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Introduction générale

Au cours du vingtieme siécle, I'industrie chimigsiest considérablement développée,
au point de devenir de nos jours incontournables dafabrication de la majorité des produits
utilisés quotidiennement par 'homme. Depuis quetgdécennies, les molécules synthétisées
d’'usage ou modifiées par voie chimique sont pr&seatissi bien dans notre nourriture que
dans notre environnement domestique, en passantopar les produits cosmétiques et
pharmaceutiques. Cependant, il existe une demanrtke ét croissante des consommateurs
pour des produits a caractere naturel issus deuess renouvelables. En effet, a I'heure
actuelle, les consommateurs, soucieux de sécuride deur santé, ont de plus en plus
tendance a rejeter les produits comprenant deseéksmartificiels tels que la tartrazine

employée comme colorant jaune (Du&al, 1996)

Ces dernieres années, une partie des procédésgaksnhistoriques a été convertise
vers ce que I'on appelle aujourd’hui la chimie gerCette derniere propose des solutions
alternatives adossées a des procédés plus « dasant a réduire I'impact environnemental
pour catalyser les réactions. Dans ce cadre, ainrédiuire le niveau de pollution de
I'environnement par les polluants chimiques (dds, stes eaux et de I'air, dus, notamment, a
I'agriculture intensive et aux industries), I'usidition d’enzymes comme biocatalyseurs est
une voie prometteuse et reconnue pour produire alevatles molécules ou apporter de
nouvelles fonctionnalités a des molécules d’intdré&tustriellement, nous sommes alors dans

ce qu’'on appelle les biotechnologies blanches.

Les enzymes sont naturellement produites par desoarganismes. Elles sont
biodégradables et sont capables de catalyser ubreamportant de réactions a la fagon des
catalyseurs chimiques. Les réactions enzymatiqeesent étre utilisées pour produire de
nouvelles molécules (Adelakwet al, 2012). De plus, elles sont actives en milieu agust
dans des conditions expérimentales douces. Réceimpemi ces enzymes, les enzymes
oxydatives ont montré leur intérét pour la synthésemolécules bioactives présentant des
propriétés intéressantes telles que l'activité cmytiante. Ces enzymes, les oxydases, se
trouvent dans la nature, particulierement dans diesites, et sont responsables de la

bioconversion naturelle de composés phénoliqugsgenents colores.
1
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Ces oxydases, le plus souvent des catéchol oxydasekes laccases, catalysent, en
présence de I'oxygéne de I'air, co-substrat indispble a la réaction, I'oxydation de mono
ou d'ortho-diphénols respectivement en semiquinones ou qgaBolCes composés tres
réactifs peuvent oxyder d’autres phénols ou réags rapidement avec eux-mémes ou avec
des composés nucléophiles présents dans leur eneiment comme des amines, des thiols,
etc.... Au cours de ces réactions de condensationtapée, il se forme temporairement des
intermédiaires présentant des couleurs pouvant dligaune au bleu noir en passant par le
rose, le rouge ou le vert selon les substrats mjswe En contrdlant cette bioconversion et en
stabilisant les intermédiaires colorés, on peupg@rér une large gamme de colorants avec un
label naturel qui peuvent trouver des applicatialams les domaines agroalimentaires,
pharmaceutiques et cosmeétiques. Ainsi, cette bimasion enzymatique s’est largement
développée en milieu organique ou hydro-organidurede produire de nouvelles molécules
aux propriétés variées. L'oxydation de substrate@nphques sélectionnés conduit a la
synthese de molécules bioactives aux propriétésramties (Mustafaet al, 2005) ou
antioxydantes (Adelakuet al, 2012).

Dans les dernieres années, plusieurs travaux émtéerits sur le greffage de molécules
provenant de I'oxydation enzymatique de substraénpliques sur des macromolécules telles
gue la pectine, la cellulose, I'hémicellulose ethétosane (Craveat al, 1981 ; Kim S. Yet
al., 2007 ; Norskeet al, 2000 ; Taylor et Clydesdale, 1987 ; Wual, 2002). Ce procédé
permet d’accroitre ou d’améliorer les propriétéxds biopolymeres par I'apport des activités
des produits d’oxydation des phénols greffés ssirbiepolyméres telles que les propriétés
antioxydantes ou optique...

Dans ce contexte, I'objectif global de ce travai, @’une part, la maitrise du greffage
des produits d’oxydation de l'acide férulique et tirulate d'éthyle par la laccase de
Myceliophtora thermophilasur le chitosane en milieu aqueux et dans des tonsli
réactionnelles douces, et, dautre part, I'études deropriétés des biopolyméres
fonctionnalisés. Ainsi, I'attention portera sur legcanismes du greffage (type de liaison,
position du greffage et structure chimique des pitsdgreffés) et les propriétés des
chitosanes fonctionnalisés telles que les promié@gtioxydantes, physico-chimiques et

biologiques qui seront évaluées.
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A cette fin et pour débuter, une étude bibliogrgpkiva permettre de montrer l'intérét
des laccases, leur mécanisme et leurs conditicadioénelles. Le potentiel du chitosane
comme biopolymere et ses propriétés fonctionnedbrent décrits. Enfin, le mécanisme du
greffage des produits d’oxydation des phénols swhitosane, les méthodes du greffage et

les enzymes utilisées dans ce greffage seronttdscu
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Chapitre | : Etude bibliographique
|. Laccases f-diphénols : oxygene oxydoréductases; E.C.1.10.3.2)

l.1. Introduction générale

Les oxydases ou oxydoréductases sont des enzymesatplysent le transfert
d’électrons d’'une molécule (un oxydant, un acceptéuydrogéne ou accepteur d’électron) a
une autre (un réducteur, un donneur d’hydrogendamneur d’électron) (Burton, 2003 b).
Les principales enzymes qui appartiennent aux eegynoxydatives, sont les
polyphénoloxydases (PPO) (EC 1.10.3.1) qui utilisis 'oxygene moléculaire comme co-
substrat et les peroxydases (POD) (EC 1.11.1.7)tijisent de I'eau oxygénée.

Les polyphénoloxydases (PPO) (1,2- benzenedioygémxe oxydoréductase) font partie
des métalloprotéines parce gu’elles contiennentnu&tmux dans leur site actif ; dans le cas
des PPO, c’est le cuivre. Elles sont capables tlysar I'oxydation de certains composés
phénoliques en polymeéres bruns avec la réducti@a eh eau (Xu, 2001). Les PPO peuvent
étre divisées en monophénoloxydase ou crésolase.1(E4.18.1) lorsqu'’il s’agit d’'une
hydroxylation en positionrtho d'un substrat monophénolique et en diphénoloxydasgue
il s’agit d’'une oxydation d’un diphénol en benzaguie (Walker et Ferrar, 1998) (Figure 1).
La classe de diphénoloxydase est divisée, d’améasomenclature internationale, en deux
sous-groupes : les catécholoxydases (CO) (E.C3L1)0et les laccases (E.C. 1.10.3.2)
(Nicolaset al, 1994 ; Walker et Ferrar, 1998) .

OH

OH o
OH o)
1% 0, %0, o
2

R Monophénoloxydase R O-diphénoloxydase R
(EC 1.14.18.1) (EC.1.10.3.1)

Figure 1: schéma des différentes réactions catalyséegpaolyphénoloxydases
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[.2. Définition

Ces enzymes appartiennent a un groupe d’enzymes@cnoxydases bleues » car elles
possedent quatre atomes de cuivre dans leur dife(ldoegger et al, 2006). Elles sont
capables d'oxyder des- ou p- diphénols en quinones correspondantes et oxyaent |
monophénols en semiquinones, sans hydroxylatioalgiske. En plus, elles sont capables
d’oxyder les aminophénols, les méthoxyphénols et enomeéres de lignine. Le schéma

(Figure 2) résume les différentes réactions catalypar les laccases.

OH o]
OH o]
Laccase
> + H,O
02
R R
o-diphénol o-quinone
OH o
Laccase A
R o, > + H,O » Polymeres
R
OH o
p-diphénol p-quinone
OH O
Laccase
> + H,O
o2
R R
Mono-phénol Semi-quinone

Figure 2 : réactions catalysées par les laccases (E.C.1.10.3.2

|.3. Distribution des laccases

Les laccases sont normalement distribuées daremdld des eucaryotes tels que les
plantes supérieures et les champignons ainsi que ldafamille des procaryotes tels que les
bactéries (Mayer et Staples, 2002). Chez les eat=myles laccases se trouvent dans le
cytoplasme des cellules (Harvey et Walker, 1999)ezLles procaryotes, ces enzymes se
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trouvent en évidence chez quelques bactéries comheeomonas sp et Azospirillum
lipoferum (Alexandreet al, 1996). De plus, ces enzymes ont été identifiéez quelques
insectes commeDrosophila melanogaste(Kramer et al, 2001) et aussi dans le sol
(Gianfredaet al, 1999).

La présence de laccases dans les plantes supéragmparait moins importante que chez
les champignons. D’une part, I'extraction des laesaest compliquée parce qu’elles sont
fortement liées a la paroi cellulaire. D’autre péatcaractérisation de I'activité laccasique est
rendue délicate dans I'extrait brut par la préseinéquente d’autres activités oxydasiques

comme la catéchol oxydase et la peroxydase (May@taples, 2002).
|.4. Caractéristiques biologiques et fonctions physlogiques

Les laccases sont des glycoprotéines avec un tasgsvariant de 10 a 45 %. Le poids
moléculaire varie de 50 a 100 kDa (Solonstral, 1996). Le poids moléculaire des laccases
fongiques est moins élevé que celui des laccasgdades (Burton, 2003 a). Le pH optimal
des laccases fongiques varie de 3 a 8 comme ladeaateMyceliophthora thermophilaont
I'activité optimale est a pH 7,5 (Mustaé al, 2005) bien que, certaines laccases de plantes

peuvent étre actives a pH 9 (Gianfredal, 1999).

Les laccases peuvent participer a la biosynthesersdanines (chez les bactéries). De
plus, les laccases des champignons pouvent partigifa dégradation des lignines (Kimex.
al., 2002). Par contre, les laccases de plantes suliguées dans la synthése des lignines
dans les parois de certaines cellules végétalasdBal, 1993).

[.5. Structure des laccases

La structure de laccases comme cellesBdeillus subtilis(Enguitaet al, 2004), ou
Trametes versicolofPionteket al, 2002) ont été étudiées par différentes technigoesme
la différence des rayons X, la spectroscopie UVidible ou la RPE (résonance

paramagnétique électronique).
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Dans la Figure 3, la structure tridimensionnelldadlccase dé@rametes versicoloest
représentéelLes détails de la position des atomes du cuivresithi actif de I'enzyme, la
position du substrat, 'ABTS (2,2 -azinobis-(3-dtignzothiazoline-6-sulfonate) liées aux

protéines sont aussi représentés sur cette figure.

Figure 3 : représentation de la structure 3D de la lacda§eametes versicoloobtenue par
cristallographie aux rayons X (Piontekal, 2002)

(Les atomes de cuivre sont représentés par leseggaieres bleues)

En général, elles sont des glycoprotéines monomesiqdimériques ou tétramériques
contenant au niveau de leur site actif quatre asomeecuivre qui sont différents par la nature
de leurs ligands (Riva, 2006). On distingue trdtisssappelés T1, T2 et T3 (Figure 4) d'apres
leurs propriétés spectroscopiques (Witayakran gaRskas, 2009) :

- Le site T1 contient un atome de cuivre (Cul)hketoabe a 610 nm. Il est coordinné a
une cystéine et c’est celui qui est responsablia deuleur bleue de I'enzyme (Claus, 2004 ;

Witayakran et Ragauskas, 2009).

- Le site T2 contient le cuivre qui na pas de b&awkabsorption dans le visible (non

bleu) (Cu2) et il forme avec I'azote des histidie¢sivec I'oxygéne un complexe tétraédrique.
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- Le site T3 absorbe a 330 nm. Chaque ion cuivréées trois histidines. Le cuivre de
type2 forme avec les autres ions cuivre de typa & aluster » trinucleaire ou les atomes de

cuivre sont au sommet d’un triangle (Riva, 2006).

Dans le site actif, un groupe de 3 atomes de ci{@tR de T2 et Cu3a et Cu3b de T3)
est responsable de l'activation de I'oxygéne, atpre un atome de cuivre (Cul de T1) est
responsable de I'oxydation des phénols (Claus, 200ihussiet al, 2002).

/His111

et

His452,

His 400

H,O
Cys453

ﬂ His 395\\0

Cu u

N on
His 398 H'364His454// / His458/ \Phe 463

Cu
Hisss/ His 109
T2 T

AN
3 T1

Figure 4 : environnement des 4 atomes du cuivre du sitedecta laccase dBacillus
subtilis (Witayakran et Ragauskas, 2009)

[.6. Mécanisme réactionnel

Plusieurs études réalisées sur différentes laccasespermis d’expliquer le cycle
catalytigue des laccases (Baldrian, 2006 ; Clad94R Il met en jeu la réduction d'une
molécule d'oxygene en deux molécules d'eau etdatign concomitante de quatre molécules
de substrats produisant quatre radicaux libres.r@gisaux instables et tres réactifs peuvent
réagir pour produire ensuite des dimeres, des roges et des polymeres. Le mécanisme
catalytique de la laccase est de type «donneuptaoe® (Messerschmidt, 1997 ; Mough
al., 2003), comprenant 3 étapes (Figure 5) :

1) 'oxydation du substrat par la laccase : le salbperd un électron (donneur), et la laccase
gagne un électron (accepteur) au niveau du siteegant le cuivre (Cul) de type T1. Donc,
11
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I'oxydation du substrat et la réduction du cuiv@i) de type T1 de Ctia Cu™ ont lieu lors

de cette étape.

2) le transfert interne d’électrons du Cul de Tl«aluster tri nucléaire » qui contient trois
atomes de cuivre (Cu2 T2 et Cu3a et Cu3b de T3). Ainsi, 'oxydation'deome Cul (Cir
a Cu?) de T1 et la réduction des atomes Cu2 et Cu3au8b QCu?a Cu™) de T2 et T3 se

passent lors de cette étape

3) Apres la réduction compléte du centre tri nucdégour activer I'oxygéne moléculaire, les
atomes du cuivre de type (2 et 3) réduisent I'oxygeC’est—a—dire, les atomes du cuivre
perdent des électrons (donneur) et 'oxygene médé#eugagne des électrons (accepteur).
Donc, I'oxydation des atomes Cu2 et Cu3a et Cu3B & Cu?) de T2 et T3 et la réduction

d’'O,a HO se déroulent en cette étape.

On laccase, .,
H e 4SUB,, e 0,
o R T1-Cu (I) * T2/T3-Cu(0)
R
OH
% 4 SUB cq = _ 2H;0
“?{j/ R T1-Cu (II) *— T2/T3-Cu (II)
R o
laccase,,

Figure 5 : cycle catalytique de laccase (Polak et Jarosz-Wih@, 2012)
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L’oxydation des substrats phénoliques par la laccasmmence par la formation de

radicaux phénoxy « semiquinones » (Figure 6).

OH O

-e, -H*
O,+ 4 > 4 +2H,0
Laccase

OH O-

O O O
-e_ -H+ ij . é .é
Laccase

Produits d’oxydation

Figure 6 : produits d’'oxydation formés par les laccases

Ces radicaux, de natures instables et tres réastilsssent soit un deuxiéme arrachement
d’électrons pour donner les quinones correspondargeit subissent des réactions non
enzymatiques comme des réactions de couplage jpowmed des dimeéres (Intet al, 2005)
puis, des oligomeres ou des polyméres peuventgémérés par combinaison des dimeéres
précédents (Aktast al, 2003).

Dans la littérature, il n'apparait que deux typlescouplage qui peuvent avoir lieu au
cours de I'oxydation par des laccases (Polak ets2awilkolazka, 2012). Les deux types de

couplage sont expliqués dans le schéma suivanir@-ig).
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OH O-
laccase
7 Tl » R
R 0, Hz()
Substrat de laccase 4
OH Substrat oxydé
Substrat de laccase Non-Substrat de laccase

A A B | B |

Dimeres homogénes Diméres hétérogenes

Type 1 Type 2 Type 2
Type 3
R \
R
F‘Hvi) @ +
o phénol Amine (amination)
Couplage C-0 Couplage C-C i,
Ol|gomeres Oligomeéres
Polymeres

Figure 7 : schéma simple de formation des dimeres homoggrtestérogenes. R : plusieurs
substituants ou des systémes cycliques. A : Typéaldion = couplage oxydatif,
condensation oxydative ou par couplage oxydatihphgue. B : Type de réaction : couplage

oxydatif avec une amination nucléaire (Mikolasclsethauer, 2009)

1- Couplage pour produire de nouvelles moléculesdygnes : ces diméres homogénes
sont des produits de la dimérisation de radicaltnpRy qui sont formés lors de I'oxydation
d'un substrat unique par une laccase. Ces dim@&esuknt de la formation de nouvelles

liaisons entre un carbone et un oxygene (C-O) tne eleux atomes de carbone (C-C).

- Le couplage carbone-carbone (C-C) : ce couplagpasse préférentiellement en milieu

acide et I'élévation de la température de réadaworise ce couplage.
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- Le couplage carbone-oxygene (C-O) : ce couplagepasse en milieu basique et
'augmentation de la quantité de substrat favocisecouplage (Kobayashi et Higashimura,
2003). Par exemple, la polymérisation du 2,6-diiylétienol (2,6-MeP) a la suite de
I'oxydation par les laccases conduit soit au polyampoly (2,6-diméthyle-1,4-phényléne
oxyde) (P- 2,6-MgP) soit au 3,3',5,5-tetra-méthyl-diphénoxy quino(i@PQ) (Figure 8)
(Kobayashi et Higashimura, 2003). Dans ce caspigplage de type C-C a faible pH est

favorisé.

Me

Couplage de type C-O @
n

/
Me Me

P-2,6-Me2P
Laccase
HO — =

/
Me Me Me

00— H—x —,
Couplage de Type C-C ).

AN
Me DPQ Me

Figure 8 : couplages homogenes C-O et C-C pouvant avoir diesud’une oxydation du 2,6-

diméthylphénol catalysée par les laccases (Kobagastigashimura, 2003)

2- Couplage pour produire de nouvelles moléculeterbgénes : les laccases sont
également capables de coupler un substrat spéeifigua laccase avec un autre substrat non-
spécifique afin de produire de nouvelles moléchie®rogénes (Polak et Jarosz-Wilkolazka,
2012). Mikolasch et Schauer ont distingué six typeslimeres synthétisés par des laccases a
partir de substrats avec des structures difféeremteis diméres homogenes et trois dimeres
hétérogenes (Mikolasch et Schauer, 2009). Dansgeunie molécule acceptrice réagit avec
le radical synthétisé par la laccase et forme deemux produits avec des liaisons C-C, C-O,
C-N et C-S dans une étape non-enzymatique (MikblasSchauer, 2009). Par exemple, la
réaction du couplage entre le catéchol et l'acidedlamino-benzene sulfurique (précurseur

de colorant) peut générer I'obtention d’'un prodwiorée (Figure 9) (Tzanost al, 2003).

15



Etude bibliographigue

OH
SO;H
OH
NH,
OH
OH (0] N
Laccase HoN
> »
SOH

NH,

Figure 9 : couplage hétérogene C-N pouvant avoir lieu der$oxydation du catéchol par la
laccase ddrametes villosavec I'acide 2,5-diamino-benzéne sulfurique (Tzeetoal, 2003)

Concernant I'oxydation de I'acide férulique (AF)) aouplage C-O est suggéré avec la
formation de deux radicaux phénoxy au niveau deyfjeéne, et au niveau du groupement
carboxyle, avec la formation de diméres comme ptedfinaux issus de la catalyse
enzymatique (Ralplet al, 1994). Donc, au cours de I'oxydation enzymatides,molécules
d’AF subissent une oxydation catalysée par la Begour former probablement des diméres
via des couplages C-O. Cependant, le couplage C-@risefentre deux radicaux phénoxy de

I’AF, ce type de couplage pouvant avoir lieu enignilacide et a température élevée.
|.7. Spécificité de substrat

[.7.1. Composés phénoliques

Les laccases sont capables d’oxyder directemerdolegposés phénoliques notamment
des monoméresy-, p- diphénols et leurs dérivés substitués sur diffia® positions par —
OCHg, -CHg, - SQ,, NH, ou —COOH (Polak et Jarosz-Wilkolazka, 2012). Desphiles sont
capables de polymériser ou dépolymériser des péhgilk comme la lignine (Kim Yet al,
2002).

L’activité des laccases envers les substrats plygres dépend de I'origine de I'enzyme,
de la nature, et /ou de la position des substitupat rapport a la fonction phénol (Gianfreda

et al, 1998). Les substrats dont les substituants odesrsubstituants se trouvent en position
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para sur le phénol sont les meilleurs substrats telslguibstituant de -OGHen position
para dans le substrgi-méthoxylphénol, et ce quelle que soit I'enzymdisdéte (Toscanat
al., 2003). Par ailleurs, la présence d’'un groupemeithyle ou méthoxyle en positigrara
sur le cycle aromatiqgue augmente la vitesse detdation et I'affinité enzymatique qui
s’accroit avec le nombre de substituant méthoxytdesnoyau aromatique (D'Annibade al,
1996).

Plusieurs études sur I'oxydation des phénols onmtréoqu’il existe une corrélation
entre la réactivité enzymatique et la différence petentiels redoxAE°) entre le cuivre T1

du site actif de I'enzyme et les phénols (@al, 2000).

AE° = E°Cu de typel (T1) des laccases — E° substratEquation 1

La force de transfert d’'un électron entre I'enzyetde substrat est proportionnelle a la
différence des potentiels redoxE°). Ainsi, la vitesse de transfert d’électrons idine pour

les substrats ayant un potentiel redox élevé et thoréactivité enzymatique diminue.

L’effet électronique des substituants joue égaldmenréle important. Généralement,
I'affinité et l'efficacité catalytique (Ma/Km) S’accélérent lorsque le substituant du cycle
aromatique cede facilement un électron comme -9©&HCH; (Decet al, 2003). Par contre,
les phénols substitués entho ou para par des groupements attracteurs d’électrons tads qu
NO, et COCH sont plus difficiles a oxyder. Il est montré queffet électronique des
substituants est plus important que l'effet st&itprsque les phénols sont substitués par des
groupements de petite taille (H, OH, O£ BHs, CHs) (Xu, 1996).

[.7.2. Composés non phénoliques

En ce cas, les laccases peuvent oxyder ces sgbstdatectement en présence d'un
substrat intermédiaire appelé « médiateur chimiguees médiateurs les plus frequemment
utilisés sont le (HBT) 1-hydroxy benzotriazole ci@e violurique (V10O), (2,6,6-tétra méthyl
pipéridinel-oxyl) (TEMPO), 2,2"-azino bis-(3-ethyl benzo thiime-6-sulfonate (ABTS),
hydroxy-acétanilide (NHA) et hydroxy-phtalimide (HPPolak et Jarosz-Wilkolazka, 2012).
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De plus, les médiateurs chimiques sont utilisésnduias substrats ne peuvent pas
pénétrer jusqu’au site actif de I'enzyme (encomiaeinstérique du substrat) ou possédent un
potentiel redox trop élevé (Kudangd al, 2011). En effet, le médiateur transporte les
électrons entre le substrat et I'enzyme. Ainsiatacase oxyde le médiateur en radical, qui a
son tour, oxyde le substrat (Figure 10) (BurtorQ28;, 2003 b).

H,O Laccase (,,, Mediateur (.4 Substrat

O, Laccase () Médiateur ,,, Substrat (g

Figure 10: cycle catalytiqgue de systeme (médiateur / lagcas

L’activité du systeme médiateur/laccase envers debstrats dépend du potentiel
d’oxydoréduction de I'enzyme, de la stabilité, deréactivité du radical formé au cours de
I'oxydation du médiateur et de la taille molécuta@tu substrat (Polak et Jarosz-Wilkolazka,
2012).

[.8. Inhibiteurs

Ces molécules peuvent se lier aux cuivres de typedu site actif de la laccase. Par
conséquent, ces liaisons bloquent le transfertrietde I'électron entre les différents types du
cuivre comme les thiocyanates, I'azoture; Hdp fluorure (Johannes et Majcherczyk, 2000).
D’autres molécules comme les détergents cationiguledent I'activité enzymatique en

modifiant les acides aminés ou la conformationvaatie I'enzyme (Gianfredet al, 1999).
1.9. Caractérisation des produits d’oxydation (quirones)

Leso-/ p-quinones sont les produits primaires de I'oxydagamymatique des phénols.
Ces produits se caractérisent par leur réactivit@lépend de la structure des quinones, du pH

du milieu et la nature du solvant.
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Au vu des propriétés physiques, les quinones sapalides d’absorber dans le visible
avec des teintes allant du jaune brillant (catéshau rose (acide caféique) en passant par le
jaune orangé (acide chlorogénique) jusqu’au bruarrfiashaet al, 2002). Cette propriété
dépend du pH et de la nature du solvant utilisér{Ra et al, 1999).

Au vu des propriétés chimigues, ledp- quinones formées par voie enzymatique ou
non enzymatique sont des espéces tres instablesmémnt électrophiles et tres réactives.
C’est pour cette raison qu’elles sont rapidemenpliomées dans d’autres réactions, qui

conduisent a la formation des nouveaux composéscaotains sont colorés.
1.9.1. Réactions d’oxydoréduction couplées et addins nucléophiles
1.9.1.1. Réactivité avec 'acide ascorbique

L'acide ascorbique et ses dérivés sont bien comous réduire leo-quinones et les
ramener a B-diphénol dont elles sont issues d’origine (Nicaasl, 1994). Il en résulte que
la formation des produits colorés sera bloquéefdilde colt de I'acide ascorbique et ses
propriétés antioxydantes et antiradicalaires ert fom traitement alternatif de choix aux
sulfites. Le couplage entre la réduction des quesoet I'oxydation de l'acide ascorbique
(AH2) (un agent réducteur) se traduit en fait par lgraéation de ce dernier en acide
déhydroascorbique (DHA) et la reconstitution dediphénol d’origine (Figure 11) (Rouet-
Mayeret al, 1993).

O AH, DHA OH

v

0-quinone o-diphénol

Figure 11: réaction entre une quinone et I'acide ascorbique
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1.9.1.2. Réactivité avec les sulfites et leurs aéd

Les sulfites sont capables d’agir simultanémentlssiPPOs et sur les produits de la
réaction d’oxydation catalysée par ces enzymesK&vat Ferrar, 1998). Les formes solubles
des sulfites, & savoir les ions sulfite ¢3Det bisulfites (HS@?), sont capables d'inactiver de
maniere irréversible les PPO de végétaux supérmuborigine fongique (Golan-Goldhirsh
et Whitaker, 1984). Par contre, les laccases stug pesistantes et moins sensibles a
l'inhibition par les sulfites que les autres PPQCe kecond effet des sulfites est leur
complexation avec les-quinones conduisant a la formation de produits diteah stables et
incolores avec la régénération du phénol initiadjffe 12) (Nicolaset al, 1994 ; Walker et
Ferrar, 1998).

0] OH OH

&3'2_7

et/ou

A\ 4

Py
py
Pyl

SO,
O- quinone O- diphénol Sulfones incolores

Figure 12: réaction entre une quinone et un sulfite
1.9.1.3. Réactivité avec I'eau

En milieu aqueux, les quinones sont instables mdwsent a la formation de polymeéres
colorés. Par contre, les réactions de polymérisalies quinones diminuent quand on passe
d’'un milieu aqueux a un milieu organique (Mustafaal, 2005). En effet, les quinones
réagissent avec I'eau en donnant des trihydroxyde®; ceux-ci réagissent ensuite avec
d’autres quinones pour former des hydroxyquinongsi sont enfin le siege d'une

condensation oxydative pour donner des polymeres.
1.9.1.4. Réactivité avec les amines et leurs déxi{@mination)

En présence de nucléophiles (les amines et leurgedg dans le milieu réactionnel, les

quinones peuvent réagir par des liaisons covalestiisles (C-N) avec les groupements
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amines terminaux pour donner de nouveaux prodaitsinoquinines). Ces réactions sont
favorables lorsque les quinones sont en excést tanu que les quinones peuvent subir au
moins deux types différents de réactions aveclegpgments amines donnant soit des bases
de Schiff soit des adduits de type michaélien (FEdLB).

O (0] (0] H (e H
(6] N -R' N "R’ N-R'
+H2N =R’ , Réduction H
R R R R

Base de Schiff

0 o}
o o
+H2N-R ———
RN
R H R

Adduit de type michaélien

Figure 13: deux réactions quinone-amine donnant des bas8shiff et des adduits de type

michaélien (Kumaet al, 1999)

Les quinones peuvent réagir avec les groupementiseand’acides aminés libres
comme la lysine, la tyrosine (Mikolaseh al, 2010), la phénylalanine, le tryptophane (Hahn
et al, 2009a;, 2009b ; Mandgt al, 2006), la méthionine, I'histidine, la cystéineofReroet
al., 1998) conduisant a des produits colorés. Lesomg@s peuvent aussi réagir avec les acides
aminés liés soit dans les peptides comme le pejpligeosine-Lysine) (Mikolasclet al,
2010) ou dans les protéines comme-l#ictalbumine et Ig3-lactoglobuline (Thalmann et
Lotzbeyer, 2002). De plus, les quinones peuvengiréa/ec les groupements amines des
polyméres comme le chitosane (Bozic Mogpiaal, 2012a ; Bozic Met al, 2012b) ou le

polyamide/ n-Butylamine (Aceret al, 2012).

Les quinones peuvent réagir avec les acides ansiméfsés sous forme libre ou sous

forme liée dans les peptides ou les protéines aggénération du précurseur phénolique
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(Negishi et Ozawa, 2000). Les produits qui se farns®nt incolores et peuvent, de part leur
structure, étre ultérieurement oxydés, par unetisrad’oxydoréduction couplée en présence

d’un excés de quinone conduisant a la formatioprdduits fortement colorés.

De plus, les quinones sont capables de réagir dgscamines donnant des produits
complexes (Strauss et Gibson, 2004). Un mécanismeli§é d’associations entre les
produits d’oxydation des polyphénols et les groupets amine libres des chaines latérales de

certains acides aminés, comme la lysine, est pi@sians la Figure 14.

OH o NH OH
f HOOC
HOOC ‘ ‘ HOOC
OH o)
I\%H o
HoOC HOOC ‘ o‘
\ oH ~o~o~NHy ‘\_%:/§:o

Figure 14: mécanisme simplifié de la réaction des intermiées de la polymérisation des

phénols avec des groupements amine (Strauss eirGib304)

Les quinones peuvent réagir avec la protéine entiquea en formant des liaisons
covalentes avec le cuivre du site actif. Cela caralublocage du cuivre et a l'inactivation de

'enzyme (Toscanet al, 2003).
1.9.1.5. Réactivité avec les autres phénols

1- Les quinonesot ou p-) peuvent réagir avec une molécule de phénol (sécupseur)
pour former un dimére homogene (Oszmianski et 1880).
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2- Elles peuvent réagir avec une molécule de phdmolature différente pour conduire a
un dimere hétérogéene avec régénération du phéwoigiiie et formation d’une nouvelle
guinone (Sarni-Manchadet al, 1997).

En général, les quinones sont impliquées dans éastions de couplage de type
biphényle (C-C) mais aussi biphényle-éther (C-Ourptormer dimeéres, oligoméres ou

polyméres.
1.9.2. Additions radicalaires

Les semiquinones formées par oxydation peuventviemg dans plusieurs types de
mécanismes radicalaires qui sont susceptibles denifoun grand nombre de produits
d’additions. En effet, la structure conjuguée delyghénols et la délocalisation possible des
électrons permet d’avoir plusieurs isomeres et dmmultiplier et compliquer les réactions
de couplage (Trabelst al, 2004). Par exemple, I'acide férulique cede urtgrgendant
I'auto-oxydation ou I'oxydation par les laccase®léctron libre sur le radical formé peut se
délocaliser sur toute la molécule (Figure 15) fantreansi plusieurs isoméres radicalaires. Les
substituants alkyles esrtho et enpara changent la densité électronique et donc la gkl
radical et des produits (Rawet al, 2001).

H o 0 O Q O
OCHs OCH, OCHj3 OCH, OCHg OCH
OH/ 0,
—> “—> +—> +—> +—>
H*/ e
X X X X X .

COOR COOR COOR COOR COOR COOR

Figure 15: différents radicaux (semiquinones) formés paiation de I'acide férulique par

les laccases (Rawet al, 2001)
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1.10. Facteurs influencant I'activité des laccases

Les enzymes sont des catalyseurs biologiques gpéesf dont I'activité optimale varie
selon plusieurs parametres comme la source deyhemzla nature et la quantité de produits
formés, la nature des substrats, la qualité d'dae présente dans le milieu (ou activité de

I'eau), le pH du milieu, la température et 'oxygen
1.10.1. Influence du milieu réactionnel

L’influence du solvant est multiple sur la réactienzymatique. En effet, le solvant

affecte le catalyseur (les enzymes), les substtdés produits de la réaction.

Les réactions catalysées par des laccases en radigeux sont limitées a cause de la
forte réactivité des quinones. En conséquencee eettivité provoque une polymeérisation
rapide et spontanée des intermédiaires (quinorasgainones) conduisant a la formation de
polyméres insolubles. Par ailleurs, le rendementcaieversion des phénols diminue car
I'activité élevée des quinones dans ce milieu cdusactivation de I'enzyme (Colombo et
Carrea, 2002). Pour éviter cela, des agents rashscimeuvent étre utilisés comme l'acide

ascorbique afin de réduire lesjuinones em-dihydroxy phénols (Burton, 1994).

Par ailleurs, en milieu organique, le solvant pérd@augmenter la solubilité des
substrats. Il permet également de faciliter la s#mm (enzyme /produits) grace a
l'insolubilisation des enzymes en phase organigeequi diminue I'inhibition des enzymes
par les produits (Burtoet al, 1998). Par contre, ce milieu peut provoquer laatiération
et/ou linhibition des enzymes par certains solgamrganiques comme le méthanol
(Bogdanovskayeet al, 2002) ou la diminution de l'activité enzymatiqgpar un milieu
diphasique (Mustafat al, 2005).

Cependant, une faible quantité d’eau en milieu oyee est nécessaire pour conserver
I'activité enzymatique. En effet, 'eau permet dmserver la conformation tridimensionnelle
de I'enzyme sous sa forme active car I'eau pasicifoutes les liaisons non covalentes et aux
liaisons hydrogene dans la structure de la protédeeplus, I'eau entoure les zones chargées
et polaires a la surface de I'enzyme (Diaz-Garti¥aencia-Gonzalez, 1995). La quantité
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minimale d’eau nécessaire en milieu organique p@uriocatalyse enzymatique varie selon
'enzyme et les conditions de la réaction (VermuéTeamper, 1995). Généralement,
'augmentation de la quantité d’eau dans le milieganique accroit I'activité enzymatique
(Burton, 2003 a)

Le solvant influence également le nombre des pteddioxydation. Par exemple,
Mustafa et ses colleges (2005) ont utilisé la IsecdeMyceliophthora thermophilgour
oxyder l'acide férulique dans un milieu aqueux rtuilieu diphasique (acétate d’éthyle 80%
- tampon phosphate 20%). lls ont identifié dix pitgl d’'oxydation dans le milieu aqueux et

trois produits d’oxydations dans le milieu diphass{Mustafaet al, 2005).
1.10.2. Influence du pH

L’activité enzymatique dépend du pH en milieu aqude méme, en milieu organique,
l'activité dépendrait du pH de la solution aqueusidale dans laquelle 'enzyme a été
préparée (Mustafat al, 2005). Le pH d’activité enzymatique optimal dépe@néralement
du type d’enzyme (Xu, 1997). Dans la réaction gat par les laccases, le potentiel redox

des partenaires de la réaction devrait étre dandré suivant (2) (Xu, 1997):

E° (Substratk E° (Enzyme)< E° (O,/H,0) Equation 2

L’affinité des laccases envers leurs substratevgénéralement selon de pH du milieu,

et le changement de pH influence le potentiel redksctrois partenaires :

1- Enzyme :le potentiel redox des laccases change avec I®aiHexemple, le potentiel
redox de la laccase déyceliophthora thermophil@iminue quand la valeur de pH augmente
de 2,5 & 5. En ce cas, son activité diminue panedepotentiel du substrat est plus important
que celui de I'enzyme. Au contraire, le potentiedlax de cette enzyme augmente quand la

valeur de pH augmente de 7 a 11 et donc son a&csiéteve (Xu, 1997).

2- Substrat : a pH élevé, les phénols s’ionisent et perdent otoprce qui conduit a la
diminution de leur potentiel redox. Par contre filation des ions hydroxyles Oksur le

cuivre du site actif (type 2 ou 3) des laccasesHa gevé, pourrait inhiber I'activité
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enzymatique car il empéche le transfert internéedtéons du cuivre T1 au cuivre T2/T3 de
'enzyme (Xu, 1997).

3- Oxygene :quand la valeur de pH augmente jusqu'a 11, lengiete(O,/H,0)
diminue. Donc, |eAE® entre le couple (8H,0) et Cu (T2/T3) diminue. Cela conduit a la
diminution de la vitesse de transfert des électdnguivre dans le site actif de I'enzyme a
I'oxygeéne et donc, a une diminution de la vitesse@hction enzymatique (Xu, 1997).

1.10.3. Influence de la température

La température est un parametre essentiel pougsesions enzymatiques. En général,
'augmentation de la température devrait activemzyme, cependant des températures
élevées (plus de 50°C) peuvent provoquer une deéxtatn de la protéine enzymatique et
aussi diminuer la solubilité de I'oxygéne dans ldéieun réactionnel (Weiss, 1970). De plus,
laugmentation de la température peut entrainerdégradation de certains produits
d’oxydation ou la formation de produits secondairBs général, la thermostabilité de
I'enzyme dépend de plusieurs facteurs :

[EEN
1

la structure de I'enzymela thermostabilité dépend de la structure quaberred elle

augmente avec le nombre de ponts disulfures danwoi®ine enzymatique. Par
exemple, les laccases provenant de champignonsidpéiles (comme la laccase de
Myceliophthora thermophidasont plus stables que celles de champignons rhiéssp
(Xu, 1996).

2- La nature du milieu 'en milieu organique, la thermostabilité de I'eneymst plus

élevée que celle en milieu aqueux parce que legéaulgs d’eau libre participent a la
dénaturation thermique de I'enzyme (Xu, 1996).

3- La formulation de 'enzymeles enzymes immobilisées sont plus thermorésesant

que les enzymes libres (Duranhal, 2002).

4- Le pH du milieu :par exemple, la thermostabilité de la laccasevigeeliophthora

thermophilaest plus importante en milieu alcalin ou neutréegumilieu acide Ce
résultats n'a pas été observé pour la laccaseralmetes villosajui est stable a pH
compris entre 4,5 et 6,5 (Xu, 1996).
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[.10.4. Influence de I'oxygéne

Généralement, I'oxygene est consommé a la foisI’'pazyme et par les produits
d’oxydation durant les réactions non-enzymatiquesxygene joue le réle d'accepteur
d’électrons de cuivre ¢ITs). Donc, I'oxygéne est nécessaire pour I'oxydatiarcuivre (Cii*

a Cu?, lactivation et la régénération du site actif kenzyme (Burtonet al, 1993). La
vitesse de l'oxydation dépend de la teneur initidlexygene dans le milieu (Lacki et
Duvnjak, 1996). De plus, la méthode utilisée pdimtrbduction de I'Q dans le milieu
réactionnel peut causer une désactivation de limez\En effet, les forces interfaciales (gaz-
liquide) perturbent I'activité enzymatique. Poutteeaison, I'ajout d’'Qen limitant les bulles

de gaz dans le milieu réactionnel est préféraltlctivité enzymatique (Rissomt al, 1997).
1.11. Applications biotechnologiques des laccases

Grace a leur large spectre de réactivité, les sscant pu étre utilisées dans diverses
applications biotechnologiques (Rodraguez Couifboet Herrera, 2006 ; Wargg al, 2010).
En effet, en vue de développer des procédés éqoieg les industriels s’intéressent a
I'utilisation d’enzymes capables de catalyser @astions chimiques difficiles ou « colteuses

» d’un point de vue environnemental.
[.11.1. Industrie agro-alimentaire

Les laccases sont largement utilisées dans lindusimentaire, en grande partie en
raison de leur capacité a améliorer les produitseaitaires et les procédés de maniére

spécifique avec des effets secondaires minimes.

Plusieurs auteurs ont cherché a exploiter I'oxymaties composés phénoliques par les
laccases comme la laccase WNceliophtora thermophilapour produire des colorants
alimentaires et remplacer les colorants chimiquasroe la tartrazine, le rouge carmin, ou
encore I'amarante (Mustafat al, 2005). Les laccases ont été également utilisées p
éliminer des polyphénols a l'origine d’'une turbé&indésirable dans le jus de fruit ainsi que
ceux responsables du trouble de la biére et d¢Bamanet al, 2002 ; Jackson, 2008). Grace

aux laccases, en particulier la laccaséviyeeliophtora thermophilail est possible de fixer
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de facon covalente les phénols au liege du boudhorvin en leur faisant subir une

polycondensation spontanée qui neutralise le mawgait (Burton, 2003 b).

De plus, les laccases pourraient étre utilisées gatalyser la gélification oxydative des
arabinoxylanes de la farine et donc améliorer seprigtés rhéologiques (Figueroa-Espinoza
et al, 1998 ; Selinheimet al, 2006). La laccase ddyceliophtora thermophila pu conduire
a la formation d'un gel sans addition d’agents dhiras par I'oxydation enzymatique de
I'acide férulique dans la pectine de betterave @vticet Thibault, 1999).

[.11.2. Industrie pharmaceutique

Les laccases offrent une opportunité pour la sy&tke nouvelles molécules bioactives
pharmaceutique, ou la modification de celles ertst®, dans des conditions douces.

Les laccases ont été utilisées pour catalyseresions du couplage oxydatif pour la
synthése d’antibiotiques dimériques par exemplemme la dimérisation de I'ester
méthylique de la pénicilline X par la laccaseGiwiolus versicolorfAgematuet al, 1993) ou

encore le couplage oxydatif de I'hnydroquinone ebi@aramicine (Anyanwutaket al, 1994).

Plus récemment, Mikolasch et ses collegues orgsiréa synthétiser de nouveaux
antibiotiques dimeres actifs par I'amination duécabl avec I'amino-béta lactame en
présence de la laccase dleametes sppour améliorer linhibition de bactéries comme
Staphylococcus aureyMikolaschet al, 2008). En couplant I'acide 2,5-dihydroxy benzeiqu
a l'ampicilline ou Il'amoxicilline, ils ont synthéé& huit nouvelles pénicillines avec des
activités comparables a I'ampicilline et I'amoicé (Mikolaschet al, 2006). De méme,
seize nouvelles céphalosporines ont été synthétisée amination de l'acide 2,5-dihydroxy
benzoique avec le céfadroxil amino-céphalospotmegéfalexine, et le céfaclor en utilisant
les laccases (Mikolasadt al, 2007).

Par ailleurs, les laccases pourraient étre utsig@eir synthétiser des acides aminés avec
des propriétés biologiques tres importantes (Heahral, 2009b). Les acides aminés L-
tryptophane, L-tyrosine, L-lysine, la glycine etlecystéine ont été produits en utilisant les
difféerents formes de p-hydroguinone comme le 2tBdiioxy-N-(2-hydroxy éthyle)-
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benzamide, le 2,5-dihydroxy benzoique méthyle esterl'acide 3,4-dihydroxy phényle
propionique (Manda&t al, 2006).

[.11.3. Industrie cosmétique

Plusieurs brevets relatent ['utilisation des laesadans le monde cosmeétique, surtout
pour la synthese de nouveaux pigments dits "natupur colorer les cheveux (Lang et
Cotteret, 1999) qui sont moins irritants et plua@es d'utilisation que les produits courants,
car les laccases remplacent des produits chimiglesgue HO, en milieu alcalin. Ainsi, des
auteurs ont breveté leur procédé de synthése dasimes pour teindre les cheveux (Aaslyng
et al, 1999). Ils ont mis au point un mélange basé ¢isflement sur I'association de deux
composes : le premier est une laccase (commedadaadéviyceliophtora thermophilau de
Trametes villosp et le deuxieme est un précurseur phénolique (@narp-phénylene-
diamine, lepara et ortho amino phénol ou I'acidp-amino benzoique). Ces deux composés

sont conserves séparément et le mélange des dea@taié qu'’au moment de I'utilisation.

Plus récemment, des préparations cosmétiques ehattdogiques contenant des
protéines laccasiques pour le blanchiment de la peaaussi été développées (Golz-Berner
et al, 2005).

1.11.4. Industrie textile

Les laccases sont apparues dans l'industrie testileme des outils intéressants pour
enlever les teintures (Coutt al, 2005 ; Enayatzamiet al, 2009 ; Houet al, 2004) ou
blanchir du coton (Betchew al, 2003) en raison de leur potentiel pour dégradérdnts

colorants.

Les laccases pourraient étre utilisées pour fixes dholécules fonctionnelles sur les
fibres textiles. Par exemple, le greffage enzymatigatalyse par la laccase Tametes sp.
de gallate de lauryle sur la laine a produit urtiexmultifonctionnel avec des propriétés
antioxydantes, antibactériennes et hydrofuges @ost al, 2009). De plus, les laccases
peuvent teinter les fibres textiles comme le cotonmélangeant de I'acide 2,5-di amino
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benzene sulfonique, du catéchol et une laccase eoctrate de Trametes versicolor
(Hadzhiyskeet al, 2006)

[.11.5. Industrie papetiere

Dans l'industrie du papier, il est nécessaire dare la cellulose qui est protégée par
I’'hémicellulose et la lignine. L’'extraction de leellulose est normalement réalisée par
mécanique ou chimique. Aprés l'extraction, il redens la pate a papier environ 10 % de
lignine ce qui lui confére une couleur brune. Lacalération de cette pate se fait
habituellement en utilisant de I'eau de Javel (méthchimique), ce qui est préjudiciable pour

I'environnement, et/ou du peroxyde d’hydrogene, pose colteux.

Les laccases sont apparues comme des outils diterda la méthode chimique pour
réaliser la délignification et le blanchiment deplate a papiers (Widsten et Kandelbauer,
2008). Le bio-blanchiment de pate a papier ensatili la laccase permet de fournir une
stratégie plus douce et plus propre de déligniboatGamelat al, 2005). Le traitement des
laccases ne modifie pas la luminosité de la patamiéliore l'auto-adhérence des fibres et
augmente la résistance mécanique des feuilleséddride pate (Wong et Mansfield, 1999).
Plus récemment, la laccase fimmmetes spa été utilisée avec plusieurs médiateurs pour

décolorer la pate a papier provenant de I'euca/loldeset al, 2008).
[.11.6. Nanotechnologies

Les nanotechnologies sont I'ensemble des techredoge déroulant & I'échelle du
nanometre. Elles consistent a mettre en ceuvre dB®des miniaturisés permettant la

production ou I'analyse de divers produits.

Plusieurs auteurs ont utilisé les laccases comomapteurs afin de détecter du glucose,
des amines aromatiques et des composés phéno(iGoeseset al, 2004), de I'oxygene
(Barton et al, 2002 ; Szamockiet al, 2009) ou des flavonoides de plantes (Jarosz-
Wilkoa,azka et al, 2004). Une des utilisations intéressantes desas®ms en nano-
biotechnologie est le développement de cellulestr@ehimiques (mini cellule) pour la
production d’énergie (Chen H. &t al, 2001).
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1.11.7. Applications environnementales

- Bioremédiation des sols a cause de [l'utilisation intensive de pesticides et

d’insecticides en agriculture, une grande partie w®lécules répandues sur les cultures se
retrouve dans les sols. Pour cette raison, lesas@sc sont apparues comme des outils
écologiques pour dégrader les molécules d’isoxaButoxiqgues dans le sol comme des

chlorophénols qui sont utilisés en tant que pieltsc(Bollaget al, 2003).

- Traitement des eaux polluées : les laccase€at@lopsis gallicadégradent plusieurs

polyphénols responsables de la couleur brune des résiduelles des brasseries (Mayer et
Staples, 2002). Ainsi, la laccaseTiametes sppeut décolorer et dépolluer I'eau de distillerie
obtenue pendant la production d’éthanol par feratemt de la mélasse (Gonzalet al,
2000).

Des études ont montré la capacité de la laccas€éralmetes versicoloa décolorer et a
dégrader les tanins contenus dans les eaux usdabrdmtion de biére ou d’huile (Yages

al., 2000). De plus, les laccases ont aussi un rohs ¢tk bioremédiation des effluents des
huileries produisant de I'huile d’olive dont certaide ces composants sont des dérivés de
phénols et sont phytotoxiques. Or, il apparait cgeeffluents d’huilerie peuvent étre utilisés
en tant qu'agent fertilisant pour des culturesgoeconstituerait une maniere écologique de

traiter ces résidus (Quaratiebal, 2007).

Enfin, cette liste d'applications n'est pas exhaest De multiples autres emplois
scientifiques et technologiques pour les laccasasgnt étre envisagés et leur assurant un bel
avenir en biotechnologies blanches.

Il. Le chitosane

Le chitosane est un biopolymére de source pringipaht marine. En général, les
biopolymeres sont une classe de polyméres progaitdes organismes vivants : végétaux,
animaux et microorganismes. Ce sont des macromekchiologiques biodégradables
renouvelables qui sont formées par la polymérisatiie molécules plus simples ou

monomeres reliés entre eux par des liaisons ditesvalentes ». Les polysaccharides
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(celluloses et dérivés, amidons et dérives, chiéihehitosane, etc.), les protéines (gélatine,
gluten, etc.), les composés lipidiques (cires, exigras et dérivés, etc.), '’ADN et 'ARN sont
tous des exemples de biopolyméres, dans lesq@elmi®s monomeres, respectivement, sont

des sucres, des acides aminés, des acides gras agides nucléiques.

Les biopolymeres d'origine naturelle peuvent étassg&s en quatre classes comme le

montre la Figure 16 (Tharanathan, 2003).

Origine animale Déchets industriels des produits de la mer
- Collagéne/gélatine - Chitine/chitosane
BIOPOLYMERES
Issus (l'ag]]'O—l'ESSOIIl'(‘E‘s Produits par micro-organismes
- Pullulane, xanthane
l l - Poly (acide lactique) (PLA)
Lipides / graisses Hydrocolloides - Poly (hydroxy alcanoates) (PHA)

- Cire d'abeilles
- Cire de carnauba |

- Acides gras l l

Protéines Polysaccharides

- 2éine (protéine de mais) - Cellulose

- s0ja - Fibre (lignocellulosique)
- Lactosérum - Amidon

- gluten de blé - Pectines / gommes

Figure 16: biopolymeres biodégradables d'origine naturdlleranathan, 2003)
II.1. Sources du chitosane

En 1811, le Pr. Henri Braconnot, Directeur du jardiologique a Nancy (France) a
isolé une substance fibreuse d'un certain typehdenpignon, qu’il a appelée "fongine". De
plus, il a observé que cette substance n'est pasisaans les solutions aqueuses acides. Une
décennie plus tard, en 1823, la méme substanceé dr@ivée dans certains insectes
(coléoptére) et a été ensuite nommée chitine (pnbvdu mot grec "kitos" qui signifie
« enveloppe ». En 1859, le Pr. C. Rouget a soumishitine a un traitement alcalin et a
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observeé les différentes solubilités de la chitiree substance, résultat du traitement alcalin, a
pu étre dissoute dans les acides. Cependant,sgelment en 1894 que cette substance a été
nommeée chitosane par Hoppe-Seyler. La productionhitosane a débuté en 1920, mais sa
structure chimique n'a été identifiee que 50 ams pard grace a la cristallographie et la

spectroscopie infrarouge (Muzzarelli R.AeAal, 1986).

Depuis quelques années, les biotechnologies maoimesuscité un intérét croissant
qui s’est notamment centré sur la chitine et ses@® le chitosane étant le principal. Il s’agit
donc d’'une source renouvelable de matériau biodégia. Les récents progres réalisés dans
I'étude de la fabrication du chitosane et de sepnités ainsi que la découverte d’'un grand
nombre d’applications potentielles ont favoriséaggouement.

Le chitosane est une substance tres peu répandsedalaature (Desbrieres, 2002). Il
est rare et n'est présent que dans les paroislaiedlsl d'une classe particuliere de
champignons, les zygomyceteRh{zopus, Mucar.) de bactéries et de levures et chez
certains insectes comme dans la paroi abdominaediees termites, Il n'y a donc pas de
source primaire de chitosane exploitable. La soursejeure du chitosane vendu
commercialement provient de la désacétylation dehigne obtenue a partir de crustacés. La
production de la chitine (et du chitosane) proviem effet, des crevettes et des crabes qui
représentent les deux sources naturelles les pdoadantes. Ce sont donc des produits
d'origine animale. Néanmoins, de nouvelles voiesrr@tives sont apparues par exemple, la
production du chitosane a partir du champignonMilesor rouxii (Tayel et al., 201Q)en

raison notamment des inquiétudes sanitaires lidesnaladies animales.
II.2. Préparation du chitosane

Les déchets de l'industrie des crustacés sonsauece trés importante de chitine et de
chitosane. De nombreuses méthodes ont été dévem@bh@ de préparer la chitine a partir
des exosquelettes. De maniére générale, ces métlomsistent a éliminer les protéines
(déprotéinisation), les éléements minéraux (démlirs&i#on), la couleur (blanchiment) et les
groupements d’acétamides (désacétylation). La métstandard pour préparer la chitine et le

chitosane est expliquée dans la Figure 17 (Onsely8kaugrud, 1990).
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Bl Carapaces de crustacés et de mollusques

Collecte - entreposage
broyage

A 4

Etape 1: extraction de protéinep

NaOH
——

ringage

v

- o HCI
Etape 2: déminéralisation —

A 4

< . . oxydant
Etape 3: décoloration —
rincage
séchage
A 4
Chitine
- —— ) NaOH
Etape 4: désacétylation —

ringage - séchage
broyage

A

Chitosane |

Figure 17: procédé de la fabrication de chitine et chites@dnsoyen et Skaugrud, 1990)

i- Préparation des carapaces

La matiere premiéere est constituée de carapacesetiettes. La langouste ou le crabe
peuvent aussi étre utilisés. Des leur récupéral@sncarapaces sont lavées et conservées sur
de la glace (3 °C). Elles sont ensuite séchées darilsix d’air a 103 °C pendant 20 heures
puis broyées de facon a obtenir des particules ldotatille est de I'ordre du millimetre. Plus

les carapaces sont finement broyées, plus ledaaadatltérieures seront complétes.

ii- Déprotéinisation

Les protéines, associées a la chitine, sont extpat des solutions alcalines diluées a
chaud. Cette procédure consiste a faire bouilirdepeaux de carapaces dans une solution
alcaline (NaOH a 3 %) sous agitation pendant uneréheCette déprotéinisation peut
également étre accomplie par voie enzymatique axemd’une protéase pendant 6 heures a

60 °C sous agitation et dans un milieu maintentl & p
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iii- Déminéralisation

Les matieres minérales, surtout composées de catebde calcium, sont éliminées par
une solution d’acide chlorhydrique 1 N a tempémtambiante. La décalcification des

carapaces se produit selon la réaction suivante (3)

CaCQ+ 2 HCl— CaCh + CO, + H,O Equation 3

Le résidu est collecté par filtration et rincé @all déminéralisée. Il peut étre effectué un
traitement supplémentaire a I'éthanol afin d’élierines composés lipidiques. Il est ensuite
séchée a I'étuve a 65 °C pendant 16 heures. Uleedétalcification de la chitine permet
d’obtenir un produit final avec un pourcentage ddiénes minérales compris entre 0,6 et 0,7
%. Si cette étape de déminéralisation n’était patisee, le chitosane renfermerait entre 31 et

34 % de matiéres minérales.
iv- Blanchiment

A la fin des deux traitements (déprotéinisatiodémninéralisation), il peut subsister une
coloration due a des pigments résiduels (Rinaud@6R Ainsi, une étape de décoloration est
effectuée par un agent oxydant (KMnp®aOCI ou HO,) avec un risque de dépolymérisation

et/ou d’oxydation des unités situées aux extréndiges chaine polymérique.
v- Désacétylation

La désacétylation consiste en I'hydrolyse des geognts acétyles de la chitine. Le
produit est introduit dans un réacteur avec unetisol de NaOH a 50 % et chauffé a 145 °C-
150 °C pendant 5 a 15 minutes. La réaction estilaste (4) :

R-NH-CO-CH+ NaOH — R-NH; + CH;COONa Equation 4
Chitine Chitosane

La réaction a lieu sous atmosphere inertg @4 sous agitation. La quantité de soude a
50 % doit étre cinq fois supérieure en poids aulangté de chitine déterminée par mesure de
la matiere seche. Le mélange bouillant est ensgiteidi & I'eau froide. Le chitosane est

collecté par filtration, lavé a I'eau distillée gusa neutralité du mélange. Il est finalement
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séché dans un flux d’air chaud a 65 °C pendantelées. Le chitosane obtenu présente un
degré de désacétylation d’environ 90 % (No et Mgy2000).

L’agressivité et le peu de maitrise de la désaatityl de la chitine par voie chimique
ont motivé l'intérét d’explorer et de développeaudtes alternatives telle que I'utilisation
d'enzymes. Il a été possible d'atteindre des dedeesdésacétylation (DD) par voies
enzymatiques (en utilisant la chitine désacétytasd’acétyle xylane estérase) comparables
aux traitements basiques, soit prés de 75 % deégsation en 28 heures (A al, 2006).
Cette technique est intéressante mais ne permep@aslinstant de développements au
niveau industriel. En effet, l'utilisation d'enzysne'est pas viable car elle représente des
quantités et des codts trop éleves.

[1.3. Structure chimique

Le chitosane (Figure 18) est un copolymere compese-acétamido-2-désoxyb-
glucose et de 2-amino-2-désofyP-glucose en proportions variables. En fonctiondegré
de désacétylation, la molécule est appelée chitinehitosane. La chitine, a I'état naturel, est
elle-méme désacétylée a 5 ou 15 % (Muzzarelli R&t.Al, 1986). Il est généralement admis

gu’une quantité d’amine supérieure a 7 % permelistenguer le chitosane de la chitine.

OH
4 6

5
O 50
HO

3 NH

OF

(a)

- O [::_|3
Al = OH
HO = HO 2

NH21 \w r\“_|2 O
OH OH n

(b)

Figure 18 :structure chimique de la chitine (a), du chitos@n)gOlteanu et Enescu, 2007)
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I1.4. Propriétés physico-chimiques du chitosane

[1.4.1. Degré de désacétylation

Le traitement alcalin de la chitine conduit génémanta une désacétylation partielle.
Le degré de désacétylation (DD) du chitosane asémement important car il influence les
propriétés des chaines macromoléculaires des pobgned leur comportement en solution (Pa
et Yu, 2001) comme la solubilité du chitosane)daibilité des chaines macromoléculaires, la
conformation du polymere et par conséquent la gis€odes solutions. De nombreuses
méthodes ont été proposées pour déterminer le DDdes échantillons solides : la
spectroscopie IR (Brugnerot&t al, 2001a), I'analyse élémentaire (Kasanil, 1999), la
RMN du solide (Hewet al, 2000), ou sur des échantillons en solution : gesaV (Louet
al., 2011), RMN du liquide (Yun Yang et Montgomery 999.

I1.4.2. Masse moléculaire

Les chitosanes obtenus industriellement ont unesenamlaire (MM) de l'ordre de 100-
500 kDa.La détermination de la MM peut se faire par desuressviscosimétriques, par
chromatographie d'exclusion stérique (SEC) couplédifférentes techniques de détection
(MALLS) (réfractométrie, microviscosimétrie, diffios statique de la lumiere multi-angle)
(Nystrom et al, 1999). Les masses de chitosanes dépendent, temdaiype d'application

désirée.
11.4.3. Cristallinité

La cristallinité est un parameétre important care etontréle un certain nombre de
propriétés comme l'accessibilité des sites intedwss les chaines macromoléculaires, les
propriétés de gonflement dans I'eau ou encorertgwiptés diffusionnelles (Rinaudo, 2006).
La cristallinité est, en général, déterminée pas deesures de diffraction de rayons X
(Roberts, 1992). En fait, le chitosane est généraid une substance semi-cristalline. I
cristallise dans le systeme orthorhombique et dbges de produits sont connus: le
chitosane | (faible DD, sous forme de sel) est plésordonné que le chitosane Il (fort DD,

forme amine libre) (Kurita, 2006).
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[1.4.4. Comportement du chitosane en milieu acide

Le chitosane est I'un des rares polyélectrolytaarels cationiques et il est une base
faible présentant un pKa voisin de 6,3. Il se dissen milieu acide par protonation des
fonctions amine présentes sur la macromoléculdi€¢g@t al, 2001). En dessous de cepK
les groupements amines sont protonés et font diosaime un polyélectrolyte cationique,
soluble dans l'eau acidifiée (Shephest al, 1997). Au dessus du pKles groupements
amines sont déprotonés et le chitosane est insolddhs I'eau (Figure 19). Le pKa du
chitosane dépend du degré de neutralisation depgsdNH" et du DD. En général, la valeur
du pKa augmente quand le DD diminue (Sortieal, 2001).

CH,OH

CH>OH

- O Ky = 6.3 e
T~ +
Ho— | + nH
NH3 Ho—
o NH»
Polycationique Neutre
Soluble dans I'eau (A) Insoluble dans I'eau (B)

Figure 19: structures du chitosane en milieu acide (A)netndieu neutre (B) d’apres
(Vazquez-Duhalet al, 2001)

[1.4.5. Solubilité

En général, la solubilité du chitosane dépend delleur de DD, de la force ionique, du
pH, de la nature de I'acide utilisé et de la disitibn des groupes acétyles le long de la chaine
macromoléculaire (Rinaudo, 2006). En général, utosane avec un DD supérieur a 70 % est
utilisé pour augmenter sa solubilité. Le

Tableau 1 présente la corrélation entre les valdar®D et la solubilité du chitosane

(Thanou et Junginger, 2005). De plus, la solubditéchitosane augmente lorsque la masse
molaire diminue (Grabovaet al, 2005).
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Tableau 1: corrélation entre les valeurs DD et la solubiliteathitosane a pH 6 (Thanou et
Junginger, 2005)

DD (%) Solubilité du chitosane
>75 parfaite
=50 moyen
<40 faible

Le chitosane est soluble dans les acides diluésegrda protonation de ses fonctions

amines suivant lI'équilibre (5) :

-NH3" + H,0 — -NH, + H;O" Equation 5

Ka = [-Nf. [Hs0] / [[NH3']

Plus le milieu est acide, plus les groupements esnsont protonés, donc cela favorise la
solubilité de chitosane. Le chitosane est, en efifsbluble dans I'eau et dans les solutions
alcalines concentrées ou diluées. Il est égalemealuble dans les solvants purs et les acides
concentrés, en raison de l'impossibilité d'hydrégematériau (Kurita, 2006). L'acide le plus

utilisé pour préparer une solution de chitosand'aste acétique dilué (0,1-1 %).
[1.4.6. Viscosité

La viscosité est une caractéristique importante chitosane concernant son
comportement en solution. Cette caractéristique liést & la conformation des chaines
macromoléculaires en solution. La viscosité dépemah seulement du DD, du MM, mais
aussi du pH car ces deux parameétres déterminedenaité de charge sur la chaine de
polymére (Pa et Yu, 2001). Plus le pH est bas, lalugscosité est donc forte. La viscosité
augmente également avec le DD car plus le polyrastalésacétylé, plus la proportion de
groupements amine libres est importante et plusstl soluble. La viscosité augmente
€également avec la concentration et elle est fonateola MM des chaines macromoléculaires.

Comme pour les autres polysaccharides, la viscolitée lorsque la température augmente.
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[1.4.7. Flexibilite

Une caractéristique générale des polysaccharidela dexibilité limitée de la chaine
macromoléculaire due a I'empéchement stérique iéggsar les liaisons glycosidiques
(Rinaudo, 2006). De plus, pour les polysaccharigesques, l'apparition d'interactions
électrostatiques répulsives peut augmenter leiditég Le chitosane est souvent considéré
comme un copolymere cationique, linéaire et flexilhla flexibilité diminue avec le DD. En
effet, les chaines de chitosane dont le DD eseé&y@5 % sont flexibles seulement pour des

pH supérieurs a 3 (Pa et Yu, 2001).
[1.4.8. Autres propriétés physico-chimiques

Le chitosane est un matériau non-poreux, tresesblphase solide (seche) et il a une
conservation quasi infinie. En solution, il esttelement fragile et dégradable. Il posséde un
degré élevé de réactivité chimique di a son gra@upme primaire libre qui lui confere une
forte densité de charges positives (transformad@iNH en NH* en milieu acide). De plus,
la présence de la fonction amine permet de réalseréactions chimiques spécifiques telles

que la N-alkylation ou la Marboxylation (Rinaudo, 2006).

Une autre propriété intéressante du chitosane comcgon aptitude a interagir avec
d'autres substances chimiques (ions, moléculesyromatécules). Ce comportement est

essentiellement attribué :

- Aux propriétés hydrophiles des chaines macromtdées dues a la présence de nombreux

groupes hydroxyles des unités glucoses ;
- A la présence de groupes fonctionnels (hydroxg@tamide et amine) et a leur grande
réactivité ;
- A la structure flexible des chaines de polyméfasction du pH et de la température).
Le chitosane possede ainsi des propriétés de imtedeau, de chélation d'ions, de

complexation et d'adsorption de molécules ou dgnpétes. Le chitosane montre de plus des

propriétés d'adhésion a des surfaces chargéesivaeigant (Kurita, 2006). Son caractére
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cationique en milieu acide permet la fixation d@rs comme les colorants anioniques ou les

anions métalliques.

Comme la plupart des polysaccharides, le chitosameaison de la liaison glycosidique
B-(1~4), est un polymere semi-rigide et alors ilmegte fortement la viscosité de la solution.
En particulier, la possibilité de formation de phiydrogene inter-chaines augmente encore
ses performances. En plus de ces interactiongtlaendes liaisons glycosidiques confére au

chitosane d'excellentes propriétés filmogenes (€ual, 2000).
I1.5. Propriétés de biocompatibilité du chitosane

La biocompatibilité d’'un polymere est d’'une importa fondamentale pour une
utilisation thérapeutique (Uenret al, 2001). Le chitosane est biocompatible c'est-@-gue
sa présence dans un organisme entraine des réaictilmmmatoires et des réactions de rejet
tres limitées (propriétés immunologiques). Il eski@sorbable avec des cinétiques faibles et
controlées (Shét al, 2006). La biocompatibilité du chitosane est canaeée principalement

par trois propriétés : sa non toxicité, sa cytocatiliité et son hémocompatibilité.
[1.5.1. Biodégradabilité

La biodégradation et la biorésorption du chitosaoet assurées par des enzymes qui
I'nydrolysent en oligoméres. Chez I'Homme et les nmaferes, ce role est assumé
principalement par des lysozymes (Varwhal, 1997) qui dégradent les liaisof§l-4)
glycosidiques des unités N-acétylglucosamine en rdsglus N-acétylglucosamine et D-
glucosamine, métabolisés ensuite dans l'organiddme.chitosane de DD 50 % est ainsi
facilement dégradin vivo dans le sang et les tissus, sans accumulationleaasps (Onishi
et Machida, 1999).

La dégradation dépend de l'origine et des promiéeé polysaccharide (DD, masse
molaire...) (Ratajska et Boryniec, 1998). Une étulles mpprofondie a montré d’abord une
augmentation de la susceptibilit¢ enzymatique dearDD inférieure a 50 %, puis une
augmentation avec le DD, et finalement une absdaagradation pour un chitosane de DD
97 % (Kurita et al, 2000). Cette influence du DD est également codetan vitro
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(dégradation par des lysozymes)iretvivo (implantation sous cutanée) (Tomihata et Ikada,

1997). Un chitosane de DD 50 % semble donc perenette dégradation optimale.
[1.5.2. Toxicité systémique

L’innocuité du chitosane a été demontrée chez laisole rat et THomme pour des
applications diététiques et cosmétiques. Dansdal@ministration orale, la dose IétaledgL
dépasse les 16 g/kg/jour chez la souris, soit wse dupérieure a celle du saccharose (12
g/kg/jour). L'administration sous-cutanée de chatos conduit a une valeur de £L
supérieure a 10 g/kg/jour chez la souris. Ladapplications intrapéritonéales de chitosane
est de 5,2 g/kg/jour pour la souris. Globalemenyrpdes doses administrées adéquates, la

non-toxicité du chitosane est admise (Rao et Shatat¥).
[1.5.3. HéEmocompatibilité (Compatibilité sanguine)

Elle correspond a la mesure du degré et de la diedealtérations de I'hémostase
causée par un biomatériau. Tandis que le chitosaoetre une activité hémostatique
particulierement sous forme d’'un solide de hautssmales oligomeres de chitosane et le
chitosane hydrolysé de faible masse molaire soldaies I'eau ne présentent aucune activité
thrombogéne (Malette et Quigley, 1985). Le chitesanla capacité d’induire la formation
d’'un coagulat lorsqu’il est en contact avec deshéogytes, méme dans le cas du sang
hépariné (Klokkevoldet al, 1999). Cet effet hémostatique du chitosane dsbat a un
mécanisme indépendant de la cascade de coagutidesique. Il entraine I'agglutination des
érythrocytes de toutes les espéces, certainemergigan de ses propriétés polycationiques
qui interferent avec la surface chargée négativeérden cellules (Rao et Sharma, 1997).
L’activité du chitosane peut étre modulée en madifichimiquement le polymere. Un effet
anti-thrombogene est ainsi obtenu aprés N-acawlatvec de longues chaines carbonées
(Lee K. Y.et al, 1995).

[1.5.4. Cytocompatibilité (adhésion, viabilite, prdifération...)

La cytocompatibilité du chitosane vis-a-vis desrdlidastes, des kératinocytes, des
chondrocytes et des ostéoblastes a été démantréto. Lors de cultures cellulaires sur un
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film de chitosane, la croissance des cellules demas caractéristiques et de la source du
chitosane. Des travaux montrent que, quel quelsoi?A (2-50 %), la mise en contact
prolongée de films de chitosane avec les fibrobtagdt les kératinocytes n’induit ni la
destruction, ni la croissance anarchique de cellest qu'aucune substance cytotoxique n’est
relarguée dans le milieu (Chatetdtal, 2001). Le méme comportement est constaté dans le
cas de cultures de chondrocytes et de kératinosytesin film de chitosane de DA 2,5 %
(Denuziereet al, 1998) et de culture de chondrocytes et d'ostétédasur une surface
similaire de DA 10 % (Lahijet al, 2000).

11.6. Propriétés biologiques

Le chitosane présente 'avantage de réunir desriptép trés intéressantes. En effet, il
inhibe la croissance de nombreux parasites etllirée développement des infections : c'est
un bon agent antibactérien et antifongique (&hal, 2006). De plus, le chitosane a des
propriétés antitumorales, antivirales, ainsi que geopriétés cicatrisantes remarquables
(Bacon et al, 2000). Il augmente la vitesse de cicatrisatiols géaies ouvertes et la
reconstruction des tissus tout en prévenant lesctioins microbiennes. Enfin, le chitosane
non seulement stimule la croissance cellulaire,snilapeut également étre utilisé comme
substrat pour la culture cellulaire (les celluledherent au matériau et le colonisent)
(Muzzarelli R. A. A. et Muzzarelli, 2005).

[1.6.1. Propriétés antibactériennes

Le mécanisme d’action du chitosane contre les heasté&st jusqu’a aujourd’hui mal

connu. Cependant, il existe plusieurs élémentpguvent expliquer cette action :

» La formation de liaisons électrostatiques ené® ¢harges positives du chitosane et les
phospholipides de la membrane cellulaire qui orég dnarge négative, perturbant ainsi les
échanges entre la cellule microbienne et le migietérieur (Devliegheret al, 2004 ; Liu X.
F.etal, 2001 ; Peng Yet al, 2005c¢)

» La présence du chitosane peut aussi entrainedéfesmations morphologiques au niveau
de la paroi cellulaire (Helandet al, 2001 ; Laflammeet al, 1999 ; Roller et Covill, 1999).
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 L'inhibition peut aussi étre due a I'enrobage d@e#lules microbiennes par le chitosane,

éliminant ainsi tout échange avec le milieu extéri@luzzarelli R. A. Aet al, 2001).

» L’action du chitosane peut aussi se faire pam#iron de liaison avec les protéines et les

électrolytes présents dans le cytoplasme (€hal, 2001 ; Laflammest al, 1999).

* Formation des liaisons entre le chitosane et NADes bactéries et l'inhibition de la
synthese des ARN messager (Devliegletral, 2004 ; Liu X. Fet al, 2001).

* Le chitosane peut aussi agir de fagon indireatdes bactéries et les moisissures, et cela par

complexation des métaux nécessaires pour leursemaig (Roller et Covill, 1999).

Le chitosane a été étudié en termes de composdéribatatique/bactéricide pour
contréler la croissance d'un large spectre de bastéd Gram positif et a Gram négatif par
exemple : le Tableau 2 montre les concentratiomsnnailes inhibitrices de quelques bactéries
par le chitosane (Liu X. Fet al, 2001).

Tableau 2: concentrations minimales inhibitrices de quefgbactéries par le chitosane (Liu
X. F.etal, 2001)

Bactéries CMI (ppm)
Bacillus cereus 1000
Agrobacterium tumefaciens 100
Pseudomanas 500
Escherchia coli 20
Micrococcus luteus 20
Staphylococcus aureus 20

En générale, I'action du chitosane sur les bad&i&ram négatif est moins importante
que celle sur les bactéries a Gram positif. Celtadsest probablement di a des différences
dans la structure de I'enveloppe cellulaire (Liet.al, 2007 ; Zhonget al, 2008). La paroi
cellulaire des bactéries Gram-négatif est conditdiéne fine couche de peptidoglycane et

d'une membrane externe composée de lipopolysadelsaride lipoprotéines et de
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phospholipides. Cependant, la paroi cellulaire Hestéries Gram-positif est seulement
composée d’'une épaisse couche de peptidoglycamsensambrane externe (Figure 20). En
raison de cette structure, la membrane externdiéome comme une barriere imperméable
contre les macromolécules et les substances hydbeghElle pourrait étre responsable de la
prévention de la pénétration du chitosane dans dldule, expliquant ainsi l'activité
antibactérienne plus faible sur les bactéries Gnagatif que sur les bactéries Gram-positif
(Comaet al, 2003).

&ram” &ram

Polysaccharides capsulaires

/

Porine

Protéines capsulaires
Lipoprotéines

__ g OO

Bicouche lipidique

————— Peptidoglycane et —/———
————— Acides téchoiques ——
Peptidoglycane SScooooooooooooooooooooooos ————--—--

Espace périplasmigque

= L 1

lipidique

Chromosome

Figure 20: structures de la membrane et de la paroi dedogpycane chez les bactéries

Gram'/Grami d’aprés (Bisognano, 2000)

D'apres la littérature, [Iactivité antibactériennest influencée par quelques

facteurs (Konget al, 2010) :

- Des facteurs lies aux bactéries tels que la soumdctérienne, la phase de croissance

bactérienne...

- Des facteurs liés au chitosane tels que la cdrat@n en chitosane, son état (liquide ou

solide) le pH des solutions, le solvant, la MMDIA...

45



Etude bibliographigue

- Des facteurs lies a I'environnement tels que dmgérature d’incubation, le temps de

contact, le milieu de culture...

L’influence du DA et de la masse molaire du chitesaur la floculation de suspension
d’Escherichiacoli a été étudié (Stranet al, 2001). Dans toutes les conditions utilisées, une
diminution du DA conduit a une meilleure efficacitétibactérienne (Straret al, 2001). De
plus, l'efficacité antibactérienne du chitosane raagte avec l'augmentation de sa masse

molaire, de son degré de désacétylation et derszentration (Liu Let al, 2000).

En ce qui concerne l'influence du pH, l'activité&ibactérienne du chitosane est plus
efficace a pH faible. En effet, le chitosane etd&svés n'ont pas d’effet bactéricide a pH 7,
dd a la présence d’'une proportion importante deggments amine non chargés et a la faible
solubilité du chitosane (Sudarshahal, 1992). L’activité antibactérienne du chitosane es
normalement évaluée en incorporant les culturegtbiannes a des solutions de chitosane a
pH 5,5.

[1.6.2. Propriétés antifongiques

Le chitosane a été étudié pour contrdler la crassal'un large spectre de souches
fongiques. Le Tableau 3 présente des concentratitingmales inhibitrices de quelques
souches fongiques par le chitosane (Liu Xetral, 2001).

Tableau 3: concentrations minimales inhibitrices de quetgm®isissures par le chitosane

Moisissures CMI (ppm)
Botrytis cinerca 10
Fusarium oxysporm 100
Piricularia oryzae 5000

Tichoplryton equinum 2500

Le mécanisme d'action du chitosane contre les ssictongiques est jusqu’a
aujourd’hui mal connu. Cependant, il existe pluse@léments qui peuvent expliquer cette

action :
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- Le chitosane peut interagir avec la membranecdisles pour altérer leur perméabilité. Par
exemple, la fermentation avec la levure boulanggse inhibée par certains cations, qui
agissent sur la surface des cellules de la levarengpéchant I'entrée du glucodrabeaet
al., 2003).

- Le chitosane agit aussi comme un agent chélagtarforme des complexes avec les traces
de métaux et inhibant ainsi la croissance des cligraps et la production des toxines (Cuero
et al, 1991). Il assure aussi certains processus défense a l'extérieur de la cellule par
exemple, il agit comme un agent absorbant d’eaunhébe I'activité des difféerents enzymes
(El Ghaouthet al, 1992). Il est trouvé que [lutilisation du chitosaa partir d’'une
concentration de 1 g/L réduit considérablementdéssance des souches fongiques suivante :
Cylindrocladium floridanumCylindrocarpon destructanst Fusarium oxysporurfLaflamme

et al, 1999) Les résultats obtenus dans cette étude sont pggsaans le Tableau 4.

Tableau 4: taux d’inhibition de quelques souches fongiquefoaction de la concentration
du chitosane (Laflammet al, 1999)

Souches fongiques chitosane a 0,5 g/L  chitosane g/lL chitosane a 2 g/L
Cylindrocladium floridanum 20 41 56
Cylinodrocarpon destructans 23 43 71
Fusarium oxysporum 25 53 55

D’aprés la littérature, le chitosane est utiliséipempécher la croissance de quelques
souches fongiques dans les aliments par exemple :

- L’effet antifongique du chitosane sur la croissam vitro des champignons pathogenes
dans les cerises a été examiné par (El Ghastugh, 1992). D’aprés cette étude, le chitosane
(avec DA< 7,2 %) peut diminuer la croissance radiale Bigrytis cinereaet Rhizopus

stolonifer

- L’effet de conservation du chitosane pour ledpits a base du sucre, comme le kumquat
confit a été étudié (Fangt al, 1994). La croissance Aspergillus nigerest inhibée par

I'addition de chitosane (0,1 mg/mL) a une valeur gt 5,4. Alors que pour inhiber la
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croissance déspergillus parasiticugt sa production d’aflatoxine, un minimum de 2 mig/m

de chitosane sont nécessaires.

- La concentration du chitosane de 1 g/L permedidenuer la vitesse de croissance de
Mucor racemosuset une solution 5 g/L empéche totalement le déysopent de trois
souches d8yssochlamysp., dans un milieu gélosé a 25 °C pendant 3 s@&main

- La présence du chitosane dans un jus de pomm8,@th des concentrations allant de 0,1 a
5 g/L inhibe la croissance de huit souches de e=/ar25 °C (Roller et Covill, 1999).

[1.6.3. Propriétés antivirales

Le chitosane peut inhiber les infections viraleasddifférents systémes biologiques. II
est également capable d'induire une résistancetaines infections virales chez les cellules
végeétales et animales. De plus, il permet de pigleméveloppement de l'infection par des
bactériophages dans des cultures microbiennestéefedChirkov, 2002). Cette activité
dépend du degré de polymérisation, le degré deddeddylation, la valeur de charge positive,

et le caractere des modifications chimiques dedkaule (Liu W. G. et De Yao, 2002).

Le mécanisme de cette activité est mal compriggéherale, le chitosane peut inhiber la
réplication des bactériophages par plusieurs mgoees: (a) diminuer la viabilité des cultures
de cellules bactériennes, (b) neutraliser le pauvdéctieux de particules de phage matures
dans l'inoculum et / ou des particules de phade, ft (c) bloquer la réplication du phage
virulent (Kochkina et Chirkov, 2000).

[1.6.4. Propriétés antitumorales

L’activité antitumorale du chitosane est issue astsucture chimique qui contient deux
groupements actifs (groupements amine au nivealC2iet groupements hydroxyles au
niveau du C3 et du C6). En fait, les interactiontree les charges positives du chitosane
(NH3") et des charges négatives sur les membranes lideseancéreuses et les jonctions
serrées augmentent la perméabilité et permettentredicaments adsorbés sur le chitosane

de pénétrer dans les cellules cancéreuses (Schappér1997). Pour l'activité antitumorale,
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le chitosane doit étre soluble dans I'eau au pHsjhggique avec des groupements amines
protonés. Pour cela, des études récentes se satisées sur amélioration de la solubilité du
chitosane dans l'eau aux pH physiologiqgues poue éitilisé comme support pour
l'administration de médicaments par voie oraleqgied le 4-N,N-diméthyl aminobenzyle

(Sajomsanget al, 2008).

L’activité antitumorale du chitosane augmente daediminution du poids moléculaire,
du degré désacétylation, de la viscosité et dorc Baugmentation de la solubilité dans I'eau
(Qin et al, 2002 ; Vinsova et Vavrikova, 2011). De plus, tégjomeres de chitosane ont
également un effet antitumorale en empéchant lissance des cellules tumorales par

stimulation du systéme immunitaire (Tokorcefal, 1988).
[1.6.5. Propriétés antioxydantes

En raison des atomes dhydrogene protique des gnoemts amines au niveau de
carbone C2 ou hydroxyles au niveau des carbonest C® du chitosane, ce biopolymére a
une activité antioxydante formant des radicaux oraciéculaires (Vinsova et Vavrikova,
2011).

Les degrés de polymérisation et de désacétylatizin) (sont les éléments clés de
I'activité antioxydante du chitosane. En effet,cldtosane a faible poids moléculaire a une
activité antioxydante tres importante en comparai@eec le chitosane a poids moléculaire
élevé dans lequel les atomes d'’hydrogene protigoiebdoqués (Pasanphat al, 2010). Par
exemple, un poids moléculaire allant de 1 a 3 kDanedegré de désacétylation de 90 % ont
été corrélés avec une haute capacité antioxydeinteS. K. et Rajapakse, 2005).

De plus, le chitosane peut étre utilisé pour reamu prévenir I'oxydation d'autres
composeés, principalement les graisses (lipidesjuc@vite le rancissment de certain aliment
(Kaminski et al, 2008 ; Wydroet al, 2007). Des exemples peuvent étre trouvés dans la
littérature sur la capacité du chitosane a rédlairgdation lipidique dans la chair de poisson;
des produits de la péche (Kim K. W. et Thomas, 2087 dans les viandes (Kanatt al,
2008).
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11.7. Principales applications du chitosane

Le chitosane est un biopolymere d'umg@ortance croissante pour l'industrie et qui a des
impacts significatifs sur la recherche et le déppment dans des domaines aussi variés que
la chimie, la biologie, la santé ou encore la mide de I'environnement. Ses propriétés
exceptionnelles expliquent lI'engouement pour cetiecromolécule naturelle, extraite de
carapaces derustaceés, considérée il y a encore peu couhesedéchets. Il s'est avéré que ce
coproduit d'originemarine, trés bon marché, peparticiper a I'élaboration de nombreux
produits commerciaux a haute valeur ajoutée. Rratiggnt, tous les domaines d’applications
industrielles, de la pharmacie a I'agroalimentaien passant par I'environnement,
I'agriculture, le textile, la papeterie et les c@digues, sont concernés. Parmi ces domaines, la
diététique et le biomédical sont en plein essorzidwelli R. A. A. et Muzzarelli, 2005). Nous

présentons ici les plus prometteuses.
[1.7.1. Domaine agroalimentaire

Dans les industries alimentaires, I'utilisationahitosane n'est pas encore généralisée, a
I'exception des pays asiatiques comme le Japom owmhbreux produits alimentaires enrichis
en chitosane (nouilles, pate de soja) sont trousés. Etats-Unis, le chitosane est utilisé
comme ingrédient fonctionnel et comme film comdstipour protéger les aliments. En
Europe, la réglementation sur l'utilisation du ab#ne dans le domaine alimentaire est encore
restrictive, il est utilisé comme un complémenimataire. Les applications du chitosane

dans le domaine agroalimentaire sont décrites ldahableau 5 (Crini, 2006).

Tableau 5: applications du chitosane dans le domaine aigneataire (Crini, 2006)

Additifs (liant, émulsifiant, stabilisant, épaissast, de conservation)

Clarification, désacidification et détoxificatiom des boissons et des liquides alimentaires
Activité antibactérienne (préservation des alimeatsobage alimentaire

Effet antioxydant (prévention de I'oxydation)

Ingrédient fonctionnel (agent fixateur, capacitéljpotique)

Formation de films (emballage)
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De nos jours, l'utilisation du chitosane comme dditif alimentaire la plus connue est
« Fat blocker » : le chitosane inhibe la métabtibsades graisses grace aux interactions entre
ses fonctions amines et les groupements carboxedidges lipides (Muzzareli R. A. A., 1996).
De plus, le chitosane est utilisée comme un agerntahservation de fruits ou de légumes
(Tripathi et Dubey, 2004). Le chitosane est égalgrglisé comme agent antimicrobien pour
éviter la détérioration des aliments et la proéifeon bactérienne, et pour éviter la mélanose

des crustacés et des mollusques (Rabad, 2003).

Dans l'industrie des boissons, grace aux propriétagyulantes du chitosane, il sert a
clarifier les jus de fruits ou a diminuer les core@® phénoliques dans les vins (Agwtaal,
2003). Le chitosane est également utilisé pourdidifi@r des boissons comme les bieres, les
jus de fruits et les vins (Oszmianski et Wojdyl@02), ou tout simplement pour purifier et

clarifier des eaux et des liquides alimentairesn@@lovaet al, 2004).

Le chitosane peut étre utilisé pour la stabilisattbemulsions dans la préparation de
gouttelettes formées lors de I'émulsion (Speicienal, 2007). Le chitosane peut étre utilisé
comme gélifiant dans des produits restructurésatede et de poisson (Mao et Wu, 2007).

Enfin, ce biopolymére est une alternative aux etaak d'origine pétrochimique
(polymeéres plastiques) en raison notamment de s@wigtés filmogénes (Agull@t al,
2003). Les emballages a base de chitosane songappemballages verts ». Méme si, ces
emballages verts ont un certain nombre d'avantagease la « comestibilité », (non-toxique,
non metabolisé, pas de golt et pas d'odeur), ilsguelques inconvénients tels que
I'adsorption d’eau (gonflement) et des propriétésstiques insuffisantes. Pour ces raisons,
plusieurs études se sont intéressées a la modificdu chitosane par voie chimique ou
enzymatique (Chen H. Tet al, 2000 ; Wuet al, 2002).

[1.7.2. Domaines biomédical et pharmaceutique

Les nombreuses propriétés biologiques du chito@neompatibilité, bioactivité...) en
font un candidat de choix pour les applicationsrplzeutiques, biomédicales et cliniques

(Tableau 6) : agent antimicrobien, hémostatiqu&sement cicatrisant... Il est également
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utilisé comme systeme de libération controlée diggethérapeutiques par voie orale,
transdermique, oculaire et nasale (Chaussard @2)201 présente en effet de bonnes
propriétés muco-adhésives et une absence de togugitle prédisposent a des utilisations en
thérapie génique et pour la vaccination. Le chitegaossede un caractere hémostatique ainsi

que des propriétés cicatrisantes remarquables (Bacet al, 2000).

Le chitosane est un agent important en médecingsiglae, notamment comme «
véhicule » de médicaments et d'autres substanéegptutiques, et en medecine régénérative
(chirurgie reconstructrice par exemple) (MuzzamlliA. A. et Muzzarelli, 2005). Il faut noter
gue le chitosane utilisé dans ces domaines eatpitr et présente par conséquent un codt trés

élevé.

Des études récentes tendent a montrer que le ahéasxerce un effet bénéfique sur le
renforcement du systeme immunitaire, le control@ideau de cholestérol et de sucre dans le
sang, et prévient le phénomene de vieillissemeavi(Rumar, 2000). Dans de nombreuses
applications, le chitosane est utilisé sous forrtgdiogels chargés pour immobiliser des
médicaments, des enzymes ou encore des substhgcapeutiques comme les vaccins, les

antigenes ou genes (Prabaharan et Mano, 2005).

Tableau 6: applications du chitosane dans les domainesdiaral et pharmaceutique

(Crini, 2006)
Champs d'application Applications
Médecine accélération de la cicatrisation et de la guért@mblessures.

Chirurgie plastique stimulation de la régénération des tissus (pratfén des cellules).
Biologie cellulaire agent hémostatique, agent anti-infectieux, agenti-tameur,

encapsulation de cellules et de facteur de crotgsan

Pharmacie relargage de médicaments

Ophtalmologie cremes de soin, lentilles de contacts

Alicaments complément alimentaire (produits amaigrissants).
Dentisterie gel dentaire.

Chirurgie dentaire implants dentaires.
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[1.7.3. Domaine cosmétique

Dans lindustrie des cosmétiques, les évolutions dglementations francaises et
européenne vis-a-vis de la santé publique et devilhnement et la pression des
consommateurs ont entrainé l'intégration de subssad'origine naturelle a la fois au niveau
des produits, des formulations et des procédéstabemnces ont poussé au développement
des recherches sur les macromolécules renouvelabegine végétale ou marine, dont les
polysaccharides. L'industrie cosmétique s'est égale intéressée au chitosane car il présente
diverses fonctions jouant ainsi plusieurs roles p@irmettant d'étre utilisés dans des
formulations cosmétiques contemporaines (Tablea(Cripi, 2006). En effet, le chitosane
peut étre utilisé a la fois comme agent hydratanbuillant, tensioactif, épaississant,

microencapsulant et/ou antimicrobien dans une nfémaulation cosmeétique.

Tableau 7: applications du chitosane dans le domaine dedanétique (Crini, 2006)

Rétention (humidité), agent hydratant (humidifiant)

Agent anti-€lectrostatique (propriétés de gainage)

Agent épaississant (gélifiant), agent stabilisamlsion), agent de liaison
Agent antiallergique

Agent fongicide et bactéricide (propriétés antimienne)

Relargage d'ingrédients, surfactant

Cremes de soins, hydratantes, cicatrisantes, gat{éiémes antirides)

Filtres solaires

Compte tenu de la structure chimique du chitosépeésente I'avantage, contrairement
a la majorité des produits classiques, de possé@tdearactére polycationique. De ce fait, les
molécules chargées négativement peuvent interagir la macromolécule de chitosane. C'est
le cas des protéines de la peau, des lipides edefotictifs, des détergents et des graisses du
cheveu (Rinaudo, 2006). De plus, comme la plupesg jpblysaccharides, le chitosane, en
raison de la liaison glycosidique, est un polymssmi-rigide et donc un bon épaississant. En
particulier, la possibilité de formation de pontglfogene inter-macromoléculaires augmente
encore ses performances allant jusqu'a un compentede type gel physigu@esbrieres,

2002).
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Le caractére cationique et I'aptitude a formeritm $ur les cheveux expliquent ainsi
son incorporation a de nombreuses préparationsn{siags, gel, fixant. lotions er produits
de rincage). De plus, I'adhérence au revétemeahéudu chitosane serait supérieaifacide
hyaluronique. Le chitosang se fixe sur les cheveysar un mécanisme électrostatiqiig,
forme un film élastique protecteur a la surfacectieveu,iii) donne a la chevelure de la
souplesse tout en augmentant ses propriétés méeatii permet le maintien de I'humidité
des cheveux a une faible valeurvget assure le maintien de la coiffure a forte hut@i(Ravi
Kumar, 2000).

[1.7.4. Domaine agricultural

Le chitosane peut également trouver des applicatttans le domaine agricole. Les
matériaux encapsulés a base de chitosane se rettotyalement dans des produits agricoles
(Bautista-Banogt al, 2006 ; Ravi Kumar, 2000) (Tableau 8).

Tableau 8: applications du chitosane dans le domaine agri¢®avi Kumar, 2000)

Enrobage de semences (encapsulation)
Immobilisation cellulaire (horticulture)

Fongicide (bio-pesticide)

Fertilisant

Protection des cultures

Traitement des sols

Contréle des métaux essentiels a la croissancplaetes

Alimentation animale et vaccination animale

La présence de chitosane comme fertilisant accdkreroissance des plantes et
ameéliore le rendement des cultures (Ravi Kumar,0R0Qe chitosane pourrait devenir
I'engrais naturel et le pesticide du futur en e «bio-pesticide». En effet, I'enrobage de
semences des céréales avec le chitosane leur pmmtnele résister aux attaques de
champignons et de bactéries pathogénes (Retleda 2003).
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De plus, le chitosane permet de conserver les atsrmour bétail et protege les animaux
contre des problemes bactériologiques ou virauxelimet également de lutter contre les
infections respiratoires qui affectent les troupeaovins. Il peut étre aussi appliqué sous
forme de spray oculaire (Rabetal, 2003)

11.7.5. Traitement des eaux

Les propriétés polyélectrolytes, chélatantes etptexantes du chitosane en font un bon
candidat pour des applications environnementales ¢& domaine du traitement des eaux
usées (Gerentet al, 2007) (Tableau 9).

Tableau 9: applications du chitosane dans le domaine awifennement (Gerentet al,
2007)

Champ d’application Application

_ ingénierie de l'eau (coagulation /floculation,
Traitement de I'eau potable o .
filtration, adsorption)
Traitement des eaux usées agent coagulant
Traitement des eaux de piscines agent chélatant de cations
Chélation de métaux lourds réduction des métaux toxigues et radio-isotopes

Récupération de métaux précieux récupération de métaux réutilisables

Décoloration des eaux enlevement du fer et du manganese des piscines
Filtration membranaire agent décolorant
Traitement des boues agent déshydratation des boues

Ces applications sont basées sur le caracteregimgmue du chitosane en milieu acide
et sur sa solubilité qui ouvre la porte a de nombee applications dans le domaine de la
coagulation-floculation, de la chélation, de l'agsion ou de l'ultrafiltration. En effet, ses
groupements amines protonés en milieu acide squabtes de fixer tous les métaux de
transition et les radionucléides (Domard A. et Rii.,, 2000 ; Piron Eet al, 1997). Le
chitosane peut étre utilisé comme agent coaguthgtatant ou adsorbant pour complexer une
large gamme de polluants comme les molécules aiquest et phénoliques, les colorants et
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organiques (effluents agroalimentaires, papetiersexiles) (Crini, 2006 ; No et Meyers,
2000).

Une autre application récente consiste a immobities microorganismes ou des boues
dans des matrices polyméres a base de chitosamdrpiber les eaux usées, toujours sur le
méme principe de I'encapsulation (Krajewska, 2005).

[1.7.6. Autres domaines d’applications

Le chitosane a trouvé des applications dans dadoeaines. En chimie, il est utilisé
en tant que super-absorbants (Dutkiewicz, 2002)as@h stationnaires pour la
chromatographie (Li Pet al, 2006) et I'osmose inverse (Struszczyk, 2002) ncowe
supports pour la catalyse (Guibal, 2005) (

Tableau 10) .

Tableau 10: autres domaines d’applications du chitosanen{C2D06)

Champ d’application Exemples d’application

Chimie Capteurs chimiques, films biodégradable (emballagyg)er absorbants

_ _ Immobilisation des cellules et des enzymes, mafraze culture et
Biotechnologie o ,
régénération cellulaire, membranes

Papeterie Rétention d’eau (filieres papetiere et textile)
Textile Additifs pour pates a papiers, agent antibactérien
(Enologie Clarification, désacidification et stabilisationsdéns
Photographie Films photographiques, extraction de I'argent

Le chitosane est utilisé dans les nouvelles fortraria de peintures non toxiques pour
protéger la coque des bateaux (Ravi Kumar, 2008)pduvoir cationique du chitosane est
utilisé dans l'industrie papetiére pour produire gapiers possédant une surface plus lisse et
résistant mieux a I'humidité (Struszczyk, 2002)quaeest tres apprécié dans le domaine de la
photographie.
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lll. Fonctionnalisation enzymatique du chitosane

Le chitosane est connu pour étre un biopolymérea dois naturel, non-toxique,
biodégradable et biocompatible. C'est aussi undbyopere trés réactif dont les modifications
au niveau des groupements fonctionnels sont dandgintérét car elles permettent d'élargir

ses domaines d'applications.

Parmi les méthodes de modification, le greffageyeraique apparait comme le plus
intéressant dans une démarche de chimie verte. r€ffage permet de lier, de facon
covalente, des dérivés fonctionnels, appelés grsffeur les chaines macromoléculaires du
chitosane. La plupart des études concernant la fioatibn enzymatique du chitosane
implique l'utilisation de composeés phénoliques.db#osane posséde, en effet, deux types de
groupements réactifs pouvant étre greffés: d'ume |gs fonctions amines libres des unités
désacétylées, et d'autre part, les groupement®xylds présents sur les carbones C-3, 6 des

unités acétylées et/ou désacétylées.
lll.1. Avantages de la voie enzymatique

L'utilisation des enzymes en synthése et pour ldifitation de polyméres possede de
nombreux avantages (Dordick, 1992). Etant non teedg les enzymes ne présentent aucun
danger contrairement aux catalyseurs chimiquesplDg, le fait qu'elles soient sélectives
limite la nécessité de recourir a des étapes sopgpitaires de protection ou de déprotection.
Enfin, la spécificité des enzymes permet de madifeerec précision la structure
macromoléculaire afin d'aboutir & la fonction dési(Kumaret al, 1999 ; Yamadat al,
2000).

De plus, les procédés enzymatiques jouent un ejié¢at dans les procédés de syntheses
propres, tendance actuelle forte de la biotechimldgn effet, les procédés enzymatiques,
comparés aux procédés chimiques, (i) sont menés dkm conditions beaucoup plus douces
de température et de pression, (i) sont trescsfie évitant les réactions secondaires
indésirables et (iii) permettent d’éviter I'utilidan de catalyseurs tres polluants, comme les

composés organométalliques (Dordick, 1992).
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Finalement, de nombreuses études ont clairementtrénogue la modification

enzymatique des polymeres est une méthode altegréxtdlogique aux méthodes chimiques.
l11.2. Mécanisme de fonctionnalisation enzymatiquelu chitosane

Les modifications enzymatiques du chitosane casrsist oxyder par voie enzymatique
des composés phénoliques en des produits interired{guinones, semiquinones) (radicaux
libres) catalysés par des enzymes oxydatives colesngrosinases, les laccases (poly phénol
oxydases PPO) ou les peroxydases (POD). Les psomitiitrmédiaires sont électrophiles et
capables de réagir de fagcon non-enzymatique avec dgeupements nucléophiles
(groupements amines NHibres du chitosane). Ainsi, ces produits peuvariir au moins
deux types de réaction avec les groupements amimegprotonés en synthétisant soit des
bases de Schiff, soit des adduits de type michadkaimaret al, 1999) (Figure 21). Ces
réactions de couplage conduisent a un mélange eample monomeres ou oligomeres
greffés sur le chitosane. Par cette méthode, |¢osdme peut étre modifié par voie
enzymatique afin de créer des dérivés de chitopassédant des propriétés fonctionnelles

différentes de celles du chitosane initial.

OH
H /O 0
0~

o

base de schiff
O, > Chitosane
Tyrosinase
R R x

Phénol O- quinone
adduit de type michaélien

Figure 21: mécanisme réactionnel d'oxydation des compdsésglques par la tyrosinase
en présence de chitosane (Jayakuebal, 2005)
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Par ailleurs, il existe deux autres possibilitésésetion entre des groupements actifs du
chitosane et les produits d’oxydation. En effes, peoduits intermédiaires peuvent réagir soit
avec les groupements hydroxyles (OH) au niveawadaooe (C3, 6) de fagon covalente pour
former des liaisons ester soit avec les groupemamises protonés (N du chitosane de

facon non-covalente pour former des forces életttigsies (Bozic Met al, 2012b).
[11.3. Méthodes pour fonctionnaliser le chitosane pr voie enzymatique

En général, dans la littérature, deux méthodes rammtortées pour la fonctionnalisation

enzymatique du chitosane:
- Méthode hétérogene (chitosane sous forme solide)

La fonctionnalisation du chitosane par la méthoégtogéne se déroule a pH supérieur
a 6,3 (pKa du chitosane ~6,3). En effet, quandhitosane n’est pas soluble dans le milieu
réactionnel, les groupements amines ne sont pasn@® (sous forme N Dans ce cas, ces
groupements jouent un réle nucléophile qui est fabvle pour réagir avec les molécules
électrophiles (les produits d’oxydation - quinonasih de former des liaisons covalentes de
type bases de Schiff, ou adduits de type michadkégure 22). Grace a cette méthode, le

chitosane peut étre fonctionnalisé sous formelte fparticules) ou sous forme de film.

Par exemple, des études récentes ont montré doadaonnalisation enzymatique du
chitosane (sous forme de film) par la laccaseldanmetes versicoloa pH 6,5 a conduit a
former des liaisons covalentes entre les groupesranines (N libres (nucléophiles) et les
produits d’oxydation de I'acide galligue et de l@e& caféique (électrophiles) (figure 23)
(Bozic M. et al, 2012b) ou de 'acide tannique et de la quercgiarda méme enzyme (Bozic
Mojcaet al, 2012a). Par ailleurs, un film de chitosane &@tétionnalisé avec I'octyl gallate
et le dodecyl gallate (esters d'acide gallique) r{damen et al, 2008) ou avec
I'hexyloxyphénol en présence d'une tyrosinase a@bl De plus, cette tyrosinase a éte
utilisée pour la fonctionnalisation de films detokane en présence du 4-tetra-butylcatéchol a
pH 7,2 (Paynet al, 1996).
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De méme, d’autres études ont confirmé que la fonotlisation du chitosane (sous
forme de fibre ou de particule) avec certains ftaides (la quercétine et la fisétine) (Fras-
Zemljic et al, 2011) ou avec la catéchine, la rutine,... (Saitsa, 2009) par la tyrosinase a
pH 6,5 conduisait a former des liaisons covaleatdse les groupements amines @\kbres

du chitosane et les produits d’oxydation des flaidas.

X »
5] [ oH N
OH O HO
Quercétine )
67
/OH NHCOCH o nH Liaison adduits de
| HO—_ . L.
— ) -0 HO L P ) D —.—Type michaélien
O\ e LRI TOI oLy
HO~ N AN H NH OH
Liaison i A o
. _%._-OH
Base de Schiff e HO I \\‘?/
NN -0 A
HO 0 o |\’// | ‘|'I" ?’ N
e - 1
| ] K\\,-/\N_/-"\
T S | /] OH
]’ OH OH g
OH O

Figure 22: mécanisme proposé pour la fonctionnalisation dtoshne (méthode hétérogene)

avec la quercétine par la laccaseldametes versicolofBozic Mojcaet al, 2012a)
- Méthode homogeéne (chitosane sous forme liquide)

La fonctionnalisation du chitosane par la méthoo@dgéne se déroule a pH inférieur a
6,3 (le chitosane est alors soluble). En effet,nquie chitosane est soluble dans le milieu
réactionnel, les groupements amines sont protoagsfgrme NH'). Dans ce cas, ces
groupements ne peuvent pas jouer un role nucléopéil réagir avec les molécules
électrophiles (quinones) (Osman et Arof, 2003).sAirtette forme avec des groupements
amines protonés du chitosane est favorable poeraigir avec des substrats phénoliques ou
leurs produits d’oxydation par le biais d'interacis électrostatiques. De plus, la forme

soluble du chitosane conduit & former des liaisonsalentes de type ester entre les
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groupements hydroxyles au niveau C3, 6 du chitosates substrats phénoliques initiaux ou

leurs produits d’oxydation (Bozic Mt al, 2012b).

Par exemple, des études récentes ont montré doaedaonnalisation enzymatique du

chitosane (sous forme soluble) par la laccas@&rdeetes versicolora pH 4,5 permettait la

réaction de I'acide gallique ou de ses produitxytiation avec les groupements hydroxyles

(OH) du chitosane par des liaisons covalentes de agper. Par ailleurs, les groupements

amines protonés (Nf) du chitosane ont pu former des interactions gstitiques avec

I'acide gallique ou ses produits d’oxydation (Fig@3) (Bozic M.et al, 2012b).

OH
OHD

HO oH I I

Liaison ester C =0 C_O

NHGOCH NHCOCH
—5
HO

|
O=c Interactions =0

Electrostathue
HO OH

OoH

Figure 23: mécanisme proposée de la fonctionnalisation dwshite (méthode homogéne)

avec l'acide gallique par la laccaseTdametes versicoloiBozic M. et al, 2012b)

l11.4. Enzymes utilisées en fonctionnalisation enayatique

Les enzymes pour la fonctionnalisation du chitossorg sélectionnées sur la base de la

structure chimiqgue du chitosane (groupements fonogls). Ces enzymes sont

principalement des enzymes oxydatives comme degxydases, des tyrosinases et des

laccases. De facon secondaire, d’autres enzymesmeomes transglutaminases, des

phosphorylases et des lipases peuvent étre usilisée
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- Peroxydases (POD) (E.C. 1.11.1.7)

Les peroxydases peuvent oxyder des composés pideslen présence de donneurs
d’hydrogéne en réduisant des peroxydes, notammeat loxygénée; ils acceptent de
nombreux donneurs d’hydrogene parmi lesquels ldgppénols qui sont liés au cycle
aromatique par le couplage C-C et C-O des fragmghénoliques. Ces enzymes ont été
exploitées en tant que nouvelle voie efficace plaurfonctionnalisation de polyméres

industriels.

Une peroxydase a été directement utilisée poufagrah substrat phénolique comme le
dodécyle gallate (DDG) (ester de I'acide gallig(dachoudet al, 2001) ou des flavonoides
tels que la quercétine, la rutine... (Toregsal, 2012) sur du chitosane soluble dans le milieu
réactionnel. La peroxydase a oxydé le dodécylaga#n quinones a pH 4 qui ont été greffés
sur le chitosane. Récemment, une peroxydase diktéaipour former un hydrogel soluble a
pH neutre, biodégradable et injectable a base desame modifié par voie chimique. En
effet, dans un premier temps, le chitosane a étdifrld@ar voie chimique par conjugaison
avec des molécules par exemple, I'acide glycoligfughlorétique (Jiret al, 2009), I'acide 3-
(p-hydroxyphényl) propionique (Sakat al, 2009) et le polyéthylene glycol et la tyramine
(Lih et al, 2012) pour améliorer la solubilisation du chitesau pH physiologique de 7,4.
Dans un deuxiéme temps, des peroxydases en prédenkgD, ont été utilisées afin de
former des hydrogels par polymérisation du chitesamodifie comme présenté dans la Figure
24,
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Figure 24: schéma de la formation d’hydrogel du (chitospabrethylene glycol-tyramine)

conjugués en utilisant la peroxydds®seradi$ en présence de,8; (Lih et al, 2012)

- Tyrosinases (EC 1.14.18.1)

Le greffage de composés phénoliques sur le chigopanune tyrosinase a été rapporté
par plusieurs auteurs. La tyrosinase peut catalisgilroxylation des mono-phénols en
diphénols et des-diphénols ero-quinones correspondantes. Les produits issusédesions
catalysées sont électrophiles et capables de raagu les groupements nucléophiles. Ces
quinones peuvent subir au moins deux types deio@acavec les groupements amines en
donnant soit des bases de Schiff, soit des addeitgpe michaélien comme présenté dans la
figure 22. Ces composés phénoliques peuvent égeaddes phénoliques tels que I'acide
chlorogénique (Kumaet al, 1999), des esters phénoliques tels que l'octydatg et le
dodécyle galate (Vartiaineet al, 2008), et des flavonoides tels que I'hespéridiiae,
quercétine, la catéchine, I'épicatéchine, la rytiaefisétine, ... (Fras-Zemljiet al, 2011 ;
Souseet al, 2009 ; Wuet al, 2002).

De plus, ces enzymes peuvent catalyser le greffagemmposés d’origine protéique sur

le chitosane. En effet, la tyrosinase peut catalyseydation de la tyrosine présente dans le
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peptide ou la protéine en radicaux correspond&@ws.radicaux subissent un couplage avec
les groupements amines du chitosane par voie noyretique par des liaisons covalentes
comme présenté dans la Figure 25.

|
N
OH O
% Adduit de type michaéluien
Tyrosinase o
(@]

2 Chitosan
/ﬁ ]
~_
Résidus tyrosyle O - quinone N\

Base de schiff

Figure 25: mécanisme réactionnel d'oxydation de la tyrosindggrosinase en présence de
chitosane (Anghileret al, 2007)

Des auteurs (Abergt al, 2004) ont utilisé une tyrosinase pour greffer geptides
produits par I'hydrolyse chimique de la caséine lsuchitosane au niveau des groupements
amines par des liaisons covalentes a pH 6,5 ehpdéeature ambiante en 24h. De méme, une
autre étude a montré la possibilité de greffer pigsgtides de la séricine sur les groupements
amines du chitosane. Le greffage enzymatique d&siulé en présence de la tyrosinase a pH
6,5 et a température ambiante en 24h. Ce greffagenduit a renforcer les propriétés
antibactériennes du chitosane avec un apport deelles propriétés apportées par des
peptides séricine (antioxydant, anti-UV, hydratatisolubilité, etc.) (Anghileret al, 2007).

Par ailleurs, ces enzymes peuvent également catalgs greffage de polymeres
d’origine protéique sur le chitosane afin de créercopolymére (polysaccharide-protéine).
Par exemple, la tyrosinase a catalysé le couplatye & fibroinede lasoie du Bombyx du
mdrier et le chitosane pour introduire les progséantibactériennes du chitosane dans les
fibres de textile et renforcer la biocompatibildé la soie dans le domaine biologique. Ce
couplage s’est déroulé avec un rapport molaire:(l).6e chitosane avec la fibroine a pH 6,5
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et a température ambiante en 24h (Freddil, 2006 ; Sampaiet al, 2005). De méme, une
autre étude a montré que la tyrosinase pouvaiegugait catalyser le greffage de chaines de
gélatine sur le chitosane. Cet hydrogel a été praghdice a une tyrosinase qui catalyse
I'oxydation des résidus tyrosyles de la gélatiqaHa6 et 35 °C en une nuit (Chen H. &t al,
2002).

- Laccases (EC 1.10.3.2.)

Contrairement aux tyrosinases, les laccases squdbtes d'oxyder des composés
phénoliqueso- ou p- diphénolsvia une réaction radicalaire aboutissant a la formatie
semiquinones et/ou quinones correspondantes epnmesl’'oxygene moléculaire. De plus,
elles ne possedent pas I'activité monophénoladiaydroxylation) qui est considérée comme

la premiére étape dans le processus de mélanigaialysé par les tyrosinases.

Ces enzymes ont été récemment utilisées afin defisroes propriétés fonctionnelles
du chitosane telles que des propriétés antioxydasteantibactériennes par le greffage de
phénols comme l'acide caféique, l'acide galliquacite tannique et la quercétine sur le
chitosane (Bozic Mojcat al, 2012a ; Bozic Met al, 2012b).

- Transglutaminases (EC 2.3.2.13)

Les transglutaminases peuvent catalyser la formal® liaisons covalentes entre un
groupement amine primaire comme celui de la lyginée groupement amide (R-CO-MH
des glutamines. Récemment, la transgutaminase é aitdisée pour obtenir un hydrogel
produit par couplage entre le chitosane et la ip@at pH 6 (Chen H. Tet al, 2003). Méme
si le chitosane n'est pas nécessaire pour obtartitydrogel stable a partir de la gélatine, sa
présence a permis un processus de gélificationrppide et I'obtention d’'un hydrogel fort et

résistant.
- Phosphorylases (EC 2.7.7)

Les phosphorylases sont les enzymes responsablasptiesphorolyse. lls ajoutent un
ion phosphate P© (ou o-phosphag) & partir d'un ion hydrogénophosphate HP®ur une
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molécule organique lors d'une phosphorolyse. Cegnees ont été recemment utilisées afin
de synthétiser des dérivés de chitosane solublg ltkau par le greffage de chaines courtes
d’amylose comme présenté dans la Figure 26.
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Figure 26: synthese du chitosane-amylase dérivé a partthdasane-maltoheptaose

dérivé par une méthode chemo-enzymatique (Matstidh 2007)

D’abord, du maltoheptaose a été greffé sur le shite par voie chimique par
'amination réductrice en présence de sodium cydnairoborate (NaBBCN) dans un
mélange de 1 M d’acide acétique et de méthandl {1v) a température ambiante pendant 3
jours afin de produire un chitosane-maltoheptadsssuite, I'élongation des chaines
glucane du chitosane-maltoheptaose est réaliséeomrenzymatique par la polymérisation
catalyséevia la phosphorylase en présence @®-Glucose l1l-phosphate (G-1-P) afin
d’obtenir du chitosan-amylose. La polymérisatiorzyenatique s’est déroulée en milieu
tamponné d'acétate de sodium (pH 6,2) a une tetupérde 40-45°C en 7 h (Kaneko al,
2007 ; Matsudat al, 2007 ; Yanget al, 2011).
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- Lipases (EC 3.1.1)

Les lipases sont des enzymes hydrosolubles caga&flectuer I'hydrolyse de fonctions
esters et sont spécialisées dans la transformdédriglycéride en glycérol et en acides gras

(lipolyse). A ce titre, elles constituent une scissse des estérases.

Récemment, la lipase pancréatique porcine a digéatiafin de conjuguer le chitosane
avec l'acide polylactique (PLA) a 50°C. En conséue cette procédure a permis de
synthétiser un nouveau copolymere (polysaccharidgepter) présentant une bonne capacité
d’adhésion et de prolifération cellulaire (Zeegal, 2012). Ainsi, ce copolymére peut étre

appligué comme un matériau d'échafaudage poumie gjgsulaire.
[11.5. Application des chitosanes dérivés par voienzymatique

Des études récentes ont montré que la fonctiormt@isenzymatique du chitosane peut
améliorer des propriétés déja présentes ou crérouleelles propriétés avec la possibilité de
maintenir ses propriétés initiales telles que ledégradabilité, la biocompatibilité... . Ces
chitosanes fonctionnalisés ont pu trouver des egiplins tres importantes dans différents

domaines.
[11.5.1. Domaine médical et pharmaceutique

Le chitosane est normalement soluble en milieueaguKa< 6.3). C’est pour cette
raison que l'utilisation du chitosane est limiténdaertains domaines notamment le domaine
biologique ou il est nécessaire que le chitosané sauble a un pH physiologique.
Différentes études ont montré que le greffage ematigme de certains phénols sur les chaines
de chitosane permettait d'obtenir des matériaunbsed & pH physiologique, par exemple
avec l'acide chlorogénique (Kumaet al, 2000 ; Kumaret al, 1999) ou avec
I'hexyloxyphénol (Chen H. T.et al, 2000) a pH 6,5 en présence de tyrosinase. Cessgeér
de chitosane peuvent étre utilisés dans le domgl@@maceutique pour la fabrication de

médicaments.
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Difféerentes études ont rapporté la production dibgels par voie enzymatique a base
de chitosane modifié par voie chimique. Ces hydsogat été produits par une méthode
chimio-enzymatique afin d’améliorer la solubiligatidu chitosane a un pH physiologique
(7,4), permettant la prolifération cellulaire. Cesopriétés sont importantes pour des
applications médicales et pharmaceutiques telleslajuégenération du cartilage, I'ingénierie

tissulaire et la vectorisation de médicaments.

Le chitosane peut étre modifié par voie chimiquel@@onjugaison avec des différentes
molécules afin d’améliorer la solubilisation du tosane au pH physiologique. Puis, des
peroxydases en présence deOH sont utilisées afin de former des hydrogels par
polymérisation du chitosane modifi€ comme préselads la figure 25. Par exemple, des
hydrogels tels que le complexe [chitosane- polyétigy glycol- tyramine] peut étre utilisé
comme adhésif tissulaire (Lidt al, 2012), le complexe [chitosane-rutine-tyramineijnooe
pansement des plaies (Tram al, 2012), le complexe [chitosane-acide glycoliqueida
phlorétique] pour la régénération du cartilage @iral, 2009) et le complexe [chitosane-
acide 3-p-hydroxyphényl) propionique] en ingénierie tisstdaet pour la vectorisation de
médicaments (Sakat al, 2009).

Par alilleurs, le chitosane a été modifié par canpan enzymatique avec d’autres
polymeéres pour produire des biomatériaux intérésgaour des applications biomédicales, en
particulier pour l'ingénierie tissulaire. Par exdéepun copolymere [fibroinge la soie -
chitosane] est produit & pH 6,5 et a températurbiante pendant 24 h en présence de la
tyrosinase afin d’améliorer la biocompatibilité ldesoie (Freddet al, 2006 ; Sampaiet al,
2005). De plus, un copolymére [acide polylactiquhitosane] est produit en présence de la
lipase pancréatique porcine a 50 °C ; ce derngempt un accroissement de [|'adhésion
cellulaire et peut donc étre utilisé comme matédg&chafaudage en ingénierie tissulaire
(Zenget al, 2012).

[11.5.2. Domaine agroalimentaire

La fonctionnalisation enzymatique du chitosane alexcomposés phénoliques est une

voie pour introduire des gammes de couleurs dapreduits dérives du chitosane. Cette
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couleur dépend du type de phénol et du pH du mikagtionnel. Par exemple, une série de
dérivés du chitosane colorés ont été produits jpée enzymatique tels qu’'un chitosane
orange par réaction avec la catéchine et I'épibatéc un chitosane brun par réaction avec la
daidzeéine, I'hexyloxyphenol, I'ester de gallateleetd-tert-butylcatéchole I'épigallocatéchine
gallate et un chitosane jaune par réaction avgadacétine, la rutine et la fisétine (Chen H. T.
et al, 2000 ; Paynet al, 1996 ; Sousat al, 2009 ; Vachouet al, 2001). Cette couleur est
tres stable car les dérivés formés sont stabifigégles liaisons covalentes entre le chitosane
et les produits d’oxydation des phénols (color€gs dérivés colorés peuvent étre utilisés

comme agents colorants dans des applications ataines

La fonctionnalisation enzymatique du chitosane ades composés phénoliques a
également trouvé des applications variées dans omathe agroalimentaire grace a

I'amélioration de ses propriétés physico-chimigeeliologiques... .

Difféerentes études ont montré que la fonctionnabsaenzymatique du chitosane par la
catéchine (Wuwet al, 2002) ou I'hexyloxyphénol (Chen H. Tet al, 2000) en présence de
tyrosinase avait permis de d’accroitre leurs pé&ips rhéologigues notamment la viscosité.
Ces dérivés de chitosane présentant une viscdsitéeépeuvent étre utilisés comme agents

liants (stabilisant, épaississant, émulsionnarifjayg...)

La fonctionnalisation enzymatique du chitosane gdas composés phénoliques a
également permis d’améliorer les propriétés antlaryes de ses dérivés par l'introduction de
composeés phénoliques qui possedent des activitiéxygaantes élevées (Bozic Mojea al,
2012a ; Bozic Met al, 2012b ; Fras-Zemljiet al, 2011 ; Sousat al, 2009 ; Torrest al,
2012). Ces dérivés de chitosane avec une activitéxgdante améliorée peuvent étre utilisés
comme agents antioxydants dans des applicatiomeadaires.

De plus, ce procédé enzymatique a permis d’amélikaetivité antibactérienne des
dérivés de chitosane méme si le chitosane natifsques normalement une activité
antibactérienne liée a la présence de chargesvyessies groupements amines libres §NH
du chitosane (Shet al, 2006). Par exemple, la fonctionnalisation enzyaquat du chitosane

avec des acides phénolique (acide gallique etoqpad@ia amélioré son activité antibactérienne
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sous conditions homogenes (chitosane sous formeléyja pH 4,5 en présence de la laccase
de Trametes versicolo(Bozic M. et al, 2012b). De méme, & pH 3 en présence de la
chloropéroxidase deCaldaromydes fumagde chitosane a été fonctionnalisé avec des

flavonoides (quercétine et rutine) (Toregsal, 2012).

Par ailleurs, un film de chitosane a été fonctidisaavec I'octyl gallate et le dodecyl
gallate (esters d'acide gallique) en présence sityase a pH 6 (Vartiainet al, 2008) afin
d’améliorer les propriétés antibactériennes et mécas de ce film pour des applications
comme «emballage vert». Le chitosane sous fornfdndea été également modifié par voie
enzymatique avec la quercétine en présence dedxymase dealdaromyces fumagafin
d’améliorer ses propriétés antibactériennes, aydiantes et rhéologiques (plastique) (Torres
et al, 2012). Ce film modifié a présenté une activitdicwydante élevée permettant une

diminution des phénomeénes d’oxydation des fruitbaiés.

111.5.3. Domaine environnemental

Le chitosane a pu étre utilisé afin d’éliminer demposés phénoliques présents dans les
eaux usées industrielles grace a des enzymes oxgslaDans cette procédure, la tyrosinase
est utilisée comme catalyseur permettant d’'oxyderdomposés phénoliques en quinones
correspondantes qui réagissent avec le chitosamévaau des groupements amines libres
(Ikehata et Nicell, 2000 ; Kimuret al, 2012 ; Suzuket al, 2010 ; Wadat al, 1993).

De plus, le chitosane natif est utilisé pour élieminles colorants indésirables
(anioniques) qui sont considérés comme une graraldgmatique environnementale dans les
eaux useées. Puisque, ce polymeére est cationiquei mhanque la capacité d’adsorber les
colorants cationiques. Des études ont montré guiedduction de groupements carboxyles (-
COOH) par le couplage enzymatique entre le chisah des composés phénoliques
permettait de renforcer sa capacité a adsorbecdEsants cationiques comme le Cristal
Violet et le Bismarck Brun Y (Chaet al, 2004) avec le maintien de sa capacité d’adsarptio

des colorants anioniques.

Par ailleurs, le chitosane a également été utiisar la valorisation de produits

secondaires des industries. Ainsi, différentes eéduoht rapporté I'utilisation de tyrosinase
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pour catalyser le couplage entre le chitosane stnagtériaux d’origine protéique présents
dans des eaux usées industrielles. Cette straaguggemis d’obtenir des produits respectueux
de I'environnement. Par exemple, le couplage entzgoeaentre le chitosane et les peptides
produits par I'hydrolyse chimique de la caséinge¥sence de tyrosinase (Abargal, 2004)

a permis I'élimination de ces peptides contamiesieaux industriels... De méme, grace a la
méme enzyme, le couplage enzymatique entre lesamntet les peptides de la séricine ont
permis leur élimination des eaux usées industagleghileriet al, 2007).

[11.5.4. Domaine industriel

La fonctionnalisation enzymatique du chitosane ges composés phénoliques peut
permettre de renforcer son caractere adhésif entifon de la structure chimique des
composés phénoliques et de la viscosité des dée/éhitosane. Certains auteurs ont réussi a
coupler le chitosane avec des composés phénolitplesque l'acide sinapique, l'acide
coumarique et I'acide férulique en présence dadadse dérametes versicoloa pH 5 et ont
montré une amelioration des propriétés adhésiveshi@va et Li, 2003). Ces dérivés de

chitosane peuvent étre destinés a des applicatidostrielles comme adhésifs du bois.

La création de matieres textiles fonctionnellescades propriétés antioxydantes et
antibactériennes a également été envisagée palageugnzymatique entre le chitosane sous
forme de fibres et des flavonoides (Soeasal, 2009). Cette réaction a été mise en ceuvre en
présence de tyrosinase a pH 6,5 et 25°C pendaner2@hilieu aqueux. Par la méme enzyme
et dans les mémes conditions réactionnelles, utme atude a rapporté la possibilité de créer
des matiéres textiles bioactives par couplage eatdgoe entre le chitosane sous forme de

fibres et la quercétine ou la fisétine (Fras-Zerxdjial, 2011).
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Objectifs du travail

Comme le montre la revue bibliographique, les pofymloxydases sont capables de
catalyser l'oxydation de différents composés phéues en générant directement ou
indirectement un grand nombre de dérivés plus oinsngolymérisés ou polycondensés en
milieu aqueux. Ces intermédiaires présentent degrigtés intéressantes comme la couleur
ou l'activité antioxydante... laissant présager gupiburraient étre utilisés comme molécules
actives « naturelles ». Malheureusement, ces igtgiaires sont vite polymérisés et difficiles
a récupérer en raison de leur grande réactivitee &biution pourrait étre de bloquer ces
intermédiaires par immobilisation dés leur formatsur des macromolécules insolubles en
milieu aqueux. En effet, par cette procédure, i psssible de contréler le degré de
polymérisation lors de I'oxydation enzymatique gegnols et aussi d’obtenir directement du
polymere fonctionnel pour d’éventuelles applicasion

Dans des travaux précédents réalisés au laborai@ie par Mustafa en 2005 et Issa en
2009, il a été montré qu'une oxydase comme la tacade Myceliophtora thermophila
pouvait oxyder en milieu diphasique certains aciteeamiques tels que les acides férulique
et sinapique avec, initialement, formation éphéntiraliméres fortement colorés en rouge-
orangé afin de produire de nouveaux colorants. Wirpde ces travaux, nous avons envisagé

la possibilité de produire de nouvelles molécules/as ayant le label « identique-nature ».

L’objectif principal de ce travail était de greff@ar voie enzymatique des produits
d’oxydation de I'acide férulique et du férulate e sur le chitosane dans des conditions
douces en milieu aqueux afin d’obtenir de nouveltesnes de chitosanes fonctionnalisés.
Ainsi, les mécanismes du greffage (type de liaipmsjtion du greffage et structure chimique
des produits greffés) et les propriétés des chiwsdonctionnalisés telles que les propriétés

antioxydantes, physico-chimiques et biologiquesrsegvaluées.

Dans un premier temps, il s’agira d’étudier I'oxyda de I'acide férulique et de son
ester (le férulate d’éthyle) par la laccaseMigceliophtora thermophil&n milieu aqueux et

dans des conditions expérimentales douces (30 {1 €f,5). Utiliser un acide et son ester
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contribue a I'étude du mécanisme d’oxydation enzigna d’'un acide phénolique modele,
dont le groupement carboxyle est libre ou estépéiel'’éthanol. L'identification des produits
d’oxydation pourra ainsi permettre de formuler dgpothéses quant au réle du groupement
carboxyle dans la réactivité des molécules. D’apéné, les propriétés des molécules formées
seront évaluées comparativement aux moléculesnatgg comme la couleur, I'activité
antioxydante, antibactérienne et la cytotoxicité-a&ivis de cellules saines (HUVEC) et de

cellules cancéreuses (Caco?2).

Dans un deuxieme temps, les produits d’oxydatiomrgegreffés sur un polymeére
naturel : le chitosane. Plusieurs raisons nous@mduit a choisir le chitosane comme support
de greffage de ces produits d’oxydation: la souro@jeure du chitosane vendu
commercialement provient de la désacétylation dehitine obtenue a partir de carapaces de
crevettes et de crabes. De ce fait, il est peuecndet contribue a la valorisation de co-
produits marins. De plus, ce biopolymére est déminme possédant naturellement des
propriétés intéressantes telles qu’'une activitébaatérienne, une bonne biodégradabilité et
une faible toxicité. Il est également insolublenaifieu aqueux a pH 7,5 (le pH optimal de la
laccase), et est ainsi facile a récupérer par gniiiration. A pH acide (pH< 6), ce
biopolymere est chargé positivement par protonaties groupements amines et peut fixer
des composés phénoliques par liaisons électroséatidPar contre en milieu basique (pH>
7,5), les groupements amines sont nucléophileseevgmt réagir avec les quinones pour
donner des liaisons covalentes (bases de Schifidduits de type michaélien). Il faut noter
que du chitosane produit par voie biotechnologigugartir de levures est maintenant
disponible et ouvre des perspectives applicatioesgle les produits d’origine animale ne
sont pas souhaités. Le choix du biocatalyseur e sur la laccase ddyceliophtora

thermophilacar celle-ci posséden pH optimal d’activité voisin de la neutralité.

De la méme facon que sur les molécules libres,hgpstheses sur le mécanisme du
greffage (type de liaison, position du greffagejose proposées et les propriétés de ces
nouveaux chitosanes fonctionnalisés comme les igtéprantioxydantes, physico-chimiques
et biologiques seront évaluées pour en envisager &pplications éventuelles

(agroalimentaires, pharmaceutiques et cosmétiques).
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Plan de I'étude

Ce travail est divisé en deux grandes parties:

Une premiére partie consacrée a une étude de ilaisale 'oxydation enzymatique
de l'acide férulique et du férulate d'éthyle par laccase deMyceliophtora
thermophila en milieu aqueux: purification de I'enzyme par raifiltration,
caractérisation des produits d’oxydation, évaluatoles propriétés fonctionnelles
telles que antioxydantes, antibactériennes ettayiiwité vis-a-vis de cellules HUVEC
et Caco2.

Une deuxiéme partie portant sur I'oxydation enzyqueg des phénols étudiés en
présence du chitosane afin de mettre en place tmeeégure de fonctionnalisation du
chitosane par les produits d’oxydation des deux pms@s phénoliques étudiés. Ce
volet est divisé en trois sous-parties :

o Cinétique de I'oxydation enzymatique en présencehiwsane, mécanisme du
greffage (type de liaison, position du greffage)éealuation des propriétés
antioxydantes.

o Evaluation des propriétés physico-chimiques ebactériennes des chitosanes
natif et fonctionnalisé.

o Evaluation des propriétés biologiques en termedh#aion et de croissance
cellulaire des cellules HUVEC et Caco2 sur les adahes natif et

fonctionnalisés sous forme de films.
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Chapitre Il. Matériel et méthodes

|. Biocatalyseur et produits chimiques

l.1. Laccase deMyceliophtora thermophilaE.C. 1.10.3.2)

Cette enzyme, commercialisée sous le nom de "Ssf8rast produite par la société
Novozymes. Il s'agit d'une PPO du champigiyceliophtora thermophil@ui est produite
en trois étapes (Berlet al, 1997) :

1) isolement de la séquence de 'ADN génomique rbpaur la laccase extra-cellulaire

de ce champignon.

2) modification génétiqued'Aspergillus orizae (champignon Ascomycete) pour

recueillir le vecteur contenant la région de coddgeette laccase.
3) expression de I'enzyme chez ce dernier champigno

L'enzyme est excrétée dans le milieu de fermemtatib séparée des cellules par
filtration. La préparation enzymatique est ensodecentrée par ultrafiltration et évaporation.
Elle est alors préservée et stabilisée par addd®iNaCl et se présente sous la forme d'un
liquide brun dont la densité est de 1,15 g/ml. €pteparation est fournie avec une activité de
10500 U/mL (une unité enzymatique étant définie m@ma quantité d'enzyme qui catalyse
I'oxydation de 0,01iM de syringaldalzine (§H20N2Og) (Un substrat spécifique) par minute a
pH 7,5 et a 30°C) (Harkin et Obst, 1973). D’aprdi¢the technique, I'enzyme est stable a
25°C pendant trois mois et posséde une activiténajpe a pH 7,5 et a 30°C.

Cette enzyme est conforme aux spécifications destpurecommandées par la
FAO/WHO et le FCC (Food Chemicals Codex) pour lesymes utilisées dans les produits
alimentaires (WO 94/28728, 1994) (Brinch et Peder2602).

81



Matériel et méthodes

|.2. Produits chimiques

Les différents produits chimiques utilisés sonerépriés dans le Tableau 11, le Tableau

12, le Tableau 13 et la Figure 27.

Tableau 11 produits chimiques utilisés

Désignation Fabriquant Référence
Chitosane Aldrich 448869
Hexacyanoferrate de potassium Prolabo 26810.232
Hydroxide de potassium Merck 100778
Chlorure ferrique hexahydrate Merck Art.3943
1,1-diphényl -2-picril hydrazil (DPPH) Sigma D9132
Bromure de potassium Prolabo 26 706.185
Peroxodisulfate de potassium Fluka 60487
2,2'-azino-bis (3-éthylbenzothiazoline-6-acide sulfar@) (ABTS) Sigma A1888
6-hydroxy-2,5,7,8-tetraméthylchromane- acide 2-caybque (Trolox) Fluka 56510
Rouge Neutre Sigma N-2880
Phosphate de sodium monosodique Prolabo 28.011
Phosphate de sodium disodique Prolabo 28026.292
Phosphate de potassium Sigma P-3786
Sérum albumine bovine Sigma P0914
Acide bicinchoninique Sigma B9643
Tampon phosphate Dulbecco (BPS) Sigma D5652
Sérum de veau fcetal (SVF) Eurobio CVFSVF00-01
Méthylthiazolyldiphényl-tétrazolium bromide, Thidgbblue (MTT) Sigma M5655
Milieu d’Eagle Modifié par Dulbecco (DMEM) Sigma 286
Milieu de croissance cellulaire endothéliale (ECGM) ECACC 6091509
Chlorure de sodium Prolabo 27810.295
Hydroxyde de sodium Fluka 71690
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Tableau 12: solvants utilisés

Désignation Fabriquant Référence
Acétonitrile Carlo - Erba 412412
Ethanol Prolabo MC310653
Isopropanol Sigma 1-09516
Méthanol Carlo - Erba 525102
Acide trifluoroacétique (TFA) Sigma T-6508
Acide acétique Prolabo 20104.334
Diméthyl sulfoxyde Fluka 41650

Tableau 13 :substrats phénoliques utilisés

Désignation Fabriquant Référence
Acide férulique Aldrich 12,870-8
Férulate d'éthyle Aldrich 60020
Syringaldazine EGA-Chemie 17,753-9
HO;/,/O CZHSO;/,/O
H,CO OCH,
N —N
HO 7 N OH
OCHs OCHj, P
OH OH HsCO OCH,

Acide férulique (AF), Férulate d'éthyle (FE)

Syringaldazine

Figure 27 structures chimiques des substrats phénoligtieses au cours de I'étude
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ll. Oxydation enzymatique de composés phénoliques

[I.1. Purification partielle de la laccase devlyceliophtora thermophila

Afin d’éliminer les phénols simples et polymérisémtenus dans I'extrait enzymatique
qui lui conférent une coloration brune et les migsi et les protéines non enzymatique de
taille inférieure a 10 kDa, l'ultrafiltration so@gote a été utilisée a la température 4°C (Figure
28). Le systeme d'ultrafiltration utilisé est urellale Amicon-8200 de 20 mL équipée d’'une
membrane en acétate de cellulose de point de cewrurlO0 kDa (Sartorius-14539-63-G).
Avant de lancer la purification, la membrane estayee par immersion dans le mélange (eau

distillée, acétone 50/50) pendant 60 minutes.

Figure 28: systéme d'ultrafiltration Amicon-8200 pour élmer les phénols, les peptides et

les protéines de taille inférieure a 10 kDa présdans la solution brute de la laccase
I1.2. Caractérisation de la laccase purifiée

[1.2.1. Dosages protéiques par la méthode au ABC

Afin de déterminer la concentration en protéinemsdéiextrait enzymatique, la
méthode a I'acide bicinchoninique est utiliséeaédeé du Bio-Rad Protein Assay .kite choix
de cette méthode colorimétrique est di a sa graedsibilité (0,6 a 50 pg de protéines/mL).
Elle présente aussi I'avantage, contrairement aiteda méthodes, d’étre insensible a la
présence de composés phénoliques ou de polysabefiaBon principe se fonde sur le fait

que quatre résidus d’acides aminés (la cystéineydtine, le tryptophane et la tyrosine) sont
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capables de réagir avec les cationd"@n milieu basique en les réduisant ef.@es cations
monovalents, a leur tour, forment un complexe akaude bicinchoninique (ABC). Ce
complexe présente une coloration bleue pourpreaqume absorbance maximale a 562 nm
(Slocum et Deupree, 1991). Alors, plus la concdioinraen protéines dans I'échantillon
analysé est importante, plus les ions'Qeront réduits, plus de complexe sera formé et plu
grande sera l'absorbance dans la longueur d’ondiuée. La structure moléculaire de
I’ABC et la formation du complexe sont présentémssda Figure 29.

NaO,C CO,Na

N
a
.00C Q N N Q COO-
Protéine + gt ABC. cut
OH"; H,O
-00C Q N N Q COo-
b

Figure 29: structure de I'’ABC (a) et formation du compleXBC — Cu' (b)

Mode opératoire

A partir de la solution de sérum albumine bovinABfa 1 mg/mL, on prépare les
solutions a 0, 20, 40, 60, 80 et 10§ mL pour réaliser une gamme étalon. On prélevesalo
50 pl de chaque tube et on y ajoute 1 ml du réABIE. Ensuite, on procede a l'incubation
de ces mélanges en étuve a 37°C pendant 30 miés apioi la densité optique (DO) est
mesurée a la longueur d’'onde= 562 nm, pour enfin tracer la courbe Absorbancé =

(concentrations).
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Pour doser les protéines dans la solution enzyommtigute, on en prépare d’abord les
dilutions 1:50 et 1:100. Pour la dilution 1:50, mnéleve 20 uL de solution et on y ajoute 980
uL de tampon phosphate pH= 7,5. Pour la dilutid®Q; 10 pL sont prélevés et ajoutés a 990
puL de la méme solution tampon. Ensuite, on présvgL de chaque dilution et on y ajoute 1
mL du réactif BCA et on procéde a l'incubation panid 30 minutes en étuve a 37°C.
Finalement, on en mesure la densité optique (D®) &62 nm. La concentration protéique
est donc estimée & 'aide de la courbe d’étalonfaged,001 x, R= 0,9949).

[1.2.2. Mesure de I'activité enzymatique par speciophotométrie

Pour déterminer l'activité enzymatique, nous avoms en ceuvre la méthode basée
sur la détermination spectrophotométrique dansidible des produits de I'oxydation d’un
substrat phénolique (Mustafa et al,. 2005). Poutecexpérience, nous avons choisi la
syringaldazine (un substrat spécifique de la lagcésigure 30) (I) comme substrat donneur
d’électrons. Son oxydation par la laccase aboutiina tétraméthoxy-azo-bisméthylene-
quinone (I) dont I'absorbance maximale est a 58§le coefficient d'extinction molaire pour

le produit d’oxydatiores,s est de 65000 M crit). Le schéma de la réaction est le suivant :

HsCO OCHs
_-2H,-2¢
CH=N—N—CH—( % :\f T
%} Laccase CH=N=N CH:C%
OCHs

H3CO

Figure 30: oxydation de la syringaldazine par la laccase

Mode Opératoire

Dans une cuve de quartz, on place 2 mL du mélaasionnel qui se compose
- 400 pL de solution de syringaldazine 0,2 naidgoute dans I'éthanol)

- 1530 pL de solution tampon phosphate de sodid mM; 7,5).
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- La réaction est déclenchée par I'additionnailieu réactionnel de 70 pL de solution
enzymatique diluée au 1:50 dans du tampon phosphptés homogénéisation du milieu, la
cuve est aussitbt placée dans un spectrophotor8btneadzu UV-1605 et I'évolution de la

DO est enregistrée a 526 nm a 30°C par utilisation bain-marie pendant 15 min.

La vitesse initiale (v) est calculée par la mesigda pente initiale de la courbe donnant
I’évolution de I'absorbance (DO) en fonction du fmmEnsuite, elle est exprimée en uM de
produit d’oxydation /min/pg de protéine enzymatigureutilisant son coefficient d’extinction
molairees,e= 65000 M.crmi™. L'activité enzymatique spécifique est estiméemsdléquation

suivante (6) :

V (umol/min/u g de protéine) =
[V (DO/min) *10%/ [¢ 526 (65000)*quantité de protéine dans I'échamillpg)] Equation 6

Une unité enzymatique est définie comme la quadiddzyme nécessaire a I'oxydation de 1
UM de syringaldazine par minute (Mustataal, 2005).

[1.2.3. Electrophorése sur gel de polyacrylamide [8S-PAGE)

L’électrophorese utilise un gel de polyacrylamidgdment réticulé a travers lequel les
protéines dénaturées migrent selon leur poids rol@&e. Ce gel de polyacrylamide est
constitué d’'un meélange d'acrylamide (GHCH-CO-NH) qui polymérise en donnant des
chaines linéaires, et de bis-acrylamide $#&EH-CO-NH-CO-CH=CH) qui forme des ponts

entre les chaines.

Les protéines sont dénaturées en utilisant a k& doi détergent comme le dodécyl
sulfate de sodium (SDS : GHICH,)10-CH>-O-SQ;, Na') et un agent réducteur qui coupera
les ponts disulfures, comme flemercaptoéthanol. Le SDS, détergent anioniqueiesaux
régions hydrophobes de la molécule protéique praaog leur déroulement en chaines
polypeptidiques allongées. Chaque protéine fixgmamd nombre de molécules de détergent
chargées négativement qui masquent la charge gleti@ine et provoquent sa migration vers
I'électrode positive lorsqu’on appliqgue une tensibes protéines de méme taille tendent a se
comporter de facon identique tandis qu’un mélarayepiexe de protéines est donc fractionné
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en une série de bandes protéiques disposées par adedpoids moléculaire. Il existe une

relation linéaire entre le poids moléculaire edistance de migration relative des protéines.

Mode opératoire

Le gel d'électrophorése est constitué de deux gmartLaemmli, 1970) : un gel de
séparation a 10 % qui permet la migration des preséet un gel de concentration a 16%

acrylamide, permettant d’obtenir une migration hgeree des différentes protéines.

La création des puits de dépdt est réalisée ael'didn peigne, inséré dans le gel de

concentration avant la polymérisation de celui-ci.

La préparation des échantillons s’effectue de ¢arasuivante : a 10 uL d’échantillon
protéigue on ajoute 20 pL de solution dénaturab®e% SDS, 7,5 % béta-mercaptoéthanol,
0,25 M Tris HCI pH 6,8, 50 % d’eau, 50 % glycéral 1 % bromophénol bleu). Les
échantillons sont placés au bain marie a 96°C d&ramn avant d’effectuer des dépots de 10
uL dans chaque puits. L'électrophorése est réaksgs une intensité constante de 30 V
pendant 60 min et puis 180 V pendant 45 min. Aitade la migration, les fractions
protéiques sur les gels d’électrophorése sont@égéhu bleu de Coomassie R-250 (6 % dans
10 % d’acide acétique). Le marqueur utilisé, Marki12s’étend de 200 Da & 6 kDa.

[1.2.4. Mesure de la décoloration et élimination de phénols

Le suivi de la décoloration est effectué par mesigrdabsorbance a 420 nm contre un
témoin qui contient la solution enzymatique ingial.e pourcentage de décoloration est

calculé par rapport a la solution enzymatiqueaitgtselon I'’équation suivante (7).

% décoloration = 1 — [Dgo (laccase brute) / D (laccase purifiée)] * 100  Equation 7

Le choix de cette longueur d’onde est justifié lgaspectre d’absorption de la solution
enzymatique initiale de coloration brune. Ce ceitée suivi de la décoloration d’une solution

enzymatique a déja été utilisé par Smith (Smit@btgomery, 1985).
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11.3. Oxydation enzymatique de composés phénoliquesr la laccase

Cette expérience est effectuée dans le tampon patesple sodium au pH 7,5 et a la
température 30°C au volume de 50 mL dans un bétchenilieu réactionnel se compose de 5
mL de solution d’acide férulique ou d’éthyle fénald0 mM (de concentration finale 5 mM)
et 45 mL de tampon phosphate de sodium. La réaetiaymatique se déclenche quand la
laccase est ajoutée a 200 Ul pour 15 mL du mikactionnel (130 pL de laccase pour 50 mL
de milieu réactionnel). Un témoin sans enzyme perdee vérifier si les deux substrats

phénoliques subissent une oxydation chimique paydéne atmosphérique

La cinétique de la réaction est suivie pendantpahCLHP a différents intervalles par
prélevement d'échantillons de 1QQ de milieu réactionnel. La réaction est stoppée pa
addition de 90QuL de méthanol & 0,03 % de TFA (Lacki et Duvnjak9@p Les échantillons
sont filtrés avec soin avant d’étre analysés ad'ale membranes Ministar-CR (Cellulose

régénéree) (Sartorius, QJ& de porosité).
I1.4. Méthodes analytiques

[1.4.1. Chromatographie liquide haute performance CLHP) en phase inverse

Les différentes analyses au cours de ce travail réatisées sur une chaine de CLHP
de marque Shimadzu ; celle-ci est constituée damedits suivants : une colonne apolaire
(Lichrocart -Purospher RP 18, 250 x 4mmy§ (Merck), un injecteur automatique : SIL-10
ADvp, une pompe : LC-10 Ajk, un détecteur a barrettes de diodes UV/VIS : SPDAM vp
et un ordinateur avec logiciel d’acquisition ettcmtement des chromatogrammes : CLASS-
VP Ver.6, 1.

La phase mobile comporte deux solutions : la smuf\, eau ultra pure avec 0,03 %
de TFA et la solution B, mélange d’acétonitriledet solvant A / (80:20 ; v/v). La méthode
d’élution comporte un gradient de A et B avec ubitée 0,7 ml.mift; le volume d’injection
est de 50 uL et la détection est effectuée paralaybge entre 200 et 800 nm. Pour I'acide
férulique et I'éthyle férulate, les gradients di@ua sont précisés dans le

Tableau 14.
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Tableau 14: gradients d’élution pour I'analyse CLHP des salts phénoliques

L’acide férulique L’éthyle férulate
Temps (min) Solvant A Solvant B Temps (min) Solvant A Solvant B
0,01 95 5 0,01 95 5
15 60 40 10 20 80
20 40 60 20 20 80
35 20 80 25 0 100
50 95 5 35 95 5

Dosage du substrat mis en jeu

Les substrats étudiés ont été quantifies a leurimmar d’absorbation a l'aide de
gammes d’étalonnages obtenues dans les mémesiansdita courbe d’étalonnage pour
chaque substrat est réalisée avec des solutionsrentrations comprises entre 0 et 1 mM.
Les solutions sont préparées a partir de la solutiere de substrat phénolique (50 mM dans

du méthanol contenant 0,03 % de TFA).

Les coefficients de réponse (a) qui sont préseatdés le Tableau 15, sont calculés par
la mesure de la pente de la courbe donnant I'éeoluate I'aire du pic all maxen fonction de
la concentration. Généralement, I'aire des picsrarge linéairement avec la concentration
en substrat sur le domaine de concentrations ceegpmentre 0,1 et 0,5 mM. Toutes les

régressions linéaires ont un coefficient de coti@aR’ supérieur a 0,99.

Tableau 15: récapitulatif des étalonnages effectués au abeicette étude

Substrats phénoliques Amax (NM) a
Acide férulique 322 6,39E+07
Ethyle férulate 322 6,99E+07
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[1.4.2. Chromatographie liquide couplée a la spectsrmétrie de masse (CL-SM)

Les analyses SM sont réalisées a laide d'un speeiire de masse LTQ dont
I'analyseur est constitué d’'une trappe ioniquedired (ThermoElectron). L’acquisition et le

traitement des données sont obtenus grace audbdiekploitation Xcalibur version 2.0.

L’'analyse a été conduite en mode ESI positif daass donditions MS suivantes : le
voltage de spray est réglé a 6 kV, la températureagillaire est de 225°C, les débits de gaz
source (azote) pour le sheath gaz (nébulisatidadxilliary gas (focalisation), le sweep
(barriere) gas sont respectivement maintenus &48,(en unités arbitraires par minute) et
I'option sid (Source Induced Dissociation) de fragration dans la source est activée a une
valeur de 50 V.

Le systeme CLHP utilisé comporte une pompe gquaterigurveyor SM spécialement
concue pour les couplages CL-SM et un passeur atique d’échantillons Surveyor AS
(ThermoElectron). La colonne utilisée est une co®richroCART-Purospher RP18 de
dimension 250 mm * 4,6 mm et de granulométrie 5 (Mearck) dont la phase apolaire est
constituée de silice greffée par des chaines dlqpies de 18 atomes de carbone. La phase
mobile est composée des phases A (eau ultrapur®3 % de TFA) et B (phase A /
acétonitrile, 20 % / 80 %). Le débit est de 5 ui'mi le gradient binaire établi sur les 2 voies

est décrit dans le Tableau 16.

Tableau 16: gradient d’élution pour I'analyse CL-SM des pudd d’oxydation

Temps (min) Voie A Voie B
0 85 15
40 0 100
50 0 100
50.1 85 15
65 85 15
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I1.5. Parameétres Michaelis-Menton et spécificité disubstrat

Pour mieux comprendre linfluence des substrats npligues sur [Iactivité
enzymatique, les constantes cinétiques appardiatetyité maximale (\Vhay €t la constante
de Michaelis (k) ont été déterminées pour chaque substrat a jpiertia représentation de
Hanes-Woolf selon I'équation suivante (8):

[Slo/V = (1/Vmax) * [Sh + (Km/Vmax) Equation 8

[S]o: concentration initiale du substrat (1 a 5 mM),wtesse initiale de la réaction (UM
substrat consommé/min/ug de protéines). La vitesBale (v) est calculée par la mesure de
la pente initiale de la courbe donnant I'évolutia la concentration au substrat en fonction
du temps. La réaction enzymatique a lieu a 30°G tiatampon phosphate (50 mM, pH 7,5).
La spécificité du substrat (Vmax/Km) indique lagsénce catalytique de la laccase vis-a-vis
du substrat oxydé. La constante Km indique I'afinéenzymatique entre la laccase et le
substrat oxydé

[1.6. Extraction des produits d’oxydation

Apres 3h d’'oxydation enzymatique, le milieu réaatiel est évaporé par I'évaporateur
rotatif sous une pression base (Figure 31) afirssdieer I'oxydation compléte du substrat
phénolique et d’éviter 'augmentation du degré diymérisation.

Figure 31: évaporateur rotatif (Blichi R-205)
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Ensuite, pour éliminer le reste du milieu réactermvec les produits d’oxydation, nous
avons placé le milieu réactionnel dans le congéfapendant 24h ce qui est séché par le
lyophilisation pendant 48h. Enfin, les produits xd/dation sont stockés au dessiccateur

jusqu’a utilisation..
11.7. Mesure de la couleur des produits et du milia réactionnel

La mesure de couleur est effectuée en réflectavee la spectrocolorimétre Microflash
200D (Datacolor International, Montreuil) (Figur®)3 Le spectrocolorimétre Microflash
200D est équipé avec un systeme intégrée d’étalenriam calibrage de I'appareil est réalisé

avant chaque série d’analyses a 'aide de deuxiatdsa blanc et noir.

Figure 32: datacolor International Microflash 2078S

Les résultats sont exprimés dans I'espace couléticagd. Ce modele colorimétrique a
été introduit en 1976 par la Commission Internatiate I'Eclairage (CIE), il a pour but de
représenter la perception humaine de la couleurmdaiére précise. Dans ce modele
tridimensionnel, chaque couleur y est donc reptégempar trois parameétres L*, a*, et
b*(Lathasreeet al, 2004).

- L* (la clarté) : représente la quantité de lumidtanche réfléchie par le produit et
donc la variation d’'intensité lumineuse de la caul@lus ou moins sombre). Elle est
exprimée en pourcentage : de 0 % pour le noir &24@our le blanc.

- a* variant de 0 a +a*, et mesurant la variatioriadeouleur du gris au rouge ;

- a* variantde 0 a - a*, et mesurant la variatierlalcouleur du gris au vert ;
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- b* variant de 0 a +b*, et mesurant la variatioraleouleur du gris au jaune ;

- b*, variant de 0 a -b*, et mesurant la variationaleouleur du gris au bleu ;

Le systeme CIELab permet aussi de définir une coyar la saturation (Chroma, C¥*)
qui représente le degré de pureté et d’intensiti deinte. Selon le chroma, la couleur varie
entre opaque et transparente.

Mode opératoire

Pour suivre I'évolution de la couleur du milieu ¢céannel, 5 ml du milieu sont prélevés
et placés dans une boite de Pétri (diametre S5cm3uite les mesures sont effectuées
directement en placant le disque de l'appareil lauboite de Pétri. Trois mesures sont

réalisées par échantillon (1 flash par mesure).

Pour mesurer la couleur des produits d’oxydationdes chitosanes fonctionnalisés,
nous avons placé 100 mg dans un petit bécher etiréndss coordonnées L*, a*, et b*

directement a 'aide de I'appareil DataColor. Tmésures sont réalisées par échantillon.
lll. Fonctionnalisation enzymatique du chitosane

[11.1. Purification du chitosane natif

Afin d'éliminer les impuretés du chitosane brute usolution de concentration de
chitosane de 1 % (p/v@st préparée en dissolvant la poudre de chitosanmtedans une
solution d'acide chlorhydrique HCI (0,1 .NJa solution est filtrée sous vide. Le filtrat obden
est neutralisé par une solution de soude NaOH fUd¢ju'a un pH de 8. Le précipité obtenu
par neutralisation est lavé abondamment a I'edill@ispuis séché par lyophilisation. Enfin,
le chitosan