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Le chitosane constitue une matiére premiere importante pour de nombreuses industries et ses
applications couvrent un large éventail de domaines tels que l'industrie alimentaire, I'agriculture, la
pharmacie, la médecine et le traitement des eaux usées.

La modification chimique du chitosane est un domaine dans lequel une variété de synthéses a
été proposée provisoirement, mais n'est pas encore développé a I'échelle industrielle. Le groupe
amino libre du chitosane permet une variété de modifications chimiques et de processus de
substitution tels que la carboxyalkylation, I'acylation, la sulfatation, la substitution enzymatique, la
chélation des métaux, la cyanoéthylation, la nitration, la phosphorylation et la formation de la base
de Schiff.

Plusieurs travaux de modifications de la structures de chitosane ont été effectués notamment
I’alkylation de chitosane par des aldéhydes, des cétone ou bien des dérivés halogénés , Le présent
travail décrit la synthese des composés N-alkylés de chitosane a partir des molécules majoritaires
des huiles essentiels ou bien des molécules modifiés des huiles essentielles a savoir le camphre, le
menthone et le chlorure de menthyle.

Outre l'introduction et la conclusion générale, ce mémoire est divisé en trois grandes parties dont
la premiére est consacrée a I'étude bibliographique relative a la description du chitosane, ses
origines, ses Propriétés physico-chimiques, sa modification ainsi que son mode d'action.

La deuxieme sera reparties en deux volets, le premier est 1’étude expérimentales concernant
I’extraction de chitosane ainsi la préparation de menthone et de chlorure de menthyle a partir de
menthol et leurs ancrages sur le chitosane. Le camphre sera directement N-alkylé le chitosane. Les
produits obtenus seront caractérisés par la FTIR. A la fin, nous terminerons par des tests
biologiques centrés sur I’activité antibactérienne dont le moteur est les produits N-alkylés préparés
de chitosane et les alkylants utilisés. Le deuxieme volet est consacré a I’étude in silico grace a
logiciel de modélisation et de simulation moléculaire Gaussian 09 par des calculs basés sur la
théorie de la fonctionnelle de la densité ; une comparaison entre les produits N-alkylés synthétisés
de chitosane sera effectuée afin de comprendre la stabilité de chacun en se basant sur plusieurs
propriétés :

- Les propriétés énergétiques et thermiques,
- Propriétés électroniques a savoir orbitales frontieres (HOMO- LUMO)
- Le potentiel électrostatique moléculaire.

La troisieme partie rassemblera 1’ensemble des résultats obtenus concernant 1’extraction de

chitosane, la synthese des alkylants la synthése de chitosane N-alkylé, 1’activité biologique des

produits synthétisés et les résultats de 1’étude in silico.
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1. Historique

L'histoire du chitosane remonte au siecle dernier, lorsque les chercheurs ont discuté de la
forme désacétylée du chitosane en 1859. Au cours des 20 derniéres années, une quantité importante
de travaux a été publiée sur ce polymére et son utilisation potentielle dans diverses applications [1].
Avec I'amelioration du niveau de vie, les gens accordent plus d'attention au développement de la
santé et de la technologie médicale. Ces dernieres années, de nombreux composés polymeres,
extraits & partir d'amidon, de sucre de foie, d'inuline, de cellulose, de chitine et d'alginates, ont été
largement utilisés en biologie, en médecine, en beauté, en soins de santé et dans d'autres domaines.
Ici, le chitosane est un domaine d'intérét [2].

Le chitosane a été envisagé pour des applications de formulation pharmaceutique et
d'administration de médicaments dans lesquelles I'attention s'est concentrée sur ses propriétés
d'amélioration de I'absorption, de libération contr6lée et de bio adhésion. Synthétisé & partir d'une
source naturelle, ce polymeére s'est avéré étre a la fois biocompatible et biodégradable.

2. Introduction

Le Chitosane, ou P(1,4)2-amino-2-désoxy-D-glucose, est le biopolymere de base le plus
abondant, il est structurellement similaire a la cellulose, qui est composée d'un seul monomeére de

glucose (Figure 1) [3].
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Figure 1 : Structure de la chitine(a), du chitosane (b) et de la cellulose (c).



Il est obtenu industriellement en hydrolysant les groupements aminoacétyle de la chitine, qui est
le composant principal des carapaces de crabe, de crevette et de krill, par un traitement alcalin.
Apres désacétylation de la chitine, des flocons secs de chitosane sont obtenus. lls sont broyés pour
obtenir du chitosane a mailles fines et sont melangés avec des acides organiques pour donner du
chitosane a mélange d'acides. Apres désacétylation de la chitine, le chitosane obtenu est dissous
dans de l'acide, filtré et le précipité est lavé et séché pour obtenir du chitosane sans amine. Sa
formule chimique est CsH1;04N [3].

Le chitosane s'est révélé trés prometteur pour étre utilisé dans l'industrie alimentaire comme
conservateur en raison de sa forte activité antimicrobienne contre certains micro-organismes. La
qualité d'une variété de produits alimentaires est maintenue par des films a base de chitosane.

Le chitosane est considére comme l'un des polymeéres les plus précieux pour les applications
biomédicales et pharmaceutiques en raison de sa biodégradabilité, de sa biocompatibilité, de son

caractére antimicrobien, de sa non-toxicité et de ses propriétés anti-tumorales.
3. Origine de chitosane

Les crevettes et les crabes sont les sources les plus couramment citées dans la littérature comme
matiére premiére pour la préparation du chitosane, tandis que d'autres especes telles que le homard,
les écrevisses et les huitres ont également été utilisées [4]. Le tableau 1 regroupe le pourcentage de

chitosane dans des différents organismes vivants.

Tableau 1 : Principaux origines de chitosane [4].

Source Teneur en chitosane (% en poids)
Déchets de coquilles de crustacés 20 % a 30 %
Coquilles de Nephrops sp. et Homarus 60 % a 75 %
sp
Sous-produits de crustacé 20 %
Sous-produits de Procambarus clarkii
(le corps animal complet, le thorax et 20% a 23 %
les griffes)

La littérature a recommandé les mérites économiques et environnementaux de ces sources de
crustacés pour la préparation de chitosane, car 40 % a 50 % en poids de la masse totale du crustacé
destiné a la consommation humaine finissent sous forme de déchets. Ces derniers sont déversés et

devient des polluants qui portent préjudice a I’environnement.



Par conséquent, les sous-produits de crustacés tels que le céphalothorax de homard peuvent étre

identifiés comme une source appropriée pour la préparation de chitosane a I'échelle industrielle [4].

4. Propriétés physico-chimiques du chitosane
4.1.Degreé de désacétylation

Le degre de désacétylation est I'un des facteurs chimiques les plus importants caractéristiques
du chitosane. Cela détermine la teneur en groupes amino libres dans le polysaccharide.

Les méthodes de vérification de I'élimination des groupes acétyle dans le chitosane
comprennent :

- Laspectroscopie infrarouge [5, 6],

- Latitration [7],

- Lachromatographie en phase gazeuse [5],
- L'adsorption de colorant.

Parmi ceux-ci, Muzzarelli et al. (1984) a suggéré que la spectrophotométrie ultraviolette
dérivée premiére a 199 nm [8] était probablement la meilleure méthode pour déterminer de maniere
non destructive et précise le degré d'acétylation dans des échantillons de chitosane [9]. Avec cette
technique, les lectures d'absorbance de la N-acétylglucosamine dépendaient linéairement de la

concentration et n'étaient pas influencées par la présence d'acide acétique.

4.2. Poids moléculaire du chitosane

4.2.1. Détermination de poids moléculaire
Le poids moléculaire des produits commerciaux de chitosane se situent entre 100 000 et 1 200

000g/mol. Il peut étre déterminé par des méthodes telles que :
- Lachromatographie [10],
- Ladiffusion de la lumiére [11],
- Laviscosimétrie [12].

Parmi celles-ci, le viscosimeétre est la méthode la plus simple et la plus rapide pour déterminer le
poids moléculaire. Bien que Bough et al. (1978) [10] a indiqué que le poids moléculaire du
chitosane n'était pas toujours directement lié a sa viscosité en raison de la présence de particules
colloidales, cette méthode reste toujours un choix pratique pour déterminer le poids moléculaire
relatif du chitosane.

Maghami et Roberts. (1988) [12] ont testé une série d'échantillons de chitosane ayant la méme

distribution de masse moléculaire relative mais différents degrés de N-acétylation en utilisant
I'équation de Mark-Houwink : p=k * M"
[ représente la viscosité intrinseque, M est le poids moléculaire moyen de polymere et a est une

constante pour la combinaison solvant-polymere.



Les résultats ont montré que I'équation était applicable au chitosane sur la plage de N-acétylation
de 0 & 40 %.

4.2.2. Dégradation de chitosane

Pendant le processus de fabrication, des conditions difficiles peuvent conduire a la dégradation
du produit chitosane. En général, des facteurs tels que I'oxygéne dissous, la température élevée et
la contrainte d’agitation peuvent entrainer une dégradation supplémentaire des produits de
chitosane.

L'oxygéne dissous peut dégrader lentement le chitosane. A des températures supérieures a
280°C, une dégradation thermique du chitosane aura lieu et les chaines polymeres se décomposent
rapidement. D'autre part, la dégradation par cisaillement causée par I’agitation favorise la rupture
des molécules de chitosane a longue chaine jusqu'a une longueur critique. En dessous de ce point, le
cisaillement n'affecte pas davantage la distribution des masses moléculaires [11]. Ce procédé peut

fournir une distribution de masse moléculaire relativement étroite.
4.3. Viscosité du chitosane

La viscosité du chitosane en solution est influencée par de nombreux facteurs, tels que :
- Le degré de désacétylation du polymeére,
- Le poids moléculaire,
- La concentration,
- Laforce ionique,
- Le pH et la température.
En général, lorsque la température augmente, la viscosité de la solution de polymere diminue.
Cependant, un changement de pH dans la solution de polymere peut donner des résultats en
fonction du type d'acides utilisés. Avec l'acide acétique, la viscosité du chitosane a tendance a

augmenter lorsque le pH diminue tandis qu'avec 1’acide chlorhydrique, la viscosité diminue lorsque

le pH abaisse [13].

4.4. Solubilité du chitosane
4.4.1. Solvants utilisés pour la dissolution de chitosane
Le chitosane est insoluble dans I'eau, les alcalis et les solvants organiques, mais soluble dans la
plupart des solutions d'acides organiques lorsque le pH de la solution est inférieur a 6. Les acides
acétique et formique sont deux des acides les plus largement utilisés pour dissoudre le chitosane.
Certains acides inorganiques dilués, tels que l'acide nitrique, l'acide chlorhydrique, I'acide
perchlorique et I’acide phosphorique, peuvent également étre utilisés pour préparer une solution de

chitosane, mais uniquement apres une agitation et un réchauffement prolonges. Parfois, cependant,



un precipité blanc semblable a un gel se forme dans une solution d'acide nitrique aprés la
dissolution du polymere [13].

En plus de dissoudre le chitosane dans une solution acide, des mélanges tels que le
diméthylformamide avec du tétroxyde de diazote dans un rapport de 3:1 semblent également étre de
bons solvants pour le chitosane [14].

Les chitosanes solubles dans I'eau, dissous en l'absence d'acides, sont nécessaire lorsque les
acides sont des substances indésirables dans des produits tels que les cosmétiques, les médicaments
et les aliments. Il a été démontré que le chitosan avec 50% de désacétylation a partir d'un traitement
homogeéne est soluble dans I'eau [15].

4.4.2. Amélioration de la solubilité de chitosane

Parmi les procédés pour améliorer la solubilité dans I'eau du chitosane ont été étudies. Kushino
et Asano . (1988) [16] ont rapporté une procédure de préparation d'un sel de chitosane soluble dans
I'eau. La modification chimique du chitosane, en revanche, offre une alternative pour améliorer la
solubilite dans I'eau du biopolymére.

Partant de I'hypothése que la carboxymethylation du chitosane peut conférer une solubilité dans
I'eau au polysaccharide insoluble, Muzzarelli et al. (1988) [17] a préparé trois dérivés hydrosolubles
du chitosane, O-CM-chitosane, N-CM-chitosane et NO-CM-chitosane. L'O-CM-chitosane a montré
la meilleure solubilité sur une gamme de pH allant de 3 & 11.

OCH,COOH OCH,COOH

OH OH
H _—

N, O-Carboxymethyl Chitosan O-Carboxymethyl Chitosan N -Carboxymethyl Chitosan

Figure 2 : Structure d'O-CM-chitosane, N-CM-chitosane et NO-CM-chitosane.
4.5. Capacité de coagulation

Le chitosane est un grace a la haute densité de groupes amino qui peuvent interagir négativement
avec les substances chargées telles que les protéines, les solides, les colorants et les polymeres.
Cependant, le chitosane se comporte tout a fait difféeremment vis-a-vis des ions de métaux de
transition. L'azote dans le groupe amino de la molécule de chitosane agit comme un donneur
d'électrons et est vraisemblablement responsable de la chélation sélective avec les ions métalliques.

La complexation de l'azote du chitosane avec le métal ions a été confirmée par Tzsezos et al.

(1983) [18] et Ogawa et Oka. (1984) [19]. lls ont proposé qu'un ion métallique (c'est-a-dire un ion



cuivrigue) puisse se coordonner avec quatre groupes amino dans le résidu dimére D-glucosamine de
la chaine de chitosane.

Le groupe amino libre du chitosane était considéré comme beaucoup plus efficace pour lier les
ions métalliques que les groupes acétyle de la chitine [20]. Cela nous amene a considérer que la
teneur plus élevée en groupes amino libres du chitosane devrait donner des taux d'adsorption d‘ions

métalliques plus élevés. 1 5 3
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Figure 3 : Pouvoir coagulant du chitosane.

5. Modification de chitosane

Les groupes fonctionnels sur les molécules de chitosane comprennent les liaisons C3-OH, C6-
OH, C2-NH; et acétylamino et glycoside [21]. Parmi eux, la liaison acétylamino est aussi stable que
la liaison glycosidique,qui n'est pas facile a casser. C3—OH appartient a un hydroxyle secondaire, il
ne peut pas tourner librement et son encombrement stérique est si important qu'il ne réagit pas
facilement.

Les propriétés chimiques actives de C6-OH et C2-NHj, tirent parti de ces groupes dans les
molécules de chitosane pour introduire d'autres groupes & travers divers types de conception
moléculaire. La modification chimique du chitosane peut améliorer ses propriétés physiques et
chimiques, ainsi que développer ses applications et ses domaines de recherche pertinents [22-23].
Un diagramme schématique de la modification du chitosane est illustré a la figure suivante (figure
4),



Coordination des métaux
Couplage chimique
Réticulation chimique
Copolymérisation par greffage
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Carboxymethylation, alkylation
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I
Coordination des métaux Alkylation

Couplage chimique Acylation
réticulation chimique Base de Schiff
Copolymérisation par greffage

Figure +4 : Schéma de principe de la réaction chimique du chitosane [21].

5.1. Destruction de la liaison hydrogene

5.1.1. Acylation de chitosane
Le chitosane O-acylé est soluble dans les lipides et peut étre dissous dans des solvants non
polaires comme la pyridine et le chloroforme [24], tandis que le chitosane N-acylé améliore la
solubilite dans I'eau [25,26].
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Figure 5 : Réaction pour les derivés acylés du chitosane. (A) Chitosane N-acyleé ; (B)
Chitosane O-acylé Schema de principe de la réaction chimique du chitosane.

5.1.2. Alkylation du chitosane
Une réaction d'alkylation est provoquée par I'introduction d'un groupe alkyle aux groupes C2-
NH,, C6-OH ou C3-OH du chitosane pour former un dérivé de chitosane contenant un groupe

alkyle. La N-alkylation se produit avec l'alkylation du groupe C2-NH, dans le chitosane, et 1’0O-



alkylation se produit avec l'alkylation des groupes C6—OH ou C3—-OH dans le chitosane [27,28]. Ici,
le groupe C2-NH, a de fortes paires d'électrons isolés nucléophiles et, par conséquent, la N-
alkylation est plus susceptible de se produire.
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cron i CHL0H CH,ON
R
- o )
= de O, - / e ek O, . Nabil, 4 _
\/—()/ ¢ Oml = - \ioaigf] " m———t _\ﬂ/()
el | T ]
] )
Ho NH, " HO NI " _m) NI

B “ CHyR

Figure 6 : Réaction des dérivés d'alkylation du chitosane. (A) Alcane halogéné pour préparer
du chitosane N-alkylé; (B) I'aldéhyde gras avance prépare le chitosane N-alkyle.

5.2. Introduction du groupe hydrophile
5.2.1. Carboxylation de chitosane

Une réaction de carboxylation utilise principalement I'acide glyoxylique ou l'acide
chloroalcanoique pour réagir avec les groupes C6-OH ou C2-NH; du chitosane, dont le produit est
un groupe -COOH [29]. Ce chitosane carboxylé a une bonne solubilité dans I'eau et peut étre
dissous dans des solutions neutres et alcalines. Le chitosane carboxylé a également de meilleures
propriétés d'épaississement, de conservation de la chaleur, de formation de film, de floculation et de
pétrissage que le chitosane. La plupart des études sur le chitosane carboxylé ont porté sur des
réactions de carboxyméthylation [30-31].L'effet d'encombrement stérique sur le groupe C3-OH du
chitosane rend la carboxyméthylation du groupe C3-OH plus difficile. Par conséquent, la réaction
de carboxylation se produit principalement avec le groupe C6-OH.

Dans des conditions alcalines, I'activité du groupe C6-OH au niveau moléculaire du chitosane est
supérieure a celle du groupe C2-NH,. Par conséquent, lorsque le DS est inférieure a 1, le produit est
le C6-O-carboxyméthyle. Lorsque le DS est supérieur ou égal a 1, la substitution carboxyméthyl se
produit simultanément avec les groupements C6-OH et C2-NH, pour former le N,O-
carboxymeéthyl chitosane [32,33].
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Figure 7 : Equation de réaction du dérive de chitosane carboxylé. (A) O-carboxyméthyl
chitosane (degré de substitution (DS) < 1); (B) N,O-carboxyméthyl chitosane (DS > 1).

5.2.2. Ammonium quaternaire Chitosane

Le groupe ammonium quaternaire est un groupe hydrophile chargé positivement. L'introduction

d'un groupe sel d'ammonium quaternaire améliore non seulement la solubilité dans I'eau, mais

augmente également la chargeabilité. La quaternisation se produit avec C2—NH,.

HO

CH,OH
0

O

NH,

NaOH ; NaCl

CH;l

HO

CH,0H

N‘{l'
/ .
(H‘([”.(“\

Figure 8 : Méthode de substitution directe de sel d'ammonium quaternaire N,N-triméthyl

chitosane.
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6. Applications du chitosane
Tableau 2 : Applications de chitosane.

Séparation de solvant

Applications Exemples Références
Elimination des ions métalliques [14]
Floculant/Coagulant :
v Protéines [34]
Traitement de I'eau v" Colorants [35]
v' acides aminés [36]
Filtration [37]
Traitement de surface [38]
. : Papier photographique [39]
Pates et papiers Papier autocopiant [40]
Vaisseaux sanguins artificiels [41]
Controle du cholestérol sanguin [42]
Dentaire/Inhibition de la plaque [43]
Bralures cutanées/peau artificielle Elg}
Médecine Oeil !—|umour Fluide [44]
Lentilles de contact
o o [46]
Libération contrélée de [47]
médicaments
Traitement des maladies osseuses
Poudre de maquillage [48]
Vernis a ongle [49]
. Cosmétiques Hydratants [50]
Cosmeétiques A i .
q Cremes Visage, Mains et Corps [43]
Dentifrice [43]
Immobilisation enzymatique [51]
Séparation des protéines [52]
Chromatographie [53]
Biotechnologie Récupération cellulaire [52]
Immobilisation cellulaire [gg]
Electrode de glucose [55]
Enrobage des semences [56]
_ Revétement de feuille [57]
Agriculture Hydroponique/Engrais [58]
Libération agrochimique contrdlée [59]
Elimination des colorants, solides, [60]
acides [61]
Aliments Conservateurs [62]
Stabilisation des couleurs [63]
Additif pour I'alimentation animale
Osmose inverse [64]
Membranes Contrdle de la perméabilité [65]
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|I. Extraction de chitosane
1. Mode opératoire

L'extraction du chitosane s'effectue en plusieurs étapes incluant la déprotéinisation, la
déminéralisationet la desacétylation, la décoloration est une étape facultative [66] .Premiérement les
tissus laches des carapaces de crevettes ont été lavés, séchés et broyés pour obtenir une poudre
séche.

La principale procédure d'obtention du chitosane est basée sur la désacétylation alcaline de la
chitine avec une solution alcaline forte a différentes périodes de temps.

1.1. Déprotéinisation

Le processus de déproteinisation a été réalisé en poids de 3 g de poudre de coquilles de crevettes
(figure 9) en utilisant du NaOH a 5 % (1,25 N) avec un rapport poids/volume de 1 g : 8 ml (p/v).
La solution avec les carapaces de crevettes a été chauffée au reflux a 70°C pendant 3 h (figure 10)
.Le produit a été recueilli et lavé jusqu'a lI'obtention d'une solution limpide. Il a ensuite été séché

sous vide.

Figure 10 : Carapaces de crevettes chauffées a reflux pendant 3h.



1.2. Décoloration
Le produit a été décoloré avec de l'acétone pure pendant 24 ensuite il a été collecté et lavé a
neutralité, puis séché.
1.3. Déminéralisation
Le produit decoloré a été déminéralisé en utilisant du HCI a 1 % (0,32 N) avec un rapport
poids/volume de 1 g : 10 ml pendant 24 h a température ambiante. Le produit a été recueilli et lavé

pour donner une poudre brun clair (figure 11).

Figure 11 : Chitosane obtenue aprés déminéralisation.

1.4. Désacétylation

La N-désaceétylation du produit déminéralisé a été réalisée en utilisant du NaOH a 55 % a 100 °C
pendant 12 h. Le produit a été lave avec de I'eau distillée et seché.
2. Caractérisation du chitosane extrait

Le chitosane, extrait a été caractérisé par spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier

(FTIR) en utilisant des pastilles de KBr dans la plage de balayage de 400 & 4000 cm™. Les spectres
infrarouges ont été mesurés sur un spectrometre (Bruker Vertex 70) et obtenus avec une résolution
de 4 cm™.

I1. Ancrage sur le chitosane

1. N-Alkylation de chitosane par le menthone
1.1. Préparation de menthone
1. 1. 1. Préparation de menthone a partir le menthol par dichromate de potassium

Pour pouvoir synthétisé le menthone a partir 1I’oxydation de menthol [67] 1,5 g de dichromate
de potassium a été pesé et a été met dans un erlenmeyer puis 10 ml d'eau distillée a été versé
ensuite avec précaution 10 ml d'acide sulfurique concentré (36 N) a été ajouté dans le mélange qui
devient apres exothermique. 1,5 g de menthol a été pesé et dissous dans l'acide acétique. La

ik



solution de dichromate a été ajoutée progressivement et en agitant dans la solution de menthol. La

figure 12 présente 1’équation de réaction correspondante.

N CraOy
(or K2Cr207%)

aqg. H2SO4 =
oO1nl

HAC CHla 1O Clly

Figure 12 : Synthése de menthone.

L’erlenmeyer a ét¢ maintenu bouché pendant l'agitation. On a été observe au début une
coloration verte due aux ions Cr3* puis le mélange devient marron, la dichromate étant en exces.
L'addition a été durée de 10 a 15 minutes. Le contenu de l'erlenmeyer a été Versé dans une
ampoule a décanter ; 10 ml de cyclohexane a été ajouté ; la phase organique est la phase
supeérieure (figure 13).

Figure 13 : Procédure de décantation.

La phase organique a été récupérée dans un deuxiéme bécher. la phase aqueuse a été Introduite
dans l'ampoule a décanter avec 10 ml de cyclohexane. Les phases ont été séparées a nouveau
comme précédemment. La phase organique a été additionnée a celle préexistante et placée dans
une ampoule a décanter. 10 ml d'une solution de soude concentrée (environ a 5 mol.1) a été
introduite. Des lavages de la phase organique ont été effectués avec de I’eau distillée jusqu’a
I’obtention d’une solution neutre.

La phase organique finale contient donc de la menthone et probablement du menthol qui n'a pas
réagi .Le cyclohexane a été ensuite éliminé par distillation et le résidu distillé sous pression réduite
dans 80-90°/18 mm.

Le menthone produit a été identifié par CCM sur une plaque de silice éluée dans un melange
90/10 de cyclohexane/acétate d'éthyle. La révélation a été effectuée a l'aide d'une solution de

permanganate de potassium.
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1.1.2. Préparation de menthone a partir le menthol par hypochlorite de sodium
Cette méthode décrit I’oxydation de menthol en methone par hypochlorite de sodium [68] qui est

connue commercialement par 1’eau de javel (figure 14).

ji:l\ NaClO
(®)

menthol menthone

Y

Figure 14 : Synthese de menthone.

1.95g de menthol a été introduite dans un ballon de 100 ml. Le ballon a été placé sur un
agitateur magnétique. Environ 10 ml d'acide acétique concentré a été ajouté .10 ml
d’hypochlorite de sodium a été introduite dans le ballon par petites portions. La solution prend
une coloration jaune qui disparait progressivement pour conduire a un mélange blanchétre
(figure 15). La décoloration a été attendue avant de procéder a un nouvel ajout. La durée totale

de lI'addition a été environ 10 minutes.

Figure 15 : Solution de couleur jaune.

L’hypochlorite de sodium doit étre en exces alors la couleur jaune ne doit plus disparaitre
aprés le dernier ajout. A ’aide d'une baguette en verre, déposer une goutte du mélange sur un
papier imbibé d'une solution d'iodure de potassium ( test au KI) : si le papier brunit, hypochlorite
de sodium et bien en exces. Sinon, introduire une quantité supplémentaire d’hypochlorite de
sodium jusqu'a ce que ¢a soit le cas. La solution a été laissé agiter a température ambiante
pendant encore 5 min, puis une petite spatule de sulfite de sodium Na,SOj3 a été ajoutée pour que
la solution vire du jaune au blanc, et que le test au Kl soit négatif. Le mélange réactionnel a été
Versé dans 20 ml d'eau glacée. Il faut tout d'abord extraire le menthone dissoute dans la phase
aqueuse a l'aide d'éther diéthylique. Nous avons été récupéré la phase organique. Plusieurs
lavages basiques ont été effectués a I'aide d'une solution de soude pour éliminer les traces acides
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présentes en phase organique. Aprées chaque lavage, on vérifie le pH de la phase aqueuse et nous
avons ¢té s’arrété quand elle est basique. La phase organique a ¢été ensuite séchée dans un
erlenmeyer a l'aide de sulfate de magnésium anhydre. Enfin, la solution a été filtrée sur un filtre
plissé placé dans un entonnoir sec, et elle a été récupérée dans un ballon sec. Le solvant a été
enfin évaporeé a l'aide d'un évaporateur rotatif.
Le menthone produit a été identifié par CCM sur une plaque de silice éluée dans un mélange
90/10 de cyclohexane/acétate d'éthyle. La révélation a été effectuée a l'aide d'une solution de
permanganate de potassium.
1.2. Ancrage de menthone sur le chitosane

La base de Schiff est synthétisée par condensation de 3g chitosane en suspension avec 4ml de
menthone dans 20 ml de méthanol. Le mélange a été chauffé avec agitation pendant 48 h a 60°C
(figure 16).durant la réaction le mélange devient plus en plus jaune (figure 17). Le produit solide a

été filtré et lavé avec du méthanol puis séché a 60°C pendant 2h [69] .

_|_ 60°C , 48h

reflux

1.5eq

Figure 17 : Reéaction de formation de la base de Schiff désirée.
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2. N-Alkylation de chitosane par le chlorure de menthyle
2.1. Préparation de chlorure de menthyle
L’équation suivante décrit la synthése de chlorure de menthyle a partir de menthol [70] (figure

18).

ZnCl, (3.3 equiv.)
HCI aq (3.7 equiv.)
-
Y OH 35°C,5h 7 Cl
N N

Figure 18 : Réaction de synthese de chlorure de menthyle.

3.45g de ZnCl,sec a été ajouté par portions en agitant au 2.38ml de HCI concentré 35% refroidi a
la glace et enfin agité a température ambiante jusqu'a dissolution compléte. Le mélange a été placé
dans un bain marie 35°C en agitant par un agitateur magnétique. Du menthol 1.2g a été ajouté et le
mélange a été agité pendant 5,5 h a 35 °C, en s'assurant que les deux phases liquides ont été

initialement mélangé ce qui a été donné un couleur brune au milieu réactionnel (figure 19).

Figure 19 : Synthese de chlorure de menthyle.
Le mélange a été transféré dans une ampoule a décanter, et la lourde phase inorganique a été
éliminée. La phase organique a été lavée (figure 20) avec10 ml de H,O deux fois avec 1’addition
d'un peu de Na,EDTA.2H,0 solide et de NaHCOs.

Figure 20 : Décantation de la solution de chlorure de menthyle.
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La phase organique a été séchée avec du Na,SO,et filtrée. Le solvant a été éliminé par
évaporation a 45°C jusqu'a 15 mbar pour laisser le chlorure de menthyle brute sous la forme d'un
liquide incolore (94,08 g, 98,4 %). Le produit brut a été dissous dans des hexanes (10 ml) et extrait
avec du H,S0, Concentre (5 portions de 5 ml) dans une ampoule a décanter. La premiére extraction
et séparation de phase a été effectuée rapidement (en environ 1 min) car la phase acide sépare une
phase d'hydrocarbure l1éger aprés un certain temps. Des lavages a I'acide ultérieurs ont été également
effectués sans interruption. La phase organique a été lavée avec de I'eau (2 x 10 ml) et du NaHCO4
(ag. 2 x 10 ml) et sechée avec du Na,S0,. Le solvant a été éliminé par évaporation du filtrat a 28
°C et 12 mbar. Le menthone produit a été identifié par CCM sur une plaque de silice éluée dans un
mélange 90/10 de cyclohexane/acétate d'éthyle. La révélation a éeté effectuée a l'aide d'une solution

de permanganate de potassium.

1,44 de chitosane est dispersé dans 15ml de méthanol/eau 42% et le mélange est maintenu sous
agitation constante pendant 1 h a 30 °C [71]. Ensuite, 3ml de chlorure de menthyle est ajouté goutte
a goutte sous agitation constante. Le mélange est chauffé a reflux a 70°C pendant 24h ce qui est

illustré dans 1’équation de réaction dans la figure 21.

~

_|_ 70°C , 24h
Cl >
reflux

1,8eq

Figure 21 : N-alkylation de chitosane par le chlorure de menthyle.
2,76 NaCl a été ajouté et la réaction est encore agitée pendant 2h a 70°C. Le produit a été

ensuite précipité, filtré et lavé plusieurs fois a I'acétone puis séchés pendant une nuit sous vide a
50 °C.
3. Ancrage de camphre sur le chitosane

3g de chitosane a été dispersé¢ dans 15ml d’éthanol et le mélange a été maintenu sous agitation
constante pendant 48 h a température ambiante [73] (figure 22). Le produit a été ensuite précipité,

filtré et lavé plusieurs fois a I’éthanol puis séchés pendant 2h sous vide.
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_I_ 0°C , 48h

2eq

Figure 22 : N-alkylation de chitosane par le chlorure de menthyle.

4. ldentification spectroscopique des produits obtenues

Tous les produits synthétisés ont été caractérisé par spectroscopie infrarouge a transformée de
Fourier (FTIR) en utilisant des pastilles de KBr dans la plage de balayage de 400 & 4000 cm™. Les
spectres infrarouges ont été mesurés sur un spectrometre (Bruker Vertex 70) et obtenus avec une

résolution de 4 cm™.
111. Etude in silico avec logiciel Gaussian 09

En chimie mécanique quantique, les méthodes de mécanique quantique sont largement utilisées
pour calculer les propriétés thermiques, orbitales moléculaires et électrostatiques moléculaires [72].
Tous les calculs ont translaté sur le chitosane, le menthone, chlorure de menthyle et camphre ainsi
que les ancrages camphre-chitosane, menthone- chitosane, chlorure de menthyle-chitosane.

L’optimisation de la géométrie de différentes structures a été effectuée et visualisée avec le
programme Gaussian 09 et de I’interface graphique Gaussview 05. Dans notre travail, nous avons
utilisé la méthode DFT avec la fonctionnelle B3LYP et une base de fonctions atomiques 3-21G.

1. Analyse thermodynamique

Le moment dipolaire, I'enthalpie, I'énergie libre, I'entropie, la capacité calorifique, I'énergie totale
ont eté calculés pour tous les composés.

Les caractéristiques des orbitales moléculaires frontieres, HOMO et LUMO, ont été comptées au
méme niveau de théorie. Pour chaque compose, la différence d'énergie HOMO — LUMO, la dureté
(n) et la douceur (S) ont été calculées a partir des énergies de la frontiere HOMO et LUMO.

Les equations suivantes ont été utilisées pour calculer la dureté (n) et la douceur (S):

2 » B=g

Une alteration fréquente des structures chimiques influence de maniere significative les

n = [eLUMO — eHOMO] 1

caractéristiques structurelles, y compris les propriétés orbitales thermiques et moléculaires.
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La spontanéité des réactions et la stabilité du produit peuvent étre calculées a partir de I'énergie
libre et de I'enthalpie.

Des valeurs négatives plus élevées peuvent plus facilement fournir une stabilité thermique. Dans
la conception de médicaments, le moment dipolaire influence la formation de liaisons hydrogéne et
les interactions non liées. Un moment dipolaire relativement plus élevé peut améliorer la propriété
de liaison des ligands.

2. Analyse des orbitales moléculaires frontieres

Les orbitales moléculaires frontieres sont les orbitales les plus importantes dans les molécules et
sont utilisées pour prédire la réactivité chimique et la stabilité cinétique.

Les orbitales moléculaires frontiéres sont connues sous le nom d’HOMO et LUMO. L'absorption
électronique concerne la transition du sol au premier état excité et principalement décrite a lI'aide de
l'excitation d'un électron a partir d’HOMO a LUMO.

Avec une augmentation de I'écart HOMO-LUMO, la stabilité cinétique augmente. En
conséquence, la libération d'électrons de I'état stable HOMO a I'état excité LUMO nécessite plus
d'énergie.

3. Potentiel électrostatique moléculaire (MEP)

Dans la conception de médicaments assistée par ordinateur, les charges atomiques sont utilisées
pour étudier la connectivité entre la structure et l'activité biologique des médicaments.

Le potentiel électrostatique moléculaire (MEP) est globalement utilisé comme carte de réactivité
affichant les régions les plus appropriées pour l'attaque électrophile et nucléophile des réactifs de
type point chargé sur les molécules organiques .

La MEP aide a interpréter le processus de reconnaissance biologique et les interactions de liaison
hydrogene. La carte de compteur MEP fournit une approche simple pour prédire comment
différentes géométries peuvent interagir.

Le MEP est important car il affiche simultanéement la taille et la forme moléculaires, ainsi que les
régions de potentiel électrostatique positif, négatif et neutre en termes d'étalonnage des couleurs et
considéré comme utile pour étudier les structures moléculaires avec une relation de propriété
physicochimique.

V. Activite antibactérienne

Les ligands étudiés et les produits d’ancrages sur le chitosane ainsi obtenues ont été évalués en
ajoutant 0,1% de chaque extrait au milieu de culture liquide LB favorable a la croissance des
souches bactériennes. L'ensemble a été stérilisé a la vapeur (120°C, 1.2Bar), puis ensemencé par
une préculture d'une nuit qui a été réalisée en ajoutant 1 ml de souches testées [66]. Des tests

antimicrobiens ont été effectués sur Bacillus et Pseudomonas. Le taux de croissance a été déterminé
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en mesurant la densité optique DO a 620 nm et en utilisant les valeurs de DO mesurées, nous avons

calculé les pourcentages d'inhibition de croissance GIP. Cela s'exprime par la formule suivante :

DOr=DOx,.; g

Or

%I =

Avec DO est la densité optique de témoin et DOy est la densité optique de produit.
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CHAPITRE 1 : CARACTERISATION DE CHITOSANE, ALKYLANTS ET LES
PRODUITS D’ANCRAGES SUR LE CHITOSANE

|. Caractérisation du chitosane

Le chitosane produit est une poudre blanche tres légere. Nous avons récupéré 1,699 de chitosane
avec un rendement de 56.33%. Le spectre de chitosane ci-dessous (figure 23) montre que
I’extraction a ét¢ bien passée. Les données spectrales IR pour le chitosane produit ont révélé les pics
suivants : pic & 3440,9 cm ™, 3438,7 cm ™!, 3441,5 cm ' est attribué aux vibrations d'étirement -OH
et -NH, tandis que les pics & 2960,8 et 2890,4 cm™' sont la vibration d'étirement C-H aliphatique
dans les groupes -CH et -CH,.Il y a absence de spectre de fonction carbonyle dans le spectre IR

entre 1600 et 1750 cm ™' caractéristique au groupe acétyle de chitine.
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Figure 23 : Spectre infra rouge de chitosane.

I1. Caractérisation des alkylants de chitosane
1. Menthone

Nous avons obtenu finalement 1ml de menthone de couleur jaune avec son agréable odeur avec
un rendement de 70%.

Le bichromate de potassium attaque la fonction alcool en premier lieu ce qui engendre le départ
d’une molécule d’eau qu’il va attaquer grace a la forte électronégativité de 1’oxygene pour arracher
le hydrogéne de carbone —C-O pour former le menthone correspondant. La figure 24 présente le

mécanisme de réaction décrit précédemment.
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Figure 24 : Mécanisme de réaction de synthése de menthone.

La réaction entre les deux demi équations des 2 couples Cr,0,%~ /Cr3* et menthone/menthol ci-
dessous donne 1’équation globale de la réaction d’oxydo-réduction entre le menthol et le bichromate
de potassium ce qui bien explique le mécanisme de la réaction de préparation de menthone.

Cr,0,*~ + 14H* + 6~ ——> 2Cr3* + 7TH,0
(Menthol ——> menthone + 2H* + 2e~)*3

3Menthol + Cr,0,% + 8H* ——> 3menthone + 2Cr3* + 7H,0
Le résultat de I’identification de menthone par chromatographie sur couche mince figure 25

a donné une tache jaune qui est caractéristique de menthone synthétisé aprés révélation par

KMnO4.

-

Figure 25 : Identification CCM menthone.

1.2. Menthone préparé par hypochlorite de sodium

A la fin de notre travail, Nous avons obtenu 1.5ml de menthone avec un rendement de 90.9% de
menthone de couleur jaune avec son agréable odeur similaire a ce préparé par le bichromate de
potassium. La préparation de menthone par hypochlorite de sodium donne le plus grand rendement
que la préparation de menthone par bichromate de potassium. La réaction entre les deux demi

équations des 2 couples HClO/Cl et menthone/menthol ci-dessous donne 1’équation globale de la

26



réaction d’oxydo-réduction entre le menthol et le hypochlorite de sodium ce qui bien explique le

mécanisme de la réaction de préparation de menthone par cette méthode la.

HCIO+H*+2e- — 5 ClI” + H,0

Menthol _—S menthone + 2H" + 2e~

HCIO + Menthol ——> menthone+H* + Cl- + H,0
Le résultat de I’identification de menthone par chromatographie sur couche mince figure 26

a donné une tache jaune qui est caractéristique de menthone synthétisé apres révélation par
KMnO4.

Figure 26 : Identification sur CCM de menthone.

1.3. Spectroscopie IR de menthone obtenue

Le résultat de la spectroscopie IR confirme que les deux méthodes de préparation ont donné le
méme produit c’est le menthone .Cela est montré dans la figure 27 qui représente le résultat de
FTIR de menthone préparé par bichromate de potassium et la figure 28 qui représente le résultat de
FTIR de menthone préparé par I’hypochlorite de sodium. D'apreés les deux spectres, il y a une bande
environ de 3000 cm™ , il s'agit de vibration d'élongation C—H aussi il y a une bande environ 1700
cm ' ¢’est la bande vibration d'élongation C=0 caractéristique de la fonction cétone de menthone

tous ces donnés la approuvent que la réaction a été bien marché par les deux méthodes .
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Figure 27 : Spectre infra rouge de menthone préparé par bichromate de potassium.
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Figure 28 : Spectre infra rouge de menthone préparé par I’hypochlorite de sodium.

2. Chlorure de menthyle
A la fin de la réaction de synthése de chlorure de menthyle a partir de la chloration de menthol

nous avons récupéré 1ml d’un liquide transparent caractérisé par une odeur spécial et agréable
avec un rendement de 70 % qui est approuvé par spectroscopie infra rouge (figure 29) qu’il
s’agit de chlorure de menthyle garce a la présence d’une bande a 780 cm™! est caractéristique de
C-Cl aussi il y a présence d’une bande a 3037cm~lest caractéristique de C-H mais le plus

essentiel c’est que 1l y a I’absence de fonction alcool OH de menthol .
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Figure 29 : Spectre infra rouge chlorure de menthyle.
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Le résultat de I’identification de chlorure de menthyle par chromatographie sur couche mince
(figure 30) a donné une tache jaune qui est caractéristique de chlorure de menthyle synthétisé apres
révélation par KMnO4.

Figure 30 : Identification CCM de chlorure de menthyle.

I11. Caractérisation des produits d’ancrages sur le chitosane

1. N-alkylation du chitosane par le menthone
A la fin de la réaction de la N-alkylation du chitosane par le menthone, Nous avons obtenu 3g

de produit final avec un rendement de 54.27%. Le produit d’ancrage sur le chitosane obtenu est de
couleur blanc bruni, sa masse molaire (monomere) est de 302.2 g/mol, il est un peu brune par
rapport le chitosane ainsi qu'il a une odeur agréable different de chitosane et caractéristique de
menthone. Le produit synthétisé comme le chitosane sa solubilité est faible dans I'eau et aussi dans
les solvants organiques il est soluble que dans les acides et majoritairement I’acide acétique dilué.
Le spectre IR de produit d’ancrage de menthone sur le chitosane obtenue (figure 31) c’est le
méme spectre IR de chitosane alors la réaction n’a pas bien marché parce qu’il y a absence de la
bande de la fonction imine dans les environ de 1700 cm™dans la condition ou nous avons travaillé
probablement on doit allonger la durée de réaction ou bien on doit faire dissoudre le chitosane dans
I’acide acétique dilué avant de le mettre en réaction. Tout ¢ca on va essayer de |’appliquer

prochainement pour avoir une réaction de N-alkylation de chitosane par le menthone.
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Figure 31 : Spectroscopie infrarouge de produit de chitosane N-alkylé par le menthone.
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2. N-Alkylation de chitosane par le chlorure de menthyle

A la fin de la réaction de la N-alkylation du chitosane par le chlorure de menthyle, Nous avons
obtenu 1.5g de produit d’ancrage de chlorure de menthyle sur le chitosane avec un rendement de
55,55%. Le produit d’ancrage chlorure de menthyle sur le chitosane ainsi obtenu est de couleur
blanc moyennement bruni , sa masse molaire (monomere) est de 303.2 g/mol , il est un peu brune
par rapport le chitosane ainsi qu'elle a une odeur agréable différente de chitosane et caractéristique
de chlorure de menthyle .Le produit synthétisé comme le chitosane, sa solubilité est faible dans
I'eau et aussi dans les solvants organiques il est soluble que dans les acides et majoritairement
I’acide acétique dilué.

Le spectre IR de produit d’ancrage de chlorure de menthyle sur le chitosane obtenue (figure 32)
c’est le méme spectre IR de chitosane alors la réaction n’a pas bien marché dans la condition ou
nous avons travaillé probablement on doit allonger la durée de réaction ou bien on doit faire
dissoudre le chitosane dans 1’acide acétique dilué¢ avant de le mettre en réaction. Tout ¢a on va
essayer de 1’appliquer prochainement pour avoir une réaction de N-alkylation de chitosane par le
chlorure de menthyle.
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Figure 32 : Spectroscopie infrarouge de produit de chitosane N-alkylé par le chlorure de
menthyle.

3. N-Alkylation de chitosane par le camphre

A la fin de la réaction de la N-alkylation du chitosane par le camphre, Nous avons obtenu 3.9g de
produit d’ancrage qui est de couleur plus ou moins ressemble au chitosane moins brune que les
produits d'ancrages précédents. Le rendement est 70.99% Le produit d’ancrage sur le chitosane
ainsi obtenu est de couleur blanc trés peu bruni, sa masse molaire (monomere) est de 300.18 g/mol.
Le produit synthétise comme le chitosane, sa solubilité est faible dans l'eau et aussi dans les

solvants organiques il est soluble que dans les acides et majoritairement 1’acide acétique dilué.
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Le spectre IR de produit d’ancrage de camphre sur le chitosane obtenue (figure 33) montre La

présence d’une bande 4 1700 cm™ caractéristique de la base de schiff ¢’est un indice que la réaction
a bien marché
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Figure 33 : Spectroscopie infrarouge de produit de chitosane N-alkylé par le camphre.

CHAPITRE 2 : ETUDE IN SILICO DE CHITOSANE, ALKYLANTS ET LES
PRODUITS D’ANCRAGES SUR LE CHITOSANE

1. Etude in silico de chitosane

Le chitosane est optimisé par la théorie de la fonctionnelle de la densité en utilisant 3-21G

comme une base .Ce travail d’optimisation a été fait pour avoir la forme la plus stable de chitosane

(figure 34) qui nous permet de connaitre ses proprietés .

Figure 34 : Structure optimisée chimique et stable de la chitosane dimére. Optimisé avec
DFT-B3LYP/3-21G.
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1.1. Analyse thermodynamique

Durant cette étude nous avons été calculés plusieurs paramétres incluant Formule brute, énergie

électronique enthalpie a Hartree, moment dipolaire de Chitosane qui sont montrés dans le tableau 3

aussi nous avons été calculé le Poids moléculaire, capacité calorifique, entropie et énergie totale du

chitosane qui sont illustré dans le tableau 4. Ces valeurs ont été considérées comme référence pour

le comparer avec ceux des alkylants et des produits d’ancrage sur le chitosane pour savoir comment

ils varient.

Tableau 3 : Formule brute, énergie électronique enthalpie a Hartree et moment dipolaire
(Debye) de Chitosane.

Formule brute

Energie électronique

Enthalpie

Moment dipolaire

C12 H24N209

-1250.84

-1250.84

1.54

Tableau 4 : Poids moléculaire (g/mol), capacité calorifique (cal/mol-kelvin), entropie (cal/mol-

kelvin) et énergie totale (a.u.) du chitosane.

Masse moléculaire

Capacite thermique Entropie

Energie totale

340.15

89.944

158.144

-1251.26
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1.2. Analyse orbitale moléculaire frontiére
Le tracé LUMO du chitosane montre que les électrons étaient localisés dans tous le monomere
droit du chitosane tandis que le tracé HOMO montre que les électrons étaient localises dans le

monomere gauche du chitosane a I'exception du CH,OH latéral ceci est illustré dans le figure 35.
209
> N
@ ﬁ""‘ :
2 ;

P

E;ymo= 0,06242eV
ETAT EXCITE

AE= -/0,14428eV

Eyomo= 0,2067eV
ETAT FONDAMENTAL

Figure 35 : Diagrammes de distribution d’orbitale moléculaire ’HOMO et LUMO du
chitosane.

Le tableau 5 représente 1’énergie HOMO, LUMO, écart énergétique, dureté et douceur du
chitosane. Ces valeurs ont été considérées comme référence pour les comparer avec ceux des

alkylants et des produits d’ancrage sur le chitosane pour savoir comment ils varient.
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Tableau 5 : Energie (eV) d’HOMO, LUMO, écart énergétique, dureté et douceur du

chitosane.
E(HOMO) E(LUMO) Ecart E(LUMO)-E(HOMO) Dureté(n) Douceur (S)
-0,207 0,062 0,27 0,135 7,432

1.3. Analyse orbitale moléculaire frontiére Potentiel électrostatique moléculaire (MEP)

Le MEP a été calculé pour prédire les sites réactifs pour les attaques électrophiles et nucléophiles
de la structure optimisée du chitosane. La couleur rouge (figure 36) représente la zone négative
maximale, qui montre un site favorable aux attaques électrophiles comme les carbones attachés au
quelques fonctions alcools OH, la couleur bleue indique la zone positive maximale favorable aux
attaques nucléophiles comme I’amine latéral NH, et la couleur verte représente les zones

potentielles nulles et neutres.

Figure 36 : Carte MEP du chitosane.
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2. Etude in silico des alkylants du chitosane

Le camphre ,menthone, chlorure de menthyle ont été optimisés par la théorie de la
fonctionnelle de la densité en utilisant 3-21G comme une base .Ce travail d’optimisation a été fait
pour avoir la forme la plus stable des alkylants de chitosane (tableau 6) ce qui nous permet de
calculer ses propriétes .

Tableau 6 : Structure optimisée chimique et stable des alkylants utilisés pour le chitosane.
Optimisé avec DFT-B3LYP/3-21G.

Structure optimisée

Camphre

&
Menthone t ‘/3
9 o

Chlorure de menthyle cl ? ’\‘




2.1. Analyse thermodynamique

Les résultats de I’analyse thermodynamique regroupent la formule brute, énergie électronique,

enthalpie et moment dipolaire des alkylants qui ont été mentionnés dans le tableau 7 et aussi le

poids moléculaire, capacité calorifique, entropie et énergie totale qui ont été mentionnés dans le

tableau 8. Ces résultats ont été schématisés en des figures pour pouvoir mieux les comprendre.

D’aprés la figure 37 le chlorure de menthyle a la plus faible énergie électronique et la plus faible

enthalpie tandis que le menthone et le camphre ont la méme énergie électronique et enthalpie donc

le chlorure de menthyle est le plus stable thermiquement dans ce qui concerne les alkylants. Par

contre notre polymere le chitosane reste le plus stable thermiquement par rapport tous les alkylants

utilisés.

Tableau 7 : Formule brute, énergie électronique et enthalpie a Hartree, moment dipolaire
(Debye) des alkylants.

Composé Formule brute | Energie électronique Enthalpie 3?;5?;?2
Camphre C10H160 -463.145 -463.144 2.784
menthone CioH150 -464.302 -464.301 2.664
Chlorure de menthyle C10H1oClI -848.113544 -848.113 3.103
-0
- -200
- -400
u Energie électronique -600
® Enthalpie -800
-1000
-1200
-1400

Figure 37 : Energie électronique et Enthalpie des alkylants et de chitosane.

D’aprés la figure 38 nous observons que le chlorure de menthyle a le plus grand moment

dipolaire prés de 3 Debye, le menthone et le camphre ont un moment dipolaire presque similaire et

le chitosane reste le composé qui a le plus faible moment dipolaire par rapport tous les alkylants.




Par conséquence le chlorure de menthyle est I'alkylant qui a les propriétés de liaisons les plus
ameliorés, c'est la molécule qui a une tendance de faire plus des liaisons et des interactions avec au

qu’un cible.

3,5

- 2,5

- 0,5

Chitosane Chlorure de menthone Camphre
menthyle

Figure 38 : Moment dipolaire des alkylants et de chitosane.

Tableau 8 : Poids moléculaire (g/mol), capacité calorifique (cal/mol-kelvin), entropie (cal/mol-
kelvin) et énergie totale (a.u.) des alkylants

Composé Masse moléculaire Capaplte Entropie Energie totale
thermique
Camphre 152.120 43.180 97.471 -463.3995
menthone 154.136 41.032 100.319 -464.579
e 174.118 47.854 109.053 -848.403
menthyle

Il apparait clairement d’apres la figure 39 que le chlorure de menthyle a la plus faible énergie
total et I’entropie la plus élevée dans tous les alkylants alors c’est le stable. Le chitosane a I’énergie

totale la plus faible et I’entropie la plus élevée dans tous les alkylants c’est le plus stable.

600
400

I . 200
- 0

__ chitosane Chlorure de menthone Camphre 2200

m Capacité thermique menthyle
—] -400

— -600
— -800
— -1000
— -1200
-1400

B Masse moléculaire

Entropie

Energie totale

Figure 39 : Poids moléculaire (g/mol), capacité calorifique (cal/mol-kelvin), entropie
(cal/mol-kelvin) et énergie totale (a.u.) des alkylants et de chitosane.
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2.2. Analyse orbitale moléculaire frontiéere
Le tracé LUMO et HOMO des alkylants (figure 40) montre que les électrons étaient localisés

dans presque tous les molécules de chaque alkylant.

£ :

"b’ |
9
o 9
9
ELUMO= 0,00445 eV
ETAT EXCITE ETAT EXCITE E unmo=0.00702 eV
ETAT EXCITE

AE= 021908 eV AE= 0,21308 eV

AE= o.:'\szzse\"

EHOMO= 0,22353 eV
ETAT FONDAMENTAL Eyomo=-0.27527eV
ETAT FONDAMENTAL

EHOMO= 0,22353 eV

ETAT FONDAMENTAL

CAMPHRE MENTHONE CHLORURE DE MENTHYLE

Figure 40 : Diagrammes de distribution orbitale moléculaire ’HOMO et LUMO de camphre,
menthone et chlorure de menthyle.

Le tableau 9 représente 1’énergie (eV) d’HOMO, LUMO, écart énergétique, dureté et douceur
des alkylants. Ces valeurs on été schématisé dans le figure 41.

Tableau 9 : Energie (eV) d’HOMO, LUMO, écart énergétique, dureté et douceur des
alkylants.

Composé = E(HOMO) ' E(LUMO) E(LUMCE);:?ErELUMO) Dureté (1)) Do?g)e“r
Camphre 0,224 0,0044 0,228 0,11 8,773
menthone -0,219 -0,0085 0,211 0,106 9,479
GBS | g 0,007 0,282 0,141 7,085
menthyle
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Nous trouvons que d’aprés la figure 41 I'écart HOMO-LUMO le plus élevé chez le chlorure de

menthyle (0,28229eV) méme il a la dureté la plus élevé, ce qui indique qu'il est plus réactive que

les autres composés.

Le chlorure de menthyle est plus reactive et stable cinétiquement par rapport tous les autres

alkylants choisis et méme par rapport le polymere.

H E(HOMO)
® E(LUMO)
M Ecart E(LUMO)- E(LUMO)

Dureté (n)

0,4

Figure 41 : Energie (eV) d’HOMO, LUMO, écart énergétique, dureté des alkylants et de

chitosane.

La figure 42 indique que le menthone présente la douceur la plus élevée et Le chlorure de

menthyle parallélement au chitosane présente la douceur la plus faible.

il

chitosane

Chlorure de
menthyle

menthone Camphre

=
o

O B N W b U1 O N 00 O

Figure 42 : Douceur des alkylants et de chitosane.




2.3. Potentiel électrostatique moléculaire (MEP)

D'aprés la figure 43 il apparait clairement une zone rouge dans tous les trois molécules c'est une
zone qui est riche en électrons dont il présente la partie de la molécule favorable a l'attaque
électrophile de I'amine NH, de chitosane ou nous avez fait la N-alkylation , c'est le carbonyle en

menthone et le camphre et la partie halogéné dans ce qui concerne le chlorure de menthyle.

50322 [F R 60332 =

i
[T o o)
‘, -

3.

%o

s

4

CAMPHRE CHLORURE DE MENTHYLE MENTHONE

Figure 43 : Carte MEP du chitosane des alkylants du chitosane.



3. Etude in silico des produits d’ancrage sur le chitosane

Les produits d’ancrage sur le chitosane avec le camphre, le menthone et le chlorure de menthyle
ont été optimises par la théorie de la fonctionnelle de la densité en utilisant 3-21G comme une base.
Ce travail d’optimisation a été fait pour avoir la forme la plus stable des produits d’ancrage sur le

chitosane tableau 10 ce qui nous permet de calculer ses propriétés.

Tableau 10 : Structure optimisée chimique et stable des produits d'ancrage sur le chitosane.
Optimisé avec DFT-B3LYP/3-21G.

Structure optimisée

& .
- ’ o2 P -
Chitosane-Camphre a ?. o 25 ? o °
9 , "

J‘J
M ‘;;‘i‘o PR
Chitosane-menthone :; e 3'“% % %0 &
:‘ﬁ.“ “" ,“
»

Chitosane-Chlorure de menthyle e @ | " L 9
Sd W% J;) 4‘!

3.1. Analyse thermodynamique
Les résultats de 1’analyse thermodynamique regroupent la formule brute, énergie électronique,
enthalpie et moment dipolaire des produits de 1’ancrage de camphre, menthone et chlorure de
menthyle sur le chitosane qui ont été mentionnés dans le tableau 11 et aussi le poids moléculaire,
capacité calorifique, entropie et énergie totale qui ont été mentionnés dans le tableau 12.Ces

résultats ont été schématisés en des figures pour pouvoir mieux les comprendre.



Tableau 11 : Formule brute, énergie électronique et enthalpie a Hartree, moment dipolaire
(Debye) des produits d’ancrage sur le chitosane.

Composé Formule brute . Energ_le Enthalpie I\_/Iome_nt
électronique dipolaire
Chitosane-Camphre C2H40N2019 -1713.9956 -1713.995 4.078
Chitosane-menthone C2H4;N,019 -1715.188 -1715.187 3.794
R L I -2098.9809 2098980 | 2782
menthyle

D’aprés la figure 44, On observe que lI'ancrage de chitosane a diminué en générale I'énergie
électronique et I'enthalpie de chitosane pour tous les alkylants.Nous constatons que l'ancrage de
chitosane avec le chlorure de menthyle a la plus faible énergie électronique et la plus faible
enthalpie tandis que I'ancrage avec le menthone et le camphre a la méme énergie électronique et
enthalpie donc le produit d'ancrage de chitosane avec le chlorure de menthyle est le plus stable

thermiquement.

-0
- -500
, -1000
M Energie électronique
H Enthalpie
-1500
-2000
-2500

Figure 44 : Energie électronique et enthalpie a Hartree des produits d’ancrage sur le
chitosane.

La figure 45 montre que l'ancrage sur le chitosane a amélioré en générale son moment
dipolaire. D'aprés le figure le produit d'ancrage de chitosane avec le camphre a le plus grand
moment dipolaire prés de 4 Debye le chlorure de menthyle a le plus faible moment dipolaire pour
les alkylants.

Par conséquence le produit d'ancrage de chitosane avec le camphre a la propriété de liaison les

plus améliorés, c'est la molécule ou il a une tendance de faire plus des liaisons et des interactions

avec au qu’un cible.
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Figure 45 : Moment dipolaire (Debye) des produits d’ancrage sur le chitosane.

Tableau 12 : Poids moléculaire (g/mol), capacité calorifique (cal/mol-kelvin), entropie
(cal/mol-kelvin) et énergie totale (a.u.) des produits d’ancrage sur le chitosane

Composé Masse moléculaire Capa_mte Entropie Energie totale
thermique
Chitosane-Camphre 492.268 138.343 218.781 -1714.67
Chitosane-menthone 494.283 140.313 224.900 -1715.887
Chitosane-Chlorure de 514.269 142.315 229.142 -2099.691
menthyle

A partir la figure 46, il apparait que aprés l'ancrage I'énergie totale de chitosane a diminué par

contre le poids moléculaire, la capacité calorifique et I’entropie sont augmentées ce qui rend le

chitosane plus stable. Le produit d'ancrage de chitosane avec le chlorure de menthyle a le poids

moléculaire le plus élevé (514.26571g/mol) , il présente la capacité calorifique la plus élevé

(142.315cal/mol-kelvin) et I'entropie la plus élevé (229.142cal/mol-kelvin) par rapport tous les

autres produits d'encrage sur le chitosane alors c'est le produit le plus stable par seul raison c'est que

son énergie totale (-2099.69087385a.u.) est plus faible par rapport les autres.
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Figure 46 : Poids moléculaire (g/mol), capacité calorifique (cal/mol-kelvin), entropie (cal/mol-
kelvin) et énergie totale (a.u.) des produits d’ancrage sur le chitosane.

3.2. Analyse orbitale moléculaire frontiere
Le tableau 13 représente 1’énergie d’HOMO, LUMO, écart énergétique, dureté et douceur des
produits d’ancrage sur le chitosane. Ces valeurs on été schématisé dans le figure 47.

Tableau 13 : Energie (eV) d’HOMO, LUMO, écart énergétique, dureté et douceur des
produits d’ancrage sur le chitosane.

Composé E(HOMO) | E(LUMO) |t iy g‘):f‘éELUM o) D‘a:fte Douceur (S)
Chitosane-Camphre -0,2 0,004 0,22 0,11 4,6402
Chitosane-menthone -0,2 -0,03 0,17 0,083 6,06

Chitosane-Chlorure

-0,22 -0,003 0,214 0,12 4,68
de menthyle

La figure 47 montre que l'ancrage sur le chitosane a engendré la diminution de son écart
énergétique ce qui va traduire par la diminution de son réactivité. Aussi on voit que le chitosane
aprés 1’ancrage devient moins dure. On trouve que l'écart HOMO-LUMO est plus élevé chez le
produit d'ancrage de chitosane avec le chlorure de menthyle et le camphre, ce qui indique qu'ils sont

les plus réactives et stables cinétiquement que le menthone.
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Figure 47 : Energie (eV) d’HOMO, LUMO, écart énergétique et dureté des produits
d’ancrage sur le chitosane.

La figure 48 indique que la douceur de chitosane a augmenté apres 1’ancrage, nous la trouvons

plus élevé chez le produit d’ancrage de chitosane avec le menthone.

14

12

10

Chitosane-Camphre Chitosane-menthone Chitosane-Chlorure de Chitosane
menthyle

Figure 48 : Douceur des produits d’ancrage sur le chitosane.

Le trés bon agent alkylants de tous les alkylants choisis est le chlorure de menthyle qui a
présenté une bonne stabilité thermique ainsi qu'il a tendance de faire plus des liaison et des
interaction avec au qu’un cible vue de sa grand moment dipolaire et en plus que sa il est trés
réactive grace a sa écart énergétique HOMO-LUMO qui est le grands par rapport le menthone et le
camphre. La N-alkylation de chitosane augmente sa stabilité, améliore sa stabilité thermique,
diminué sa dureté et diminué sa réactivité par contre il augmente sa douceur. Le produit d'ancrage

de chitosane avec le chlorure de menthyle est le plus stable que les autres et celle avec le camphre a



tendance de faire plus de liaisons vue son grand moment dipolaire. Le produit d'ancrage de

chitosane avec le menthone est le plus doux de tous les produits d'ancrage sur le chitosane

CHAPITRE 3 : ACTIVITE ANTIBACTERIENNE
1. Activité antibactérienne des alkylants étudies

L’activité antibactérienne des alkylants de chitosane a été réalisée sur 2 souches : une a gram
positive, ¢’est Bacillus Cereus et I’autre a gram négative, il s’agit de Pseudomonas Aeruginosa.
Le tableau 14 résume les pourcentages d’inhibitions.

Tableau 14 : Pourcentage d’inhibition de menthone, camphre et chlorure de menthyle
D'aprés la figure 49, nous remarquons que la souche Bacillus, semblent étre plus ou moins

menthone camphre chlorure menthyle
PERLERMEMEE 12% 17,95% -35,4%
Aeruginosa
Bacillus Cereus 1,14% 77,92% -27%

résistantes que Pseudomonas. Cette différence est probablement due aux variances structurelles de
la paroi cellulaire entre ces bactéries 1a. . L’extraits par le camphre présente une activité inhibitrice
remarquable contre ces bactéries, dont les pourcentages d'inhibition de croissance GIP sont de 17,94
% pour Bacillus et 77,91% pour Pseudomonas. Le plus faible inhibiteur dans cette concentration est
I’extrait par le chlorure de menthyle mais on peut assister a un autre résultat si on change la

concentration de I’inhibiteur.

100

— Bacillus Cereus————————|  PseudomonasAeruginosa—— -20

B menthone camphre chlorure menthyle

Figure 49 : Représentation graphique de pourcentage d’inhibition de menthone, camphre et
chlorure de menthyle.
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2. Activité antibactérienne des produits d’ancrage sur le chitosane

L’activité antibactérienne des produits d’ancrage sur le chitosane a été réalisée sur 2 souches :

une a gram positive, c¢’est Bacillus Cereus et I’autre a gram négative, il s’agit de Pseudomonas

Aeruginosa. Le tableau 15 résume les pourcentages d’inhibitions.

Tableau 15 : Pourcentage d’inhibition des produits d’ancrage sur le chitosane

menthone-chitosane

camphre-chitosane

chlorure de menthyle-

chitosane
PZe“do.mO“aS 54.5% 84% 64,9%
eruginosa
Bacillus Cereus 57,5% 80,1% 62,8%

On observe d’apres la figure 50 que la résistance des deux souches semble étre plus ou moins la

méme. L’extraits par le chitosane N-alkylé par le camphre présente une activité inhibitrice

remarquable contre ces bactéries, dont les pourcentages d'inhibition de croissance GIP sont de 80,06

% pour Bacillus et 83,98% pour Pseudomonas. Le plus faible inhibiteur dans cette concentration est

Iextrait par le chitosane N-alkylé par le menthone mais on peut assister a un autre résultat si on

change la concentration de ’inhibiteur.

chlorure menthyle- camphre-chitosane
chitosane

M Pseudomonas Aeruginosa

menthone-chitosane

@ Bacillus Cereus

Figure 50 : Représentation graphique du pourcentage d’inhibition des produits d’ancrage sur
le chitosane.




Conclusion

Trois composés N-alkylés de chitosane ont été synthétisés deux sont des bases de schiff, il
s’agit de I’ancrage de camphre et de menthone sur le chitosane ainsi nous avons essayé de
synthétisé une amine secondaire a partir de chitosane par le chlorure de menthyle.

Nous avons synthétisé deux alkylants qui sont le menthone a partir de 1’oxydation de menthol
par le bichromate de potassium et par I’hypochlorite de sodium, cette derniere elle a donné le plus
grand rendement, I’autre est le chlorure de menthyle qu’on a le synthétisé par la chloration de
menthol.

Ces produits d’ancrage sur le chitosane ont été caractérisés par la Spectroscopie Infrarouge
(FTIR) .La solubilité de ces produits est tres limité ceci est lié au degré de desacétylation de
chitosane.

D’autre part 1’étude in silico nous a permis d‘étudié de plus les alkylants et les produits N-
alkylés de chitosane et d’expliquer les réactions de synthése, aussi il permet d’étudier la stabilité
de chaque molécules. L’¢étude in silico a confirmé que 1’alkylant le plus stable est le chlorure de
menthyle et le produit d’ancrage le plus stable c’est ’ancrage de chlorure de menthyle sur le
chitosane. Nous avons prouvé par 1’étude in silico que la N-alkylation de chitosane augmente sa
stabilité moléculaire et améliore sa stabilité thermique.

Concernant I’activité antibactérienne des alkylants utilisés, nous avons constaté que le camphre a
eu le plus grand pourcentage d’inhibition pour les bactéries étudiés en revanche le chlorure de
menthyle avait le plus faible pourcentage d’inhibition. Pour les produits N-alkylé de chitosane,
celui par le camphre présente une activité inhibitrice remarquable contre ces bactéries. Le plus
faible inhibiteur a été le chitosane N-alkylé par le menthone.

La caractérisation des copolymeres obtenus par modification chimique du chitosane reste
incompléte, nous programmerons a continuer notre travail et estimer le taux de modification par
UV- VISIBLE et Infrarouge.
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Abstract

The chemical modification of chitosan is a field in which a variety of syntheses
have been proposed, in particular the alkylation of chitosan by aldehydes, ketones or
by halogenated derivatives. This work describes the synthesis of N-alkylated
compounds of chitosan from the main molecules of essential oils or from modified
molecules of essential oils, namely camphor, menthone and menthyl chloride. These
last two were synthesized respectively by the oxidation and chlorination of menthol.
An in silico study was performed with Gaussian 09 molecular modeling and
simulation software in order to understand the stability and to explain the synthesis
reactions of each of the chitosan alkylants used and also of the N-alkylated products
of chitosan whatever the N-alkylation by camphor, by menthone or by menthyl
chloride. At the end of this work biological tests centered on the antibacterial activity
were made whose engine is the prepared N-alkylated products of chitosan and the

used alkylants.

Chitosan, Polymer, Menthone, Menthyl chloride, Camphor,
Anchoring, N-alkylation, Gaussian 09, Antibacterial activity.
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N-alkylation de chitosane : Synthése, Etude in Silico et activité biologique

La modification chimique du chitosane est un domaine dans lequel une variété de synthéses a été
proposée notamment 1’alkylation de chitosane par des aldéhydes, des cétones ou bien par des
dérivés halogéneés. Ce travail décrit la synthése des composés N-alkylés de chitosane a partir des
molécules majoritaires des huiles essentiels ou bien des molécules modifiés des huiles essentielles a
savoir le camphre , le menthone et le chlorure de menthyle. Ces deux dernieres ont été synthétisés

respectivement par 1’oxydation et la chloration de menthol.

Une étude in silico a été réalisée grace a logiciel de modélisation et de simulation moléculaire
Gaussian 09 afin de comprendre la stabilité et d’expliquer les réactions de synthése de chacun des
alkylants de chitosane utilisés et aussi des produits N-alkylés de chitosane quelque soit la N-

alkylation par le camphre, par le menthone ou bien par le chlorure de menthyle.

A la fin de ce travail des tests biologiques centrés sur I’activité antibactérienne ont été faits dont le

moteur est les produits N-alkylés préparés de chitosane et les alkylants utilisés.

Chitosane, Polymere, Menthone, Chlorure de menthyle, Camphre, Ancrage,

N-alkylation, Gaussian 09, Activité antibactérienne.
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