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Introduction Générale

La glucosamine est un composé naturel présent dans le corps humain. C'est un amino-
saccharide qui joue un role essentiel dans la structure et la fonctionnalité des articulations, des

tendons, des ligaments et du liquide synovial [1].

La glucosamine est largement utilisée dans plusieurs domaines. En tant que
complément alimentaire, elle est souvent prise pour soutenir la santé des articulations,
soulager les symptémes de l'arthrose et favoriser la régénération du cartilage [2]. Elle est
également utilisée dans l'industrie pharmaceutique pour la fabrication de médicaments

destinés au traitement des affections articulaires [3].

En dehors de son utilisation dans le domaine de la santé articulaire, la glucosamine
trouve des applications dans d'autres secteurs. Par exemple, elle est utilisee en cosmétique
pour ses propriétés hydratantes et anti-age [4]. Elle peut également étre utilisée dans des
domaines tels que l'agroalimentaire pour ses propriétés épaississantes, stabilisantes et
texturants, ou encore dans la dépollution des eaux pour son potentiel de chélation des métaux
lourds [5].

La problématique de la glucosamine en Algérie est liée a la crise de production
rencontrée dans le pays. La production de glucosamine en Algeérie est actuellement
insuffisante pour répondre a la demande croissante de ce compose. Cette situation entraine
une dépendance excessive Vvis-a-vis des importations, ce qui peut avoir un impact sur la

disponibilité et les codts de la glucosamine sur le marché local.

Plusieurs facteurs contribuent a cette crise de production. Tout d'abord, il peut y avoir
un manque d'infrastructures et de capacités de production dédiées a la glucosamine en
Algérie. Cela limite la capacité du pays a produire suffisamment de glucosamine pour

répondre a la demande intérieure.

En outre, les ressources naturelles nécessaires a la production de glucosamine, telles
que les sources marines ou les co-produits de l'industrie alimentaire, peuvent ne pas étre
exploitées de maniére optimale en Algérie. Une attention insuffisante peut étre accordée a la

valorisation de ces ressources pour obtenir de la glucosamine.
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En conséquence, les consommateurs en Algérie peuvent faire face a des difficultés
pour accéder a des produits contenant de la glucosamine, que ce soit sous forme de

suppléments alimentaires, de médicaments ou d'autres produits dérives.

Pour résoudre cette problématique, il est important de développer des stratégies visant
a renforcer la production locale de glucosamine en Algérie. Cela pourrait inclure la mise en
place d'infrastructures de production dédiées, la promotion de la recherche et du
développement dans ce domaine, ainsi que I'encouragement de la valorisation des ressources

naturelles disponibles sur le territoire algérien.

En surmontant les défis liés a la production de glucosamine en Algérie, il serait
possible de réduire la dépendance aux importations, de garantir une disponibilité adéquate de
la glucosamine sur le marche local et de répondre aux besoins croissants des consommateurs

en matiére de produits contenant ce composé bénéfique pour la santé des articulations.

Dans ce contexte, le but de ce travail était de [D’optimisation d’extraction de la
glucosamine par voie hydro chimique a partir des déchets alimentaires : caractérisation
moléculaire et étude des procedés de modification fonctionnelle, dans la perspective de leur
utilisation dans le domaine cosmétique. L’objectif de notre étude est d’optimiser les méthodes
d’extraction de ces produits et de chercher a utiliser des déchets alimentaires comme source
alternative de glucosamine. Ce travail s’organise en deux parties : La partie bibliographique
comportant deux chapitres : le premier sur la chitine et chitosane et le deuxieme chapitre sur
la D-glucosamine et leurs dérives. La deuxiéme partie est consacrée aux résultats
expérimentaux et a I’exposition de ’ensemble des discussions. Elle sera subdivisée en deux
chapitres: le premier, regroupe les procédures expérimentales de Iextraction et la
caractérisation et le deuxiéme chapitre, nous exposerons les résultats et discussions.

Enfin, une conclusion générale sera presentée, ainsi que les différentes perspectives

concernant ce travail.
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Chapitre | : Chitine et Chitosane

I.  Chitine et Chitosane
En étant une source régénérable d’énergie et un matériau de base pour I’industrie, la

biomasse (matériau produit par des étres vivants) est depuis quelques années d’un grand
intérét pour les scientifiques. La cellulose, le polysaccharide produit par photosynthése dans
les plantes, compose la proportion la plus grande de la biomasse totale (environ 50 %). Le
second composé provient d’un autre polysaccharide, la chitine, qui est produite par les

animaux marins, les insectes et les champignons [1] (Figure I.1).

CH, CH

3
o o
OH
NH NH
HO L O HO 0
.--0 o -
9 HO o
NH
OH o:< OH
CHj

N-acétyl-D-glucosamine

OH
OH OH
HO . 0 HO o
_--0 o -
0 Ho o)
OH
OH OH

D-glucose

Figure. 1.1. Structure chimique de la chitine et de la cellulose

Le chitosane dérivé de la chitine désacétylée est un polymeére bioactif utile et
intéressant, en dépit de sa biodégradabilité [1], il a beaucoup de groupes latéraux aminés
réactifs, qui offrent des possibilités de modifications chimiques, la formation d'une grande
variété de dérivés bénéfiques, qui sont disponibles dans le domaine du commerce et d’autres
différents domaines [2].

La Chitine et le chitosane sont deux polymeres d'origine naturelle. Essences du milieu
marin, ils sont par leur abondance et réles dans le régne animal, I'équivalent de la cellulose

dans le regne végétal [3,4].
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I .1 Chitine

La chitine est un bio-polymére ou poly-(N-acétyle-D-glucosamine), qui présente les
polysaccharides le plus abondant dans la nature apres la cellulose. Elle est formee par des
résidus de N-acétyle-D-glucosamine liés par des liaisons f-(1-4) [1]. C’est un polymere
naturel qui est dans le régne animal 1’équivalent de la cellulose dans le regne végétal un
composant structural des exosquelettes de crustacés, mollusques et arthropodes. Elle est
aussi rencontrée dans la structure de la membrane cytoplasmique de certains champignons et
algues [2,3].

I.1.1. Structure chimique

La chitine est une molécule de la famille des glucides de formule (CsH13NOs)n. Ce qui
est un polysaccharide, plus précisément un amino-glucopyranane, compose d'unités de N-
acetyl-D-glucosamine (GIcNAc) et de D-glucosamine (GIcN) reliees par des liaisons
covalentes 3-(1—4) (Figure 1.2).

o) N0
\\~~ ",’ OH s\\~ ”’1
"""" NH TTTTTTUNH
JHO 5 o) HO o
- o)
0 HO 0
BRI NH\

OH o:< OH
: .
‘\\ CI:'B_ &I

Groupement Acétyle (Ac)

Figure 1.2. Structure chimique de chitine

1.1.2.Source de la chitine

Précédemment, les scientifiques ont rapporté que la chitine était présente
dans divers organismes. Mais de nos jours et aprés 1’analyse chimique, on estime qu'une
grande partie de la chitine produite dans la biosphére est présent dans les océans. On le
trouve dans les especes aquatiques appartenant aux phylatels [1-3]. En outre, la chitine a
également été détectée dans des champignons, des algues et protozoaires. Les sources de
chitine les plus facilement accessibles sont les exosquelettes d'Arthropoda, qui comprend les

insectes, les arachnides, les myriapodes, ainsi que les crustacés [3,4].
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Tableau. 1.1 : Les estimations approximatives de la chitine dans les principales sources

[46]

Sources de chitine

Cuticule de crabe (Grapsusmarmoratus) (Portunuspuber)(Maia squinada)
Cuticule de crevette (Palaemonfabricius)
Langouste (Palinurusvulgaris)

Cuticule de krill (Euphausiacea)

Squilla (Squillamantis)

Calmar (Loligovulgaris)

Coquille de palourde / d'huitre

Barnacle (Lepasanatifera)

Ecrevisses (Astacusfluviatilis)

Seiche (Sepiaofficinalis)

Cuticule d'insecte

Paroi cellulaire des champignons (Mucor rouxii) (Aspergillus niger) (Aspergillus
phoenisis)

Teneur en chitine %
15-30
30-40

32
20-30
20-40

40

3-6

07

36

20

5-25

10-25

D'un point de vue pratique, les coquilles des crustacés marins tels que les crabes et les

crevettes sont plus pratiques (Figure 1.2) ; Ils sont les déchets disponibles de I'industrie de

transformation des produits de la mer et utilisé pour la production commerciale de chitine[7].

La chitine constitue environ 14 a 35% des carapaces de crustacés qui contiennent pour le

reste des protéines et le carbonate de calcium([8].
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Sdurce de la Chitine
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Figure I.2.Différentes sources de la Chitine [8]

Tableau. 11.2 : Représente des exemples de sources contenant de la chitine, ainsi que les
compositions disponibles données

(8,9]
Sources Teneur en minéraux Teneur en protéines
Crabe 66.58 16.68
Crevette rose 42.26 34.02
Homard scyllaride 61.81 16.93
Langouste 63.94 15.56
Seiches 91.25 1.35
Coquilles de moules 23,25 9,99
Calmar gladiés 2.57 36.52
Cuticules d'insectes 11.70 39.80
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1.2.Chitosane

1.2.1. Définition

Le chitosane est un composé naturel, non toxique, biodégradable, possédant des
propriétés antibactériennes. 1l est disponible sous forme des solutions, des granules, poudre
et fibre. Le chitosane est disponible sur le marché a un degré de désacétylation (DDA) de 70
a 90 %. Le DDA est une des caractéristiques les plus importantes du chitosane puisqu'il peut
influencer non seulement ses propriétés physicochimiques, mais aussi sa biodégradabilité et
son activité immunologique [10]. La différence entre la chitine et le chitosane est
essentiellement reliée a la possibilité de dissolution du polymére dans une solution acide
diluée. Ainsi, lorsque la structure est soluble dans ce genre de solvant, elle correspond au
chitosane. Dans le cas contraire, ce sera la chitine.

Le chitosane se dissout dans des solutions diluées de la plupart des acides organiques
comme l'acide formique, acétique, tartrique o
u l'acide citrique, ainsi que dans certains acides inorganiques. Une valeur de DA supérieure a
60 % correspond a la chitine, ou les chaines deviennent complétement insolubles. Le
chitosane a une structure semi-cristalline avec un degre de cristallinité qui déepend du degré
de désacétylation. La cristallinité est maximale pour la chitine avec 0% de degré de
désacétylation et pour le chitosane désacétyle a 100 %. Une cristallinité minimale est
observée a un degré de desacétylation intermediaire. Cette cristallinité se traduit par
I'insolubilité de la chitine dans un milieu neutre ou acide [10].

1.2. Structure du chitosane

Le chitosane est un polysaccharide linéaire composé de S-(1-4) poly-D-glucosamine,
tandis que la chitine est composée de S-(1-4) poly (N-acétyl-D-glucosamine). Le chitosane

peut étre représenté par une structure chimique [11](Figure 1.4.).

I'\\O ;
OH : .
NH, "7 NH
HO (0] HO el
.0 (o) (o)
e o HO 0 (o)
NH,
OH OH

Figure 1.4.Structure chimique du chitosane
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1.2.1.Production de la chitine et du chitosane
Généralement, l'extraction de la chitine et le chitosane se fait avec deux voies :

chimique et biologique. La méthode chimique se fait avec les acides et les bases fortes pour

éliminer les minéraux et les protéines [12].

1.2.1.1. Extraction par voie chimique:
La chitine est présente dans les co-produits sous forme de complexe chitine-protéines-

minéraux (principalement du carbonate de calcium). Elle est extraite en trois étapes :
e Déminéralisation par hydrolyse acide pour éliminer les minéraux ;

e Déprotéinisation par hydrolyse basique pour éliminer les protéines ;

e Décoloration (ou blanchiment): étape facultative pour éliminer les pigments.

Entre ces différentes étapes, des opérations de lavage sont nécessaires. La chitine peut
ensuite étre désacétylée pour obtenir le chitosane, appelé également chitosane : par voie
chimique : a haute température par une base minéerale concentrée, par voie enzymatigque avec
la chitine-désacétylase. La frontiere entre chitosan et chitine correspond a un degré de
désacétylation (DD) de 60-70% [13]: en deca le composé est nommé chitine, au-dela,
chitosan. Le chitosan est soluble en milieu acide (a pH < 6,5) contrairement a la chitine qui
est insoluble. De trés nombreux dérivés bioactifs peuvent étre obtenus a partir de la chitine et

du chitosan par diverses réactions chimiques ou enzymatiques.
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Figure. I.5.Procédés d’obtention de chitine et de chitosane [14-16]

1.2.1.2.Par voie biologique
Les methodes biologiques d'extraction de la chitine ont été développées récemment. Ils

peuvent utiliser des enzymes purifiées ou des microorganismes entiers pour effectuer une
fermentation microbienne pour la préparation de la chitine [15], mais, plusieurs parametres
peuvent influencer I’efficacité de cette fermentation comme le pH, la température, la
concentration du glucose et du carbone et le temps de fermentation [16,17]. Bien que plus
respectueuses de l'environnement, ces méthodes restent moins efficaces. Les principales
raisons étant que : la protéine résiduelle dans la chitine produite reste souvent relativement
élevée, le temps de réaction est plus long par rapport a la déprotéinisation chimique et des
traitements complémentaires sont souvent nécessaires pour améliorer le degré de pureté en
chitine. Ces inconvénients rendent la méthode enzymatique peu susceptible d'étre appliquée a
I'échelle industrielle @ moins que des progres ne soient faits pour rendre le procédé plus

efficace.
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1.2.2.Propriétés physicochimiques et biologiques du chitosane
1.2.2.1.Propriétés physicochimiques

1.2.2.1.a. Degreé de désacétylation (DD)
Le degré de désacétylation est le principal paramétre qui distingue la chitine du

chitosane. Il est défini comme le rapport molaire des unités D-glucosamine et N-acétyl-D-
glucosamine dans la structure du polymeére. Etant donné que le degré de désacétylation
dépend principalement de la méthode de purification et des conditions de réaction, il est donc
essentiel de caractériser le chitosane en déterminant son DD avant son utilisation [18,19].
Plusieurs méthodes sont fournies pour déterminer le degré de désacétylation du chitosane, on
cite parmi eux : la spectroscopie IR, l'analyse élémentaire et la RMN sur des échantillons
solides ou le dosage UV, titrage colloidal et RMN liquide pour des échantillons en solutions
[20,21].

1.2.2.1.b. Masse moléculaire
La masse moléculaire (MM) du chitosane est la deuxieme principale caractéristique

apreés la DD. Sa determination qui nécessite la mise en solution du polymeére, peut se faire par
des mesures viscosimétriques ou par chromatographie par perméation de gel couplée a des
techniques de détection comme la mesure du degré de rotation du plan de polarisation de la
lumiére ou de sa diffraction. La valeur de la MM d’un chitosane dépend intimement du
procéde de fabrication car, celui-ci peut induire une dépolymérisation des chaines

macromoléculaires et/ou une dégradation lors de sa production [22].

1.2.2.1.c. Solubilite
Alors que la chitine est insoluble dans la plupart des solvants organiques, le chitosane est

facilement soluble dans les solutions acides diluées a un pH inférieur a 6,0. Les acides
organiques tels que les acides acétique, formique et lactique sont utilisés pour dissoudre le
chitosane[22,23]. Le plus couramment utilisé est une solution d'acide acétique a 1% a un pH
d'environ 4,0 a titre de référence [24,25]. Le chitosane est également soluble dans l'acide
chlorhydrique a 1% mais insoluble dans les acides sulfurique et phosphorique. La solubilité
du chitosane dans les acides inorganiques est assez limitée. Des solutions d'acide acétique
concentrées a haute température peuvent provoquer une dépolymérisation du chitosane [26].
Au-dessus de pH 7,0, la solubilité du chitosane est médiocre. A pH élevé, la précipitation ou
la gélification a tendance a se produire et la solution de chitosane forme un complexe poly-ion

avec un hydrocolloide anionique, ce qui entraine la formation d'un gel [27].
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1.2.2.1.d. Viscosité
La viscosité du chitosane dépend du DD de ce polymere. Plus il est desacétyle, plus il y

a de groupements amines libres, plus le chitosane est soluble et par voie de conséquence sa
viscosité est plus importante [28]. La viscosité dépend également de la concentration du
polymére (elle augmente avec la concentration), de la température (elle chute lorsque la
température augmente), du poids moléculaire (la viscosité intrinseque augmente en fonction
de 'augmentation du poids moléculaire) et enfin du pH (plus il est bas plus la viscosité est

élevée) [29,30].

1.2.2.2.Propriétés biologiques
Le chitosane présente d’exceptionnelles propriétés biologiques, propriétés qui sont a la

fois variées et complémentaires [31].

1.2.2.2.a. Biodégradabilité
La biodégradation du chitosane est assurée par des enzymes qui I’hydrolysent en

oligomeres. Cependant, le ou les mécanismes d’action ne sont pas encore clairement définis.
Chez ’homme et les mammiféres, ce role est assumé principalement par des lysozymes [32]
qui dégradent les liaisons [-(1-4)-Glycosidiquesdes unités N-acétylglucosamine en des
résidus N-acétylglucosamine et D-glucosamine, métabolisés ensuite dans I’organisme. Ainsi,
un chitosane avec une valeur de DD égale a 50% est facilement dégradé in vivo (lysozymes)
dans le sang et les tissus, sans accumulation dans le corps[33]. La dégradation dépend de
I’origine et des propriétés du polysaccharide (DD, masse molaire...). L’influence de la
structure cristalline, de ’agrégation des N-acétylglucosamines et de leur distribution a été

aussi mise en évidence [34].

1.2.2.2.b. Biocompatibilité

La biocompatibilit¢ d’un polymere est d’'une importance capitale pour une utilisation
thérapeutique potentielle [35,36]. Elle est caractérisée par trois propriétés principales : sa non
toxicité, sa cytocompatibilité et son hémocompatibilité [37,38].Le chitosane présente
I’avantage de réunir également d’autres propriétés tres intéressantes, il agit comme un agent

bactériostatique et antifongique [39,40].

23



Chapitre | : Chitine et Chitosane

1.2.2.2.c. Activité antimicrobienne
Le chitosane présente une activité antimicrobienne face aux différents groupes de

microorganismes : bactéries, virus, champignons, levures et moisissures [41]. En général, les
moisissures et les levures sont les plus sensibles au chitosane suivies des bactéries.
L'activité antimicrobienne du chitosane est influencée par de nombreux facteurs,
incluant l'origine biologique du chitosane, le pourcentage de désacétylation (plus le
chitosane est désacétylée, plus son activité antimicrobienne est forte), le degré de
polymérisation ou le poids moléculaire (plus la concentration en polymeéres de chitosane est
¢levée, plus Dactivité antimicrobienne est observée), ainsi que le type d’organismes ciblés.
La réponse du microorganisme quand a elle, dépend de la structure chimique du chitosane
utilisé et des conditions environnementales lors de l'interaction [42]. Plusieurs travaux de
recherches sur le mode d’action du chitosane livrent des hypothéses sur les différentes
interactions possibles entre les bactéries et le chitosane, et plus géneralement sur le réle
antimicrobien de ce polymere [42,43] :
® Le chitosane, de par sa nature cationique, interagirait avec la paroi cellulaire anionique
des microorganismes (interactions électrostatiques) ;

® Le chitosane adhérent facilement aux cellules microbiennes puisque les amines chargées
positivement agissent avec les charges négatives sur la membrane des cellules libérant
ainsi les constituants intracellulaires [44];

® Le chitosane pourrait chélater des ions métalliques nécessaires a la croissance
microbienne ou a la production de toxines [45] ;

® Le chitosane interagit avec la membrane des cellules pour altérer sa perméabilité

entravant ainsi I'entrée de certains nutriments [42].

1.2.2.2.d. Activité antioxydant

L’utilisation du chitosane comme antimicrobien, notamment dans les filiéres viandes et
poissons, peut étre justifié par son pouvoir antioxydant plus récemment identifié [46]. Les
mécanismes mis en jeu dans cette activité antioxydante du chitosane et surtout de certains de
ses déerivés comme le carboxyméthyl chitosane sont encore assez mal décrits et semblent étre
liés d’une part au caractére cationique de ces macromolécules et d’autre part a leur pouvoir
chélateur [47]. Ainsi le carboxyméthylchitosane en chélatant le fer libre issu des
hémoprotéines libérées lors du stockage et/ou de la préparation de la viande va fortement

ralentir le pouvoir catalyseur de ces ions sur le rancissement [48]. L’action stabilisatrice des
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fonctions amines du chitosane sur les aldéhydes volatiles issus de la dégradation des acides
gras insaturés semble également primordiale [49].

1.3. Principales applications

Le chitosane est un biopolymeére d'une importance croissante pour l'industrie et qui a
des impacts significatifs sur la recherche et le développement dans des domaines aussi variés
que la chimie, la biologie [50], la santé ou encore la protection de I'environnement. Ses
propriétés exceptionnelles expliquent I'engouement pour cette macromolécule naturelle,
extraite des carapaces de crustacés, considérée il y a encore peu comme des déchets. Il s'est
avéré que ce coproduit d'origine marine, tres bon marché, peut participer a I'élaboration de
nombreux produits commerciaux a haute valeur ajoutée et pratiquement, tous les domaines
d’applications industrielles, de la pharmacie a [D’agroalimentaire, en passant par
I’environnement, 1’agriculture, le textile, la papéterie et les cosmétiques, sont concernés.
Parmi ces domaines, la diététique et le biomeédical sont en plein essor [51,52]. Nous

présentons ici les plus prometteuses.

1.3.1.Domaines biomédical et pharmaceutique
Les nombreuses propriétés biologiques du chitosane (biocompatibilite,

bioactivité...etc.) en font un candidat de choix pour les applications pharmaceutiques,
biomédicales et cliniques comme agent antimicrobien, hémostatique, pansement
cicatrisant...etc [53]. Il est également utilisé comme un systeme de libération controlée
d’agents thérapeutiques par voie orale, transdermique, oculaire et nasale [54]. Il présente en
effet de bonnes propriétés muco-adhesives et une absence de toxicité qui le prédispose a des
utilisations en thérapie génique et pour la vaccination [55]. Des études récentes tendent a
montrer que le chitosane exerce un effet bénéfique sur le renforcement du systéeme
immunitaire, le contr6le du niveau de cholestérol et de sucre dans le sang, et prévient le
phénoméne de vieillissement [56]. Le chitosane est aussi utilisé sous forme d’hydrogels
chargés pour immobiliser des médicaments, des enzymes ou encore des substances

thérapeutiques comme les vaccins, les genes ou antigéenes [57,58].

1.3.2. Domaine Agricultural
Le chitosane est reconnu principalement pour étre un éliciter de résistance contre les

agents pathogenes chez les plantes ce qui réduit la croissance de champignons

phytopathogenes [59]. Le chitosane pourrait devenir I'engrais naturel et le pesticide du futur
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en tant que bio-pesticide. Sa présence comme fertilisant accélére la croissance des plantes et
améliore le rendement des cultures. En effet, I'enrobage de semences des céréales avec le
chitosane leur permettent de résister aux attaques de champignons et de bactéries pathogenes
[60].De plus, le chitosane permet de conserver les aliments pour bétail et protége les
animaux contre des problemes bactériologiques ou viraux. Il permet également de lutter

contre les infections respiratoires qui affectent les troupeaux bovins [61].

1.3.3. Domaine agroalimentaire

Dans les industries alimentaires, I'utilisation du chitosane n'est pas encore généralisée,
a l'exception des pays asiatiques comme le Japon ou de nombreux produits alimentaires
enrichis en chitosane (nouilles, pate de soja) sont trouvés [62]. Aux Etats-Unis, le chitosane
est utilise comme ingrédient fonctionnel et comme film comestible pour protéger les
aliments [63]. En Europe, la réglementation sur l'utilisation du chitosane dans le domaine

alimentaire est encore restrictive, il est utilisé comme un complément alimentaire [61].

1.3.4.Domaine Alimentaire
Le chitosane est utilise dans le domaine alimentaire pour différents besoins comme

agent de préservation, agent émulsifiant, agent de texture ou supplément diététique. Grace a
ses propriétés antibactériennes, il s’est montré efficace pour éliminer les bactéries
pathogenes tres présentes dans le domaine alimentaire (Salmonella, E.colietListeria).La
chitine partiellement désacétylée est utilisée d’une part pour désacidifier les extraits de café,
les jus de fruits ou de légumes, et d’autre part pour conserver la nourriture du fait de sa

capacité a immobiliser les cellules microbiennes ou fongiques [64,65].

1.3.5.Domaine Cosmétique
Les propriétés filmogénes et cationiques du chitosane sont exploitées dans de

nombreuses cremes ou lotions de soin pour les cheveux ou la peau. Il a aussi la capacité de
maintien de 'humidité de la peau, du traitement de l'acné, de ’amélioration de la souplesse

des cheveux et de la réduction de I'électricité statique dans les cheveux [66].

1.2.3.6. Environnement
Traitement de ’eau potable (coagulation/floculation, filtration, absorption) [67].

e Traitement des eaux usées (coagulant) [68].
e Traitement des eaux de piscine (agent chélatant de cations).
e Chélation des métaux toxiques et radio-isotopes.

e Récupération de métaux réutilisables.
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e Agent de déshydratation des boues.

1.3. Conclusion

Dans ce chapitre, nous avons défini, c'est quoi la chitine et la chitosane et ses
structures chimiques qui lui donnent des propriétés spécifiques pour leurs utilisations et
applications a la vie quotidienne. Comme j’ai discuté les méthodes d'extraction de ces derniers
a partir des déchets alimentaires par voie chimique qui se déroule en trois phases : Une
déminéralisation pour éliminer les minéraux, une élimination des protéines par une
déprotéinisation suivi par une désacétylation pour obtenir le chitosane, et une phase
facultative de décoloration (blanchiment) pour éliminer les pigments.Références
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Chapitre Il Glucosamine et leurs dérives

I. Introduction
Les sucres aminés, abondants dans le milieu naturel, sont connus pour former des

complexes avec les ions métalliques, et sont souvent combinés dans des polysaccharides ou
des monosaccharides d'origine animale ou végétale et jouent un réle important dans les
processus physiologiques. Les sucres aminés contenus dans les parois cellulaires des plantes
assurent le transfert des ions métalliques vitaux pour leur croissance [1,2]. De plus, ils sont
souvent associés a des composés organiques contenus dans les sols tels les acides humiques
[3] et interviennent dans le processus d'assimilation des métaux par les plantes.

La D-Glucosamine notre composé de base pour cette recherche est un produit naturellement
synthétisé par I’organisme[4], elle joue un role prépondérant dans le maintien de I’intégrité du
cartilage de ’ensemble des articulations. Pour modifier sa propriété pharmacologique, nous
avant synthetisé des nouvelles séries de f-D-Glucosamines.

Cherchons dans la litterature les differentes methodes de griffage des groupements
protecteurs au S-D-glucosamine chlorhydrate a fin de choisi une pour la synthese de certains

composés de imine dérivés de la $-D-glucosamine.

I1.1. Historique

La glucosamine a été préparée pour la premiere fois en 1876 par Georg Ledderhose par
I'hydrolyse de la chitine avec de l'acide chlorhydrique concentré[5-7].La stéréochimie a été
déterminée en 1939 par Walter Haworth[8].En 1969, des médecins allemands faisaient état
pour la premiére fois de l'utilisation clinique de la glucosamine pour traiter des patients
souffrant d'arthrose. La substance thérapeutique était alors injectée directement dans les
articulations atteintes ou administrée par voie intraveineuse ou intramusculaire. A la fin des
années 1970, une firme italienne (Rotta Research Laboratorium) a mis au point des
comprimés de sulfate de glucosamine, ce qui facilitait I'administration de cette substance.
D'abord tres populaire en Europe, la glucosamine a gagné les faveurs du public nord-
américain, si bien que, en 1998, plus d'un milliard de capsulesont été vendues aux Etats-
Unis.En 2006, une étude clinique réalisée sur 1583 personnes par une équipe de chercheurs
américains a porté sur I’efficacité de la prise de GlcN et/ou de chondroitine seul ou en
association contre un placebo [9]. Une étude récente européenne, lI'étude GUIDE, menée sur
318 sujets, revendique également les effets bénéfiques de la GIcN sur les douleurs articulaires
[10].
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11.2. Généralité sur les hétérocycles de types Osamines

La glucosamine est un glucide de la famille des osamines dont la structure est basée
sur celle du glucose. La glucosamine est un précurseur utilisé pour la glycosylation des
protéines et des lipides. C'est également un composant important de plusieurs
polysaccharides, en particulier la chitine, constituant majeur de la cuticule ou carapace des
arthropodes (insectes, crustacés...etc.). Dans la molécule de glucosamine, le carbone en
position 2 (2C) ne porte pas de fonction alcool mais une fonction amine primaire (-NH>)
orientée de la méme facon sur le carbone asymétrique. (Figure. 11.1).

OH OH
0O o}
HO 2 HO 2
HO OH HO OH
NH, OH
Glucosamine (GlcN) Glucose (Gle)

Figure. 11.1. Structure chimique de la Glucosamine et du Glucose

Dans les cellules vivantes, la glucosamine est synthétisée sous forme de glucosamine-6-

phosphate, a partir du fructose-6-phosphate et de la glutamine. La glucosamine (GIcN) est

classée parmi les agents dits chondroprotecteurs. Il s’agit d’une amine glycosylée que 1’on
trouve a I’état naturel dans le corps. Elle est utilisée comme substrat pour la synthése des
glycosaminoglycanes et des protéoglycanes de la matrice du cartilage articulaire. La GIcN
peut étre obtenue de facon naturelle par extraction de la chitine, qui provient surtout
d’invertébrés marins (carapaces de crevettes, de crabes, de homards... etc. Elle peut aussi
étre synthétisée [11]. Elle se présente généralement sous la forme de sulfate de glucosamine
(HSOsGIcN) [12](figure. 11.2).

(a) (b)
Figure. 11.2. Structure de D-Glucosamine (a) et de sulfate de D-Glucosamine (b).

O-IFigure. I.2. Structure de D-Glucosamine (a) et de sulfate de D-Glucosamine (b).
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Les osamines vraiment intéressantes du point de vue chimique et biologique sont les
hexosamines, les dérivés du glucose ou du galactose par substitution sur le carbone 2C, la
plus connue est la glucosamine obtenu a partir du glucose, par la méme substitution on obtient
la galactosamine [13] ou la mannosamine [14] , & partir du galactose ou du mannose, la
meéglumine (D-N-Methylglucamine) [15] quant a elle est dérivée du sorbitol dans lequel le
groupe hydroxyle en position | H est remplacé par un groupe methylamine (figure. 1.2).

[
TH
OH HO oH CH,
o OH NH, H—1—OH
R TASE o ~o/on  wo “\ o mo—l_u
HO HO
NH, 2
NH, H—T1—OH
H—T1—OH
CH,0H
Glucosamine Galactosamine Mannosamine Meglumine

Figure. 1.3. Structures chimiques des isomeéres des chaines de la D-Glucosamine

Les deux oses aminés les plus fréquemment rencontrés en biologie sont la D-
mannosamine(ManN) et la D-galactosamine(GalN), mais la D-glucosamine est plus utilisé
en chimie moléculaire. Ces oses sont particulierement abondants dans les glycoconjugués . En
parallele aux D-glucosamine, existe le groupe des amino-deésoxy-glucoses qui englobe des
molécules aminées dérivées du glucose dans lesquelles au moins un hydroxyle autre que celui
du carbone anomérique est remplacé par un groupe amine. Ces molécules sont fréquemment
rencontrées dans les étres vivants. La glucosylamine, 1’amino-3-désoxy-3-D-glucose ou
kanosamine, 1’amino-4-désoxy-4-D-glucose et I’amino-6-désoxy-6-D-glucose sont les plus

simples de la série.

11.2.2.D-glucosamine chlorhydrate
D-glucosamine chlorhydrate (GIcNH2HCI), endogene synthétisé a partir de glucose

qui est utile dans le traitement de maladies des articulations chez les humains et les
animaux[16]. La glucosamine chlorhydrate a été choisi a la place de sulfate de glucosamine
pour un certain nombre de raisons[17. La forme de chlorhydrate est plus concentrée que la
forme de sulfate, et la forme de chlorhydrate contient sensiblement moins de sodium par dose

efficace que la forme de sulfate. Le sulfate de glucosamine est stabilisé avec du chlorure de
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sodium (NaCl) et peut contenir jusqu’a 30% de sodium. Ceci est une considération pour les
personnes qui veulent réduire leur apport alimentaire en sodium. La glucosamine chlorhydrate
offre la promesse de la méme efficacité que le sulfate de glucosamine, la glucosamine est pas
absorbé intact avec son transporteur. Le corps ne se soucie pas comment il arrive glucosamine

tant qu’il est biodisponible [18,19].(figure.l1.4).

OH

HO
HO OH
NH,.HCI

Figure. 11.4 .Structure de D-Glucosamine chlorhydrate

Pratiqguement toutes les recherches scientifiques portent sur le sulfate de glucosamine.
C’est pourquoi la plupart des marques 1'utilisent sous cette forme, y compris la quasi-totalité
des marques qui ont enregistré la glucosamine comme médicament.

La glucosamine chlorhydrate de est une forme légerement plus douce. 1l y a eu peu de
recherches au sujet du glucosamine chlorhydrate qui semble un peu moins efficace dans la
pratique.

Grace a sa forme plus douce, la glucosamine chlorhydrate a I’avantage de provoquer
moins de réactions d’hypersensibilité gastro-intestinale. Le sulfate de glucosamine provoque
des réactions d’intolérance gastro-intestinale chez environ 3-5% des utilisateurs, lesquels
devraient peut-étre préférer la glucosamine chlorhydrate .1l importe de faire la distinction
entre les diverses formes de glucosamine car elles n’ont pas nécessairement toutes les mémes

effets [20].

11.3. Voie de synthése de glucosamine:

La glucosamine peut étre obtenue de facon naturelle par extraction de la chitine, qui
provient surtout d’invertébrés marins (carapaces, crevettes, crabes, homards et
céphalopodes...etc.). Elle peut aussi étre synthétisée [21].

La glucosamine peut étre synthétisée a partir de chitine et de chitosane par hydrolyse
chimique ou enzymatique. L'hydrolyse enzymatique présente des limites majeures du co(t
élevé de lI'enzyme, de l'instabilité enzymatique et de I'nydrolyse incompléte de la glucosamine
monomere. En approche chimique, en présence d'acide chlorhydrique concentré, on effectue

deux réactions catalysées par l'acide, c'est-a-dire la dépolymérisation et les désacétylation de
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la chitine et du chitosane, qui convertissent ces polymeres en chlorhydrate de glucosamine
[22].

De nombreux facteurs incluant la concentration d'acide, l'acide a la chitine (ou au
chitosane), La température de réaction et le temps de réaction affectent le rendement en
chlorhydrate de glucosamine. La glucosamine commercialisée est dérivée de la chitine, un
polymere présent dans 1’exosquelette descéphalopodes et/ou crevettes [23,24], le procédé de

fabrication du Glucosamine a partir de la chitine et chitosane (Figure.ll.5).

[ Co-produits de Céphalopodes et/ou Crevette]

Acide Déminéralisation
Base Déprotéinisation
H,0, Décoloration

Base
Désacétylation
. Haute
Chitine température
Hydrolyse Hydrolyse enzymatique Y
OH
“g;% OH oH oH
1
NH 0
4 o NHZI N, NH, !
HO n
oul'
OH
Glucosamine Oligosaccharide
T * Chitosane
Hydrolyse Hydrolyse enzymatique ‘

Figure. 11.5. Synthese du Glucosamine a partir de la chitine et du chitosane (Marinard
Biotech, 2003)
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Les osamines doivent étre sous une forme activée afin de participer a la construction des
molécules complexes comme les mucopolysaccharides (MPS).1ls cumulent les propriétés des
oses (réducteurs, formation de cycle,...etc.) et des amines (basique).

On les trouve dans :

4 les polyméres : Chitine et chitosane sont des copolyméres linéaires, aléatoires, de
glucosamine et de N-acétyl-glucosamine. Ils se différencient surtout par leur degré
d’acétylation (DDA), qui rend compte de leur degré de solubilité. Leur structure est trés
proche de celle de la cellulose [25].

Quelques 10 000 publications récentes, dont plusieurs livres traitent des multiples applications

recensées ou potentielles de ces composés (chitine, chitosane et Glucosamine), considérés

comme une des plus prometteuses bio-ressources.

I.4. Propriétés physiques et chimiques de la glucosamine

Les différentes propriétés physico-chimiques de la glucosamine a était regroupe dans
le tableau ci-dessous (Tableau. 11.1):

Noms

Nom de I'UICPA
(3R,4R,5S)-3-Amino-6-(hydroxymethyl)oxane-2,4,5-triol

2-Amino-2-déoxy-D-Glucose

Autres noms :2-Amino-2-deoxy-D-Glucosamine
2-amino-2-deoxy-D-Glucopyranose
D-(+)-Glucosamine

Synonymes :  Chitosamine

Symbole : GIcNH:

Propriétés

Formule chimique : CeH13NOs
Masse molaire 179.17 g-mol ™!
Densité : 1.563 g/mL
Point de fusion : 150 °C

log P ou Log Kow (Mesure de la solubilité)* : -2.175
Acidite (pKa) a 37°C : 12.273
Basicite (pKp) a 37°C : 1.724

* LogP = Log(Csolvant/Ceau)

Tableau .11.1. Propriétés physico-chimiques de la glucosamine[26]
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Le pKa de la glucosamine est donc treés favorable a une absorption au niveau de
I’intestin gréle et lui permet de traverser facilement les barrieres biologiques du corps. Par
contre dans I’estomac la glucosamine existe sous une forme trés polaire, ce qui constitue un
obstacle au passage a travers les membranes cellulaires [27] [28]. Donc ces molécules
présentent toutes les propriétés chimiques des oses (pouvoir réducteur, cyclisation,

mutarotation...etc.) auxquelles s'ajoutent celles de I'amine primaire (équilibre acido-basique,

formation d'amides (NH-C=0) avec les anhydrides et halogénures d'acyles...etc., qu’ils portants
des liaisons carbonyles.

11.4.1.Propriétés conformationnelles
11.4.1.1.Formes anomeres (a/f)

La glucosamine est un carbohydrate aminé qui possede différentes conformations. Un
équilibre existe entre sa forme ouverte et ses formes cycliques anomeres « et 5. La forme o est
celle ou le groupement OH du carbone anomériqgue 1C est du cOté opposé au
groupementCH>OH en 5C et la forme $ qui est celle ou le groupement OH en 1C est du méme
coté. Le passage d’un anomére a un autre par I’ouverture du cycle est un phénomene spontané
appelé mutarotation (Figure .11.6). Pour représenter un ose sous sa forme linéaire, nous
adoptons généralement la représentation de Fischer. Dans le cas des formes cycliques, la

représentation sous forme chaise peut étre employée.

H o

\/
OH

H————NH,

— ] H§ ———= HO “@
HO H —/]—= HO

NH, !
H———OH ®
(o)
H————OH

CH,0OH
Ouverte

Figure. 11.6. Mutarotation entre les formes a, ouverte et # de la D-Glucosamine

Plusieurs études ont montré que les formes anomériques de la glucosamine ou de
monosaccharides tels que le glucose pouvaient étre identifiées et séparées en HPLC [29-30]ou
en électrophorése capillaire .Ces études ont permis de déterminer les proportions de chacune
des formes en équilibre. Ainsi, alors que dans le cas du glucose il a été montré que la forme

prédominante est la forme g (64 %), suivie de la forme a (36 %) et de la forme linéaire (<0.1
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%) ,dans le cas de la glucosamine, une étude en électrophorese capillaire apres dérivation de la
glucosamine par la fluorescamine [31]a montré que la forme prédominante est la forme a. Ces

proportions sont toutefois dépendantes des conditions de pH et de température utilisées.

11.4.1.2.Formes pyranose et furanose
Lorsqu’elle se cyclise, la glucosamine peut se trouver sous forme pyranose (cycle a
6chainons), qui est la forme la plus stable, ou sous forme furanose (cycle a 5 chainons).
L’équilibre est majoritairement déplacé vers la formation de la forme pyranose. Une autre
représentation des formes cycliques est généralement employée pour mettre en évidence ces
deux conformeéres : il s’agit de la représentation de Haworth. Sur la figure. 11.7 sont
représentées les formes pyranoses (représentation chaise et représentation de Haworth) et la

forme furanose (représentation de Haworth) de 1’a-D-glucosamine.

HO
6——OH
HO 5
s—0
4
= 4\ OH 1 ~—
OH OH
NH
NH, :
Forme pyranose Forme furanose

Figure. 11.7. Equilibre entre les formes pyranose et furanose de I’a-D-glucosamine

Par conséquent, la glucosamine posséde différents isomeres dont la conformation et la
proportion sont a prendre en compte lorsque 1’on veut complexer la glucosamine. Dans le cas
ou un seul isomere est requis pour effectuer une réaction, il est possible de bloguer une
conformation en protégeant le groupement hydroxyle du carbone anomérique par un

groupement méthyle.

11.5. Domaines d'application de la D-Glucosamine
Les principaux domaines explorés sont I’agriculture, I’alimentation, la médecine et la
chirurgie, les biotechnologies et les textiles, la cosmétique, le traitement des eaux, les
polymeres et leurs applications...etc.[32].
4 les parois des cellules (peptidoglycane ou muréine ou mucocomplexe, ou mucopeptide)
[33,34]:forme la

paroi bactérienne des bactéries a Gram positif €t @ Gram négatif, maintenant la forme des cellules et

assurant une protection mécanique contre la pression osmotique [35].

41


https://fr.wikipedia.org/wiki/Mur%C3%A9ine
https://fr.wikipedia.org/wiki/Paroi_bact%C3%A9rienne
https://fr.wikipedia.org/wiki/Gram_positif
https://fr.wikipedia.org/wiki/Gram_n%C3%A9gatif

Chapitre Il Glucosamine et leurs dérives

4 les glycoprotéines est une protéine portant un ou plusieurs groupements oligosaccharides.
C'est un hétéroside (composé de plusieurs oses différents [36] dont le premier motif

glucidique est fixe de fagon covalente a la chaine polypeptidique.

11.6.1.Utilisations de D-glucosamine au médecin
La glucosamine est utilisée pour lutter contre les symptémes de I’arthrose [37] lorsque

celle-ci est légere ou modérée. La glucosamine permet en effet de soulager les douleurs et de
rendre une partie de la mobilité aux articulations touchées. Elle est surtout employée en cas
d’arthrose du genou mais également en cas d’arthrose de hanche (elle se révele peut efficace
en cas d’arthrose vertébrale). De plus, la glucosamine est utilisée pour ralentir ’évolution de
I’arthrose. Dans certains cas, elle permet d’éviter une intervention chirurgicale visant a mettre
en place une prothése. On I’utilise pour accélérer la guérison chez les athlétes ayant été
victimes d’une blessure articulaire (notamment au niveau du genou). Ces mécanismes
expliqueraient également que la glucosamine puisse faire régresser la maladie. La
biodisponibilité [38]de la glucosamine n’est que la glucosamine n’est que de 26% lorsqu’elle
est administrée par voie orale. En tant que complément alimentaire, la glucosamine peut étre
employée en toute tranquillité car elle est réputée sans danger (elle présente moins d’effets

indésirables que les anti-inflammatoires non stéroidiens AINS) [39].

11.6.2.Utilisation de la D-Glucosamine en synthése Organique
Lors d'une synthése organique, plusieurs groupes protecteurs peuvent étre présent

simultanément sur la D-glucosamine. La stratégie de synthese choisie va nécessiter la
déprotection sélective et successive des différentes fonctions. Plusieurs travaux qui étudient
les réactions de protection de D-Glucosamine avec différentes groupements protecteurs pour
I’objet de protége la fonction amine primaire (NH>) et/ou les quatre groupements hydroxyles
(1H, 3H, 4H et 6H).Cette modification peut en effet permettre d’améliorer leurs propriétés

physico-chimiques et pharmacologiques (Figure 11.8).

1,3,4,6-GP-D-GIcNHGP

Figure. 11.8.Différentes cites de modification de la glucosamine
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11.6.1. Fonctions protégées de la D-glucosamine

La synthése avec des sucres nécessite certaines précautions afin d’obtenir une bonne
sélectivité. En effet, puisque les Osamines contiennent quatre fonctions alcools et fonction
amine, celles-ci doivent étre partiellement protégées afin d’éviter la formation de plusieurs
produits pendant la réaction.

Dans les sucres aminés, le premier groupement fonctionnel a protéger est I’amine car les

amines sont généralement plus réactives que leurs homologues hydroxyles [40].

11.6.1.1. Protection des groupes amine et hydroxyle

11.6.1.1.1.Protection du groupe amine (-NH>):
Les amines présentent trois réactivités susceptibles d'étre protégées [41]. Elles

sont nucleophiles, basiques et, pour les amines primaires et secondaires, acides. Les amines
peuvent étre protégees sous la forme d'imides, d'amides, de carbamates, d'imines, d'énamines,
de deriveés sulfonylés, N-sulfenylés, N-alkylés ou N-silylés ~ [42] plus de 350 groupes

protecteurs (statistique 2017) des amines ont été décris.

11.6.1.1.1.a. Protection de fonction amine par chlorure d'allyloxycarbonyle
La méthodologie suivie par Boullanger [43], pour protéger fonction amine de la D-

glucosamine chlorure par d'allyloxycarbonyle (Figure. 1.9).

OH o OH
HO o c1)J\/\/ o
HO
HO OH HO OH
- NaHCO4.H,0
OOC N H
O‘j/
§
Alloc

Figure. 1.9.Protection de la fonction amine par chlorure d*allyloxycarbonyle

L'élimination de ce groupe protecteur peut étre réalisée par le tetrakis (triphénylphosphine)
palladium (0)[44]TPP palladium(0), formule moléculaire est C72HgoP4Pd.
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11.6.1.1.1.b. Protection de fonction amine par anhydride phtalique
L’introduction de groupement anhydride phtalique sur I’amine exiger une réaction

d’acétylation, qui permet de fermer le cycle imidique (Figure. 11.10)[45] I’anhydride
phtalique a été largement utilisé dans la protection des fonctions amines.

(0]
OH OH OAc
(0]
(0} o o
HO | ,oH_O HO Ac0 AcO
HO —— Ho InOH ————————> 40 I ~0Ac
NH, cat. DMAP
NaHCO; (1IM) NH NH
6h 0:2 ;COzH 0:: COAc
OAc
o
AcO
AcO 1 LOAc
o N o) Cyclisation
intramoléculaire
-—

(Phth)

Figure. 11.10.Protection de la fonction amine et ensuit I'acétylation

Le clivage de l'anhydride phtalique se fait en milieu I'hydrazine dans I'éthanol (Figure.

I1.11),avec un Rendement de 76%.

OAc (0]
(II:
ACO 0 CONH-Gle-Ac o “NH
OA 5 A0 + |
AcO ¢ + NH,NH, ———> @ AcO OAc _NH
NH,

CONH-Glc-Ac ﬁ

Figure. 11.11.Déprotection N-Phth en présence d’hydrazine.

11.6.1.1.1.c. Protection par chlorure d’acryloyle

L’introduction d’un groupement acryloyle en position 2 se fait par ’addition nucléophile

de la D-glucosamine sur le chlorure d’acryloyle (Figure. 11.12)[46,47].
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OH OH

0 o
HO 2 HO 2
HO OH *+ / — o OH
NH, a NH

Figure. 11.12.Protection de la fonction amine I’acrylation.

11.6.1.1.2. Protection des fonctions alcools :

De trés nombreuses stratégies de protection des alcools ont été développées. Cette

connaissance est particulierement importante lors d'un travail dans la série Osamines.

11.6.1.1.2.a. Protection de I’alcool (1C) anomérique:
Le groupement allylique est un groupement protecteur utilisé pour la protection sélective

de I'hydroxyle en position anomérique (1C), a été choisi car il est stable dans des conditions a
la fois acides ou basiques.

La réaction d’allylation s’effectue par la bromation de la fonction alcool en position
anomérique suivie par reaction de W Koenigs et E Knorr [48]en présence de HgClx(Figure.
11.13) [49].

OAc OAc
o . o
AcO i) HBr/AcOH, AcONa AcO /\/
AcO 1 i)HO AcO o
PhthN NN, HegCl

PhthN
OAc

Figure. 11.13.Allylation par la réaction de Koenigs-Knorr

Cette procédure s'est avérée inefficace ; c'est une réaction en deux étapes qui utilise
des réactifs hautement sensibles (HBr/AcOH) et dangereux (HgCl,). La formation du
bromoglycoside est trés instable qu'il a été hydrolyse a I'OH anomére déprotégé .1l peut étre

éliminé sélectivement par I'utilisation de catalyseur a l'iridium.

11.6.1.1.2.b.Protection de I’alcool primaire (6C) :
11.6.1.1.2.b.1.Protection par le chlorure de trityle

Le trityle, est largement utilisé en synthése saccharidique. Le grand succés de ce

groupement est d a leur caractére hydrophobe qui permet l'augmentation de la solubilité des
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osamines semi-protégés dans les solvants organiques .L’introduction de ces dérivés sur la D-
Glucosamine s’effectue dans des conditions douces qui permettent la protection sélective des

fonctions alcool primaire(Figure. 11.14) [50].

Tr

6 on
6
0 o
HO TrCl > HO
HO le) HO o
X NEt; / DMAP VAN

NPhth NPhth

Figure. 11.14. Protection I’alcool primaire par le chlorure de trityle

Le trityle est un groupement protecteur tres stable qui nécessite des conditions de

déprotection difficiles.

11.6.1.1.2.b.2. Protection par le chlorure de tosyle

La tosylation réalisée sur le D-GlucNHAIlloc, donnant un groupe hydroxyle protége en 6C.
Ensuite a été effectué l'acétylation, la protection de I'nydroxyle primaire était faible rendement
10%(Figure. 11.15) [51].

i) Chlorure de tosyle Me
0] ii) Ac,0, Pridine (0]
HO OH HO
HO HO OH

Figure. 11.15. Tosylation de I'hydroxyle primaire

La méthode de déprotection sélective de I'nydroxyle primaire 6H [52]est celle qui se fait
dans le Ti(O-i-Pr)s4, MesSiCl/ THF & 50°C.
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11.6.1.2. Protection de la fonction amine et la fonction alcool position 1H.

La synthése de cet imidate est réalisée selon le mode opératoire décrit dans la littérature [53,54]

en trois étapes a partir du chlorhydrate de la D-glucosamine (Figure. 11.16.).

OH OH OAc
(o} 0, ; . 0,
HO OH Anhydride phtalique HQ Acétate d'hydrazine AcO
Ho ; NaHCO HO f~OH > AcO ! 0OAc
NH, a 3 DMF
Ac,0/Pyridine NHPhth NHPhth
OAc
0]
AcO 0] CCly C1;CCN, DBU

AcO 1 Y
NHPhth CH,CL,
NH

Figure. 11.16. Reaction de synthese du donneur de glycosyle

11.6.1.2. Protection totale par ’anhydride acétique:
En raison de leur importance, plusieurs méthodes de protection avec le groupement

acetyle ont été développeées dans la chimie des Osamines [55]. La protection totale des alcools
des sucres amines par le groupement acetyle est généralement introduite en solubilisant le
sucre amine dans la pyridine et en ajoutant de lI'anhydride acétique [56]. La protection d’un
mélange racémique en présence d’une quantité catalytique de ZnCl, ou d’autres catalyseurs
acides comme HCIO4 dans I’Ac20O, permet a protégé anomere o le plus stable [57].11 est
possible d’orienter la réaction vers la formation de I’anomere £ en opérant dans I’anhydride

acétique a 100% en présence d’AcONa (Figure. 11.17).
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OAc

100%
Anomére S

Pyridine/AcONa | 5éq Ac,O

OH

OH

OAc OAc

AcO OAc AcO’ OAc
NHAc NHAc

1,2,3,4,6-penta-0-acétyl-pD-glucosamine

Figure. 11.17. Protection totale du D-glucosamine par I’anhydride acétique.

La méthode qui est probablement la plus utilisée pour déprotéger ce groupement est la
procédure de Zemplen [58].1l s'agit d'une réaction de trans-esterification effectuée dans le
méthanol et catalysée par une trace d’AcONa. Les alcools peuvent aussi étre déprotéges en
milieu CHsOH/NH3 [59].

La meilleure méthode de déprotection sélective de la position anomérique est celle qui se
fait dans le (NH4).CO3/DMF [60].

11.6.1.3.1.Synthése de D-Glucosamin-azométhine
La littérature fait mention de nombreux travaux concernant la réaction de condensation

des aldéhydes ou des acétones avec p-D-glucosamine natif et/ou greffe par les groupement
protecteur (GP), nous avons retenu dans ce manuscrit les plus importants et surtout ceux qui
nous semblent étre réalisables dans notre laboratoire et qui s’inscrivent aussi dans le contexte

de la chimie verte.
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11.6.1.3.1.1. Synthese d’azométhine-g-D-Glucosamine protégée a partir du benzaldéhyde
substitue

Dans la littérature, une synthese chimique des f-D-glucosamin-azométhines, il s’agit
de la condensation de différent benzaldéhyde substitué, avec de la f-D-glucosamine protégée en
présence de pyridine, a permis obtenir d’imines [61].11 se forme une molécule d'eau lors de
cette condensation (Figure. 11.18).

AcO Pyrldme AcO

OA
+ H,0
NH,.HCl1 CH,Cl, 2
24h, Tamb
R=H
R=CH;
R= OCH3
R R=0H

Figure. 11.18.Synthese de différentes p-D-Glucosamin-azomethines a partir de différents

aldéhydes

La p-D-glucosamin-azométhines a une stéréochimie (Z ou E). Les atomes de

carbone et d’azote sont hybridés sp?. La réaction est totalement équilibrée.

11.3.5.3.2.Condensation par L'acide déhydroacétique
La synthése d’azométhine dérivés de f-D-Glucosamine natif a partir d’acide déhydroacétique

dans le milieu agueux en présence de bicarbonate de sodium [62](Figure. 11.19).

OH o (o) OH
HO A
OH
HO o o HOHO OH
NH,.HCI Méthanol/ H,0 N
Reflux OH
3h |
S
(0) (0]

Figure. 11.19.Réaction de condensation de #-D-Glucosamine natif par I’acide

déhydroacétique
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Les imine sont facilement hydrolysées en carbonyle et amine par les acides aqueux (par
exemple : HCI 5M /Acétone)[63], en fait, la plupart étre hydrolysée par 1’eau, donc en peu

dire que I’imine c’est un groupement protecteur spécifique pour la fonction amine.
11.5. Utilisation des Dérivés de D-glucosamine en réaction chimique

11.5.1. Utilisation des D-glucosamin-azométhines dans les différents domaines
L'importance des azométhines réside dans leurs utilisation comme antibactérienne,

antifongique, anti tuberculose, anticancéreuses et anti-tumeurs, ainsi que leurs capacités de
capturer des ions métalliques. Les imines jouent un réle important dans la chimie analytique

et industrielle, comme elles ont I'nabitude de résister a la corrosion des métaux [64].

11.5.1.a.En catalyse
Les azométhines ou leurs complexes avec des métaux sont employées dans plusieurs

types de réactions, on cite par exemple : des réactions d'époxydation, d’hydrolyse et des
réactions de décomposition. Des complexes de Co(ll) avec les azométhines sont utilisés dans
I'époxydation d’oléfines. Certains complexes de cuivre, attaches a des acides aminés,

augmentent le taux d’hydrolyse (de 10 a 50 fois) plus que I’ion de cuivre (II) seul [65].

11.5.1.b.En biologie
Ils posseédent plusieurs applications, parmi lesquelles, leur application comme

antimicrobienne ; les azométhines d’acide aminé et leurs complexes avec le Cobalt et Fer
montrent une activité bactériostatique vers B. Sublitis, E. Coli et S. Aureus.

Cependant, les complexes de Zn(Il), Cd(Il), Ni(ll) et Cu(ll) avec les azométhines par
exemple les composés du furfural, semi-carbazide et avec la diamine furfuralidene montrent
une activité antibactérienne. D’autres applications biologiques peuvent étre citées :

antifongique, antiviral, insecticide, anti-inflammatoires, anti-tumeur et cytotoxique [66].

11.5.1.c.En polymeére
Ils sont utilisés notamment dans la dégradation de résines (gomme) naturelle, comme

initiateur d’émulsion polymérique et la copolymérisation des monomeres de dienyl et vinyle.

11.6. Conclusion :

Au cours de ce chapitre nous avant présenté une généralité sur les hétérocycles de type
Osamines et leurs intérét biologique qui est la D-glucosamine, ses propriétés et son

utilisation. Nous avons rapporté une petite explication sur les mécanismes qui expliqueraient
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I’efficacité potentielle de la D-glucosamine dans le traitement de I’arthrose et sa réactivité

pour essayer de mettre en évidence une relation structure - activité.
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Chapitre Il Procédures expérimentales De I’extraction et la caractérisation

MATERIEL ET METHODE
I11.1. Objectif d’étude

L'objectif de cette étude est de faire I'extraction de la glucosamine (de la chitine et ses
dérivés chitosane et glucosamine) a partir des déchets alimentaires et faire I'étude a des co-
produits mers (crevettes), et des co-produits non mer (mais et la coque de cacahuétes) et de
trouver le bon rendement optimal en suivants les étapes de travail : déminéralisation,

déprotéinisation, désacétylation et décoloration.
111.2. Matériels d’expérimentation

111 .2.1. Solution et produits utilisé
o HCI

o NaOH

o Acide acétique
o Ethanol

o Méthanol

o Eau oxygénee

o Eau distillé

111.2.2. Appareillages
o Balance

o Etuves

o Papier-pH

o Les verreries de laboratoire
o Plaques chauffante

o Agitateur
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111.3. METHODE D’ETUDE

111.3.1 Extraction de la chitine et ses dérivés:
Prétraitement des échantillons

A. Préparation de la poudre de crevettes

Les résidus de carapaces de crevettes, nous avons les nettoyer a I’eau du robinet. Puis, nous
avons laissé sécher a température ambiante pendant 24 heures a 48 heures a I’air libre, ensuite,
nous avons broyé les carapaces de crevettes séchées jusqu'a ce qu'elles deviennent poudre

rose.

Tamisage

Figure 1.1 : préparation la poudre de crevettes
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B. Préparation de la poudre de la coque de cacahuetes

Apreés l'obtention des cacahuétes, nous avons trié les plus propres possible. Ensuite, nous
avons lavé a I'eau de robinet et a l'aide de la brosse pour éliminer la poussiere et les résidus
organiques, nous avons séché a température ambiante, Apres le séchage ont cassé la coque
pour récupérer juste la coque. Ensuite, nous avons broyé ces coques de cacahuetes jusqu'a

ce qu'elles deviennent poudre.

Figure 1.2 Préparation de la poudre de cacahuéte
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C. Préparation de la poudre de mais
Nous avons nettoyé a l'aide d'un chiffon humide les grains de mais puis nous avons

laissé sécher a température ambiante jusqu'au séchage complet, Ensuite, nous avons broyé ces
grains de mais jusqu'a ce qu'elles deviennent poudre jaune.

Figure 1.3mais en forme de poudre
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I11.4. Extraction de la chitine

111.4.1 Procédure chimique

> Etape 1: Déminéralisation en milieu acide
La déminéralisation consiste a traiter les co-produits par une solution d'acide

généralement du HCI pour solubiliser et éliminer les minéraux (carbonate de calcium et le
chlorure de calcium), comme décrit dans la réaction suivante :
2 HCl (ag) + CaCO3(5y—CaClz (aq) + H20(1) +CO2(g)

Les concentrations en HCI rencontrées sont comprises entre 0,5 et 11 N et le ratio entre
1:10 et 1:40 (g/v). La deéminéralisation dure entre 15 min et 48 h, de la température
ambiante a 50 °C [1, 2].

La plupart des autres minéraux présents réagissent de facon similaire et donnent des sels
solubles en présence d'acide. Les sels formés peuvent étre separés de la chitine par simple
filtration suivie de lavage.

Une grande quantité de mousse est produite durant la déminéralisation résultant du
dégagement du gaz carbonique. La vitesse d'expansion de la mousse produite dépend de la
vitesse de la réaction de déminéralisation et peut conduire au débordement du milieu
réactionnel. L'ajout d'un agent anti-moussant permet une libération plus constante du gaz
limitant le risque de débordement de la solution [3].

Manipulation

40 g de la poudre séchent du co-produit a été dispersée dans 250 mL jusqu'a 350 ml

d'une solution de 1,5 M de HCI, le tout est mélangé a tempeérature ambiante pendant 2 h et a
température de 50 a 80 °C durant 3 h. Le produit obtenu est ensuite récupeéré, filtré et lavé
plusieurs fois jusqu’a ’obtention d’un pH neutre (papier PH), le produit récupéré est ensuite
séché a I'étuve a 80 °C durant 24 h. La figure 4, montre quelques-unes des étapes de

déminéralisation de la poudre de coproduits (crevette, cacahuétes et de mais).
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Etape 2 : Déprotéinisation (NaOH)

A D’état naturel, on retrouve la chitine sous la forme Chitinoprotéine [4]. C’est-a-dire
que les protéines liées a la chitine. Les protéines sont éliminées par hydrolyse basique, les
réactifs employés dans cette étape sont des bases fortes comme I'nydroxyde de potassium
(KOH), mais pour des raisons économiques 1I’hydroxyde de sodium (NaOH) privilégie. Matis,
aucun procédé n'est parvenu a éliminer les protéines dans une période inférieure a six heures.
Dans les meilleurs cas, il reste toujours quelques résidus protéiques attachés a la chitine. 11
semble que les liens entre les protéines et la chitine différent d'une espéce a l'autre et que le

traitement doit étre varié.

Al Sagheer [2] montre dans ces études que la déprotéinisation de la chitine est effectuée
avec une solution de NaOH 1M avec un rapport solide — liquide (1 :20 /g : ml) a 70° C,
pendant une nuit. Par contre, dans une autre étude réalisée par EI Knidri [5] montré que la
déprotéinisation est effectuée avec un traitement alcalin de solution d'hydroxyde de sodium a
10 % a tempeérature de 80 °C durant 2 h avec un rapport solide — liquide (1 : 10 /g : ml) pour

éliminer les proteines.
Manipulation

% Le produit déminéralisé est mis sous agitation ou dans une solution alcaline de NaOH
2,5 N pendant 2 h a température ambiante et a température de 60 a 70 °C pendant 4 h.
Le produit traité est filtré de la solution basique puis lavé a ’eau distillée. Enfin, c'est
mis a I’étuve pour sécher a 60 a 70 °C durant 48 h jusqu'a l'obtention d'un poids stable.

Etape de centrifugation 1000 °C durant 10 min L’obtention de la chitine brute.

> Etape 3 : Désacétylation

Le principe de cette étape est d’enlever des groupes acétylés de la chitine pour obtenir le
chitosane, cette opération est faite dans un milieu basique, généralement des solutions
concentrées de NaOH ou de KOH a une température éleve [6]. Les conditions spécifiques de
la réaction dépendent du produit de départ, du prétraitement réalisé auparavant et du degré

souhaité de désacétylation.
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Manipulation

20 g de chitine a été traité par solution de NaOH (70%) avec une température trés élevée
(121-122°C) de plaque chauffante pendant 3 a 4 h, puis lavé par 1’eau distillée 3 fois jusqu’au

pH= neutre. Le produit récupéré sera ensuite séché a 1’étuve pendant 24 heures a 50 °C.

> Etape 4: Décoloration (blanchiment)
Le pigment dans les carapaces de crustacés forme un complexe avec la chitine [4]. Ces

traces de pigments peuvent étre éliminées par une oxydation, généralement un mélange de
H20, et ACOH le mélange sera laissé sous agitation pendant une heure jusqu'a une nuit
(dépends de la nature de la chitine ou le chitosane). Cette opération est optionnelle pour
obtenir une poudre blanche acceptable commercialement. Il est trés difficile d’obtenir un
produit pur a cause des fortes interactions entre la chitine, les pigments et les protéines [7]. En
effet, les conditions de décoloration induisent une altération de la structure de la chitine, qui se

traduit par une réduction du poids moléculaire.

Manipulation

La premiere opération de décoloration consiste a additionner la matiere seche obtenue
a un mélange acétone/éthanol (v/v). Le mélange sera laissé sous agitation magnétique durant
toute une nuit, puis une filtration sera effectuée, poursuivie plusieurs fois lavages a 1’cau
distillée et un dernier ringage avec I’éthanol.

Apres étuvage pendant toute une nuit a 50°C, la matiere seche obtenue, sera de
nouveau traitée avec le peroxyde d’hydrogéne (H202) a une concentration de 0,135 %, et un
rapport solide/solvant (p/10v) (1/10), sous agitation magnétique maintenue pendant 30
minutes. Le mélange sera par la suite filtré, suivi de plusieurs lavages du culot a I’eau distillée

et séchage a I’étuve pendant 24 heures a 50°C.

Obtention du Chitosane

> Etape 5 : Désacétylation
Le chitosane est obtenu par désacétylation de la chitine (c'était déja mentionné

précédemment). C’est une opération qui est généralement effectuée dans une solution de
NaOH (50%), sous une température de 100°C pendant 2 heures, selon un ratio (p/v) de 1:15.
Le chitosane obtenu sera ensuite filtré puis lavé a I’eau distillée afin d’éliminer la soude

résiduelle, et ce, jusqu’a ce que le pH de I’eau de lavage atteigne la neutralité. Apres étuvage
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pendant 12 heures a 50°C, la poudre de chitosane acquise est préte a étre utilisé suivant

I’objectif assigné.

Obtention du glucosamine
> Etape 5 : Hydrolyse acide
Pour éviter longtemps temps de chauffage, le reflux dans une solution d'acide trés
dilué. La quantité de la chitosane subite un traitement par une solution d’HCI a 2.10-3N a
température de 122 °C pendant 3 h. Ce mélange est filtré par la suite, a ’aide d’un papier
filtre, lavé jusqu'a un pH =7 puis séché comme précédant. Dans cette étape, on obtient la

glucosamine avec un faible rendement.

I11.5. Activité antioxydante

Le DPPH est generalement le substrat le plus utilisé pour I'évaluation rapide et directe
de l'activité antioxydante et en raison de sa stabilité en forme radicale libre et la simplicite de
I'analyse. 1l absorbe dans le visible a la longueur d'onde de 517 nm. Le protocole expérimental
suivi pour étudier l'activité du piégeage du radical libre DPPH est celui qu'a décrit dans le
littérateur en apportant quelques modifications [8], ou 0,3 mL de la solution de chitosane
(crevettes et les coquilles d'arachide) testée a différentes concentrations 0 a 12 mg/mL sont
mélangées avec 75ul d’une solution méthanolique de DPPH (1,3mg/mL) aprés une période
d’incubation de 30 minutes a la température ambiante, I’absorbance est mesurée a la longueur
d’onde de 517 nm. Tous les essais ont été effectués trois fois afin de vérifier la
reproductibilité. La capacité de piégeage des radicaux libres DPPH (%) a été déterminée selon

la formule suivante [9].
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| (%) :l Abss517 nmdecontrsle — ADSd'échantillon | x 100

Abss517 nmdecontrale

Avec :

| % : Le pourcentage d'inhibition (Capacité de piégeage des radicaux libres DPPH ) ;

Abss17nm : Absorbance du radical (DPPH®) (t = 0 min) ;

ADS g¢chaniition: Absorbance de I’échantillon contenant une dose du dérivé testé (t= 30 min);

La concentration des échantillons synthétisés provoquant 50% d’inhibition (ClIso) du radical
(DPPH"), est déterminée graphiquement par la régression linéaire a partir du graphe des
pourcentages d’inhibition (I %) en fonction de concentrions (C) des échantillons.
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CHAPITRE IV RESULTATS ET DISCUSSIONS

IV. 1. Résultats de I’extraction

Dans ce chapitre, notre objectif est (i) I’identification : le chitosane et la glucosamine,
produit de la chitine issue de 1’extraction d’une source locale : coquille de crevettes, arachide
(Cacahuéte) et mais) (ii) la production la chitine, le chitosane et glucosamine par une méthode
verte, simple, rapide et moins colteuse. (iii) I’évaluation de la composition et des propriétés
physicochimiques des produits désires a l'aide des mesures adaptées telles que la
conductimétrie, pH métrique et UV-visible.

IV.1.1 Rendement de I’extraction
IV.1.1.a. Extraction de la chitine

La chitine, le chitosane et la glucosamine ont été extraits a partir de 40 g de co-produits
testés (la poudre de crevette, la poudre de cacahuéte et la poudre de mais). Ces produits ont eté
obtenus au moyen d'un traitement basique et acide. Dans I'étape basique de déprotéinisation, le
traitement chimique est utilisé pour détruire les liaisons chimiques covalentes entre les
complexes chitine-protéine (les protéines sont liées par des liaisons covalentes a la chitine
formant ainsi des complexes stables).

La solution alcaline d'hydroxyde de sodium permet aussi d’¢liminer les faibles
quantités de lipides et pigments .Le traitement acide a été effectué pour la séparation du
chitosane de la chitine et la glucosamine de la chitosane. Cette étape a également contribué a
I'élimination des impuretés minérales résiduelles de la chitine (produit de départ).L'une des
difficultés associées a la préparation d’une chitine pure et qui maintient la structure
macromoléculaire proche de la forme native est de minimiser la désacétylation partielle des
chaines et la dégradation provoquée par la déprotéinisation et les étapes d'hydrolyse acide
pendant le processus d'extraction a partir de la matiére premiére .On obtient a la fin du

traitement une poudre de la chitine pure.

Rdt (%) _ Masse de ] echantl.llon avantle tra.ltement
Masse de l'echantillon aprés le traitement
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Tableau.1.: Rendement des différentes étapes d’extraction de la chitine

Produits et Déminéralisation Déprotéinisation Désacétylation | Décoloratio Rdt
Traitement n globale
(%)
Rdt (%) Crevette 78.20 66.00 69,60 77,33 48.28
Cacahuéte 74 86,7 88,83 96,40 58.51
Mais 20,83 14,16 10.23 28.12 29.70

*:0n a décoloré juste la moitié de la quantité de crevette

Le rendement global du processus d’extraction de la chitine :

40g
Rdt (Décoloration)

(Rdt) = 100 - x100

D’apres les rendements calculés, on remarque une perte de masse importante apres
chaque traitement ce qui peut étre expliqué par la solubilisation des sels minéraux présents
dans la composition de crevette, de cacahuete et de mais et la dissociation du complexe
chitine-protéine (Chitinoprotéine), ainsi que 1’élimination des pigments tel que les dérivés de
[S-caroténe. Ces résultats nous confirment ’efficacité des traitements d’isolation de la chitine.
Le temps de réaction a aussi un effet important sur I’efficacité d’extraction. Plus on augmente
I’intervalle de temps, plus on assure la pureté de la chitine. Mais comme il a déja été
mentionné dans la bibliographie, les conditions drastiques * peuvent conduire a la

dépolymérisation ou la dégradation du polymere.

IV.1.1.b. Extraction du chitosane

Le chitosane est habituellement séparé de la chitine par un traitement acide. Nous
avons essayé d'isoler le chitosane par précipitation du surnageant apres addition d’une solution
concentrée d’hydroxyde de sodium (2.5N).

5 g de la chitine obtenu a été désacétylée par une solution de I’hydroxyde de sodium ()
(2.5N) pendant différentes périodes de temps a température variée de 60°C a 120°C pendant
24h.

* - - - e 7 - - s -
Dans une réaction chimique, conditions, notamment de température ou de pression, exceptionnellement énergiques.

70



CHAPITRE IV

RESULTATS ET DISCUSSIONS

Tableau.lV.2.Rendement de la chitine désacétylée a température 60°C

Efficacité des traitements

T:60°C
Traitement (h) 1h 5h 17h 24h
Masse du chitosane () 3.89 3.10 3.15 3.55
Rdt(%)* 64.80 64 83.80 68.6
*Précipitation
Tableau.lV.3.Rendement de la chitine désacétylée a température 80°C
T:80°C
Traitement (h) 1h 5h 17h 24h
Masse du chitosane () 3.45 3.25 2.10 2.84
Rdt(%)* 67.10 70.23 88.88 55.10
*Précipitation
Tableau.lV.4.Rendement de la chitine désacétylée a temperature 120°C
OTableau.4.Rendement de la chitine désacétylée a température 120°C
T:120°C
Traitement (h) 1h 5h 17h 24h
Masse du chitosane () 2.07 1.12 0.20 0.43
Rdt(%)* 69.60 66.75 25.00 12.53

*Précipitation

D’apres les résultats présentés dans les tableaux 2 a 4, on constate que cette
transformation chitine—chitosane enregistre un rendement en chitosane relativement faible,
surtout quand le temps de réaction et la température sont élevés. A titre d’exemple, quand on
double Iaugmentation de la température de 60 a 80 % et que I'on maintient la méme durée
(17h) de réaction, le rendement en chitosane chute de 83.90 a 88.88 %.

D’autres parts, une augmentation du temps de réaction de 1h a 24h pour une méme
température de 120 °C, par exemple, le rendement en chitosane a baissé de 69.60 a 12.53 %.
Ceci est probablement di a une transformation indésirable et non contrdlée d’une partie de la
chitine, et I'on peut penser aussi que ce baissement de rendement peut étre dd a la dégradation
de chitine avons se transforme a le chitosane.

Nous ne nous sommes pas attelés a identifier ces substances qui nécessitent des

techniques de séparations trés poussées comme la chromatographie par exemple.
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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.

IV.1.1.c. Extraction de la glucosamine

Les principaux dérivés de la chitine et les mécanismes pour les produire sont
schématisés par la figure.lV.1. Par désacétylation, la chitine est convertie en chitosane, tandis
que la dépolymeérisation réduit la chitine en oligomeéres. Si le procédé est mené a son terme, le
polymere est entierement converti en résidus de glucosamine (Gluc) et/ou glucosamine acétyle
(Nac-Gluc). La dépolymérisation appliquée au chitosan produit des oligomeres de chitosan

puis des unites de glucosamine.

Désacétylation

i Chitine Chitosane
l
=1 Q0 5
8 : O_O O Désacétylation _ O
= Q 9 A
~qg; Oligo-chitine 0|igO-cIitosane
2 l
e Q009
=} 0,0

i .

E Nac-Glucosamine lucosamine

(Ac-Glucosamine)

Q Glucosamine acétyle (Nac-Gluc) Glucosamine (Gluc)

Figure.lV.1. Chitine et dérivés de la chitine

Figure O-IFigure.ll.1. Chitine et dérivés de la chitine

En revanche que, le chitosan et la glucosamine sont davantage commercialisés que la
chitine. Or ils subissent d’autres réactions, au cours desquelles il est possible d’abaisser encore

la charge protéique.
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Hydrolysats Chimiques
A T’heure actuelle, des quantités considérables de la glucosamine due a I’hydrolyse

d’acide de la chitosane. L hydrolyse acide est donc une des voies privilégiées de la production
de la glucosamine et la glucosamine-Acétyle, mais pour cela, il convient d’adopter une
stratégie de récupération de la glucosamine afin de pouvoir I'utiliser ultérieurement dans
I'industrie pharmaceutique et/ou cosmétique.

Cette hydrolyse, qui peut se faire par voie chimique, conduit a une variété de deux
produits (glucosamine (Gluc) et la glucosamine Acétyle (Nac-Gluc)). C’est pour ¢a, on va
valoriser la glucosamine et leur dérive présentent dans la chitosane.

Afin d’optimiser les étapes d’extraction, quatre facteur ont été étudices ; la
concentration d’acide HCI, le rapport solide-liquide (S/L), la température et le temps
d’agitation.

Protocole de I'nydrolyse de la chitosane en présence d'acide chlorhydrique

Ont été minutieusement mélangées 5g de la chitosane dans des solutions aqueuses
d’acide chlorhydrique (HCI) dans un Bécher sous agitateur. Tout au long de I’expérience, le
rapport de solide-liquide 1/10 et 1/20. Dans les six essais qui sont réalises a température entre
25°C et 80°, les échantillons ont été mélangés avec I’acide HCI d’une concentration allant de
0.5 a2 1.51%. Ce mélange est filtré par la suite, a I’aide d’un papier filtre, lavé jusqu'a un pH =7

puis sechage. Avec un test de répétabilité 2 fois aprés chaque essai.

Tableau.lV.5. Plan d’hydrolyse de la chitosane en presence d'acide chlorhydrique

Rapport
Concentration HCI Température | Temps d'agitation
Essais solide-liquide
(N) (°C) (h)

(g/mL)
1 0.5 25 15 1/10
2 0.5 80 15 1/20
3 1 25 0.5 1/10
4 1 80 0.5 1/20
5 15 25 3 1/10
6 15 80 3 1/20
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Plusieurs résultats ont été¢ obtenus afin de choisir les conditions optimales d’extraction de la
glucosamine et/ou glucosamine-acétyle, parmi lesquelles :

Lors du premier essai, en une seule étape de concentration 0.5M et temps d’extraction est 1.5 h
dans une température ambiante, et autre essai avec les mémes conditions mais en plusieurs
¢tapes. Il a observé que 1’ hydrolysation qui réalisée en plusieurs étapes sera plus efficace que
celui réalisé en une seule étape. Par plus solutions acides concentrées et temps de réaction plus
longs, pas amélioration de l'efficacité de ’hydrolysation réaction a été observée.

D’autre part, que I’élévation de température permet a la fois de réduire de 2 a 3 fois le
temps de réaction et la quantité¢ d’acide d’environ 2 fois par rapport a 25°C , les conditions
préconisées pour 1’hydrolysation sont : une température de 80°C et une concentration d’acide
respectives de 1.5M en moins de 3h avec un rapport de solide-liquide est de (1 :10 g/mL).
Cependant une hydrolysation ultérieure avec 1 N HCI pendant 30 min a température ambiante

et un rapport solide - liquide (1 :10 g/mL).

IV. 2. Conclusion

Un protocole d'extraction a été proposé pour 1’obtention de chitine, chitosane et
glucosamine et leur dérivé a partir des trois variantes (la poudre de crevette, la poudre de
cacahuéte et la poudre de mais). Les analyses par UV-Visible nous ont guidés dans
I’amélioration des étapes de ce protocole pour avoir un bon rapport pureté/qualité des produits,
en vue de leur utilisation dans le domaine pharmaceutique et cosmétique.

L’étape d’hydrolysation était incomplete ,et aussi I’isolation de la glucosamine a partir

de chitosane est tres difficile.
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IV.3.Activité antioxydant

Dans notre travail, nous avons évalué, in vitro, I’activité antioxydante et de la chitine,

chitosane et la glucosamine par la mesure de la capacité de piégeage des radicaux libres DPPH".

100
] Srarea———
a0 -
o <
70
a1
= 5
40
| —=— Chitine
30 - .
| —+— Chitosane
20 —a— Glucosamine
. —— Vit C
|
L | ' | ' | | |
3 z £ 2 B 15

Conceriration {moime)

Figure.lV.2. Activité de piégeage du radical DPPH effectuée pour la chitine et la chitosane et
la glucosamine et Vit C

A partir des courbes des pourcentages d’inhibition obtenus en fonction des concentrations
utilisées, nous avons déterminé les valeurs d’ICso. Le Tableau.ll.6. Résume les résultats obtenus de
I’évaluation de I’activité antioxydante par le test DPPHe.
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Tableau IV.8. Valeurs de Clso de la chitine et la chitosane et la glucosamine et Vit C. et Vit C
pour le piégeage du radical DPPHe

R? y=ax+Db ICso(mg/mL)
Glucosamine R? =0.896 y =6.3419x + 37.579 1.94
Chitosane R2=0.778 y = 6.7848x + 44.685 0.75
Chitine R? =0.9026 y =2.8577x + 37.286 4.43
Vit C R? =0.6911 y = 6.6152x + 44.542 0.81

4.5

3.5

2.5

IC50 (mg/mL)

1.5

0.5

Glucosamine Chitosane Chitine Vit C

Figure. 1V.3. Histogrammes de la 1Cso de la chitine et la chitosane et la glucosamine et Vit
C (référence standard)

Parmi les différents fragments, la chitine représente le fragment de la chitosane le
plus actif, leur IC50 est de 0.77mg/mL, suivi par la vitamine C (référence standard) avec une
ICsode I’ordre de 0.81mg/mL, puis il vient I’extrait de la glucosamine d’ordre 1.94mg/mL, est
enfin le fragment chitine avec une 1Cso de I’ordre de 4.43mg/mL. Les résultats ont montré que,

la forte activité, c'est le fragment chitosane par rapport vit C.



Conclusion Générale

Les travaux de recherche actuels sur la glucosamine et leurs dérives et ses applications
montrent que le monde s'appuie plutdt sur les ressources renouvelables que 1’on peut trouver
en abondance pour les valoriser en raison de son intérét chez les industries pharmaceutiques
et/ou cosmétiques.

Ce travail avait pour but I’optimisation des conditions de I’extraction de glucosamine,
a savoir : la concentration de (HCI, NaOH), la température de réaction, le temps d’agitation et
le rapport solide /liquide en utilisant un plan d’expérience. Le plan élaboré par nos soins apres
de longues recherches et concertations avec les experts du domaine n’a pas pu étre réalisé vue
les contraintes actuelles, a savoir le temps et le stratége suivie, donc notre étude s’est faite sur
I’étude de I’extraction de la chitine et ensuite 1’extraction du chitosane dans le méme contexte.
Les études a montré que I’extraction de la chitine et de la chitosane est tres influencée par les
facteurs étudiés, a savoir, une déminéralisation avec une température de 50-80°C,
concentration d’HCl de 1.5 M et un temps de réaction supérieur 2h avec un rapport - liquide (1
:20 g/mL) a pH neutre. Une déprotiénisation avec 2.5 M de NaOH, une température de 60 a
70°C dans un temps de réaction de 4h et un rapport solide-liquide (1 :20 g/mL).

Enfin, la désacétylation peut étre optimisée a une concentration de 70% NaOH,
température 122°C et un temps de 4h avec un rapport solide-liquide (1 :20 g/mL). Une
décoloration, le peroxyde d’hydrogene a une concentration de 0,135%, rapport solide/solvant
(p/20v)(1/10).

Les analyses physicochimiques des travaux antérieurs montrent des résultats
satisfaisants, a savoir un taux de protéines et de cendres tres faible et un DD plus important
pouvant atteindre 88%.

De maniére significative, une étude des propriétés de piégeage des radicaux libres des
composés a révéler que le chitosane possédait des activités antioxydantes considérables.
Enfin, la méthode d'extraction de la glucosamine utilisée peut étre considérée comme une
alternative prometteuse aux méthodes existantes. Cela est di a sa grande sélectivité chimique,
a ses rendements satisfaisants, a sa facilité de manipulation et a son faible codt en termes de
réactifs utilisés.

A la lumiére des résultats obtenus durant notre étude, la possibilité de la présence
d’autres activités biologiques et/ou thérapeutiques pour la chitine et glucosamine native et/ou

modifiée, peut étre étudiée dans éventuelles recherches
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Résumé

La glucosamine est une substance bioactive d’origine naturelle obtenue a partir de
déchets de coproduits de déchets des crevettes, la poudre de mais et les coquilles d'arachide et
par un processus chimique impliquant la déminéralisation, la déprotéinisation et la
désacétylation. La présente étude consistait a optimiser et d'évaluer les conditions de
production de la glucosamine et de les caractériser. Les expériences ont porté sur les effets des
interactions de cinque facteurs. Notre résultat est fait sur 1’étude des bibliographies
s’inscrivant dans le méme contexte. D’apres, la synthése des résultats des bibliographies, on
peut conclure que : Les valeurs optimales obtenues expérimentalement une déminéralisation
avec une concentration d’HCI (1.5N), de température d’agitation (50 a 80°) pendant (2 a 3h).
La valeur la plus élevée de degré désacétylation (DD) (88%) sous condition optimisé de (70%)
d'hydroxyde de sodium a température (121-122°C) pendant (3 a 4h). L'évaluation de l'activité
antioxydante de (chitine) et (chitosane) a été étudiée en utilisant plusieurs tests in vitro :
activité de piégeage contre le radical DPPH. Les résultats indiquent que le chitosane refléte un
pouvoir antioxydant plus important comparé a la chitine.
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Résumé graphique

Mots clés: Chitine, Chitosane, Glucosamine, Déchets, Coproduit, Extraction.Extraction.

Abstract

Glucosamine is a naturally occurring bioactive substance obtained from waste from co-
products of shrimp waste, corn powder and peanut shells and through a chemical process
involving demineralization, deproteinization and deacetylation. The purpose of this study was
to optimize and evaluate the production conditions of glucosamine and to characterize them.
Experiments have focused on the effects of interactions of five factors. Our result is made on
the study of bibliographies in the same context. From the synthesis of the bibliography results,
it can be concluded that: The optimal values obtained experimentally demineralization with a
concentration of HCI (1.5N), agitation temperature (50 to 80°) for (2 to 3h). The highest
degree deacetylation (DD) value (88%) under optimized condition of (70%) sodium hydroxide
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at temperature (121-122°C) for (3-4 h). The evaluation of the antioxidant activity of (chitin)
and (chitosan) was studied using several in vitro tests: trapping activity against the radical
DPPH. Results indicate that chitosan reflects a higher antioxidant potency compared to chitin
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Graphical abstract

.Key words: Chitin, Chitosan, Glucosamine, Waste, Coproduct, Extraction. Extraction
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