre ces

deux points (V2 — V1) correspond a la quantité de NaOH nécessaire a la neutralisation des

-



fonctions ammonium du chitosane. Le volume de NaOH est déterminé graphiquement. Le

DDA est calculé par I’équation suivante :

2.03%(V2-V1)
m+0.0042+(V2-V1)

DDA = 100 — [

14
pH
12 -
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Figure 16 : dosage pH-métrique du chitosane désacétylé a 10% NaOH
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Figure 17 : dosage pH-métrique du chitosane désacétylé a 20% NaOH
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Figure 18 : dosage pH-métrique du chitosane désacétylé a 30% NaOH
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Figure 19 : dosage pH-métrique du chitosane désacétylé a 40% NaOH

Tableau 10 : DDA du chitosane désacétylé a 10% NaOH

Temps de réaction (h) 1 5 17 24
Méthode FTIR
DDA% 86,8 88 87,5 86,75
Méthode pH-métriques
DDA% 71,95 88,11 93,32 94,64
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Tableau 11 : DDA% du chitosane désacétylé a 20% NaOH

Temps de réaction (h) 1 5 17 24
Méthode FTIR
DDA% 85,69 84,66 86,72 91,5
Meéthode pH-métrique
DDA % 73,15 70,75 67,20 73,15

Tableau 12 : DDA du chitosane désacétylé a 30% NaOH

Temps de réaction (h) 1 5 17 24
Méthode FTIR
DDA% 87,48 85,22 83,71 82,3
Méthode pH-métrique
DDA% 73,15 67,20 79,27 76,80

Tableau 13 : DDA% du chitosane désacétylé a 40% NaOH

Temps de réaction (h) 1 5 17 24
Méthode FTIR
DDA% 84,11 83,4 82,18 81,95
Méthode pH-métrique
DDA% 63,70 70,67 74,36 76,80

Tableau 14 : DDA du chitosane désacétylé a 50 % NaOH

50% - 50min -90° C
DDA
FTIR 86,20
pH-métrie -

On remarque qu’il y a une différence entre les DDA des échantillons du chitosane déterminés
par la méthode FTIR et la méthode de pH-métrie. En effet, avec FTIR on utilise du chitosane
solide (poudre) et en pH-métrie on le solubilise dans de 1’acide HCI, et comme nous avons
déja motionné la solubilité du chitosane n’est pas totale, une partic des groupements amine

reste confinée et donc inaccessible a la réaction. La spectroscopie reste toutes fois plus
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proche de la réalité du chitosane que la pH-métrie. Mais la différence n’est pas énorme entre
les deux techniques.

Nous avons choisi quatre concentrations de NaOH et quatre différentes périodes de temps et
nous avons travaillé a température ambiante pour étudier I’influence du temps et de la
concentration de la solution alcaline sur la désacétylation du chitosane et par conséquent sur

le DDA du chitosane.

On remarque que la concentration de 1’hydroxyde de sodium a influencé légerement les DDA
du chitosane. A titre d’exemple le chitosane désacétylé a (10% - 24h) et celui & (20% - 24h)
ou le chitosane désacétylé a (10% - 1h) et celui a (30% - 1h), le DDA a augmenté en

augmentant la concentration.

De méme le DDA augmente en augmentant le temps de réaction. Cette tendance est visible en
comparant les échantillons le chitosane désacétylé a (20% - 1h) et a (20% - 24h) ou encore le
chitosane préparé a (10% -1h) eta (10% - 5h).

I1l.  Conclusion

On peut conclure a partir des résultats obtenus que la réaction de désacétylation du chitosane
dépend de trois facteurs, la concentration du milieu alcalin, le temps de la réaction et la
température a laquelle se fait la réaction. L’augmentation de ces facteurs augmente le DDA du
chitosane.

Comme on peut conclure aussi que la meilleure méthode de caractérisation de la chitine et le

chitosane et la plus précise reste la spectrophotométrie infrarouge (FTIR).
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CHAPITRE Il
ETUDE DE LA SOLUBILITE DU CHITOSANE



I. Introduction :
Le chitosane peut se solubiliser dans des solutions acides (pH < 6,0), mais est insoluble dans
I’eau, les solvants organiques et les bases aqueuses. En effet, le chitosane est une base forte et
posséde des groupes d’amines primaires avec un pKa égal a 6,3. A cause de la présence des

groupes amines, la charge et les propriétés du chitosane vont varier avec le pH [48].

Lorsque le pH est faible, les amines subissent une protonation et deviennent chargées
positivement, le chitosane devient alors un polyélectrolyte cationique hydrosoluble. Il est
d’ailleurs le seul polycation d’origine naturelle. D’un autre coté, lorsque le pH est élevé, le
chitosane est insoluble. Cette transition entre soluble et insoluble du chitosane a lieu pour
des pH compris entre 6 et 6,5 autour de la valeur du pKa. Le pKa étant fortement dépendant
du degré de désacétylation, la solubilité du chitosane est aussi dépendante du DDA et de la
méthode de désacétylation utilisée [52]. En effet, lorsque le DDA est faible, le chitosane est
peu soluble car les groupes amines sont peu nombreux. Il est alors préférable d’utiliser un
chitosane au DDA supérieur a 70 % pour avoir une solubilité minimale de celui-ci. La
solubilité est aussi dépendante de la nature de ’acide utilisé, de la force ionique et de la

distribution des groupes acétyle sur la chaine macromoléculaire [29].

Lorsque le degré de protonation, qui est fonction de la concentration initiale de I’acide utilisé,
augmente, la solubilisation du augmente .Celle-ci est compléte pour un degré de protonation

supérieur a 0,5 [2].

Le solvant le plus couramment utilisé pour la dissolution du chitosane est 1’acide acétique en
solution aqueuse. Les équations d’équilibre pour le chitosane dispersé dans une solution

d’acide acétique sont :
CH3COOH + H,O —» CH3COO + H3O"............... Eqlll.1

Chit-NH2 + H30* —Chit-NH3" + H20................ Eq I11.2

.



Il.  Expérimentation
1. Solubilité en fonction de la concentration et la température :
Le test de solubilité est réalisé en préparant des solutions aqueuses de 0,15 g du chitosane
avec 25 ml d’acide acétique aux concentrations % (5, 10, 20, 50, 100) et a différentes
températures (T = 25 C° ambiante et T = 50 C°). La solution est maintenue sous agitation

magnétique pendant 5h.

La masse insoluble de chitosane a été filtrée et séchée a 50 C° dans 1’étuve pendant 24 h et
elle a ensuite pesée pour calculer le taux de solubilité

Les résultats sont sont illustrés dans les figures de 1 a8

2. Solubilité en fonction du DDA
La densité des fonctions amine sur la chaine polysaccharide, par conséquent le DDA, va donc
beaucoup jouer sur la solubilité du chitosane. La tendance démontrée par Sorlier et coll [53].
sur une large gamme de DDA est que le pK intrinseque du chitosane (pko) augmente lorsque

la valeur de DDA augmente, et ce quelle que soit la valeur du degré de dissociation.

Pour expliquer ce phénomene, les auteurs avancent que I'hydrophobie apportée par les motifs
acétylés augmente la ‘cationicité’ des groupements ammonium. Ainsi, lorsque le DDA

augmente, le chitosane serait soluble sur une plus grande gamme de pH.

Nous avons choisis les échantillons du chitosane avec des degrés de désacétylation différents
(84.11, 86.6, 88, 91) et nous avons préparé une solution de 0.15g de chitosane avec 0.25 ml de
I’acide acétique a 50 % de concentration sous une agitation constante pendant 5 h. La masse

insoluble est filtrée, séchée et pesée pour déterminer le taux de solubilité.

3. Solubilité en fonction du pH
Le chitosane est soluble dans les acides organiques faiblement dilués (comme 1’acide
acetique, lactique et citrique). 1l se comporte ainsi comme un polyélectrolyte cationique de
forte densité de charge dont les propriétés dépendent du pH du milieu. Le chitosane est
solubilisé et devient cationique quand le pH est inférieur au pKa intrinséque de la fonction
amine du chitosane soit 6,3 [53]. A un pH supérieur (> 6,5), les groupements ne sont plus
ionisés et le chitosane précipite. Autour de pH 6, le nombre de fonctions amine libres devient

suffisamment élevé pour induire une association des chaines et la précipitation du polymére.
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On met 20 ml d’acide acétique dans 6 béchers et on ajoute dans chaque bécher NaOH
jusqu'a obtenir des solutions ou le pH estégalea 3,4,5,6, 7 et 8. On ajoute ensuite une
quantité de 0.1 g de chitosane. Les solutions sont maintenues sous agitation magnétique

pendant 4h.

4. Solubilité en fonction du taux de glycérol
Le glycérol est un composé chimique de formule C3HgOs liquide incolore, visqueux et
inodore au gout sucré et faiblement toxique. Il est utilisé dans de nombreuses compositions

pharmaceutiques.

Pour le test de solubilité de chitosane on met dans des béchers 0,1g de chitosane dans des
solutions d’acide acétique de 50 % de concentration avec des proportions différentes de

glycérol (1%, 2%, 5%, 10%, 15%) et on maintient sous agitation magnétique pendant 4h.

La masse insoluble de chitosane a été filtrée, séchée a 60 C° dans I’étuve pendant 24h et pesée

pour évaluer le taux de solubilité.

.



I1l. Résultat et discussion

1. Solubilité en fonction de la concentration et la température de ’acide acétique

L’étude de ’effet de la concentration, de la température de la solution de I’acide acétique sur
la solubilit¢ du chitosane, a été réalisée sur des solutions de 1’acide a différentes
concentrations en variant la température (a 25°C et a 50°C).

Les figures ci-dessous de (1 a 8) représentent le taux de solubilité des échantillons du
chitosane, en fonction de la concentration des solutions d’acide acétique a 25 °C et a 50 °C.

Le taux de solubilité a été calculé par 1’équation proposé par Mohy Eldin et al [55] :

qir4 _ 1 _ |poidsdelafraction insoluble]o
taux de solubilité¢ = 1 [poi Ts totalo de Techantillon | 70 weesersssessssnenass Eqlll.1
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Figure 1 : taux de solubilité du chitosane de DDA=86.8 % en fonction de la concentration

de I’acide acétique et de la tempeérature
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Figure 2 : taux de solubilité du chitosane de DDA = 88 % en fonction de la concentration de

I’acide acétique et de la température
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Figure 3 : taux de solubilité du chitosane de DDA=87.5 % en fonction de la concentration de

’acide acétique et de la température
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Figure 4 : taux de solubilité du chitosane de DDA=86.75 % en fonction de la concentration

de I’acide acétique et de la température
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Figure 5 : taux de solubilité du chitosane de DDA = 85.69 % en fonction de la concentration

de I’acide acétique et de la température
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Figure 6 : taux de solubilité du chitosane de DDA=85.66 % en fonction de la concentration

de I’acide acétique et de la température

60%

50% -

40% \-

30%

20%

taux de solubilité %

10%

=4—25°C =f~50°C

O% . T T T T T 1
0% 20% 40% 60% 80% 100%  120%
concentration de I'acide acétique

Figure 7 : taux de solubilité du chitosane de DDA=87.48 % en fonction de la concentration

de I’acide acétique et de la température
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Figure 8 : taux de solubilité du chitosane de DDA=84.11 % en fonction de la concentration

de I’acide acétique et de la température

Ces figures montrent que la solubilité des échantillons du chitosane atteint son maximum a
une concentration de I’acide acétique de 50 %. Le chitosane atteint des taux de solubilité de
55 % a 69 %. En effet, le chitosane est soluble dans les acides faibles grace a la protonation de
ses groupes amine (-NH2) libres suivant 1’équilibre acido-basique :

-NH2 + H30* <<= -NH¥* + H20 ......... Eq 111.2

ces protons proviennent de la dissociation de I’acide acétique suivant 1’équilibre :

CH3COOH + H20 > CH3COO + H30"............ Eq 111.3

Ka = [CH3COO — ] * [H30 +]/[CH3COOH ]............. Eq I11.2

Avec Ka : constante de dissociation de I’acide.

On remarque que plus la concentration de 1’acide est importante plus sa constante de
dissociation est faible. Par conséquent, il y aura moins de protons H* libérés, ce qui engendre
une diminution du taux de solubilité du chitosane. Comme il est montré dans les graphes
quand la concentration de I’acide acétique est & 100%, c'est-a-dire le chitosane se retrouve
dans D’acide acétique pure, le taux de solubilité est le plus faible. L’absence de I’eau
provoque une partie du chitosane a s’agglomérer et précipiter. On se trouve devant un effet de

saturation des entités cationiques et ou 1’exces précipite dans le milieu. Ce caractere partiel




de la solubilité nécessite une investigation plus approfondie pour élucider la nature des
associations et des dissociations qui se sont révélées dépendantes de la concentration de
I’acide.

L’effet de la température sur la solubilité du chitosane est aussi illustré sur les mémes figures
de 1 a 8. On y voit clairement que la température améliore la solubilité du chitosane. D une
maniére générale la solubilité a 50 °C est plus éelevée que celle a température ambiante
(25°C). Nous n’avons pas essayé des températures plus élevées que 50 °C de crainte
d’affecter la structure macromoléculaire du chitosane par une dégradation indésirable. A titre
d’illustration, les échantillons du chitosane désacétylé a 10%-1h, a 30%-1h et a 40%-1h
atteignent leur taux de solubilité maximal a 50°C. Cet effet thermique sur la solubilité était
prévisible car la solubilité d’un composé dépend de la valeur du produit de solubilit¢ Ks du

composé et la valeur de Ks dépend de la température T selon la loi de Van t’Hoff :

dIn(Ks) A, H°
dr  RT?

Ou Adgiss H® représente 1’enthalpie standard de dissolution du composé que 1’on considére

généeralement indépendante de la température (on prend le plus souvent sa valeur a 298 K).

La solubilité étant toujours une fonction croissante de Ks on comprend que le plus souvent la

solubilité d’un composé augmente avec la température.

Comme il a été signalé dans le chapitre 11, nous avons préparé 17 différents grades différents
de chitosane mais nous avons estimé nécessaire de faire une sélection de 8 échantillons

seulement pour étudier la solubilité.

2. Effet du pH de ’acide acétique sur la solubilité du chitosane

L’étude de I’effet du pH de I’acide acétique sur la solubilité du chitosane, a été réalisée sur
des solutions de I’acide avec différents pH. La courbe ci-dessous représente le taux de

solubilité en fonction du pH des solutions d’acide acétique.

.
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Figure 9 : taux de solubilité du chitosane son DDA= 86.8% en fonction du pH
On remarque que plus le pH augmente plus le taux de solubilité du chitosane diminue.

Le chitosane est insoluble dans les solvants organiques, ainsi que dans 1’eau a pH neutre et
basique en raison des nombreuses liaisons hydrogéne entre les fonctions hydroxyle, amine,
acétamide et éther. En revanche, il devient soluble en milieu acide grace a la protonation de
ses fonctions amine libres [5].

Les répulsions électrostatiques entre les charges portées par les amines protonées deviennent
alors plus importantes que les interactions attractives intra et inter-chaines (liaisons
hydrogéene) et permettent la solvatation de la chaine. La solubilité du chitosane est donc
principalement gouvernée par I'hydratation des sites chargeés.

Le chitosane est soluble quand le pH de I’acide est inférieur au pKa intrinséque de la fonction
amine du chitosane soit 6.3 [49].

En réalité, pour les polyélectrolytes, le pKa n’est pas constant, mais dépend du degré de
dissociation a. Ainsi, en dessous du pKa du chitosane qui varie en fonction du DDA, une
majorité de fonctions amine est protonée, et le polymere devient soluble. Le chitosane de
configuration statistique ou les amines sont protonés est considéré comme soluble dans un
domaine de pH compris entre 1 et 6. Cette gamme n'est pas fixe et déepend fortement d'autres
facteurs comme le DDA et la masse molaire. Cette situation est traduite sur la figure 10 ou le

chitosane que nous avons préparé est légérement soluble a pH 7 ou pH 8.




3. Effet du degré de désacétylation du chitosane sur sa solubilité

La figure 11 montre I’influence du degré de désacétylation des échantillons du chitosane sur
les taux de solubilité. La figure 11 met en évidence la différence en termes de solubilité de

quatres échantillons ayant des degrés de désacétylation différents.
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Figure 10 : taux de solubilité en fonction du degré de désacétylation du chitosane a
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Comme prévu, on peut remarquer que plus le degré de désacétylation du chitosane augmente
plus la solubilité du chitosane est importante. La solubilité en milieu acide du chitosane

s’explique par le caractére cationique de ses fonctions amine lorsqu'elles sont protonées.

La densité de fonctions amine sur la chaine polysaccharide, par conséquent le DDA, va donc
beaucoup jouer sur la solubilité du chitosane.

L'augmentation de la proportion des motifs acétylés entraine des génes stériques qui seraient
responsables d'une rigidification de la chaine, ce qui entraine I’insolubilité du chitosane [56].
Quand le degré de désacétylation du chitosane augmente, la proportion des groupes acétyle
diminue et par conséquent la proportion des groupes amine augmente. Ceci facilite

I’hydratation des sites chargés autrement dit la protonation des groupes amine —NH2.

4. Effet de ’ajout du glycérol sur la solubilité du chitosane

Le but d’ajouter du glycérol vise a affaiblir les liaisons hydrogene dans le chitosane et ainsi
aider a la solubilisation de la macromolécule. Donc le glycérol peut étre considéré comme
agent facilitateur de solubilisation. La figure 13 montre I’influence du taux de glycérol sur la
solubilité du chitosane. Le glycérol a déja été utilisé comme un plastifiant dans la préparation
de films de chitosane pour ces propriétés qui diminuent les interactions intra et
intermoléculaire entre les fonctions dans la chaine polymérique. Autrement dit, les liaisons
hydrogéne et par conséquent les chaines polymériques serons plus libre et plus mobiles, et
donc I’hydratation des groupes ammonium sera plus importante [57].

Pour cette étude nous avons solubilisé une masse de chitosane dans des solutions d’acide

acetique de 50% avec des proportions différentes de glycérol (1%, 2%, 5%, 10%, 15%).

.
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Figure 12 : taux de solubilité en fonction du taux de glycérol dans 1’acide acétique

La figure montre 1’évolution de la solubilité du chitosane en fonction du taux de glycérol, le
premier point présente la solubilité de chitosane dans une solution de 50% d’acide acétique
sans glycerol. On ajoutant 1% de glycérol la solubilité a fait un saut important et passe de 50 a
55 % comme maximum. En augmentant la quantité de glycérol on constate que le chitosane
devient de plus en plus insoluble. L’effet du glycérol devient négatif rendant le chitosane
moins soluble au-dela de 2 %.

Les calculs de la théorie fonctionnelle de la densité montrent que la molécule de glycérol est
capable de former trois liaisons hydrogéne avec l'unité glucosamine puisque la molécule de
glycérol contient trois fonctions hydroxyles [58]. Celle-ci engendre un encombrement stérique
limitant I’acceés des molécules de 1’acide acétique aux groupes ammonium Se qui diminue leur

solvatation.

5. Mesure de l’indice de réfraction

Le but de cette caractérisation était de faire une corrélation entre 1’indice de réfraction et la
solubilité du chitosane. Nous avons mesuré 1’indice de réfraction a ’aide d’un réfractométre
d’Abbe. Quelques goutes de la solution de chitosane sont placées entre les deux prismes du
réfractometre ; le prisme réfractométrique et le prisme d’éclairage. La lecture de I’indice est

ensuite faite a température ambiante.

Les résultats sont présentés dans les tableaux de (1 a 8)




Tableau 1 : indice de réfraction en fonction du taux de solubilité du chitosane DDA =

86.6%
25°C
TS % 215 40 49 55 40
no 1,3390 1,3415 | 1,3465 | 1,3595 @ 1,3775
50°C
TS % 47,70 49,70 55 61,40 44
no 1,3370 1,3410  1,3460 | 1,3650 @ 1,3740

Tableau 2 : indice de réfraction en fonction du taux de solubilité du chitosane DDA= 88%

25°C
TS % 44 49 55 58 34
no 1,337 1,3405 1,347 1,3645 1,374
50°C
TS % 46 51 59 69 44,86
no 1,3385 1,342 1,352 1,3685  1,3765

Tableau 3 : indice de réfraction en fonction du taux de solubilité du chitosane DDA = 87.5%

25°C
TS % 54 52 49 55 34
No 1,34 1,3435 1,35 1,371 1,3735
50°C
TS % 48 50 51 52 36
Nb 1,337 1,342 1,347 1,3635 1,374




Tableau 4 : indice de réfraction en fonction du taux de solubilité chitosane DDA= 86.7%

25°C
TS% 50 572 54 58 34
Np 1,339 1,3415 | 1,3515 | 1,3685 | 1,3735
50°C
TS % 48 50 52 53 36
Np 1,3365 1,3405 1,346 1,3635 = 1,3745

Tableau 5 : indice de réfraction en fonction du taux de solubilité du chitosane DDA% =

85.69%
25°C
TS % 42,70 44,50 47,50 52,25 19,40
no 1,3395 1,3405 | 1,3465 1,363 1,374
50°C
TS % 41 43 45 50 33
no 1,337 1,342 1,3505 1,362 1,375

Tableau 6 : indice de réfraction en fonction du taux de solubilité du chitosane DDA% =

84.66%
25°C
TS % 45,73 46 46,75 47 42
Np 1,3395 1,3445 1,345 1,3635 1,378
50°C
TS % 43,70 47 49,70 55 44,90
No 1,339 1,343 1,3515 1,37 1,375




Tableau 7 : indice de réfraction en fonction du taux de solubilité du chitosane DDA% =

85.22%
25°C
TS % 46 48 572 53 40
no 1,342 1,341 1,3484 = 1,3634 1,377
50°C
TS % 48 50 53 56 34
no 1,3389 1,342 1,3467 @ 1,3630 1,369

Tableau 8 : indice de réfraction en fonction du taux de solubilité du chitosane DDA% =

84.10%
25°C
TS % 38 <8 42 46 28
no 1,337 1,34 1,3467 = 1,364 1,3734
50°C
TS % 39 41 44 52 34
Nno 1,3378 1,3401  1,3478 1,369 1,3723

A partir des résultats présentés dans les tableaux de 1 a 8 on remarque que plus le taux de

solubilité augmente, I’indice de réfraction augmente.

Si on ignorait le dernier point du tableau ou la solubilit¢ diminue fortement mais I’indice de
réfraction ne suit pas la méme tendance, on peut se permettre de considérer sur les quatre
premiers points du tableau que I’indice de réfraction €évolue avec 1’augmentation de la
solubilité. Ces informations peuvent révéler que les chaines polymériques ont des
configurations en solution complexes et des configurations agrégées ne sont pas a exclure.
Pour ¢lucider ce phénomene des techniques d’investigation trés poussées qui permettent de
mesurer des tailles de particules nanométriques telle que la diffusion de lumiére aux petits

angles sont nécessaires




I1. Conclusion

La cristallinité du chitosane est due aux nombreuses liaisons hydrogéne entre les fonctions

hydroxyle, amine, acétamide et éther [59]. La solubilité partielle du chitosane a une relation

avec la cristallinité du polymere, plus le polymere est cristallin moins il est soluble.

Le chitosane est soluble dans les acides faibles grace a la protonation de ses groupes amino (-

NH2) libres grace aux protons issus de la dissociation de 1’acide acétique.

Les résultats obtenus confirment que la solubilité du chitosane est influencée par plusieurs

parametres telles que la concentration, la température, le pH du solvant, le degré de

désacétylation du chitosane et le taux du glycérol dans le solvant.

Le chitosane atteint sa solubilité maximale dans les acides faible dilué

La solubilité du chitosane dépend de la température T selon la loi de Van t’Hoff
donc plus la température est élevée, plus la solubilité augmente

La solubilité du chitosane dépend du pko intrinséque du chitosane qui n’est pas
constant et évolue en fonction du degré désacétylation. Le chitosane est soluble dans
un pH inférieur a son pK intrinséque.

La solubilité du chitosane est plus importante a des degrés de désacétylation élevé

Le glycérol est bon plastifiant du chitosane puisque il augmente la flexibilité des films,
mais sa présence dans le solvant au dela de 2 % diminue la solubilité du polymere.

-
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CONCLUSION GENERALE

L’objectif général de ce mémoire était de s’initier a la recherche autour d’un théme de
recherche scientifique. L’extraction de la chitine & partir des carapaces de crevettes et sa
transformation en chitosane par désacétylation chimique était le theme choisi. Cette étude
nous a permis de découvrir la réalité de la recherche scientifique et les défis rencontrés. Nous
avons appris a utiliser différentes méthodes de caractérisation, essayer  différentes
expériences scientifiques et produire un éventail de grades de chitosane a partir d’une seule

chitine de base.

L’objectif scientifique de ce mémoire était de valoriser des sous-produits d’origine marins
(les carapaces de crevette) de la région mostaganemoise, en vue d’en extraire un matériau
naturel non-toxique qui est le chitosane, de le caractériser et d’étudier sa solubilité dans

différents milieux et sous différentes conditions.

Le chitosane était obtenue par une désacétylation chimique de la chitine par la soude
caustique a différente concentration et a différente période de temps afin d’obtenir des degrés

de désacétylation différents.

La chitine a été obtenue a partir des carapaces de crevette collectées a Mostaganem par trois

traitements successifs : une déminéralisation, une déprotéinisation et enfin une décoloration.

La chitine et le chitosane ont été caractérisés par FTIR afin de déterminer les fonctions
caractéristiques qu’ils contiennent et pH-métrie pour doser les amines protonnées et ainsi

déterminer le degré de désacétylation des échantillons.

Les échantillons de chitosane obtenues ont des DDA% supérieure a 80% selon les conditions
de la réaction de désacétylation (concentration de 1’hydroxyde de sodium et le temps de

réaction).

Et enfin nous avons étudié la solubilité du chitosane dans 1’acide acétique/eau en fonction de
plusieurs parametres tel que la concentration, la température, le pH de 1’acide acétique, le taux

de glycerol dans le solvant et le degré de désacétylation du chitosane.

D’une maniére générale les chitosanes que nous avons préparés etaient partiellement solubles
a différents degrés quelles que soient les conditions utilisees. Ceci dépend de la structure
cristalline des entités de la chitine restante sur la macromolécule qui elle-méme dépend de

I’origine de la matiére naturelle. Il n’est pas exclu aussi d’avoir une proportion de chitine




réticulée. Le taux de solubilité du chitosane passe par un maximum en fonction de la
concentration d’acide acétique dans le mélange acide acétique/eau puis diminue quand 1’acide

acétique est majoritaire. La température améliore la solubilité du chitosane.

La gamme de pH ou le chitosane est soluble n’est pas fixe et dépend du pKa intrinséque de la
fonction amine du polymere qui dépend du degré de désacétylation et de la répartition des

groupements amine le long de la chaine polymérique.

La solubilité dépend aussi du DDA du chitosane. Plus le DDA est éleve plus les groupements

amine sont nombreux et libre et leur protonation est plus facile.

Le glycérol ajouté au solvant en vu de rompre les liaisons hydrogene s’est révélé efficace
qu’aux petites concentrations inférieur a 2 %. Ce qui laisse penser qu’il faut I’étudier en tant

gu’agent solvatant et pas comme co-solvant.

-
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