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RESUME

La désacétylation de la chitine extraite de la carapace conduit a la formation du chitosane ;
un polysaccharide linéaire constitué de deux unités monomeres, N-acétyl-2-amino-2-
déoxyglucopyranose et 2-aminoglycopyranose, appartenant a la famille de
glycosaminoglycanes. Grace a sa biodégradabilité et non toxicité, le chitosane trouve
beaucoup d’applications surtout dans le domaine biomédical ; mais ces utilisations restent
limitées a cause de sa faible solubilité.

Dans le but de développé leur propriétés et augmenté le spectre d’activité de ce
biopolymere ; la modification chimique du chitosane par des greffons contenant des
groupements carbonyles fournit des liaisons imines avec I’amine libre d’unités désacétylé
caractérisant une base de Schiff.

Le greffage du chitosane par des molécules photo-sensibilisantes comme les
furocoumarines, caractérisé par de fortes activités biologiques, et utiliser surtout dans le
traitement des maladies dermatologiques (vitiligo et psoriasis) par la photochimiothérapie
et la photophérése ; extraites a partir des plantes appartiennent a la famille des Rutaceae
comme la Ruta montana en se basant sur des méthodes d’extractions classiques et
alternatives, résulte un polymeére photosensible réticulé appliqués dans 1’administration de
médicaments, I’encapsulation des médicaments et ainsi dans la dégradation des polluants

d’eau.

Mots clés : Base de Schiff, chitosane, furocoumarine, photo-sensibilisante, Ruta montana



ABSTRACT

The deacetylation of chitin extracted from the shell leads to the formation of chitosan; a
linear polysaccharide consisting of two monomer units, N-acetyl-2-amino-2-
deoxyglucopyranose and 2-aminoglycopyranose, belonging to the family of
glycosaminoglycans. According to its biodegradability and non-toxicity, chitosan finds
many applications, especially in the biomedical field; but these uses remain limited
because of its low solubility.

In order to develop their properties and increase the spectrum of activity of this
biopolymer; chemical modification of chitosan by grafts containing carbonyl groups
provides imine bonds with the free amine of deacetylated units characterizing a Schiff
base.

The grafting of chitosan by photo-sensitizing molecules such as furocoumarins,
characterized by strong biological activities, and used especially in the treatment of
dermatological diseases (vitiligo and psoriasis) by photochemotherapy and photopheresis;
extracted from plants belong to the Rutaceae family like Ruta montana based on
conventional and alternative extraction methods, results in a crosslinked photosensitive
polymer applied in drug delivery, drug encapsulation and thus in the degradation of water
pollutants.

Key words: schiff base, chitosan, furocoumarin, photo-sensitizing, Ruta Montana
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INTRODUCTION

Récemment, des efforts concertés pour protéger I’environnement non seulement en
utilisant des matériaux naturels renouvelables respectueux de 1I’environnement, mai aussi
en utilisant des matériaux qui se décomposent naturellement dans 1’environnement comme
les biopolymeres [1].

Les biopolymeéres sont donc des polymeéres issus exclusivement d’organismes vivants ou
de polymeres synthétisés a partir de ressources renouvelables [2]. Le chitosane, un
polyaminosaccharide linéaire obtenu par la désacétylation de la chitine, qui est le principal
composant constituant la carapace des crustaces ; est le biopolymere naturel le plus
abondant apres la cellulose ; le chitosane est caractérisé par le non toxicité, la
biocompatibilité et sa biodégradabilité ce qui rend largement utilisé en médecine, en
traitement de ’cau et d’autre domaine [3]. Cependant, leurs utilisations sont limitées a
cause de son insolubilité¢ dans les solvants organiques en générale a I’exception de certains
acides, de plus le chitosane et ses dérivés ont une faible solubilité dans 1’eau en raison de
non protonation dans des conditions de pH neutre et alcalin [4].

Récemment, diverses études ont été meneées a fabriquer des derives du chitosane par des
techniques de modification chimique, par modification du greffon afin de surmonter cette
difficulté, il est particulierement intéressant en présence des groupements amine libre sur
les unités désacétylées, qui peuvent étre modifiés ou greffés par réaction de condensation
avec les composeés carbonylés de synthétisé des base de Schiff a base de ce biopolymeére
[5].

Certaines molécules qui peuvent greffer sur le chitosane et comportent des groupements
chromophores dans leur structure donc absorbés des rayonnements lumineuse a des
longueurs d’ondes définies transfert leur propriétés photo-sensibilisante au polymére et
permet a ce dernier de convertir en un gel solide ou un film mince fortement réticulé
présentant une grande résistance aux agents chimiques et atteint les propriétés mécaniques
requises pour pouvaient fournir des applications médicales a cause de sa capacité
antimicrobien dans 1’administration de médicament[6], de sa biocompatibilité [7] et utilisé

comme un support nano-transporteur inerte porté un médicament ciblé au cellules[8].

Dans ce contexte 1’hémi-synthese de base de Schiff & base de furocoumarines, qui sont des
molécules hétérocycliques photo-sensibilisantes comportent dans leur structure un
groupement carbonyle et possede la capacité d’absorber la lumiére et devenue réactif
peuvent liés aux macromolécules comme 1’ADN ; donne un intérét judicieuse dans des

applications divers.




INTRODUCTION

Notre travail est divisé en deux chapitres :

+ Dans le premier chapitre, une étude bibliographique est menée sur une présentation
générale des furocoumarines, leurs structures, leurs différentes sources végétales et
chemins d’extractions, ensuite on présentera leurs différentes propriétés physico-
chimiques et les applications associées.

+ Le deuxiéme chapitre est consacré sur I’étude des biopolymeéres plus précisément le
chitosane, son différent sources, leur propriétés physico-chimiques. La derniére
partie est consacrée a la synthese des chitosane fonctionnels greffés par le
photosensibilisateur. En effet, afin d’obtenir un film chitosane structuré photo-actif,
Dans ce chapitre, les différentes synthéses et modifications chimiques pour obtenir
les bases de Schiff photosensible lors de cette étude seront donc détaillées ainsi que
les applications associées

+ la conclusion permettra de faire un résumé récapitulant I’importance de la
modification chimique de chitosane ainsi les propriétés acquis apres la réticulation ;
en effet I’insertion des furocoumarines avec le chitosane donne la possibilité de

synthése des bases de Schiff photo-sensibilisants.
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I.1. Généralité sur les furanocoumarine :

Les furanocoumarines sont utilisées en médicine traditionnelle depuis longtemps. Le livre
Indien sacré Atharva Veda décrit le traitement de la leucoderme (vitiligo) a 1’aide d’un
cataplasme d’une plante maintenant connus sous le nom de psoralea corylifolia, et les
anciens Egyptiens utilisaient Ammi majus pour le méme trouble. La premiéere
furanocoumaine, 5-méthoxypsoraléne, a été isolée en 1838 par KALBRUNNER a partir

d’huile de bergamote [9].

1.1.1. Structures et propriétés chimiques :

Les furocoumarines ou furanocoumarines sont des molécules tricycliques, produites par la
condensation de deux hétérocycles, coumarine (ou benzo-alpha-pyrone) et furane. La
position du cycle furane permet de distinguer deux types de furocoumarines linéaires dont
la forme de base est le psoralene et les angulaires représentées par 1’angélicine. Les
furocoumarines constituent une classe de molécules abondantes, ou chaque membre se
distingue par la présence de divers groupements (hydroxy, alkoxy...) sur les carbones 2’, 5
et 8 [10]. Les furocoumarines linéaires les plus communes sont des dérivés méthoxylés du
psoraléne : Le 5-méthoxypsoralene ou bergapténe (5-MOP), le 8-méthoxypsoraléne ou
xanthotoxine (8-MOP) et le 5,8-diméthoxypsoraléne ou isopimpinelline (5,8- MOP) sont
déterminés dans le tableau I.1).

Tableau 1.1: Structure chimique des principales furocoumarines linéaires et angulaires

[9].

Dérivés Formule Moléculaire
\ I
Psoraléene o o QO
OCH,
Bergapténe / N
0 0" o
] /4 NN
Xanthotoxine
O 0" o
OCH,
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Dérivés

Formules moléculaires

Isopimpinelline

OCH,
7 N
@ 0 Qto

OCHj

OH
Bergaptol (/t@fj
~
O 07 N0
7 N
Xanthotoxol
~
O 07 N0
OH
Angélicine
~
0 070
. OCH,4
Isobergapténe
N
~
0 07 N0
Sphondine

H4CO
E{;;:I:\ij

NN

0 07 N0
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Les furocoumarines présentent une bonne solubilité dans les solvants aprotiques apolaires
comme le chloroforme, mais sont peu solubles dans certains solvants protiques polaires
tels que le méthanol, 1’éthanol et 1'eau. Ce sont des molécules relativement stables qui
résistent bien aux températures élevées. Toutefois, cette stabilité diminue lorsqu'on les
soumet & un rayonnement UV. Les substituant présents sur le noyau coumarine, qui varient
selon les furocoumarines, leur conférent différentes propriétés physico-chimiques.
L'ensemble de ces propriétés fait des furocoumarines des molécules qu’il est possible de
séparer et de caractériser par les techniques de chromatographie sur couche mince (CCM),
de chromatographie gazeuse (GC), et de chromatographie liquide haute performance
(HPLC). De plus, les spectres d'absorption peuvent étre caractérisés avec un détecteur a
barrette de diodes car le noyau lactone des furocoumarines absorbe les rayonnements UVA
(320-400 nm) [11].

1.1.2. Distribution dans le régne vegétal :
Les furanocoumarines sont distribuées principalement chez quatre familles botaniques a
savoir les Apiacées, les Rutacées, les Fabacées et les Moracées [12] sont illustré dans la

figure 1.1.

o o
B e O L

Ammi majus (Apiacées) Citrus bergamia (Rutacées)

Figure 1.1: Exemple de plantes appartenant aux quatre familles botaniques produisant

des Furanocoumarines en grande quantité [13].
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Certaines familles botaniques ne synthétisent que des formes linéaires. C’est le cas des
Rutacées (R. graveolens, Citrus bergamia) qui synthétisent principalement du bergaptene
(5-MOP), de la xanthotoxine (8-MOP) et de I’isopimpinelline [14,15], de la majorité des
Moraceées (Ficus carica) [16] bien que recemment des formes angulaires aient été mises en
évidence chez Dorstenia gigas [17], et de certaines Apiacées (Ammi majus) [18]. D’autres
familles botaniques synthétisent & la fois des furanocoumarines linéaires et angulaires.
C’est le cas des genres Psoralea, Cullen et Coronilla de la famille des Fabacées qui
synthétisent uniquement des formes simples telles que le psoralene et son isomeére
angulaire, 1’angélicine [19]. Certaines plantes de la famille des Apiacées (Apium
graveolens, Pastinaca sativa) produisent également les deux formes linéaires et angulaires
[20].

1.1.3. Réle écologique :

Les furocoumarines sont des phytoalexines présentant un spectre d’action relativement
large. En effet, ces molécules protegent la plante contre les herbivores et les
microorganismes pathogénes grace a leurs propriétés phototoxiques d’une part [21] Par
exemple, des furocoumarines contenues dans les graines d'Heracleum laciniatum inhibent
la croissance in vitro du champignon Cladosporium. La présence de furocoumarines dans
ces graines présente un avantage adaptatif certain face aux micro-organismes qui menacent
I'embryon au moment de la germination [22], d’autre part elles sont impliquées dans des
processus d’allélopathie, inhibant la germination et la croissance des plantes environnantes,
comme [’aviprine (furocoumarine linéaire extraite d’Apiacées) qui inhibe la germination

de la laitue ou I’ammirine (Rutacées) qui inhibe celle de I’amarante [23].

1.1.4. Localisation des furocoumarines au sein d’une plante :

En raison de leur r6le de protection, les furocoumarines sont principalement localisées
dans et a la surface des organes les plus exposés a la prédation. On trouve ainsi les
concentrations les plus importantes dans les jeunes feuilles, dans les fruits et surtout dans
les graines [12]. Cette localisation préférentielle au niveau des organes « clés » permettrait
a la plante d’alléger le cotit métabolique engendré par la synthése de ces molécules [24].
Dans une méme idée « d’économie métabolique », chez certaines plantes comme le celeri
(Apium graveolens), la synthése de furocoumarines est fortement induite en conditions de
stress [25]. Mai la localisation des furocoumarines au sein des plantes est aussi soumise

aux conditions environnementales et peut donc varier au cours de temps [23].




CHAPITRE |

Les furocoumarines peuvent étre toxiques pour la cellule, elles sont stockées ou excrétées
de sorte qu’elles ne perturbent pas le fonctionnement cellulaire. Par exemple, les rutacées
possédent des glycosyl transférases qui glycosylent les furocoumarines cytosoliques qui
sont ensuite stockées dans la vacuole [26]. Cette glycosylation permet d’inhiber la toxicité
de ces molécules de fagon provisoire [27]. Lors d’une attaque par un insecte, les blessures
occasionnées permettent la libération des furocoumarines glycosylées qui sont ensuite
remobilisées et transformées en forme aglycones par des B-glycosidases du cytosol

retrouvant son activité toxique [28].

I.1.5. Méthodes d’extractions des furocoumarines:

L’extraction représente une étape cruciale a la fois pour le développement d’une méthode
analytique pour 1’é¢tude de la composition d’un matériel végétal et pour I’isolement de
composés naturels [29]. De nombreux facteurs peuvent affecter considérablement le
rendement d’extraction y compris la technique d’extraction, la polarité du solvant, la nature
chimique de I’isolat et ca concentration dans la matrice végétale et la durée d’extraction
[29].

L’extraction des furocoumarines est fréquemment effectuée au moyen de procédures
« classiques » basées sur le choix du solvant couplé a la température et/ou a l'agitation
comme extraction par soxhlet et la macération, I’avantage de ces méthodes d’extraction
résulte de 1I’équipement de base, peu couteux, la simplicité de 1’équipement permet a ces
méthodes de se maintenir par rapport a de nouvelles techniques telles que les extractions
par ultrasons, assistée par micro-ondes, par fluide supercritique ou par solvants accélérées
[29].

1.1.5.1. Macération :

La macération est la méthode d’extraction solide-liquide la plus simple. Elle consiste en la
mise en contact du matériel végétal avec le solvant avec ou sans agitation, a température
ambiante ou a température élevée pour une durée déterminée. Cette technique est basée sur
la solubilité de composés bioactifs dans un solvant d’extraction apres la diffusion ce
dernier a I’intérieur des cellules végétales, le processus est continue avec la solubilisation
de composés bioactifs qui vont migrer de la matrice végétale vers le solvant environnant
jusqu’a ce que 1’équilibre de partage de concentration soit atteint [30]. En prend I’exemple
d’extraction des furocoumarines (psoralene, xanthotoxine et bergapténe) a travers les
surfaces des feuilles de ruta graveolens, d’aprés ZOBEL et al, les processus de broyage, de

congélation et de lavage doivent étre évités, en particulier lorsqu’il s’agit de travailler avec
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des feuilles car peuvent également entrainer des pertes physiques de matériel cuticulaire
cireux, affectant ainsi la quantification finale des furocoumarines [31]. Un simple trempage
des feuilles du R. graveolens frais dans de I’eau bouillante dans une durée <2s, suivi d’une
extraction liquide-liquide avec 1’acétate d’éthyle et comparé avec ’extraction par des
solvants organiques (MeOH et Me2CO) a température ambiante a été applique par ZOBEL,
la quantité extraite avec de 1’eau bouillante est de 720ug/g au totale trés important par

rapport a I’extraction par solvant dans 1 min [31].

1.1.5.2. Soxhlet:

L’extraction par Soxhlet est une méthode simple et convenable permettant de répéter
infiniment le cycle d’extraction avec du solvant frais jusqu'a la saturation de ce dernier par
le soluté. Dans un systéme conventionnel de Soxhlet comme la montre la figure 1.2, la
matiére végeétale est placée dans une cartouche, et remplie de solvant frais condensé a
partir d'un ballon a distiller. Quand le liquide atteint le niveau de débordement, un siphon
aspire la solution de la cartouche et la décharge de nouveau dans le ballon a distiller,
portant les substances dissous extraites dans le liquide en bloc. Dans le ballon, le soluté est
séparé du solvant par distillation pour qu’elle restée dans le flacon et le solvant frais passe
de nouveau dans le lit de solide. L'opération est répétée jusqu'a ce que l'extraction complete
soit réalisée et le solvant s’enrichit en substances extraites [30]. Les furocoumarines sont
extraits a partir des fruits de Archangelica officinalis hoffm selon le protocole suivi par
WAKSMUNDZKA et al, tout d’abord, les fruits ont été séchés, pulvérisés et extraits dans
un extracteur de soxhlet avec éther de pétrole (40-60°C) pendant 15h, la marc obtenus
poursuivie avec du méthanol a nouveau pendant 15h, les extraits obtenus ont été évaporés
a sec dans un évaporateur sous vide a pression réduite. Les rendements obtenus en mg/g
sont: Umbelliférone (0,0047); Xanthotoxine (1,2852); Isopimpinelline (1,0633);
Bergapténe (3,3217) ; Impératorine (13,1188) ; Phellopterine (6,5908) [32].
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Figure 1.2 : Un extracteur Soxhlet.

1.1.5.3. Extraction assistée par ultrason (UAE):

L’extraction par ultrasons est une méthode simple, efficace et peu couteuse. Ses avantages
les plus significatifs sont liés a 1’augmentation du rendement d’extraction et une
acceélération de la cinétique par rapport a une extraction classique. Elle permet de travailler
a des températures relativement basses et d’éviter la thermodestruction des composés.
Cette technique est facile a mettre en ceuvre. Comme le Soxhlet, I’extraction par ultrasons
permet d’utiliser une large gamme de solvant afin d’obtenir différents composés naturels.
Cependant, ’effet de I’extraction par ultrasons sur le rendement et la cinétique d’extraction
est lié a la nature de la matrice végétale [30]. Selon WAKSMUNDZKA, I’extraction des
furocoumarines a partir des fruits de Pastinaca sativa avec éther de pétrole suivi du
méthanol dans un bain ultrasonique a 60°C pendant 30min, une méthode efficace pour
récupérer un bon rendement (Xanthotoxine 11 mg/g; Isopimpinelline 4mg/g et

Impératorine 14 mg/g) [33].

|
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Figure 1.3: Appareillage d'extraction assistée aux ultrasons.




CHAPITRE |

1.1.5.4. Extraction assistée par microondes (MAE) :

Lors d’une extraction assistée par micro-ondes, les microondes transmis 1’énergie (de
fréquence de 0,3 a 300 GHz) aux substances a l’intérieure de mati¢re végétale (en
particulier les molécules polaires) et converti en énergie thermique. Par conséquent, la
surchauffe intérieure peut provoquer la vaporisation du liquide a I’intérieur des cellules, ce
qui peut rompe les parois cellulaires facilitant ainsi la libération des composes actifs dans
le solvant et améliorant leur extraction [30]. Un couple d’extraction assistée par micro-
ondes (2450 MHz) avec une méthode de chromatographie contre courant a grande vitesse
(HSCCC) a été développé par QUI et al en 2012, pour la séparation et la purification de
I’isopimpinelline, pimpinelline et phelloptérine a partir de 3,5 g d’une poudre séchée de
Toddalia asiatica (L) Lam , ont été extraits avec 20 ml de méthanol (rapport solide/liquide
de 1/10, g/ml) sous 50°C pendant 1min. I’extrait brut a été séparé et purifié¢ par (HSCCC)
(UV-vis=270 nm, vitesse de 800 rpm) avec un systéme de solvant hexane-acétate d’éthyle-
méthanol-eau (5: 5: 55: 4,5). 0,85 mg/g d’isopimpinelline (95%), 2,55 mg/g de
pimpinelline (99,1%) et 0,95 mg/g de phelloptérine (96,4%) ont été obtenus a partir de
I’échantillon d’origine en une étape en 240 min, la pureté est determinée par HPLC est

leurs structure sont identifiés par MS et RMN [34].

Figure 1.4 : Appareillage d’extraction assistée par microondes.

1.1.5.5. Extraction par fluide supercritique (SFE) :

L’état supercritique correspond a un fluide dont la T et P sont supérieure a son point
critique.

En extraction, le CO- supercritique est le plus utilisé du fait que les coordonnés de son
point critiques sont facilement accessibles (31°C- 74 bar), de ses propriétés inertes et
ininflammable, de sa faible toxicité et sa haute pureté a faible cout. Cependant le CO;

fluide n’est efficace que pour I’extraction des molécules apolaires (similaire de polarité de

E
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I’hexane) du coup peut en outre étre modifié par 1’addition d’un co-solvant (méthanol). Au
cours de I’extraction, la matiére végétale est chargée dans un extracteur cylindrique a
travers laquelle le CO> circule a I’état supercritique, il va se charger de molécules solubles
dans les conditions opératoires de P et T définis, ensuite il va détendus dans un séparateur
pour devenir gazeux état ou son pouvoir solvant est nul pour que le soluté précipite et
tombe au fond du séparateur [31]. LOURENCO et al, ont été extrait la xanthotoxine et
I’isopimpinelline a partir des feuilles de zanthoxylum tinoassuiba, apres un prétraitement
de séchage et broyage, les feuilles ont soumis au CO supercritiqgue en maintenant les
conditions de P et T pendant 45min, extracteur (400 ml) est maintenu & 10.10" Pa et 313 K.
Ils ont ajoutés 5% de méthanol et isopropanol successivement au CO> [35].

séparateur
meélange CO. (@)

-

§

CO, (sc) p—-—y 'f'coz m

extracteur
condenseur

Figure 1.5 : schéma générale d’extraction par CO2 supercritique.

1.1.5.6. Extraction accélérée par solvant (ASE) :

Processus d’extraction solide-liquide effectuée a température et pression élevées environt
de 50-200°C et 10-15 MPa. La pression exercée est assez élevée pour maintenir le solvant
a I’état liquide a température élevée. Pendant I’ ASE, le solvant reste toujours en dessous de
ses conditions critiques. Bien que le solvant utilisé€ soit les solvants organiques ou I’eau
chaude pressurisé en faible quantité en comparaison a I’extraction au soxhlet, en réalisant
ainsi une extraction efficace et rapide. Cependant cette technique peuvent causée une
dégradation des solutés thermolabiles & température élevée [35]. L’extraction des
furocoumarines appliquant I’ASE a partir des fruits de Archangelica officinalis hoffm avec
le méthanol a 100-130°C et 60 bar pendant 10 min montre les rendement suivant en:
isopimpinelline 3,6 mg/g; umbelliferone 1,4 mg/g ; isopimpinelline 1,2 mg/g; phellopterine

6,7 mg/g et pour impératorine 21,3 mg/g [32].

11
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Figure 1.6 : Appareillage Extraction accélérée par solvant.

1.1.6. Propriétés biologiques :

La structure aromatique des furocoumarines est responsable de leur capacité a absorber les
longueurs d’onde UVA (320-400 nm), les furocoumarines excitées ont des effets
photosensibilisants ou plusieurs mécanismes sont impliqués : formation d’oxygéne actif ;
photoaddition avec ADN, les protéines et les lipides; formation d’intermédiaires réactifs

(radicaux libres, des péroxydes ou des époxydes) [36].

1.1.6.1. Photooxydation et photolyse :

En présence d’un rayonnement UVA (320-400 nm), les furocoumarines sont susceptibles
de quantifié 1’énergie absorber puis les transférées au oxygene moléculaire, pouvant
générer donc des espéces oxygénées réactives (*O2, H.0, H20') par des réactions de
photooxydation impliquées dans I’apoptose cellulaire [37]. Les travaux de MARLEY ont
ainsi montré que ’irradiation du psoraléne par les UVA provoque la formation de dérives
carbonylés (aldéhydes, acides) hautement toxiques par des réactions de photolyses. La
formation de ces produits et en particulier des aldéhydes, pourrait étre a I’origine du

caractere phototoxique des furocoumarines [38].

1.1.6.2. Photoactivation et photocycloaddition :
Lorsque les furocoumarines sont soumises a un rayonnement UV, elles ont la capacité de

se fixer a différentes macromolécules dans la cellule.

+ Sur ADN
Les furocoumarines peuvent subir des phénomeénes de photocycloaddition avec ADN

comprenant 3 étapes [39]:

E
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e Etape 1: les furocoumarines forment des complexes moléculaires avec des acides
nucléiques d’ADN par des liaisons de Van der Waals et hydrogénes de faible
énergie.

o Etape 2: Aprés irradiation avec de la lumiére UVA, les furocoumarines activées
sont combinées avec des bases pyrimidine (thymine) par cyclo-addition [2.2]
formant une liaison covalente entre C2’-C3’ du cycle furane ou C3-C4 du pyrone.

e FEtape 3 : les furocoumarines forment des réticulations aprés ’absorption d’un 2™

photon reliant la thymine des deux brins d’ADN.

Cette réticulation est connue pour la Xanthotoxine et les furocoumarines linéaires sous le
nom de psoraléne bifonctionnel mais se produit rarement avec furocoumarines angulaires
[40]. La photocycloaddition des furocoumarines sur I’ADN provoque une modification de
sa structure, pouvant alors empécher la réplication et finalement la prolifération des
cellules ou engendrer des recombinaisons a 1’origine de mutations dans la séquence

d’ADN [13].

E
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Figure 1.7 : Photo-addition du psoraléne sur la thymine [41].

+ Sur Les Protéines :
Les réactions de photo-addition des furanocoumarines avec un large éventail de protéines
conduisent a des perturbations cellulaires importantes comme la modification de signaux
cellulaires, I’induction et/ou la répression de facteurs de transcription [13]. VERONESE et
ces collegues ont déterminés la teneur en acides aminés du lysozyme avant et aprés
irradiation UVA en présence de psoralene. Ils ont trouvés une corrélation étroite entre la

14
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capacité des furocoumarines a photo-inactiver les enzymes et leur capacité a modifier les
acides aminés cycliques (histidine, tryptophane, tyrosine, méthionine et phénylalanine).
Ces acides aminés peuvent étre les cibles les plus probables de modification des protéines
des cellules traitées avec 8-MOP et UVA [42].

+ Sur les Acides Gras
Les furanocoumarines soumises a un rayonnement UV peuvent endommager les
membranes cellulaires en interagissant avec les lipides dont elles sont majoritairement
constituées. Il existe deux types de réactions entre les furanocoumarines et les lipides
membranaires : une réaction induite par des formes oxygénées réactives qui conduit a la
peroxydation des acides gras insaturés, une reaction de photocycloaddition des
furanocoumarines avec les acides gras insaturés qui pourrait stimuler la mélanogénese
[13].
» L’établissement de liaisons covalentes entre les carbones Cs, Cs4 du cycle pyrone
et/ou du cycle furane avec un acide gras s’effectue selon les mémes mécanismes

réactionnels mis en jeu avec les acides nucléiques [13].

L’acide gras posséde plusieurs doubles liaisons, mais la photoaddition se produit

principalement au niveau de la double liaison 12, 13 [43].

13 12 OH

Figure 1.8 : Structure d’une cycloaddition entre psoralene et acide linolénique [43].

1.1.7. Application thérapeutiques de furocoumarine :

Les effets thérapeutiques des furocoumarines sont tres probablement les résultats de
mécanismes biologiques. La plupart d’entre eux reposent sur 1’activation des molécules par

les rayonnements UV, précédant la fixation sur une macromolécule.

1.1.7.1. La photochimiothérapie :

La photochimiothérapie (ou P-UVA thérapie) est un traitement qui combine 1’association

de médicaments contenant des furanocoumarines avec une exposition aux rayonnements

E
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UV (320-340 nm) et ceci dans le but de traiter certaines maladies de peau liées a une
hyperprolifération cellulaire notamment le psoriasis, la mycose fongoide, le lichen
plantaire et le vitiligo. Le 8-MOP, le 5-MOP, le 4,5’,8-triméthylpsoralene sont
actuellement utilisées dans ce traitement et sont administrés 2h avant 1’irradiation et peut
étre administré par voie orale ou application locale [9]. La capacité des furocoumarines a
induire des photo-conjugaisons avec ADN dus aux effets génotoxiques ainsi que les effets
antiprolifératifs ce qui permet d’inhiber la réplication cellulaire en conduisant donc une

amélioration de la maladie [44].

a. Traitement de vitiligo avec la photochimiothérapie :
Vitiligo est un trouble pigmentaire idiopathique acquis de la peau et des cheveux
caractérisé par la perte de mélanocytes fonctionnels de I’épiderme, avec 1’apparition de
macules blanches, cette maladie affecte jusqu’a 1 a 4% de la population [9]. La cause du
vitiligo est inconnue, mais il a été rapporté qu’il peut provenir de causes auto-immunes,
génétiques, de stress oxydatif, neurales ou virales, qui contribuent a la destruction des
mélanocytes entrainant les lésions dépigmentées caractéristiques [9]. Les flavonoides sont
bien connus pour leur propriété antioxydant et immunomodulatrice (par exemple
curcumine, quercetine, hespéridine...) peuvent agir sur le systéme immunitaire et en
combinaison avec le triméthylpsoralene (TMP) et UVA pourrait augmenter la
repigmentation de la peau [45]. L’incorporation de TMP dans la nano-émulsion a base de
lipide améliorerait sa perméation dans la peau, ce qui conduit a une photosensibilisation de
la peau et active ainsi I’enzyme tyrosinase qui est le principal précurseur de la

mélanogenese [45].

‘-l':; ‘Wl'*r UL

O

Figure 1.9 : Photos des patients maladie par le vitiligo [46].
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Figure 1.10 : Traitement du vitiligo avec la photochimiothérapie.

b. Traitement du psoriasis avec la photochimiothérapie :

Le psoriasis est une affection cutanée chronique et auto-immune caractérisée par des
plaques surélevée rougies, qui résultent une hyperprolifération de 1’épiderme et d’une
inflammation des couches épidermiques et dermiques [9]. En 1974, HARVARD et ces
collegues ont été utilisés la PUVA orale pour le traitement du psoriasis, des expositions
répétées (18-20 traitements) aux UVA (320-390 nm) apres ingestion orale de 8-MOP ont
conduit a la disparition des lésions psoriasiques en inhibant la synthese de ADN
épidermique [47]. Des années plus tard, VALLAT et ces collégues ont été introduis un
modele de traitement alternative « la balnéo-thérapie », systéme de bain d’eau (bain
PUVA), une nouvelle forme d’administration de PUVA dans laquelle le patient trempe
pendant 15min dans une solution de psoraléne (8-MOP) diluée (0,5 mg/11 d’eau) suivi
médiatement par I’exposition aux UVA (360 nm et une dose de 0,5 J/cm?) émissent par des
ampoule fluorescentes résultant une absorption cutanée uniforme et une répartition
homogene du psoralene, le bain concentre sélectivement de psoraléne dans 1’épiderme par
rapport aux traitement PUVA utilisant le psoraléne systémique [48]. La figure suivante
montre le developpement du psoriasis avant et apres le traitement par la balnéo-
PUVAthérapie.

E
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Before Treatment

After Treatment

Figure 1.11: traitement du psoriasis par la balnéo-PUVAthérapie.

1.1.7.2. La photophérése :

La photophérése est une photochimiothérapie extracorporelle (ECP) été développé dans les
années 80 par le Dr. EDELSON pour le traitement des lymphomes cutanés a cellules T
[49]. Cette procédure d’aphérése commence par la séparation du sang par centrifugation en
trois composants : les érythrocytes, les leucocytes et le plasma. Les globules blancs et le
plasma sont combinés puis irradiés par des rayons UVA de haute intensité (1-2 J/cm?) en
présence d’un photosensibilisant 8-MOP, les composants combinés sont réinjectés dans la

patient. Ce traitement conduit d’une suppression immunitaire spécifique de I’antigéne vers

les clones de cellules T pathogenes [50].

PBMC: collectées par cytaphérdse
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Figure 1.12 : Principes de la photochimiothérapie extra-corporelle [51].
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1.1.7.3. Traitement antidépresseur :

La dépression est une maladie qui peut avoir pour origine une hyperactivation de 1’axe
hypothalamus-hypophysaire-surrénalien (HPA en anglais), une augmentation du
catabolisme des monoamines (MAO) et des déreglements des systéemes oxydatifs [52]. De
nombreux patients dépressifs présentent également une augmentation de ’activité de la
superoxide dismutase (SOD) et le malondialdehyde (MDA) un produit de la peroxydation
lipidique [53].CHEN et ses collaborateurs ont montré qu’un extrait de furanocoumarines
de graines de Psoralea corylifolia diminuait les symptomes de stress chroniques et d’aprés
leurs résultats, suggerent que les furanocoumarines sont des antidépresseurs potentiels qui

régulent la monoamine oxydase, la peroxydation des lipides et agit sur I’axe HPA [52].

1.1.7.4. Activités antioxydant :

Un radical libre est une molécule, un atome ou un ion qui posséde un ou plusieurs
électrons non appariés. Au cours de la pathogenése de maladies chroniques, la
surproduction de radicaux libres dans les tissus provoque une oxydation dommages causés
aux lipides, aux protéines et & I'ADN en raison de sa reéactivité élevée vers d'autres
molécules. Ainsi, la réduction des oxydants stress par balayage de radicaux libres est
reconnu comme une stratégie prometteuse de produits phytochimiques pour prévenir ou
retarder 1’apparition de maladies chroniques [54]. En 2004, XIANG et ces collegues ont
été extrait 11 dérives de furocoumarines a partir des racines d’une plante médicinale
coréenne Angelica dahuricae utilisant le chlorure de méthylene comme solvant
d’extraction, le 9-hydroxy-4-méthoxypsoraléne est 1’'un de ces composés isolés, ils ont
testé in vitro I’activité antioxydante, les résultats montre une inhibition de 50% de la

formation de DPPH avec une concentration de 6,1 pug/ml (Clso) [55].

1.1.7.5. Activités anti-inflammatoire :

L'inflammation est un processus biologique complexe en réponse lésion tissulaire, agents
pathogenes ou stimulation chimique. L’inflammation chronique est positivement liée a
plusieurs maladies chroniques, comme le cancer, les maladies cardiovasculaires, le diabéte
et les maladies neurodegénératives [54]. En 2015, les chercheures ont comparé les activités
anti-inflammatoires de constituants isolés des parties aériennes ou racines d’Angelica
acutiloba en utilisant le modéle cellulaire RAW 264,7 stimulé par les lipopolysaccharide.
Grace a la chromatographie sur colonne, ils ont identifiés Zligustilide, falcarindiol et
bergaptol et par comparaison, le bergaptol présentait de bonnes activités anti-

inflammatoires dans les cellules RAW 264,7 par l'atténuation de la production de nitrites,
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de prostaglandine. L’activité anti-inflammatoire du bergaptol a pris son origine dans une
partie de la régulation a la hausse de I'néme oxygénase-1, qui joue un rdle protecteur contre

les réponses inflammatoires en élevant I'activité antioxydante [56].

1.1.7.6. Activités anticancéreuse :

Les furocoumarines présentent également des activités anticancéreuses contre de
nombreux types de cancer, y compris le cancer du sein, cancer de la peau et leucémie. Le
cancer du sein est la seconde principale cause de déces chez les femmes du monde entier,
la Société Américaine de cancer a rapporté environ 231 840 nouveaux cas de cancer mortel
pour les femmes d’Etats-Unis. Le traitement typique du cancer du sein comprend la
chirurgie, radiothérapie et chimiothérapie. Des études ont suggéré que les composés
phytochimiques isolés a partir des agrumes présentent un potentiel prometteur pour la
prévention ou le retard du développement du cancer du sein [54]. En 2012, un groupe de
chercheures ont été démontrés que le traitement au bergabténe extrait de pamplemousse
inhibe la croissance des cellules cancéreuses du sein (MCF-7 et ZR-75) pendant 48h ou
96h de maniére dose-dépendante [57]. La diminution de la prolifération cellulaire aprés
traitement a également été observée dans les cellules MCF-7 résistants au tamoxiféene

modulateur sélectif des récepteurs des cestrogénes [57].

1.1.7.7. Activités antivirale :

Un groupe de chercheures ont été étudié les propriétés antigrippales d’un extrait n-
butanolique des quatres furocoumarines (lIsoimpératorine, oxypeucedanine, hydrate
oxypeucedanine et impératorine) isolés a partir des racines de Angelica dahurica contre les
virus de la grippe A (HiN1 et HoN2), pour cela, ils ont testé I’inhibition de la synthése des
protéines virales (NA et NP), I’inhibition des effets cytopathiques (CPE) dans différentes
phases du cycle de réplication virale. Comme résultats, le Oxypeucedanine a montré un
effet inhibiteur de CPE significatif contre HiN1 et HoN> avec ECs0=5,98uM plus fort que
celui du ribavirine témoin avec du ECso=4,52 UM et le niveau de production virale de NA
et NP a été nettement réduit a moins de 20% pour les deux protéines dans les cellules
traités avec Oxypeucedanine (20uM) par rapport aux cellules non traitée 2h aprés
I’infection [58].

1.1.8. La phototoxicité des furocoumarines :
Les furocoumarines sont des composés photo-sensibilisantes qui ont au mois une double

liaison résonante ou un cycle aromatique, lorsque absorbent une énergie rayonnante de

E



CHAPITRE |

longueur d’onde dans la gamme 320-400 nm et avec leur propriété d’intercalation dans
I’ADN causent de graves dommages cutanés commengant de 2 a 6 heures apres exposition
et atteignant un maximum pouvant atteignent de 12 a 24 heures puis disparait au cours des
prochaines jours [59]. En particulier le 5-méthoxypsoralene (bergaptene) et le 8-
méthoxypsoraléne (xanthotoxine), composés volatils présents dans les HE de Ruta
montana et Ruta graveolens. Plusieurs cas de réactions photo-toxiques sont signalés chez
I’homme, a la suite de contact cutané avec des espéces appartenant a la famille des
Rutaceae (plus particulierement, le genre Ruta : Ruta graveolens et Ruta chalepensis) et
d’exposition aux UV. Cela se traduit par des érythémes, des dermatites bulleuses parfois

séveres, simulant des brilures, qui different des réactions de photoallergie [60].

Figure 1.13 : Dermite photo-toxiques d’origine végétale [61].

Doses toxiques :

Peu de données sur la toxicité aigué sont disponibles chez I’Homme.

0,1 a 1 g de poudre de Ruta graveolens agit comme emménagogue. On estime, en
thérapeutique, la dose maximale de la poudre de Ruta graveolens, chez I’adulte, a 0,50
g/dose et a 1 g/24 heures [60]. Pour certains, un mélange de 10 mg 8-MOP + 10 mg 5-
MOP, soit I’équivalent de 15 mg de 8-MOP, est phototoxique. Chez I’animal, les DLso, per

0s, sont inférieures a 5 g/kg [60].

1.2. Description de la plante Ruta montana :

La rue appelée populairement « fidjel » est une plante annuelle de la famille des rutacées,
utilisée depuis longtemps pour des usages thérapeutiques et culinaires. C’est une plante
aromatique de la région méditerranéenne [62]. Elle vit a I’état spontané ou subspontané sur
les lieux arides de presque toute la France, I’Europe méridionale et I’ Afrique du nord. En

Algérie, elle est rencontrée dans les zones montagneuses, elle pousse jusqu’a 1m et elle
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fleurie de mai a juin. La plante émet une odeur tres forte, plutdt désagréable et le gout de
ses feuilles est tres amer et acre [62].

1.2.1. Description botanique :

La rue de montagne « Ruta montana L. » couramment appelée « fidjel » en arabe local et «
Awermi » en berbére, est un sous-arbrisseau appartenant a la famille des Rutacées,
originaire du pourtour méditerranéen et du Moyen Orient [63] Caractérisé par des tiges
gréles, il posséde des feuilles vert glauque a blanchétre, profondément découpées en
segments linéaires, Le terminal étant un peu plus large; ses fleurs, groupées en grappes
serrées, sont de petite taille et leurs pétales spatulés sont a peine dentés sur les bords [60].
Le fruit, une capsule globuleuse portée par un pédoncule court, ne dépasse pas 4 mm et se
termine par 4 ou 5 lobes arrondis, apparents [60].

Figure 1.14 : Ruta montana L Figure 1.15: Fleur de Ruta montana L.

(Photos prises par NAJEM en mai 2017 dans la région d’Azrou) [63]
1.2.2. Classification systématique [64] :

Régne : Plantae

Sous régne : Tracheobionta (plantes vasculaires)
Super division:  Spermatophyta (plantes a graine)
Division : Magnoliophyta (plantes a fleurs)
Sous division :  Angiospermae

Classe : Magnoliopsida (dicotylédons)
Sous classe : Rosidae

Ordre : Sapindales

Famille : Rutaceae

Genre : Ruta

Espece : Ruta montana L
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1.2.3. Composition chimique :

Ruta Montana est riche en métabolites secondaires importants tels que des
furanocoumarines, des alcaloides, des flavonoides et bien d’autres substances. Plusieurs
études realisées sur la plante ont clairement indiqué que son utilisation en thérapeutique
était justifiée en raison de sa composition [65]. Le screening phytochimique des différentes
parties des especes de Ruta a révéler la présence de divers composeés: huile essentielle
(cétones aliphatiques), coumarines, (furanocoumarines : psoralene, bergapténe, etc.),

alcaloides (essentiellement : furoquinoléines et dérivés de 1’acridone), flavonoides

(rutoside) [60].

» Flavonoides :
Les flavonoides sont un groupe de composé polyphenolique largement répandus dans le
regne végétal. Ruta Montana produit majoritairement un flavonoide glycosylé qui est la
rutine ; Flavonoide naturel de type flavonol qui a été extrait, pour la premiére fois de Ruta

graveolens [66].

Figure 1.16 : Structure de la rutine isolée du Ruta montana de la Turquie [67]

» Alcaloides :
Les alcaloides sont des substances d’origine naturelle retrouvée dans environ 20% des
especes Vvégeétales azotées et basiques [68]. Les alcaloides constituent a coté des
coumarines un second groupe de métabolites secondaires largement répandus dans la
famille des Rutaceées et plus particulierement dans le genre Ruta [69].
Différents types d’alcaloides ont été isolés a partir des différents organes de Ruta montana
[70].
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Figure 1.17 : Les différentes structures d'alcaloide de ruta montana [70].

> Les huiles volatiles :

Les principaux composés étaient des monoterpenes oxygénés undécane-2-one (32,8%) et
non-2-one (29,5%) et acétate-nonanol-2-acétate (18,2%) [71].

> Les coumarines :

Les coumarines appartiennent a la classe des composés phénoliques. L’élément structural

fondamental qui les caractérise est la présence d’un noyau benzoquinone [72]. Ruta

montana contient des furocoumarines en quantités plus élevées que celles trouvés dans

d’autres familles qui produisent les mémeS COMPOSES :

psoraléne et I’isopimpinelline [73].

la xanthotoxine, bergapténe,
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Tableau 1.2 : représente les proportions des furocoumarines dans Ruta montana [73]

Molécules | Psoraléne | Xanthotoxine | isopimpinelline | Bergapténe | Totale
Quantité
mg/g 1,4 4,4 0,7 1,1 7,1
OCH,4
7 ~N
~N
O 0" o /
~
OCH, O 07 N0
Xanthotoxine Bergapténe
OCH,4
7 ~N
o~ ~
/ q O 07 N0
O 07 N0 OCH,

Psoraléne

Isopimpinelline

Figure 1.18: Les différentes structures de furocoumarine de Ruta montana [73].

1.2.4. Intérét thérapeutique :

+ Dans la médecine traditionnelle :

e Une étude fait par NAJEM et al [63] montre que la totalité ont recours a la rue de

montagne pour des usages thérapeutiques, alors que 20,83 % seulement la

recommandent en cosmétique, Tous les enquétés utilisent la plante sous forme seche

mais certains ’utilisent également a 1’¢état frais, ils ont utilisé les feuilles (100%), de

moins en moins, les racines (96%), les fleurs (68%) et les tiges (64%).

e En Maroc elle est utilisée comme répulsif pour les moustiques et les serpents et un

antidote des empoisonnements par les venins de serpents et de scorpions, appliquée en

cataplasmes au niveau de la morsure ou de la piqgdre.

e La plante fraiche écrasee est appliquée en cataplasme pour soigner les maux de téte,

les contusions et les cedémes. Le suc peut étre utilis¢ comme collyre d’ceil.
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e L’infusion est employée en collyre contre les ulcérations de la cornée, en gouttes
auriculaires pour les otites et les bourdonnements d’oreilles, en gouttes nasales pour
traiter 1’ozéne ainsi que les fiévres et les vomissements du nourrisson et du jeune
enfant.

e La décoction dans I’huile soulage, en friction, les rhumatismes, les courbatures et,
appliquée sur la peau, a la réputation d’améliorer le vitiligo et le psoriasis.

+ Dans la médecine moderne :

Les métabolites secondaires, en particulier les coumarines et les alcaloides, sont
responsables de la plupart des activités biologiques, elle est utilisée, a faible dose
comme emménagogue, anthelminthique, diurétiqgue et antispasmodique [63],
stimulante, abortive, antiparasitaire et antirhumatismale [74] elle est aussi également

utilisée chez les malades sujets aux attaques de 1’épilepsie et ’hystérie [75].

1.2.5. Toxicité de la plante :

La toxicité de Ruta montana due a la présence des furocoumarines, I’empoisonnement par
Ruta montana L. est due, en général, a I’ingestion d’infusion concentrée de la plante ou a
son utilisation chronique [75].

Aprés absorption digestive, ces coumarines sont toxiques pour le rein et le foie voire
cancerigenes car elles altérent les acides nucléiques et peuvent aussi provoquer des Iésions
du génome. Les signes d’intoxication par la rue commencent par des troubles digestifs
(douleurs, vomissements, hypersalivation) qui s’accompagnent rapidement de signes de
choc, voire d’excitation neurologique et méme de convulsions ; selon la gravité de
I’intoxication, il peut se développer une insuffisance rénale et hépatique pouvant conduire
au déces [76].

Une ¢étude montre que la prise d’infusion des feuilles et des tiges de Ruta montana L.
pendant une semaine a forte dose (3 infusions de 200 ml par jour) a causé une intoxication
aigue d’une femme en Tunisie [77]. L’usage thérapeutique de la rue de montagne est
fréquent et revient slirement a sa richesse en métabolites secondaires d’intérét
pharmacologique ; mais elle peut se révéler toxique en cas d’utilisation abusive et

irrationnel [63].
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11.1. Généralité sur les biopolymere:

11.1.1. Définition :

Selon "UIPAC, les biopolymére se définissent comme étant des biomacromolécules

synthétisées par des organismes vivants.

Et selon ’ADEME (Agence de

I’environnement et de la maitrise de I’énergie), les biopolymere sont des polymeres

naturels issus de ressources renouvelables de plantes, d’algues ou d’animaux [78].

11.1.2. Classifications :

Les biopolymeres sont classes en fonction de leurs processus de synthese [79] :

a) Polymeéres issus d’agro-ressources : sont des macromolécules naturelles issus de

ressources renouvelables tels que les polysaccharides, les protéines.

b) Polymeéres issus d'origine microbienne: Les polymeéres d’origine microbienne

sont des polyesters synthétisés au cours de la fermentation de matieres premiéres

d’origine naturelle et excrétés ou stockés par les microorganismes comprend

principalement les polyhydroxyalcanoates.

c) Polymeres issus des biotechnologies : sont obtenus par une polycondensation

(chauffage) de monomeére obtenu par fermentation bactérienne & partir des

ressources renouvelables

Tableau I1.1 : Principaux biopolymeére [79].

Polymeres issus
d’agroressources

Polymeres issus
d’origine microbienne

Polymeres issus des
Biotechnologies

polysaccharides
Amidon (blé, mais)
Cellulose  (bois), pectine,
chitosane, chitine, agar et
carraghénane (algue rouge)

protéines
Animales
caséine, collagéne

gélatine, albumine
végetales

Zéine, Soya, Gluten

polyhydroxyalcanoates

PHB
PHVB

polylactides

PLA
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11.1.3. Les biopolymere étudiés :

11.1.3.1. La Chitine et le Chitosane :

En 1811, le Pr. HENRI BRACONNOT, Directeur du jardin biologique a Nancy (France) a
isolé une substance fibreuse d'un certain type de champignon. De plus, il a observé que
cette substance n'est pas soluble dans les solutions aqueuses d'acides. Une décennie plus
tard, en 1823, la méme substance a été trouvée dans certains insectes (coléoptere) et a été
ensuite nommee chitine (provient du mot grec "kitos™ qui signifie I'enveloppe). En 1859, le
Pr. ROUGET a soumis la chitine a un traitement alcalin et a observé les différentes
solubilités de la chitine. La substance, résultant du traitement alcalin, a pu étre dissoute
dans les acides. Cependant, seulement en 1894 cette substance a été nommée chitosane par
HOPPE-SEYLER [80].

Entre 1930 et 1940, ces biopolymere ont suscité beaucoup d’intérét dans le monde oriental,
principalement pour I’application dans le monde médical et la purification de I’eau. A
partir des années 70, le chitosane a commencé a susciter un réel intérét en raison
notamment des grandes quantités de déchets disponibles que produisaient les conserverais
de crustacés [81].

11.1.3.2. Chitine :

La chitine est un polysaccharide structural constitué par des unités de N-acétyl-D-
glucosamine (GlcNac) liées par des liens B (1 —»4) comme montre la figure 1.1 .Elle
différe des autres polysaccharides par la présence d’azote en plus du carbone, d’hydrogéne
et d’oxygene dans la chaine macromoléculaire, la nature hydrophobe de la chaine la rend

insoluble dans I’eau aussi bien que dans la plupart des solvants organiques [82].

{%%M

oy \
HaC <o HC™ 0

Figure I1.1: la structure chimique de la chitine [83]
11.1.3.3. Sources de la Chitine et le Chitosane:
La chitine est le polysaccharide le plus abondant dans I’écosystéme marin et le deuxiéme

dans la nature aprés la cellulose [84]. Dans le regne animal, la chitine est un élément

structural important des téguments de certains invertébrés ; elle n'existe que sous la forme
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de complexes avec des proteines et des minéraux. Elle est présente principalement dans les
coquilles de mollusques, dans les cuticules des insectes et dans la carapace des crustaces.
La chitine se trouve dans la paroi de la plupart des champignons et de certaines algues
chlorophycées. En plus de son réle dans le maintien de la rigidité de la cellule, elle
contribue au contrdle de la pression osmotique. Il est présent aussi dans certaines levures et
bactéries [78].

Bien que les sources potentielles de chitine soient trées nombreuses (figure 11.2), elle est
essentiellement produite aujourd’hui a partir des carapaces de crevettes. Pendant
longtemps, ces déchets n’étaient pas récupérés et étaient simplement rejetés a la mer apres
décorticage. La production de chitine permet de valoriser les déchets de I'industrie
agroalimentaire en évitant qu'ils soient rejetés a la mer, ce qui engendre des problémes de
pollution car les carcasses des arthropodes (crustacés, céphalopodes...) sont trés résistantes
a la biodégradation [85].

Les carapaces de crustaces contiennent environ 30-40% de protéine, 30-50% de carbonate
de calcium, et 20-30% de chitine par rapport au poids sec [86].

Les estimations montrent que 3,2.10* tonnes de chitine peuvent étre produites
annuellement dans la filiere de la culture des champignons comestibles. Il faut retenir que
la source majeure du chitosane vendu commercialement provient de la désacétylation de la
chitine obtenue a partir de crustacés. Des études sur les basidiomycetes ont rapporté que la
chitine constitue de 8 a 19 % du mycélium, alors que le chitosane ne dépasse guere 1 %
[87,88].

La chitine est présente également dans le mycélium d’ascomycete Aspergillus Niger 42 %
de chitine et 11 % de chitosane. Chez le zygomycéte, Rhizopus oryzae, le chitosane
constitue 14 % alors que chez Mucor rouxii le pourcentage est variable entre 8,9 et 35 %
[89,90].

Animaux marins : Crustacés, Coelenterata, Annelida, Mollusca, Homard, Crevette, Krill,
Crabe, des écailles de poisson.

Insectes : Scorpion, Brachiopode, Blatte, Araignée, Coléoptere, Fourmi.
Microorganismes : algues vertes, levure, Champignons (paroi cellulaire), Mycelia

penicillium, algues brunes, chytridiacees, ascomyceétes, blastocladiacées, spores.
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Figure 11.2 : sources de chitine et de chitosane [91].

La chitine est hautement hydrophobe et est insoluble dans 1’eau, acides dilués et la plupart
des solvants organiques ; il est soluble que dans les solvants peu communs, ce qui limite
son utilisation et sa valorisation. En effet, elle n’est soluble que dans le hexafluoro-
isopropanol, hexafluoro-acétone et dans des mélanges tels que diméthyle
acetamide/chlorure de lithium, soluble ainsi dans les solutions acides concentrés de HCI,
H2SO4 (70-97%), H3POs et I’acide formique anhydre [92,93]. De nombreux dérivés de
chitine ont ét€¢ préparés dans le but d’améliorés la solubilité, le plus simple étant le
chitosane.

11.1.3.4. Chitosane :

Le chitosane est un polysaccharide appartenant a la famille des glycosaminoglycanes. Le
terme chitosane est donné a tout copolymere dont le DDA est inferieure a 50%, ainsi
chaque motif est caractérisé par la fraction de groupement N-acétamide résiduels (DDA)
ou par la quantité relative de groupement acétylé retirés a la macromolécule de chitine lors
de sa préparation. Les propriétés du chitosane seront donc dépendantes du DDA et la MM,

masse qui est souvent trés elevé comme pour tous les polysaccharides [94].

11.1.3.4.1. Production :

La désacétylation de la chitine en chitosane implique 1’élimination de 1’acétyle, ¢’est-a-dire
le groupe C>H3O entrainant la formation de groupe amino. Ce processus commence
d’abord par des régions amorphes et se déplace vers des régions plus cristallins et se traduit
par la formation de copolymeéres de N-acétylglucosamine et de glucosamine [95]. La
désacétylation comme illustre le schéma dans la figure 11.3 est réalisé en preésence de soude
concentrée (40-45%) a haute température (120°C), pendant 1-3h pour enlever certains ou
tous les groupements acétylés de la chitine [83]. Il y a plusieurs facteurs essentiels qui
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affectent le rendement de désacétylation comme la température, la durée de traitement, la
concentration d’alcalin, traitement préalable appliqué a I’isolement de la chitine, la
quantité de la chitine par rapport a la solution alcalin. L'utilisation d'atmosphere inerte (N2)
ou en présences de substances réductrices telles que le NaBH4 permettent d’éviter la
dépolymeérisation du polymere [83].

Considérant toutes ces conditions nécessaires, le but idéal de la désacétylation est de
préparer du chitosane qui n’est pas dégradé et qui est soluble dans 1’acide dilué en un

minimum de temps [93].

i OH OH OH 7
O 0 O
HJ. HO 0 o) OH
@) HO HO
NH HN NH
| /{\ /{\ )\ -n
HC™ ™Mo H,c” NO He” N0
Chitine
Désacétylation
OH OH OH
H\\ HO X O O OH
0 Ho Yo ¢
S NH NH, NH,
/L\ n
H,C™ O
Chitosane

Figure 11.3: formation chimique de chitosane [96].

11.1.3.4.2. Structure chimique :

Le chitosane (figure 11.4) est structurellement analogue a la cellulose, dans laquelle
I’hydroxyle de C2 a été remplacé par des groupements acétamido ou groupe amino [97]. Il
s’agit d’un copolymeére constitué¢ d’unités N-acetyl-2-amino-2-déoxy-D-glucopyranose et
2-amino-2-déoxy-D-glucopyranose. Les deux types d’unités répétitives sont liés par les

liaisons B (1—»4) glucosidique [98].
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Figure 11.4 : la structure chimique de chitosane [83].

Le chitosane est généralement moins cristallin que la chitine, ce qui rend probablement de

chitosane plus accessible aux réactifs. La multitude des sites cationiques formés par la

protonation des groupes amino par les acides le long de chaine chitosane augmente sa

solubilité en augmente a la fois la polarité et le degré de répulsion éléctrostatique [99].

11.1.3.4.3. Importance environnementale :

Les polymeres dérivés de chitosane  semi-synthétiguement sont des
aminopolysaccharides qui ont des structures uniques, des  propriétes
multidimensionnelles, une fonctionnalité hautement sophistiquée et un large éventail
d’application dans les domaines biomédicaux et autres domaines industriels [100]. IlIs
sont devenus intéressants non seulement parce qu’ils sont fabriqués a partir d’une
abondante ressource renouvelables, mai parce qu’ils sont des biomatériaux tres
compatibles et efficaces qui sont utilisés dans la pléthore d’application. Le chitosane est
un polymere écologique car il est biodégradable, ce qui le rend exempté par I’Agence

Américaine de protection de I’environnement a des tests de niveau de tolérance [101].
11.1.3.4.4. Les propriétés physico-chimiques de chitosane :
a. Masse moléculaire (MM):

Le chitosane est caractérisé par le nombre d’unités de sucre par mole de polymére (n),
qui définit son poids moléculaire (MM) et affecte également la taille des cristaux et
leurs caracteéristiques morphologiques ; avec I’augmentation de la MM, la cristallinité de
la membrane diminuait. Le poids moléculaire de chitosane peut varier de 50 a 2000

KDa selon le processus de désacétylation [83].
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b. Le degre de désacétylation (DDA) :

La teneur en acétyle dans le chitosane est mesurée par DDA. Le groupe amino est
responsable de la polyvalence du chitosane, pour augmenter sa teneur et une
désacétylation sera élevée (par exemple DDA >50%) est soumis a un traitement alcalin
répété. Il a été déemontré que le DDA du chitosane est liés a sa solubilité dans une
solution acide et a la cristallinité de sa membrane, il est connu que la densité de charge le
long de la chaine augmente avec 1’augmentation du DDA [83]. Le chitosane disponible
dans le commerce a un DDA de 40 a 98%, avec 1’augmentation de la désacétylation, la
chaine devient plus flexible, tendant ainsi a former une bobine aléatoire avec plus de
liaisons hydrogene intramoléculaire au sein de la chaine. En revanche, les chaines de
chitosane moins désacétylées sont plus étendus et ont des interactions intermoléculaires
plus fortes, ce qui rend les chaines plus intriquées [102]. Des techniques de

spectroscopie (IR, RMN, UV-visible) et de titration permettent de le mesurer [102].

C. La viscosité :

La viscosité de la solution de chitosane augmente avec la concentration et le degré de
désacétylation et chute lorsque la température augmente, plus il est désacétylé, plus il y a
de groupements amines libres, donc le chitosane est soluble et par conséquent sa
viscosité est important [103]. Le chitosane est disponible dans le commerce avec une
large gamme de viscosité. 1l est utilisé comme agent améliorant la viscosité en raison de
son poids moléculaire élevé et de sa structure linéaire et non ramifiée. Le chitosane est
pseudo-plastique car la viscosité diminue avec 1’augmentation du taux de cisaillement
[103]. La viscosimétrie est la méthode la plus employée pour connaitre la viscosité de la
solution du chitosane [81].

d. Solubilité:

Le chitosane est insoluble dans I’eau, dans les acides concentrés, les solutions alcalines,
alcools, acétone, DMF, DMSO ; mai soluble en milieu acide dilué, que ce soit des acides
organiques (acide acétique, lactique, citrique, solutions de ’acide formique 0,2-100%)
ou mineraux (acides chlorhydrique, nitrique et phosphorique) [93]. Ce sont ses
propriétés acido-basiques qui permettent une dissolution faciles graces a la protonation

de ses groupes amines suivants 1’équilibre [81]:
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La solubilité du chitosane dépend de la masse molaire, la force ionique du milieu, la
nature de I’acide utilisé, les conditions d’isolation et de séchage du chitosane, les liaisons
hydrogenes possibles impliquant les groupements hydroxyles et la distribution des
groupements acétyles le long de la chaine [104]. Ces paramétres influent
particulierement sur la conformation de la chaine en solution. Le chitosane se comporte
comme une sphére dans une solution aqueuse d'acide acétique ou comme une bobine
aléatoire expansee dans l'urée [83]. L'insolubilité du chitosane est attribuée a la liaison
hydrogene intermoléculaire a I'état solide. Il se dégrade avant de fondre, ce qui est
typique des polysaccharides avec une liaison hydrogéne étendue [83].

e. La cristallinité du chitosane :

La cristallinité est un parametre important car elle contrdle un certain nombre de propriétés
comme I’accessibilité des sites internes dans les chaines macromoléculaires, les propriétés
de gonflement dans 1’eau ou encore les propriétés diffusionnelles [105]. La cristallinité est,
en général, déterminée par des mesures de diffraction de rayons X. Elle peut étre
également mesurée par spectroscopie IR ou RMN du solide [105]. Le chitosane est
également une substance semi-cristalline. Il cristallise dans le systéme orthorhombique et
deux types de produits sont connus : le chitosane I (faible DDA, sous forme de sel) est plus
désordonné que le chitosane Il (fort DDA, forme amine libre) [105].

MEMBRANE HOLLOW SPHERE

Figure 11.5 : Différentes formes de chitosane [105].

f. Réactivité du chitosane :
La présence de nombreux groupes hydroxyle confere au chitosane un caractére hydrophile
intéressant qui sera tres utile pour des propriétés d’adsorption dans des solutions aqueuses
et pour quelques réactions catalytiques. Cependant, le groupe réactif le plus important pour

la conception de catalyseurs supportés est le groupe amine porté par le chitosane. Ces

E




CHAPITRE I

groupes amine sont tres réactifs pour la fixation des métaux et leur action peut passer par
différents mécanismes [81].

Le pKa des groupes amine du chitosane dépend fortement du degré de désacétylation et du
degré de neutralisation de ces groupes fonctionnels. SORLIER et COLL., ont trouvé que le
pKa varie entre 6,4 et 7,2. Il augmente en fonction du DDA ; pour un chitosane faiblement
acétylé le pKa est voisin de 6,4 [106]. En générale, en milieu acide, la plus part des
groupes aminés sont protonés, ce caractére cationique est a 1’origine de la fixation de
différents anions tels que les colorants anioniques et les complexes d’anions métalliques
[81].

11.2. Modification chimique:

Bien que le chitosane posséde de nombreuses propriétés fonctionnelles, la mauvaise
solubilité limite son utilisation [107].

Le chitosane posséde une faible solubilité dans les milieux aqueux attribuée a leur
structure rigide et a leur cristallinité, pour améliorer la solubilité dans I’eau, le chitosane
est modifié par des réactions chimique comme le greffage, la réticulation ou par
copolymérisation. L.’amélioration de la solubilité du chitosane est un facteur crucial pour

une utilisation judicieuse de la multitude d’application [108].

11.2.1. Bases de Schiff:

11.2.1.1. Définition :

Les bases de Schiff sont des produits de condensation d'amines primaires avec des
composés carbonylés et ils ont été rapportés, pour la premieére fois, par Le chimiste
allemand HUGO SCHIFF en 1864. Au cours des dernieres années, de nombreuses études
ont commencé a se concentrer sur ’utilisation de biopolymeére pour la synthése des bases
de Schiff bioactives parmi les quelles le chitosane.

Les dérivés de bases de Schiff de chitosane (CSBs) sont genéralement synthétisés par la
condensation des groupes amino du chitosane avec les groupes carbonyle des

aldéhydes/cétones via 1’élimination des molécules d’eau [5].

35



CHAPITRE I

1 RZ O:<CH3

OH NH
N 0 HO
o O%O N
O o) HO N O n H
| OH
OH
/

C\
2 Rl

R
Figure 11.6 : structure générale des bases de Schiff de chitosane.

11.2.1.2. Voies de syntheses :

S.HIRANO et Al. Ont synthétisé un premier CSB en 1977 en faisant réagir du chitosane
avec différents aldéhydes en utilisant le mélange de solvant acide acétique-méthanol [5].
Apreés cela, de nombreux CSBs sont rapportés par différents groupes de recherche. Dans la
plus part des cas, I’acide acétique ou 1’éthanol ou le méthanol ou leur mélange est utilisé
comme milieu solvant pour la synthése de CSBs dans des conditions de température

ambiante ou de reflux comme montré la réaction suivante [109].

HO H HO
ol O  CH,COOH ou MeOH o o’H
(0] + | | ou EtOH ou le mélange 9]
H| HO NH R/\R' Tamb ou a reflux H “Ho |N n
n
-H,0
R R

Figure 11.7: Schéma de synthese générale de base de Schiff de chitosane avec
aldéhydes/cétones [109].

a. Voiedirecte :
La voie directe est la plus simple, il suffit de mettre en réaction une cétone ou un aldéhyde
avec le chitosane. On prend les exemples de synthéses comme suit :
11.2.1.2. 1. Préparation de deux dérivés phénoliques de la base de schiff de chitosane :
MOHAMED.A. HASSAN et Al, ont été synthétisé deux nouvelles bases de Schiff dérivés
de chitosane ; ils ont mélangé la molécule de chitosane (MM=100000-300000 Da) dissous

dans I’acide acétique de 2% de pureté avec un aldéhyde (indole-3-carboxyaldéhyde de
97% ou 4-diméthyl aminobenzaldéhyde de 99%) préalablement dissous dans I’éthanol. La
réaction est chauffée a 50°C pendant 6h [110].
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Figure 11.8: Structures de base de Schiff N° 1 [110].
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Figure 11.9 : Structure de base de Schiff N°2 [110].

11.2.1.2. 2.Préparation de base de Schiff d’isatine/chitosane :

A.M.OMER et al, ont été préparés I’isatine chitosane on mélangeant le chitosane purifié
dissous dans acide acétique (2%) avec un volume de THF contenant une quantité définie
d’isatine. Ce mélange a été agit¢ pendant 6h a 70°C. La formation d’une couleur jaune

fonce se réfere a la formation de base de Schiff [111].

HO 3 i i °
0 6h/70°C
HO + —0 ——Ho" Ho ©
n H IN 0

—0
—

N
H

Figure 11.10 : structure de base de Schiff N°3 [111].
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11.2.1.2.3.Synthese de deux dérivés de base de Schiff de chitosane aromatique :

TAMER M.TAMER et al, ont été préparés deux bases de Schiff aromatique. Ils ont

couplés le chitosane dissous dans 1’acide acétique a 2% avec un aldéhyde (4-
chlorobenzaldéehyde 97%) ou cétone (benzophénone 98%) mélangé d’éthanol, la réaction
est chauffée & 50°C pendant 6h [112].

0
}H I o 0 ?H
50°C N

Cl
Figure 11.12 : Structure de base de Schiff N° 5 [112].

b. Voie indirecte :
11.2.1.2.4. Synthése de bases de Schiff o-carboxymeéthyl chitosane :

La voie indirecte consiste a synthétiser une simple base de Schiff au départ, par réaction

entre un dicétone et une amine, puis a greffer la base obtenue sur le chitosane, on obtiendra
a la fin de cette réaction, deux bases de Schiff au lieu d’une seule, une qui est simple, et
I’autre greffée sur le chitosane. On prend comme exemple la réaction présentée dans
I’article publi¢ dans le journal international des macromolécules biologiques comme

illustrée le schéma suivant [113].
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Figure 11.13 : Structure de base de Schiff N°6 [113].

11.2.1.3. Mécanisme réactionnel générale de synthese:
Ci-dessous, nous représentons un mécanisme général détaillé décrivant la formation d’une
base de Schiff.
Le mécanisme se deroule en trois étapes sont schematisées dans la figure 11.14 :
+ Formation de carbocation aprés I’activation du caractére électrophile du dérivé
carbonylé par protonation de I’atome d’oxygéne.
+ Attaque nucléophile de I’amine sur le carbocation.
+ Regénération de catalyseur (H") :
v’ déprotonation.
v' protonation de ’atome d’oxygeéne.
v' élimination intramoléculaire d’eau.

v déprotonation de I’imine.
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Figure 11.14 : Mécanisme réactionnel générale de formation des bases de Schiff.

11.2.2. Synthése de photo-sensibilisants dérivées du chitosane et applications :

La photo-réticulation de chitosane est essentiellement un type de réaction radicalaire,
nécessite que la molécule greffé doit possede des groupes photosensibles absorbent des
rayonnements lumineuses a longueur d’onde spécifique. Lors de 1’ajout d’un photo-
initiateur, ces groupes seront décomposés par la lumiére en générant des radicaux libres
pour initier la réaction secondaire et enfin obtenir la structure du réseau de réticulation.
Irgacure est sélectionné comme initiateur en raison de sa solubilité dans 1’eau, de son
efficacité elevée et de sa faible cytotoxicité, ce qui est un choix courant pour la préparation
du systeme de photo-réticulation soluble dans 1I’eau pour une application biomédicale [6].

Nous avons par la suite citez quelques exemples de chitosane photosensible a lumiére UV.

11.2.2.1. Synthese de dérivés de chitosane photosensibles :

Deux dérivés de chitosane photo-sensibilisant a été synthétisés par la réaction de
MICHAEL, en faisant intervenir le chitosane extrait de coquille de crabe avec un DDA
88% et de masse moléculaire de 200 KDa lié¢ aux N-(4-(aminosulphonyl) phenyl)
acrylamide (NAPPAM) et N-(4-hydroxyphenyl) acrylamide (NHPAM). Le mélange est
chauffé a 50 °C pendant 36h dans un mélange de solvants eau-éthanol avec acide acétique.
Une solution de NaHCO3 a été ajouté pour ajusté le pH a environ 7, aprés évaporée sous
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vide et lyophilisé la solution pendant 24h. L’analyse par la spectroscopie UV-Vis résulte
que le chitosane absorbe vers 220-400 nm et leurs dérives absorbent a environ 263 nm de
NAPPAM et 275 nm pour NHPAM [114].

,C
N
0=
NH
OH OH H @ OH OH
QA o )
0 \_fio o] R Jgﬁ%%&o n
m NH; NH NH
o:| CH,COOH/H,0 m
CHj y 0=
CHs NH
SiR = -OH: NHPAM
Si R=-SO,NH, : NAPPAM R

Figure 11.15 : Synthese des dérivés de chitosane photosensible [114].

11.2.2.2. Administration sensible au glucose de métronidazole en utilisant un film

photo-réticulé d'hydrogel de chitosane pour inhiber la prolifération du

Porphyromonas gingivalis

Une étude a été faite par un groupe de chercheur déroule sur le greffage d’anhydride
méthacrylique sur les chaines moléculaires de chitosane dans un acide acétique dilué a
60°C pendant 12h afin de produire le chitosane méthacrylamide (CM) (figure 11.16).Ce
dernier est transformé en un film réticulé aprés irradiation par UV-vis a 254 nm en
présence d’irgacure comme illustré la figure 11.17 avant l’irradiation (a) et apres

I’irradiation (b).

HsC \CHZ

Figure 11.16 : Structure de chitosane méthacrylamide [6].
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10mm

Figure 11.17 : Aspect de chitosane méthacrylamide avant et aprés 1’irradiation [6].

Le film hydrogel CM réticulé a été immerger dans une solution de glutaraldéhyde puis
dans une solution de glucose oxydase et par la suite dans une solution de métronidazole
pour obtenir a la fin un film sensible au glucose et chargé avec métronidazole (MNZ) ;
conserve & -20°C pendant 48h. Le film résultant a été placé dans des tubes a essaies
contenant des solutions de glucose a des concentrations croissantes. Les échantillons sont
agités dans un agitateur a air de vibration 50 cycles/min. 1 ml de solution a été recueilli
puis mesurer la densité optique de chaque échantillon par spectrométrie UV-vis a 312 nm.
La quantité libérer de MNZ a été calculé par courbe d’étalonnage. Les résultats montrent
que cet hydrogel peut augmenter la libération de MNZ lorsque la concentration de glucose
augmente telle que a 250 mg/dl de glucose, le film liberent 80,1% et ca revient aux
I’augmentation de la porosité dans les concentrations élevées de glucose ce qui d’avantage

de libération de médicament [6].

)

Water+,

—

-

ik ! a0 Repulsi\& forcev
NN Chitosan molecule chaine ’ b ol
b =0+ -Hl'
N methacrylic anhydride~ A § L N /
o Glucose oxidase+ \\/\M 7
. Metronidazole~ g it 2

Figure 11.18 : mécanisme de libération de MNZ par le film photo-réticulé de CM sensible
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Lorsque le film a été immergé dans une solution de glucose, le glucose oxydase (Gox)
commence a oxyde le glucose en acide gluconique. Cette réaction génére des protons dans
le milieu qui vont étre pénétrés a I’intérieur de film pour protoner les groupements amines
ce qui augmente la pression osmotique, plus la force de répulsion électrostatique de —NH-
sur les chaines de chitosane adjacentes. D’autre part 1’eau présente a 1’extérieur de film

cause des gonflements (la taille des pores d’étendue). Sont des facteurs responsables a

libération de MNZ [6].

Activité antibactérienne :

L’activité¢ antibactérienne testée sur le film chitosane méthacrylamide photo-réticulé
sensible au glucose chargé de MNZ (le cas d’exemple cité au-dessus) contre une bactérie
anaérobie de gramme négative Porphyromonas gingivalis immergé dans une solution de
glucose. Le résultat antibactérien confirme que le film avait une bonne capacité
antibactérienne couramment appliqué dans la parodontite, méme lorsque les échantillons
étaient dilués plusieurs fois. De plus, ce film peut libérer plus de MNZ a un milieu de
glucose plus éleve et bien etendu, conduire a une capacité antibactérienne plus efficace
telle que MIC de MNZ est de 0,06 mg par 11 de BHI (bouillon cceur cervelle) [6].

11.2.2.3. Synthése de dérivées du chitosane durcissables aux UV et le comportement

d’adsorption du palladium (II) a leurs films exposés aux UV

Renbutsu et al en 2007, ont été synthétisé un dérivé de chitosane photosensible (11) N-[3,4-
Bis (2-hydroxy-3-methacryloyloxypropoxy) benzyl]chitosan, on mélangeant le chitosane
dissous dans une solution tampon AcOH/AcONa de pH=4,5 et du méthanol avec la
solution du I’aldéhyde photosensible (I) 3,4-Bis(2-hydroxy-3-methacryloyloxypropoxy)
benzaldehyde dissous préalablement dans THF. Le tout sous agitation a 25°C pendant une
nuit. La réaction est refroidit jusqu’a 0C® et neutralisé¢ avec la solution de NaBH3CN goute
a goute sous agitation pendant 1h puis dans 25C° pendant une nuit. Le produit final est
neutralisé avec 10% de soude ; le précipité est séparé et rincé avec de 1’éthanol et de 1’eau
puis lyophilisé. Ce synthése est partagée en deux étapes montrée dans la figure 11.19
[115] :

1/ Estérification de 3,4-dihydroxy benzaldéhyde avec glycidyl méthacrylate pour produire
I’aldéhyde photosensible.

2/ Alkylation de chitosane par I’aldéhyde photosensible.

Ils ont obtenus un rendement de 1,57 mg avec un degré de substitution d’aldéhyde

photosensible sur la chaine chitosane est de DS=0,11. Ils ont ainsi testé la solubilité du
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10mg de produit dans 1ml des solvants organiques de polarité différents, et trouvé que le
chitosane photosensible est insoluble dans I’acide méthacrylique a 100% mai soluble dans
I’acide méthacrylique a 2%, 70% et ainsi dans 1’acide acétique a 2%, et aussi partiellement
soluble dans DMSO, DMF et NMP ; comparé avec la solubilité du chitosane dans les trois
derniers solvants été purement insoluble. On conclut que la solubilité de chitosane est
augmente avec le degré de substitution [115].

il

o

7 CH,
o

OH OH CH,4 ~ H ° 0
nuit I CH
oY o
OH OH CH,4
H U] +
Ho Mo of* o)
N2 OH

p H
07
HO
0)

x+y=1 0 PR=4.5 e "
(m R NH,

Figure 11.19 : schéma de préparation de chitosane photosensible [115].

Application :

* Un dérivé de chitosane  photo-sensibilisant  N-[3,4-Bis(2-hydroxy-3-
methacryloyloxypropoxy) benzyl]chitosan dissous dans ’acide acétique dilué 2% et du
méthanol est transformée en gel en présence d’un photo-initiateur (igracure 1000) apres
irradiation par des rayons UV pendant 20s sous une lampe de mercure a une distance de
15cm a pression atmosphérique. Le gel est transformé en un film aprés séchage par
lyophilisation. Ce dernier a été immerge dans une solution de chlorure de Palladium PdCl;
a 30 °C sous agitation pendant 3min.

Le film de chitosane photo-durcis (la figure 11.19 au-dessus) est immergé dans deux
solution de chlorure de palladium a pH différents ; les résultats d’adsorption de palladium a
éte analysé par ICP.

La quantité de Pd (I1) adsorbé sur le film traité aux UV avec du faible degré de substitution
(DS=0,11) égale 0,25 mg était comparable a celle sur le film de chitosane d’origine qui
égale 0,28 mg dans un pH=5,3. Une grande quantité de Pd était adsorbé sur le film durcis a

pH=1,1 égale 0,46 mg par contre le chitosane est soluble dans cette condition; de
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nombreux sites de réticulation sur le film & tendance a adsorbé beaucoup plus de palladium
[115].

- une solution d’un dérivé de chitosane photo-sensibilisant illustré dans la figure
11.20 avec un degré de substitution DS=0,84 dissous dans ’acide acétique et NMP et en
présence d’un photo-initiateur, a été étalé sur un morceau de bois de cypres japonais
dégraissé par le méthanol par pulvérisation ou trempage. La solution se transforme en un
film apres exposition aux UV pendant 20s a une distance de 15cm pendant 30min. la piéce
est immergé dans une solution auto-catalytique du Nickel a pH=9 a 40°C pendant 4min
puis séché dans étuve a 60C° pendant 1h. les résultats est montrés dans la figure 11.21; le
film métalligue homogéne uniforme formé présentait une excellente adhésion a la surface
du bois et d’autre coté le chitosane présente un dépdt partiel du Nickel comparé avec la

piéce témoin, le Nickel a été déposé de maniere incohérente [115].

OH OH
H
HO o~ Ho }
N O’
2 N

OCHj,
O
| CH,
O/Y\Oy
OH CH,

Figure 11.20: Structure de N-[3-methoxy-4-(2-hydroxy-3-methacryloyloxypropoxy)
benzyl] chitosane

Control Chitosan

)
:
I |

Figure 11.21 : immobilisation auto-catalytique du Nickel sur du bois (cyprés japonais)

Immersed in
plating solution

-

enduit de chitosane témoin et de chitosane durcis par UV [115].
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11.2.2.4. Chitosane modifiés par le furane-polyéther comme électrolytes polymeres

photosensibles :

La stratégie de fixation de greffons photosensibles sur la chaine chitosane (chitosane-POE-
MFVF) suivie par GANDINI et ces collegue est basée sur le mélange de chitosane a la fois
avec un poly(oligo-éther)carboxyaldéhyde (PEO-CHO) et le 5-[2-(5-Methyl furylene
vinylene)] furancarboxyaldehyde (MFVF) selon le rapport ([NH2]/[CHOJ/[MFVF]=
1/1,2/0,10) dans un solvant binaire constitué¢ de I’acide acétique et de méthanol a pH=5 a
température ambiante pendant 1h, apres la reaction sera neutralisé avec de NaBH3CN
ajouté goute a goute pensant 25min jusqu’au pH= 6,5. Ajouté I’ecau pour éliminé les
impuretés. Aprés lyophilisé le solide et rincé avec de 1’acétone et séché dans 1’étuve puis
caractérisé par la spectroscopie UV ; il absorbe dans la région proche ultraviolette a 335
nm qui correspond a la structure de -Fu-CH=CH-Fu-; le chitosane double greffé est
dissous dans 1’acide acétique a 1% puis irradier la solution avec une lampe de mercure a
pression moyenne. La progression de la réticulation & été suivie par la spectroscopie UV
entre 0 et 60 mn [116].

Absorbance

A (nm)

Figure 11.22: spectre d’absorption de chitosane double greffé en fonction du temps

d’irradiation UV

Les résultats montre que I’intensité de bande 335 nm est diminue en fonction du temps
d’irradiation accompagné par une précipitation concomitante du polymere (élastomere
réticulé apres lavage et séchage) a cause d’une réaction de photocyclo-addition [2.2] entre

une partie excité et une fraction d’état fondamentale du polymeére [116].
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Figure 11.23 : schéma de synthése de chitosane photosensible double greffé [116].

11.2.2.5. Synthese et évaluation du potentiel des supports polymeéres sur des

membranes d’hydrogel photo-réticulable a base de chitosane modifié

MONIER et al, ont ét¢ modifi¢ le chitosane (DDA=85%) avec 1’acide a-Cyano-4-
hydroxycinnamique (ACHCA) en présence de EDC (N-(3-dimethylaminopropyl)-N-
ethylcarbodiimide hydrochloride et N-hydroxysuccinimide (NHS, 98%) utilisés comme

des agents activant la formation de la fonction amide. La solution d’ACHCA, EDC et NHS
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dissous dans 1’eau et acétonitrile sont ajoutés vigoureusement dans la solution de chitosane
dissous dans le mélange de solvants d’acide acétique a 2% dans 1’eau- acétonitrile (1 :1).
La réaction est met sous agitation pendant 24h dans 1’obscurité a température ambiante

puis récupérer le polymeére avec une grande quantité d’acétone [117].

COOH

OH OH = "CN

(0] 0 H
HO oo O)
N m + EDC
| n NH,
COCH, OH NHS

OH OH OH
0] 0 @)
| n NC N\ X NH; “ mx
Yo

COCH;,4

HO

Figure 11.24 : Structure de chitosane-ACHCA

Le chitosane modifié est dissous dans de 1’eau, la solution est versé dans une boite de
pétri et laissé séché a température ambiante pendant une nuit a 1’obscurité a fin de former
un film mince uniforme. Ce dernier sera irradié par une lampe multi-bandes UV 254/365
nm [117].La cinétique du processus de photo-réticulation a été suivie en mesurant la
disparition de la bande d’absorbance a 326 nm, caractéristique du groupement o-cyano-4-

hydroxycinnamoyle.

Absorbance

200 300 4;!)
Wavelength (nm)

Figure 11.25 : Changements dans les motifs spectraux UV du film mince chitosane-
ACHCA apreés irradiation UV [117]
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Figure 11.26 : diagramme représente 1’effet du temps d’irradiation sur le degré de

réticulation d’un chitosane-ACHCA

L’efficacité de réticulation a tout moment (pt) a é€té déterminée en calculant le pourcentage

de conversion du chromophore photo-actif en utilisant équation suivante :

p= [(Ao-At) /A0]*100

L’intensité de I’absorbance a 326 nm diminuait avec le temps d’exposition, en 60 min

I’efficacité de réticulation étaient 70%, cela implique que la photo-réticulation du chitosane

modifié se produit principalement par une réaction de cycloaddition type [2.2] détaillé dans

la figure 11.27 [117].

0
. HN
n NC
NH

HO»

Chitosan-ACHCA

Photo-crosslinked chitosan-ACHCA

Crosslinking by [2n+2xn] cycloaddition
reaction

Figure 11.27: photo-réticulation de chitosane-ACHCA [117].

D’apres les résultats par 1’analyse thermogravimétrique, montre que la modification du

chitosane par photo-réticulation aprés greffage par ACHCA a travers la formation de

liaison amide rend le chitosane plus stable thermiquement, di a la formation d’un réseau

polymere rigide. Concernant les résultats par DRX qui indiquent qu’avec 1’augmentation
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de degré de substitution de a-cyano-4-hydroxycinnamoyle sur la chaine chitosane va
diminue la cristallinité du polymeére photo-réticulé et cela attribué au réseau formé apres le
processus de photo-réticulation qui conduire & rompre la liaison hydrogéne entre -NH> et -

OH dans le chitosane résultant en une structure amorphe [117].

11.2.2.6. Préparation et biocompatibilité des nouvelles dérivées du chitosane

durcissable aux UV :

RENBUTSU et al en 2005, ont été préparé un dérivé de chitosane photosensible (figure
11.20 illustré au précédemment dans ’application d’adsorption de Nickel) humide puis
mélangé dans DMSO et agité vigoureusement pendant un jour pour donner une solution
visqueuse claire. Apreés ils ont ajouté un photo-initiateur (igracure 1000), le mélange a été
versé dans une microplaque puis irradier par la lumiere UV a travers une lampe a arc de
halogéne-métal court pendant 4s a une distance de 10mm de la solution. Pour déterminer la
biocompatibilité de chitosane durcis, ce dernier a été implanté dans les tissus sous cutanés
de souris avec intervention chirurgical ; la réponse a été observé apres sept jours apres
I’implantation par un examen histologique comme montre la figure 11.28, I’implant a été

entouré de tissus fibreux granuleux fin sans infiltration cellulaire inflammatoire [7].

Figure 11.28 : résultat histologique de I’implantation avec un chitosane photosensible [7]

11.2.2.7. Fabrication des nanoporteurs photosensibles :

Un travail d’un groupe de chercheure basé sur le développement d'un nano-transporteur
inerte et biodégradable de médicament ; ce synthése est consiste en I’insertion de 4-
phényle azophénol photosensible aux UV dans le squelette d’un biopolymeére n-succinyl
chitosane pour former un copolymere amphiphile, qui sera responsable de la photo-

libération de médicament et ciblé pour les cellules CTBs cardiaques afin d’inhiber la

50,

fibrillation auriculaire [8].
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Figure 11.29 : schéma représente 1’isomérisation de 1’azobenzéne [8].

Lorsque le copolymére amphiphile est exposé a une lumiére UV de 365 nm, il subisse une
photo-isomérisation en augmentant le moment dipolaire, la polarité passe d’un centre
hydrophobe trans-azobenzéne a un centre hydrophile Cis-azobenzéne, avec ce changement
de conformation, le médicament hydrophobe est relachée; et d’aprés les résultats de la
spectrophotométrie UV-vis, montrent que la libération de médicaments a été

considérablement accélérée apres une trés courte durée d’irradiation aux UV.
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Figure 11.30 : schéma illustrative de la synthése de polymére nanoporteur et la co-

encapsulation de médicament [8].

Cette stratégie est devenue un moyen prometteur pour atteindre des doses thérapeutiques
avec une concentration moindre de médicament, réduisant potentiellement les effets
secondaires et améliorant I’efficacité du traitement. Parmi les avantages d’encapsulation
des médicaments est I’amélioration de la spécificité de ciblage, leur efficience et leur

efficacité et aussi comme un support protecteur contre la dégradation et améliore la

s

biodisponibilité et permet de contréler la libération de médicament [8].
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11.2.2. 8. Dégradation des eaux polluées :

L’une des possibilités de dégradation photochimique efficace a 1’aide de la lumiére du
soleil est le processus d’oxydation photosensibilisée. Le processus est lancé lorsqu’un
photosensibilisateur a 1’état fondamentale (PSo) absorbe la lumiére d’une longueur d’onde
approprié et est converti en un état excité singulet (*PS*). L’état singulet peut se désactiver
par différentes voies, notamment vers I’état triplet par croisement intersystéme. Le
photosensibilisateur (singulet ou triplet) peut réagir selon deux modes : En présence Oy, il
peut réagir par transfert d’énergie pour former de 1’oxygéne singulet (*Oz) ou par transfert
d’électron pour former 1’anion superoxyde (O27). La formation d’oxygéne singulet est
favorisée par I’utilisation de photosensibilisateur absorbant dans le domaine du visible (les
colorants) et la formation de I’anion superoxyde est favorisée par 1’utilisation de
photosensibilisateur absorbant dans I’ultraviolet (les phénols ou les amines). Ces deux
especes de I’oxygene sont trés réactives et permettent 1’oxydation d’espéces organiques, ce
qui peut ouvrir a plusieurs types d’applications comme la photo-dégradation de polluants

organiques (composés organiques volatils (COV), colorants, phénols...) [118].

Fluorescence

Phosphorescence

Figure 11.31 : Mécanisme de la phtosensibilisation [119]

A cette égard en prend I’exemple de dégradation des polluants d’eau publiée dans le
journal Chemical Engineering ; lors d’exposition de chitosane photo-active immobilisé par
le phtalocyanine a la lumiere visible et la lumiere naturelle du soleil, génere un oxygene
singulet 'O, responsable a la dégradation photochimique des xénobiotiques 4-benzyl

parabene et 2,4-dichlorophénol présentent dans 1’eau dans un systéme hétérogene [120].
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CONCLUSION

La présence des groupements amine libre dans les unités répétées de chitosane conduit a la
possibilité de plusieurs modifications chimiques, y compris la préparation de base de
Schiff (-N=CH-R) par action des groupements carbonyles des aldéhydes ou des cétones sur
ces groupements, cette réaction peut étre effectuée soit par voie direct ou bien
indirectement tous en présence des solvants : acides acétiques, éthanol, méthanol ou leurs
mélange dans des conditions de température ambiante ou a reflux.

L’insertion de molécules photo-sensibilisante sur le chitosane, offre a ce dernier la
propriété d’absorber les rayonnements lumineux a longueurs d’ondes déterminés, et en
conséquence un durcissement de la solution du chitosane modifié en gel solide ou un film
mine fortement réticulé présentant une grande résistance aux agents chimiques, comme la
température. Ces modifications pourraient étre effectuées pour rendre le chitosane plus
soluble dans les systémes aqueux, améliorer leurs propriétés et répondre aux besoins
specifiques des différentes applications biomédicales a cause de sa biocompatibilité dans
I’administration de médicament, ses capacités antimicrobiennes, ainsi leurs capacités a
dégrader les polluants d’eau ; les bases de Schiff photo-sensibilisante sont aussi utilisés
comme des supports nano-transporteurs inerte porté un médicament ciblé a la cellule.

Les furocoumarines sont des molécules tricycliques photo-sensibilisant qui peuvent étre

greffées sur le chitosane pour former des bases de Schiff photo-sensibilisants.
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