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R6sum~-Les r6actions d'acylation du chitosane par la 6-gluconolactone et la fl-propiolactone, et 
d'alkylation par le glycidol ont 6t6 btudi6es en faisant varier diff6rents param6tres tels que la stoechiom&rie 
et le milieu r6actionnel. Le sens de la r+action (N- ou O-acylation) a &6 caract6ris6 par l'6tude des sp6ctres 
i.r. des produits obtenus. 

INTRODUCTION 

Le chi tosane  ou poly-fl(1-4)-D-glucosamine est un 
d6riv6 de la chit ine ou poly-fl( l-4)-N-ac6tyl-  
o-glucosamine que l 'on  t rouve en quant i t6  abondan t e  
dans  la nature ,  pr incipalement  dans  le r6gne animal  
et dans  quelques microorganismes  [1]. L ' amine  pri- 
maire  que comprend  la mol6cule de chi tosane conf~re 
fi celui-ci des propri&~s basiques don t  un  pK a de 6,4. 

Depuis  plus de 50 ans d6jfi, des ~tudes tendent  
d~velopper des m6thodes  de d6rivat isat ion du chit- 
osane dans  le bu t  de le valoriser  commercia lement .  

Parmi  celles-ci, Kar re r  et White  [2] ont  en 1930 
d~crit l 'acylat ion du chi tosane avec des anhydr ides  
carboxyliques fi t empera ture  ~lev~e. Hi rano  et al. 
[3-6] on t  6galement 6tudi6 l 'acylat ion du chi tosane 
par  des anhydr ides  carboxyliques en modif iant  les 
condi t ions  r6actionnelles, et ont  pu mettre  en 6vi- 
dence la N-  et O-acylat ion.  Cette 6tude leur a permis 
de met t re  au point  une m6thode  de N-acylat ion.  
Emmerl ing  et Pfannemul ler  [7] ont  ~tudi6 l 'acylat ion 
du  chi tosane pa r  la 6-g luconolac tone  dans  
l '6thyl6neglycol et le dim6thylsulfoxyde (DMSO)  en 
presence de t r i6thylamine versee goutte ~ goutte, 
a l lant  jusqu ' / t  l ' ob ten t ion  de d6riv6s avec un degr6 de 
subst i tu t ion de 1. R~cemment  Ohtsuki  et Iwamoto  [8] 
on t  fait r6agir la f l -propiolactone sur le chi tosane 
pour  augmente r  son hygroscopie.  Enfin, Lang et al. 

[9] on t  6tudi6 la r6action du chi tosane avec le glycidol: 
ob t enan t  un  degr6 de subst i tu t ion de 1,44. 

Tous  ces t ravaux se caract6risent par  l 'absence de 
r6sultats pe rmet tan t  de d6terminer  le sens de 
l ' acy |a t ion  pour  les lactones et de l 'a lkylat ion pour  
l '6poxyde. U n  des objectifs du labora toi re  6tant  la 
pass ivat ion de la silice par  du chi tosane ou des d6riv6s 
du chi tosane  afin de rendre ce suppor t  compat ible  
avec son uti l isation pour  la ch romatograph ie  des 
prot6ines, nous  avons  entrepris  r e x a m e n  des condi- 
t ions r~actionnelles pour  l ' ob ten t ion  de d6riv~s N- 
acyh~s par  r6action de lactones, et de d6riv6s N-  
alkyl6s par  r6action du  glycidol. 

*Priere d'exp6dier la correspondance a cette adresse. 

MATERIELS ET METHODES 

1. Matbriels 

Deux lots de chitosane ont 6t~ utilis6s: ils ont pour origine 
le crabe et ont 6t6 fournis par la compagnie Rousselot S. A. 
Leur taux de d~sac~tylation, d~termin~ par la m~thode de 
Broussignac [1] ~i l'aide d'un potentiographe Metrohm 
Herisau E436, est respectivement de 80,5 et 85,5%. La 
6-gluconolactone et la fl-propiolactone proviennent 
d'Aldrich, le glycidol provient de Janssen, Les cellules et les 
membranes d'ultrafiltration sont des produits Amicon. Les 
spectres i.r. ont ~t6 r~alis~s en pastilles de KBr avec un 
spectophom~tre Perkin-Elmer 1420. Les microanalyses ont 
6t~ effectu~es au Service Central d'Analyses du CNRS 
Lyon. 

2. Rbaction du chitosane avec la 6-gluconolactone 

Chitosane (5 g) ayant un taux en NH 2 de 80,5% sont 
dissous dans 250 ml d'HCI, 0,I N. Pour ~liminer les partic- 
ules insolubles, la solution est 6tendue avec 250 ml d'eau 
distill~e et filtr6e. La pre6ipitation du chitosane-HC1 se fait 
dans 1 1 d'ac6tone. Le pr6cipit6 est filtr6, puis lav6 5. l'ac6tone 
jusqu'a l'obtention d'une poudre blanche qui est s6ch6e au 
dessicateur sous vide puis ~i l'6tuve ~. 60 ° [10]. 

Chitosane-HCl [0,5 g (2,5 m-equiv de NH:)] ainsi pr6- 
paris sont dissous dans 50 ml d'6thyl6neglycol. On ajoute 
cette solution 450mg (2,5mmol) de 6-gluconolactone. 
L'ensemble est agit6 ~i 70 °. L'addition de 0,35 ml de tri- 
6thylamine (2,5 mmol) se fait soit par petites fractions de 
35/~1 routes les heures, soit en une seule fois. Apr6s 15 hr de 
r6action, la solution fnale est filtr6e dans une cellule 
d'ultrafiltration avec une membrane XM100 pour 61iminer 
les petites mol6cules, puis le r6sidu est &endu avec 200 ml 
d'eau et/t  nouveau filtr~. Cette op/~ration est r6p6t6e 3 fois. 
Le produit est ensuite pr6cipit6 dans 300 ml d'ac6tone, filtr6 
et lav6 fi l'ac6tone jusqu'~i l'obtention d'une poudre qui est 
s6ch6e au dessicateur sous vide, puis h l'6tuve ~i 60% Le 
m6me protocole est utilis6 avec le chitosane en suspension 
dans le DMSO. 

3. Rbaction du chitosane avec la fl-propiolactone 

Chitosane (5 g) ayant un taux en NH2 de 85,5% sont 
dissous dans 250 ml d'HCI 0,1 N. La solution est 6tendue 
avec 150 ml d'eau distill6e et filtr6e pour 61iminer les partic- 
ules insolubles. Par addition de NaOH, IN jusqu'a pH 7, 
sous faible agitation, un pr6cipit6 blanc floconneux est 
obtenu. Ce m61ange est vers6 dans 1 litre d'ac6tone, filtr6 
puis rinc6 /t l'ac6tone jusqu'~i l'obtention d'une poudre 
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Sch6ma 1. R6action du chitosane avec la t~-gluconolactone 

blanche. Celle-ci est s6ch6e au dessicateur sous vide puis/t  
l'&uve fi 60 ° [10]. 

Chitosane [0,5 g (2,655 m-equiv de NH2)] ainsi pr6par6s 
sont suspendus dans 20 ml d'eau distill6e. On ajoute 175 #1 
(2,65 mmol) de fl-propiolactone. La r6action se fait ~. tem- 
p6rature ambiante, au bout de 2 hr de r6action on obtient 
une solution visqueuse claire. La m~me r~action donne une 
solution tr6s visqueuse au bout de 1 hr avec 2 6quivalents de 
fl-propiolactone, et un gel est obtenu au bout de 5-8 min 
lorsque 3 ou 4 6quivalents de fl-propiolactone sont utilis6s. 
Le produit final est isol6 de la m~me fagon que pr6- 
c6demment. 

4. R~action du chitosane avec le glycidol 

(a) A pH 3. 1 g de chitosane au taux en NH2 de 85,5% est 
dissous darts 50ml d'HC1, 0,I N. La solution finale est 
&endue avec 50 ml d'eau distill6e et filtr6e pour 61iminer les 
particules insolubles. 50 ml (2,6 m-equiv de NH 2) de cette 
solution sont mis dans un ballon et 4ml (15,6 mmol) de 
glycidol sont ajout6s. La r6action se fait/t 60 ° sous agitation 
durant 15 hr. Le produit final est isol6 de la m6me fagon que 
pr6c6demment. Le m~me protocole est utilis6 avec le chit- 
osane dissous dans l'acide ac&ique ~i 10%. 

(b) A la neutralitb: 0,5 g (2,655 m-equiv) de chitosane 
pr6par6 scion le protocole d6crit en (3) sont mis en sus- 
pension dans 20ml d'eau distill6e. On ajoute l ml 
(15.6mmol) de glycidol. La r6action se fait fi 60 ° sous 
agitation durant 15 hr. Le produit final est isol6 de la m~me 
fagon que pr6c6demment. 

RESULTATS ET DISCUSSION 

R~actions d'acylation du chitosane par les lactones 

I. Par la ~5-gluconolactone. La r6action d 'acy la t ion  
du chi tosane par  la 6-g luconolac tone  a 6t6 faite dans  
l '&hyl6neglycol [7] qui solubilise assez bien le 
ch i to sane -HCl  et n 'hydrolyse  pas la 6-glucono-  

1 Or, IV  I Q ~  I ~ l l y  I V W  M W  M v v  Leu ~ I  

Fig. 1. Spectres des produits issus de la r6action du 
chitosane-HC1 avec la t~-gluconolactone. Spectre 1, 
chitosane-HC1; spectre 2, produit d'acylation avec 3 6quiv- 
alents de lactone, la tri6thylamine 6tant ajout6e en une seule 
fois (exp6rience 2); spectre 3, produit de l'exp6rience (2) 
apr6s O-d6sacylation; spectre 4, produit d'acylation avec 5 
6quivalents de lactone, la tri&hylamine 6tant ajout6e par 

petites fractions (exp6rience 3). 

lactone. Dans  le DMSO,  le chi tosane-HC1 n 'es t  pas 
soluble et le milieu r6actionnel  est h6t6rog6ne. La 
td6 thylamine  a 6t6 addi t ionn6e soit en une seule lois, 
soit par  petites fract ions suivant  le protocole  
d 'Emmer l ing  et Pfannemul le r  [7]. La r6action 
d 'acyla t ion  peut  conduire  au produi t  de N-acyla t ion  
e t /ou au produi t  de O-acyla t ion  suivant  le Sch6ma I. 
Les r6sultats ob tenus  figurent dans  le Tableau  I. 

Les exp6riences (3) et (4) reproduisent  bien les 
r6sultats de la l i t terature [7], les exp6riences (1) et (2) 
of 1 la t r i6thylamine est ajout6e en une seule fois 
conduisent  fi des d.s. faibles. 

L '6tude des spectres i.r. (Fig. l)  des produi ts  
d 'acyla t ion  combin6e fi la O-d6sacylat ion s61ective 

Tableau 1. R~sultats de la r~action du chitosane-HCl avcc la ~-gluconolactone 

Microanalyse du produit obtenu 
Exc~s 

Experience lactone Conditions' Solvant b C N C/N d.s. c 

-- 0 -- -- 33,67 6,10 5,52 0 
I I I EG 34,57 5,53 6,25 0,20 
2 3 I EG 35,29 5,44 6,47 0,27 
3 5 2 EG 35,25 4,86 7,25 0,47 

0,44 d 

4 5 2 DMSO 32,64 5,18 6,3 0,21 
0,27 d 

'1, Tri~thylamine vers~e en une seule fois; 2, tri6thylamine vers6e par petites fractions. 
bEG, ~thyl~neglycol; DMSO, dim~thylsulfoxyde. 
¢d.s., Degr~ de substitution d~terrnin6 par comparaison des rapports C/N entre |e produit et 

le chitosane non modifi6, obtenus par microanalyse, dObtenu par potentiom6trie. 
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Fig. 2. Evolution de l'acylation du chitosane-HC1 par la 
6-gluconolactone en fonction de l'exc6s de gluconolactone. 
Spectre l, chitosane-HC1; spectre 2, l 6quivalent de 
lactone (exp6rience 1); spectre 3, 3 6quivalents de lactone 

(exp6rience 2). 

par la potasse 6thanolique, 0,5 N [4] a permis de 
d6terminer le sens de l 'acylation. 

Le spectre du chi tosane-HCl est pris comme r6f6r- 
ence. Deux bandes caract6risent la d6formation sym- 
+trique et antisym&rique des groupes NH~ 5. 
1620cm -1 et 1520cm -1 [11]. 

Le spectre 2 est celui du produit  issu de la r6action 
du chitosane-HC1 avec 3 6quivalents de glu- 
conolactone, en pr6sence de tri6thylamine vers6e en 
une seule fois (experience 2). On remarque la pr6sence 
d 'une bande 5. 1740-1730cm -~ et celle d 'une petite 
bande 5. 1650 cm-~. L'at tr ibution de ces 2 bandes est 
faite apr6s la O-d6sacylation s61ective. Le spectre 3 du 
produit  ainsi obtenu par r6action avec KOH 6th- 
anolique, 0,5 N, montre la disparition de la bande 5. 
1730cm -~, tandis que la bande 5. 1650cm -~ se fait 
plus 6vidente. Ce r6sultat nous fair bien attribuer la 
bande 5. 1730cm -~ 5. la O-acylation, et la bande 5. 
1650 cm -t 5. la N-acylation. Enfin le spectre 4 corre- 
spondant  au produit issue de l'exp6rience (3), off la 
tri6thylamine est ajout6e par petites fractions, montre 
nettement la pr6sence d 'une  seule bande 5. 
1650-1640 cm -~ de N-acylation. Le m6me r6sultat est 
obtenu pour le produit de la r6action r6alis6e dans le 
DMSO (exp6rience 4). 

La Fig. 2 montre l '6volution de la O- et de la 
N-acylation pour 1-3 6quivalents de gluconolactone, 
quand la tri6thylamine est vers6e en une seule fois. On 
remarque que l 'augmentat ion de la bande de O- 

\0 OH O\ + 

\ 0 
0 % 

NH-~-CH2-CH20H + Composls deO-acylation 
0 

Sch6ma 2. R~action du chitosane avec la fl-propiolactone 

acylation 5. 1740-1730 cm -~ est plus importante que 
celle de la bande de N-acylation 5. 1650cm -~. 

Ces r6sultats montrent  nettement l'influence de la 
tri&hylamine dans la comp6tition entre la O- et la 
N-acylation, dans la r6action du chitosane-HC1 avec 
la 6-gluconolactone. 

2. Par la fl-propiolactone. D'apr6s Gresham et al., 
[14], la r6action de la fl-propiolactone avec les amines 
peut aboutir  5. deux produits comp6titifs: l 'amide 
et/ou l 'aminoacide suivant que l 'amine r6agit sur le 
carbone du carbonyle ou le carbone m6thyl6nique en 
~t de l'oxyg6ne. Dans l 'eau il est 6tabli que la r6action 
porte essentiellement sur le carbone du carbonyle. 

La r6action d'acylation par la fl-propiolactone a 
donc 6t6 faite dans l'eau, en faisant varier le nombre 
d'6quivalents de lactone de 1 5. 4. Au d6part le milieu 
est h6t6rog6ne et, en cours de r6action il devient 
homog6ne. Comme avec la 6-gluconolactone, il peut 
y avoir ici aussi r6action de N-ou de O-acylation, 
suivant le Sch6ma 2. 

Les r6sultats obtenus figurent darts le Tableau 2. 
Les exp6riences (I), (2) et (3) montrent  l '6volution 

de la substitution en fonction de l'exc6s de 
fl-propiolactone. L'exp6rience 4 indique le r6sultat 
obtenu apr6s la O-d6sacylation. I1 est 5. noter que la 
solution r6actionnelle finale devient de plus en plus 
visqueuse 5. mesure que l'exc6s de lactone augmente. 

Dans la Fig. 3 apparaissent les diff6rents spectres 
i.r. obtenus. 

Le spectre 1 est celui du chitosane obtenu par 
pr6cipitation 5. pH 7. On note la pr6sence des groupes 
N-ac6tyles r6siduaires 5. 1650 cm -~ et d 'amines NH2 
5. 1630cm -I [11, 15]. 

Le spectre 2 est celui du produit  de la r6action 
d'acylation du chitosane avec 4 6quivalents de lactone 
(~xp6rience 3). On observe la pr6sence de la bande de 
O-acylation 5. 1720 cm -~. Le m~me produit, apr6s 
O-d6sacylation (exp6rience 4), donne le spectre 3 qui 
met en 6vidence la bande de N-acylation 5. 1650 cm -1, 

Tableau 2. R6sultats de la reaction du chitosane avecla fl-propiolactone dans l'eau 
Traitement 

Exc6s par KOH 0,5 N 
Exp6rience l a c t o n e  6thanolique 

Microanalyse du produit obtenu 

C N C/N d.s. 

I 1 non 41,88 6,30 6,65 0,52 
2 2 non 40,91 5,94 6,88 0,640 
3 4 non 41,91 5,025 8,35 1,4 
4 4 oui 38,10 4,80 7,9 |,11 
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Fig. 3. Spectres des produits issus de la r6action du chit- 
osane avec la fl-propiolactone. Spectre 1, chitosane; spectre 
2, produit d'acylation avec 4 6quivalents de lactone 
(exp6rience 3); spectre 3, produit apr6s O-d6sacylation 

(exp6rience 4). 
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Fig. 4. Evolution de l'acylation du chitosane par la 
fl-propiolactone en fonction de l'excds de propiolactone. 
Spectre 1, chitosane; spectre 2, 1 6quivalent de lactone 
(exp6rience 1); spectre 3, 2 6quivalents de lactone (experi- 
ence 2); spectre 4, 4 ~quivalents de lactone (exp6rience 3). 

tandis que disparait la bande de O-acylation fi 
1720 cm-  1. 

Dans  la Fig. 4, on peut observer l '6volution de la 
O-et de la N-acylation de 1 fi 4 6quivalents de 
lactone. On note qu'~i 4 6quivalents de lactone, les 
deux formes d'acylation sont bien nettes /z 1720 et 
1650 cm-  J (spectre 4). 

Tous ces r6sultats permettent d'&ablir que la r6ac- 
tion de la fl-propiolactone sur le chitosane dans l 'eau 
conduit  fi des produits de O- et N-acylation. Le 
traitement par 4 6quivalents de lactone, suivi d 'une  
hydrolyse partielle par KOH &hanolique, conduit  
un produit  pratiquement totalement N-acyl6. 

Rbactions d 'alkylat ion du chitosane par le glycidol 

La r6action du chitosane avec le glycidol donne un 
produit  qui est hydrosoluble (Sch6ma 3). La r6action 
a 6t6 r6alis6e soit en solution chlorhydrique ho- 
mog6ne ~ pH 3 ou ac6tique homog6ne ~i pH 3,6, soit 
en milieu h6t6rog6ne fi pH 7. Une seule r6action a 6t6 
faite avec 1 6quivalent de glycidol. Toutes les autres 
ont  6t6 r6alis6es avec 6 6quivalents de glycidol. 

Les r6sultats obtenus sont regroup6s dans le 
Tableau 3. 

Comme on pouvait  le pr6voir, la r6action r6alis6e 
en milieu h6t6rog6ne (exp6rience 4), dans laquelle le 

" o~-'H ~°~, ~S--ff CHzOH "0 
0 O\ • ~4~0 ~ O\ 

N H 2 NH - CH 2 - CH - CH20H 

Sch6ma 3. R6action du chitosane avec le glycidol 

Tableau 3. R6sultats de la r6action du chitosane avec le glycidol 

Microanalyse du produit obtenu 

Exp6rience Condit ions Equivalent C N C/N d.s. 
I a 1 38,89 5.92 6,57 0,53 
2 a 6 39,54 5 7,9 1,02 
3 b 6 40,87 6,22 6,57 0,55 
4 c 6 44,04 3,93 11,20 2,85 

a, R~action dans HCI ~ pH 3. 
b, R6action dans I'acide ac~tique ~ pH 3.6. 
c, R~action h&6rog~ne ~ la neutralit6. 
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Fig. 5. Spectres de la r~action du chitosane-HCl avec le 
glycidol. Spectre I, chitosane-HC1; spectre 2, produit 
d'alkylation avec 1 6quivalent de glycidol (experience 1); 
spectre 3, produit d'alkylation avec 6 6quivalents de glycidol 

(experience 2). 
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Fig. 6. Spectres de la r6action du chitosane avec le glycidol. 
spectre 1, chitosane; spectre 2, produit d'alkylation du 
chitosane-HCl isol6 sous forme d'amine libre (exp6rience 2); 
spectre 3, produit d'alkylation du chitosane ~. pH7 

(exp6rience 4). 

chitosane poss6de ses groupements NH 2 libres, con- 
duit au produit ayant le degr6 de substitution le plus 
~lev6 (2,85). 

La Fig. 5 montre les spectres du chitosane-HC1 et 
de l 'alkyl-chitosane form6 dans les exp6riences (1) et 
(2). Les deux bandes qui caract6risent la d6formation 
sym&rique et antisym6trique des groupes N H ;  
1620 et 1520cm -~ (spectre 1), diminuent sensi- 
blement ~ 1 ~quivalent de glycidol (experience 1, 
spectre 2), et font place h une seule bande qui absorbe 
fi 1630 cm-~ fi 6 6quivalents de glycidol (exp6rience 2, 
spectre 3). Cette derni&e doit correspondre aux 
carbonyles des ac6tyles r6siduaires, et fi la d6for- 
mation des liaisons N - - H  qui absorbent dans cette 
zone [12]. 

La Fig. 6 compare les spectres du chitosane (spec- 
tre 1) fi ceux du produit d'alkylation du chitosane ~t 
pH 3 (exp6rience 2), isol6 sous forme d'amine libre 
(spectre 2) et du produit d'alkylation du chitosane en 
milieu h6t6rog6ne d pH 7 (spectre 3). 

La comparaison des spectres 2 et 3 montre que la 
bande d'absorption ~ 1630 cm -~ est plus importante 
dans le spectre 2 (d.s. = 1,02), que dans le spectre 3 
(d.s. = 2,85). Si l 'on attribue la bande fi 1630 cm -~ 
la vibration de d6formation N - - H  [12], la diff6rence 
observ6e peut s'interpr6ter par la dialkylation de 
l'amine [9] dans l'exp6rience (4), alors qu'il doit y 
avoir essentiellement de la monoalkylation dans 
l'exp~rience (2). Le degr6 de substitution 61ev6 (2,85) 
laisse supposer qu'il y a aussi de la O-alkylation. 

CONCLUSION 

Dans notre ~tude, nous avons v6rifi6 que la r~ac- 
tion d'acylation du chitosane-HC1 par la 
&-gluconolactone marche mieux dans l'6thyl6neglycol 

que dans le DMSO. Mais le r61e de la tri6thylamine 
varie suivant qu'on l 'ajoute en une seule fois, dans ce 
cas, elle catalyse la N- et la O-acylation, ou qu'on 
l 'ajoute par petites fractions tout au long de la 
r6action, dans ce cas, elle se comporte uniquement 
comme pi6geur de HCI et ne favorise que la N- 
acylation. En g6n6ral, nos r6sultats se rapprochent de 
ceux de la litt6rature pour 5 6quivalents de glu- 
conolactone, la tri&hylamine 6tant vers6e par petites 
fractions [7]. Le produit final n'est pas hydrosoluble. 

La r6action du chitosane avec la fl-propiolactone 
s'effectue bien dans l'eau et dans des conditions 
douces. La g61ification du produit final est le signe 
que l 'acylation est effective. On obtient les deux types 
d'acylation, la N- et la O-acylation. Le produit final 
est hydrosoluble. 

La r6action avec le glycidol aboutit ~ un produit 
qui est aussi hydrosoluble. Le milieu et le pH de la 
r6action jouent un r61e important. Ainsi, en milieu 
chlorhydrique ~ pH 3, la r6action conduit proba- 
blement ~t de la N-monoalkylation, alors qu'fi pH 7, 
la r6action conduit ~t de la N-dialkylation et d de la 
O-alkylation. 
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