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Introduction générale

Le groupe Colas, une fil i al deaddéra mandiaoxdp e Bouy
|l a construction et de | 6entretien des infrastr
continents dans 55 pays. En 2020, 57.000 <coll a
de 72.000 chantiers par an a travers le monde. Cependan t 50% du chiffre d
groupe reste fran-ais. Le ciur de m®tier de Co
routiére ; doébautres activit®s de sp®cialit®s telle
| 6®t anch®it® et l e femplo®t earn r e L &aapliendidt ® “r olue
construction, I'entretien et la maintenance de routes, autoroutes, pistes d'aéroport, voiries
et aménagements urbains, voies de transport en commun (tramways, bus a haut niveau
de service), plateformes portuaires, industrielles, logistiques et commerciales, aires de
loisirs, pistes cyclables et aménagements environnementaux, a i n s une activieé de

sécurité signalisation routiere.

Il existe de nombreuses techniques pour construire ou entretenir une route,
techniques qui sont adapt®es ~ | denvironnement
Une route est compos®e de sables, de granul at s
chaud (environ 150°C) ou bienuneémul si on de bitume (30AC ~ 8O0AC
en est faite). Cblest sur | es ®mul sions de bitu

De nos jours, | es ®mulsions de bitume sont

le faconnage de nos chaussées. Celles-ci sont des émulsions directes (huile dans eau

o/ W) principal ement compos ®es de bitume et d
tensioactif cationique. Celui-c i est al or s " | 6interface entr
aqueuses. Les tensioactifs utilisés actuellement sont bien souvent des composés aminés

étiquetés comme toxiques et/ou écotoxiques. Il est donc important de rechercher a

remplacer ces composés par une gamme de produits moins dangereux et en meilleur

accord avec | 6envir onne medutranspdetret da stdckagge, undans |
accident pourrait °tre catastrophique pour | es

mais aussi principalement les nappes phréatigues.

Le candidat retenu pour remplacer les émulsifiants actuels est le chitosane, un
pol ysaccharide cationique dobéorigine naturelle
crustac®s. Le chitosane est en effet, | une de
qui apporte des amines. L'amine de ce polysaccharide, sur laquelle des chaines
hydr ophobes peuvent °tre greff®es pour g®n®rer
acide. Toutes ces caractéristiques en font une potentielle téte hydrophile cationique pour

un tensioactif non dangereux et respectueux de

27
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Cependant,lechi t osane nbdéest que tr s peu solubl

devient donc di fficile ) fonctionnali ser et

substitution suffisants pour avoir des émulsifiants compétitifs. Et effectivement, au-dela de
la solubilité, un tensioactif est rarement un polymére de DP élevée. Ainsi, la téte hydrophile
du tensioactif doit étre réduite pour pouvoir obtenir une balance hydrophile/lipophile

per mettant |l 6obtenti on déune ®mul si on di

dépolymériser ce polysaccharide pour obtenir des oligomeéres de faibles masses molaires
solubles directement dans | 6eau et dans
facilement fonctionnalisables. lls sont définis par certaines propriétés uniques telles que la
non toxicité et diverses activités biologiques encore meilleures que celles du chitosane de
haute masse molaire dbéo% | d6int®r°t qui I
Le premier chapitre est dédié a la présentation du contexte de cette étude. Dans

un premier t emps la fabrication, l Guti

émulsions de bitumess er ont tout dbéabord pr ®sent ®es.

COLAS et leurs principales caractéristiques seront abordés. Dans un second temps le
chitosane sera pr®sent® en se focalisant
ainsi que ses principales caractéristiques. Les oligoméres de chitosane (COS) et leurs

propri ®t ®s i nt®ressantes s er iisation d®@chivobaaeneede t

ses oligom res en tant qudé®mulsifiant se

Dans le chapitre 2, les différentes techniques de dépolymérisation du chitosane
seront présentées. En effet, les méthodes de dégradation de ce polymére sont
nombreuses et peuvent étre effectuées par voies chimique, enzymatique ou physique.
Suivant la technique utilisée, le clivage des liaisons peut étre plus ou moins controlé.

Certaines de ces techniques permettent la réduction des masses molaires alors que

déautres @m rdnemtmati dn dbéoligosaccharides.

certai

eur

sur

ra abo

Dans

oligom res de DP5 ° DP20 sont vVvi s®s. Cbobest

d®t ai |l |l ®e pour d®terminer | a m®t hode | a
par t i e tionde@OD parandésamination nitreuse sera exposée.

Par la suite, dans le chapitre 3, les différentes modifications chimiques réalisables
sur le chitosane seront présentées dans le but de sélectionner la méthode la plus adéquate
pour synthétiser des molécules amphiphiles. Des études modéles seront menées afin de
déterminer les conditions idéales de réactions. Celles-ci seront reproduites sur les
oligom res doéint®r°t en wutilisant diff ®t

Dans le chapitre 4, les caractéristiques physicochimiques des tensioactifs
synthétisés et sélectionnés seront déterminées. Pour cela, les concentrations micellaires
critiques (CMC) seront mesurées par tensiométrie. Les comportements des tensioactifs en

solution lors de la micellisation pourront étre évalués par diffusion de la lumiére, en mode

pl us
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Introduction générale

dynamique (DLS) pour la taille des micelles et statique (SLS) pour leurs formes. Toutes
ces analyses permettront de mettre en relation la structure et les propriétés des
tensioactifs. Enfin, ces tensioactifs seront utilisés pour mettre en émulsion une huile

mod | e afin doen ®valuer |l a stabilit® et

Quelques perspectives de ce travail, notamment sur de nouvelles structures a bloc

seront présentées dans le Chapitre 5.

Enfin, les conclusions et perspectives globales de cette étude seront exposeées.
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AKDZ O1 FORETABOOT A

. Généralités sur les émulsions

Une ®mul sion est par d®finition une dispers

dans un autre |iquide dans | equel il ndbest pas
T73-000) dbéboctobre 1995, il sbagit darsphasesy st me
liquides, constitu® dbébune phase | iquide contin
dispersée dans la premiere sous forme de fines gouttelettes?. (I sbagit dédune
g®n®r al e qui peut aussi bien sdédappliquer 7 1| a

Une émulsion est en fait un phénoméne thermodynamiquement instable ou
m®t astable puisqubil sbagit deéwn a®h@magaentfsordad
®mul sion ne sont pas miscibles et N | 6®t at n
distinctes. Ainsi, la mise en émulsion nécessite une action extérieure (souvent mécanique)
puis doé°tre stabilis®e par tleanspro®sceancde douun s&m
entre les deux liquides. La plupart des émulsions sont artificielles mais il existe tout de

méme des émulsions naturelles comme le lait ou les latex naturels (pavot, hévéa).

Les émulsions sont classées selon la nature de leur phase continue. Si celle-ci est
agueuse et que | a phase dispers®e est huil euse
pour huile dans eau (lipo/hydro). Inversement, lorsque la phase continue est huileuse et la
phase di sper s ®esiomastdieinseese ou H&. ®enfacgon plus complexe, on

retrouve des émulsions dont la phase dispersée est elle-méme une émulsion. Celles-ci

sont appelées émulsions doubles ou multiples (Figure 1).

. O

Phase dlspers
huileuse ’

. Phase dispersée ‘ o
5um Sum aqueuse b)

Figurel. Sch®mati sation a) doéune ®mul sion huile da

émulsion multiple
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On classe également les émulsions selon la taille de leurs particules. On peut donc
parler de microémulsions, nano-émulsions ou mini émulsions pour des tailles inférieures a

500 nm ou encore de macro-émulsions pour des émulsions plus grossieres. La dispersité

des tailles de particules est une cooalfeate®r i st i
émulsion de mono-di sperse | orsque | 6ensemble de ses pa
identique. A | 6inverse | orsque |l a distri-bution
disperse.

On la classe également selon la concentration en phase dispersée par rapport a la
phase continue. On peut dire qub udilege (@®68% si on e
m/v) ou concentrée (au-dela de 65-7 0 % m/ v ) . A partir dbdébune <cert a
déformation des gouttelettes est observée ce qui va modifier le comportement de

| 6®mul si on et sa rh®ol ogie. On parle alors dbé®

Enfin, les émulsions sont classées selon le type de tensioactif utilisé. On appelle
®mul sions de Pickering |l es ®mul si ons).Pourlease doé:
reste, la nature du tensioactif (cationique, anionique, non ionigue ou zwitterionique) donne

son nom °~ | 6®mul si on.

Il. Les émulsions bitumineuses

Une ®mul sion de bitume est constitu®e doun
retrouve le tensioactif ainsi gue certains additifs et doune p
peut étre modifié ou non par ajout de polymeéres spécifiques et/ou fluxant lui procurant de
nouvelles propri ®t ®s (viscosit®, ®praduits u®i t ® &) .
raffinage du pétrole. Il existe une infinité de bitumes différents, qui sont fonction des
raffineries, de la matiére premiéere, des procédés de raffinage utilisés. Cette dispersité

apporte un caract re doéautant plus compl exe

Déun poivrute chi storique, on retrouve des pren
bitumes dans le début du XX*™ si ~cl e mais coOest l e brevet nA:
anglais Hugh Alan Mackay et George Samuel Hay le 9 mai 1922 sur les émulsions de
bitume qui marque le point de départ de cette nouvelle génération de liant. En effet, avant
cela seulement des enrob®s ° chaud ou goudrons
do®mul si on qui a donn® s onCOLdASBplkall»?gRaolaispite, COLAS
|l a production augmente tr s vite en France <con
1935 et plus de 1 Mt en 1970'. A u j o enrFuécdy eniviron un quart du bitume routier
est consomm® sous f or me do®msonht&dilesamanipueree f f et |,
permettent de diminuer les températures de travail (de 150°C pour le bitume chaud a 20-

60°C pour une émulsion de bitume). Parmi les émulsions de bitume on retrouve
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principal ement | es ®mul si ons ecéagiravecries charges . El Il e
minérales des granulats et permettent ainsi une meilleure adhésion. Les émulsions
bitumineuses routiéres anioniques, elles, ont disparu en France mais sont toujours

présentes en Espagne et aux Etats-Unis par exemple. De plus, les émulsions de bitume

sont des émulsions directes si bien que leur viscosité est faible puisque la phase

dispersante est la phase aqueuse. Cela facilite donc le stockage et la manipulation.

[I.1. Les émulsions anioniques

Une émulsion est dite anionique lorsque le tensioactif utilisé est anionique. Elles
furent les premieres émulsions mises en place sur le marché. Les agents de surface les
plus wutilis®s sont | es savons dont-COOgetparti e |
partie lipophile une longue chaine carbonée linéaire. Certains bitumes contiennent des
acides gras pouvant se saponifier en milieu basique, on parle de bitumes auto

émulsifiables.

[I.2. Les émulsions cationiques

Les ®mul sions de bitume sont | a plupart du
adire wutilisant un tensioactif cationique. La
tensioactif activ® par un acide, g®mM®rdal e ment
| 6®mul si on totale), et selon | es spde®selsbi ci t ®s

des agents épaississants. Lors de la mise en émulsion, la partie lipophile du tensioactif va
sbadsorber sur | e bitume alors que | e groupeme

et le bitume (Figure 2).

Léavantage de cette m®t hode est que | a part
va interagir avec |l es charges min®rales du gr a

une bonne adhésion.
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Phase
aqueuse :

Eau + Tensio
actif

150°C | Moulin colloidale 40°C

— 1<pH<3

Queue hydrophobe Téte

' hydrophile
- |® 0 o0
[ ] .. @/ Emulsion directe :

huile dans eau

Figure2. Sch®ma simplifi® dbéune ®mul si on directe

[1.3. Propriétés des émulsions de bitume

Lanorme NFEN13808*d 6ao3%t 2013 d®finit | es caract®
gue |l es diff®rentes classes doé®mul disatomdansc at i on |
l a construction et | 6entretien de chauss®es ro
chaussées doit répondre aux exigences de cette norme.Celle-ci s 6 appl i que aux @

de bitumes purs, de bitumes fluxés ou fluidifiés et aux émulsions de bitumes modifiés par

des polym res comprenant ®galement | 6ajout de
de performance doivent °tre faits avant | a mi s:¢
qgue les tests les plus communs définis par cette norme sont présentés dans les

paragraphes suivants.

113.1)0 OT POET 01 O A3 OOACA
a) Stabilité au stockage
Une émulsionestt out ddéabord d®finie par sa stabildi
gue | 6®mul si on puisse °tre sdevtarpd@aturesantfef20 s a mme n
et 70°C pour répondre aux exigences commerciales et de réalisation des chantiers. Ce

concept recouvre en fait trois phénomeénes observables pour les émulsions de bitume
(Figure 3):

1 La décantation qui est un phénomene di a la gravité. Les particules se déplacent de

mani re verticale sous | 6action de | a pesante
®t ant plus |l ourd que | 6eau, on observe sa s®&d
T Lorsque |l es ©particules se rapprochent l es u

distance minimale, on parle de floculation qui est un phénoméne réversible par action
mécanique ou thermique.
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1 Un phénomene irréversible appelé coalescence au cours duquel les particules

f usi

Figure 3.

onnent et | 6®mul sion disparait
® 0 _0,4 e 0 _0,4
v* % e v* %"’
o.o SoE o.. A
e ©,° ® ®, °
¢ e o o o
‘e ‘e o
® . . [ ) . ()
. [ ] . e
0C .-. ¢ ® .l
‘et o, ° ‘et @y
= ® g ©, [ ] ‘..
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® .5 oo | [0 te’ss
. -.l..'.. .‘:’.%S.o.o
e ® o ’ob“l"ﬁ”%’g
| Emulsion | | Décantation ‘ | Floculation | | Coalescence |

Repr ®sentati on

sch®mati

gue

Elle peut étre ralentie en diminuant la taille des particules, en augmentant la

viscosité de la phase aqueuse ou en limitant les différences de densité entre les phases

(loi de Stokes). La stabilité au stockage est également favorisée par un faible pH, la
t® ®tant

mei | |

eur e

plus stabl e

adh

gue

®s i

| a

Vi

concentrati

obt

on

enue

en

concentration optimum pour chaque formulation de bitume. Il faut également prendre en

compte la stabilité au transport afin que celle-ci ne soit pas altérée sur les quelques

centaines

L a

de

Vi

Kil

SCOSi

om tres

quodel |

b) Viscosité

t ® de

6 ®mu |

e

S i

parcourt.

on

est

des troi s ®t
entre pH 3
tensioacti f
®gal ement un

doit pouvoir étre manipulée facilement tout en étant conforme aux spécifications en

vigueur. Elle doit étre a la fois fluide pour permettre les pompages et épandages et

suf fi

samment

Vi

squeuse

pour

ne

pas -c@é8.@aoul er
viscosité dépend de plusieurs parameétres tels que les viscosités respectives des phases

aqueuses et dispersées, la nature du tensioactif et sa concentration ou encore la
granulométrie et la teneur en bitume (Figure 4).
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La viscosit® de | 6®mul sion d®pend aussi f o
particulierement de la dispersité de la distribution. Plus il y a des gouttelettes de tailles
di ff®rentes au sei wnscobiéé sdradfabie ubn sffetples espgrds endre | a
les grosses gouttelettes sont occupés par les petites gouttelettes ce qui facilite
| 6®coul ement . A contrario, | 6empi |l ement est p |

faible et donc la viscosité est plus élevée.

c) Vitesse de rupture

La rupture est d®f i nie par | 6ensembl e des
processus irr®versible de coalescence soit
continue (Figure 5) . La vitesse de rupture de | 6 ®mul s
déapplications vis®es puisqgue | 6®mul sion doi't
de |liant. Ai nsi | 6®mul si on e stésdedracpnp@ition aux t vy

chimique mais aussi leur forme, taille et porosité.

.0..0 o. o,
Granulat = Granulat
Agglomération Floculation Coalescence Rupture
Figure5. Sch®ma des ®tapes de | a rupture dbébune ®



Chapitre1qd #1171 OA@OA AA 181 OOAA

d) Adhésivité
Enfin, | 6®mul salon®rneer dliobiaadh@as vit® du bitu
Généralement, les émulsions cationiques apportent une bonne adhésivité du liant sur les

granulats puisque le tensioactif cationique a des affinités avec leurs charges minérales.
Tests usuels

a.) Teneur en liah

La procédure EN 1428 prescrit une méthode pour la détermination de la teneur en

eau dans | es ®mul sions de bitume. Dans | a prat
apr s avoir fait |l e choix doéun b oazéotsopelentrant af i
| 6eau et | 6®mul si on. Le volume de distillat da

teneur en liant 3.

a) La granulométrie laser
La granulométrie laser se base sur la théorie de Fraunhofer pour les grandes tailles
et la théorie de Mie pour les particules inférieures a 10 um. La théorie de Fraunhofer décrit

| 6intensit® de l umi re diffract®e dobune part|
rayonnement et | 6angl e de diffraction d®pender
pr®par® | 6®chantillon (1 e diudewe dans uh aolvamti s per s e

appropri€), celui-ci est exposé a un rayonnement laser. Les détecteurs, des photodiodes
en silicium, vont numériser les intensités de lumiére aux différents angles. Un traitement
numérique prenant en compte les indices de réfractonet dbéabsorption des pa
gue | 6indice de r®fraction du milieu dispersa

moyens, la médiane, la dispersion et leurs surfaces spécifiques.

La granulom®trie conditionne | es foomueopri ®t €
constante on note doéi mportants changements au
taille des gouttelettes. La granulométrie dépend de plusieurs paramétres comme la nature

et la concentration en tensioactif mais encore de la température des différentes phases et

de |l a vitesse de <cisaill ement l ors de | a mise
d®pendent ®gal ement du pH de |l a phase aqueuse
|l 6interface entre | a phase aquemensen efeet surl a pha
|l 6interaction entre | 6®mul sion et | es granul at

b) +A&d302aA0S LI N GSYLJA RQSO2dzt S
La viscosit® par t e mp scarac@®er e cdmpomemertt dep e r me t
I'émulsion apres répandage ou pendant le mélange avec les granulats. Selon les
procédures EN 12846 et EN 16345, |l e temps do®coul ement
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d6®mul si on est d®ter mi n® da&0et85iCrrespe@ivemgni, @ nt nor

travers un orifice de 2 ou 4 mm 8.

c) Indice de rupture
Cette m®t hode de caract®risation per met de
par | 6®t ude de son comportement au contact d
comportement d e-a-vis @& ngrahukats etndu sables est ainsi évalué et
| 6®mul si on peut °tre classifi®e (rupture | ente

En pratique, des fines particules de référence sont ajoutées a une vitesse constante

(entre 0,25 a 0,459/ s) " une masse connue do6®mul sion s
m®cani que. Apr s avoir ajout® une certaine mas
Cette masse pier meitr eldtoebrheemt | 6indice de ruptur

rupture lente, plus stable, ont tendance a avoir une masse de particules fines importante,
alors que Il es ECR ou ®mul sions ° rupture rapide

rompt plus rapidement.

d) Résidus sur tamis

Le tamisage des émulsions est réalisé selon la procédure EN 1429 par la mesure

de |l a quantit® do6®mul si on retenue sur Odkkes t ami
0,16 mm) 3. Léanalyse apr s n jours es tastaojité hue ment e
stockage.

Les méthodes décrites ci-dessus sont utilisées couramment dans la caractérisation
d6®mul si ons de bitumes mais il en existe dbéaut
mesur e de |l a teneur en d i Bement 4 861C ow énboreild e | | e

tendance a la décantation 3.
[1.4. Fabrication des émulsions
Préparation de la phase aqueuse

La phase aqueuse peut étre fabriquée de maniére continue ou discontinue soit sous
forme diluée soit sous forme concentrée. La fabrication en mode discontinu consiste a
préparerlaphaseaqgueuse dans des cuves de pr®paration
des additifs. La phase aqueuse est ensuite introduite dans le dispositif @mulsionneur. En

mode continu, la phase aqueuse est préparée et introduite dans le dispositif en continu.

Dansl e cas doébune ®mul sion concentr ®e, t ous | es
| 6eau sera ajout®e ~ la fin. La temp®rature de
50°C.
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11.4. 2) Préparation du liant bitumineux

La phase bitumineuse peut étre constituée soitde bi t ume pur, soit dou
bitume modifié par des polyméres (poly(styrene/butadiéne) (SB),
poly(styréne/butadiéne/styrene) (SBS)) éventuellement sous forme de latex, en présence
ou non dobéadditifs suppl ®mentaires de | 6ordre
température de la phase bitumineuse doit étre telle que la viscosité de cette phase anhydre
soit de | 6or dsetonldduretd @6 bitumes a e témpérature entre 140°C
et 170°C.

11.4. 3) Mise en émulsion

Il existe plusieurs techniques pour la mise en émulsion de bitume en continu.
LO®mul si on peut °tre cr ®®e par enrichi ssemen
émulsionnante,par action de moulins collopudaux ou enc
utilisant la vitesse et la pression des constituants. Il existe différents moulins colloidaux
caract®ri s®s par exemple par | a pr®semaoe doédun
et leur vitesse de rotation. Ces parameétres influent directement sur la granulométrie de
| 6®mul si on. Les moulins permettent de travail!/l

températures comprises entre 70 et 80°C (Figure 6).

S

e Emulsion Stator

Figure 6. Sch®ma doéun moulin coll opudal et photogr

[1.5. Utilisation des émulsions de bitumes

Les ®mul sions de bitume sont principal ement
En effet, sous |l 6acti on du trafic et des i n
dégradations plus ou moins importantes pouvant engendrer des dangers pour les

utilisateurs. | | faut savoir que |l orsquodéon parle de |0
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nombre de poids | ourds <circul ant sur l a rout e,

les dégradations. Les dégradations peuvent étre classées en trois catégories (Annexe 1).
Dégradations géométriques

Parmi les dégradations géométriques, on retrouve les flaches qui sont des
dépressions de forme arrondie dues a un défaut localisé de portance du sol, de qualité ou
do®pai sseur des mat ®r i aux. Les affaissements d
on observe des déformations trés prononcées et trés étendues sur le coté de la chaussée.
lIs sont causés par un sous-dimensionnement, & une construction localement défectueuse
ou -~ une pollution du corps de chauss®e. L6o
per manentes longitudinales sous | 6effet dobéun t
Enfin, les nids de poules, bien connus des utilisateurs, sont des trous irréguliers causés
par le départ de matériaux. lls sont dus a une faiblesse localisée causée par un défaut de

fabrication ou dbéapplication de | 6enrob®.
Dégradation de surface

On parle de pelade | or s gu bécouchederailementpar!| 6arr a
plaques sur la totalité de son épaisseur. Cette déformation est causée par un probleme au

ni veau du coll age. Le plumage correspond au d¢
appara’t dans | e cas doun evemla granalat dlesoitadiie®s i vi t «
incompatibilit® soit " de mauvaises conditions
utili s®e) . Le ressuage se traduit par une remo
différences de couleurs sur la route. Cel a peut venir soit de | 6ut |
granulats ou de | 6utilisation en exc s de | ian
par une faible adh®rence est caus® par | busure
des granulatsoual 6 exc s de | iant. 1 se traduit par U
surface.

Discontinuités physiques

Les fissures |l ongitudinales apparaissent, c
de circulation des véhicules et sont causées par la fatigue de la chaussée. Cette fatigue
est souvent due ©° une ®paisseur insuffisante d
fissures transversales sont perpendiculaires a la route et sont la conséquence de fissures
situées dans les couches inférieures. Lorsque des ramifications sous forme de mailles sont
observées, on parle plutét de faiengage. Enfin, on peut observer des joints défectueux qui

sont |l a traduction dbébune mauvaise jonction ent
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Il existe quatre domaines princi paux dobéapplication des ®mul
routiére : les graves-émulsions, les couches de bases ou fondations recyclées en place a
| 6®mul si on, |l es couches de roul ement en b®t on
roulement de tres faible épaisseur comme les enduits superficiels ou les enrobés coulés a
froid et couches dbéaccrochages. La couche de
partie de |l a route mais elle doit assurer | 0®t
a-vis des véhicules , la résistance aux déformations et dégradations de surface (Figure
7). Une émulsion de bitume est généralement composée de 60, 65 ou 69% de bitume. La
composition de | 6®mul sion d®pendra de | 6applic

Couche de roulement

4
/

Couche de base
Couche de fondation

Sol support

Figure7. Sch®ma de | a composition dodébune rout e

11.6. 1) Les gravegmulsions

I'l sbéagit ddéun m®l ange de gravillons de t ai
et do®mul si on de Dbitume. Ell e est obtenue par
rupture lente control®e au sein doéune grave puis par mal a
contact des granul at s, | 6®mul sion se rompt et
pl us grande sur f aadielesfmes etiefkablg. Cada,fornte dlersun mastic
plast i que tr s riche en |liant apr s mal axage ce
gros gravillons. Cette technique prodigue au
compactage et permet également un stockage en tas pendant plusieurs jours voire
semaines. Les graves-émulsions peuvent étre utilisées pour tous les travaux routiers

existants allant de | a constrRgare8.on neuve aux
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P A W

* fondation .- -

Figure8. Schéma@dlune r out e en-musibonenue par grave

I1.6. 2) Les enduits superficiels

Un enduit superficiel est une couche de roulement de faible épaisseur constituée
de couches superpos®es doéune ®muSes principaless e bi t u
applications sont | 6i mper mPabilisati on de | a
chauss®e ou | e traitement ddébune chauss®e neuve
enduit superficiel dépend donc des granulats, ils doivent posséder une granularité peu

étalée, une angularité contrdlée et leur propreté est également trés importante puisque la

pr®sence dobéargile est ~° prohiber. 1 d®pend ®
formulation sera choisie de maniére appropriée en fonction du profil de la chaussée et la

nature du support, de | denvironnement, du cli
débex®cution des travaux. G®n®ral ement, pour | e
au sein de | d6®mul si on e st nediscosiestffisanté los dede | ui
| 6®pandage sur des pentes par exempl e. (I s 0 ac

circulation doit étre rétablie le plus vite possible aprés application. Pour appliquer un enduit
superficiel, la chawy®P®e awanhtdaddlyor®pmaedre | 6C¢
les gravillons sont répandus de maniére réguliére avant de terminer par le compactage de

|l 6enduit ° | 6aide dbébun compacteur
11.6. 3) Les enrobés coulés a froid

Un enrob® coul ® ~ fr oi diiligatio@ de)grarelatt demoehe act ®r i
massive identiques a ceux utilisés pour les enrobés a chaud ayant une granularité
supérieure a 6 mm. Souvent, les émulsions pour ces enrobés sont enrichies par ajout de
polym res ou doé®mul si ons depodrledeaduits supegficidlsa m° me
les émulsions sont formulées pour étre a rupture rapide pour une réouverture rapide de la
circulation. 85 " 90% déun ECF est constitu® d
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afin de faciliter leur enrobage. Du ciment ou de la chaux (1%) sont souvent ajoutés pour

r®gler | a vitesse de rupture. En ce qui concer
uni que qui va fabriquer | 6ECF en m®Il angeant tc
chaussée. Ce type de technique e st pr®coni s® pour |l 6entretien
chauss®es routi res et autorouti res mais auss

ECF poss dent de nombreux avantages puisquoil
mince, que le bruitderou | ement est mod®r ® et qubéil ndy a pr
ce qui di minue |l a g°ne pour |l es usagers. 1 s

économique.
"i OT'1T AEOOI ETAOC® U 16ii 01 OETI

(! sbagit dbébun enrob® ~ | 6®quudstsdestn@ alaon ou
r®al i sation de couches de roulement dans | eque
couche de | iant. Le b®ton bitumineux ~ | 06®mul s
déun mal axeur selon un pr oc Gd®finessgdchesailest Pour
n®cessaire doébutiliser au pr®al able une couche
utilisés en entretien particulierement pour le renforcement de chaussées déformées. lls
sont intéressants pour les routes dans les tunnels pui squdi | s sont assez

améliore la visibilité des usagers. De plus ils ne générent pas de fumée, ils sont donc sans

géne pour les applicateurs.

Comme précisé dans les paragraphes précédents, les émulsions de bitume
actuelles font usuellement état de  6utilisation de tensioac
paragraphe suivant, des généralités sur les tensioactifs cationiques seront énoncées et

accompagn®es dbéexemples de tensioactifs wutilis

a7
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Les tensioactifs ou agents de surface, son;

naturelle ou synthétique constituées de deux parties ayant des propriétés différentes et
opposées. On retrouve dans les tensioactifs une partie hydrophile (téte polaire) et une
partie hydrophobe (queue apolaire). Ceux-ci possédent de nombreuses propriétés

intéressantes comme un pouvoir suspensif, détergent, moussant, émulsionnant, mouillant

N

O

ou encore dispersant. Déautres propras®@nh ®s sp

fonction de | 6application demand®e. slsdom

guatre grandes familles:
0 Les tensioactifs anionigues
0 Les tensioactifs cationiques
0 Les tensioactifs zwitterioniques (amphotéres)

0 Les tensioactifs non ioniques.

tensi

Pour qudune ®mul sion soit stable dans | e

tensioactif. Dans la plupart des cas pour les émulsions de bitume, des tensioactifs
cationiques sont utili s®s. (! s 0 a gténsigactifs
s 6 isaninen solution aqueuse pour fournir des ions organiques chargés positivement et
responsabl es de I» daxdquened ®d ed el Gs®muflascief i a
chaine carbonée plus ou moins grande, est lipophile alors que la « téte » plus polaire,
composée du groupe réactif, est a caractére hydrophile. Pour des raisons de
confidentialité, il est tres difficile de connaitre les structures des tensioactifs utilisés dans
l es formulations doéSRelMudmsilboas seet ibont udies
routiére de bitume (SFERB)?, les agents de surface cationiques sont principalement des
composés aminés, amines primaire, secondaire ou tertiaire, diamines, polyamines,

ammonium, amido-amines etc.

Depuis quelques années, de nombreuses entreprises se sont attelées au
développement de tensioactifs plus ou moins issus de la biomasse. Parmi ceux-ci, on
retrouve les tensioactifs a base de glycine bétaine 4, de lignine, de protéines, de
sophorolipides®, de sucresetc®. Ces tensioactifs peuvent
16640 qui définit la teneur en élément biosourcé (Tableau 1). Dans cette norme, la

biomasse est quantifiée par la mesure du carbone 14 biosourcé par rapport au nombre

el on

®

nt, co

fabri

°tre

C
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total de carbone, et ainsi 4 grandes familles de tensioactifs peuvent étre définies selon le

tableau suivant.

Classe de tensioactif X% 4C biosourcé (m/m)
Totalement biosourcée X 95
Majoritairement biosourcé 95 X 50
Minoritairement biosourcé 50 X 5
Non biosourcé X 5

Tableaul. Classe des tensioactifs en fonction du pourcentag&deiosourcé

Le seuil des 50% est important car il définit le pourcentage minimum acceptable
par le consommateur pour parler de biosourcé. La norme prend également en compte la
fonctionnalité e t | 0 e dufprioduitipar rap@rt aux tensioactifs petrosourcés. En effet,
s 6 i Imetfreecing fois plus de matiére pour avoir des propriétés émulsifiantes suffisantes,
cela ne sert ° rien doutiliser des tensioactif

1. Structure générale des tensioactifs de COLAS

Tout d,dl esbcormuque la partie lipophile de ces tensioactifs est composée de
TOFA (Tall Oil Fatty Acids) qui constitue, en général, le squelette hydrocarboné des

tensioactifs développés par COLAS. I | se pr ®s ent e Igwdedsquew jadine-r me d 6
noir et odorant obtenu en tant que sous-produit du procédé kraftdans | 6i ndustri e p
Généralement extrait de la pulpe de pin, il est constitu® dobéun m®I| an

principalement a chaines C18 avec des insaturations : environ 4 0 %cided diéique (1
insaturation), 30% de linoléique (2 insaturations) et 1 0 % U-ihdlénique (3 insaturations)
(Figure9) . Sa composition, i . e. |l a proportion de <cha
dépend de la ressource et reste difficile a connaitre étant données les structures tres proches
de chacun des acides. Le TOFA peut également contenir une proportion faible (< 10%)

débautres compos®s comme de | dacide abi ®tique ou

49
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o Acide a-linolénique

0 Acide linoléique -CH;

HOM% -(CHZ)"-
HO o 1

-(CH=CH),-

cocl,

e [ A )U Wl

2 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm

Figure 9. Spectre RMNH du TOFA dans CDGl

Comme cela a été précédemment expliqué, les structures des tensioactifs utilisés
par COLAS sont confidentielles. l'l's sont g®n®r
constitu®e de TOFA et doéune t°te hydrophile an

secondaires ou tertiaires, diamines, polyamines, ammonium, amido-amines, imidazole,

et c. Les tensioactifs usuels amin®s se caract
de mati re active et surtout par | eur indice d
en grc/Qémuisifiant) - A f irathedldus ptioictures, deux des tensioactifs communément

utilisés chez COLAS ont été parallélement caractérisés.

V. Exemples de tensioactifs utilisés par COLAS

IV.1. Tensioactif A (TOFA- Diméthylaminopropylamine)

En comparant le spectre RMN H du tensioactif A a celui du TOFA (Figure 10), on
observe | 6appariti onO gpbmm (protons $19) corre8pprizlant a des protons
méthyliques(CHs) dodéune ami ne t er ppmaorresgondant a unenfongtionc ~ 7, C
ami de. Ce qui per met de conclure que | a t°te
amido-amine. La combinaison des analyses spectroscopiques a une analyse de
spectrométrie de masse a permis de remonter a la structure de | 6 ®mul si fi ant f

donnée ci-dessous.
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Ny |
NH
N

70 65 60 55 50 45 40 35 3.0 25 20 15 1.0 ppm

Figure 10. Spectre RMNH du tensioactif Alans CDC{

IV.2. Tensioactif B (mélange du composé A et de TOFA
imidazoline)

Le tensioactif B est un mélange du composé A et doéune feordre pirmisdad 2z
fournisseur. Cette structure a pu étre confirmée par RMN 'H et spectrométrie de masse
(Figure 11).
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Figure 11. Spectre de massk tensioactiB

Dans les deux structures présentées ci-dessus, A et B, on retrouve dans la téte
hydrophile plusieurs amines capables de se protonner en milieu acide. Lors de la mise en
émulsion du bitume, les molécules tensioactives ainsi chargéesp os i t i v elsorbent s 6 a
l 6interéaceabétuma/ t°te polaire dé@&oOBA) I 6eau
orient ®e vers | e bitume. 1 se forme ainsi de
chargée positivement,c e qui st abi | irépasioh ée@Gnustiatigsd. lea muptyrea r
des émulsions se fait soit par une réaction de neutralisation sur les matériaux

électropositifs (basalte, calcaireé ) soit par une attraction sur les matériaux électronégatifs

(sil ex, granité) . o06euse ne@ralisation entranend & farmationale t i
carbonates ou de silicates déammonium qui appo
En cons®quence, plus il y a doéamines dans | e

seront importantes.

Les amines qui constituent la téte polaire des tensioactifs utilisés a présent sont
g®n ®r al ement corrosives, toxiques et dangereus
s6affranchir de ces dangers est todiquesltebesquea ub st i t
celles portées par le chitosane, définit ci-dessous. Le TOFA pourra étre utilisé en tant que
partie hydrophobe pour substituer une partie des amines du chitosane tout en conservant

des amines |l ibres pour | es propri ®t ®s dbéadh®si
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|. Préparation
|.1. Extraction de la chitine

Le chitosane est un pol y sxglucosamingetNeacéyb nst i t u
b-D-glucosamine r el i ®e s par une I i ai skKgure 1) Vilcestsi di q u €
principalement obtenu a partir de la modification chimique de la chitine qui est avec la
cellulose, le polymére naturel le plus abondant sur Terre. La chitine comme produit
commercial représente cependant une production encore faible comparée a la cellulose :

2 000 a 3 000 tonnes par an, dont 60-70 % sert a produire le chitosane contre 100 a 200
millions de tonnes pour la cellulose. Le prix de vente du chitosane varie entre 20 et 10 000

euros le kilogramme en fonction de ses caractéristiques (masse molaire et degré

doac®tylation et puret®’.notamment | i®e ~ son o
. o - -
NH,
™o ° HO ““0"/
HO 10 o
NH
! OH
Hsc’/\\“‘\“o
B DA 100-DA

Figure 12. Structure du chitosane ou de la chitine

La chitine est principalement extraite des cuticules de crabes ou de crevettes et de
| 6endosquel ette des c®phal opodes tels gue | ec
®gal ement provenir dobal gues, de | evur &&e de | ¢
chitosane est un d®riv® proche de -désacétgléej t i ne p
méme si la désacétylation est rarement compléte. La principale source de chitosane
vendue sur le marché résulte de la désacétylation de la chitine présente dans les
crustac®s. Pl us r®cemment , | 6extraction de ch

développée.

Lébextraction de |l a chitine est r®alis®e en
matiére premiére provenant des arthropodes ou céphalopodes contient également des

sels minéraux (carbonate de calcium principalement), des lipides, des protéines et des
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pigments . Dans une premi re ®tape, | 6aj out doaci
d®mi n®r alisation. Ensuite, un traitement basi q
| 6®l i mi nati on des prot ®i nes. skEmfcien,d 6laag el ist iornxe
tesque | e permanganate de potassium ou peroxyde
pigments résiduels tels que les caroténoides ’. Toutes ces modifications sont susceptibles

de d®grader | a chitine. C 0 e skilogranume degcarapaceso n e st i

fraiches environ 25 grammes de chitine séche sont obtenus.
|.2. Déacétylation de la chitine

Le chitosane est obtenu par déacétylation de la chitine ainsi extraite. Le degré
déoac®tyl ation (DA) qui repr®sente |l a proportio
motifs total constitue la principale différence entre la chitine et le chitosane. Parmi les
diverses méthodes de déacétylation utilisées industriellement, la plus courante met en jeu
| 6 hoyyder de sodium. Le DA obtenu dépend de la concentration de soude, de la
température et du temps de réaction. La dégradation des chaines du polymére est
observée quand la concentration en NaOH augmente. Aux basses concentrations en
NaOH, la déacétylation procéde lentement. Le degré de déacétylation peut étre augmenté
avec le temps de réaction. Celui-ci entraine une croissance des rendements de
déac®t yl ati on, mai s ®g al e npolpsacchhrideh $etbn le hoynlsre de | a
de fois 0% ce traitement est r®p®t® desent degr ®s
atteints”1°, La d®ac®tyl ation peut sobdeffectuer en mi
déohydrolyser |l a |iaison amide. Cependant , la r
dé®viter au royaedelaahaine poyméredLa chitine est donc traitée pendant
0,5 a 10 h par des solutions de soude trés concentrées (30-50 w%) a des températures
comprisesentre 80°Cet140AC. Le degr® dbéac®tyl ation obtenu
que le traitement est effectué. Généralement, les DA sont compris entre 5 et 30 %. Une
dépolymérisation limitée se produit lors du traitement alcalin. Celle-ci dépend, de la
température, du temps de réaction et de la quantité de soude utilisée pour la déacétylation.

On estime que la production de 1 kg de chitosane de DA=30 % obtenu a partir de cuticules
de crevettes requiert 6,3 kg de HCI, 1,8 kg de NaOH et 1,4 m3®d 6 eta u

La réacétylation contrélée du chitosane est également envisageable pour des
applications particuliéres. Celle-ci se réalise en milieu eau/alcool et met en jeu le chitosane
et | dankhtigder i de ac
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Il. Caractérisations du chitosane
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La présence des motifs N-acétyl-glucosamine dans le chitosane entraine un grand
effet sur de nombreuses propriétés du polymére comme la solubilité, le gonflement dans
| 6eau et adamitée du cbitdsRreger Déterminer le degré de déacétylation est par
conséquent essentiel. La RMN du proton est actuellement la méthode la plus utilisée 12 13,

Ell e ne n®cessite aucun ®t al onna gsdeehitosgne r me t

G®n®r al ement , | es ®chantill ons de chitosane

débune goutte doaci dlebaoccdmdee ncthri®er htydlr i que .

obtenu entr e 70 et 80AC dans | e but déobserv

masqués par le D.O a température ambiante (Figure 13). Par la suite, il existe plusieurs
méthodes de calcul. La premiére méthode consiste a comparer la résonance des protons
des groupes méthyle (H7) avec celle des protons du cycle (H2-H6), située entre 3 et 4 ppm

(Figure 13). Les intégrales de ces signaux sont alors reliées au DA de la fagon suivante :
(1) Oob

Il est également possible de calculer le DA en utilisant les aires des protons

anomeres des unités acétylées et non acétylées entre 4,7 et 5 ppm.

2) o6p ——

HOD

2,3,4,5,6

TMS

_— e pm

Figurel3Spectre RMN 1H ddédun chitosane natif
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Enfin, il est envisageable de mesurer le DA en spectroscopie infrarouge en
calcul ant des rapports doalt(Aneexe2led6shgoau®nicant
cette m®t hode est que pour °tre pr®cis | 6®chan

rarement le cas avec le chitosane.
[1.2. Mesure des masses molaires

La seconde caractéristique importante est la masse molaire, en masse ou en
nombre ainsi que sa dispersité. La masse molaire dépend du procédé de fabrication, celui-
ci pouvant conduire & des dépolymérisations. Les masses molaires dépendent du type
d 6 a p tioh désirée puisque la masse molaire affecte la solubilité ainsi que les propriétés
rhéologiques du chitosane.

La chromatographie par perméation de gel (GPC), également appelée
chromatographie d'exclusion stérique (SEC) ou chromatographie par filtration sur gel
(GFC), est une technigue chromatographique liquide spécialement dédiée aux polymeres
et macr omol ®cul es. Les polym res contenus dan
selon leurs tailles, autrement dit selon leurs masses molaires aprés passage a travers une
ou plusieurs colonnes dont |l a phase stationnai
cas doébune GPC en phase aqueuse, d®hydraBadublés | a car
comme le chitosane, la phase stationnaire de ce type de colonnes est une matrice de
polyméres, un mélange de polyéthyléne glycol et de polyéthylene oxyde (PEG/PEO).
Plusieurs méthodes ont été décrites dans la littérature avec des colonnes de différents
fournisseurs étalonnés avec des standards de pullulan de différentes masses molaires.
Vasilieva et al.»4 décrivent| 6 a n ad chitesane en utilisant une solution tampon de NacCl
a 0,1 mollL avec 0,01 % dobéaci de trifl uor o aitHkrishnap eteal™®al or s
d®crivent |l Gumpdnm sacti®oat @dbenh Bwaide ac®tique.
déoligom res de chitosane, il est n®cessaire o

pour de faibles masses mol aires afin déavoir d

Les masses molaires du chitosane sont également souvent déterminées par
viscosimétrie capillaire.Lor squéun polym re est mis en soluti
sa viscosit® intrins que ~ | 6aide de viscosimt
qui dépend du solvantet de | a temp®rature, est reli®e " ¢
Mark-Houwink-Sakurada (MHS) ¢ :

3) [d] = °K x M

Il s'agit d'une relation semi-empirique. Les coefficients K et a varient avec le couple
(solvant/polymeére) considéré et la température de la solution. Dans la littérature, on

retrouve des tables répertoriant les valeurs des coefficients pour chaque couple. Les
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nombreuses valeurs de K et a fournies par la littérature 17 ° témoignent de la difficulté a

établir une relation universelle pour le chitosane. En effet, les sources de chitosane sont

trés variables ( mar i ne, insect e, champignon) et | es
pendant la déacétylation sont souvent différents ce qui fait que des chitosanes de méme

DA et masses molaires nodauront pas forcement
les coefficients disponibles dans la littérature ne sont pas toujours applicables. Il faudrait

donc se placer dans les mémes conditions que celles décrites dans la littérature pour avoir
guelque chose de comparable, ce qui revient a utiliser les mémes échantillons de
chitosane. On peut donc estimer que les masses molaires obtenues par viscosimétrie sont

trés approximatives.

1. Propriétés
I11.1. Solubilité

Le chitosaneest | 6un des rares poly®l ectrolytes

acide, il se comporte comme un polycation a forte densité de charges. Son comportement

est d®crit par: |1 6®quilibre suivant
e 7] HO
4‘--0‘ '-’-‘O\
o} Hs0" 0
e — W 0.
NH,*
HO NH, HO .
L dn - -

Schémd. Comportement du chitosaea milieu acide

Le chitosane est une base faible de pKa compris entre 6,3 et 6,7 1. Les

nombreuses liaisons hydrogénes entre ses différentes fonctions sous sa forme amine sont

responsables de son insolubilit® dans | 6eau.

fonctions amine présentes sur la macromolécule, implique la destruction de ce réseau et

la solvatation de la chaine.

La solubilité du chitosane varie en fonction de sa masse molaire mais également

en fonction de son DA. En effet, plus le chitosane est acétylé, plus la gamme de pH dans

|l equel il reste s olanbréune seligbilité @ytounphdlest néeessaira dodat t

déavoir un DA sup®rieur - 50 %. Cependant ,
impossible du fait des liaisons hydrogéne. Il est nécessaire de solubiliser le chitosane en
milieu acide etH p@adugméntpent ilte j msqud™ attei
6,5).
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[11.2. Viscosité

Un autre paramétre qui concerne le comportement du chitosane en solution est sa
viscosité. Celle-ci est liee a la conformation des chaines macromoléculaires en solution.
Elle dépend principalement du DA et du pH qui déterminent la densité de charges sur le
polymére. Une forte densité de charge implique une conformation des macromolécules
trés étendue et donc une viscosité plus importante. Au contraire, un polymére peu chargé
sera sous forme de pelote statistique et est caractérisé par une faible viscosité. La viscosité
est également fonction des masses molaires du chitosane et de la concentration de la
solution °. De maniere générale, il est difficile de concentrer des chitosanes de hautes
masses molaires (>150.000 g/mol) a plus de 1% (w/v) en solution acide sans obtenir un

gel.

[11.3. Propriétés biologiques

Le chitosane est biod®gradabl e. Sa d®gradat

et se fait essentiellement par une enzyme non spécifique, la lysozyme 8. Les produits de
d®gradati on sont des oligom res ac®tyl ®s
utilisés dans divers processus biochimiques *°.

Les tensioactifs utilisés dans les émulsions de bitume ne sont que trés rarement
dbéor i gi n dedadhitosaneris, est ua polymere naturel, biorésorbable, biodégradable
et renouvelable. Sa non toxicité est illustrée par une dose limite administrable de 17 g/kg
par jour 7. Ces caractéristiques en font un matériau répondant a la demande croissante de
matiéres premiéeres issues de la biomasse et non du pétrole. Il a un grand potentiel dans
le domaine biomédical notamment en médecine régénératrice ou pour la vectorisation de
médicaments 2°. Son hémocompatibilité permet des applications en tant que revétement

déobjets mis en c olintwe également des dpmicatiors mans les

cosm®tiques, | 6agri cul t uoutefoisesd corlsenmationadste gusne n t

importante en tant que complément alimentaire pour ses vertus amincissantes ou coupe-

faim.
[11.4. Les chitooligosaccharides (COS)

Les chitooligosaccharides (COS) recoivent un intérét grandissant depuis plusieurs
années avec des applications diverses principalement dans le domaine biomédical. Les
COS sont souvent définis comme des chitosanes avec un degré de polymérisation (DP)
inférieur a 20 2!, c'est-a-dire avec des masses molaires moyennes inférieures a
4 000 g.mol. Cependant, dans la littérature de nombreuses équipes parlent de COS pour
des chitosanes de masses molaires inférieures a 20 000 g.mol?! 2223, Les COS sont soit
constitu®s -Bdluotosamin®soitddden mM® | a nrgucodamindet d'acétyl-

de.
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b-D-glucosamine organisé de maniére aléatoire. Les COS sont définis par certaines
propriétés uniques telles que la solubilité dans l'eau, la pénétrabilité de la membrane
cellulaire, I'absorption facile et diverses activités biologiques * 25, Il convient également de
noter que les COS sont plus faciles a traiter, en raison de moins d'enchevétrement des
chaines et d'encombrement stérique qui leur conférent une solubilité directe dans I'eau
pour des DP <20. Les COS sont insolubles dans l'acétone, le butanol, I'éthanol, I'acétate
d'éthyle, propanol et pyridine mais contrairement au chitosane, partiellement soluble dans
le méthanol et dans le diméthylsulfoxyde (DMSO) et le diméthylformamide (DMF) lorsqu'ils
sont chauffés 2°. De plus pour ces oligoméres, plus les masses molaires sont petites,
meilleure est la solubilité. L'utilisation de COS permet de réduire la viscosité et de travailler
a une concentration plus élevée. Les COS sont reportés pour le traitement de I'asthme, le
paludisme, la prévention de tumeurs, le contrble de la tension artérielle et sont connus
pour avoir également des effets neuroprotecteurs pour le traitement de la maladie
d'Alzheimer ?’. En effet, leurs activités biologiques, qui incluent des propriétés
antibactériennes, antifongiques, antivirales, anti-tumorales et antioxydantes ont été

rapportées pour étre meilleures que celles du chitosane 28 2% %0,

V. Emulsions utilisant le chitosane et ses dérivés

Le caractére épaississant du chitosane de haute masse molaire (540 kg.mol?) est
confirmé par De Souza Soaresetal®®| or s do6éaj out de chitosane dan
de tournesol. Il en résulte que le chitosane posséde un caractere épaississant a moindre

concentration par rapport aux autres polysaccharides utilisés industriellement (0,1 g/100g).

Mallawarachchi et al®® d®cri venton | 6duGtolliigsoamir es de C
(3.500g/ mol ) dans wune ®mul sion de bitume. Dans c
®t udi ®e s, une ®mul si o-a-diré utilisanppew de eéensioacti et dire, coOes
émulsion a rupture lente. Les travaux consistent aremp | acer |l e tensioact i f
partie par du chitosane (jusqudé”™ 60% pour | 6®n
pour | d8®mul sion ° rupture |l ente). La viscosite

®mul sion de bitume, cbes® del ehpguosam®gi gué al ¢
dans la phase aqueuse. Il découle de cette expérience que les oligoméres de chitosane

poss dent un caract re ®paississant. Cependant
envaleur puisque plusilyadechitosane qui rempl ace | e tensioact:i
celle-ci est stable dans le temps. De plus, le temps de rupture est réduit ce qui confirme

gue le chitosane doit étre modifié pour apporter de meilleures propriétés émulsifiantes. Par

exemple, Ohetal®**montr ent | 6utilisation de chitosane mod

isopropylacrylamide et de lysine (CSNLYS)per mett ant | 6obtention do®n
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eau concentrées (75% (m/m). Himani et al.** proposent un nouveau tensioactif cationique
a base de chitosane modifié permettant de réduire la viscosité du pétrole brut tandis que
Al-Sabagh et al.*® modifient des oligoméres de chitosane (2.000 g.mol™?) pour les utiliser
comme agents de dispersion pour le pétrole dans I'eau de mer. Dans les deux cas, le
chitosane est d 0Cachriboxythetylmahitbsamei p@medamt une seconde
modification avec le bromure de 4-N,N-diméthyl-N-dodecyl-amino-benzaldéhyde (DDABB)
et | 6octanal respectivement. Les r®sultats de

les oligoméres de chitosane modifiés et le pétrole brut.

Les oligoméres de chitosane ont également été utilisés dans des émulsions de

Pickering comme reporté par Alison et al.®. 1 sbagit dodébune ®mul si o
particules solides. Dans |l e cas de cette ®tude
silice ont été formées puis utilisées pour émulsifier et stabiliser de | 6 hui l e de m
Cependant, il sbéagissait doébune ®mul sion tr s p

trés faible en comparaison des émulsions de bitume.

Concernant le greffage de chaines grasses sur le chitosane ou les oligochitosanes,
les domaine s déapplication sont centr ®s autour de
G®n®r al ement, des acides g¢r’acusttaidus® FHsontl 6aci d:
greffés sur des oligomeéres de chitosane et auto assemblés sous forme de micelles pour
encapsuler un principe actif. Cependant, aucun
ce type de structure nbéest d®crite dbgrédssle | a | it
substitutions obtenus sont assez faibles. Les conditions de réaction utilisées lors de ces

syntheses sont décrites plus en détails dans le chapitre 3.

Dbun point de vue g®n®r al , |l e chitosane en
comme épaississant dans des émulsions huile dans eau ou dans des émulsions de
Pickering qui ne sont pas envisageables pour | ¢
gue partiellement aux tensioactifs actuels dans le cas des émulsions de bitume. Les
modifications chimiques des COS en plusieurs étapes décrites dans la littérature pour
|l 6utiliser en tant qué®mul sifiant sont assez f
oligosaccharides pour les rendre amphiphiles est lui fortement utilisé principalement dans
des applications médicales. Il y a donc un fort intérét a utiliser ces oligoméres modifiés
dans un nouveau domaine dbéapplication: Il es ®mu
chimiqgues semblent prometteuses af i roprié@dés d®&Ff i n
tensioactives. De plus le potentiel caractere épaississant du chitosane représente un atout
majeur puisque ce sont des propriétés qui sont souvent recherchées dans le domaine

routier.
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Pour garantir une émulsion stable, il est nécessair e doéutiliser un t

cationique, qui doit permettre la mise en émulsion directe du bitume concentrée (60 a 70%)
a une concentration donnée (entre 0,15 et 1,50 % de | 6 ®mu) Bdwodes ( m/ m
tensioactifs principaux utilisés par COLAS ont été présentés. Leurs propriétés
constitueront un élément de comparaison essentiel lors des caractérisations des

tensioactifs synthétisés dans cette étude.

De nos jours, les tensioactifs utilisés par COLAS sont principalement des produits

toxiques pourailsd wtuislsii s ptoaruwrr | 6environnement . De
l e transport ou | ors du stockage, l es cons®que
graves. Cboest pour quoi COLAS so6int®resse fort

cationique a base de produit biosourcé et non toxique pour remplacer une partie voire la

totalit® de sa gamme de tensioactifs. Le chito
est industrialis®e, il sbagit dbébune ressource
bi omasse puisquéil est principal ement fabriqgqu®
également un sous-pr odui t de la culture ddéi nsectes. C

chimiquement, est déja utilisé dans de nombreux domaines, principalement autour du

bi om®di cal . |1 est donc int®ressant de | ui don
gue tensioactif pour des ®mul sions de bitume.
déun polym re naturell ement cat iooaidnmplis@less our c e
Du fait de s a faible solubilit® il est i nt
dépolymérisation afin de pouvoir greffer des chaines grasses sur le chitosane avec plus

de facilité et un meilleur rendement. De plus, une dépolymérisation permettra de réduire la

taille de |Ila cha"ne hydrophile du tensioactif

l es propri ® ®s sont dbéautant plus i nt®ressant e
hydrophile des émulsifiants actuels, des oligoméres de chitosane ont été choisis. Ceux-cCi
pourront par |l a suite °tre modifi®s par exempl
gras déja utilisé dans la fabrication des tensioactifs actuels de COLAS est également issu

de la biomasse. Différentes réactions seront mises en place et optimisées afin de modifier

les oligomeéres pour obtenir des structures amphiphiles tout en conservant des amines

|l i bres pour optimiser |l es propri ® ®s dbéadh®si:

également étre envisagés.
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Une étude bibliographique a été menée afin de recenser les différentes techniques
de dépolymérisation du chitosane déja existantes et de choisir la plus adaptée a
| 6applicati on. Léobjectif est donc de trouv
déol i g@wampasésg usqgqa® unit®s 7 partir de noéi mport
chitosane de maniére reproductible. Cette méthode doit également étre industrialisable, la
plus simple ™ mettre en Tuvre et | a moins co%te
les moins dangereux possibles pour les utilisateurs. Dans la littérature on trouve un grand
nombre de méthodes de dépolymérisation du chitosane * 2. Afin de déterminer la technique
la plus adaptée a cette étude, chacune de ces méthodes est détaillée et leurs avantages

et inconvénients sont listés ci-dessous. Dans la suite, la dépolymérisation du chitosane par

désami nation nitreuse a ®t ® ®tudi ®e. Loobjecti
sbaffranchir de |l a ressource, cbest pour quoi
déorigine, de massessdialca®itryd sat e banddsdniinfdtfer® r ®nt s .
nitreuse de ces chitosane a permis | 6obtention

unités qui ont été finement caractérisés.
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|. Voie Enzymatique

La dépolymérisation du chitosane par voie enzymatique consiste a cliver par
|l 6action dbébenzymes | es | i ai s on-eipogskde toissypedi qu e s
de liaisons : les liaisons entre deux unités acétylées dGIcNAc-GIcNAc), entre deux unités
désacétylées (GIcN-GIcN) et entre une unité acétylée et une unité non acétylée (GIcNAc-
GIcN) . La d®pol ym®ri sation par voie enzymaatique
dire que certaines enzymes vont cliver seulement un type de liaison. Les trois principales
enzymes utilisées sont la lysozyme et les chitinases qui clivent les liaisons entre deux
unités acétylées ou une unité acétylée et une non acétylée et les chitosanases qui elles,

clivent les liaisons entre deux unités non acétylées.

[.1. Lysozyme
(! sbagit doébune enzyme pr ®s esedétonsclarmes, | 6 h o mr
salive) mais aussi plus particuli rement dans

permet de cliver les liaisons GIcNAc-GIcNAc et GIcNAc-GIcN (Schéma 2). Selon la

provenance (humaine ou animale), | 6efficacit®

Par exemple, Mawad et al.® ont décrit la fabrication de films de chitosane chargés
avec de la lysozyme et incubés dans un tampon phosphate (PBS). Cette étude a permis
de montrer que |l a d®pol ym®risation d®pend du

long (plusieurs semaines).
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[.2. Chitinase

Les chitinases sont des enzymes présentes chez des mammiféeres comme la
vache, la chévre ou le mouton mais également dans les bactéries, les insectes et les
champignons. La plupart des chitinases utilisées en dépolymérisation enzymatique sont

isolées de bactéries.

Ces enzymes ont ®t ® utilis®es autenicaesir s de

chitooligosaccharides (COS)* ® &7, De la méme facon que la lysozyme, il a été montré
que la chitinase favorisait a la fois la rupture des liaisons entre GIcNAc-GIcNAc et GIcNAc-
Gl ¢ N. La chitinase nbdest pas -GlaNo(&chéma3).d e

Le chitosane avec un plus haut degr®
plus efficace ce qui montre que | e nombr
capacité de la chitinase a dépolymériser le chitosane. La présence de moins de fonctions
acétylées implique moins de sites de fixation de la chitinase et donc une dépolymérisation
moins efficace. Elle est ainsi plus propice a dépolymériser la chitine ou les chitosanes de
fort DA. De plus, la dépolymérisation est moins efficace sur les chitosanes de fortes

masses mol aires pour un DA ®quivalent du

rompr e

ddbac®t

e doéun

princi
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Enfin, les rendements des réactions sont assez faibles puisque des mélanges sont

obtenus. Par exemple, Muzzarelietal’ont montr ® qudé” partir de 20/
obtenaient un mélange hexamere, pentamére, tétramére, trimere, dimere, 0,95%, 25,5%,

25,5%, 19,6% et 12,3% respectivement.

Glu35

H%m

Schéma. Mécanisme d'aidn de la chitinase

[.3. Chitosanase

Les chitosanases se retrouvent chez plusieurs espéces de plantes, méme chez les
plantes primitives, et elles semblent particulierement abondantes dans les fruits et dans
les graines 8. Cette enzyme permet de cliver spécifiquement les liaisons GIcN-GIcN. Ainsi,
la chitosanase sera plus efficace sur les chitosanes avec un faible DA~ | 6i nver se de
chitinase ou la lysozyme qui clivent les liaisons entre les unités acétylées. Les
chitooligosaccharides ont souvent été préparés par hydrolyse enzymatique de chitosane
a l'aide de chitosanases ®1%11, Cependant, I'utilité de ces chitosanases spécifiques dans
I'hydrolyse est limitée en raison de leur colt et de leur indisponibilité en grande quantité.
D'un autre c6té, de nombreux chercheurs se consacrent a I'exploration de nouvelles

sources de chitosanases %13,
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[.4. Autres enzymes

R®cemment, de nhombreuses ®quipes ont
nouvelles enzymes pour dépolymériser le chitosane. La cellulase est I'une des deux
enzymes non spécifiques dont les propriétés de chitosanolyse sont comparables a celles
des chitosanases. Il existe différents rapports sur I'hydrolyse du chitosane par les
cellulases. Par exemple, Qin et al * ont utilisé de I'hémicellulase sur du chitosane de haute
masse molaire (1240 000 g.mol?) pour obtenir du chitosane soluble dans l'eau de
5 000 g.mol? en travaillant a 50°C et pH 5,5. L'hydrolyse du chitosane de DA 20% en
utilisant de la cellulase a également été décrite par Xie et al.'® pour donner des
chitooligosaccharides avec des degrés de polymérisation (DP) de 3 & 11 et en particulier
avec des DP de 6 a 8. L'hydrolyse du chitosane par la lipase extraite du blé a été étudiée
par Muzzarelli et al.’®. Ils se sont concentrés sur la diminution de la viscosité d'une solution
de chitosane de masse molaire élevée au contact de la préparation de lipase, et cela en
fonction du pH. Pantaleone et al.}”*® ont démontré la sensibilité hydrolytique du chitosane
a une large gamme de préparations enzymatiques, notamment des glycanases, des
lipases, des protéases et une tannase dérivée de sources bactériennes, fongiques,
mammiféres et végétales. Parmi les glycanases, plusieurs cellulases, ainsi qu'une
amylase, une dextranase, une hémicellulase et une pectinase se sont avérées effectuer
I'nydrolyse du chitosane. lls ont montré que certaines enzymes ont une activité spécifique
plus élevée que les chitosanases (cellulase TV et hemicellulase, lipase AIE et papaine,
une protéase de la papaye). L'enzymolyse du chitosane par la papaine pour obtenir du
chitosane de faible masse molaire a également été décrite par Dan Pan et al.’® avec des
conditions optimisées comme suit: une concentration en substrat de 7,98 g.L %, pH 4,55, a
44 °C et le rapport molaire de I'enzyme au substrat 0,1037. La méme équipe a étudié
I'enzymolyse du chitosane a l'aide de pepsine de muqueuse gastrique porcine?. lls ont
décrit la formation d'oligosaccharides de chitosane (COS) et de chitosane de faibles
masses molaires (LMWC) en fonction du temps d'hydrolyse et ont prouvé leur formation
par UV-visible, spectroscopie infrarouge (IR), spectroscopie RMN, microscope
électronique a balayage (MEB) et chromatographie a perméation de gel (GPC). Yao et
al.?! ont isolé une préparation enzymatique complexe avec des enzymes telles que la
protéase, la lipase, l'estérase, la glycosidase (amylase, cellulose, disaccharidases,
invertase et chitinase) et la phosphatase du tube digestif du concombre de mer Stichopus
japonicas. lls ont optimisé les conditions hydrolytiques pour la production d'oligoméres de
chitosane (de 410 000 g.mol* & 1 260 g.mol!) a l'aide de ce mélange d'enzymes et
caractérisé le produit par IR. Pan et al.?? ont rapporté la préparation d'un produit riche en

glucosamine en hydr ol ys anamyladeuet de hai glucarglase.

travai

avec
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Premi r enmemytl,asle’' thydr ol y slg4 dane & chitdsame deofagcen b
aléatoire pendant 4 h & pH 5,0 et a 50 °C pour donner des COS et de la glucosamine. De

la glucoamylase est ensuite ajoutée a la solution et mélangée pendant 8 h & 55 ° C pour
obtenir principalement de la glucosamine.

En général, la voie enzymatique a l'avantage d'étre sélective et controlée et de se
faire dans des conditions douces avec des températures assez basses, maximum 50 °C.
De plus, les enzymes utilisées sont issues de la biomasse et sont non toxiques. Le
probleme avec cette méthode concerne tout d'abord les temps de réaction. En effet les
périodes d'incubation peuvent étre comptées en jours ou semaines. De plus, les enzymes
sont trés cheres, ne sont pas disponibles en grande quantité et les rendements de réaction
sont souvent faibles. La dépolymérisation enzymatique conduit a des mélanges
d'oligoméres de tailles différentes qui doivent ensuite étre séparés 2. Il s'agit donc d'une
technique intéressante a I'échelle du laboratoire mais difficile a appliquer a I'échelle

i ndustrielle. Cette m®t hode sera donc ®cart ®e

Il. Voies physiques

La dépolymérisation du chitosane est également possible en utilisant des méthodes
physiques impliquant l'utilisation d'une source d'énergie externe créée par un appareil
spécifique. Les différentes méthodes décrites dans la littérature sont résumées ci-apres.

N.1.01 AOIi A Adi 1 AAOOITTO

Le principe de cette méthode est de bombarder un échantillon de poudre de
chitosane par un faisceau plasma. Le faisceau est généré en injectant un faisceau
do®l ectrons ~ tr aWeslieaaa?d®d¢i iewemgtazledxt i | i sati
déoxyg ne et de vapeur doeatt70P®oud@es &hantilonsne pr e s
sont bombardés a 40°C pour éviter toute dégradation. La dépolymérisation est réalisée en
moins de 2 min et des masses molaires trés faibles sont obtenues. Il a également été
montré que la variation de pression imposée au générateur de plasma et le temps
déexposition de | 6®chantill on sjouertpoudoptenisgrar am t
les rendements et viser des masses molaires précises. Gryczka et al.>* ont décrit la
dégradation du chitosane de 690 000 g.mol! a 20 900 g.mol*? en utilisant un faisceau
d'électrons dans l'air. lls ont utilisé la spectroscopie de résonance paramagnétique
électronique (EPR) pour expliquer le mécanisme de formation de radicaux et la scission

de la chaine polymére (Figure 14).
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Figure 14. Positions possibles des radicaux libres sur le chitosane

Cette m®t hode est i nt®ressante puisque | 6o

poudres. De plus de faibles masses molaires peuvent étre obtenues de maniere contrdlée

envar i ant | es param tres dobéexposition. N®anmoi n:¢
peut °tre d®pol ym®ris®e ~ | a fois (500 mg) et
est tr s C 0%t eux. Ainsi, | 6utilisatioédadodun p
| 6application.

[I.2. Irradiation gamma

De Ila m°me fa-on que | O6utsjlli&d@dchamt idlul ph ad en
sous forme de poudre ou de solution, est exposé a des rayons gamma Co®° variant de 50
a 500 kGy. Le rayon gamma est mesuré en gray, unité qui représente I'énergie d'un
rayonnement ionisant apportant une énergie d'un joule a un milieu homogene d'une masse

d'un kilogramme.

Mozalewska 2° décrivent la dégradation de chitosane de 132 kg.mol* a I'état solide
par faisceau d'électrons gamma, dans l'air. La poudre de chitosane est irradiée a
température ambiante, avec des doses de 5, 10, 25 et 50 kGy et de maniére intéressante,
la scissiondeschaines a pu °tre quantifi ®e et reli®e
de figure, du chitosane de 39 kg.mol? est obtenu. Choi et al.?® exposent eux, une solution
aqgueuse de chitosane avec 2 %anmind@ofavdodesalas&t i qu e
de 2 a 200 kGy. Des chitosanes de degrés de polymérisation variant de 2 a 6 peuvent étre
obtenus avec une dosekGgodirr pdrairondedechi®0s:
150.000 g.mol?. Les résultats de cette étude sont prometteurs puisque de faibles masses
molaires ont été obtenues. Cependant les rendements de réaction sont trés faibles, 3,6%
de dimere, 3,0% de trimére et 1,8% de tétramére sont obtenus, et il y a une large formation

de glucosamine.

De maniére générale, 16 i n c dent deRatte méthode est que les rendements sont
faibles et que | 0aDppusaanslecagd traval sur la pop®reale x .
chitosane, la masse molaire est seulement réduite ce qui permet de diminuer la viscosité

du chitosane en solution mai s ne condui't pas " Debplubt enti o


https://fr.wikipedia.org/wiki/Joule
https://fr.wikipedia.org/wiki/Kilogramme
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| 6exposition aux rayons gamma est dangereuse p

gue pour | e pb,adtemaéthalé sera écartée. o n
[1.3. Microondes

De nombreuses études ont été menées sur la dépolymérisation de chitosane par
voie oxydative sous irradiation microonde 2?82, Enef f e t |, |l utilisation d
plus déun oxydant classique per met de r®duire
(quelgues minutes contre quelques heures par activation thermique). Le principe de la
chimemi croonde repose sur | a migration ou rotat

Celles-ci sont alors polarisées et les différences de polarisation créent des frictions entre

l es mol ®cul es ce qui g®n rent de | a décrteal eur .
comme un chauffage interne. L6®nergie produite
absorb®e par |l es | iaisons polaires. Ainsi, C ¢

réactivité au sein des liaisons glycosidiques pour faciliter leur rupture.

Jaroslaw et al.®® montrent que | 6ut i | i ssamidroonues suffimgolre d
dépolymériserlec hi t osane et que | es masses obtenues dRe
Xing et al.3!, décrivent | 6 i r r a dnie sotutiom de chitdsane a laquelle une solution de
sel inorganique est ajoutée. | | a ®t ® montr® que | 6ajout dou
| 6obtenti on de pl us fai bl ees micromdaeseseuls nidel ai r es
560 000 g.mol* a 100 000 g.mol* avec le générateur microonde et a 30 000 g.mol* avec
ajout de s équipes cobniesShap et al.g’ dépolymérisent le chitosane par ajout
de solutions de peroxyde et action des microondes. De maniére générale, il est possible
de dépolymériser le chitosane par irradiation microonde en ajoutant ou non un agent
oxydant pour am®I|liorer dbéautant plus | a vitesseé

obtenues.

1 sbagit déune m®t hode iint®ressante puisgq
laboratoire et plutdt rapide. Le probleme de cette méthode est la reproductibilité. En effet,
de nombreux parametres influent sur le rendement et la cinétigue de la réaction. La
concentration de la solution de chitosane, le temps de réaction, la température, la verrerie
utilisée, ont des impacts importants sur les masses molaires finales obtenues. De plus, la
réaction conduit a la formation de glucosamine et donc a une dispersité importante et son
utilisation seule nbdéa pas ®t ® Sd ®@nbinaisoe avgcour | O ¢

|l 6utilisation de per opluyeahdétais@dnyle pamgraphesuivaner a v u e
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[I.4. Ultrasons
Lébutilisation doéultrasons est une autre m®t
oligomeéres de chitosane. Cette technique dépolyméri se | e chitosane en app:¢

nécessaire pour rompre les liaisons glycosidiques.

Le principe de la méthode décrite par Kasaaietal.>2, e st doéexposer une sc
chitosane © une sour ce dsSandeetpendaotorstemgpsddonmée cer t a
Un taux de dépolymérisation irrégulier a été constaté au cours du traitement ultrasonique.

Il a été montré que plus la puissance est importante, plus les masses molaires obtenues
sont faibles. Cependant, cette augmentatonn 6 est pas | i n®ai r e. Cette

passer de masses molaires avoisinant 2.000.0000 g.mol! a des masses molaires de
400.000 g.mol™. Léobtention dbéoligom re nbéest pas pr®

Taghizadeh et Abdollah 33 ont également mené cette étude en présence de dioxyde
de titane comme <catalyseur et par CeSuddux | i sat.
m®t hodes per mett entocédédde mmication.rLa systéme a dittasomsr
transforme une puissance électrique en énergie vibratoire qui est ensuite transmise au
milieu. Or dans cette énergie, une partie sera perdue en dégagement thermique, une partie
de cette énergie est réfléchie, une autre partie appliquée a la désagrégation des chaines
et enfin |l e reste de | 6®nergie est appligu®e

de dégradation dépend fortement de la concentration.

Ces travaux montrent g u e ud déeendfde acanbréuk ® de cC
paramétres tels que la température, la composition de la solution, le pH et la masse molaire
du chitosane de d®part. Lébutilisation doéultras
facile © mettre en T uvrnev,®nmeaeing dldl°d rpr @xeain tree pl
plus cette technique ne per met pas dbéobtenir
hautes masses molaires, pour des questions de viscosité par exemple, donc elle ne sera

pas intéressante dans le cas de cette étude.
[1.5. Micro -fluidique

Une autre voie de dépolymérisation mécanique du chitosane en solution est la
micro fluidisation. Cette technique se d®fini
particules du fluide dans des conditions de haute pression. En fait, la solution est pompée
puis s®par®e en deux flux qui sont projet®s |
déinteraction pour cr ®er des forces de <cisail
pression au sein de la chambre est modifiable et va jouer sur la dépolymérisation du

polymére en question. Quand une solution de polymére est agitée, une contrainte
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mécanique est créée au sein des macromolécules. Si le niveau de contrainte est élevé,

cela peut entrainer la scission de la chaine et donc une dépolymérisation.

L6®qui pe U atest dagdéalyimérisation du chitosane par cette méthode
en faisant varier plusieurs parametres. En effet, la pression au sein de la chambre
déinteraction, | e naadimb deepasshge de ha sdludos ,a traveise s t
| 6appareil, ainsi gue | a concentration de

a

i mportantes quant ~° |l déefficacit® de | a d®pol y m

ainsi qubéun nombr e de c yaehtens mgilléutesépolyméricsationa nt s
de

diminue la capacité decelui-ci ~° fragment er . La temp®ratur e

du chitosane. A contrari o, | augment ati on

sur la réaction. Dans cette étude, ils décrivent la micro-fluidigue comme une méthode
physique qui peut étre utilisée pour dépolymériser partiellement le chitosane afin de réduire

la viscosité des solutions (de 1.965.000 g.mol! a 924 000 g.mol! par exemple) ne

per mettant p a sigothéresdd fables massdsenmmwlaired.

De maniére générale, les méthodes physiques sont assez efficaces pour
dépolymériser le chitosane. L'exposition aux rayons gamma et électronique permet de
travailler directement sur la poudre de chitosane. Le probléme, qui est le méme avec la
dépolymérisation par micro-fluidique, est qguoi l n' est possi bl
guantités infimes inférieures au gramme. Les appareils sont également trés chers. Pour
les UV, la sonication et les microondes, les méthodes sont assez simples a appliquer a
une solution de chitosane. Ces trois méthodes sont souvent utilisées en combinaison avec
une méthode chimique pour améliorer les rendements et la cinétique et obtenir des masses
molaires plus faibles (COS). Les méthodes physiques seules ne seront donc pas utilisées

dans cette étude.

1. Voies chimigues

De mani re g®n®rale, | es voies chimiqgues

fait de | eur faible cob%t. Le principe consi

substances actives qui vont réagir avec le chitosane et conduire a la rupture de la liaison
glycosidique. Ces réactions peuvent étre éventuellement activées par la température ou

utilisées en combinaison avec une méthode physique telles que décrite précédemment.

p
|

q L

SO

ste

On retrouve trois principales voies chimiques

nitreuse et la méthode oxydative qui sont présentées ci-dessous.
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[1l.1. Hydrolyse acide

La dépolymérisation du chitosane par hydrolyse acide a été décrite de nombreuses
fois dans la littérature 343536, En effet, la liaison glycosidique que posséedent la chitine et le

chitosane est relativement instable en milieu acide concentré. Dans une premiére étape,

| 6at ome dobéboxyg ne de Il a |iaison glycosidique

anomere est rompue pour donner un ion oxocarénium cyclique. Enfi n | 6 eau pr ®sent
l e milieu r®agit avec cet inter m®di ai re pour f
|l 6acide va cliver | es |liaisons glycosidiques s

diminution des masses molaires. Le chitosane étant soluble dans les acides dilués, a

| 6exception de | 6acide sulfurique, cette r ®acHt
r®acti onnel de | 6 h yddssoasl(Sclséma.st pr ®sent ® ci
HO @
HO  NH; Hﬁb H20 ™ NH;
0 D%# o” Jo”
n DH n
OH B
= K
O H.O
10 NHzE'}'
Schémal. Hydrolyse acide du chitosane
A-Soub6od.¥d®cmrilvent par exemple | 6ajout dou

chlorhydrique concentrée a une solution de chitosane puis un chauffage a reflux pendant
une a vingt-quatre heures, de ce mélange. Cette étude montre que plus le temps de
réaction est important, plus les masses molaires obtenues sont faibles i.e. de

BN

250 000 g.mol* a 30 000 g.mol* en une heure et a 6 000 g.mol* en 24 h. De la méme

facon, lbrahimetal.®d ®cr i vent | O6adlité dediffésentds povositéster prése®ce

déacide chlorhydrique concentr® pour | a d®poly
| 6action dbéacide concentr® m ne ~ la formation
subsiste du chitosane de haute masse molaire qui pe u t °tre ®limin® par a

base. Au vu des rendements obtenus, il a été conclu que les zéolites jouaient dans ce cas-
I le r*le dbébadsorbant per menmdigoméres dedla%sgment er |

a 80% en présence de zéolite.

Une méthode de dépolymérisation acide par voie catalytique a été mise en

évidence par Krishnan et al.*®. Un catalyseurabase de charbon actif et
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est tout doéabor d -cvwaméadr @ed wmesolyionids chitogsaheuaiune

certaine température pendant un temps donné. En fait, il y a fixation de groupes -SOsH sur

l e charbon actif, on par {cieonteehnent des sited doanewtse s s ol i
de protons dans leurs interstices et peuvent les donner ou les échanger en solution. Ces
protons sont <capabl es dgbdosidigees et deiles caasere Cettd es | i a
m®t hode per met bi en | obtenti on déoligom res
100.000 g.mol* est obtenu des oligomeéres de 9.000 g.mol*. De plus, la dépolymérisation

conduit & une diminution de la dispersité, de 2,12 pour le chitosane brut & 1,24 pour les
oligom res. Lbavantage de cette m®t hode est quf¢
le catalyseur par centrifugation et lavages successifs puis de le réutiliser dans des futures
dépolymérisations. Les principaux inconvénients semblent étre les températures de travalil

gui sont tr s ®l ev®es (jusqubd~ 160 AC) et ce
importants (entre 8 et 24 h) mais également le manque de contréle sur la taille des
oligom res f or seRls gammei de daillé esthabtenue quelle que soit la
concentration en catalyseur. De plus, une variation du DA est observée lors de la réaction

ce qui sbO6explique par | a formation de gl ucosamj
récupérée lors de la précipitation des oligoméres ce qui induit une augmentation globale

du DA.

Lébutilisation doéacide ac®tique pour | 6hydro
par Tsaoetal.®®. Danscecas-| ~, | 6i mpact du temps de m®action
gue de la température sont étudiés. Il a été montré que plus la concentration en acide est
grande plus les masses obtenues sont faibles pour un temps donné. De plus, une
augmentati on de |l a temp®r at ur ela gnétigumele la ®gal em
dépolymérisation a plus faibles concentrations. Cette réaction méne a la formation
dool i gom rkegnsolt)(da@nt IEs masses molaires sont régies principalement par les
temps de réactions, plutot longs (au minimum 16 h) et la concentration en acide (entre 6
et 12% m/m).

Léhydrolyse acide du chitosane Tfewsvr e npo umr®t |
obtenir des COS m°me si cette m®t hode est plut
fortes masses molaires (autour de 3 000 000 g.mol?) a de plus faibles masses (autour de
50 000 g.mol?) . Léavantage de cett ebdune cphrno cqRude® epsetu qcuo
Cependant, el | e n®cessite souvent de travaill
concentré et des durées élevées sont nécessaires pour atteindre de faibles masses
molaires. Malgré des temps de réactions élevés, les rendements en COS sont
généralement faibles, il ne sobdagi't gue dbébune fraction du

LOhydrolyse acide est ®gal ement d®pendante de
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pui sque |l a viscosit® de | a sol uttiiolni sjaotuieo ns udrb a
concentré peut aussi engendrer la dégradation du sucre et les conditions de réactions sont

dangereuses pour | o6utilisateur. ElIl e ne para’t
|l e chitosane brut ne doi tdeptdisee paw le dépolyrdédisermp act s

[11.2. Désamination nitreuse

La désamination nitreuse est une technique de dépolymérisation plusieurs fois

décrite dans la littérature 442434445 | e principe repose sur | d0ac
(NaNO2) qui clive de fa-on stichiom®triqgue | es |
r®action consiste en | a for mat i eglucoshrdinerpari on di
react i on entre | 6amine | ibre et | 6acide nitreux.
carbocation. Lo6addition nucl ®phile de | 6oxyg I

2,5-anhydro-D-mannose comme nouvelle extrémité de chaine. Le schéma réactionnel est

présenté ci-dessous (Schéma 5).

HO HO
RO s
O, OR NaNO,, AcOH O or
—_—
HO z
Ho  NH: Ny
HO
HO
0 “amn()
0 N 9. OR
Do -/
o (0 ®
HO
HO
HO HO
)
w0 r"o 0 —l- HO OR
NH,
NH,

H{}
h{o

Hz HO
Schémab. Mécanisme de la désamination nitreuse

Cette réaction présente plusieurs intéréts. Premiérement, elle peut étre réalisée a

température ambiante ou méme afroid“*mai s | 6 obt enti on doéoligom re
en augment ant la temp®ratur e. De pl usgenel a r ®a
pui squbéon travaille avec une solution de <chito

est stichiom®trique, »uvanréagruet ynaduraient dedfenctibha N O
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amine. Allan et al.** ont montré que la masse molaire du chitosane de départ pouvait étre
directement reli ® ~ celle des oligom res Vvi s
pr®ci se en jouant sur la quantit® dbéaci de ni
polymérisations des chitosanes bruts (DP1) et des oligoméres (DP2) est la suivante (1).

4) ) — Avec
Mol a masse umouni#gi r e
M, la masse molaire du chitosane brut
M2 la masse molaire des oligomeres
m; la masse de chitosane pesée

ne correspond a la quantité de matiére de NaNO: qui réagit réellement avec le
chitosane. Dans la quantité réelle, on prend en compte ng qui correspond a la quantité de
matiére de NaNO; qui se dégrade et neg correspondant a la quantité de matiére qui réagit
avec les amines en fin de chaines.

Avec cette m®t hode, on peut sobéaffranchir d
aura une influence puisque la formation de diazonium ne peut se faire que sur les unités
non acétylées du chitosane. Cette méthode esttrés int®r essant e mai s il faut

des extrémités de chaine ainsi produite est modifiée chimiquement, ce qui est a prendre

en compte |l ors doéapplications divewesmusla En ef
coupure dobéune liaison deytdéscddeuai pairigbéact ®e
2,5-anhydro-D-mannos e, un al d®hyde cyclique, ai nsi qu

a une unité glucosamine. Ainsi lors de cette réaction on peut obtenir cinq types de chaines
présentées ci-dessous (Figure 15).
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NH, )LNH O\\ NH, NIHz NH,
- 4+ -

Fin de chaines possibles :

Figure 15. Schéma simplifié de la désamination nitreuse.

Ce type de d®pol ym®ri sation peut donc °tre

en fin de chaine peut également étre fonctionnalisé 4547,
[11.3. Oxydative

La méthode de dépolymérisation oxydative, décrite souvent dans la
littérature®® 45051 consi ste en | d6dajout doune solution d¢
chitosane. Le mélange réactionnel peut alors étre chauffé ou non, Tian et al.%?, ont décrit
| 6action de peroxyde dbébhydrog ne ~° diff®rentes
Leur étude a montré que la température a un effet sur la réaction, plus elle est haute et
plus la réaction est rapide. De plus, le degré d 6 a ¢ ®t y lean ridle impojtaat dans
| 6efficacit® de : plus leDA st faiplen@us ilasdapolynm@nsation est
efficace. Enfin, plus la concentration en H:0: est grande, meilleure en est la
dépolymérisation. Le mécanisme de cette réaction est un mécanisme radicalaire dont
| 6®quati on e-dessous (Figuseeld).tL'@néon fydroperoxyde est trés instable et

se décompose facilement en radical hydroxyle hautement réactif (HO"). Ce radical est un

oxydant trés puissant. Celui-ci réagit avec le polysaccharide en lui arrachant un atome
déhydr og ne p o urPerfdantlenaitemeantele dhitosaaeueprésenté par R-
NH; réagit préférentiellement avec un proton pour produire du R-NHz*. Ainsi, la

concentration en ions hydronium dans la solution diminue et donc le pH augmente.
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En outre, H.O; est continuellement décomposé et continue de réagir avec le chitosane

pour former des oligosaccharides.

R-NH, + H* — R-NH,*
H,0,—H*+ HOO-

H,0, + R-NH,— R-NH,* + HOO"
HOO,——OH + O

H,0, + HOO"— HO" + 0,” + H20
(GIcN),-(GlcN),, + HO: —(GIcN) -(GlcN), + H,0
(GlcN),-(GlcN),, + H,O0 — (GIcN),, + (GIcN),

Figurel.Equati ons de r®action de | d6oxydation du
L6®qui Huang éteal?’, a travaill ® sur | 6aj out de pe
pr ®sence de catalyseur ddédaci de p ddsaph ateung

phosphotungstique sont préparées (de 3 & 7%) et une solution de chitosane leur est
ajoutée. Cette étape permet de synthétiser les catalyseurs phosphotungstate. Par la suite,

du peroxyde doébhydrog ne est util i slcatalyseur des sc
synt h®ti s® pr ®c®demment est ajout ®. 1 r ®s ul t
catalyseur phosphotungstate per met déoam®l i or e

dépolymérisation du chitosane. En outre, plus le ratio catalyseur/chitosane est grand, plus

|l a vitesse de d®pol ym®ri sation est importante.
souvent combinée a une méthode physique de dépolymérisation. Autre que les
microondes?®®, on retrouve par exempl e ¥ Wdkéfieldes at i on
al®ont ®galement d®crit | dexposition aux UV dou
solution de peroxyde dohydrog ne est ajout ®e. |
masses molaires obtenues sont faibles. Cependant, une diminution de la masse molaire

de | 6ordre de 60% au maxi mum a ®t ® observ®e. /
garder un ratio volume/surface doébexposition co

De méme, la concentration ainsi que le temps d 6 e x p oet la température sont des

paramétres inf | uen- ant la d®pol ym®risati on. Léutilis
i nt ®ressante car facile ™ mettre en place, mai
déoligom re ndbest pas d®crite.

Dbawswt roxydants ont ®galement ®t® utilis®s,
al®*ont remplac® |l e peroxyde dohydrog ne par de
m®cani sme de d®gradation est similaire ©° celui

gue les conditions optimales de température et de quantité de NaClO sont les suivantes:
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90°C pendant 3 h avec 22% de NaClO dans la solution pour obtenir des oligoméres de

10 kg.mol* a partir de chitosane brut de 200 kg.mol™.

Quelques résultats préliminaires ont également été obtenus au laboratoire afin de
comparerunmél ange de peroxyde d @facétidjuedPd)ereperexyded daci d
dohydreguihecombi n®e " mickobndes.iLésiolgganteiesosont abtersis
apr s pr®cipitation en milieu basique du chitoc
été dépolymérisé, par centrifugation. Les rendements en oligoméres sont plus faibles dans
le cas du mélange PA et H.O, que pour H>O5 seul. Dans cette étude, différents parametres
ont été variés (Tableau 2); la concentration en acide peracétique et en peroxyde
déhydr,ogl anepui ssance du microonde iguutun\Jolemet e mps ¢
fixe (18 mL). Le chitosane (chitosane de crevette 150 kg.mol?) est introduit a une
concentration identigue dans chacune des expériences (2 % m/v)). Les masses molaires

ont été mesurées par GPC en équivalent pullulan.

) Mn (g/mol)
N°exp Temps (s) Puissance (w) Concen:/ratlon 5% PA 15% PA
(W) M0 awmo0,  23% M0,
1 300 100 5 9700 1000 600
2 350 100 5 7000 600 600
3 325 125 5 10000 800 600
4 275 125 5 10 400 800 600
5 250 100 5 11600 800 600
6 275 75 5 11500 800 600
7 325 75 5 10300 800 600
8 325 100 10 6 800 600 700
9 275 100 10 8900 600 700
10 300 75 10 6 400 600 700
11 325 100 1 25600 8000 2100
12 275 100 1 27700 10 200 2000
13 300 125 1 26 600 10 400 2900
14 300 100 5 11 600 800 700
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Tableau2. Masses molaires obtenues en fonction des différents paramétsgsiants utilisés

Ce qui a pu °tre remarqu® dans un premier
per ac®t i gue en plus du peroxyde dbéhydrog ne i mpl
de | a masse mol aire (u#g,dew Das plud, pourl désuconditionss at i o n

identiques, de maniéere générale, les masses molaires obtenues sont plus faibles lorsque

la concentration en acide peracétique est plus importante (de 5 a 15 %). On remarque que
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plus la concentration en espéce oxydante est importante, plus les masses molaires
obtenues sont faibles. On remarque ®gal ement ¢
important. En effet, & puissance et concentration égales, les masses molaires obtenues

sont plus faibles | ors doum,lapeissgnee naséneblepassi t i on
avoir doéeffet tr s important sur |l a d®pol ym®r.
75 et 125 W. Afin de tester | a reproductibil i
peut noter un écart de 10 % surlesvaleur s ce qui ndest pas n®glig
dispersititsdes ol i gom res restent assez ®l ev®es, co

chitosane de dispersité de 4. Les deux méthodes ont été reproduites sur des chitosanes

bruts (crevette) de masses molaires différentes (30 kg.mol? et 250 kg.mol?) et un

chitosane i s s inseated (150 kg.mol?) . [ a ®t ® montr® que dans |
peroxyde dbéhydrog ne seul " des concentration
molaires obtenues étaient significativement différentes (Tableau 3) ce qui nbéest

compatible avec | 6application rPAEDgleseanhs®es. Dans
molaires obtenues sont globalement identiques quelles que soient la masse molaire et

| 6origine du chitosane.

Mn (g/mol)
Mn chitosane natif
H,0, 5:23 (PA/H,0,)  15:23 (PA/H,0,)
30 000 g/mol 8 600 800 700
150 000 g/mol 11 600 800 700
250 000 g/mol 15 800 900 700
(Y) 150 000 g/mol 1300 700 600

Tableau3. Masses molaires des oligoméres obtenus a partir de différents chitosanes par I'action

des différents agents oxyda(fs%, 300 s, 100 Womme expérience Tlableau }

La structure et le mécanisme de fragmentation des oligoméres obtenus par le

mélange acide per ac ®t i qu e et peroxyde déhydrog ne 0 n

spectroscopie de masse (Annexe 3), |l e peroxyde doéohydrog ne seul
| 6exp®rience pr®c®dente. Les r®sultat sigegnt pu
dool i gom r es °.dbn effeth iet foagneentaions privilégiées ne sont plus

respectées et une absence des fragments internes du chitosane de 119 g.mol?! et
59 g.mol? est observée (Annexe 3). On retrouve cependant les coupures correspondantes
aux unités acétylées et déacétylées. De plus, |l e pic correspondar
petit se situe a un m/z a 374 g.mol?, ce qui différe avec les résultats obtenus a partir des
exp®riences men®es avec duAmexe 4,3§3enoldNdusy dr og n

avons donc ®mis | 6hypoth se que ce m®l ange eng:e
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glycosidédqudi bsil, |l a pr®sence ddédun oxyg ne cr
coupure glycosidique a pu étre identifiée (Figure 17). Ce phénoméne pourrait expliquer la
meilleure dépolymérisation, en effet chaque groupement peroxyde créé pourrait aider a
amorcer de nouveau la réaction et ainsi obtenir des oligomeres de masses molaires plus
faibl es. Cependant, cette structure est ®gal e
oligom res dans | e temps. En effet, I a ®t® i
masses molaires des oligoméres obtenus continuaient de diminuer. La formation
déhydroperoxyde en fin de cha" " ne des oligom re

de la dépolymérisation et ce méme a température ambiante. De plus, les analyses de

masses ont ®gal ement montr® | a pr @seaquangté de gl u
i mportante ce qui ndest pas recherch® dans | 6a

OHO

o O HO

HO o

AcOHN  ©

HO N
NH, o~©H

Figure 17. Structure des fins de chaines des oligoméres obtenus par dépolymérisation par

action de peroxyde d'hydrogénedet a c iradétiquep e

De maniére générale, la technique de dépolymérisation oxydative est intéressante
car facile " mettre en place. De plus, ell e pe
oudbune simple activation thermiqgue pour en amg
études sur cette méthode montrent cependant que les rendements en oligosaccharides
sont faibl es, il est n®cessaire de | es s®pare
r®sultats obtenus au | a b o remtétiguer & ,de pemxyden®| ange
d 6 h y d e semblerprometteur pour obtenir des oligomeéres de faibles masses molaires.
Cependant, les oligoméres obtenus ne sont pas stables dans le temps ce qui est
indi spensabl e pour | dapplication recherch®e. C
étude que le changement de volume et de verrerie, nécessaire ~ | 6extraymo | at i on
influence non négligeable sur les résultats obtenus ce qui remet en doute la reproductibilité
de la méthode et son industrialisation. De maniére générale, on retrouve donc une difficulté
a contrOler la taille des oligomeres obtenus, une reproductibilité tangente et un probleme

de stabilité.
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Dans |l a |itt®ratur e, on retrouve un grand

de chitosane. La premiere consiste en la dégradation de ce dernier par voie chimique,
enzymatique ou physique. La dépolymérisation enzymatique fait intervenir des enzymes
telles que la chitinase, le lysozyme ou la chitosanase pour cliver les liaisons glycosidiques
de maniére sélective. Ces enzymes sont trés co(teuses et les rendements de
dépolymérisation sont trés faibles ce qui rend ce procédé difficilement adaptable au niveau

industriel. Dans les méthodes de dépolymérisation impliquant un phénomeéne physique, on

retrouve par exempllaes md 6dud ®IIl @ cstartd mosn, dldbuinr rpadi at

de microondes, | 6exposition aux UV ou | a
°tre combin®es avec dbébautres comme par
exposant a un rayonnement microonde. Les parameétres expérimentaux tels que le temps
déexposition, |l a puissance des rayons ou

vari ®s afin de viser une gamme de masses

pour certainaeppdreeiclol¥3agea eetl 6pour dbéautres

soni

c

exempl

l a qu

mo | a

| a

t

m®t hode. De plus |l e degr ® doaclbthyyldartoiloyns en ea cp edL

désamination nitreuse, la méthode oxydative, sont des méthodes chimiques permettant de

dépolymeériser la chitine et/ou le chitosane en entrainant un clivage aléatoire de la liaison

glycosidiquej usqué”™ obtenir des oligom res .ddgecdegr ®

| 6hydr ol yse acide ou leé&tras difficiledatiseramDPgrEcispee r o x y d e

des mélanges de chitooligosaccharides dont la dispersité est importante sont obtenus. De
plus,l e degr ® dbéac®tyl ation des oligom res

forcement le méme que celui du chitosane de départ, le clivage étant aléatoire. Pour la
désamination nitreuse au contraire, la masse molaire finale peut étre prévue en faisant
varier la quantité de nitrite de sodium dans la solution. Finalement, parmi toutes ces
méthodes, celles qui semblent les plus réalisables et les plus propices a la formation

déoligom res de degr® de polym®risation

obtent

®gal

6oxydation wutilisant un m®|l ange de peroxyde

et

de | 6utilisation H&ai m®t abigki t®ydasnt oktigom res

cette étude sera consacrée au développement de la désamination nitreuse dans le but de

mettre en place une méthode robuste de dépolymérisation de chitosane de toutes origines,

masses molaires et degrés d 6 ac ®t y|l at i on . chi®sanes de D&, n@ssesc i n q

molaires et origines différentes ont été dépolymérisés par le traitement d'acide nitreux en
milieu acide pour former des oligoméres hydrosolubles (COS) de degré de polymérisation

inférieurs a 20 unités et terminés par une unité 2,5 anhydro-D-mannose (AMF). Dans un
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premier temps, la réaction a été suivie pendant 24h a différentes températures afin de
déterminer les meilleures conditions conduisant a une méthode robuste de
dépolymérisation du chitosane. Les oligomeéres ainsi formés ont ensuite été caractérisés
tout dbéabord par chromatographie dobéexcl us
polymérisation (DP) a partir des masses molaires mesurées, puis structurellement par
spectroscopies RMN et infrarouge. Cette étude a donné lieu a une publication dans le
journal Biomacromolecules présentée dans la partie suivante. (Biomacromolecules,

2019, 20 (12), 4353-4360)

on

S
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Abstract

Five chitosan with different acetylation degree (DA), molar masses and origin were
depolymerized by nitrous acid treatment in acidic media leading to water soluble 2,5
anhydro-D-mannose end chain oligomers with DPn<20. The kinetics of the reaction were
studied and the best work conditions were found to be 3 h reaction at 50 °C. It was shown
that the DPn of oligomers only depends on the quantity of NaNO: involved. Molar masses
or DA do not have an impact on the depolymerization process when targeting oligomers
with less than 20 units. This depolymerization process also leads to free AMF that might
react with the free amines of obtained oligomers to form imines. This reaction is pH
dependant and in acidic condition, leads to the formation of 5-hydromethyl-2-furfural
(HMF). At the end, the oligomers were purified with dialysis to get rid of most free AMF

(<5 %) and other residual salts, and appeared to have no acute toxicity.

Il. Intro duction

Chitosan is a pol ys acdluaosamihe and Macetyi-G-0-ut ed o
glucosamine units |l inked by adeagdtylatondf chitin, @ bond

polymer extracted from shrimp shells, squids, insects or mushrooms, poorly processable
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due to its insolubility in most solvent including water that leads to chitosan. Chitin and
chitosan have the same chemical structure and differ only by the proportion of N-acetylated
units along the chain, >60 % for chitin and <60 % for chitosan. In fine, chitosan is
characterized by its sour ce C(acetylatisrt dagree éDA),
and its molar mass. A wide range of chitosan exists with various molar masses from
100.000 g/mol up to 500.000 g/mol with acetylation degree between 0 and 30 % %8. Many
interesting applications result from use of chitosan % € 61 62 Nevertheless, chitosan use
is limited due to its high viscosity, its insolubility in organic solutions and poor solubility in
aqueous solution owing to the pH . Hence, a flourishing interest for lowering the molar

masses to obtain chitosan oligomers appeared during the last decade 23 64 5,

ChitoOligoSaccharides (COS) have indeed recently received considerable
attention as functional biomolecules with a wide range of applications in food, agriculture,
medicine, pharmaceutics and cosmetics. COS are often defined as chitosans with degree
of polymerization DP less than 20 ®, i.e. with average molar masses lower than
4.000g/ mol . COS ar e e i-Dglecosanmine unjiscos @ be @ Mixtire of
b-D-glucosamine and acetyl-b-D-glucosamine randomly organized. COS are defined by
some unique properties such as water solubility, cell membrane penetrability, easy
absorption and various biological activities. It is also worth to note that COS are easier to
process, due to less chain entanglement and steric hindrance which confer them a direct
solubility in water for DP<20 62 %, COS are insoluble in acetone, butanol, ethanol, ethyl
acetate, propanol and pyridine but as opposed to chitosan, partially soluble in methanol
and in dimethyl sulfoxide and dimethyl formamide when heated ¢’. Furthermore for these
oligomers, the smaller are the molar masses, the better is the solubility. In addition, the
utilization of COS allows to reduce the viscosity and to work with higher concentration.
COS are reported to treat asthma, prevent tumor growth, malaria, control blood pressure
and also have neuroprotective effects for Alzheimer disease treatment thanks to their
biological activities, that include antibacterial, antifungal, antiviral, anti-tumor and
antioxidant properties, which have been reported to overcome those of

chitosan 65, 68, 69, 70, 71.

Several ways to reduce chitosan molar masses including enzymatic, physical or
chemical depolymerization have been studied over the last decades % 15 38 35 72
Enzymatic methods are really precise but very expensive and hardly applicable on large
scale. Physical depolymerizations with microwave or sonication do not lead to oligomers
and are mostly used to reduce molar masses and viscosity of chitosan solutions. They are
often combined with chemicals like peroxide or concentrated acid to boost the

depolymerization. Those methods are hardly controllable and reproducible. Allan and al.*3

nsec
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developed a depolymerization method, based on the use of sodium nitrite (NaNO>). The
principle is based on the action of nitrous acid, which cleaves the glycosidic linkages of
chitosan. The reaction consists in the formation of a diazonium ion on a D-glucosamine
unit by reaction between the free amine and the nitrous acid. A carbocation is obtained by
nitrogen release. The nucleophilic addition of endocyclic oxygen then leads to a 2,5-
anhydro-D-mannofuranose (AMF) structure as the new chain end (

Scheme 6).
HO
RO
R HO R, R}, R, R, R"=GIcN,
HO o GIcNOAcorH
NHOAc 0
Ho”
» OR
HO NaN02
RO AcOH

o AMF gemdiol

HO /%
NHOAc
/ <— HO

2,5-anhydro-D-mannofurannose AMF

HO H,0O
RO
0 HO RO, OH 1o RO 4 OH
HO © OR
HO 0 OR" o 1
NHOAc © o) N
HO o ) N OH HO Y OH
NH,
H T H
HO HO
HO

+
RO Q
° HZO

NH3

5—hydroxymethyl—Z—furfural HMF

Schemd. Reaction of NaNg&onto chitosan and side reaction leading to HMF

Interestingly, they established an equation linking the obtained oligomer molar
mass to the quantity of NaNO.. Later on, Temmeraas et al.*! investigated on the reaction
mechanism with detailed NMR analyses of fully N-acetylated and N-deacetylated
oligomers. They especially underlined the formation of AMF chain end. They also showed

the presence of secondary reactions: the resulting aldehyde of AMF chain end could react
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with the free amines of chitosan oligomers, leading to the formation of a Schiff base during
lyophilisation. In acidic conditions, this Schiff base would then facilitate the elimination
reactions leading to the formation of 5-hydroxymethyl-2-furfural (HMF), another byproduct.
Shirui Mao and a I”®, studied some factors affecting the depolymerization process like
chitosan concentration, reaction time and reproducibility. They studied high molecular
weight (600 kg/mol and 400 kg/mol) and low molar masses (150 kg/mol) chitosans as well
as cytotoxicity of the resulting COS with molar masses ranging from 2.800 to 49.000 g/mol
but did not get further on the depolymerization process to reach lower molar mass
oligomers. Although nitrous deamination has been studied and used many times to
depolymerize chitosan " 44, this reaction was not investigated so far for reaching even
smaller DPs , i.e. 5<DP<20. Only Moussa et al. synthesized oligomers of DP10 using this
method but started from one single type of chitosan (DA 0 %, Mn= 115.000 g/mol) %6. Those
oligomers could be of interest as they happen to be directly water soluble depending on
the pH and even soluble in DMSO and exhibit better biological activities "*. Besides, effect
of both sourcing and DA for initial chitosan onto depolymerization process was also not
highlighted.

The purpose of this paper is to obtain chitosan oligomers of different DP (average
from 5 to 60) by nitrous deamination from different chitosans by varying the DA, the Mw
and the origin (marine and insect). The kinetics of the reaction were studied as well as the
ideal reaction parameters to lead to a robust method of chitosan depolymerization. The
formation of free AMF and HMF was underlined and correlated to the different reaction
parameters. The molar masses of the resulting oligomers were calculated using size
exclusion chromatography (SEC). Structure identification was performed using infrared
spectroscopy (IR), *H and 2D DOSY NMR spectroscopy, and headspace chromatography.

Il. Materials _and methods

I11.1. Materials

Three different shrimp chitosan DA around 10-15 % CH30 (Mw 30 kg.mol?), CH150
(Mw 150 kg.mol?), CH250 (Mw 250 kg.mol?) were purchased from Glentham Science,
chitosan with DA equal to 1% CHDA1 (150 kg.molt) was purchased from Mathani chitosan,
insect chitosan with DA equal to 20% CHY (Mw 180 kg.mol?) was purchased from Ynsect
and used as received. Acetic acid (AcOH), sodium acetate (NaAc), sodium nitrite (NaNO>),
lithium bromide (LiBr), sodium azide (NaNs), sodium hydroxide (NaOH), hydrochloric acid
(HCI), acetone (>98 %) were purchased from Sigma and used without purification, HPLC

water (>99 %) was purchased from VWR.
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[11.2. Depolymerization of chitosan

The depolymerization of high molecular weight chitosans was performed by nitrous
deamination involving NaNO: as previously described #*. Briefly, 1 g (w/w) of chitosan was
dissolved in 80 mL of AcOH (350 uL in 90 mL of deionized water) solution overnight (pH
4.5). Once solubilized, a freshly prepared solution (10 mL) containing the desired
equivalent ratio of NaNO>/NH: (0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5, 0.6 eq) was added to the solution.
The solution was stirred at definite temperature for a definite time. Oligomers of DP>20
(made with 0.1 eq of NaNO2/NH.) were precipitated by addition of 1M solution of NaOH
and washed several times with deionized water until neutral pH. Oligomers with DP<20 did
not precipitate with the addition of NaOH. The solutions were then freeze dried for 24 h
and the lyophilisates were dried under vacuum for 24 h. The kinetics of the reaction were
investigated for the five different chitosans. For that, chitosans were dissolved in deionized
water with 1 eq ACOH/NH, 0.2 eq of NaNO2/NH: were added and the reaction was led at
room temperature (30°C). Samples were taken after 30 min, 1 h, 2 h, 3 h, 6 h and 24 h,
freeze dried and analyzed using SEC with a PEO calibration. The same experiment was
reproduced for CH150 at 10°C, 30°C, 50°C and 70°C in order to investigate influence of
temperature on the reaction. Dialysis was performed using Spectra/Por dialysis membrane
Biotech CE tubing MWCO: 100-500 D. 1H NMR of 1600 g/mol oligomer, DO, 400 MHz,
298 K, pH-85(sHHaldefyde® ), &7.1 (Himines), 5.0 (d, 5 Hz, 1H H1 gemdiol),
4,5 (m, 1H H2-AMF), 4,3 (m, 1H, H3-AMF), 4,1 (m, 1H, H5-AMF), 3.2-4.0 (m, 1H H2 acetyl,
1H H3, 1H H4, 1H H5, 2H H6, 1H, H4-AMF 2H, H6-AMF), 2.5 (m, 1H, H2), 2.0 (s, 3H,
HCHj3), 4.8 (s, HOD). 23 % of the amines are in imines form. 51% of the aldehydes (free
or chain end) have reacted with an amine to form imines, 21% are in gem diol form and

28% are in aldehyde form (Annexe 8).
[11.3. AMF synthesis

AMF was synthesized by action of nitrous acid on d-glucosamine. Briefly, 1 g
(4.6 mmol, 1 eq) of D-(+)-Glucosamine hydrochloride was dissolved in 20 mL of deionized
water during 3h. Sodium nitrite (1 g, 14.5 mmol, 3.2 eq) was added and the reaction was
led at room temperature for 6h. The final product was lyophilized for at least 24h. *H NMR
for D-glucosamine (D20, 400 MHz, 298 K, pH 5.5): 0 5.HZz2, (dH,4 H1 042,) , 4.9
1H, H1B3.)9 (3m,4 1H H3, 1H H4, 1H H5, 2H H6), 3.:
Hz, 1H, H2bH ), 4.8( HOD) 400HMNMKMR 268 KMFpHD5. 5
H1), 5.1 (d, 5 Hz, 1H, H1 gemdiol), 4.2 (t 6 Hz, 1H, H2), 4,1 (t 6 Hz, 1H, H3), 4,0 (m, 1H,
H5), 3.8 (m, 1H, H4 2H, H6) as expected . In deuterated water, AMF is 70% in gem-diol
and 30% of aldehyde form (Annexe 7).
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[11.4. Characterization

'H NMR, analyses were performed using a Bruker Avance 400 MHz NMR
spectrometer at 298 K. 2D DOSY NMR was performed on a 600MHz Bruker Avance
spectrometer. NMR samples were prepared by dissolving 15 mg of product in 0.5 mL of
D.0. The chemical shifts were reported in part per million relative to tetra methylsilane.
Spin multiplicity is shown by s=singlet, d=doublet, t=triplet, g=quadrat and m=multiple. DA
of native chitosan and oligomers were determined using *H NMR. FTIR spectra were
recorded on Nicolet 6700 FTIR spectrometer. GC-MS analysis were performed on
GC 7890B AGILENT equipped with a capillary column Agilent 122-1364UI DB-624UI (60
m x 0.25 mm, 1.4 em), with FID detector
directly linked to the headspace sampler 7697A Agilent, with and injection loop (1000 pL)
and a transfer line. dn/dc were calculated using the differential refractive index (RI) detector
Woyatt Optilab T-rEX. Molar masses were recorded using triple detection size exclusion
chromatography (Tosoh TSK PW 2500, TSK PW 6000, TSK gel G Oligo PW) coupled with
the same RI detector Wyatt Optilab T-rEX, multiangle light scattering Wyatt DAWN
HELEOS IlI, and a Fused Silica cell, laser | =664 nm. They were also recorded using size
exclusion chromatography with RI detection (PL aquagel-OH 30 8 um 100-60.000 g/mol,
PL aquagel-OH 40 8 um 10.000-200.000 g.mol?!, TSK gel G Oligo PW 7 pm 7.8 mm
IDx30 cm 0-6000 g.mol?) calibrated using PEO/PEG standards. 10 mg/mL solutions of
oligochitosans were prepared in acetate buffer (1.5 % AcOH, 0.8% NaAc, 1 ppm NaNs,
5 ppm LiBr). Error bars were calculated by doing standard deviation on three different
integration on each chromatogram and data plotted are the average value of those
measurement. The pH (correction for isotopic effect: pD=pH+0.4) were measured by use
of a Mettler Toledo pH electrode.

In order to validate the PEO equivalent method for molar masses measurement,
triple detection SEC was performed. To do that, variation of refractive index according to
concentration, dn/dc, were measured using a differential refractometer Wyatt Optilab T-
rEX. 1 mg.mL™* chitosan/oligochitosan solutions were prepared in degassed acetate buffer
(AcOH 0.2 M/0.15 M ammonium acetate; pH=4.5) and diluted at 80%, 60%, 40%, 20%,
10% (w/w). Refractive indexes were measured according to solution concentration (658
nm, 0.5 mL.min?). After that, 3 mg.mL™ chitosan/oligochitosan solutions were prepared in
the acetate buffer from above. 100 pL of solution were filtrated on 0.45 pm membrane CME
filter and injected in the apparatus made of Tosoh TSK PW 2500 TSK PW 6000 coupled
with a differential refractometer Wyatt Optilab T-rEX, multi angular light scattering
Wyatt DAWN HELEOS |Il, and UV cellule Fused Silica, laser =664 nm.

Molar masses (Mw, Mn and D) of chitosans and oligochitosans were determined taking in

and

ma
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account the dn/dc determined above. DPn were calculated according to the formula (2)

and are presented in supporting information (Annexe 5):

5) DPn=

Toxicity and ecotoxicity of oligomers post dialysis (DP5 and DP10) were evaluated
according to acute tests on Daphnia magna (NF EN ISO 6341, 2012) performed by
Eurofins. This test aims at finding the concentration immobilizing 50% of the daphnia
population after 24 h and 48 h (CE50). A solution of K2.Cr.O7 CE50-24h = 0,94 mg.L™*? (this
value corresponds to standard between 0.60 mg.L* and 2.1 mg.L? according to NF EN
ISO 6341 : 2012) is used as a reference substance. Samples were prepared by dissolving
oligomers in an ultra-pure water solution of anhydrous sodium hydrogen carbonate
NaHCOs; (0.200 g.L?), calcium chloride CaCl, (0.260 g.L?), magnesium chloride MgCl,
6 H.O (0.148 g.L?), anhydrous potassium sulfate K.SO, (0.026 g.L™). 100 g.L* solutions
were prepared and diluted as followed: 35%, 10%, 3.5%, and 1% (w/w). Tests were
performed at 20 °C.

V. Results and discussion

Depolymerization using NaNO: was investigated from 5 different chitosans. 3 of
them, obtained from crustaceous, have the same DA (i.e. 16 %) and only differ by their
Mw: 30, 150 and 250 kg/mol. They will be labeled as CH30, CH150 and CH250. The fourth
chitosan, also obtained from crustaceous and labeled CHDA1, has a Mw of 150 kg/mol
with DA of 1%. The last studied chitosan, labeled CHY, has a Mw of 240 kg/mol, DA of

20% and was provided from insects.

During the course of depolymerization reaction, molecular weight evolution was
followed by means of SEC using PEO/PEG standards. We have first decided to validate
this method by also assessing Mw values by triple detection SEC. It was shown that dn/dc
values are smaller than those of respective crude chitosans (Annexe 3). Moreover, even if
the dn/dc values are very close for any oligomers of similar molar masses, this study shows
that dn/dc values are different for all samples. Therefore, it is very important to determine
dn/dc before doing further analyses. Indeed, a small variation of the dn/dc value has a

significant impact on the molar masses obtained, specifically with small objects.

Mw and Mn values for each chitosan oligomer, as well as the corresponding crude
ones, are given in Table 1 (Annexe 5). It was especially shown that both methods afford
rather close values when targeted DP below 20. Above this value and also for crude
chitosans, SEC using PEO/PEG standards seems to underestimate the Mn values (25%

lower than triple detection values). Nevertheless, this works aims at synthesizing COS
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oligomers with DP lower than 20. Thus we have decided to use SEC with PEO/PEG
standards to monitor the Mn evolution for all chitosans.

At first, each chitosan was reacted with 0.2 eq of NaNO; at room temperature
(30 °C) and molar masses decrease was followed over time (Figure 18 a)). Mn of CH30,
CH150, CH250 and CHY showed a similar trend, i.e. a very fast decrease during the first
30 min until approximately reaching 6,000 g.mol?, then Mn slightly decreased until
stabilization. It was shown that the reaction is immediate, the most important drop of molar
masses occurs during the first minutes (Figure 18 b)). The plateau was reached when
either NaNO2 was fully consumed or did not react anymore. CHDAL behaves slightly
differently since molar masses decrease faster to reach 2,500 g.mol? after 30 min.

According to the mechanism (

Scheme 6), this faster decrease can be easily explained by the fact that CHDAL
has more free amines available for reaction with NaNO., thus leading to more glycosidic
bond cleavages. Consequently, CHDAL reaches a plateau after only 6 h, whereas 24 h
are needed for the four other chitosans. The kinetics of the reaction also depend on crude
chitosan Mn: CH30 molar masses decreases faster than that of CH150 and CH250. This
is probably due to the higher viscosity for higher Mn chitosans in solution. It was also shown
that dispersity of the different chitosans decreases during the depolymerization process to
reach interesting values ranging between 1.3 and 1.6 (Figure 19).
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Figure 18. a) Evolution of molar masses log (Mn) as a function of time for five different
chitosans (1% w/w) with 0.2eq of NaMi®H. b) Evolution of molar masses as a function of
time for CH30 with 0.2 eq of NaNM@IH; during the first 30 min
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Figure 19. Evolution of the dispersity as a function of time for five different chitosans (1%
w/w) with 0.2eq of Na®/NH>

This reaction was carried out at room temperature, as already described in the
literature 4. Nevertheless, an increase of the temperature should impact the reaction
kinetics but also may lead to reaction completion, until reaching lower molar masses COS,
i.e. DP<20.

The reaction was carried out with CH150, with 0.2 eq of NaNO. at 4 different
temperatures, i.e. 10, 30, 50 and 70 °C (Figure 20). At 10 °C, the reaction was not
completed even after 24h. Indeed, at low temperature, viscosity of crude chitosan solution
is high, which therefore decreases the reaction kinetics. Furthermore, NaNO> could be
consequently decomposed in nitrogen oxide by acetic acid instead 6. With a similar
NaNO./NH; ratio, a temperature increase leads to faster depolymerization reaction. As
expected, the reaction kinetics proceeded very fast at 70°C, and lower Mn COS were
obtained. This could be explained by additional acidic depolymerization, due to the
presence of acetic acid (pH 4.5) °. When heated at 50°C, the plateau was reached
after only 3 h. The reaction was still carried out for 24 h to ensure that no further
degradation occurred. Consequently, the following experiments were carried out at 50 °C

during 3 h.
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Figure 20. Evolution of Mn vs time at different temperatures for the reaction of CH150 with
0.2eq of NaN@NH;

Allan et al.*® already showed that the resulting Mw of COS was directly related to
the content of NaNO,. Then CH30, CH150, CH250, CHDA1 and CHY were reacted at 50°C
for 3 h with different NaNO2/NH equivalents, and their Mn were assessed (Figure 21).
First, we can note that the five chitosans behave similarly, i.e. the evolution of Mn changed
at 0.2 eg. below this value, a strong Mn decrease was observed from crude chitosans to
reach values above 2,500 g.mol?, i.e. DP > 20. These COS can be purified by precipitation
into a strong base to obtain COS with DP ranging between 30 to 45 at 0.1 eq of NaNO2/NH..
Above 0.2 eq NaNO2/NH;, Mw COS slowly decreased by increasing NaNO. content.
Interestingly, the resulting COS showed DP ranging from 15 to 5 and were water soluble
(pH 5.5). Thus, as already demonstrated by Allan et al.*3, a defined number of equivalents
of NaNO2/NH; allows obtaining COS with DP values from 5 to 20. Furthermore, this
reaction is clearly not affected neither by molar masses (between 30 kg.mol* and
250 kg.mol?), nor DA (between 1 and 20%) or origin of crude chitosans.



#EAPEOOA ¢d 3U1 OET OA AA 1T A PAOOEA EUAOI PEEI A AOD
désamination nitreuse

5
ol - CH30
w . CH150
40 +  CH250
= : »  CHY
8 + CHDAT1
2 18
g f
5% Py
o $
4
2
OOI,O I OI,’I I OI,2 I OI,3 I OI,4 I OI,5 I OI,6

Number of equivalent of NaNO,

Figure 21. Evolution of Mns NaNG/NH; equivalents for the depolymerization of CH30,
CH150, CH250, CHDA1 and CHY at 30 for 3h.

To check their stability over time, the resulting COS with DP ranging from 5 to 20
were analyzed by SEC after 6 months (Figure 22). No decrease was observed even after
6 months, which proved that no further degradation occurred. The 10 % difference between
the two molar masses was explained by the change of calibration curve and evolution of
the column. Finally, COS obtained with 0.2 eq. of NaNO2/NH; were analyzed by FTIR and
compared to the corresponding crude chitosans (Annexe 11). The carbonyl band at
1650 cm? is still visible in the oligomer spectra meaning that the acetylated units are still
present. The similarity of both crude chitosan and oligomers by *H NMR analysis proves
that no sugar units degradation occurred, as expected (Annexe 9; Annexe 10). As a matter

of fact, the DA is conserved during depolymerization.
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Figure 22. Evolution of Mn of oligochitosan CH30 with 624 of NaNQNH; from t0 to

t0+6months

Temmeraas et al.*! showed that nitrous deamination leads to the formation of AMF
chain end of COS (reductive end), but also to the formation of free AMF (2,5-anhydro-D-
mannose) when glyosidic bond breakage occurs at the non-reductive polymer chain-end.
Furthermore, AMF is in equilibrium with the corresponding gem diol. Both AMF chain-end
and free AMF may unlikely react with amine groups of chitosan and the obtained Schiff
base will undergo formation of 5-hydroxymethyl-2-furfural (HMF) when changing to acidic
pH (Figure 24 b)). The presence of both AMF and HMF was first confirmed by headspace
analysis. The analysis was performed by gas chromatography with static headspace
coupled to a detection mass spectrometer (GC-MS). Once lyophilized, AMF, glucosamine
and oligomers were characterized. AMF emissions are mainly composed of nitrogen and
oxygenated compounds. The main signals from AMF are 18 and 19 (Annexe 12) which are
identified as furfural and furanmethanol, respectively and for other signals in general as
furan derivatives. Those compounds are close to the real structure of AMF. In the other
way, COS mainly showed both nitrogen and oxygenated compound corresponding to
alcohol and amine functions of the sugar units and shows signals correlating with those
from AMF, i.e. mainly furan derivatives (peak 18, 19, 20, 21, 23, 24, 25, 27) (Annexe 13).
However, no correlation between glucosamine and COS emissions were noticed, meaning

no D- glucosamine was left at the end of the depolymerization process (Annexe 14).

Then, to assess the presence of those small molecules, 2D DOSY was performed
(Figure 23). This experiment allows differentiating the NMR signals of different species
according to their diffusion coefficient. In ideal case of non-overlapping component lines
and no chemical exchange, the 2D peaks align themselves along horizontal lines, each

corresponding to one sample component. This means that on the spectrum every signal
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belonging to the same molecule will appear on the same line. Figure 23 a) shows 2D DOSY
NMR spectrum of a 1600 g.mol* COS obtained by nitrous deamination of CH30 at 50 °C
(0.4 eq of NaNO). Aldehyde signals are clearly highlighted, evidencing the presence of
both COS AMF chain-end and free AMF in equilibrium with the gem-diol form of both
products (4.5-5 ppm). These signals were then analyzed by *H-*C 2D HSQC NMR (Figure
23 b)). The carbon signals near 180 ppm were specifically attributed to aldehydes function.
Carbon signals between 140 and 180 ppm correlating to proton signals between 7 and
8 ppm are characteristic of imine groups. These imines resulted from the reaction between
AMF (free or chain end) and amine functions of CH30. Then, if the pH drops, free HMF can

be obtained, as already proved by Temmeraas et al L.
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Figure 23. a) 2D DOSY NMR spectrum of a 16fhof* oligomer oltained from COS from
CH30 + 0.4eq NaNGQ/NH, (3 h at 50°C) b)'H-*C 2DHSQC NMR spectrum of the aldehyde

Zone
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Consequently, the effect of pH on COS structure was investigated. COS was
solubilized in deuterated water at pH 5.5. Then, pH of the solution was either dropped to 2
with HCI or raised to 12 with NaOH. *H NMR spectra were then recorded straight away at
pH 2, 5.5 and 12 (Figure 24). At pH 5.5 both aldehyde and imine functions are clearly
visible at 8.3 and 7.9 ppm, respectively. At pH 2, the peak corresponding to imine group
totally disappeared, whereas the presence of HMF was characterized by the furanic
protons peaks (7.4 and 6.5 ppm) as well as by the aldehyde proton peak (9.3 ppm), in
agreement with Tammeraas et al.** work. The aldehyde peaks characteristic of both AMF
and COS AMF chain-end were still visible (8.2 ppm). Intensity of both aldehyde peaks
allows determining that 50 % of aldehydes were converted into free HMF. Finally, when

increasing pH to 12, the aldehyde signal (8.1 ppm) only remained and no imines were

formed.
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Figure 24. a) '"H NMR spectra of COS from CH30 + 0.4 eq NaM®, (1600g.mof?)
recorded in RO at pH 12 (a), at pH 5.5 (b) and at pH 2 (¢)
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Figure 25. 2D DOSY NMR of COS from CH30 + 0.4 eq NaM®i; (1,600g.mof*) and
purified by 24h dialysis

Finally, COS were purified by dialysis during 24 h against deionized water. COS
were found to have the same chemical structure (Annexe 15) and a small increase (10%)
in molar masses is visible due to elimination of smaller oligomers. Dialysis allows to extract
not only unreacted NaNO; and CH3;CO:Na but also free AMF and HMF. Furthermore,
during COS dialysis, acetic acid was extracted, and then the pH increased. 2D DOSY NMR
spectrum of COS was performed after dialysis (Figure 25) and almost no free aldehyde

was observed, i.e. from AMF (<5 %) (Annexe 13).

After dialysis, ecotoxicity of two COS, i.e. DP 5 and 10, was evaluated. The
experiment was reproduced 4 times on a population of 5 daphnia. It was shown that after
48 h, the daphnia used for the test are still mobiles for DP5 and DP10 at concentration of
100 mg.L* and below (Figure 26 & Annexe 16). Those results assess that DP5 and DP10
are not acute toxic/ecotoxic and their CE50-24h and CE50-48h are above 100 mg.L™.
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Figure 26. Mobility of daphnia after 48 against sample concentration
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V. Conclusion

In this study, water soluble chitosan oligomers of different size (DP5 to DP20) were
obtained by nitrous deamination. The impact of the DA, the MW and the origin (marines
and insects) of crude chitosan was studied. The kinetics of the reaction were also studied.
The ideal reaction parameters were determined to be a 3 h reaction at 50 °C. It was shown
that the method is reproducible and does not depend on the chitosan nature. The
relationship between the quantity of NaNO, and the DP of oligomers was optimized for low
DP of COS. It was shown that not only AMF end chains but also free AMF was formed
during the reaction. Those aldehydes react with the free amines of COS to form imines.
The pH dependency of the imine formation was underlined. It is feasible to reduce imine
concentration or avoid its formation by changing the pH. As well, dialysis allows decreasing
the content of free AMF that might react with the free amines of COS and reduces imine
formation. At the end, the purified oligomers show no acute toxicity or ecotoxicity, and their
CE50-24h and CE50-48h remained above 100 mg.L™.

SUPPORTING INFORMATION (Annexe chapitre 2)

1 DA, dn/dc, molar masses and dispersity of crude chitosan and chitosan
oligomers obtained with action of NaNO: during 3h at 50°C.

1 *H NMR spectrum of D-(+)-Glucosamine hydrochloride
H NMR spectrum of AMF
H NMR spectrum of oligomer 1600 g/mol from CH30 + 0.4 eq NaNO,/NH:

H NMR spectrum of crude chitosan CH30

= =2 =4 =2

H NMR spectrum of chitosan oligomer from CH30 + 0.2 eq NaNO2/NH:
1 IR spectra of both chitosan CH30 and chitosan oligomers of 1,600 g/mol

1 Chromatograms from headspace chromatography of AMF, glucosamine

and chitosan oligomers and their respective attribution data.

1 *H NMR spectrum of oligomer 1600 g/mol from CH30 + 0.4 eq NaNO,/NH,

post dialysis

1 Number of daphnia mobiles for DP5 and DP10 at 100 mg/L after 48h and

inhibition percentage against control sample
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Dans le chapitre précédent, une méthode robuste de dépolymérisation du
chitosane par d®samination nitreuse a ®t® mi se
donc en la fonctionnalisation de ces oligoméres pour les rendre amphiphiles et améliorer
leurs pr opri ®t ®s tensioactives. Af in do®valuer I
possibles, une revue intitulée « Advances in chitooligosaccharides (COS) chemical
modifications: a comprehensive review » et soumise dans le journal Biopolymers
regroupant |l 6ensembl e des r®actions chi.miques
Dans cette revue, différentesv oi es de f o n cdligoméres @é 1 av@kg.ma® do
ont été introduites et discutées, notamment en fonction de I'efficacité du greffage. Selon la
méthode de dépolymérisation utilisée, les oligoméres peuvent présenter trois groupes
fonctionnels: amine, hydroxyle et aldéhyde. Cela ouvre donc la voie a diverses réactions
de greffage, de réticulation et de polymérisation selon différents types de réactions
chimiques. Les méthodes utilisées pour calculer les degrés de substitution (DS) ont

également été étudiées et présentées a la suite de cette revue.
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|. Abstract

Compared to chitin and chitosan, chitooligosaccharides (COS) are defined by some
unique properties such as water solubility, cell membrane penetrability, easy absorption
and various biological activities that found applications in various fields such as
pharmaceutical, food industry and cosmetics. Their functionalization is widely described in
the literature and leads to the introduction of new properties that broaden their application
fields. COS modification sites are mainly the primary amine and hydroxyl groups. Among
chemical modification, one can find amidation or esterification, epoxy-amine/hydroxyl
coupling, Schiff base formation and Michael addition. When depolymerized through nitrous
deamination, COS bear an aldehyde at the chain end that can open the way to other
chemical reactions and lead to the synthesis of new interesting amphiphilic structures. This
paper narrates on the recent developments in COS functionalization on both amine or
hydroxyls groups and aldehyde-chain end reactions while paying considerable attention to
other types of modification. The author also described and compared the different protocols
found in the literature while highlighting potential mistakes made in the chemical structures

accompanied with suggestions. The interest of such modification are also briefly discussed.
I.1. Introd uction

Chitosan is a polysaccharide made of b-D-glucosamine (GIcN) and N-acetyl-b-D-
glucosamine (GI NAc) wunits | iFigke2d).Itisyhe ehengchly c osi di
modification of chitin, a polymer extracted from shrimp shells, squids, insects or

mushrooms that leads to chitosan. Chitin is the second most abundant natural polymer on

118



Chapitre 3 : Synthése de macromolécules amphiphiles : fonctionnalisation AT 1 ECT I 1 OAO A

earth after cellulose. Chitosan results from N-deacetylation of chitin, which is only partial in
most of the cases. This polysaccharide is characterized by its acetylation degree (DA) and
its molecular weight. There is a large variety of chitosans, with a wide range of molecular
weights from 10,000 g.mol* up to 2,000,000 g.mol*and acetylation degree between 0 and
30%. Nowadays, chitosan is used in various applications ! like water treatment 2 3,
cosmetics *, food industry or drug delivery 5 due to its many interesting properties such

as biodegradability, biocompatibility, hemostaticity, and antibacterial activity 8.

1-DA
Figure 27. Chitosan andCOSchemical structure

Numerous chemical reactions have been carried out on chitosan for introducing
functional groups that could modify its properties ° 1°. Nevertheless, according to its
molecular weight, chitosan is only soluble in water and in dilute acidic media. Thus the
grafting efficiency of non-hydrophilic compounds remains quite low 2, Furthermore, the
concentration of high molecular weight chitosan in water hardly reaches 3% (w/w) and in
such conditions, the resulting viscosity becomes high enough to lower the chitosan
functional groups reactivity * . In order to overcome this drawback, reducing the

molecular weight of native chitosans would be effective.

Chitooligosaccharides or chitosan oligomers are often defined as chitosans with a
degree of polymerization (DP) and average molecular weight respectively lower than 20
and 5,000 g.mol! 15, Nevertheless, low molecular weight chitosan (Mn<20 kg.mol?!) are
often called COS in the literature. It was shown that COS are more easily workable, due to
less chain entanglement and steric hindrance which confer them a direct solubility in water
for DP<10 and pH dependent solubility for 10<DP<20 while maintaining a low viscosity in
solution. COS are insoluble in acetone, butanol, ethanol, ethyl acetate, propanol and
pyridine but as opposed to chitosan, partially soluble in methanol and partially soluble in
dimethyl sulfoxide (DMSO) and dimethyl formamide (DMF) when heated. Hence the
smaller are the oligomers, the better is the solubility **. COS have recently received

considerable attention as functional biomolecules with a wide range of applications in food,
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agriculture, medicine, pharmaceutics and cosmetics ¢ 17 18 19 Compared to chitin and
chitosan, COS are defined by some unique properties such as water solubility, cell
membrane penetrability, easy absorption and various biological activities. The molecular
weight limit for COS to be soluble in water is reported to be 3.82 to 4.67 kg.mol* but those
values are dependent on the DA and the molecular weight dispersity of COS 2°. They are
reported to treat asthma, prevent tumor growth, malaria, control blood pressure and also
have neuroprotective effects for Alzheimer disease treatment 2! thanks to their biological
activities that include antibacterial, antifungal, antiviral, anti-tumor and antioxidant
properties 22,  whi ch have been report e?d Savasal vingstobet t er
obtain chitosan oligomers were reviewed in literature 2°2627, Those methods are divided in
three main categories: enzymatic, physical, and chemical depolymerization. The enzymatic
depolymerization of chitosan involves cleavage of the chitosan glycosidic bonds by the
action of enzymes that have the particularity of being selective. Indeed, certain enzymes
cleave only one type of bonds (i.e. GIcNAc-GINAc, GIcN-GIcN and GINAc-GIcN). Most
commonly used enzymes are chitinase, chitosanase and lysozyme but other teams
developed depolymerization of COS with other enzymes such as lipase and papain
(etc.)?82°, Commercially available COS are generally obtained by enzymatic pathway,
which explains their cost. Depolymerization of chitosan is also possible using physical
methods that need an external source of energy from specific apparatus such as electron
beam plasma *, gamma irradiation 3, sonication %, microfluidization 33, UV light ** or
microwaves . In a general manner, physical methods are efficient enough to
depolymerize chitosan. Methods based on electron beam plasma or gamma irradiation are
described directly on chitosan powder but the apparatus allows to work only on hundreds
of milligrams. Interestingly, the methods based on UV, sonication, irradiations and
microwaves are often used on chitosan solution, in combination with chemical methods to
improve yields and kinetic 3¢ 37 %, Microwaves-based depolymerization allows to easily
obtain oligomers but the reaction is hardly reproducible due to its dependence on many
parameters (volume, glassware, time, temperature etc.)3. The chemical
depolymerizations consist in acid hydrolysis %° 4!, the use of oxidative agent such as
hydrogen peroxide “?*3 or even the action of nitrous acid **“°. This last method was shown
to be applicable and reproducible on any kind of crude chitosan leading to low molecular
weights oligomers 6. Though, it leads to formation of 2,5-anhydro-D-mannose (AMF) end

chain which is electrophilic and reactive for further reactions.

Whatever the depolymerization technique, COS present very interesting biological
properties and show better solubility in a larger range of pH at relatively higher

concentration than the corresponding chitosan. Moreover, depending on their size, they
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are soluble in other solvents like DMSO, DMF and water/alcohol solutions. This is why
there has been a growing interest on modification of those oligomers to widen their
applications. Thus, COS are easily functionalizable due to the presence of free primary
amines and alcohol on the sugar units. Moreover, when COS are obtained by nitrous acid
depolymerization, a reactive aldehyde is present at the end of the oligomer chain. Thanks
to their shorter hydrophilic chain, their functionalization can lead to amphiphilic structures
with better properties than those from chitosan-based structures. Oligochitosan also
allowed to prepare nano and microgel 4’ “8. As far as we know, there is no review in the
literature on such a rich chemistry that can be done on COS. In this review, different routes
of functionalization of the obtained oligomers (from 1 to 20 kg.mol?) will be introduced and
discussed, especially based on the grafting efficiency. Depending on the depolymerization
method, oligomers might present three functional groups: amine, hydroxyl and aldehyde.
This opens the way to various grafting, crosslinking, and polymerization pathways with

several functional groups.
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Il. Grafting onto amine and hydroxyl

The amino and hydroxyl graftings of chitosan are widely used even on high

molecular weight polysaccharides “°. COS allows nevertheless larger choice of solvent,
and higher substitution degree are usually reached.

[I.1. Carboxylic acids and its derivatives

One of the most common reactions that can be done on the free amine of COS is

amidation with a carboxylic acid. In order to react with the amine, the carboxylic acid must

be activated. In general organic chemistry, carboxylic acid (CA) activated by thionyl
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chloride (SOCI>), phosphorus trichloride (PCls) or pentachloride (PCls) to form acyl chloride

are the most reactive species.

Carboxylic acid might also be activated by formation of anhydrides or esters. In
order to convert carboxylic acids into amides or esters, carbodiimides such as 1-Ethyl-3-(3-
dimethylaminopropyl) carbodiimide (EDC) or N, MDizyclohexylcarbodiimide (DCC) can be
used. Additives, such as N-hydroxysuccinimide (NHS), N-hydroxysulfosuccinimide (sulfo-
NHS) ° or 4-dimethylaminopyridine (DMAP), are often used to increase yields and avoid
side reactions. In COS functionalization, the formation of an amide using a carbodiimide is
straightforward, but side reactions may occur (Scheme 8). Indeed, the acid will react with
the carbodiimide to produce an O-acylisourea, which can be viewed as a carboxylic ester
with an activated leaving group. The O-acylisourea will react with the amine to give the
desired amide and a urea. The activated carboxylic acid is very reactive and unstable which
could lead to side reaction. When using NHS or DMAP, the additive will react with the
activated acid to form another more stable intermediate, less suitable to side reactions.

The additive is usually regenerated at the end of the reaction.

]
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Schemd. Amidation with carboxylic acid activated by carbodiimide with or without NHS as

activator

In COS functionalization, two ways for grafting carboxylic acid can be found (Table
4). In literature, the amidation of COS is mainly done with EDC because of its water
solubility. Generally, the carboxylic acid is previously activated by an excess of EDC in
ethanol and the mixture is added to a COS water solution from 4 h to 24 h at temperature
between 60 and 80 °C (Table 4). Some studies also revealed the use of both EDC and
NHS 5192835455 Ag said previously, COS with very low molecular weight (Mn<5 kg.mol?)
exhibit better solubility in water with a larger pH range but also solubility in solvent such as
DMSO. Thus COS amidation was performed in DMSO *3°¢ or in a mixture of water and

DMSO ®’. In this case other carbodiimides can be used such as DCC %’ which is cheaper
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than EDC and gives a non-water soluble by-product. We also found other additive such as
DMAP %8, This wider solubility also opens the way for new solvents such as ionic liquids
like 1-butyl-3-methylimidazolium acetate ([BMIM]Ac) ®8. At similar molecular weight, the
amidation of COS with 0.5 eq of linoleic acid (C18)/NH, showed higher DS in ionic liquids
(37.9%) than DMSO (26.3%) 58 and water/acetone (10.3%) °°. In addition, the reactions in
ionic liquids and DMSO were performed in mild conditions at 30 °C as opposed to 60 °C in
water/acetone mixture. Moreover, lower coupling agent concentration was required due to
the possibility of using DMAP. In addition for being a better solvent, the [BMIM]Ac is
recyclable and reusable for further grafting reaction. Other reactions made in DMSO
showed acceptable substitution degree (DS) with high molecular weight carboxylic acid
such as arachidic acid (Cz) (10.3%) %, modified polycaprolactone (PCL) (18%) *¢ and
polyethylene glycol-polycaprolactone copolymers (PEG-PCL) (30.2%) . The use of this
type of solvent then opens up the way to other kind of grafting. Reactions made only in

water showed the lower DS.

In a general manner, this kind of reaction is performed on fatty acids, which are
difficult to graft onto COS due to low reactivity and the longer is the chain, the lower is the
obtained DS. The grafting efficiency is also correlated to the molecular weight. COS with
molecular weight over 12 kg/mol do not exceed 10% DS 1626364 Thijs can be ascribed to
a lower solubility of the COS in water and more chain entanglement. Noteworthy, the higher
is the molecular weight, the lower is the reactivity with fatty acid, resulting in a very low
amount of reactant that can be introduced. Indeed, the molar ratio never exceeded 0.5 eq
CA/NH: with higher molecular weights COS, whereas it can reach 2 or 3 with low molecular
weight (< 4 kg.mol?) %. The DS is also related to the carboxylic acid length. Indeed, the
longer is the chain, the lower is the affinity with chitosan and the lower is the DS. The ratio
of carbodiimide to carboxylic acid is also an important factor. Indeed, EDC or DCC might
be used in excess because the intermediate 1 (Scheme 8) is unstable. For instance, Su et
al.>2 only used 0.7 eq of EDC/CA and got very low DS (3.6%) working with 1 eq of acrylic
acid, i.e. corresponding to a C3 fatty acid. Fernandes et al.®® also obtained poor substitution
degree when working at low concentration of EDC. In both cases, the low DS might also
be explained by working only in water but also by the acid conditions, where the free

amines of chitosan are partially protonated hence less reactive.

Broadly speaking, the products of those reactions are then precipitated either in
basic conditions for the higher masses or in organic solvent. Regardless of the
carbodiimide used, there is always production of urea as a side-product (Scheme 8). This
urea is supposed to be toxic, hence the functionalized oligomers are generally purified by

dialysis to extract both unreactive species and side products. Self-assembly of COS
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modified with fatty acid in micelles is one of the most soughed application. Indeed, several
drugs such as doxorubicin *° 5! 87 ibuprofen %8, lamivudine stearate 5!, amphotericin ® or
insulin %8 can be encapsulated in those micelles which show efficient drug delivery ability.
Although this reaction is mainly described for grafting fatty acids, it can also be used with
other carboxylic acids. For example, Wang et al.®® grafted salicylic acid onto COS to
encapsulate paclitaxel for ovarian cancer treatment. COS have also proven to be excellent
drug carriers for doxorubicin 4, methotrexate %7, folic acid ° or tocopherol %°, anticancer
drugs that bear carboxylic acids. Zhao et al. % * synthesized a carboxyl terminated PEG-
PCL copolymer by ring opening polymerization of Qcaprolactone initiated by hydroxyl
terminated PEG with stannous 2-ethyl hexanoate catalyst and addition of succinic
anhydride in presence of DMAP. A large excess of carboxylic acid chain-end (40 eq) was
then activated by NHS and DCC to react with free amines of COS in DMSO and amphiphilic
triblock copolymers (Figure 28) were obtained with a maximum substitution degree of 31%.
Those structures were able to self-assemble into micelles from 20 to 45 nm in agueous
solution or to form supramolecular hydrogels when combined with cyclodextrin. With the
same method, Xu et al.?® used hexanol instead of PEG to initiate the polymerization of U
caprolactone and grafted dithiodiproponic acid at the PCL chain end. The activation of the
carboxylic acid (12.5 eq) was performed by coupling EDC and NHS in order to obtain COS
grafted with 18% PCL moieties. Those carriers revealed dual responses of pH and
glutathione (GSH), a molecule present in cancer cell, when releasing doxorubicin which is
mainly due to the disulfide linkage. Those properties made them a great candidate for
targeted drug delivery and reduction of side effects on healthy cells. Other descriptions of
this type of amidation can be found in the literature. When Yin et al.>® grafted COS onto
liposome with EDC and NHS, Chandika et al.”> used it to form a scaffold between COS
and a mixture of fish collagen and alginate. Yang et al.”® immerged polysulfone-poly(acrylic
acid) (PSF-g-PAA) membranes in a COS/EDC solution to improve their antimicrobial

activity.
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Figure 28. Synthesis of COBCL-PEG triblock copolymer and their seltsembly

In comparison, only few studies were led on coupling acyl chloride to COS. To
activate palmitic acid, Choudhari et al.”* used thionyl chloride (SOCI;). The coupling
reaction was carried out in water, which is quite incompatible with the use of palmitoyl
chloride. Indeed, acyl chloride in water was immediately deactivated and turned back into
acid by nucleophilic addition of H,O. The amine of chitosan is not nucleophilic enough to
react in an excess of water. In this condition, it is like reacting palmitic acid and the free
amine of chitosan in acidic media meaning that the reaction is very unlikely to occur.
Although the authors reported a grafted oligosaccharide, they could not provide any DS
and the NMR data are doubtful. In comparison to the use of carbodiimide, this method is
not water adaptable and should be led in aprotic solvent such as DMSO. In addition, thionyl

chloride is toxic and corrosive.

Another team reported crosslinking of oligochitosan with malic acid without
activating the carboxylic acid 75. The resulting polymer was then prior grafted onto
polyethylene terephthalate (PET) film. They observed by Fourier transform infrared
spectroscopy (FTIR) the appearance of the amide band confirming the grafting of both
malic acid and PET. Nevertheless, the band is not very well defined and is more likely to
show the free amines of chitosan. They did not confirm the grafting by 1H NMR but it seems
unlikely that the carboxylic acid reacted without previous activation because the amines of
COS are not nucleophilic enough. Hydrogen and/or ionic bonding probably occurred
between the amine and hydroxyl groups of COS and the two carboxylic acids. Nonetheless,
hydrophilic and anti-static properties of the PET film were highly improved by the COS

treatment.
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Mn of . ; A "
DA Carboxylic Equivalent Activation Conditions DS DS
COSs o . /NH Solvent o o Ref
(kg/mol) (%) acid (CA) , ICA (h; °C) Measurement (%)
Water/
18 5 0.2 EDC ethanol 5h; 80 °C TNBS 3.8 61
(8.5€q) (50/50 vIv) method
Water/
15 5 1 EDC ethanol 4h;80°C TNBS 6.5 62
(10 eq) (50/50 vIv) method
5 5 N/A 0% DMSO 6 h; 55 °C N/A N/A 53
18 0.25 9.8
11 Steg:filcsf)lcid 0.5 49.5
8 0.5 Water/ ) 47.6
5 1EODC ethanol ég L]C Tl\iES d 76
3 0.25 (10ed) (70130 viv) metho 13.9
3 0.5 45
3 0.8 63
EDC o TNBS .
18 5 0.2 (3.2 60) Water/ 12 h; 60 °C ethod 3.8
ethanol
EDC (60/40 viv) Can o ) . 78
3 2 0.3 (5 eq) 6 h; 60 °C Ninhydrin 6
0.1 2.6
EDC Water/
20 10 0.2 ethanol 12 h; rt 'H NMR 4.4 63
(1eq) (95/5 Vi)
0.3 8.5
Linoleic acid 0.5 EDC (IBMIM]Ac, IH NMR 37.9
3.7 5 (C18) DMAP 6 h; 30 °C Molecular 58
0.5 (2.5eq) DMSO weight 26.3
EDC Water/
5 5 0.5 acetone 6 h; 60 °C 'H NMR 10.3 59
(10eq) (6535 viv)
1 N/A Linolenic 2 ﬁ'ﬂg DMSO 24 h; 1t IH NMR 90 65
acid (C18) (1.2 €q)
. Water/
Decanoic EDC ono TNBS 68
5 10 Lcid (c10) 1 2 eq) <%“032“§C?J) 5h; 80°C method 24
. EDC .
Arachidic . o Linear 51
5 10 acid (C20) 3 ( :Il_\.“5-|§q) DMSO 12 50°C g on 9.8
5 5 NAC (C5) 1 (EDE% Water 8h;rt N/A N/A 53
25 25 2.2 SOCI, Water 24 h; rt N/A N/A 74
Palmitic acid Water/
15 0.3 4 EDC ethanol 6h;80°C TNBS 3.4 64
(90/10)
o EDC
>10 15 AC“("C'%)&‘C"’ 1 NHS Water (HCI) 72 h;rt Dotli‘t?;etigr?”d 35 52
(0.7 eq)
N-acetyl-L- EDC Water . El | man ) 66
15 13 cysteine 10 (0.1 eq) (AcOH) 3hirt reagent ° -5
EDC
3 8 PCL 125 NHS DMSO 24 hi 1t E'emle”.ta' 18 56
(3eq) analysis
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10 5 PCL-PEG 20 DCC DMSO 48 h; rt H NMR 13.8
NHS (2 60
40 and 4 eq) 30.2
PET film N/A ; 0 :
1 8 Sodium 1% Acetic " N/A N/A 75
Malic acid 2 acetate acid
0.625 4.5
DCC Water/
8.6 10 Methotrexate 1.25 NHS DMSO 72 h;rt H NMR 8.9 57
(1.5eq) (10/90 viv)
25 135
1% acetic 16.5
12 o5 PSF-g-PAA N/A EDC aC|_d N/A Acid orange 7 uglc 73
membranes solution dye complex m2
(vIv)
2-
Fish EDC morpholino
1-10 N/A collagen/ N/A NHS ethane 20 h; rt N/A N/A 72
alginate sulfonic
acid buffer
EDC
sulfo- . Mass 50
4 10 Tocopheryl 1 NHS Water/DMF 24 h; rt Spectroscopy 4
(8 eq)
EDC Water/
1.5 N/A  Salicylic acid 0.5 (5 eq) ethanol 53 h; rt N/A N/A 69
q (50/50)
EDC
1-3 N/A Doxorubicin 4 NHS Water 12 h; 20°C UV (480 nm) 18 54
(4 eq)
EDC
3 N/A Folic acid N/A NHS PBS 16 h; rt N/A N/A 70
(2.8 eq)
2-5 25 Liposome N/A ElaCS: PBS N/A N/A N/A 55

Table4. Substitution degrees according to different carboxylic acid, coupling agent, reaction
conditions in the amidation of COS (N/A, reailable; rt=room tempeature,
DMSO=dimethyl sulfoxide)

In conclusion of this part, for amidation reaction, a lot of working conditions were
described in the literature. Parameters such as temperature, time, solvent, and coupling
agent play a crucial role for reaching high DS. In addition, the initial molecular weights of
COS, the length or size of the carboxylic acid are also important factors. Furthermore, very
low molecular weight COS (Mn< 5 kg.mol?) are soluble in other solvents such as DMSO
and hydroalcoholic solutions, which allows using other coupling agents and led to higher
DS.

[.1. Anhydrides

Acid anhydrides are compounds that bear two acyl groups bonded to the same
oxygen atom. They are a source of reactive acyl groups which tend to be less electrophilic

than acyl chlorides. Only one acyl group is transferred per molecule of acid anhydride,
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which leads to a lower atom efficiency. However cyclic anhydrides can act dually as

acylating agents and find a large range of applications &°.

One of the most common reactions of anhydride and chitosan is the N-
phthaloylation with phthalic anhydride. This reaction was also widely described on high
molecular weight chitosan because it led to an interesting change of solubility, i.e. chitosan
becoming soluble in organic solvents such as DMF 8. This reaction is thus one of the most
common techniques for solubilization as well as protection of multifunctional chitosan to
prepare various derivatives. Since treatment of chitosan with phthalic anhydride results in
partial O- phthaloylation in addition to the N-substitution, a controlled procedure should be
followed in order to selectively protect the amine. In the case of COS, the main research
aspect is the selective amino protection for further functionalization of the primary alcohol

828384 (Scheme 9). The deprotection of the amino group is generally done with hydrazine

hydrate.
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Following the same idea, Fuetal.® g r a f t e d-behzo@hdhonktetraddrboxylic
anhydride (BTDA) onto 1.5 kg.mol* COS (Scheme 10). They proved the formation of the

imide group by IR with the characteristic signal at 1380 cm'! assigned to the C-N stretching
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vibration. They used several BTDA/COS ratios and showed an increase of the molecular
weight when this ratio was raised; i.e. 2.5 kg.mol* for 1:20, 3.5 kg.mol* for 1:10 and
4.5 kg.mol? for 1:5. This represents a maximum DS of 93% if no crosslinking occurred.
Nevertheless, a higher amount of BTDA participating in the grafting reaction may increase
the chance of crosslinking between COS and BTDA, which explains the higher molecular
weights. Though, due to the low molecular weight of COS, the crosslinking was not
sufficient because the product remained soluble in water. This is why they used diphenyl
methane-4 , -diidtjicyanate (MDI) for further emulsion polymerization leading to

microcapsules formation.
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Schemd0. Crosslinking of COS with BTDA

Ajitha et al.®® used ceric ammonium nitrate (CAN) to graft maleic anhydride (MA)
onto COS. They claimed that the amine and the primary alcohol both opened the anhydride
to obtain a grafted COS (Scheme 11 1)). MA was used in low molar ratio (0.8/1 MA/CQOS).
As specified before, the primary amine is much more reactive than the primary alcohol and
with this ratio conditions, the amide formation is more likely to occur. Nevertheless, CAN
was described as an esterification as well as amidation catalyst & which gave confidence
that both reactions may occur. However, CAN was also used as catalyst for radical
polymerization of methyl acrylate 8 and acrylic acid ®. Besides, the acrylonitrile
polymerization from chitosan was described and CAN led to a radical formation by
degradation of the sugar units with quite different structures than the one described here
% In addition, MA may polymerize in presence of a radical initiator °* and the radical
polymerization of MA from starch and cellulose, two polysaccharides with structures similar
to chitosan, was described before %%, It means that the radical polymerization of maleic

anhydride could occur in the used conditions (Scheme 11 2)). Indeed, CAN was added
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within a mixture of MA and COS, meaning that radical can be formed on both entities. The
reaction could happen as described in the case of cellulose, with a radical formed on the
amine or alcohol of COS and propagation on the double bond of MA. One can also imagine
that the maleic anhydride can homopolymerize and be grafted onto chitosan by ring
opening, or in the other way around, at first the ring opening followed by MA polymerization
(Scheme 11 3)). The addition of MA onto the primary amine can also be followed by a ring-
closing process, i.e. a traditional route for maleimide synthesis (Scheme 11 4)). In addition,
CAN was reported to be a catalyst for aza-Michael reaction °*. In this work, as well as lot
of work on this subject, only FTIR spectra are provided. This analysis can only prove that
maleic anhydride was grafted onto COS but not the nature of the grafting. NMR
spectroscopy combined with mass spectroscopy and molecular weights measurement

could lead to the identification of the formed structure.
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Schemd. 1. Possible structures for maleic acid grafting on COS

Other anhydride can be grafted on COS. For example, Huang et al. % grafted
succinic anhydride on 6-7 kg.mol! COS with 36 to 90% DS, measured by elemental
analysis. Boesel et al.®® added methacrylic anhydride in phosphate buffer saline (PBS)
solution on COS of DP 4 to 8. They showed that high substitution degree led to insoluble
material and concluded that DS range of 16-21% were ideal. Afterwards, the methacrylated

COS were cross-linked by free radical polymerization of the pendant methacrylic groups
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by redox initiation. The created gel was degradable and nontoxic, and could be potentially

used in the biomedical field for tissue engineering or drug delivery.

In conclusion of this part, the reaction between anhydride and chitosan is
guantitative. It also leads to the selective protection of amine for O-functionalization and
the use of dianhydride can also lead to branched structures as well as cross-linked

networks.

|.2. Epoxides
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Schemd2 Possible reactions between an epoxide and chitosan

Another common reaction that can occur onto COS is the epoxy-amine or epoxy-
alcohol reaction. The carbons in an epoxide group are very reactive electrophiles, due in
large part to the fact that substantial ring strain is relieved when the ring opens upon
nucleophilic attack. There are two electrophilic carbons in the epoxide, but the best target
for the nucleophile especially with chitosan which already produced steric hindrance, is the
least hindered carbon. COS has two nucleophiles; the primary amine in position 2 and the
primary alcohol in position 6 of the sugar unit (Scheme 12). The reaction between an
epoxide and a primary amine leads to the formation of a secondary alcohol and a
secondary amine (DS:). The secondary amine might in turn react with another epoxide and
form another alcohol and a tertiary amine (DS,). In chitosan and COS, this second addition
is not likely to occur due to steric hindrance and poor nucleophilic strength of the secondary
amine. The epoxy will therefore react with another amine of the polymeric chain, though, it
could occur when working in epoxide excess. The second nucleophilic group from chitosan
is the primary alcohol. It can be activated when working at pH>10 °’ (DSs). Nevertheless,
the electronegativity of the oxygen implies a lower nucleophilic strength than the primary

amine. Both additions are described in the literature and discussed below.
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One example of epoxide addition often reported in the literature is the reaction
between oligosaccharides and glycidyl methacrylate (GM) leading to the formation of a
methacrylated COS by ring opening addition. The reaction conditions were similar in
several studies, and involved mixing different ratios of oligomers and glycidyl methacrylate
and heating them at 40 °C up to 12 h under nitrogen atmosphere - or not, depending on
the team, and ending with precipitation of the methacrylated COS in cold acetone. Most of
the works for this kind of reaction described O-methacrylation resulting from a reaction
between the primary alcohol of chitosan and glycidyl methacrylate. In reality, N-
methacrylation is more likely to occur than O-methacrylation because amine of the
oligomers is more nucleophilic than primary alcohol. In the works presented here, none of
them were performed at pH>10 in order to obtain the alkoxide ion. Nevertheless, Cho et
al.>* claimed to observe O-methacrylation on 1-3 kg.mol* COS. They showed DS of 60%
with a 3/1 GM/COS ratio, which is a quite high value. In their case, they then fixed succinyl
doxorubicin on chitosan free amine by amidation in presence of EDC and NHS with 18%
DS. Itis then possible that both O and N-methacrylation occurred. The methacrylated COS
are then cross-linked by photo irradiation using a di-acrylated Pluronic block (Figure 29)
which makes it suitable for free doxorubicin additional loading. In the same way, Choi et
al.%® claimed the O-methacrylation of 1-3 kg.mol* oligomers with 8/1 GM/COS but did not
indicate the substitution degree. The methacrylated COS was then crosslinked with di-
acrylated pluronic by photo irradiation in presence of Irgacure 2959 to encapsulate a
recombinant human epidermal growth factor (rhEGF). The provided *H NMR data could
not confirm that the O-methacrylation occurred. On the contrary, the signal of the proton in
position 2, characteristic of the free amine, has changed compared to crude COS. In a
second publication %, they made 30% acrylated chitosan with 1/2 GM/COS ratio to photo-
crosslink with diacrylated pluronic. Radha et al.}?° also claimed O-methacrylation in
presence of ceric ammonium nitrate in water at 80 °C. Once again, only IR spectra were
provided. In addition, CAN is known to be a radical polymerization initiator, which can lead
to the methacrylate polymerization, not described here. To summarize, the grafting of GM
onto COS by epoxy ring opening has been done. Nevertheless, the lack of information and
poor analysis data on some studies presented above did not allow confirming that the
grafting occurred on either the primary amine or the primary alcohol or both. Although some
teams claimed that O-methacrylation occurred, this was not the more conceivable reaction
due to the higher nucleophilic strength of the primary amine and the conditions of pH used.
In conclusion, further analysis would have to be conducted on those types of grafting. For
example, the alcohol substitution might be checked out by tandem mass spectrometry,
amine titration or even *H NMR with the anomeric and position 2 proton signal. *C NMR

and 2D analysis could complete those studies.
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cross linker

As seen previously, the reaction of chitosan with an epoxide is most likely to occur
on the primary amines. For example, llly et al.1%* grafted allyl glycidyl ether (AGE) on COS
(>2,000 g.mol?) for further thiol-ene reaction on the allyl double bond (Scheme 13). The
reaction was carried out in water at pH 8 as AGE is water soluble and a DS of 33% was
obtained with 2.2 eq of AGE. H NMR spectrum confirmed the addition with new signals
corresponding to the introduction of the allyl substituents as well as new peaks for the
proton in position 2 of the grafted units. FTIR spectrum also evidenced grafting onto amine
by the secondary amine band appearance (1540 cm™) as well as a reduction in intensity
for the primary amine band (1590 cm™).
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Mei et al.1%2 described the grafting of epichlorohydrin on very low molecular weight
COS i.e. 550 g/mol, by epoxy amine reaction with 55% DS. Then, the pendant chlorides
were cross-linked with tetraethylenepentamine (TEPA) to get hydrogel with promising
adsorbent properties. Another classical epoxy-amine reaction is the grafting of the
glycidyltrimethylammonium chloride. This reaction is generally described on high molecular
weight chitosan as it leads to full solubility of modified chitosan in water 1%, but was also
described on COS. Huang et al.* showed maximum DS of 76% on 6.5 kg.mol* COS and
used the resulting product to establish the structural factors affecting radical scavenging
activity of COS. Chen et al. ° showed that the antibacterial activity and cytocompatibility
of COS functionalized polyurethane membrane were better when COS were quaternized.
Both teams performed the reaction in water at neutral pH and showed the N-substitution
of glucosamine units by NMR and FTIR analysis.

[.3. Ring opening polymerization

Polycaprolactone is a biodegradable polyester obtained by ring opening
polymerization of Ucaprolactone in presence of a catalyst. Due to its biocompatibility, and
being FDA (food and drug administration) approved, it is often used in biomedical devices

such as tissue engineering, implants or drug release applications.

Number of teams have worked on modification of chitosan oligomers by PCL. Wang
et al.1% described the synthesis of COS-PCL in two steps. First, hydroxyl and amino groups
of COS (1,800 kg.mol?) were selectively protected with chlorotrimethylsilane (TMS) and
hexamethyldisilazane (HMDS). At the end, the hydroxyl and amino groups of COS were
either trisilylated or disilylated with a majority of unprotected hydroxyl groups in the third

position, which they claimed to be due to the relative weak reactivity of this primary alcohol
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towards silylation. They evaluated by 'H NMR that the TMS substitution degree was 76%,
meaning that 7 free hydroxyl groups on position 3 per 10 glucosamine/acetyl-glucosamine
units remained for initiating the ring opening polymerization (ROP). Those protections also
conferred good solubility to the silylated COS in organic solvent such as pyridine,
chloroform, tetrahydrofuran (THF) and xylene. Therefore, Jcaprolactone was polymerized
onto chitosan oligomers in presence of stannous octoate by ROP in a chloroform and
xylene mixture. Ucaprolactone was polymerized from the hydroxyl function of COS with
different molar ratios, with a maximum DS of 47.3% determined from *H NMR. This step
was followed by deprotection in an isopropyl alcohol/H,O/HCI mixture to lead to amphiphilic
COS-PCL structures. Authors showed that COS-PCL are able to self-assemble in aqueous
solution and that the shape of the micelles was dependent on the size of the PCL chain
(Figure 30). This synthesis was reproduced several times by other teams. For example,
Gao et al.?% prepared COS-PCL based hollow spheres from a series of metals with water
soluble COS (1,800 g.mol?). In order to do that, COS-PCL was synthesized as previously
except only HMDS was used as protecting group and triethylaluminium (AlEts) was used
for ROP. Besides the reaction solvent was a mixture of chloroform and toluene. They
showed different DS of PCL with variation of the number of protecting groups on COS and
reached a maximum of one PCL chain by COS. In another work, they also tuned the size
of giant COS-PCL vesicles synthesized according to the same protocol, by variation the
DS and the length of the PCL chain and showed that only the COS-PCL with both the
higher chain length (y=178) and the higher DS (10%) can self-assemble into giant vesicles
with a diameter higher than 0.5 mm %7, They showed that the formation of the vesicles was
temperature dependent, dissolved above 50 °C but self-assembled in vesicles again when
cooled down. In those previous works, no analysis proved that only the secondary alcohol
was not protected and that the ROP occurred on the secondary alcohol. Nevertheless, the
guantitative silylation of chitosan was reported before 1% and the assumption that the
secondary alcohol is the less nucleophilic one is true. Li et al.®28® also used N-
phthaloylation of COS to protect the primary amine. Thus, the stain-catalyzed
polymerization of Ucaprolactone was performed directly onto the primary alcohol of COS
in pyridine with no need of deprotection. Neither NMR nor DS data were provided. Only
FTIR spectra confirmed the grafting of first phthalic anhydride (PHA) and then PCL. The
N-phthaloylation, as previously mentioned (1.1 p129), is known to be a quantitative reaction
when working in appropriate ratio of PHA and conditions (water/DMF) 8%, That is why in
those conditions (1.7 eq of PHA), the amine group should be completely protected and the
O-functionalization on the primary alcohol is the most probable. Indeed, it is a better

nucleophile than the secondary alcohol.
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Figure 30. Structure of CO$CL and TEM images of the resulting nanoparticles (h=11,
y=152; 0.8% (w/v)copolymer®

In conclusion, the selective protection of COS led to different amphiphilic moieties
by grafting either onto amine or alcohol of the sugar units. Nevertheless, we can highlight
the lack of structural characterization. Thus, to be more specific on which functional group
was grafted, more spectroscopic data such as *C or 2D NMR and FTIR analyses could be
suggested. In addition, amine titration could be done before and after reaction to check

that no change occurred when O-functionalization is claimed.
I.4. Schiff base

Glutaraldehyde is the most frequently used crosslinker in chitosan network. Both
aldehydes of this molecule will react with free amines of chitosan to form imines. Kildeeva
et al. 1% showed that the crosslinking mechanism between glutaraldehyde and chitosan is
a complex pH dependent process. They highlighted that chitosan catalyzed glutaraldehyde
homopolymerization to form irregular products depending on the pH and glutaraldehyde
concentration (Figure 31). This phenomenon has to be taken into account when designing

new material as it could impact its properties.
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Figure 31. Possible side chemical structure of chitosan cilogsed with glutaraldehyde

Many teams used glutaraldehyde and in some cases, COS are mixed with other
amino-components and crosslinked to form a new material with additional properties. For
example, Ratanavaraporn et al. 1° used different ratios of COS and gelatin (G) with
glutaraldehyde as a cross linker to make scaffolds for the osteogenic differentiation of rat
bone-marrow-derived mesenchymal stem cells (MSC). Though, they showed that the
crosslinking occurs mostly between gelatin units as they flushed away some COS by
washing the gel with water. Nevertheless, they managed to reach 70:30 G/COS ratio and
obtained promising scaffolds for osteogenic differentiation culture of MSC with better
properties than gelatin only scaffolds. Kumari et al. ! 112, used glutaraldehyde to fix COS
onto a natural protein, bovine serum albumin (BSA) to obtain a promising biopolymer for
gene delivery. They used an excess of COS compared to BSA to ensure that COS are
cross-linked to BSA and not only BSA to itself. In other cases, components of interest are
trapped in the network during the crosslinking of chitosan. For example, oligosaccharide
and carboxymethyl oligosaccharide cross-linked with glutaraldehyde can be imprinted with
copper (Cu?")- This system showed good chelation capacity for depleted uranium 113, The
glutaraldehyde cross-linked chitosan can also have different design such as nanoparticles
formed by water in oil micro emulsion. This shape might be a vehicle of interest for different
substances, for example to load and carry adenosine triphosphate (ATP) 4. In some
cases, glutaraldehyde is used as a second cross linker as shown by Radha et al. *** who
grafted glycidyl methacrylate onto oligosaccharides and combined the copolymerization of
polypropylene glycol initiated by ceric ammonium nitrate and glutaraldehyde to crosslink
COS. They established the grafting parameters and showed that this material was suitable

for the removal of heavy metals from waste water.

138



Chapitre 3 : Synthése de macromolécules amphiphiles : fonctionnalisation AT 1 ECT I 1 OAO A

Glutaraldehyde is a good cross linker in general as the imine formation between its
two aldehyde functions and the free amines of chitosan is favorable. Nevertheless, the
imine formation is reversible in certain conditions (pH and temperature) and the mechanism
is both pH and concentration dependent. Nevertheless, glutaraldehyde is toxic, ecotoxic

and corrosive.

Necol et al.'*® proposed another way to crosslink oligochitosan through Schiff base
formation leading to heterocyclic carbenes (Scheme 14). The synthesis of the diimine
involved the addition of 2,3-dihydroxy-1,4-dioxane in acidulated ethanol activated by
sonication. This was followed by the addition of chloromethyl pivalate, which led to the
formation of the imidazolium ring. The final step consisted in the addition of silver oxide
(Ag20). In this reaction, the Ag-C bond is formed by introduction of silver between the
chloride anion and the imidazolium ring. They showed that the reaction was more efficient
on 2 kg/mol COS than on glucosamine with higher yields and silver bonding. They
explained this observation with the better solubility of COS in alcohol and the hydrogen

bonding which are in favor of the imidazolium ring formation.

%N mﬁ ﬁh\ L oo ﬁg erf’ %\

C'<J ’“ gAg%] "‘
ﬁ” e

Schemd4. Synthesi®f chitooligosaccharide silver complex through imidazolium ring

formation®

Other aldehydes were described in the literature. For exemple, Ma et al.''’ grafted
vanillin through Schiff base formation onto carboxymethyl oligochitosan (CMCOS) with DP
from 3 to 8. The reaction was carried out in ethanol and acetic acid solution for 10 h. They
obtained a whole range of DS from 24 to 41% with 1:1 and 1:3 vanillin/CMCOS ratios
respectively. Wang et al.1!® also grafted vanillin on COS from 3 to 5 kg.mol* with different
molar ratios in a water/ethanol mixture. They showed that when the DS is too high, about
47%, the vanillin grafted COS is no longer soluble in water. They also highlighted the pH
dependency of the imine formation when no reducing agent was used. Indeed, the benzoic
imine was proved to be stable when pH>7.4. At lower pH, the reversibility occurred and
COS were no longer grafted with vanillin. This showed great potential for drug delivery.

Indeed, the vanillin grafted COS can self-assemble and encapsulate cancer drug and then
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be disrupted and dissolved at the contact of cancer cells due to pH changes. Among Schiff
base formation on COS, Ren et al.!*® grafted phenolic acid by enzymatic modification.
Phenolic acid was first oxidized in presence of laccase and then reacted on free amines of
COS. Elshaarawy et al.'?® functionalized COS with previously synthesized vanillyl-
imidazolium ionic liquids with 1:1 molar ratio in a 2% acetic acid ethanol solution and
obtained a DS of 45% calculated by mass difference between the original COS and the
product. They claimed that the reaction was favored as those optimized condition can led
to almost total conversion of COS, indeed, with 27% DA only 18% of free amines remained.
This synthesis led to the preparation of oligochitosan-based silver nanoparticles, following
a green in-situ protocol, which may find applications in biomedical textiles articles. With the
same idea, Sofy et al.l?! grafted 3-(4-acetyl-3-hydroxyphenoxy)propyl) triphenyl-
phosphonium salts with 28% DS.

Meng et al.”” used a different pathway to graft spermine onto stearic acid grafted
18 kg/mol COS. They first oxidized the COS backbone using sodium periodate (NalO.)
leading to the formation of two aldehyde groups among the polymer chain. The oxidization
degree was 12.4%. This oxidation was followed by the addition of spermine and sodium
borohydride (NaBHa4) to reduce the previously formed imine. Finally, 7.6% of the aldehyde
were linked with spermine. The choice of NaBH4 as a reducing agent allowed not only to
reduce the imine but also the resulting aldehyde to avoid any further side reaction.
Nonetheless, the action of NalO4 led to the breakage of the polymer backbone as reduction

of the molecular weights was observed.

Among other types of chemistry, Guerry et al.'?? developed an aniline mediated
reductive amination. In this reaction, aniline can react with the chitosan reductive end to
form an imine. They first performed a model reaction on tetra-N-acetyl-chitopentaose and
propargylamine dissolved in ammonium acetate buffer in presence of sodium
cyanoborohydride (NaBH3sCN). They showed that the addition of aniline and the in situ
generation of the aniline iminium enhanced the formation of the propargylamine iminium
through transimination. When transposed to 2 kg.mol?! COS, the aniline-catalyzed
reductive amination showed some limitations and poor yields. Nonetheless, the direct use
of a propargyl-aniline derivative led to significant yield (70%). The alkyne terminated COS
were then clicked to azide terminated PCL structure for synthesis of amphiphilic
structures 122 (Scheme 15). This chemistry may open the way to the synthesis of various

structures and copolymers through click chemistry on the COS reducing end.
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Generally, aldehydes are very reactive toward the free amine of COS. This can
easily lead to network formation but also to the introduction of new functionalities on COS.
The Schiff base reversibility can undergo different applications such as drug delivery or
selective protection for further reactions as described below (1.7) 124125126 127,

[.5. Michael addition

The Michael addition is the nucleophilic addition of a carbanion or another
nucleophile to an U,b-unsaturated carbonyl compound containing an electron withdrawing
group. Michael addition with chitosan is rather an aza-Michael reaction involving the
primary amine of chitosan as a Michael donor, and an electron deficient alkene molecule
as a Michael acceptor. For example, Chen et al. % managed to graft COS onto
polydopamine (PDOPA) polyurethane (PU) membranes simply by immersing the PU-
PDOPA membranes in COS solutions with various concentrations. The aza-Michael
reactions occurred between the aromatic ring of PDOPA and the primary amine of COS at
room temperature. Ren et al.'*® also described the aza-Michael addition of phenolic acid
on 1 kg/mol COS in enzymatic conditions followed by its in situ polymerization.
Nevertheless, they did not provided substitution degrees. Chapelle et al.*?® grafted furfuryl
glycidyl ether on 1.6 kg.mol! COS with 25% DS to do Diels-Alder chemistry with
monomaleimide moiety. They evidenced that aza-Michael reaction could occur between
the maleimide double bond and the free amine of COS. This reaction was shown to be
solvent and pH dependent. Indeed, when working in DMSO, the double bond of the
maleimide reacted with the primary amine through Michael addition. On the contrary, when
working in 1 or 2% acetic acid aqueous solutions, the primary amines were protonated and
not nucleophilic enough to react with the double bond and the Diels-Alder reaction
occurred. Similarly, when acetic acid was added in DMSO, the reaction did not occur
anymore. Finally, the use of COS allows working at neutral/basic pH but also in other
solvents such as DMSO. This previous experiment showed that it can open the way to

reactions that were not possible with chitosan when working in acidic conditions.
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[.6. Isocyanate

The functionalgroupwi t h t he f or mul a RT N=C=Qndérgof i ni ng
a broad range of chemical reactions. In the case of chitosan, they are most likely to react

with the primary amine but can also react with the primary alcohol in certain conditions.

For example, Xu et al.’?® achieved biodegradable chitooligosaccharide-based
polyurethane with COS and PCL/diurethane isocyanate as cross linker. The prepolymer
isocyanate reacted with the primary amine of COS to form ureido bond as NH. groups
showed higher reactivity towards isocyanate than primary alcohol. The use of COS as a
chain extender afforded better thermostability, hemocompatibility and surface
hydrophilicity to the PU film than PU on its own. The remaining free amino groups might
still be available for further modification and to extend the application field. Ren et al.'*®
also used a diisocyanate cross linker, previously synthesized from isophorone
diisocyanates (IPDI) and polytetramethylene ether glycol (PTMG), to form waterborne
polyurethanes. In another approach, Liu et al.®* synthesized new tri-block copolymers from
COS, PCL and PEG that can self-assemble to encapsulate anti-cancer drug, doxorubicin.
They used a different pathway than the previous teams 82, The first step consisted in the
N-phthaloylation of COS using phthalic anhydride as described before (1.1 p 129). This
resulted not only in the protection of the primary amine but also changed the solubility of
the oligomers that were no more soluble in water but still soluble in organic solvents such
as DMF or DMSO. Previously synthesized PCL and PEG both terminated with isocyanate
function (NCO) were grafted onto free hydroxyl groups of COS in DMSO. COS were
deprotected by hydrazine hydrate and the products were purified by dialysis to obtain
triblock copolymers (PCP) (Scheme 16).
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The low efficiency of this reaction was evidenced by size exclusion chromatography
(SEC) with only two PEG-NCO and PCL-NCO chains respectively grafted on 2 kg/mol
COS, probably due to steric hindrance and hydrogen bonding from COS but also the length
of PEG and PCL chains (~2 kg/mol) that were introduced at only 1 eq NCO/OH. The
resulted copolymers were self-assembled in PBS and loaded with doxorubicin. The
remaining free amine of the triblock might also be cross-linked by genipin to increase the

drug release period.

In summary, isocyanates are able to react with both primary amine and alcohol of
COS. They can be used as efficient cross-linkers as the N=C=0 function is very reactive.
Nevertheless, a lot of isocyanates are toxic and the desire to replace them in any kind of
applications is recently gaining an increasing interest in both industrial and academic

communities.
[.7. Nucleophilic substitution

As with many reactions, nucleophilic substitution on COS can occur on both amine

and alcohol although the primary amine is more reactive.

To favor the O-substitution, some teams protected the amine before the addition of
the electrophile substrate. Yue et al.1?* 1% for example, used benzaldehyde protection by
Schiff base formation to graft cinnamyl alcohol and geraniol on the primary alcohol of COS.
The protection was performed in basic conditions, which is in accordance with the imine

stability described before (1.4 pl37), it also led to a solubility change. At first, they
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transformed both cinnamyl alcohol and geraniol into cinnamyl bromide and geraniol
bromide, respectively. The protected N-benzylidene COS dissolved in DMF was then
added dropwisely to both modified alcohols dissolved in DMF. The primary alcohol can
react on the electrophilic site of both products resulting in nucleophilic substitution of the
bromide. At the end, amine deprotection was performed by dissolution of the resulting
product in an hydrochloric acid (HCl)/ethanol solution for 24h followed by precipitation of
the O-grafted COS by addition of sodium bicarbonate (NaHCO3). They obtained 24 to 37%
DS for geraniol and 6 to 18% DS for cinnamyl alcohol. Following the same pathway, Liu et
al.*?” grafted kojic acid chloride onto 1 kg.mol! COS. After protecting the amine, they
performed the reaction in DMSO and precipitated the O-substituted COS in acetone. DS
for benzaldehyde substitution was not provided. Indeed, if residual amines are available,
they might react with the electrophile and N-substitution might occur. As a matter of fact,
Liu et al. also described the N-substitution of piperazine modified chlorokojic acid when no
amine protection is used *° and in the previous work presented above, they claimed to
obtain DS>100% 27, The spectroscopic data can only prove the grafting but are not precise

enough to confirm if only O, N or both substitutions occurred.

As another example of nucleophilic substitution, Zhang et al.*3! first grafted
methylchloroformate on free amine of COS with a DS of 88% followed by chloracetyl
chloride grafting onto the primary alcohol to form 2-urea-COS. Both reactions were carried
out in excess of reactant to ensure high DS. The product was then reacted with N-phenyl-
N'-pyridylurea that can be efficiently added by nucleophilic substitution of the chloride beard
by the chloroacetylchloride. Ramalingam et al.5* described the synthesis of 15 kg.mol™* N-
trimethyl-chitosan with 22.5% DS by nucleophilic substitution of iodomethane. This reaction
is well known for the formation of quaternary amine that improves the solubility range of
chitosan in water. Song et al.®® used 4-nitrophenyl chloroformate (NPC) (Scheme 17), one
of the most common reagents for the activation of alcohols, thiols and amines %2, to modify
PEG. The addition of COS on this reactant led to nucleophilic substitution of nitrophenol

and amide formation with 90% DS.

o NO, With R=COS
N ,( ] R §
- H o] N
ci” o H ol _O HzN : {,\/ h
H_ o) ‘o{’\/ ﬁ( .0

0 H 0 O
. EtN, CHCh n

n

Schemd.7. Activation of PEG with NPC and addition on COS
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[.8. Guanidination

Wang ¥ grafted dicyandiamide also called 2-cyanoguanidine (CG), which is a
nitrile derived from guanidine, on COS. They studied the microwave assisted reaction
between the primary amine of COS and the nitrile function carried out by CG and
established the best conditions to be a microwave power 400 W for 15 min at pH 1 with a
1:2 COS/CG ratio (Scheme 18).

Schemd.8.. Guanidination of COS

In the following study 34, they used the previously determined conditions to graft
CG with 18% DS calculated from elemental analysis comparison. The pendant amine thus
introduced was then used in combination with the primary amines of COS, to graft the
product on a previously activated membrane bearing acyl chloride groups. Microwave

action seemed to be a nice way for improving grafting degree while working in acidic water.

ll. Grafting on _aldehyde

The depolymerization of chitosan leads to the formation of a chain end aldehyde,
2,5-AnhydroZDZnannofuranose (AMF), when using sodium nitrite. This method has been
widely described for being efficient and reproducible to obtain COS. Yet, this reaction leads
to the formation of side reaction when the aldehyde reacts with the free amines of chitosan
to form imines, thus leading to branched structures and in acidic condition, to the liberation
of 5-hydroxymethyl-2-furfural (HMF) with additional breakage of the glycosidic bond #6. This
is why some teams tried to block the aldehyde moieties. For example, Salim et al.'*® used
sodium chlorite to oxidize the aldehyde into an acid (Scheme 19 f)). While avoiding the
side reactions, the chain end function remained reactive and further reaction on the
carboxylic acid could be undergone. They reproduced this reaction on oligomers of DP 10,
20 and 30 with high yield (80%). Bezrodnykh 3¢ et al compared the action of sodium
borohydride and hydroxylamine on AMF chain end COS. NaBH, allowed reducing
aldehyde in alcohol but also led to the reduction of the formed imines, which entailed an
increase in the molecular weight as branched oligomers are formed (Scheme 19 e)).

Hydroxylamine led to the formation of chitosan oximes, an irreversible structure that
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allowed quenching the aldehyde chain end (Scheme 19 b)). In another approach, some
teams used the formed aldehyde to functionalize the oligomers. For example Salim et al.**’
also made 4-(hexyloxy)aniline-linked COS with excellent mass yield (92%) through Schiff
base formation (Scheme 19 a)) followed by reduction of the formed imine by NaBH3sCN.
This mild reducing agent is far less reducing than NaBH4 and is therefore especially used
to convert imines into amines. Moussa et al.’*® synthesized octanoichydrazide linked
oligomers via reductive amination (Scheme 19 g)). Following the same method, they also
functionalized oligomers of different molecular weight with various amino compounds to
obtain high potential COS-based conjugates *°. Aniline, O-hydroxylamine and hydrazide
derivatives were chosen for their lower pKa values (3-6) compared to free amine of COS
(6.5-7). In that case, intramolecular imine formation were avoided and only amination and
oximation occurred. Those reactions showed quantitative functionalization of COS with no
degradation of the starting oligomer chain and introduction of various clickable functional
groups. These promising results opened the way for the preparation of new diblock
copolymers, as illustrated in their work by the synthesis of COS-b-polyethylene glycol.
Coudurier et al. ° recently described the grafting of dioxamine on the resulting aldehyde.
They managed to avoid crosslinking between units by using an excess of amines and a
dropwise addition of the oligomer solution. They highlighted the formation of (E) and (2)
isomer during oximation by H NMR ((E)-oxime 7.6 ppm and (Z)-oxime 7.0 ppm).
Pickenhahn et al.}*! showed thioacetylation using mercaptoethanol and mercaptopropionic
acid on a model study, first on AMF molecule and then on 2 kg.mol* COS-AMF. For this
reaction, they played on the equilibrium between the aldehyde and gem-diol form of AMF
in solution (Scheme 19 d). This can lead to the formation of hemithioacetal and thioacetal
when working in thiol excess. They estimated the excess needed was at least 10 eq of thiol
by AMF units and showed that freeze drying is in favor of thioacetal formation. Thioacetal
was shown to be the most stable form compared to hemiacetal. As a direct application,
they reacted a 2 kg.mol* thiol bearing PEG on the aldehyde of a 10 kg.mol* COS and
resulted in 61% of thioacetylation. They also developed a novel approach allowing a more
efficient one-step activation of the aldehyde by thioacetylation (Scheme 19 c)) 2. This
process relies on the use of a trivalent linker bearing a thiol-hook and a thiol-tail. At first the
thiol-hook reacted with the aldehyde through hemithioacetal intermediate followed by water
elimination to result in thioacetal formation. They showed that time and trivalent thiol
amount increment could displaced the equilibrium toward the thioacetal moiety. At the end,
the oligochitosan was bearing a thiol-tail that is then able to react with any thiol-reactive

entities.
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Schemd 9. Schemeumming up the possible reaction on 2,5 anmliimannose end chain
oligomers: a) Schiff base formation followed by reduction (NaBN, NaBH) b) Oximation
with formation of isomer (E) and (2§ c) Thicacetylation with trivalentinker 42

d) Thioacetylation'*! e) Reductiort* f) Oxidation in carboxylic acid*®g) Addition of
hydrazine followed by reductisi§*=®

The use of aldehyde chain end is new and not yet widely used. Nevertheless, it is
a promising way for synthesizing diblock copolymers. It was shown before that low
molecular weight oligomers are soluble in DMSO. This solvent can lead to the use of
hydrophobic moieties thus leading to amphiphilic structures. In addition, the NMR
characterizations are easier due to new signals of the aldehyde around 8 ppm that are not

overlapping the one from the rest of the oligomer chain.

. Conclusion

In this review, we demonstrated that many reactions are possible on chitosan
oligomers. In fact, like chitosan, COS bears two reactive functions, amine and hydroxyl,
that can undergo any kind of reaction. Nevertheless, the low molecular weight of COS lead
to lower viscosity in aqueous solutions, larger pH range solubility and open the way to work
in other organic solvents. All those parameters can lead to the introduction of new functions
on those biomolecules in high yields. In addition, certain depolymerization routes lead to
the formation of aldehyde chain end COS that are suitable for block copolymer synthesis

and amphiphilic structures. Those structures can find applications in a lot of fields
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especially in pharmaceutical and biomedical devices area. In this study, we also
demonstrated that there is an obvious lack on structural information when functionalizing
COS. Indeed, DS are not always provided and sometimes miscalculated. This is why, even
if the chemistry on chitosan and its derivatives is well developed, further research on yield

improvement and structural characterization is most welcomed.
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%OOAA DOADZ EI ET AEOA

|. Introduction

Cette étude approfondie sur les différentes voies de fonctionnalisation des COS a
permis de retenir deux types de réactions correspondant le mieux a la problématique de
ce sujet. En effet, le but est de pouvoir greffer des chaines grasses plus ou moins longues
sur des oligoméres de DP5 a DP20 avec une méthode simple et reproductible, tout en
obtenantdestauxdegreffage suf fi samment i nt®ressants pour

la premiéere réaction retenue est celle entre un acide gras et les amines du chitosane

pouvant °tre r®alis®e de diff®rentes fa-ons, I
formationdec hl orur e dbéacyl e notamment. Cette r®acti
transpos®e au TOFA, m®|l ange dbéacides gras <col

tensioactifs actuels de COLAS. De plus, en fonction des conditions opératoires utilisées,

des taux de greffage intéressants ont déja été atteints. Les réactions de couplage époxy-

amine semblent ®gal ement i nt ®®ressantes puisqu
intermédiaires et donnent des taux de greffage assez élevés sur les quelques molécules

testtes dans |l a |itt®rature. Cependant, aucune | i
gras sur les COS.

Ainsi, dans la suite de ce chapitre ces deux réactions seront étudiées afin de
d®t er mi ner | es meill eur es condi tir poarshaaur@a ct i on 1
doentre ell es | es DS opti maux, i . e. |l e maxi mu

obtenant des tensioactifs hydrosolubles.

II. Méthodes de mesures des deqgrés de substitution

(BS)

La mesure du degré de substitution des COS et en général du chitosane est

toujours une donnée controversée dans la littérature. Le moyen le plus courant de
déterminer le DS est d'utiliser la RMN H 44, Souvent, lorsqu'il est calculé par RMN, le DS
revendiqué est en fait le pourcentage d'amines libres qui sont substituées et ne prend pas
en compte le DA. Habituellement, le greffage est confirmé par I'apparition de nouveaux
signaux correspondant a la nouvelle molécule (Hnwm) introduite. Le DS est alors calculé par
intégration de ce nouveau signal et en prenant en référence le CHs; des motifs acétyle
(environ 2 ppm) des COS (6) %1% ou le signal correspondant au proton en alpha de I'amine

primaire (environ 2,4 ppm) (7) %. Dans la deuxieme équation, le DS représente le taux de
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greffage des amines libres réellement fonctionnalisables par rapport a (1) qui inclut

également les unités acétylées dans le calcul et peut étre évalué comme un DS «total» .

(6) D%) =—— Avec a le nombre
de protons
7) DSP 690 correspondant a Inu

8o ©q

Il arrive souvent que le DS soit mal calculé en utilisant comme référence
uniqguement le proton en alpha de lI'amine libre. En effet, les signaux de I'amine greffée et
d e | 6 kbraisamtedifférents, ce qui signifie que l'intensité du signal de I'amine libre a
changé lors de la fonctionnalisation. Il ne peut donc pas étre utilisé comme référence
interne, sauf si | e greff age,conirarénfersautChselesuni qu e
motifs acétyle qui n'est pas supposé évoluer. Il est également possible de calculer le DS
avec les signaux anomériques qui se cachent généralement derriére le signal HOD (8).
Ces signaux peuvent apparaitre lors de l'analyse a une température plus élevée telle que
60-80°C. Le signal anomérique sera différent s i l Guni t ® s ugoumondts)t gr ef f

L'apparition du signal anomeérique peut également confirmer la fonctionnalisation N ou O.

(8) DI%)

Parfois, le calcul du DS est impossible par RMN H en raison du chevauchement
des signaux d'intérét. Dans ce cas, d'autres méthodes telles que la SEC peuvent étre
utilisées 8. En effet, les masses molaires des oligoméres greffés seront différentes de
celles du chitosane brut. Sur les COS, les changements sont plus visibles que sur le
chitosane de haut poids moléculaire, en particulier lors du greffage de petites molécules.

Connaissant le poids moléculaire du greffon, le DS peut étre obtenu par un calcul facile.

L'analyse élémentaire est également un moyen de calculer le DS en patrticulier lors
de l'introduction de nouveaux hétéroatomes dans la chaine du sucre. Par exemple, Xu et
al. % ont déterminé le DS des COS en fonction de la teneur en sulfure et en azote lors du
greffage de chaines de polycaprolactone portant deux atomes de soufre en fin de chaine.
Le DS moyen des amines libres a donc été calculé par I'équation ci-dessous (9) ou %S est
la teneur en soufre dans le polymeére, % N est la teneur en azote, 32 est la masse molaire

du soufre et 14 est | a gmok)se molaire de | dazot
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‘ v

9) DI%) B

Dans ce cas, c'est le DS des amines et non le DS de la chaine entiere qui est
calculé. On peut imaginer que cette méthode soit reproduite pour tout type d'hétéroatomes
X pour calculer le DS total comme suit:

5
(10) DI%) 5

D'autres essais tels que celui utilisant de I'acide trinitrobenzenesulfonique, TNBS
61.76 peuvent étre utiles pour la titration d'amines libres. L'essai TNBS conduit au DS par
titration en retour des amines libres résiduelles. En général, une solution de TNBS est
ajoutée a la solution de COS greffée et incubée pendant un certain temps a 37°C. Le TNBS
forme un complexe avec I'amine libre qui est visible en UV autour de 344 nm. Le DS est
ensuite calculé a partir d'une courbe d'étalonnage, préalablement obtenue avec différentes
concentrations de solutions de COS. Selon le méme principe, des tests avec la ninhydrine
peuvent étre effectués “8. La ninhydrine forme un complexe avec a la fois une amine
primaire et une amine secondaire qui peut étre observé a 570 nm. Parmi les réactions de
titrage pour obtenir le DS, on retrouve également] 6 aoir d@ge 7 p o'Y be réhctf
d 6 E| FSpoarre soufre, un mélange bromure de potassium-bromate de potassium pour
le titrage de doubles liaisons %2, mais ces derniéres méthodes sont spécifiques au greffon
et ne sont pas applicables dans tous les cas. Il en va de méme avec Cho et al.>* qui ont
utilisé I'étalonnage UV pour mesurer le DS de COS modifiés avec de la doxorubicine.
Néanmoins, la mesure DS par UV reste moins précise que la détermination par RMN ou

par SEC.Fi nal ement , aucune d®t er mlienetitest odrtesshime

de sbadapter au type et " la nature chi mi

. Matériel et méthodes

[11.1. Matériel

Les produits tels que le chlorure de propanoyle (C3-C1l ) , Il e chlorure

ami

DS

ne

que

(C6-ClI), le chlorure de décanoyle (C10-Cl), le chlor ur e doéhexad€lydenoyl e

chlorure de stéraroyle (C18-Cl), le chlorure de thionyle (SOCl,), le N,N'-
dicyclohexylcarbodiimide (DCC), le N-hydrosuccinimide (NHS), le glycidyl éther de butyle

(C4), |l e gl ycidéoylé (CHtld glycidyld@tohcetry | d 6hexad®cyl e

triéthylamine (EtsN ) |l 6aci de ac®tique (AcOH) ont
sans purification. Le cardanol glycidylé (NC513) fourni par Cardolite, le TOFA fourni par
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COLAS, etle chitosane (crevette, 30 kg.mol?, DA 16 %) fourni par Gl ent'
pas subi de purification. Le DMSO,| 6 ac ®t one, et | 6eau HPLC ont ®t

[11.2. Modes opératoires

Sauf indications contraires, les oligoméres de DP5, DP10, DP15 et DP20 ont été

synthétisés suivant les modes opératoires présentés dans le chapitre précédent (p 92).
)) AAEOCET T AA AEIT OO0OA ABAAUI A 0OOC
a) /| Kf 2 NJdzNSa RQlF Oef Sa @I NASa
100 mg doéoligom r es?AMRK sont Bis3dud darfsts ml da DMS®.

0,2 © 12 eq de chlorure dbobacyle sont ajout ®s
48h " 80 AC. Les produits sont pr®cipit®s dans
par centrifugation. Les gels ainsiobtenus s ont | av®s plusieurs fois

l es chlorures dbéacyles et | e DMSO r®siduel s. L
pendant 6h.

IH NMR de DP10 + Cn-Cl (D;O, 400 MHz, 298 K, pH 5,5): U (ppm) 8,00-8,45
(S, Halgenydes), 7,20 (M, 1H, Hoxwie), 7,20 (M, 1H, Horwe), 5,00 (M, 1H, Hutwe); 4,00-4,55 (m,
1H Ho2; 1H, Ho3; 1H, Ho4; 1H, Ho5), 3,85-450 (m, 1H H2&6; 1H, H3; 1H,
H6 and 2H, Ho6), 3,51 (m, 1H, H2), 2,41 (s, 3H, Hoienac), 1,80 (M, 2H, Huamice), 1,48 (s,
(2n-2)H, Hg), 1,11 (s, 3H, H1) et 4,80 (s, HOD)

b) Chlorure de TOFA
1 g de TOFA est dissout dans 10 mL de THF anhydre. Le mélange est placé sous
vide puis sous gaz inerte (azote). 1.2 eq de SOCI, (290 pL) sont ajoutés goutte a goutte au
mélange, plongédansun bain de gl ace, toujours sous azot
et le reste de SOCI;, sont évaporés et le chlorure de TOFA est séché a la pompe a vide.1 g
déoligom res est dissout dans 10 mL de DMSO. L
goutte puis le mélange est chauffé a 80 °C pendant 48 h. Le produit est ensuite précipité

dans 200 mL dbéac®t one froide, centrifug® et | a

IH NMR de DP10 + TOFA-CI (D20, 400 MHz, 298 K, pH 5,5): {i (ppm) 8,00-8,45
(s, H aldéhydes), 5,10-5,45 (m, 6H, Hi, Hh), 4,00-4,55 (m, 1H Ho2; 1H, Ho3; 1H, Ho4; 1H,
Ho5),3,25-400 (m, 1H H26; 1H, H3; 1H, H48NLHH, H5; 2
H2), 2,10 (m, 4H, Ha, He), 2,0 (s, 3H, Haienac), 1,50 (m, 2H, Hb), 1,20 (s, 8H, Hc), 0,69 (s,
3H, Hd), et 4,80 (s, HOD)

) AOEOAOET T AGAAEAAO AAOAT gul ENOA
Dans un premier temps, le TOFA est solubilisé dans 10 mL de DMSO en présence

de 1,5 eq de DCC et 1,5 eq de NHS pendant 1h a 30°C. Le mélange est ensuite ajouté
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goutte 7 gout t e(tefmnédaxime dissdutidgne O a”2EmL de DMSO. La

solution est agitée pendant 24h a 80°C. Le produit est ensuite précipité dans 200 mL

débac®t one froide, centrifug® et | av® pour ®IIim
puis séché sous vide pendant 6h.

'H NMR de DP10 + TOFA (DO, 400 MHz, 298 K, pH 5,5): U (ppm) 8,2-8,5
(s, H aldehydes), 7,5 (d, 8Hz, 1H, H1 (E)-oxime) 6,8 (d, 7Hz, 1H, H1 (Z)-oxime), 5,1-5,5
(m, 6H, Hi, Hh), 4,0-4,5 (m, 1H Ho2; 1H, Ho3; 1H, Ho4; 1H, Ho5), 3,2-4,0 ( m, 1H H26;
H3; 1H, H4; 1H, H5; 2H, H6 and 2H, Ho6), 3,2 (m, 1H, H2), 2,4-2,6 (m, 4H, Ha, He), 2,05
(s, 3H, Hegienac), 1,50 (m, 2H, Hb), 1,25 (m, 8H, Hc), 0,89 (s, 3H, Hd) et 4,8 (s, HOD)

Couplage époxamine sur les COS

1 g doéoligom res de DPQML de DMSOD. Axette solbtiod i s ®s d
d'"oligom re, du butyle (C4), du nonanoyle (C9)
cardanol époxydé dans 10 ml de DMSO est ajouté avec différents ratios par rapport a NH..

La solution est agitée pendant 24 h a 80 °C. Les produits sont ensuite précipités dans
200 ml d'acétone froide, lavés avec de l'acétone et centrifugés pour étre collectés. Enfin,

le produit est séché sous vide pendant 6h pour se débarrasser du solvant résiduel.

'H NMR de DP10 + C4 (D,O, 400 MHz, 298 K, pH 5,5): U (ppm) 8,20-8,50 (s,
Haienyaes) 4,65 (M, 1H, Hb), 4,60 (m, 1H, Ho5), 4,48 (t, 4,0 Hz, 1H, Ho2 (E)), 4,39 (m, 1H,
H2-AMF), 4,22 (m, 1H, Ho3), 3,20- 4,00 (m, 1H H 2 @cétyl, 1H, H3; 1H, H4; 1H, H5; 2H,
H6; 2H Hg; 1H, Ho4 and 2H, Ho6), 2,95 (m, 2H, Hc), 2,75 (m, 2H, Ha), 2,55 (m, 1H, H2),
2,00 (s, 3H, HCH3), 1,40 (t, 2H, Hf), 1,18 (m, 2H, He), 0,74 (t, 3H, Hd) et 4,80 (s, HOD)

'H NMR de DP10 + C9 (DO, 400 MHz, 298 K, pH 5,5): U (ppm) 8,20-8,50 (s,
Haidéhydes, 4,65 (M, 1H, Hb), 4,60 (m, 1H, Ho5), 4,48 (t, 4,0 Hz, 1H, Ho2 (E)), 4,39 (m, 1H,
H2-AMF), 4,22 (m, 1H, Ho3), 3,20- 4,00 (m, 1H H 2 d@cétyl, 1H, H3; 1H, H4; 1H, H5; 2H,
H6; 2H Hg; 2H, Ha; 2H, Hc; 1H, Ho4 and 2H, Ho6), 2,55 (m, 1H, H2), 2,00 (s, 3H, HCH5),
1,57 (m, 2H, Hf), 1,28 (m, 14H, He), 0,85 (m, 3H, Hd) et 4,80 (s, HOD)

'H NMR de DP10 + C16 (D20, 400 MHz, 298 K, pH 5,5): 8,20-8,50 (S, Haidshydes),
4,65 (m, 1H, Hb), 4,60 (m, 1H, Ho5), 4,48 (t, 4,0 Hz, 1H, Ho2 (E)), 4,39 (m, 1H, H2-AMF),
4,22 (m, 1H, Ho3), 3,20- 4,00 (m, 1H H 2 @cétyl, 1H, H3; 1H, H4; 1H, H5; 2H, H6; 2H Hg;
2H, Ha; 2H, Hc; 1H, Ho4 and 2H, Ho6), 2,55 (m, 1H, H2), 2,00 (s, 3H, HCH3), 1,57 (m, 4H,
Hf), 1,27 (m, 14H, He), 0,87 (m, 3H, Hd) et 4,80 (s, HOD)

153



Chapitre 3 : Synthése de macromolécules amphiphiles ¢ &£ T AGET 1T A1 EOAOEIT 1T AS

[11.3. Caractérisations

Les caractérisations RMN, IR et SEC ont été réalisées sur les mémes appareils
gue dans le chapitre précédent en utilisant la calibration PEO notamment pour la mesure

de masses moléculaires.

V. Résultats et discussions

Cette étude consiste en la détermination des voies de synthéses idéales ainsi que
| 6 ®t alelnits deem conditions op®ratoires afin dobéobt
DS maxi maux. En effet, la t°te hydrophile du t
de chitosane, plusieurs queues hydrophobes peuvent étre greffées sur ce dernier.
L 6 o bj edomcidd greffes le maximum de chaines pour obtenir les meilleures propriétés
tensioactives possibles, tout en conservant au minimum une amine libre cationique et la
solubilit® dans | 6eau. Les degr ®s de substitut
proportion dbéamines substitu®@epl5e.t sont cal cul

IV.1.! AAEOET T AA AEI T OOOAO AB8AAUI AO
IV.1. 1) Etudemodele

HO 0] HO

RO HO RO HO
o) J o)
R™ >
o 5 o)
HO o) — "  HO 0 O
NH, DMSO HNYO
HO H R HO H

Schém&0.Addi ti on de chlor-AMFe dbéacyl e sur des COS

Dans un premier temps, des oligoméres de DP10 ont été fonctionnalisés avec trois
chlorures d 6 ac y | e s diftérentes, iC8, IC& C16 dans le DMSO. En effet, comme

évoqué précédemment, les oligoméres de chitosane sont uniquement solubles dans le

DMSO etlLbhb6ée®action a ®t ® men®e pendant 24h ° 8
chlorures par rapport aux aminesavar i ® dans | e bDhSSmadntaextlteei ndr e
greffage de chacun des chlorures a été confirmé par RMN'H avec | 6apparition

«1»al,2ppm correspondant au CHst er mi n al du c(RigueBuRMNY 6acyl e
d 6ol i goes tHeiDPID snadifies avec 1 eq RCI/NH2 a) R=15 b) R=5 c) R=Figure 32).

I a ®galement ®t ® not® | a format i o,uufataled MF, d®
|l a pr®sence dbéacide chlorhydrique | ib®r® | ors

DMSO et |l es chlorures dobacyl e.
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0. HO
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HO HNYOO \[)\( | e | I
r. HO (D H [ ‘ | \
imi B \1 " M / hY (] II' | 1
—4) Imines - X AN A ‘J' N
b)  wo | N HOD DISO
D) o Vi |
B ’ _ J
\ N
o a ‘ { \ N QCNAC 1
oo §§ SN AU | A
c) ||
. A
Jimines B a N N W 1

85 8 75 7 65 6 55 5 45 4 35 3 25 2 15 1ppm
Figure32 RMN'H d 6 o | i g®ode BR1®noddiaavec 1 eq RCI/NkHa) R=15 b) R=5
c)R=2

Le nombre dé®quivalents de chlorure a vari ®
gue, guelle que soit la taille de la chaine grasse, un maximum de fonctionnalisation est
atteint a partir de 1,2 eq RCI/NH; avec des DS maximaux entre 20 et 30% pour chacun
des <chl or urFigwe 38)03emid, Bs réndements obtenus pour chacun des

produits sont trés faibles (<30%).

1007 C3-Cl
%0 1 o C6-Cl
80 1 C16-Cl

»

70 A

60

50 A

DS (%)

40

304 o

204 fm * *

10 4 J‘A 4 2 * ]

0 . , . , . , . '
0 3 6 9 12

Nombre d'équivalent (eq)

Figure33. Evol uti on du degr® de substtsenuti on en f

chl or ur etdedadalle dellaehaine grasse lors du greffage de COS DP10
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Lors de |l a r®action dobéac®tyl ati on, |l a f or ma

produit secondaire est treés odorant et insoluble dans les solvants organiques usuels. Nous

avons suppos® que | e DMSO pouvai't r®agir avec
déoxydati orschéhrm2lwe Dre @I us, péhuivaents enchiorumabst e d 6
important, plus la quantité de cesous-pr odui t est grande, ce qui co

la réaction secondaire avec le solvant. En effet, les amines du chitosane sont peu
accessibles, ainsi la réaction avec celles-c i noéefsatv opra ss ®e . Le chl orur e

donc d®sactiv® en acide et nbdest plus r®actif
° (o]
2 gk\(:’l J\
P o] o)
% .

Schéma&1. Réaction secondaire possible entre un chlorure d'acyle et le DMSO

Cette ®tude wutilisant l|lcemrstrc@®lpuauresDI omayil re
30 %, ®t ai t atteint guel gue soi't l' e nombre do
chlorures utilis®s. D e -prpduitiasété oldseavéef laréacdaneso n  d 6 u n
donc peu favorabl e. Do aonotaneerst également ététestes. lee mme | e

oligomeres ne sont pas solubles dans ce solvant et sont en suspension dans un mélange

de dioxolane et de chlorure dbéacyl e. Apr s ur

do®t hyl e) , | 6aci de c astrécapérg dlansqaplkasecomanigue etpee n d a n t

oligoméres dans la phase aqueuse : |l a r®action en suspension no:
Avec le TOFA

Dans un premier temps, le TOFA seul a été mélangé avec les oligoméres mais
aucune r®action ne fsedestl dparca ddwei tcea.r bbEborx yda-i que e s
vis des amines | ibres encombr ®es et n®cessite
reflux de ce dernier dans le méthanol, a ensuite été testé comme réactif. De la méme
fa-on, aucuneest®Waptbdoi ne m#&®l gr® | a plus haut
rapport ° | 6acide. De ce fait, Il e chlorure de
sur le TOFA sous conditions inertes. En effet, comme vu précédemment, les chlorures
déacyl e s onrenht réactif§ poursréagirmavec les amines des oligomeéres de
chitosane. La formation du réactif a été confirmée par RMNH avec | dapparition
a6 en alpha du carbonyle, plus d®blind® dans |
de 62% a été atteinte en utilisant 1,2 eq de SOClI,.
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Figure 34. RMN'H dans CDJ du a) TOFA b) TOFACI

Le chlorure de TOFA a ensuite été ajouté a des oligoméres de DP10 dans du
DMSO. Des oligoméres greffés ont ainsi été obtenus (Figure 34) avec des DS faibles, au
maxi mum 5%. Ceci sb6ébexplique par | a faible affir
gras mais également par la géne stérique occasionnée par les imines intramoléculaires.
De plus, |l e chlorure de TOFA est sensible © | 06c¢
oligomeres et dans le DMSO. Ceci peut donc expliquer pourquoi les DS obtenus sont

assez faibles.

HO
[e]
Q oHO
HO 2"‘\]}—{1" o) HO_ 6 o 06,2 ,3, 4, 5,
n
OT HO— 2™ 0 5o M9 o 6,b,a,c¢
N O, NH ' 4 1 ba/—0
. 2 (o]
HO O
NH, ‘m
o

c

a 03 02
P HO  H 11
. il GlcAc
! o
|

| U

| ‘ 1

[} o5 | ‘\ ! M

o1 A R Y

l/'l‘\U nm JL_——/JLJ“_'J - e \]«.__‘EJ\JL\M

85 8 75 7 65 6 55 5 45 4 35 3 25 2 15 1 0.5 ppm



Chapitre 3 : Synthése de macromolécules amphiphiles ¢ &£ T AGET 1T A1 EOAOEIT 1T AS

Figure35.RMN'H do6ol i gom res de DP10 greff®s avec | «

Léactivati on dua petrisAle lIp greffer SUD @ds oligomeres de
chitosane. La conversion compl te du TOFA en c
en utilisant un excés de réactif (62% de conversion avec 1.2 eq de SOCI,). Cependant,
cette m®t hode met en ,putasttdxigue étiddndgeewx.tDe plus,led e S OCI
chlorure doboacyle est sensible ™ | d6eau pr ®sent e
Cette méthode ne sera donc pas retenue pour la suite du projet.

IV.2. Couplage époxy-amine

o R1 RO%
DMSO

R1=C4, C9, C16

0\
R4

Schém&2 Addition do®poxides g-AMF (C4, C9 ou C1

Dans un premier temps, des oligoméres de DP10 ont été fonctionnalisés par trois
époxydes différents, C4, C9, C16 dans du DMSO (Schéma 22). En effet, a la fois les
oligoméres et les époxydes utilisés sont solubles dans ce solvant. Les produits, obtenus
par pr ®ci pit at iontrété dasaaéiséd paraspeditoscapie RMN H dans le
D20 pour confirmer la fonctionnalisation et calculer les DS. Le greffage a été confirmé pour
les trois époxydes avec l'apparition des signaux correspondant a la chaine alkyle. Les
époxydes gras seuls ne sont pas solubles dans I'eau, donc les signaux correspondent bien
a un oligomeére greffé. De plus, les signaux correspondant au proton en alpha de I'amine
libre diminuent, ce qui signifie que les amines libres sont consommeées par la réaction
d duverture de cycle. Pour calculer le DS des amines libres, les signaux a 0,92 ppm

correspondant au CHs; terminal des chaines alkyles sont comparés au total de I'amine:
(11) DS=

Il a ®t ® montr® que | e DS croit avec | e nom
®t ant pl us mar gqu a nTablgawi). De plug @ faibde realiser dEuk ajquts
espac®s dbébune heure (2x3 contre 6) per met dobéa
nombre dé®quivalents important, de faibles DS

29% a été atteint en utilisant 6 équivalents de C4. Or dans la littérature, des époxydes
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semblables ont été greffés avec des DS bien plus importants comme par exemple llly et
al®®qui ont greff® I d6allyl glycidyl ®ther (AGE)

Longueur de la Nombre .
chaine grasse d’équivalents DS (%)
1 15
3 19
Cs
6 21
2x3 29
1 11
Co
2 12
C ! !
16 3 "

Tableau5. DS obtenus lors du greffagé ® p o xC¥, €% €16 sur des oligomeres de DP10
dans le DMSO

Lébutilisation du DMSO comme solvant pose ic
En effet, l es produbt®tesantepr ®ti pst ®s mpassi bb
dans | equel se retrouve | e DMSO. (! ndbest dongc

filtrat il y a des oligomeres de haut DS ou un mélange de chaines grasses résiduelles et
déol i gom r es bguoy tnstest rapiGecasété efipatugd en réalisant la réaction
dans un mélange eau/méthanol (50/50). Il a ainsi été montré par RMN *H que le greffage
était possible dans ce mélange de solvant. Par la suite, une optimisation des conditions de

réactionaétéef f ect u®e (pH) afin doéplsa)enir des DS max
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#l 1T Al OOEA OzDO AAA B OADZ

Cete ®t ude pr®liminaire a permis de montrer

notamment a base de TOFA, ainsi que des époxydes plus ou moins gras peuvent étre
greffés sur les oligoméres obtenus par désamination nitreuse. Cependant, dans le cas des
c hl or uaylessde fhibles DS sont obtenus et les réactifs sont instables. Cette réaction

sera donc abandonnée par la suite.

Les réactions impliquant les époxydes ont quant a elles montré des limites de
fonctionnalisation plus faibles comparativement a la littérature. Ces résultats ont induit

plusieurs guestions:

x  Les conditions réactionnelles sont-elles optimales, notamment sur le choix

du solvant ?

x La formation doéi mine intramol ®ellebmi re | o

frein a la fonctionnalisation ?

En effet, comme évoqué précédemment, il a été montré que la désamination

nitreuse m ne ° |l a formation doéimines intramol
suppl ®ment aire par |l a formation de branchement
branchements i mpl i quent ®gal ement | e blocage de fon
Afin de r®pondre ° cette question, une ®tude a

travaux trouvés dans la littérature.Bezrodnykh et al.*¢ ont en effet étudié la réduction des
extrémités de chaines AMF en utilisant un agent réducteur comme NaBH. ou NaBH3CN.
lls ont également fait réagir I'hydroxylamine NH,OH sur l'aldéhyde de fin de chaine pour
former des oximes. En conclusion de leurs travaux, ils ont montré que NaBH, permet de
réduire les aldéhydes libres et de fin de chaine en alcool. Cependant, ce réducteur fort
impligue également la réduction des imines intramoléculaires, générant une augmentation
de la masse molaire. Le NaBH3sCN quant a lui, ne fait que réduire les imines. Enfin, le
NH2OH réagit avec les aldéhydes pour former une oxime tout en jouant sur la réversibilité
des d'imines. En effet, les imines intramoléculaires sont réversibles, comme cela a été
montré dans le chapitre précédent, leur formation peut par exemple étre influencée par le
pH. Lohydroxyl amine ®tant plus r®active que | ¢
donc favorisée. Néanmoins, ils n‘ont pas étudié ces réactions sur la molécule AMF ni fourni
de donnéesspectr al es RMN. De plus, aucune quantificat.i
proposée. En outre, ils ont travaillé sur des oligomeéres de chitosane de DP> 20 obtenus
par précipitation en milieu basique. C'est pourquoi dans la suite de notre travail, une étude

mod | e a ®t ® men®e sur | ' AMF, et |l es r®actions
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®t ® reproduites sur des oligom res de DP10 et
former des imines lors de la lyophilisation, procédé utilisé dans ces travaux. En effet, cette
r®action est favoris®e par | 6® i mination doeau
ddoxi me ont ®t® sui vivisible gp RMN 'I4. pNaBeldCN n'spaoéei e UV

utilisé car il permet uniguement de réduire les imines, ce que nous essayons d'éviter.

Par la suite, les oligoméres obtenus ont été fonctionnalisés avec les mémes
®poxydes gras que dans | 6®tude pr®liminaire a
étude approfondie a donné lieu & une publication dans le journal Biomacromolecules
2021, 22, présdntee darts 4h partie suivante.
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|. Abstract

Hydrophobically modified chitooligosaccharides (COS) were tested for suitability as
an emulsifier in cationic bituminous emulsions. COS of polymerization degree (DP) 5, 10,
15 and 20 were obtained by nitrous acid deamination. A complete study on
depolymerization and precise product and side product characterization was led upstream.
Chemical modification of COS was performed to reach amphiphilic structures using three
fatty epoxide with growing chain length (Butyl (C4), octadecyl (C9) and hexadecyl glycidyl
ether (C16)). The grafting efficiency according to reaction conditions were established.
Different substitution degrees (DS) were obtained by modulating the ratio of fatty
epoxy/NH2. It was shown that after a certain DS, the oligomers thus formed were not water-
soluble anymore. At the end, cardanol glycidyl ether was grafted on DP 5, 10 and 15 COS,
cardanol being a biobased compound extracted from cashew nut shell, this reaction led to
a potentially fully biobased structure. Water-soluble candidates with higher DS were used
as surfactant to emulsify motor oil as a simulation of bitumen. Cardanol-chitosan based
surfactant led to direct oil in water emulsion (60/40 w/w) formed of particles of 15 pm

average that were stable at least for 24 h.

[l. Introduction

Bitumen emulsions are composed of an oily phase composed of bitumen (40 to
80% (w/w)) and an aqueous phase (20 to 60% (w/w)) that contains a surfactant (between

0.1 and 2.5% (w/w)) 4° 146 The bitumen is sheared through a colloid mill and bitumen
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droplets of 1 to 20 um are dispersed in the aqueous phase. Nowadays, bitumen emulsions
are mainly cationic, meaning that they are stabilized by a cationic surfactant like fatty
amines, fatty amidoamines, fatty imidazolines and fatty quaternary ammonium salts which

are often toxic #’.

Chitosan is a positively charged polysaccharide with a potential use in several
areas, including applications in cosmetics, biotechnology and medicine # 8. It is a natural
nontoxic source of potentially cationic free amines for which emulsifying properties have
already been investigated 1*°. In some cases, chitosan can be used for Pickering emulsions
150151152 ‘Interestingly, it was shown that crude chitosan might be used to partially substitute
industrial surfactants (up to 60% replacement) for bitumen emulsions 3, Those chitosan
surfactant are high molecular weight polysaccharides that induce high viscosity when
concentrated which make them difficult to modify chemically to reach efficient amphiphilic
structures. When reducing the molecular weight of this hydrophilic polymer,
chitooligosaccharides (COS) can be obtained. COS are easier to functionalized *° to reach
amphiphilic structure able to self-assemble. Generally, COS are modified with fatty acids
and used to form micelles for drug delivery %°°° but they could find application in other area

such as direct oil in water emulsion.

Several ways to obtain chitosan oligomers are reported in literature 2°2627, Among
them, the action of nitrous acid #*4> was shown to be applicable and reproducible on any
kind of crude chitosan leading to low molecular weights oligomers “¢. Though, it leads to
formation of 2,5-ahhydromannose (AMF) chain ends which are electrophilic and undergo
intramolecular imines formation. This side reaction was underlined in a previous paper 46.
In this work, it was shown that imines represent 23% of the amines for DP10 COS. As
described before ¢, it is possible either to reduce or to react the aldehyde chain-end to
avoid this side reaction. Nevertheless, this reaction was never investigated directly on AMF
and no quantification or deep characterization were provided. In this work, we first focus
on the oligomer synthesis and try to deeper describe both reactions that can avoid imine
formation. The previous work was completed providing a model study on AMF, NMR

characterizations and quantifying the remaining aldehyde groups.

There is a growing interest in functionalization of COS in order to broaden their
applications %1918 Thus, COS are easily functionalizable due to the presence of free
primary amines on the sugar units. Thanks to their shorter hydrophilic chain, their
functionalization with fatty moieties, one of the most common reaction described, can lead
to amphiphilic structures * 154, Nevertheless, the grafting of fatty epoxide with different

chain length studied in this work was never described before. Cardanol is a natural fatty olil
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coming from cashew nutshell. COS modified with epoxidized cardanol seems to be a novel

opportunity to synthesize fully biobased amphiphilic moieties from waste recovery.

Hydrophobically modified COS appear to be a potential new biobased emulsifier for
bitumen emulsions. The objective of the present study was to reach amphiphilic COS and
evaluate their potential use in bitumen emulsion stabilization through a model study

involving motor oil.

[l. Material and methods

[11.1. Material

Chitosan DA around 15% CH30 (Mw 30 kg/mol) was purchased from Glentham
Science and used as received; butyl glycidyl ether (C4), octyl/decyl glycidyl ether (C9),
hexadecyl glycidyl ether (C16), triethylamine (Et3N), hydroxylamine hydrochloride
(NH20H), sodium borohydride (NaBH4), acetic acid (AcOH), sodium acetate (NaAc),
sodium nitrite (NaNO2), lithium bromide (LiBr), sodium azide (NaN3), trimethylsilyl-3-
propionic-2,2,3,3-D4 acid sodium salt, sodium hydroxide (NaOH), hydrochloric acid (HCI),
and acetone (>98%) were purchased from Sigma and used without puriycation; Methanol
(MeOH) and HPLC water (>99%) was purchased from VWR, engine oil Cirkan C was

purchased from Total.
[11.2. AMF and AMF oxime synthesis

The AMF molecule was synthesized according to the previous protocol “¢. Briefly,
1 g of glucosamine was dissolved in deionized water (20 mL) for 4h. One eq of NaNO2
were added in 10 mL of distilled water to the solution. The reaction was carried out for 3 h.
AMF was then reduced to alcohol by adding NaBH4 (1 eq) or transformed into an oxime
by adding NH20OH (1 eq). Samples were taken after 30 min, 1 h, 2 h, 3 h and analyzed by
UV. At the end of the reaction, the products were freeze-dried and characterized by 1H
NMR and SEC.

IH NMR of AMF (D,O, 400 MHz, 298 K, pH 5.5): U (ppm
5.0 Hz, 1H, H16 gemdiol), 4.20 (t, 6.0 Hz, 1H,
H5), 3.90 (m, 1H, H3), 3.80 (m, 1H, H4 and 2H, H6);

'H NMR of AMF + NaBH4(D-O, 400 MHz, 298 K, pH 5.5):
4.20 (t 6.0 Hz, 1H, H2), 4.00 (m, 1H, H5), 3.85 (m, 1H, H3), 3.80 (m, 1H, H5), 3.70-3.80
( m, 2 H, H16 (after reduction),1H H4 and 2H, HG6

'H NMR of AMF-oxime (DO, 400 MHz, 298 K, pH 5.5): 0 (
7.60 (d, 8Hz, 1H H1 (E)-oxime), 7.00 (d, 7.0 Hz, 1H H1 (Z)-oxime), 5.10 (d, 5Hz, 1H,
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Higemdi ol ), 4.35 (t 4.0 Hz, 1H, H266), 4.25 (m
H3), 3.70 (m, 1H, H4 and 2H, H6)

[11.3. COS and COS oximsynthesis

The method was adapted to chitosan as described before 5. Briefly, 1 g of
chitosan was dissolved in a solution of acetic acid (350 pL in 90 mL of distilled water)
overnight. The next day, 0.4 eq (to obtain a DP10) and 0.8 eq (to obtain a DP5) of NaNO
were added in 10 mL of distilled water to the solution. The reaction was carried out for 3 h
at 50 ° C. At the end of the reaction, the pH was raised to 8 by adding a concentrated
solution of NaOH and 0.4 eq (0.8 eq respectively) of NaBH4 in the case of reduction or of
NH2OH in the case of formation of oximes were added to the solution. Samples were taken
after 30 min, 1 h, 2 h, 3 h and analyzed by UV. At the end of the reaction, the oligomers
were obtained by freeze-drying and characterized by *H NMR, 2D COSY NMR, FTIR and
SEC.

'H NMR_of DP10 (D0, 400 MHz, 298 K, p-Bl50 s, B) : a  (
aldehydes), 8.00- 7.10(m, Hi mi nes) , 5.01 (d, 5 Hz, 1H, H16 ¢
AMF), 4.32 (m, 1H, H3-AMF), 4.10 (m, 1H, H5-AMF), 3.20-4.00 (m, 1H H2 acetyl, 1H, H3;
1H, H4; 1H, H5; 2H, H6;1H, H4-AMF and 2H, H6-AMF), 2.50 (m, 1H, H2), 2.00 (s, 3H,

HCHs), 4.80 (s, HOD)

¢

'H NMR of DP10+NaBH, (D:0, 400 MHz, 298 K, -p5O(SSH 5) :
aldehydes), 4.50 (m, 1H H2-AMF), 4.30 (M, 1H, H3-AMF), 4.11 (m, 1H, H5-AMF), 4.00 (m,
1H, H4 2H, H6) 3.20-4.00 (m, 1H H2 acetyl, 1H, H3; 1H, H4; 1H, H5; 2H, H6; 1H, H4-AMF
and 2H, H6-AMF), 2.50 (m, 1H, H2), 2.00 (s, 3H, HCH3), 4.80 (s, HOD)

'H NMR of DP10-oxime (D:O, 400 MHz, 298 K, #B(HEHS5): a
aldehydes), 7.56 (d, 8Hz, 1H, Hol (E)), 7.00 (d, 7.0 Hz, 1H, Ho1l (2)), 5.00 (d, 5.0 Hz, 1H
Ho2 (2)), 4.60 (m, 1H, Ho5), 4.48 (t, 4.0 Hz, 1H, Ho2 (E)), 4.39 (m, 1H, H2-AMF), 4.22 (m,
1H, Ho3), 3.20- 4.00 (m, 1H H2 acetyl, 1H, H3; 1H, H4; 1H, H5; 2H, H6; 1H, Ho4 and 2H,
Ho6), 3.00 (m, 1H, H2), 2.00 (s, 3H, HCH3), 4.80 (s, HOD)
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[11.4. Functionalization of chitosan oligomers

The depolymerization of high molecular weight chitosans was performed by nitrous
deamination involving NaNO- as previously described 44. Briefly, 1 g (w/w) of chitosan was
dissolved in 80 mL of AcOH (350 uL in 90 mL of deionized water) solution overnight (pH
4.5). Once solubilized, a freshly prepared solution (10 mL) containing the desired
equivalent ratio of NaNO2/NH; (0.1, 0.2, 0.4, 0.8) was added to the solution. The solution
was stirred at 50°C for 3 h. After cooling down, NH,OH (respectively with the amount of
NaNO,) was added and the solution was stirred for another 24h. The final product was
freeze-dried for 24h and oligomers of DP 20, 15, 10, 5 were collected.

1g of DP20 oligomers were solubilized in 20 mL deionized water with 1 eq
AcOH/NH,. 1 g of DP15 oligomers were solubilized in 20mL deionized water. 1 g of DP10
and DP5 were solubilized in 10 mL deionized water and EtsN was added to reach pH 7.
20 mL of MeOH were added to each solution. To this oligomer solution, butylglycidyl ether
(C4), octyl/decyl glycidyl ether (C9) or hexadecyl glycidyl ether (C16) in 10 mL MeOH was
added with various amounts. The solution was stirred for 24 h at 80°C. The products were
precipitated in 400 mL of cold acetone, washed with acetone and centrifuged to be
collected. Finally, the product was dried under vacuum for 6 h to get rid of residual solvent.

The integrals provided are those expected for 100% functionalization.

IH NMR of DP10 + C4 (D:O, 400 MHz, 298 K, BB (§H5) :

aldehydes), 7.56 (d, 8Hz, 1H, Hol (E)), 7.00 (d, 7.0 Hz, 1H, Hol (2)), 5.00 (d, 5.0 Hz, 1H
Ho2 (2)), 4.65 (m, 1H, Hb), 4.60 (m, 1H, Ho5), 4.48 (t, 4.0 Hz, 1H, Ho2 (E)), 4.39 (m, 1H,
H2-AMF), 4.22 (m, 1H, Ho3), 3.20- 4.00 (m, 1H H 2 @cetyl, 1H, H3; 1H, H4; 1H, H5; 2H,
H6; 2H Hg; 1H, Ho4 and 2H, Ho6), 2.95 (m, 2H, Hc), 2.75 (m, 2H, Ha), 2.55 (m, 1H, H2),
2.00 (s, 3H, HCH3), 1.40 (t, 2H, Hf), 1.18 (m, 2H, He), 0.74 (t, 3H, Hd), 4.80 (s, HOD)

IH NMR of DP10 + C9 (D:O, 400 MHz, 298 K, BBO(§H5) :

aldehydes), 7.56 (d, 8Hz, 1H, Hol (E)), 7.00 (d, 7.0 Hz, 1H, Ho1l (2)), 5.00 (d, 5.0 Hz, 1H
Ho2 (2)), 4.65 (m, 1H, Hb), 4.60 (m, 1H, Ho5), 4.48 (t, 4.0 Hz, 1H, Ho2 (E)), 4.39 (m, 1H,
H2-AMF), 4.22 (m, 1H, Ho3), 3.20- 4.00 (m, 1H H 2 dcetyl, 1H, H3; 1H, H4; 1H, H5; 2H,
H6; 2H Hg; 2H, Ha; 2H, Hc; 1H, Ho4 and 2H, Ho6), 2.55 (m, 1H, H2), 2.00 (s, 3H, HCH5),
1.57 (m, 2H, Hf), 1.28 (m, 14H, He), 0.85 (m, 3H, Hd), 4.80 (s, HOD)

'H NMR of DP10 + C16 (D0, 400 MHz, 298 K, pH 5.5): 8.20-8.50 (s, H aldehydes),
7.56 (d, 8Hz, 1H, Hol (E)), 7.00 (d, 7.0 Hz, 1H, Hol (2)), 5.00 (d, 5.0 Hz, 1H Ho2 (Z)), 4.65
(m, 1H, Hb), 4.60 (m, 1H, Ho5), 4.48 (t, 4.0 Hz, 1H, Ho2 (E)), 4.39 (m, 1H, H2-AMF), 4.22
(m, 1H, Ho3), 3.20- 4.00 (m, 1H H 2 d@cetyl, 1H, H3; 1H, H4; 1H, H5; 2H, H6; 2H Hg; 2H,
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Ha; 2H, Hc; 1H, Ho4 and 2H, Ho6), 2.55 (m, 1H, H2), 2.00 (s, 3H, HCHz), 1.57 (m, 4H, Hf),
1.27 (m, 14H, He), 0.87 (m, 3H, Hd), 4.80 (s, HOD)

1 g of oligomer DP5, DP10 or DP15 were solubilized in 20 mL of DMSO at 80°C.
Cardanol glycidyl ether in 10 mL of DMSO was added in different amount. The solution
was stirred for 24 h at 80°C. The products were precipitated in 400 mL of cold acetone,
washed with acetone and centrifuged to be collected. Finally, the product was dried under

vacuum for 6 h to get rid of residual solvent.

'H NMR of DP10 + Cardanol glycidyl ether (D.O, 400 MHz, 298 K, pH 5.5): 8.20-
8.50 (s, H aldehydes), 7.56 (d, 8Hz, 1H, Hol (E)), 7.00 (d, 7.0 Hz, 1H, Hol (Z)), 6.35-6.95
(m, 4H, Haromaic) 5.1 (m, 6H, Hh), 5.00 (d, 5.0 Hz, 1H Ho2 (Z)), 4.60 (m, 1H, Ho5), 4.48 (t,
4.0 Hz, 1H, Ho2 (E)), 4.39 (m, 1H, H2-AMF), 4.22 (m, 1H, Ho3), 3.20-
4.00 (m, 1H H 2 @cetyl, 1H, H3; 1H, H4; 1H, H5; 2H, H6; 2H Hg; 2H, Ha; 2H, Hc; 1H, Ho4
and 2H, Ho6), 2.55 (m, 1H, H2), 2.00 (s, 3H, HCHa), 1.87 (m, 6H Hi; 2H, Hg), 1.34 (m, 2H,
Hf), 1.15 (s, 10H, He), 0.69 (s, 3H, Hd), 4.80 (s, HOD)

[11.5. OIl in water emulsions with modified COS

Motor oil was used to simulate bitumen. Motor oil having the same viscosity at 40°C
than bitumen at 150°C. Oil in water emulsions were produced as followed: COS cardanol
(0.2% (w/w) of the total emulsion) was dissolved in 0.2% HCI (w/w of the total emulsion))
aqueous solution (40% (w/w) of the total emulsion). Both oil and water were heated at
40°C. Oil was added to the agueous phase (60/40 (w/w)) and blended for 5 min with an

ultraturax at 9000 rpm.
[11.6. Characterizations

'H NMR analyses were performed using a Bruker Avance 400 MHz NMR
spectrometer at 298 K. NMR samples were prepared by dissolving 15 mg of product in 0.5
mL of DO with trimethylsilyl-3-propionic-2,2,3,3-d4 acid sodium salt as internal reference
(G 0.00 ppm). The chemical shifts were repor:
methylsilane. Spin multiplicity is shown by s=singlet, d=doublet, t=triplet, g=quadruplet and
m=multiple. Substitution degrees (DS) of oligo chitosans were determined by *H NMR. IR
spectra were recorded on Nicolet 6700 Fourier Transform Infra-Red spectrometer. Molar
masses were recorded using size exclusion chromatography (SEC) with RI detection (PL
aquagel-OH 30 8um 100-60.000 g/mol, PL aquagel-OH 40 8 um 10.000-200.000 g/mol,
TSK gel G Oligo PW 7um 7.8 mm ID x30 cm 0-6000 g/mol) calibrated using PEO/PEG
standards. 10 mg/mL solutions of oligochitosans were prepared in acetate buffer (1.5%
AcOH, 0.8% NaAc, 1 ppm NaNs, 5 ppm LiBr). The pH (correction for isotopic effect:

pD=pH+0.4) were measured by use of a Mettler Toledo pH electrode. UV analyses were
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carried out using a Beckman DU 640 spectrophotometer. For this, 100 €L of reaction
medium were taken and diluted in 900 L of distilled water and analyzed under UV between
200 and 400 nm. Size distribution of emulsions were measured by optical microscope on
a Leica microsystem equipped with a 50x objective. 200 droplets were measured using the
Leica software.

V. Result and discussion

IV.1. Synthesis of chitosan oligo mer -oximes

Regarding the reduction of the aldehyde chain end, reduction and reaction with
hydroxylamine was already described beforehand on 5 and 10 kg.mol! COS *%,
Nonetheless, no information whereas provided on lower molecular weight COS (DP5 to
DP20). In addition, we thought it was important to complete this work by first doing a model
study on AMF in order to better understand both reactions (Scheme 23) and quantify all
the species involved. Products were therefore characterized by *H NMR (Figure 37), UV
and size exclusion chromatography. When reduced with NaBH,, the percentage of residual
aldehyde was quantified by *H NMR by using the ratio between the aldehyde signal and
the signals corresponding to the five other protons present on AMF. It was also noted that
the signal corresponding to the gem-diol form no longer appears in the reduced version of
AMF (Figure 37 1) b)). Thus, 18% of aldehyde was not reduced using one equivalent of
NaBH,. The shift between aldehyde peaks is due to the pH differences, in particular due to
the presence of residual salts. Regarding the use of hydroxylamine, *H NMR spectroscopy
confirmed the formation of oximes with the appearance of signals at 7.5 and 7 ppm (Figure
37 1) ¢)). The two signals correspond to the (E) and (Z) form of the oxime, respectively
(Figure 36). Signals of each isomer in water were attributed by analogy with other oximes

and oxime ethers described in the literature, 156157158 140
HO
HO™™N-O N po™0  N—OH
HO HO

(Z)OH (E)OH

Figure 36. ZandE isomers of AMFoxime

The proton of the (E) isomer is the most de-shielded as described several times in
the literature %6 1%° (Figure 37 1.c)). Form (E) is therefore the most abundant (75%).
Moreover, the coupling constants measured are in agreement with the literature since
Jtrans (8 Hz)> Jcis (7Hz).
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Figure 37. *H NMRspectrain D.O of 1) AMF a) oximéormation b) NaBHreduction c)

crude oligomer and 2) COS DP5 with a) oxime formation b) NaB#iction c) crude
oligomer

These two reactions were then transposed to DP5 and DP10 oligomers. First, the
reactions were monitored by UV by observing the signal at 270 nm corresponding to both
imines and aldehydes formed during the depolymerization. It was shown that the signal
intensity decreased over time when NaBH4 and NH,OH were respectively added. The UV

spectra in Figure 38 represent the difference between the signals of the oligomers of DP5
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and DP10 before and after 3 h reactions with NaBH4 or NH>OH respectively. In both cases,
a large decrease in absorbance is visible after 3 hours and no further evolution was
observed after this time. Nevertheless, there is still a signal corresponding to the residual
aldehydes. We noticed a more important decrease when using hydroxylamine.

a b)
3079 270 nm 3,0 270 nm
o®
2,5--0% 2,5
Y DP10 DP10 [@]
201 °%, II:D)IF;?O+NH oHEl g * DP3
200 Lo 2 &
B SN £,  DP10+NaBH, (O]

;,8;. DP5+NH,0H [o] 1,5 DP5+NaBH, [2]

Absorbance
Absorbance

L2
%
k)
a»
%
®

1,0+

0,5

200 250 300 350 200 250 300 350
Wavelength (nm) Wavelength (nm)

Figure 38. UV specta of a) DP5 and DP10 before and after action of.8H b) DP5 and
DP10 before and after action of NaBH

Both reactions were confirmed by *H NMR (Figure 37 2)). When reduced with
NaBH,, a disappearance of the signal corresponding to the gem-diol form (5 ppm) and a
decrease in the aldehyde signal is visible from COS. At the end, 80% of the
aldehydes/gem-diol were reduced to alcohol. There are no more intramolecular imines in
the medium since they were modified by the action of the reducing agent. The use of
NH2OH also avoided intramolecular imines formation. In general, heteroatoms directly
linked to another heteroatom exhibit increased nucleophilicity compared to systems in
which the heteroatom is replaced by a carbon. This observation can be explained by
examining the most occupied molecular orbital (HO) of the nucleophile. Overall, the higher
is the energy of a nucleophile’'s HO orbital, the higher is the reactivity. The presence of
heteroatom raises the energy of the HO orbital and therefore makes it more nucleophilic.
This phenomenon is known as the U effect %, Therefore, hydroxylamine, with a nitrogen
atom directly bonded to an oxygen atom, is much more nucleophilic than the amines of
COS. Thus, the reaction between AMF and NH;OH is favored over the formation of
intramolecular imines. The reaction is indeed based on the imines reversibility. Therefore,
the addition of hydroxylamine resulted in the formation of oligomers with oximes at their
chain end (Scheme 23). Similarly to AMF alone, the signals corresponding to the two
isomers (Z) and (E) of the oxime (7.0 and 7.5 ppm respectively) are present. However,

closely to AMF, the reaction was not complete and 10% of aldehyde and gem-diol
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remained unreacted. Finally, the imine signal between 7.1 and 8 ppm has completely
disappeared, which implied the regeneration of 20% additional free amines and less steric
hindrance in the oligomer chain. This phenomena implies better potential for further
functionalization of COS. In both cases, the presence of residual aldehyde / gem-diol was
proven, for the first time in the literature.

The molar masses of the oligomers were measured before and after the action of
NaBH.4 or NH2OH respectively (Table 6). As in the work of Bezrodnykh et al,*¢ it has been
proven that NaBH, reduced imines thus creating irreversible branched structures and
increasing molar masses, by 30% for DP5 and 10% for DP10. On the contrary, the use of
NH2OH prevented the formation of imines. Besides, hydroxylamine being a small molecule,

its addition to oligomers did not imply any variation in molar mass.

MN wWITH NABH4

Oligomer MN CRUDE (G/MOL) MN OXIME (G/MOL)
(c/moL)
DP5 1,000 + 35 1,300 + 30 1,000 + 40
DP10 1,600 £ 55 1,750 + 50 1,600 + 60

Table6. Molar massesn PEO equivalent according to the type of reaction and DP of the

oligomer.

Two methods for preventing the formation of intramolecular imines were deeply
investigated in this section. The first one was the reduction of aldehydes chain end by the
action of NaBH,4. This method was effective since 80% of the aldehydes were reduced.
However, in this case, the intramolecular imines were also reduced, thus forming
irreversible branched structures confirmed by an increase in molar masses. The second
method involved the use of NH,OH, which reacted with the aldehydes to form oximes. The
formation of two isomers (Z) and (E) was confirmed and shown by *H NMR, the (E) isomer
being the most abundant. Thanks to 2D COSY NMR, signals were fully identified and
attributed (Annexe 18). This second method allowed the regeneration of 20% of the amines
previously involved in the formation of imines without increasing molar mass. Therefore it
seemed that the method involving hydroxylamine is more suitable for the functionalization

of oligomers.

For the rest of the study, chitosan was depolymerized by the action of NaNO, and
then hydroxylamine was added in order to obtain oxime-terminated oligomers that do not

contain intramolecular imines and are therefore ready to be functionalized.
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IV.2. Functionalization of COSoximes with aliphatic epoxide

Oxime ended DP5, DP10, DP15 and DP20 COS were functionalized with three
different fatty epoxies (C4, C9 and C16) according to the reaction given in Scheme 24. At
first, reactions were carried out at pH 5.5 which was the pH recorded when solubilizing
oligomers in deionized water. For DP5 and DP10 reaction can be performed at higher pH
as the pH range solubility is wider for smaller oligomers. This is why the reaction was led
at pH 7 and it was shown that the DS obtained were higher than that at pH 5.5 (around
20% higher). Indeed, at pH 5.5 primary amines are partially cationic whereas at pH 7, they
are more nucleophilic which makes them more suitable to epoxide ring opening. For DP15,
the reaction was led at pH 5.5 and for DP20 acetic acid was added in order to solubilize
the oligomers resulting in a pH 4.5.

A{OHO

R. o] o] HO

@]

Hw /X/ o]

o NH “n 0 T > HO \n O 1[HO

HO H,0,MeOH 0 "o o HO
NH; m r\Q reflux T NH Jx o 0
HO “OH

{ HO™ W, 19 \
-0

HO

R R=C4, C9, C16

2) {“ %L\H RO “%OHO HO
Y, %\H

DMSO
NH, m 3 T

HO' NH

Y 2 m%/L\
/\m\/\/@( N‘OH
/

Scheme4. Reaction of 1) fatty epoxides and 2) cardanol onto chitosan oligome

The obtained products were characterized by *H NMR spectroscopy to confirm
functionalization and calculate the DS (Figure 39). Signals were attributed thanks to 2D
COSY NMR (Annexe 19Annexe 20Annexe 21Annexe 22). The grafting efficiency was
confirmed for the three epoxy with the appearance of the signals corresponding to the alkyl
chain. Fatty epoxy are not water soluble so the signals correspond to a graft oligomer. In
addition, signals intensity corresponding to the proton in alpha of the free amine decreased
meaning that free amines were consumed for ring opening. To calculate the DS of free
amines, the signals d between 0.80 and 0.95 ppm corresponding to the terminal CHs of

alkyl chains were compared to total intensity of the amine:

(12) DS=
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oligochitosan modified with C4, DS 90% in D20'"d)NMR spectrum of DP10 oligochitosan
modified with C9, DS 20% in D20 Y NMR spectrum of DP10 oligochitosan modified with
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The epoxy/amine ratio was varied in order to reach the maximum DS. A wide DS
range was thus obtained according to DPs and epoxides, by varying the equivalent number
of fatty chains (Figure 40). Up to 100% DS were reached for C4 epoxy for DP5, 90% for
DP10 and 80% for DP15. Those results were quite interesting and higher DS were obtained
compared to similar grafting found in the literature. For example llly et al.1°! grafted allyl
glycidyl ether (AGE, C3) on COS (>2,000 g.mol?) for further thiol-ene reaction on the allyl
double bond. The reaction was carried out in water at pH 8 as AGE is water-soluble and a
DS of 33% was obtained with 2.2 eq of AGE. Mei et al.'%? described the grafting of
epichlorohydrin on very low molecular weight COS i.e. 550 g.mol?, by epoxy amine
reaction with 55% DS. Another classical reaction on chitosan is the grafting of the

glycidyltrimethylammonium chloride 1%,

Nevertheless, the previous work described the grafting of short epoxide and no
example of longer chain such as C9 and C16 were found in the literature. It was shown

that the longer are the fatty chains, the lower is the DS obtained, whatever the molar

174



Chapitre 3 : Synthése de macromolécules amphiphiles : fonctionnalisaton A8 1 1 ECI I 1 OAO A

masses of the oligomers. For example, for a DP5, the maximum DS obtained with epoxy
C4 is 100% while it is 25% for epoxy C16. Nevertheless, C16 epoxides were successfully
grafted on the four different oligomers with relatively correct DS for fatty moieties. In
comparison, grafting of fatty acids with such chain length can be found in the literature with
a lot of working conditions such as temperature, time and solvent described ! %8 €8, DS
obtained in this work are therefore included in the value range of DS obtained with fatty
acids of C10 to C18. Similarly to fatty acid grafting ®* °8 €8, it was shown that the higher is
the DP, the lower is the DS. In addition, in some cases a limit of water solubility was
reached. Indeed, the oligomers were functionalized and no longer soluble in water
regardless of the pH, but only in DMSO, so it was impossible to determine their DS. For
example, for a DP10 with 0.8 eq of C16, the products were no longer completely water-
soluble. Thus, the maximum DS obtained is 15% with 0.5 eq of C16. In the case of DP15,
the results were quite satisfactory for the C4 and C9 epoxides with maximum DS of 85 and
37% respectively. For C16 epoxide, the DS were lower which can be explained by lack of
solubility for both oligomers and epoxy in the hydro-alcoholic mixture. In addition, the
working pH being 5.5 due to the non-solubility of DP15 at higher pH, the amines of the
oligomers were less reactive as some were under NHs™ form. Nevertheless, oligomers with
11% DS which represent more than one grafting per oligomer chain were obtained. Finally,
with DP20, lower DS were obtained regardless to the size of the epoxide due to its greater
steric hindrance and lower affinity with fatty chains. In addition, the amine were less

nucleophilic due to the acidic environment.
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Figure 40. Evolution of DS according to number of equivalents of C4, C9 and C16&NH
DP5, DP10, DP15 and DP20

At the end of the reaction, the filtrate (mixture of acetone, water and methanol) was
evaporated in order to analyze the non-precipitated residues. A soluble viscous mixture
was obtained. The *H NMR analysis in D,O shows the presence of unfunctionalized
oligomers and residual free AMF. However, the product is not completely soluble in water.
The *H NMR analysis in DMSO, in which the product is completely soluble, shows a mixture
of oligomers and epoxides but it is not possible to differentiate functionalized oligomers
from unreacted epoxides. Based on the previous results, it was assumed that both
unreacted epoxides and oligomers with a DS above the water solubility limit are present in

this fraction.

Through this study, it was shown that several parameters govern the chemical
modification of COS with fatty epoxide, which are comparable to fatty acid addition
previously described. Indeed, the longer is the fatty chain, the lower is the grafting
efficiency. In addition, solubility limits were reached at relatively low DS with longer chains.

Going further, DP20 will be abandoned due to poor DS.

IV.3. Functionalization of COSoximes with cardanol

Subsequently, the epoxide amine reaction was transposed to epoxidized cardanol
(Scheme 24 2)). Cardanol is a natural phenol, a commercial co-product of the non-edible
oil obtained from the cashew nut shell. Cardanol is interestingly composed of an aromatic

ring and an attached fatty carbon chain which can be saturated (2%), monounsaturated
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(34%), bi-unsaturated (22%) and tri-unsaturated (41%). Epoxidized cardanol can be

directly obtained by epoxidation reaction of cardanol and is commercially available.

Initially, the reaction onto oligomers of DP10 was carried out in an H.O / MeOH
mixture in the presence of EtsN (similar conditions to the aliphatic study). Epoxidized
cardanol is viscous and sparingly soluble in this mixture. Thus, after precipitation in
acetone, only crude oligomers were obtained. Unreacted cardanol which was not grafted
onto the COS was recovered in the filtrate. The reaction was therefore carried out in DMSO
where both cardanol and COS were soluble. COS grafting efficiency onto DP5, DP10 and
DP15 was confirmed by *H NMR (Annexe 23). The DS were calculated using the CH3z 1

signal which represents 59% of the cardanol chain (Annexe 24).

COS of DP5, DP10 and DP15 were grafted with cardanol with maximum DS of 12,
8 and 2% respectively. Literally, this represent 40%, 60% and 20% respectively of COS
oligomer chain bearing one cardanol chain, the rest of the polymer representing unmodified
COS. As for aliphatic epoxides, it was shown that the larger is the DP, the lower is the DS
(see Sl 7). In addition, a plateau was reached very quickly even when increasing the
number of equivalents. Although cardanol is a much longer epoxy compound compared to
epoxides C4, C9 and C16, and the aromatic ring generates both hydrophobicity and steric
hindrance, maximum DS were comparable with C16 DS for DP5 and DP10, which were 12
and 21% respectively. Nonetheless the higher is the DP, the lower are the solubility and
sweliability in DMSO. Thus, DP15 showed poor solubility in DMSO, which explains DS
maximum of 2%. Besides, the longer is the oligomeric chain, the higher is the steric
hindrance. Finally, as shown beforehand, the maximum DS was limited by the solubility of
the final product.

IV.4. Oil in water emulsion

To evaluate the suitability of the newly synthesized surfactant in bitumen emulsion,
a model engine oil was used. DP15, DP10 and DP5 grafted with C4, C9, C16 and cardanol
with maximum DS were used to emulsify the motor oil. 60/40 (w/w) oil in water emulsions
were made using 0.2% (w/w) of total emulsion of amphiphilic COS, pH was adjusted to 2

by addition of HCI (0.2% (w/w) of total emulsion) to obtain cationic surfactants.
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/ n I d / mc I I NRF Yy 2
Emulsion Size  Stability Emulsion Size  Stability Emulsion Size  Stability Emulsion Size  Stability
type (Hm) (h) type (Hm) (h) type (nm) (h) type (Hm) (h)
DP5 No N/A N/A Direct 5-20 <1 Direct N/A <0.1 Direct N/A <0.1
DP10 No N/A N/A Direct 5-20 24 Direct 5-20 12 Direct 5-20 24-48
DP15 No N/A N/A Direct N/A <0.01 No N/A N/A No N/A N/A

Table7. Type, size of the droplets and stability of emulsions made with DP5 DP10 and DP15

functionalized with C4, C9, C16 and cardanol with maximum DS

At the end, direct emulsions were obtained for both DP10 and DP5 functionalized
with C9, C16 and cardanol and DP15 functionalized with C9 (Table 7). Indeed, the obtained
emulsions were able to disperse in water. Oligomer functionalized with C4 epoxide could
not emulsify oil. This confirmed that the C4 chain was too short to provide sufficient
amphiphilic properties to COS despite maximum DS of 90 and 100% reached for DP5 and
DP10 respectively. DP15 surfactant were not able to give stable emulsions. Indeed, direct
emulsion was only obtained with COS modified with C9 but destabilized immediately. In
the same way, emulsions obtained with DP5 were not stable, less than 5 min for Cardanol
and C16. This might be explained by the number of active species in the mixture. Indeed,
DP5 cardanol were grafted with 12% DS which represent only 40% of oligomers bearing
one cardanol chain. It means that 60% of the product is not suitable for stabilization of oil
droplets in water. DP5 modified with C9 gave direct emulsions but they were only stable
1 h, which is not enough for the application.

In the case of DP10, direct oil in water emulsions were obtained for C9, C16 and
cardanol. In addition, emulsions were diluted and observed under a microscope to
determine the size of the droplets (example in Figure 41 b) with DP10 cardanol). At the
end, the size distribution was quite narrow for the three samples and droplets averages of
15 um were obtained in accordance to expectation %6, DP10 C16 was stable less than 5
min despite 15% DS and DP10 C9 was stable for 1 h. The most stable emulsions appeared
to be those stabilized with DP10-cardanol presented in Figure 41 with destabilization
starting between 24 h and 48 h. In this case, a DS 8% represent 60% of oligomers grafted

with one cardanol chain ((Figure 41 a)) and Annexe 25 for color code). Those results
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showed that the efficiency of the surfactant depends on several factors: the size of the
hydrophilic chain, the size of the hydrophobic chain and the DS.

Those were quite promising preliminary results. Indeed, it was the first time that
COS modified with fatty epoxide and particularly with cardanol, potentially 100% biobased
and biodegradable ®', was successfully synthesized and used as a surfactant for

concentrated oil in water emulsion.
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Figure 41. a) Simplifieddepiction of DP1&ardanol b) DPD-cardanol oil in water(60/40
(w/w)) emulsion under microscope at t=0.5 h c¢) Size distribution of droplets obtained by
microscopic measurement from DPdardanol oil in water (60/40v(/w)) emulsia

d) Pictures of DP1&cardanol emulsion after 0, 24 and 48 h

V. Conclusion

In this study, new potential chitosan based surfactant for bitumen emulsions were
introduced. At first, the controlled depolymerization of chitosan was investigated to reach
the cationic head of the future surfactant suitable for further functionnalization. Thus, the
functionalization of COS-oxime by different fatty epoxide including epoxidized cardanol, a
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reaction that as far as we know was never described in the literature before was investigated.
Oligomer of DP5, DP10 and DP15 grafted with cardanol were obtained with maximum DS of
12, 8 and 2% respectively. It was shown that direct oil in water (60/40) emulsions stable for
24-48 h, with 15 um medium size droplets can be obtained with DP10-Cardanol acting as a
surfactant. In order to improve the stability of emulsions, the amount of surfactant could be
increased to reach higher quantity of active species. Studies on pH influence might also be
led.

This work showed a way to obtain potentially biobased and biodegradable COS
amphiphilic structures that have been of great interest these last decades. Those products
have proved their potential for cationic surfactant substitution in bitumen emulsions

applications.

Supporting Information (voir Annexes chapitre 3)
H NMR spectrum of COSardanol, table of DS for COS cardanol @otbr-codefor figure

7 were provided in supporting information.
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| AAEOEIT T AO 4/ &!

Comme expliqué dans le chapitre 1 (page 49), le TOFA est déja utilisé par Colas

en tant que partie |lipophile de Il eurs tensioac:
Co%¥%t eux. Cbdest pour quoi dobautce s m®loarge dadd ascyi

carboxyliques ont été envisagées une fois le probleme des imines intramoléculaires résolu.

Le couplage dbéacide carboxylique sur | e chi
un mélange de carbodiimide et de succinimide (NHS) a déja été décrit plusieurs fois dans
la littérature (Table 4 p128). Bi en sobEDE@nést | 6tilis® car il est
Dans notre cas, la réaction peut se faire dans le DMSO, ainsi le DCC, bien moins co(teux,
peut °tre utilis®. Comme expliqu® pr®  ®demment
le réactifetdedonnerdemei | | eur s taux de greffage. Cbest po
dans le DMSO, en activant au préalable le TOFA avec un mélange de DCC/NHS (Schéma
25 a)), puis en additionnant le réactif formé sur des oligoméres de DP5, DP10 et DP15

terminés oximes (Schéma 25 b).

o)
o o)
a) DCC
+ N-OH —» N—O
R T“OH DMSO >/-—R
0 (@]
LS N-o>/_ HO
HO r RO HO
o) o)
b) %N o 9o % 0
HO
NH, © | DMSO HO v & \
HO  N-on T W Neon

Schéma5. a) Activation d'acidearboxylique par DCC/NHS®#ddi t i on ddéaci de car

activé sur des COBximes

Le greffage a été confimé par RMN'H, de | a m°me fa-on quobdave
TOFA,avec | dapparitT8ppm cdrmespandagtawadHst e rOmi n al de | 68

carboxylique.
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Lors de cette réaction, une limite de solubilité du COS greffé est vite atteinte a des
DS inférieurs a 20%. Par exemple, pour les DP5 et DP10, entre 0,5 et 0,8 eq maximum de

TOFA/NH;peuvent °tre utilis®s pour obtenir un pro
cas de DP15, un maximum de fonctionnalisation est atteint en utilisant 1 eq de TOFA/NH..
En effet, de |l a m°me f a- on dquu énaovnebcr el ed 6CRIq6u,i viad e

plus doéinfluence sur | e DS final & partir doéun

pour les DP5, DP10 et DP15 sont de 12, 15 et 4% respectivement.

La r®action impliquant | 6util i satantaelledes ag
permis dbéobtenir des COS greff®s avec du TOF
i nt ®®r essants. Cette voie sera donc retenue dan
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Dans ce chapitre, nous avons étudié différentes voies de fonctionnalisation des

oligom res de chitosane. 1 a ® ® montr® que |
pas idéale. Les DS obtenus et les rendements sont faibles. De plus, elle met en jeu

l Guti |l i sasgiuon edded 3I@CIr ®act i f dandgeouptagexadondt 6 ut i | i
®t ® privil ®gi ®e pour ®viter | 6®t ape de transfo
TOFA. L6®tude a ®t ® poursuivie sur des r®actio
intramoléculaires entre les aldéhydes de fins de chaines et les amines libres des

oligoméres sur la fonctionnalisation de ces derniers a ainsi pu étre démontrée. Une fois

ces réactions secondaires mises en évidence, les conditions de réaction ont été étudiées

afin déobtenir | es DSsil e®t lmesnt mPpogqu@&une .| il mit
oligom res fonctionnali s®s ®tait atteinte ~ pa
DP10 et DP15 ont donc pu étre fonctionnalisés par amidification avec le TOFA et couplage

époxy-amine en utilisant différents époxydes. Pour la premiére fois dans la littérature, du

cardanol époxydé a ainsi été greffé sur des COS.

Le tableau ci-dessous résume les DS maximaux obtenus pour chacune des
chaines grasses utilisées dans cette étude sur les DP les plus intéressants, i.e. DP5, DP10
et DP15, le DP20 ayant été abandonné du fait des trop faibles DS obtenus. Le tableau
pr ®sente ®galement | e nombre de greffones par ¢

ce qui permet de se rendre compte de la structure et du pourcentage dbéesp ces act

dans | 6 ®wdirastructuréslutdistesp13) . Le nombre dbédamines | ibr
i mportant puisqudéil est n®cessaire dbében avoir
recherch®es dans | édapplication. Le nombre de c

calculé en considérant le DA (16%) et une fin de chaine oxime par oligomeére.

(13) Ncg = (DP - (DP x DA +1)) x DS
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Tensioactif DS (%) Nombre dechaines b2YO0NB RQI YA\

grasses par oligomere oligomere

DPXC4 100 3 0

DPXC9 39 1 2

DPXC16 25 0.7 2.3
DPZXCardanol 12 0.3 2.7
DP5TOFA 12 0.3 2.7
DP1(C4 90 6.8 0.7
DP1@9 45 3.3 4.2
DP10C16 12 0.9 6.6
DP1@ardanol 15 11 6.4
DP10rOFA 15 1.1 6.4
DP154 80 1 2

DP1%9 47 6 6

DP1%216 11 25 10

Tableau8. Récapitulatif de®Sma)mum et du nombrde chaineg r asses et dbdbamines

oligoméres en fonction de la nature des chaines grasses et du DP des COS

Déapr s |l e tableau, on remarque que plus 1| a
nombre de greffons par oligomére est important. Par exemple, pour le DP15 C9, 6 chaines
grasses sont greffées contre seulement 2,5 pour le DP15 C16. De la méme facon sur le
DP5, seulement 1 cha"ne C9 a pu °tre greff®e c
et TOFA. Ainsi, dans le cas des DP5 C16, DP5 cardanol et DP5 TOFA, un mélange entre
des oligoméres fonctionnalisés et des oligoméres bruts est obtenu. Dans le cas des DP10,
on remarque que | e nombre de cha  nes grasses ¢
3,3 pour le C9 et 6,8 pour le C4.

Ce tableau met donc une fois encore en évidence la relation entre le DS maximum,
la longueur de la chaine hydrophobe et la taille de la téte hydrophile de nos tensioactifs.
Par la suite il sera donc important de caractériser ces produits pour pouvoir établir des
relations structures/propriét® s e t d®t erminer |l es meill eurs cal
faut noter que ce type de structure est « original » en comparaison des tensioactifs
classiquement utilisés dans les émulsions de bitume. En effet, la téte hydrophile est
importante et plusieurs chaines hydrophobes peuvent y étre greffées. Ainsi, pour bien
comprendre nos systemes et évaluer leurs capacités a émulsionner le bitume, les
tensioactifs seront caractérisés de maniére approfondie et « comparés » aux tensioactifs

classiques de COLAS présentés au chapitre 1 (p 50).
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Dans le chapitre précédent, différents tensioactifs a base de chitosane ont été
synthétisés et leurs synthéses optimisées. Afin de déterminer leurs capacités a
®mul sionner l e bitume, i s pomiétés physice-chimigues.
Dans un premier temps, une partie théorique sur ces propriétés et leurs méthodes de
mesure respectives sera exposée. La caractérisation des tensioactifs base COS sera
présentée dans une publication soumise dans le journal Journal of colloid and interface
science, « Surfactant properties of chemically modified chitooligosaccharides and their
potential application in bitumen emulsions ». Enfin les résultats obtenus sur ces

tensioactifs seront comparés aux propriétés des tensioactifs de référence utilisés par Colas
(A etB).
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|. Evaluation des propriétés des tensioactifs

Les tensioactifs sont susceptibles de disperser un solide dans un liquide,
déoam®l i or er la mouillabilit® dbédun |iquide, de
Leurs propriétés physico-chimiques déterminent] é appl i cati on |l a plus ad:
existe différentes méthodes permettant de décrire les propriétés des tensioactifs et

permettant de choisir une structure plut®t québ

émulsions de bitume. Ces méthodes sont présentées dans les paragraphes suivants.
I.1. Balance Hydrophile -Lipophile (HLB)

La HLB est une grandeur caractéristique des tensioactifs définie par Griffin! 2 en

1949. 1 sbagit ddwiner eeparl @ue n teampli  @quiel i br e hy
mol ®cul e amphiphile, directement | i ® " sa sol ul
de 0 ° 20, avec une solubilit® dans | 6eau croi
avecune HLBentrel et 6 donnera des ®mul sions inver ses

tensioactif avec une HLB supérieure a 10 donnera des émulsions directes (huile dans eau),
| 6 ®qui | i b rligophileyént fixgpahv i(Higere 43. Echelle de valeurs de HLB. La HLB
peut se calculer de différentes facons, la méthode de calcul dépendant de la structure du
tensioactif. Par exemple, la méthode empirique de Griffin permet de calculer les HLB des
tensioactifs polyéthoxylés par le rapport entre la masses molaire de la partie hydrophile
(H) et la masse molaire totale du tensioactif (avec L la masse molaire de la partie

hydrophobe), multiplié par 20 (14). Cette méthode ne prend pas en compte la présence de

contre ions ou encore doéinsaturations ou de gr
(14) 006 2 C T
Ovu

Dans cette optique, Davies et Rideal ® * ont développé une méthode de calcul de
HLB par incréments, chaque incrément correspondant a la nature des parties hydrophiles
(iH) et hydrophobes (iL) (15). Il existe une table des différents incréments utilisés

classiquement dans la synthése de tensioactifs (Annexe 27).
(15) ‘06 x BT BW

Dans | e cas de m®l ange de tensioactifs A et

HLB est exprimée par la relation suivante avec fa la fraction massique en A (16).
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(16) (," G, " (" Znp
Agent solubilisant (15-18)
18
15
Hydrophile
12
Dispersible 9
dans l'eau
------- 6

Hydrophobe 3

Antimousse (2-3)

0

Figure 43. Echelle de valeurs de HLB

De maniére générale, les valeurs de HLB permettent de comparer des tensioactifs
a structures comparables du fait de la versatilité du calcul de cette valeur empirique.

[.2. Concentration micellaire critique CMC

La concentration micellaire critique est définie comme la concentration en
tensioactif a une température donnée, a partir de laquelle celui-c i sbaut o assen
spontanément pour former des micelles. Elle est directement liée a la tension de surface
ou tension interfaciale q u i repr®sente |l a tension existante
l'iqui de. La structure amphiphil e des tensi oa
sbaccumul er sur tous types dobéinterface et donc
cas doumacteins soluble dans | 6eau, en dessous
concentration, le tensioactif forme une couche a la surface du liquide et le reste est
di sper s® digunesd4 &))oRtua la coficentration augmente et se rapproche de la
CMC,pl us |l e tensioactif ~ tendance ~ saturer | 6
surface. Lorsque | 6interface est satoéuerx®&e,s Ildae t
tensioactfse n s ol ut dassemblenbsaus foone de micelles: cbest Figue CMC (
44 b)).
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Figure44. a) Schéma représentant un teasiot i f

2
J
)
O“"J\fm O
O
X
ER
O
Eau

.

»
o

de la CMC b) atdessus de la CMC

Expérimentalement,

celle-ci

b)

dans

6eau

une

peut étre mesurée de nombreuses maniéres

différentes® ® 7. La plus courante des méthodes est de mesurer la tension interfaciale de

solutions de différentes concentrations dans des conditions identiques (pH, température)

| 6 ai deaqduee

Ildae pWi | h e | nNplyé. ua CMG eshlancereantrafion en

tensioactif au point de rupture de la pente de la courbe de la tension superficielle en

fonction de la concentration en tensioactif en solution. Elle peut donc étre calculée grace

| 6 or do nn @dton des pehtésidas treitessa) et b) (Figure 45).

Tension de surface y (mN.m1)

v

Figure 45. Schéma représentant la&éthode de détermination de la CMC par tensiométrie
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La valeur de la CMC a une température donnée est caractéristique de la structure
doun t e hRaoeaempld, & téte hydrophile identique, la valeur de la CMC tend a
d®croitre |l orsque | a longueur de | a cha”"ne h
longueur de chaine devient moindre lorsque celle-ci dépasse 16 atomes de carbones et
presque nulle au-dela de 18. En fait, Kleven® a établi la relation suivante (17) entre le
nombre dbéatomes de carbone de | a cha"ne hydrop

constantes a déterminer.
a7) 1T&06 6 6 ¢
La pr®sence dodédinsaturati onla CMCmagntlis queala une d
présence de groupes polaires implique une augmentation de cette derniére. De la méme
fagon, plus les tensioactifs sont hydrophiles, plus les CMC sont élevées. La présence

do®l ectrolytes ou de compos ®s edenmgesure|sgntdes |, l e p

paramétres qui peuvent influencer la mesure.

La tension de sumfaace "emptHRe elt 6 @BWOmMMEeslt de
expligu® pr® ®demment , l a pr®sence de tensi oc
tension de surface. On parle de Cy lorsque la tension de surface est abaissée de

20mN.mipar rapport ~ celle de | 6eau.

Il est possible doé®valuer | a performance et
un autre en regardant les valeurs de CMC et la tension de surface associée. La
performance implique la capacité d'adsorption aux interfaces et est reliée a la tension de
surface alors que | d6efficacit® d®finit |l a capa
la CMC. Dans le cas ou la tension superficielle apreslaCMCd dun tensioactif A
basse que cell e doé-adit e ngu e awt, leftens®actif A Seeas t
d®crit comme plus performant que | e tensioact:i
C est inf®rieur 7 cetlaldiequk&€MQc<CHMOp le e®@ivactbC c' est
sera décrit comme plus efficace que le tensioactif D.

3.0 AOAI 1 OOA ABAI PEI Ail AT O
En fonction de leur structure (taille et forme de la chaine hydrophile/hydrophobe) et
des conditions (pH, temp®ratur e, pr ®sence de s
facon différente. Isrealachviliet al.” o n t ai nsi d®f i nit | @ pprder am tr €
rapport entre le volume V occupé par la partie hydrophobe au ¢ T ude la micelle (19) et la
suffaceacoccup®e par | a parti e hysdlutionpnoliipliéepaila | 6i nt e
longueur critique Ic de la chaine hydrophobe (20). Cette longueur représente la longueur

maximale pour laquelle la chaine alkyle peut étre considérée comme fluide et non figée

dans une structure cristalline.
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(18) n —

Dans |l e cas doéune cha ne?daeal@ysbnecalcuésen par am
fonction du nombre ddetathainee) (20 car bone n

(19) V = 27,4 + 26,9 (nc-1)
(20) lc=1,5 + 1,265 (nc -1)

La valeur de ao (A2) peut étre déterminée par tensiométrie a partir de la valeur de la

concentration superficielle ou exd2l)s de surfac
TU
. ph
(21) W

Avec Na, le nombre d'Avogadro (Na = 6,022.102 mol*) et G, la concentration

superficielle, ou exces de surface (mol.m?2)

——

——
- ~

Figure46. Sch®ma dobéun tensioactif

La concentration superficielle est donnée par I'équation de Gibbs (22), reliant la
décroissance de la tension de surface en fonction du logarithme népérien de la
concentration en tensioactif. Elle peut ainsi étre calculée expérimentalement a partir de la

pente de la courbe o= f(C) (Figure 45 a)).
(22) 3 —_— —

Avec n, la constante de dissociation, (n=1 pour les tensioactifs non ioniques, n=2
pour les tensioactifs ioniques), R, la constante des gaz parfaits (R = 8,314 J.mol+.K?), T, la
température (K), C, la concentration en tensioactif (mol.L*), 9, la tension de surface

(mN.m?).
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|.4. Tension interfaciale

La tension interfaciale ou tension superficielle est une grandeur physique qui
guantifie I e d®f aut ®nerg®tique provoqu® par |
Lorsque deux liquides sont non miscibles, deux phases distinctes sont formées. A
|l 6interface entre |l es deux |l iquides, |l es mol ®c¢
| 6®nergi e de coh®sion. Cb6best pour minimiser ce
tendra a minimiser ses interfaces avec les autres milieux. La tension interfaciale ou tension
superficielle exprime alors la force par unité de surface avec laquelle les molécules sont
attirées ver s | 6i nt ®r i diquides. d'enité|dé tensiondsepsrficielle (N.m'!) est
équivalente a des joules par metre carré (J.m'2), qui correspondent bien a une unité

d'énergie de surface.

Plusieurs méthodes sont décrites dans la littérature pour mesurer la tension
interfaciale. Parmi elles, la méthode de la goutte pendante qui consiste a maintenir une
goutte de liquide dans une autre phase moins dense (liquide ougaz euse) au bout ¢
capillaire ® 11, la méthode de pesée de goutte utilisant la loi de Tate!? ou encore la méthode
de la goutte tournante reliant la tension interfaciale alavite s se de rotation dou

La mesure dobéangl eald b de Yoong-Bupté our emdore & remontée

capillaire par |l a | oi de JurdinEsbhh, dbautikess
tensiomeétre a plaque de Wilhelmy** (platine-iridium)p er met do6obtenir | a ten
par | e biais déune fine plagque verticale avec

précision et sera décrite plus en détail dans cette étude. La force due au mouillage est
mesur ®e par | a balance. Léanneau de No¢iy est @

dans le cas de tensioactifs.

Brievement, la méthode mettant en jeux la plaque de Wilhelmy implique dans un
premier temps de mesurer la flottabilité de cette derniére dans le liquide avec la densité la
plus basse, ici | O6huile, ™ une temp®rature donr
du second liquide, ici une solution aqueuse de tensioactif. La troisieme étape est alors la
r®el l e mesure de | a tension de surface entre
phase la moins dense (huile) sur la phase la plus dense (eau) (Figure 47). Avant chaque
mesure, la plaque est brllée au chalumeau afinder et i rer toute tl@aace do
surface.
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Mesure de la tension de
surface a l'interface
eau/huile

=

Figure 47. Schéma de la mesure de tension interfaciale entre une solution aqueuse de

Mesure de la
flottabilité Détection de la surface

L=

Huile Solution aqueuse de tensioactif

tensioactifetded h ui | e

A ce stade, la force enregistrée par la balance (Figure 48) est utilisée pour

déterminer la tension superficielle selon I'équation:
(23) r

Avec FO, F quand d=0, L la largeur de la plaque et e son épaisseur.

Contrairement a la méthode de I'anneau de Du Nouy, la densité du liquide n'est pas

nécessairement connue pour mesurer la tension superficielle.

Figure48. Schéma epr ®s ent ant | a mesure de |l a tension

Déun point de Vae teg®s®popal superficielle en
d®pendante de |l a temp®rature, du pH et de | a n:
huile/eau a pH 2 a 25°C est de 44 mN.m™. La présence de tensioactif en solution permet

dbabaisser cette tension. Ceci t®moigne de | 6al
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