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Ce travail s’est effectué au laboratoire Polymères, Biopolymères, Surfaces  

UMR 6270 de l’université de Rouen au sein de l’équipe Systèmes Colloïdaux 

Complexes sous la responsabilité du Professeur Didier Le Cerf.  

 

Le hyaluronane (HA), polysaccharide naturel de la famille des 

glycosaminoglycanes (GAG), est présent dans la matrice extracellulaire (MEC) de 

nombreux organismes vivants.  Bien que considéré pendant longtemps comme simple 

élément inerte remplisseur d’espace en raison de sa capacité à retenir de grandes 

quantités d’eau, de nombreuses études ont peu à peu mis en évidence l’intervention du 

HA dans de nombreux processus biologiques fondamentaux. Il est également apparu 

que ses propriétés physicochimiques ainsi que ses fonctions biologiques dépendent 

fortement de la longueur de sa chaîne, les chaînes courtes ou longues pouvant avoir 

des effets antagonistes. HA est aussi le substrat d’enzymes désignées hyaluronidases 

(HAase). L’activité de la HAase joue très probablement un rôle important dans les 

fonctions du HA en contrôlant l’équilibre entre le HA de grande taille et les 

oligosaccharides. Outre les fonctions du HA et de la HAase dans les conditions 

normales, les teneurs anormalement élevées de ces espèces dans certaines pathologies 

telles que le cancer, rendent l’étude de l’hydrolyse du HA catalysée par la HAase 

fondamentale. Au cours de ces dernières années, une importante étude de la cinétique 

d’hydrolyse du HA catalysée par la HAase a été menée au laboratoire concernant le 

caractère atypique du comportement enzymatique du couple HA/HAase (Astériou, 

2002), l’hydrolyse enzymatique du HA de différentes masses molaires (Tranchepain, 

2004), les interactions HA-protéine de nature électrostatique (Lenormand, 2007) et les 

premières modifications chimiques du HA (Levasseur, 2006). 

 

De par son origine naturelle, son ensemble unique de propriétés 

biophysicochimiques et son absence d’immunogénicité, le HA est une macromolécule 

très attractive sur le plan médical. Ce type d’application peut nécessiter que le HA soit 

chimiquement modifié pour lui apporter des propriétés supplémentaires. Ainsi des 

biomatériaux à base de HA ont commencé à être développés, en particulier, pour la 

réparation tissulaire et la libération contrôlée de principes actifs. Pendant de 

nombreuses années, notre équipe a acquis de l’expérience dans le domaine de la 
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modification chimique de polysaccharides comme le pullulane, le dextrane ou encore 

la cellulose ainsi que l’étude physicochimique de leurs nouvelles propriétés.  

Pour la plupart des biomatériaux à base de HA, la biocompatibilité est avérée. 

Cependant, la biodégradabilité via l’action de la hyaluronidase (HAase), enzyme qui 

catalyse l’hydrolyse du HA, n’a été que peu étudiée.  

 

Sur la base des connaissances déjà acquises par notre équipe et d’autres 

équipes à travers le monde, le but de ce travail de thèse est d’étudier de manière 

approfondie la biodégradabilité catalysée par la HAase de HA hydrophobisés par 

greffage de chaînes alkyle. L’influence de la longueur de la chaîne alkyle ainsi que 

celle du taux d’estérification sera étudiée sur le comportement des polysaccharides 

obtenus, sur la cinétique de l’hydrolyse et sur les produits de l’hydrolyse. 

 

Ce manuscrit propose dans une première partie, sous forme d’une synthèse 

bibliographique, un aperçu des connaissances actuelles concernant les principales 

caractéristiques du hyaluronane, des différentes hyaluronidases, le système 

enzymatique hyaluronane/hyaluronidase et les propriétés des polymères associatifs. 

Une seconde partie présente les matériels et les méthodes d’études utilisées 

pendant ce travail en détaillant précisément les modes opératoires. 

La troisième partie expose l’ensemble des résultats obtenus décomposé de la 

façon suivante : la production de HA de masse molaire contrôlée, la modification 

chimique, l’analyse structurale des HA obtenus et leur comportement en solution 

diluée, l’hydrolyse enzymatique des différents échantillons de HA en s’attardant 

notamment sur la cinétique et la structure des produits de l’hydrolyse. Enfin, les 

conclusions de ce travail sont regroupées dans une dernière partie, où sont également 

proposées les perspectives envisageables de ces recherches.        
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Les travaux présentés dans ce manuscrit ont consisté en l’étude de l’hydrolyse 

enzymatique catalysée par la hyaluronidase (HAase) de hyaluronane (HA) 

chimiquement modifié. Une synthèse bibliographique présente tout d’abord 

brièvement la famille de polysaccharides présente dans le corps humain à laquelle 

appartient le hyaluronane : les glycosaminoglycanes. Il s’ensuit une description 

détaillée des caractéristiques et des propriétés du hyaluronane et de l’enzyme qui 

catalyse son hydrolyse la hyaluronidase. Le comportement enzymatique atypique du 

couple HA/HAase ainsi que quelques rappels sur la cinétique enzymatique de 

Michaëlis-Menten sont présentés par la suite. Une dernière partie résumant les 

propriétés des polymères associatifs ainsi que les principaux facteurs influençant la 

formation des associations hydrophobes permettra de discuter des nouvelles propriétés 

du HA apportées par la modification chimique choisie. 

     

I. Les glycosaminoglycanes 

 

 I.A. Définition et origine 

 

Les glycosaminoglycanes (GAG) sont des hétéropolysaccharides situés 

principalement dans la peau, le cartilage, les os, la cornée et sont constitués de chaînes 

de polymères linéaires. La plupart sont synthétisés dans l’appareil de Golgi des 

cellules. Ces chaînes sont composées de la répétition de disaccharides contenant 

toujours une hexosamine (Ponedel’kina et al., 2007). 
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Comme présentée par la figure 1, la famille des GAG comprend les GAG de 

structure tels que le kératane sulfate, le dermatane sulfate, l’héparane sulfate, les 

chondroïtines sulfates 4 et 6 le HA et le GAG de sécrétion tel que l’héparane. Les 

chondroitines sulfates, le kératane sulfate et le hyaluronane ont des structures très 

similaires. Les cellules de plusieurs organes synthétisent certains types de GAG. Les 

chondroïtines sulfates sont produites par des fibroblastes et ont été isolées pour la 

première fois à partir de cornée bovine par Davidson et Meyer (1954). Elles sont 

largement distribuées dans les tissus et les fluides des animaux. Le dermatane est 

métabolisé à partir de chondroïtine sulfate par épimérisation qui convertit l’acide D-

glucuronique en acide L-iduronique. Le dermatane sulfate est donc une forme dérivée 

de la chondroïtine sulfate et les deux types de séquences disaccharidiques répétitives 

peuvent se rencontrer sous forme de segments alternés sur la même chaîne de 

glycosaminoglycane. Il a été isolé pour la première fois par Meyer et Chaffee (1941) à 

partir de peau de cochon. Les kératanes-sulfates sont des polysaccharides composés 

de D-galactose et de N-acétyl-D-glucosamine (figure 1) dont la masse molaire varie 

de 4.103 à 19.103 g.mol-1. On le trouve en grande quantité dans la cornée et les disques 

FFiigguurree  11 : Formules chimiques des différents glycosaminoglycanes  
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intervertébraux. L’héparane est un GAG hautement sulfaté, biosynthétisé par les 

mastocytes, qui est notamment présent dans le foie, les reins, le sang, les muscles et la 

peau. Le HA, seul GAG non sulfaté est très présent dans la peau, l’humeur vitrée de 

l’œil et le liquide synovial. Il sera présenté de manière plus développée par la suite.  

 

 I.B. Structure et propriétés biologiques 

 

Des études structurales ont été réalisées sur les GAG et montrent qu’ils 

prennent des conformations hélicoïdales avec deux à huit disaccharides par pas 

d’hélice selon les conditions expérimentales telles que le pH ou la force ionique (Scott 

et Tigwell, 1978 ; Atkins et al., 1980). 

Les GAG ont de nombreuses propriétés  mécaniques et biologiques 

notamment lorsqu’ils se lient de façon covalente aux protéines pour former des 

protéoglycanes. Ces protéoglycanes participent à l’organisation et à l’orientation des 

fibrilles collagéniques (Scott et al., 1995). Les fibrilles de collagène ainsi que les 

protéoglycanes sont les constituants principaux de la matrice extracellulaire (MEC). 

Ils forment un réseau au sein de la MEC (Scott et al., 1975 ; 1992).  L’héparane est 

également bien connue pour son activité anticoagulante. La glucosamine N-sulfatée 

de l’héparine sert de site pour une liaison spécifique avec l’antithrombine III, une 

protéine du sang (Lindahl et al., 1994). 

Il existe des enzymes capables de dégrader les GAG. Selon leur mode de 

réaction, ces enzymes sont des polysaccharides lyases ou polysaccharides hydrolases. 

Ce groupe d’enzymes inclut les héparines lyases I, II et III, les chondroïtines sulfates 

lyases ABC, AC et B et les hyaluronidases (Yamagata et al., 1968). Ces enzymes 

catalysent la rupture des liaisons glycosidiques des GAG (Linhardt et al., 1992).  

 

 I.C. Modifications chimiques des glycosaminoglycanes 

 

Des modifications chimiques possibles sont nombreuses et peuvent apporter 

de nouvelles propriétés physico-chimiques et biologiques et augmenter ainsi le 

nombre d’applications notamment dans le domaine médical. 

Afin d’obtenir des propriétés proches de celles de l’héparine, le groupement 

N-acétyl des chondroïtines sulfates et du dermatane sulfate peut être remplacé par un 
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groupement N-sulfate. La désacétylation est tout d’abord effectué via l’action d’une 

hydrazine à 105°C. La réaction est suivie d’une sulfatation en utilisant un complexe 

de triéthyl amine sulfatée en milieu alcalin (Nadkarni et al., 1996). Des études 

montrent que les chondroïtines sulfates et les dermatanes N-désacétylés peuvent se 

lier avec la L-sélectine  ce qui leur confère une activité anti-VIH et peuvent prévenir 

une migration anormale des leucocytes dans les tissus (Hara et al., 2003). Augmenter 

le degré de sulfatation de l’héparane en la faisant interagir sous forme de sel 

d’ammonium quaternaire avec un excès de pyridine sulfatée influence ses propriétés 

anticoagulantes (Toida et al., 1999). En revanche, la désulfatation de l’héparane active 

le facteur de croissance des fibroblastes ainsi que le phénomène de prolifération 

cellulaire (Hara et al., 2003).  

Des estérifications ont été réalisées sur les fonctions carboxyl et hydroxyl des 

glycosaminoglycanes. Des biomatériaux, utilisés dans le domaine médical, sont 

préparés à partir d’esters de chondroïtine sulfate et d’héparane. Les esters sont 

préparés par réaction avec l’acide cinnamique à l’aide d’irradiation UV (Takehisa et 

al., 1998). Lorsque les fonctions hydroxyl sont acétylées, l’héparane est utilisé dans le 

domaine cosmétique (Petitou et al., 1990). Des études montrent (Barzu et al., 1993) 

que l’héparane et le dermatane sulfate sous forme d’esters de butyrate et de caproate 

ont une activité anti VIH. 

Des modifications des groupements N-sulfate en groupements amide sont 

réalisées tout d’abord par réaction de N-désulfatation suivi par une acylation avec un 

chlorure d’acide gras tel que l’acide oléique ou palmitique. Les dérivés d’héparines 

lipophiliques ont la capacité d’inhiber certaines enzymes (Moczar et al., 1991). Une 

des méthodes la plus fréquemment employée pour l’obtention des dérivés amides de 

GAG est leur mise en contact avec une amine primaire en présence de carbodiimide 

agissant comme activateur de la réaction (Nakajima et al., 1995).    
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II.  Le hyaluronane 

 

 II.A. Découverte et localisation du hyaluronane 

 II.A.1. Origine et biosynthèse du hyaluronane 

 

Comme expliqué précédemment, le HA fait partie de la famille des 

glycosaminoglycanes. Meyer et Palmer purifient, pour la première fois en 1934, le 

hyaluronane à partir de l’humeur vitrée d’œil bovin (Meyer et Palmer, 1934) la 

structure chimique exacte est déterminée en 1954 (Weissman et Meyer, 1954 ; Jeanloz 

et Flowers., 1962 ). 

Le HA est un des constituants majeurs de la MEC des tissus de mammifères. 

Le processus de biosynthèse du HA est effectué  au niveau de la membrane plasmique 

par un groupe de protéines transmembranaires appelées les hyaluronane synthases 

(HAS). Trois hyaluronane synthases HAS1, HAS2, HAS3 sont identifiées et diffèrent 

par leur fonction catalytique et par la masse molaire des chaînes de HA obtenues.  La 

masse molaire de HA synthétisé par HAS1 et HAS2 est importante, d’environ 4.106 

g.mol-1 alors que HAS3 produit du HA d’environ 300 000 g.mol-1 (Girish et al., 

2007). Ces protéines synthétisent le HA à partir de deux substrats : UDP acide 

glucuronique (UDP-GlcA) et UDP N-acétyl glucosamine (UDP-GlcNAc) selon la 

réaction suivante :  

n UDP-GlcA + n UDP-GlcNAc � [GlcA-β(1-3)- GlcNAc]n + 2n UDP 

Le schéma de la biosynthèse du HA est résumé sur la figure 2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
FFiigguurree  22 : Schéma de la biosynthèse de hyaluronane    
 
acide glucuronique :       n-acétylglucosamine :  
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Le HA est donc formé par la répétition d’un motif disaccharide de base 

constitué d’un acide D-glucuronique (GlcUA) lié en β(1-3) à une N-acétyl-D-

glucosamine (GlcNAc). Ces motifs sont liés entre eux par des liaisons β(1-4) (figure 3). 

Une fois la synthèse de la chaîne de HA effectuée, elle est extrudée à l’extérieur de la 

cellule dans la MEC.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Certains chercheurs émettent l’hypothèse que la production de HA serait 

apparue assez tard dans l’évolution (Lee et Spicer, 2000). Aucun gène codant pour une 

protéine de HAS n’a été identifié chez les drosophiles (Adams et al., 2000). Cependant 

la production de HA est également détectée chez certaines bactéries telles que les 

streptocoques ou certains virus. Les gènes codant pour les HAS pourraient avoir été 

transmis horizontalement des pathologies vers les hôtes infectés (Yamada et Kawasaki, 

2005).  

Le HA fût tout d’abord extrait de crête de coq ou de cordon ombilical mais les 

quantités étaient faibles et la séparation du HA et des protéines étaient très couteuses. 

Une avancée significative a été réalisée en produisant le HA par fermentation 

bactérienne (Yamada et al., 2005). Cependant, la production de HA par fermentation 

bactérienne engendre la formation d’exotoxines et d’hémolysines rendant la purification 

difficile et coûteuse. Une étude montre que l’algue Chlorella est capable après infection 

par le virus PBCV-1 (souche Pbi et NC64A) de produire dans un temps limité du HA 

(Graves et al., 1999). Des chercheurs utilisent ce principe pour intégrer de façon stable 

dans le génome de plantes vertes un acide nucléique codant pour HAS et ainsi permettre 

la production de HA (Frohberg et Koch, 2006). 
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FFiigguurree  33 : Motif disaccharidique de répétition du HA (GlcNAc : N-acétyl-D-glucosamine ; 
GlcUA : acide D-glucuronique)   
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 II.A.2. Biodégradation du HA 

 

Chez les mammifères, le HA est principalement biodégradé par voie 

enzymatique. Les enzymes participant à la biodégradation du HA sont les 

hyaluronidases, la β-glucuronidase et la β-N-acétyl-glucosaminidase. Ces enzymes sont 

complémentaires puisque les HAases dégradent le HA de forte masse molaire et les 

deux autres enzymes dégradent le HA dans le lysosome en enlevant le sucre réducteur 

terminal. La dégradation finale produit les sucres N-acétyl-glucosamine et l’acide D-

glucuronique (figure 4). 

  

 

 

  

 

 

         

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 II.A.3. Dégradation du HA par voies chimique et thermique  

 

Une dégradation est également possible par des molécules oxydantes 

réactives. Ce mécanisme de dégradation est notamment impliqué dans les processus 

inflammatoires (Noble, 2002) (figure 5). Cette dégradation produit des radicaux libres 

en attaquant les fonctions hydroxyl. Soltes et al. (Soltes et al., 2007) étudient ce 

phénomène de dégradation en utilisant le peroxyde d’hydrogène ainsi qu’un métal de 

transition qui catalyse la réaction. 

 

 

Hyaluronane 

FFiigguurree  44 : Schéma de la biodégradation par voie enzymatique du hyaluronane  
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In vitro, en faisant varier des paramètres externes tels que la température et le 

pH, il est également possible de dégrader le HA. Tokita et Okamoto (1995)  (Stern et 

al., 2007) ont étudié l’hydrolyse acide et basique du HA et en ont déduit par analyse 

RMN 13C les mécanismes. Tout d’abord, une dégradation hydrolytique se produit de 

manière aléatoire le long de la chaîne de HA et obéit à une loi cinétique du premier 

ordre. L’hydrolyse acide effectuée à pH proche de 2 concerne le sucre acide D-

glucuronique qui a une nature nucléophile alors que la dégradation basique effectuée à 

pH proche de 13 concerne sur le sucre N-acétyl-glucosamine qui a une nature 

électrophile. La coupure des liaisons glycosidiques se fait en une étape pour 

l’hydrolyse acide alors que sous conditions alcalines les coupures de liaisons se font 

en deux étapes. Rehakova et al. (Rehakova et al., 1994) étudient le traitement de 

différents échantillons de HA dans une gamme de température allant de 60 à 90°C et 

montrent une dégradation modérée du HA ainsi qu’une augmentation de la 

polymolécularité. 

 

 

 

 

 

 

 

FFiigguurree  55 : Implication de la dégradation par des molécules oxydantes dans le phénomène 
d’inflammation  
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 II.B. Méthodes de détermination de la masse molaire du HA 

 

Pour caractériser les produits issus de la biodégradation, plusieurs techniques 

existent et permettent de déterminer les masses molaires du HA, la masse molaire 

moyenne en nombre (Mn ), la masse molaire moyenne en masse (Mw ), la masse 

molaire viscosimétrique (Mv).  

Une des méthodes les plus couramment employées pour déterminer les Mn  et 

Mwde polymères neutres ou de polyélectrolytes est la chromatographie d’exclusion 

stérique (SEC), permettant une séparation de l’échantillon selon son volume 

hydrodynamique, couplée à un détecteur réfractométrique (RI) ainsi qu’un détecteur 

de diffusion de lumière multi angles (MALLS) pour éviter un étalonnage préalable du 

système (Adam et Gosh, 2001). Cette méthode permet de déterminer la distribution de 

taille de HA synthétisé par les HAS (Kumari et al., 2006). Tranchepain et al. (2006) 

combinent le couplage SEC/MALLS avec la spectrométrie de masse pour déterminer 

la masse molaire d’une large gamme de fragments de HA allant de 800 à 300 000 

g.mol-1. La spectrométrie de masse peut donc s’appliquer à la détermination de masse 

molaire de fragments courts de polysaccharides et à l’évaluation de leur pureté. Pour 

cela, deux techniques peuvent être utilisées : ESI-MS  (ElectroSpray Ionization-Mass 

Spectrometry) (Price et al., 1997) et MALDI-TOF-MS (Matrix Assisted Laser 

Desorption/Ionization-Time Of Flight-Mass Spectrometry (Shiller et al., 1999). Les 

études précédentes menées au laboratoire montrent qu’il est possible de  déterminer la 

Mn  du HA en combinant également la SEC avec une méthode colorimétrique. La 

méthode colorimétrique, méthode simple à utiliser, est basée sur le calcul du rapport 

de la concentration massique en HA sur la concentration molaire d’extrémités 

réductrices. 

Lorsque la viscosité en solution du HA est élevée et très différente de celle du 

solvant, il est possible de déterminer la Mv par une méthode viscosimétrique 

(Anadere et al., 1979). 

L’électrophorèse capillaire, méthode fréquemment employée pour l’analyse 

des GAGs comme la chondroïtine sulfate et le dermatane sulfate, présente des 

applications en terme de détermination de masse molaire mais également en terme de 
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détermination de concentration de HA dans des préparations pharmaceutiques 

(Jackson, 1990). 

     

 II.C.  Propriétés physico-chimiques du HA 

 II.C.1. Principales caractéristiques physico-chimiques 

 

La présence d’un acide uronique dans l’unité de répétition du HA lui confère 

des propriétés de polyélectrolyte et le rend parfaitement soluble en milieu aqueux 

neutre. Le pKa des acides glucuroniques est de l’ordre de 2,9 (Berriaud et al., 1998). 

Les charges portées par le HA conduisent à des interactions à courte et longue 

distance pouvant être écrantées par la présence d’électrolytes. Le HA est donc très 

sensible à la présence de sel en solution et au pH. 

Rinaudo et al. (Rinaudo et al., 1993) ont évalué par couplage SEC/MALLS, la 

longueur de persistance  du HA, en l’absence de répulsions électrostatiques, à environ 

7 nm. Cette valeur traduit un caractère semi-rigide de la chaîne macromoléculaire et 

correspond aux valeurs prédites par modélisation moléculaire (Haxaire et al., 2000). 

 

 II.C.2. Propriétés rhéologiques 

 
Le succès récent du HA tient à ses propriétés viscoélastiques. Depuis plus de 

30 ans, de nombreux travaux ont porté sur l’étude du comportement rhéologique du 

HA (Fouissac et al., 1992 ; Roure et al., 1996) ainsi que sur les différents paramètres 

tels que la concentration en polymère, la masse molaire, la température, la force 

ionique, la nature des contre-ions et le pH qui peuvent influencer ce comportement 

(Gibbs et al., 1968 ; Kobayashi et al., 1994). 

 

 II.D. Conformation du HA 

 

Il apparaît que le HA présente en solution aqueuse une structure secondaire 

stabilisée par des liaisons hydrogène intramoléculaires. Ces liaisons hydrogène 

parallèles à l’axe de la chaîne impliquent les groupements hydroxyl, N-acétyl et 

carboxyl et lient les sucres adjacents (Scott et al., 1984). Le HA adopte une 

configuration en hélice avec un certain degré de rigidité. En solution, aucune transition 

conformationnelle hélice-pelote, avec du HA d’origine bactérienne, n’a pu être 
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observée à ce jour. La transition conformationnelle pour des solutions de HA issu de 

crête de coq mise en évidence par changement du pouvoir rotatoire spécifique et par 

dichroïsme circulaire (Hirano et Kondo, 1973 ; Hirano et Kondo-Ikeda, 1974) peut 

être liée à la présence de protéines, toujours présentes dans le HA d’origine animale. 

L’analyse de cette structure secondaire a mis en évidence que l’hélice formée par le HA 

fait apparaître des « patch hydrophobes » (Scott, 1997). Cette structure pourrait être la 

base d’une conformation tertiaire en solution. Les différences de taille de chaînes vont 

induire des différences de structure. Le HA de masses molaires élevées reste cependant 

une molécule très hydrophile et peut être considérée comme une pelote hautement 

hydratée. L’eau retenue au sein de la macromolécule procure au HA un important 

volume hydrodynamique. Lorsque les chaînes de HA sont courtes (en dessous de 10 

000 g.mol-1), elles se comportent comme des segments rigides (Stern et al., 2006).  

La RMN 1H et 13C a été utilisée pour tenter de définir la conformation du HA 

en solution aqueuse. L’utilisation de l’eau comme solvant ne permet pas d’observer 

facilement les groupes NH et OH directement impliqués dans des liaisons hydrogène. 

De ce fait, de nombreuses études ont été réalisées dans le diméthylsulfoxide (DMSO) 

deutérié. Les travaux de Cowman et al. (1984) ont suggéré que dans une solution de 

HA l’addition d’eau dans le DMSO modifie les liaisons hydrogène. La liaison 

hydrogène qui lie directement les groupes NH et COOH serait remplacée par une 

molécule d’eau créant un pont entre le NH et le COO-
 (figure 6b) (Heatley et Scott, 

1988). En 1984, Scott et al. (1984) ont dénombré quatre liaisons hydrogène par unité 

tétrasaccharidique 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
FFiigguurree  66 : Structure secondaire du HA dans (a) du DMSO et (b) du DMSO contenant de 

l’eau (Heatley et Scott, 1988) 
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Les travaux de Scott et al. (1984) ont été corroborés par des analyses de 

spectroscopie infrarouge qui ont permis de localiser les ponts hydrogène intra et 

interchaînes ainsi que l’insertion des molécules d’eau (Haxaire, 2000 ; Haxaire et al., 

2003 ; Marechal et al., 2003). La spectrométrie infrarouge a mis également en 

évidence le mécanisme d’hydratation et les changements conformationnels induits au 

sein de la chaîne par l’hydratation. 

Almond et al. (1997 ; 1998 ; 2000 ; 2006) ont étudié la conformation 

d’oligosaccharides en solution par simulation de dynamique moléculaire ainsi que par 

analyses RMN. Ils observent que les liaisons hydrogène intramoléculaires se 

réarrangent rapidement et s’échangent avec les molécules d’eau. Le modèle le plus 

répandu du HA en solution est celui d’une hélice gauche stabilisée par un réseau de 

liaisons hydrogène intramoléculaires dynamiques entre résidus adjacents : cette 

structure, lui conférant le caractère semi-rigide, est présente dans les simulations de 

dynamique moléculaire de Almond et al. 

 
 II.E. Fonctions biologiques et applications 

 II.E.1. Fonctions biologiques du HA natif 

 

Sous sa forme native, c'est-à-dire ayant une masse molaire de plusieurs 

millions de grammes par mole, le HA est présent en concentration élevée dans les 

tissus conjonctifs mous tels que la peau, le cordon ombilical, le liquide synovial et 

l’humeur vitrée de l’œil. Des quantités importantes sont également observées dans les 

poumons, les reins les tissus des muscles. 

Grâce à sa structure, le HA contribue tout d’abord à l’hydratation de la MEC. 

Il assure un rôle organisationnel au sein de la MEC en se liant de façon spécifique ou 

non à des cellules ou à d’autres composés. Il module par exemple l’organisation de 

fibrines, de fibronectines et du réseau de collagène en interagissant spécifiquement 

avec plusieurs protéoglycanes comme l’aggrecane et le versicane (Nehls et Hayen, 

2000). Le HA est également impliqué dans des phénomènes biologiques plus 

complexes comme la migration et la prolifération cellulaire (Chajara et al., 2003). Le 

HA intervient dans ces processus par l’intermédiaire d’un groupe de protéines 

appelées les hyaladhérines (Delpech et al., 1993). Bien qu’actuellement le rôle exact 

du HA ne soit pas clairement identifié, il est connu que le HA est également impliqué 

dans le phénomène de cicatrisation. Chen et Abatangelo (1999) suggèrent que le HA 
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intervient à chaque étape de la cicatrisation. Il active la première étape d’inflammation 

et initie la réponse de cicatrisation. De plus, le tissu de granulation formé par la suite, 

est toujours très riche en HA ce qui facilite la migration et la prolifération cellulaire 

ainsi que l’organisation de la MEC.  

Des augmentations de concentration en HA ont été corrélées au 

développement de certaines pathologies. Ce phénomène est étudié dans le cas, par 

exemple, de l’arthrite rhumatoïde et permet aussi d’évaluer le succès de 

transplantation de foie ou de rein (Laurent et Fraser, 1992). Il est donc possible 

d’utiliser le HA comme marqueur pour diagnostiquer certaines pathologies. 

Lokeshwar et al. (2000) applique ce principe et montrent que la concentration en HA 

est un indicateur dans le cancer de la prostate. 

 

 II.E.2. Fonctions biologiques des fragments de HA 

      

La masse molaire du HA a son importance sur les fonctions biologiques du 

HA. Elle peut déclencher des fonctions antagonistes comme par exemple 

l’angiogénèse. Le HA de forte masse molaire inhibe la formation de nouveaux 

vaisseaux sanguins (Deed et al., 1998) alors que les fragments de 4 à 25 disaccharides 

vont favoriser ce phénomène (West et Fan, 2002). Le processus d’angiogénèse est 

détourné par les tumeurs cancéreuses pour leur permettre l’apport de nutriment et de 

se propager dans le corps. Elles utilisent ce processus en produisant des 

hyaluronidases qui catalysent la biodégradation du HA (Stern, 2008). Si le HA de 

forte masse molaire est garant de tissus sains, la présence de fragments de HA est un 

signal de disfonctionnement.    

  

II.E.3. Applications du HA 

 

Dans le domaine cosmétique, le HA intervient dans la formulation de crèmes 

ou de gels en raison de ses propriétés hydratantes (Band, 1985). Du fait de ses 

propriétés viscoélastiques et de ses fonctions biologiques remarquables (interactions 

avec certaines protéines), le HA est principalement utilisé dans le domaine biomédical 

(Asari et Miyauchi, 2000).  

Les recherches actuelles suggèrent de nouvelles applications dont le traitement des 

escarres chez l’adulte, du cancer ou du développement fœtal humain. Négativement 
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chargé, il attire une grande quantité de cations (surtout Na+) osmotiquement actifs, qui 

eux-mêmes attirent une grande quantité de molécules d’eau (Alberts, 2008). Le fort 

taux d’hydratation des gels de HA, associé à l’action positive de ce polysaccharide sur 

la différenciation et la prolifération cellulaire, en font des matériaux de choix pour la 

réparation de nombreux tissus, dont notamment la peau (King et al., 1991 ; Burd et 

al., 1991). 

Grâce à sa biocompatibilité, le HA présente des qualités particulières pour la 

libération contrôlée de principes actifs (Yun et al., 2004 ; Brown et Jones, 2005). Les 

propriétés du HA ont été mises à profit en ophtalmologie (Goa et Benfield, 1994). En 

effet, le HA est utilisé sous forme de gel, en tant qu’agent protecteur, lors 

d’interventions en microchirurgie de l’oeil (Lisegang, 1990). Les principales 

formulations de HA commercialisées pour ce type d’applications sont le Healon® 

(Advanced Medical Optics, Etats-Unis), l’Opegan® (Santen Pharmaceuticals, Japon) 

et l’OpeganHi® (Santen Pharmaceuticals, Japon). 

Le HA est, de plus, utilisé dans le traitement des pathologies ostéoarticulaires. Dans 

ce cadre, des solutions visqueuses de HA sont utilisées pour la viscosupplémentation 

(Balazs et Delinger, 1993). En effet, l’arthrose résulte de la dégradation du liquide 

synovial et en particulier du HA qui le compose. Le liquide synovial perd alors ses 

propriétés rhéologiques. Chez une personne saine, celles-ci apparaissent variables 

selon les contraintes articulaires imposées au cours des mouvements lents et rapides. 

La viscosité et l’élasticité sont complémentaires : dans les mouvements lents, le 

liquide est plus visqueux qu’élastique et inversement dans les mouvements rapides. 

Le liquide synovial dégradé devient de moins en moins visqueux et perd son caractère 

viscoélastique. Ce liquide une fois détérioré ne joue plus son rôle de lubrifiant et 

d’absorbeur de chocs articulaires et entraîne ainsi une inflammation et la dégradation 

des différentes couches cartilagineuses. La viscosupplémentation consiste en 

l’injection de HA dans une articulation arthrosique afin de restaurer les fonctions 

lubrifiantes et protectrices en remplaçant le HA détérioré. Commercialement, on 

trouve l’Arthrum® (LCA, France), le Hyalgan® (Fidia pharmaceuticals, Etats-Unis), le 

Superartz® (Seikagaku, Japon), Ostenil® (Chemedica AG, Allemagne), Sinovial® 

(Genévrier, Sophia Antipolis, France) et Viscoseal® (TRB Chemedica International, 

Suisse). 
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 II.F. Modifications chimiques du HA 

 

De nombreux travaux de recherche ont été consacrés à la modification 

chimique du HA afin d’étendre les applications du HA dans les domaines biomédical 

et pharmaceutique. Le HA regroupe de nombreuses propriétés physico-chimiques et 

biologiques. Contrairement aux protéines qui se dénaturent facilement, le HA peut 

résister aux modifications chimiques sans perdre ses propriétés biologiques. Pour 

modifier chimiquement le HA, deux approches sont étudiées : la réticulation de HA et  

les dérivés de HA par greffage. 

 

 II.F.1. Réticulation du HA 

 

Concernant la réticulation du HA, la plupart des méthodes repose sur les 

fonctions hydroxyl et carboxyl et selon deux schémas généraux (Leach et Schmidt, 

2004). Le premier consiste à faire réagir en une seule étape le HA et le réticulant. C’est 

le cas des synthèses utilisant comme agent réticulant un diepoxy ou encore un divinyl 

sulfone. Des études plus détaillées de la chimie des diepoxy montrent qu’à faible pH, 

les composés diepoxy forment des liaisons ester avec la fonction carboxyl du HA alors 

qu’à pH élevé des liaisons éther sont  formées avec les fonctions hydroxyl (Zhao et al., 

2002). Les hydrogels préparés à partir de réticulant divinylsulfone tels que Hylan-B 

(Biomatrix) peuvent avoir différentes propriétés mécaniques selon les conditions de 

réaction (Balazs et al., 1991 ; Band, 1998). Comparé au HA natif, le gel Hylan-B se 

maintient plus longtemps in vivo. Le second schéma est en deux étapes (figure 7). Il 

s’agit de la synthèse d’un dérivé de HA qui est réticulé par la suite. La photoréticulation 

fonctionne selon ce schéma. Les dérivés méthacrylate de HA vont se réticuler à la 

longueur d’onde appropriée (Smeds et al., 1999).  
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FFiigguurree  77 : Schémas réactionnels de réticulation chimique en deux étapes.  
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 II.F.2. Dérivés de HA par greffage  

 

 Concernant le greffage, de nombreuses études ont conduit à la  synthèse de trois 

principaux types de dérivés (figure 8). Le HA étant le seul GAG non sulfaté, des 

recherches ont rapidement été entreprises pour étudier les propriétés qu’apportent 

l’ajout de groupements sulfate (Barbucci et al., 1995 ; Suzuki et al., 2001). Cette 

modification crée des dérivés de HA structurellement proches de l’héparine.  

Une activation par un carbodiimide permet de réduire des fonctions carboxyl du 

HA en fonction alcool primaire (Luit et Cui, 1996) ou encore d’obtenir des dérivés 

hydrazide (Preswitch, 2001). Ce type de réaction est très sensible au pH et peut former 

selon les conditions un produit intermédiaire acylurée non réactif à partir de la fonction 

carboxyl ce qui diminue le rendement.  

Les dérivés estérifiés sont des produits plus rigides et plus hydrophobes que le 

HA non modifié (Campoccia et al., 1998). Cette modification est généralement 

effectuée via une étape d’alkylation au moyen d’halogénures d’alkyle. Les taux 

d’estérification de ces dérivés varient de 0 à 100%. Fidia Advanced Polymers ont créé 

une gamme d’esters de HA incluant des esters éthylés (figure 8)  (Hyaff 7®) et benzylés 

(Hyaff 11®) de HA. Ces esters peuvent prendre des formes de fibres, de membranes, 

d’éponges ou de microsphères. Des brevets ont suivi expliquant des réactions 

d’estérification  à partir de HA sous forme de sel d’ammonium pour le rendre plus 

réactif. Della Valle et al. (1990) préparent par cette méthode une série d’esters de HA 

avec des chaînes alkyle qui varient de la chaîne décyle à la chaîne dodécyle avec de 

faibles taux d’estérification. Zhang et James (2005) utilisent le triméthylcétyl 

ammonium comme groupe protecteur de la fonction carboxyl pour réaliser une réaction 

d’estérification entre différents chlorure d’acide et les fonctions hydroxyl du HA.  
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FFiigguurree  88 : Principales voies de modification chimique du HA par greffage : estérification, 
amidation et sulfatation  
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 II.F.3. Applications des dérivés de HA  

 

Une variété de biomatériaux à base de HA modifié est employé avec succès 

dans le domaine de la viscosupplémentation (Peyron, 1993 ; Pozo et al., 1997 ; 

Dausse et al., 2003). Les dérivés hydrazide de HA sont utilisables pour de la libération 

contrôlée de principes actifs (Preswitch, 2001). En sulfatant le HA pour obtenir des 

structures chimiquement proches de l’héparine, des chercheurs ont également obtenu les 

propriétés anticoagulantes de l’héparine (Suzuki et al., 2001).  

Des recherches ont mis en évidence que les hydrogels de HA sont d’excellents 

biomatériaux pour libérer des principes actifs ou des cellules pour réparer les tissus du 

cartilage. Des hydrogels de HA peuvent être implantés pour prévenir les risques 

d’adhésions postopératoires qui empêchent une cicatrisation correcte (Matsuda et al., 

1992). David et al. (2004 ; 2008) ont montré que les hydrogels de HA sont des modèles 

tridimensionnels adaptés pour l’étude des mécanismes d’invasion des cellules 

cancéreuses.   

 

 II.F.4. Applications et étude réalisées sur des esters de HA  

 

Comparé à des biomatériaux utilisés classiquement tels que les céramiques 

poreuses de phosphate de calcium dans le domaine des substituts de tissus osseux, les 

matériaux Hyaff permettent la production de quantités plus importantes de cellules 

osseuses et de cartilage (Solchaga et al., 1999). Lorsque des kératocytes et des 

fibroblastes sont cultivés in vitro avec des Hyaff, cela crée des biomatériaux 

semblables à la peau formant deux couches distinctes à l’image de l’épiderme et du 

derme (Brun et al., 1998). Dans le paragraphe II.A.3. portant sur la dégradation du 

HA, nous avons noté que le HA peut être dégradé par des molécules oxydantes 

pendant le processus d’inflammation. Or, Mosely et al. (2002) utilisent les propriétés 

anti-oxydantes des esters de HA pour intervenir dans le phénomène d’inflammation.  

Les esters de HA sont fréquemment utilisés comme bio implant 

postopératoires de différents domaines chirurgicaux car ils permettent d’une part 

d’obtenir des matériaux fibreux et d’autre part sa durée de vie in vivo est plus longue 

que celle du HA non modifié. Récemment, les esters de HA Hyaff 11 100% benzylé 

ont également trouvé une application lors de la microchirurgie des cordes vocales 
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(Finck and Lefebvre, 2005 ; Finck et al., 2009). Des études ont été réalisées sur le 

cochon (Rousseau et al., 2004) et le lapin (Thibeault et al., 2004) et montrent que la 

quantité de HA estérifié diminue lorsque les cordes vocales sont blessées jusqu’à 15 

jours après le traumatisme. L’hypothèse est qu’implanter du HA bio résorbable peut 

favoriser le processus de cicatrisation. La mise en place du bio implant Hyaff est 

présentée sur la figure 9. 

 

 

 

 

 

 

  

  

  

 

 

Les Hyaff sont employés dans le domaine de la chirurgie rhinosinusale et  

comme pansement chirurgical et tampon nasal pour limiter les problèmes 

d’hémorragie (Miller et al., 2003) grâce à la texture fibreuse et à la capacité 

absorbante de ces matériaux.  

   

III.  Les hyaluronidases 

 

 III.A. Origine et localisation des hyaluronidases 

 

La régulation de la taille et de la concentration des chaînes de HA est 

principalement assurée par des enzymes : les hyaluronidases (HAases). La première 

activité enzymatique de la hyaluronidase a été identifiée à partir d’extrait de testicules 

de mammifères. 

 

 

 

FFiigguurree  99 : Fibres de HA estérifiés (Hyaff 11) dans la plaie microchirurgicale de cordes 
vocales (Finck, 2008) 
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 III.A.1. Classification des hyaluronidases 

 

Cette famille regroupe des enzymes capables de catalyser la rupture des liaisons 

glycosidiques du HA, leur mécanisme dépendant de leur origine. La première 

classification a été établie par Meyer en 1971 (Meyer, 1971) et est représentée sur la 

figure 10. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 

Le premier groupe correspond aux hyaluronates 4-glycanohydrolases, les 

hyaluronidases des mammifères (EC 3.2.1.35). Ce groupe dégrade les chaînes de HA 

en catalysant l’hydrolyse des liaisons glycosidiques β (1-4) donnant une extrémité 

réductrice N-acétyl-D-glucosamine et fournissant comme produit principal des 

tétrasaccharides. Ces glycosidases ont une activité à la fois hydrolase et 

transglycosidase. Ces enzymes dégradent non seulement le HA mais également les 

chondroïtines sulfates ainsi que le dermatane sulfate. Les enzymes les plus connues de 

ce groupe sont les HAases testiculaires, lysosomales et de venin d’abeille. 

FFiigguurree  1100 : Classification des HAases selon Meyer en 1971 (Botzki, 2004) 
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Le second groupe correspond aux hyaluronates 3-glycanohydrolases (EC 

3.2.1.36) que l’on trouve dans les glandes salivaires de sangsue et d’ankylostome. Ces 

enzymes ont une activité hydrolytique comme le groupe précédent et catalyse 

l’hydrolyse des liaisons glycosidiques β (1-3) fournissant comme produit final un 

mélange d’hexa et de tétrasaccharides. 

Le dernier groupe rassemble les hyaluronates lyases (EC 4.2.2.1). Elles 

catalysent la β élimination des liaisons glycosidiques β (1-4) produisant des 

oligosaccharides de HA ayant une insaturation sur l’acide D-glucuronique. Les 

hyaluronates lyases ont été isolées à partir de microorganismes tels que des souches 

bactériennes de Clostridium, Micrococcus, Streptococcus et Streptomyces (Suzuki, 

2002).  

Les HAases peuvent donc être également séparées en deux grandes familles : 

les HAases procaryotes et les HAases eucaryotes.  

 

 III.A.2.  Les hyaluronidases eucaryotes 

 

 III.A.2.a. Les HAases humaines 

 

Concernant le génome humain, six gènes ont été identifiés pour coder les 

hyaluronidases rassemblés en deux groupes. Trois gènes sont regroupés sur le 

chromosome 3p21.3 codant pour les HAases HYAL1, HYAL2 et HYAL3 et les trois 

autres gènes HYAL4, HYALP1et PH20/SPAM1 sont regroupés sur le chromosome 

7q31.3. Le gène HYALP1 ne produit apparemment aucune protéine (Csoka et al., 

2001).  

HYAL1 est la première HAase humaine isolée à partir du plasma humain. Elle 

est prédominante dans le plasma et l’urine. Elle se trouve à une concentration élevée 

dans le foie, les reins, la rate et le cœur. Elle est localisée dans les lysosomes (Frost et 

al., 1997). La présence de HYAL2 est également observée dans les principaux tissus. 

La protéine HYAL2 est une protéine membranaire liée à la membrane plasmique par 

une glycosylphosphatidylinositol (GPI). HYAL1 et HYAL2 sont responsables du 

catabolisme du HA intracellulaire et extracellulaire (Csoka et al., 2001 ; Stern et 

Jedrzejas, 2006). L’activité enzymatique pour HYAL1 et HYAL2 est optimale pour 

un pH proche de 4. Cependant une faible activité est détectée pour la HYAL2 à pH 
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physiologique. Ces deux protéines ont un rôle complémentaire sur le catabolisme du 

HA. HYAL2 catalyse la rupture des liaisons glycosidiques de HA de forte masse 

molaire pour obtenir des fragments de HA d’environ 20 000 g.mol-1 à la surface des 

cellules. Les fragments de HA sont par la suite internalisés et dégradés par la HYAL1 

pour obtenir des tétrasaccharides (Csoka et al., 2001 ; Stern, 2004).  

La présence de protéine HYAL3 est détectée dans la moelle osseuse et les 

testicules de mammifères. Cependant aucune activité enzymatique n’a été détectée en 

utilisant les dosages classiques d’activité de HAase (Nagata et al., 2004). La protéine 

HYAL4 serait une protéine membranaire présente dans les muscles et dans le 

placenta. Une activité chondroïtinase est détectée mais aucune activité envers le HA 

(Csoka et al., 2001 ; Rigden et al., 2004).  

La protéine PH-20 peut être à la fois sous forme de protéine membranaire et 

sous forme de protéine soluble (Cherr et al., 2001). Sous forme de protéine 

membranaire, elle est notamment présente à la surface des spermatozoïdes de 

mammifères. Des activités enzymatiques sont observées à des pH neutres comme à 

des pH acides. Certains auteurs suggèrent l’implication des deux domaines différents 

de la protéine PH-20 (Yudin et al., 2001).         

 

 III.A.2.b. La HAase testiculaire bovine 

 

L’activité de la hyaluronidase testiculaire bovine est connue depuis longtemps 

(Chain et Duthie, 1939) et des préparations de HAase bovine et ovine sont employées 

dans des applications thérapeutiques comme facteur de diffusion (Menzel et Farr, 

1998). Meyer et al. (1997) observent des similitudes entre la HAase testiculaire 

bovine et la protéine humaine PH-20. La HAase testiculaire bovine est une endo-

glycanohyrolase (EC 3.2.1.35) et catalyse l’hydrolyse des liaisons glycosidiques β(1-

4) du HA. Elle dégrade également les chondroïtines 4- et 6-sulfates ainsi que les 

dermatanes sulfates. Takagaki et al. (1994) identifient par spectrométrie de masse le 

tétrasaccharide comme le plus petit produit de l’hydrolyse catalysée par la HAase 

testiculaire bovine. 
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 III.A.2.c. La HAase de venin d’abeille 

 

La HAase de venin d’abeille est un des principaux composants actifs du venin 

d’abeille. Elle facilite la pénétration du venin dans le corps en dégradant le HA 

présent dans la peau. Cette HAase est une hyaluronate 4-glycanohydrolase (EC 

3.2.1.35). Elle contient 30% de similitude de séquence avec les HAases de 

mammifères et conserve les sites actifs (Gmachl et Kreil, 1993 ; Markovic-Housley et 

al., 2000), ce qui laisse supposer que les HAases de mammifères agissent par un 

mécanisme catalytique similaire. Le profil pH de son activité enzymatique montre un 

maximum à 4,5 et également une activité plus faible à pH neutre (Allalouf et al., 

1975). Elle fût la première HAase analysée au niveau moléculaire par études 

cristallographiques (Markovic-Housley et al., 2000). Elle contient à l’état mature 349 

acides aminés dont quatre résidus cystéine, intervenant dans la formation de ponts 

disulfure, et quatre sites potentiels de N-glycosylation (Kemeny et al., 1984).   

 

 III.B. Structure tridimensionnelle et mécanisme d’action des 

HAases 

 

A partir de la structure cristalline de la HAase de venin d’abeille et de la 

HAase de guêpe (Skov et al., 2006), il est possible d’extrapoler les informations 

obtenues sur les HAases de mammifères. En plus d’une homologie de séquences, des 

études de reconnaissance de repliements ont révélé des similitudes structurales 

permettant l’élaboration d’un modèle tridimensionnel (Jedrzejas et Stern, 2005). 

Récemment, il s’est avéré possible d’obtenir la structure cristalline de la 

HYAL1 (Chao et al., 2007). Cette étude apporte de nouvelles informations concernant 

la structure et les fonctions des HAases. La structure tridimensionnelle est représentée 

sur la figure 11. 
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La structure cristalline de la HYAL1 révèle qu’elle est composée d’un point de 

vue moléculaire de deux domaines : un domaine catalytique N-terminal et un plus 

petit domaine C-terminal.  

Les glycosidases agissent en général via un mécanisme d’attaque nucléophile 

qui résulte en une rétention ou une inversion de configuration du carbone anomérique. 

Ce mécanisme implique un résidu glutamate comme donneur de proton et la fonction 

carbonyl de la N-acétyl-glucosamine du HA comme nucléophile. Le substrat participe 

au mécanisme de sa propre catalyse. La première étape consiste en la rupture de la 

liaison glycosidique β(1-4) et au transfert d’un proton du résidu glutamate vers 

l’oxygène lié au carbone C4 du fragment de HA libéré. Par la suite, une molécule 

d’eau remplace le fragment de HA libéré. La localisation des sites actifs suggère que 

le glutamate et la tyrosine polarise la molécule d’eau pour une attaque nucléophile sur 

le C1 pour terminer l’hydrolyse (Chao et al., 2007). Cependant l’activité catalytique 

des différentes HAases varient notamment en terme de pH et de masse molaire de HA 

hydrolysé. Ceci peut être expliqué par le fait que certains résidus à la périphérie des 

centres actifs sont différents (Jedrzejas et Stern, 2005 ; Chao et al., 2007). 

 
FFiigguurree  1111 : Structure tridimensionnelle de la HYAL1 (Chao et al., 2007) 
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 III.C. Fonctions biologiques et applications thérapeutiques 

 

En catalysant l’hydrolyse du HA, la HAase permet tout d’abord d’augmenter 

la perméabilité au niveau des tissus, de diminuer la viscosité et d’améliorer la 

diffusion de fluides injectés. La HAase peut être utilisée de manière thérapeutique afin 

d’améliorer la diffusion et donc l’efficacité d’un anesthésiant (Menzel et al., 1998).  

La HAase joue un rôle très important dans la fécondation. La HAase PH-20 

est exprimée sous deux formes. La première est une protéine membranaire présente à 

la surface de la tête acrosomale du spermatozoïde. Elle permet de traverser la matrice 

extracellulaire des cellules du cumulus riche en HA. La seconde forme, qui est une 

protéine soluble, est exprimée dans les vésicules acrosomales. Elle catalyse 

l’hydrolyse du HA dans la zone pellucide et permet au spermatozoïde d’accéder à la 

membrane de l’ovocyte (Lin et al., 1994).  

Lors d’une étude sur des rats, Borelli et al. (1986)  démontrent que la HAase 

peut être utilisée combinée avec de l’urokinase pour diminuer l’infarctus du 

myocarde. La HAase est également utile dans des domaines médicaux tels que 

l’ophtalmologie, l’orthopédie et la chirurgie (Menzel et Farr, 1998). 

Depuis plusieurs années, l’implication de la HAase dans le cancer est connue 

mais les différents rôles peuvent être antagonistes (Stern, 2005). Lors du cancer de la 

prostate, il est constaté une augmentation de la concentration en HYAL1 dans la 

vessie. HYAL1 est par conséquent utilisé comme marqueur de cette maladie (Posey et 

al., 2003 ; Lokeshwar et al., 2005 ; Aboughalia et al., 2006). En bloquant l’expression 

de Hyal1, une diminution de la prolifération de cellules tumorales est observée 

(Lokeshwar et al., 2005). Le virus JSRV (Jaagsiekte Sheep Retrovirus) favorise un 

cancer chez le mouton et est également pathogène chez l’homme (Wotton et al., 

2005). HYAL2 serait responsable du potentiel oncogène de ce rétrovirus (Rai et al., 

2001). Cependant de récentes études montrent que HYAL2 peut assurer la fonction de 

récepteur (Vigdorovich et al., 2007). Le système HA/HAase est actif dans les tumeurs 

cancéreuses invasives de haut grade en produisant des fragments de HA angiogènes 

qui permettent aux tumeurs de se développer et de migrer (Stern, 2008).  
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La HAase peut aussi être utilisée comme suppresseur de tumeurs (Lokeshwar 

et Selzer, 2009). Des études montrent que son rôle de favoriser ou de réduire la 

croissance des tumeurs cancéreuses dépend de sa concentration dans les milieux 

étudiés. Shuster et al. (2002) montrent une diminution de 50% du cancer du sein en 

injectant de la HAase testiculaire bovine à une concentration très élevée. 

 

 III.D. Mesure de son activité enzymatique 

 

De nombreuses méthodes de dosage de l’activité enzymatique de la HAase ont 

été mises au point au fil des années.  

 

 III.D.1. Méthodes chimiques 

 

Une des méthodes de dosages la plus employée est la quantification des sucres 

réducteurs. L’activité de la HAase est déterminée de manière indirecte en quantifiant 

le nombre de sucres réducteurs issus des coupures des liaisons glycosidiques (Meyer, 

1947). Les extrémités réductrices N-acétylglucosamine formées par la rupture des 

liaisons glycosidiques β(1-4) peuvent être quantifiées par la méthode Morgan-Elson 

(1934). Il s’agit d’une méthode colorimétrique qui a été optimisé par Reissig et al. 

(Reissig et al., 1955) et aussi modifiée afin d’estimer l’activité de la HAase dans le 

plasma humain (Gacesa et al., 1981 ; Muckenschnabel et al., 1998). Des 

modifications plus récentes de cette méthode en ont encore amélioré l’utilisation  

(Astériou et al., 2001 ;  Takahashi et al., 2003).  

En plus de ces méthodes plus classiques, il est possible de quantifier l’activité 

de la HAase par des méthodes de chromatographie liquide ou de perméation de gel 

(Cramer et al., 1994 ; Vercruysse et al., 1994), par l’électrophorèse capillaire 

(Pattanaargson et Roboz, 1996) ou sur gel de polyacrylamide (Ikegami-Kawai et 

Takahashi, 2001) ainsi que des méthodes zymographiques (Liëflander et Stegemann, 

1968 ; Fiszer-Szafrz, 1984).  

 

 

 

 



 
41 

 

 

 

 III.D.2. Méthodes physico-chimiques 

 

Le HA en contact avec des protéines précipite en solution acide sous forme de 

caillot. Le but est d’observer la modification et la diminution du caillot lorsque ce 

mélange est en contact avec la HAase (Robertson et al., 1940). Une unité de HAase 

correspond à la quantité d’enzyme nécessaire pour diminuer la masse du caillot de 0,4 

mg de HA natif (Harris et Harris, 1950). Basé sur le même principe de précipitation, 

les mesures turbidimétriques sont ainsi possibles. Le trouble mesurable en solution 

diminue lorsque le HA est dépolymérisé. Le trouble disparaît lorsque la masse molaire 

du HA atteint 6 000 à  8 000 g.mol-1 (Rapport et al., 1950).   

Il existe une technique de filage permettant de mesurer la longueur maximale 

de filament qui peut être tracté à une vitesse donnée. Ajouter de la HAase au milieu 

diminue la capacité du HA à former des filaments (Gunter, 1949). Chen et al. (2009) 

montrent que l’ajout de HAase dans le fluide synovial bovin détruit la capacité à 

former des filaments.  

Des mesures viscosimétriques peuvent évaluer l’activité de la HAase. L’unité 

viscosimétrique de la HAase est définie comme la quantité de HAase capable de 

réduire de moitié la viscosité du HA (Meyer et Rapport, 1952). 

  

 III.D.3. Méthodes biologiques 

 

La HAase est utilisée de manière thérapeutique pour permettre une meilleure 

diffusion et absorption de produits injectés. Une méthode a donc été développée pour 

évaluer la diffusion possible grâce à la HAase. Il s’agit d’injecter dans un même 

temps de la HAase et un colorant nécessaire pour observer l’étendu de la diffusion. 

Cette méthode (Jacques, 1953) apporte des résultats très proches des méthodes 

viscosimétriques et turbidimétriques (Humphrey et Jacques, 1953).  
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   III.E. Composés inhibant l’activité de la HAase 

 

Les propriétés biologiques de la HAase sont variées et lui confèrent des 

applications dans des phénomènes biologiques importants mais également dans 

certaines pathologies. Il est donc utile lors de certaines applications de la HAase 

d’identifier des inhibiteurs potentiels. Les inhibiteurs peuvent être développés pour 

avoir des applications comme contraceptifs, agents anti-microbien, anti-tumeur et 

anti-venin (Mio et Stern, 2002). 

Un des premiers inhibiteurs a tout d’abord été identifié dans le sérum (Haas, 

1946). Au cours des années suivantes, des études montrent une augmentation 

d’inhibiteurs dans le sérum en présence d’un cancer du foie (Snively et Glick, 1950), 

et de maladies dermatologiques (Grais et Glick, 1948). A partir de sérum de souris, 

une glycoprotéine de forte masse molaire a été finalement purifiée. Elle est capable 

d’inhiber la HAase testiculaire bovine et la HAase de venin d’abeille et de serpent. 

L’action de cette glycoprotéine dépend de la concentration en protéase ainsi qu’en 

magnésium et atteint un maximum d’inhibition entre pH 6 et 8 (Mio et al., 2000).  

Des composés inhibant l’activité catalytique de la HAase sont de différentes 

natures chimiques : des glycoprotéines et composés bioactifs issus de plantes (Girish 

et Kemparaju, 2005 ; Machiah et al., 2006), des GAG et polysaccharides (Salmen et 

al., 2005) et des composés organiques de synthèse (Khanum et al., 2005). Parmi les 

polysaccharides et GAG, le plus connu et bien caractérisé est l’héparine qui est un 

GAG sulfaté et chargé négativement. En modifiant chimiquement la HAase, une étude 

montre que l’héparine ne se lie pas au site de la HAase mais est en interaction avec les 

groupements aminés à la surface de la HAase (Maksimenko et al., 2001). Certains 

auteurs constatent que l’héparine est plus efficace sur la HAase de venin d’abeille que 

sur la HAase testiculaire bovine. L’héparane sulfate, le dermatane sulfate ainsi que les 

oligosaccharides de HA O-sulfatés peuvent également inhibé l’activité catalytique de 

la HAase dans le sérum humain et la HAase de venin (Girish et Kemparaju, 2005 ; 

Toida et al., 1999).  
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L’acide ascorbique montre des propriétés inhibitrices envers la HAase (Botzki 

et al., 2004). Une structure cristalline d’une HAase lyase en présence d’acide 

ascorbique montre qu’il se lie à la HAase au niveau du site actif mais interagit aussi 

avec sept autres résidus à la surface de la HAase.  

Certains médicaments anti-inflammatoires tels que les salicylates, 

l’indométhacine et le dexamétasone peuvent exercer une activité inhibitrice envers la 

HAase (Moi et Stern, 2002). 

La HAase peut se trouver inactive lorsque son substrat, le HA, est soumis à 

des interactions de nature électrostatique. Le chitosane, homopolysaccharide de 

glucosamine chargé positivement peut interagir avec le HA chargé négativement et 

empêcher la HAase d’exercer son activité catalytique (Denuziere et al., 2000). Selon 

les conditions enzymatiques choisies, le HA peut également être inhibiteur de sa 

réaction de dépolymérisation en interagissant de manière électrostatique avec des 

résidus de la HAase en dehors du site actif (Deschrevel et al., 2008 ; Lenormand et 

al., 2009 ; Vincent et al., 2009).  

 

IV. Le système enzymatique HA/HAase 

 

 IV.A. Rappel sur la cinétique enzymatique de Michaëlis 

Menten 
  

 IV.A.1. Principe de la réaction enzymatique 

 

Considérons une réaction enzymatique au cours de laquelle une enzyme E, 

catalyse la conversion d’un substrat S, en un produit P. Selon le modèle décrit par 

Michaëlis et Menten (Michaëlis et Menten, 1913), cette réaction enzymatique s’écrit 

sous la forme :   

   

 

 

où ES est le complexe catalytique enzyme-substrat et k1, k-1 et k2 représentent les 

constantes de vitesse des étapes élémentaires. L’étape limitante qui contrôle 

l’ensemble de la réaction est souvent la deuxième étape. La mesure de la vitesse 

E + S    ES E + P
 

k1 

k-1 

k2 



 
44 

initiale satisfait la condition d’irréversibilité et elle est définie par la mesure de v à t = 

0. Pour une concentration d’enzyme donnée, nous calculons la vitesse initiale pour 

une concentration de substrat donnée en traçant la courbe [P] = f(t) (figure 12) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La vitesse initiale de la réaction peut alors s’écrire sous la forme :  

][

][

SK

S
VV

m
mi +

×=  

avec : 

][ 02 EkVm ×=   

121 /)( kkkKm += −  

où [S] représente la concentration en substrat et [E0] la concentration totale en 

enzyme. 

 L’allure de la courbe donnant l’évolution de la vitesse initiale en fonction de la 

concentration en substrat, appelée substrat-dépendance, obtenue selon l’équation est 

représentée sur la figure 13.  

 

 

 

 

 

 

FFiigguurree  1122 : Evolution de la concentration en produit de réaction en fonction du temps de   
réaction 
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La vitesse initiale augmente avec la concentration en substrat et tend vers une 

valeur limite notée Vm qui est la vitesse maximale. Vm est proportionnelle à la 

concentration en enzyme. Cette vitesse est atteinte lorsque tous les sites catalytiques 

sont occupés en même temps. La constante de Michaëlis, Km, traduit la qualité des 

interactions enzyme-substrat et sa valeur est égale à la concentration de substrat pour 

laquelle la vitesse initiale est égale à Vm/2 (figure 13). La valeur du Km varie avec les 

enzymes, la nature du substrat, l’origine de l’enzyme, le pH, la température. Une 

valeur de Km élevée signifie une faible association entre l’enzyme et son substrat 

alors qu’un Km faible indique une forte association.   

 

 IV.A.2. Méthodes de linéarisation 

 

De nombreuses méthodes ont été publiées pour transformer les données de 

cinétique enzymatique de façon à produire une relation linéaire et faciliter ainsi 

l’estimation des paramètres de Michaëlis et Menten. La plus connue étant celle de 

Lineweaver et Burk (1935) (figure 14). 
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FFiigguurree  1133 : Evolution de la vitesse initiale en fonction de la concentration en substrat selon le 

modèle de Michaëlis et Menten (1913) 
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Cette représentation modifie l’équation de la manière suivante :  
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Il s’agit d’une droite qui coupe l’axe des ordonnées au point 1/Vm et l’axe des 

abscisses au point -1/Km. 

 

Eadie (1942) et Hofstee (1959) publient respectivement la représentation 

suivante :  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FFiigguurree  1144 : Représentation de Lineweaver et Burk (1935) 

 
FFiigguurree  1155 : Représentation de Eadie (1942) et Hofstee (1959)  
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Cette représentation modifie l’équation de la manière suivante :  
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Il s’agit d’une droite de pente –Km  qui coupe l’axe des ordonnées au point 

Vm. 
Hanes et Woolf (1932) publient également une méthode pour linéariser les 

courbes de substrat-dépendances (figure 16) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Cette représentation modifie l’équation de la manière suivante :  
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Il s’agit d’une droite de pente 1/Vm qui coupe l’axe des abscisses au point –

Km. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

FFiigguurree  1166 : Représentation de Hanes-Woolf (1932)  
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 IV.B. Inhibition et évolution des paramètres de Michaëlis et 

Menten 

 

Plusieurs substances peuvent moduler l’activité enzymatique de telle sorte 

qu'elles influencent la fixation du substrat au site actif ou son activité catalytique. Ces 

substances qui réduisent l'activité enzymatique sont appelées inhibiteurs. Il existe 

plusieurs mécanismes enzymatiques d’inhibition (Laidler, 1958 ; Dixon and Webb, 

1979 ; Mikkelsen et Corton, 2004).  

 

 IV.B.1. Inhibition compétitive 

 

Lorsque l’inhibition est compétitive, le substrat et l’inhibiteur sont en 

compétition lors de l’étape de fixation sur le site actif. L'inhibiteur compétitif a une 

structure semblable à celle du substrat et peut se fixer au site actif, empêchant ainsi la 

fixation du substrat. Cette inhibition donne le mécanisme suivant :  

 

 

 

    

  
 
 
 
 

Concernant les paramètres de Michaëlis Menten, le Vm, activité quand toute 

l’enzyme est sous forme de complexe ES reste inchangé. Le Km, en revanche est 

augmenté avec la force de l'inhibiteur, par un facteur α = (1 + [I]/K
i
)   

m
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L’analyse cinétique de l’inhibition compétitive dans une représentation de 

Lineweaver-Burk se présente de la manière suivante (figure 17) :  
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Lorsque la concentration en inhibiteur croit, toutes les droites coupent l’axe 

des abscisses au point 1/Vm. 

L’inhibition compétitive des enzymes est une stratégie souvent adoptée dans le 

développement de médicaments et antibiotiques. 

 

  IV.B.2. Inhibition incompétitive 

 

L'inhibiteur se fixe au complexe ES et non à l'enzyme seule, pour former un 

complexe ESI. Le modèle cinétique de l’enzyme en présence de l’inhibiteur est :  

 

 

 
 
 

 

 

Comme le montre le schéma réactionnel, ce type d’inhibition influence d’une 

part la formation du complexe enzyme/substrat mais également l’activité catalytique 

de l’enzyme. Les paramètres Vm et Km sont diminués.  
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FFiigguurree  1177 : Représentation de Lineweaver Burk en présence d’un inhibiteur compétitif  
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L’analyse cinétique de l’inhibition incompétitive dans une représentation de 

Lineweaver-Burk se caractérise par des courbes d’inhibition qui ont des pentes 

identiques égale à Km/Vm (figure18). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 IV.B.3. Inhibition non compétitive 

 

Dans le cas de l’inhibition non compétitive, l’inhibiteur peut se fixer sur 

l’enzyme libre et/ou sur le complexe ES. L’inhibiteur ne se lie pas sur le site 

catalytique mais ailleurs. Cette interaction avec l'enzyme engendre une déformation 

conformationnelle qui fait en sorte que, même si le substrat occupe le site catalytique, 

l'enzyme est beaucoup moins efficace pour catalyser la réaction. Le modèle cinétique 

de l’enzyme en présence de l’inhibiteur est :  

 

 

 

 

 
FFiigguurree  1188 : Représentation de Lineweaver burk (1935) en présence d’un inhibiteur 

incompétitif  
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Dans le cas le plus simple de ce type d'inhibition non compétitive, L’inhibiteur 

ne se fixe pas sur le site actif de l’enzyme donc l'interaction de l'inhibiteur avec 

l'enzyme ne change pas son affinité pour le substrat, donc son Km reste inchangé. La 

vitesse maximale à laquelle l'enzyme peut opérer est cependant réduite.  
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L’analyse cinétique de l’inhibition non compétitive dans une représentation de 

Lineweaver-burk est représentée sur la figure 19. 

 

 

 

 

 

 

 

Des courbes de type Lineweaver-Burk faite à des concentrations variables en 

inhibiteur non compétitif donne des droites qui croisent l'axe des abscisses au même 

point, soit à Km qui est indépendant de l'inhibiteur mais croisent l'axe des ordonnées à 

des endroits différents car la présence de l'inhibiteur réduit le Vm. 

 IV.B.4. Inhibition mixte 

Un cas un peu plus complexe est l'inhibition mixte où un inhibiteur réduit 

l'affinité du substrat pour le site catalytique et réduit sa capacité de catalyser la 

réaction quand le substrat occupe le site actif. Le mécanisme réactionnel est le même 

FFiigguurree  1199 : Représentation de Lineweaver-Burk en présence d’un inhibiteur non compétitif  
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que dans le cas de l’inhibition non compétitive. Ce type d’inhibition modifie à la fois 

les paramètres Km et Vm.  
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Une courbe de type Lineweaver-Burk (figure 20) tracées à différentes 

concentrations en inhibiteur mixte donne des droites qui se croisent entre elles entre 

l'abcisse (1/S) et l'ordonnée (1/V). Elles croisent cependant toutes l'abscisse et 

l'ordonnée à des points différents puisque, à la fois Km et Vm, sont modifiés. 

Pour identifier le type d'inhibition, nous pouvons donc comparer les 

paramètres Km apparent et Vm apparent obtenus à diverses concentrations 

d'inhibiteurs. Si l’un ou l'autre ou les deux paramètres sont affectés, on pourra 

conclure s’il s’agit d’un inhibiteur compétitif, incompétitif, non compétitif ou mixte. 

 

 

FFiigguurree  2200 : Représentation de Lineweaver burk en présence d’un inhibiteur mixte 
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 IV.C. Comportement atypique du système HA/HAase 

 
 IV.C.1. Premières études enzymatiques du système HA/HAase 

 
Lors des premières études réalisées dans notre équipe sur la cinétique 

d’hydrolyse enzymatique du HA catalysée par la HAase testiculaire bovine, un 

phénomène atypique est observé lié au changement de force ionique (Astériou et al., 

2006). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

 
 
 

 
La figure 21 présente les évolutions de deux substrat-dépendances, l’une étant 

réalisée avec ajout de sel pour fixer la force ionique du milieu à 0,15 mol.L-1 et l’autre 

sans ajout de sel afin d’avoir une force ionique la plus faible possible de l’ordre de 5 

mmol.L-1. Dans le premier cas (force ionique élevée), un comportement classique de 

type Michaëlis-Menten est observé. Dans le cas d’une très faible valeur de force 

ionique, des vitesses initiales nettement plus faibles sont observées lorsque les deux 

courbes sont comparées. De plus, aux faibles concentrations de HA, la vitesse initiale 

augmente puis au-delà d’une certaine concentration en HA, la vitesse initiale chute et 

se stabilise à une valeur très proche de 0. Augmenter fortement la concentration en 

HA inhibe l’activité enzymatique de la HAase testiculaire bovine. Ces premières 

 

FFiigguurree  2211 : Substrat-dépendance de HA catalysée par la HAase testiculaire bovine avec et 
sans ajout de NaNO3. 

    [[HHAAaassee]]  ==  11gg..LL--11  ;;  ppHH  ==  55 (Astériou et al., 2006) 
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études montrent l’importance de la concentration en HA et également en HAase pour 

obtenir ce phénomène d’inhibition.  

Différentes hypothèses ont alors été émises pour tenter d’expliquer ce 

phénomène atypique observé uniquement lorsque la force ionique du milieu est très 

faible. Les phénomènes d’exclusion et d’inhibition par excès de substrat ne permettent 

pas de tenir compte des différences observées lors des changements de force ionique. 

Tenir compte de la viscosité de la solution importante dans le cas de HA natif, en 

raison de masses molaires très importantes, n’explique pas correctement l’ensemble 

des résultats (Astériou, 2002). Pour expliquer ce phénomène atypique, il a été 

nécessaire de considérer un phénomène où sont impliqués la force ionique, la 

concentration en HA ainsi que la concentration en HAase. 

 

 IV.C.2. Complexation non-spécifique HA-HAase 

 

Notre équipe de recherche a alors émis l’hypothèse de la formation de 

complexes électrostatiques, non-spécifiques entre le HA et la HAase, complexe du 

type polysaccharide-protéine (Tranchepain, 2004 ; Lenormand, 2007). Le terme 

« non-spécifique » permet de préciser qu’il ne s’agit pas d’un complexe enzyme-

substrat et que le site actif de l’enzyme n’intervient pas. 

Une protéine modèle, l’albumine de sérum bovin (BSA) a été choisie pour 

tester la capacité de complexation du HA avec des protéines. Une fois montré que la 

formation de complexes est possible, de la BSA est ajouté directement au milieu 

réactionnel (figure 22) pour observer l’impact de cet ajout sur la réaction d’hydrolyse 

enzymatique catalysée par la HAase. 
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L’effet de l’ajout de cette protéine est immédiat et permet une augmentation 

de la vitesse initiale de la réaction. Lorsque le HA se complexe à la BSA, l’enzyme 

devient libre dans le milieu réactionnel et peut à nouveau exercer son activité 

catalytique (Deschrevel et al., 2008). Des études plus détaillées du système HA-BSA-

HAase montrent l’importance du rapport de concentration de HA et de BSA sur 

l’hydrolyse enzymatique (Lenormand et al., 2009). 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 

 

 
 

 
FFiigguurree  2222 : Evolution de la concentration en extrémités réductrices N-acétyl-glucosamine en 

fonction du temps de réaction. Ajout à 50 min de BSA à 2g.L-1. 
    [[HHAA]]  ==  00,,7733gg..LL--11  ;;  [[HHAAaassee]]  ==  00,,55gg..LL--11  ;;  ppHH  ==  44,,8855  ((DDeesscchhrreevveell  eett  aall..,,22000088)) 

FFiigguurree  2233 : Superposition de BSA-dépendances à différentes concentrations en HA 
          [[HHAAaassee]]  ==  00,,55  gg..LL--11  ;;  ppHH  ==  44  ((LLeennoorrmmaanndd  eett  aall..,,  22000099)) 
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Il est possible d’observer sur la figure 23 que pour chaque substrat-

dépendance, il existe un rapport de concentration HA sur BSA où la vitesse 

d’hydrolyse est maximale et donc la quantité d’enzyme libre est également maximale.  

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 
 
 
 

 

 
 

 
En traçant l’évolution des vitesses initiales en fonction des points 

correspondants aux rapports de concentrations en HA et en BSA optimaux, nous 

obtenons la figure 24 qui montre que le système HA/BSA/HAase est un système de 

type Michaëlis Menten. Cela signifie que le système HA/BSA/HAase se comporte 

comme un système enzymatique classique dès lors que nous considérons comme 

substrat le HA dans un même état de complexation avec la protéine. 

  

 IV.D. Etude enzymatique sur des HA modifiés 

 

Les applications les plus fréquentes des dérivés de HA étant dans le domaine 

médical, certaines études se sont penchées sur l’effet de la modification chimique du 

HA sur sa biodégradabilité via l’action de la HAase. La HAase utilisée pour ces tests est 

le plus souvent la HAase testiculaire bovine. Beaucoup étudient cet effet en analysant le 

produit final après incubation de quelques heures à plusieurs jours avec la HAase. 

Hirano et al. (2005) montrent par électrophorèse capillaire, qu’en présence de HAase, 
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Figure 24 : Substrat-dépendance de l’hydrolyse du HA catalysée par la HAase quand le 
substrat est du HA complexé avec de la BSA au taux de complexation optimal 
(Lenormand et al., 2009) 
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aucun produit n’a été obtenu à partir de substrat totalement méthylé. En revanche, le 

profil d’élution chromatographique du HA hydrolysé par Lui et Cui (1996) montre une 

dégradation partielle. Sall et al. (2007) démontre par la méthode de Reissig (1955) que 

la sensibilité à la HAase des gels de HA réticulés dépend du degré de réticulation. 

Zhong et al. (1994) ainsi que Mlcochova et al. (2007) suivent la cinétique de 

dégradation enzymatique. Zhong et al. (1994) observent une cinétique de dégradation 

d’autant plus lente que le taux de fonctions carboxyl estérifiées augmente. Mlocolhova 

et al. (2007) montrent que des éthers alkylés de HA sont complètement dégradés par la 

HAase, avec une cinétique de dégradation d’autant plus lente que le degré de 

substitution augmente.      

 

V. Les polymères associatifs 

 

Les polymères associatifs sont généralement des polymères amphiphiles. Dans 

notre cas, ils sont constitués d’un squelette macromoléculaire hydrophile sur lequel 

sont greffés des groupements très hydrophobes dont l’hydrophobie et la teneur 

influencent les propriétés associatives (figure 25). Ces groupements hydrophobes sont 

souvent des chaînons alkyle (Shalaby et al., 1991). En milieu aqueux, au delà d’une 

concentration d’agrégation critique, ces macromolécules vont donc s’associer pour 

former des agrégats. Ces polymères restent cependant hydrosolubles grâce à leur 

squelette hydrophile, c’est pourquoi le nombre de leurs applications (peintures, 

cosmétiques, composés pharmaceutiques, émulsifiants, stabilisants…) a fortement 

augmenté (Bock et al., 1988). 

 

 

 
 
 
 

 
 

 

Figure 25 : Représentation schématique d’un polymère associatif 
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V.A. Associations hydrophobes 

 

L’interaction entre l’eau et une substance hydrophobe, molécule généralement 

apolaire ou peu polaire, met en jeu une énergie correspondante à l’enthalpie libre de 

transfert ∆Gtr d’une petite molécule. D’après les lois thermodynamiques, nous avons : 

trtrtr STHG ∆−∆=∆  
 

Directement reliée à l’effet hydrophobe, l’interaction hydrophobe décrit la très 

forte interaction entre molécules non polaires en solution aqueuse (Thanford, 1980). 

La minimisation d’enthalpie libre correspond à une minimisation de la surface de 

contact entre les parties hydrophobes et l’eau. L’interaction entre deux segments 

hydrophobes est plus élevée que celle entre des molécules d’eau à l’état gazeux. 

L’interaction prépondérante en milieu aqueux entre deux parties hydrophobes n’est 

pas l’interaction de type Van der Waals mais est corrélée à une restructuration du 

réseau aqueux (∆S<0). L’interaction hydrophobe est donc une propriété induite par les 

propriétés du solvant. 

 
 

 V.B. Paramètres influençant l’établissement d’associations 

hydrophobes 

 

Le phénomène d’association qui existe dans le cas des polymères amphiphiles 

en solution aqueuse est provoqué par l’effet hydrophobe des segments apolaires qui 

ont tendance à l’agrégation avec expulsion des molécules d’eau qui les solvatent. Il a 

lieu soit entre macromolécules différentes (associations intermoléculaires) soit, au 

sein d’une même macromolécule (agrégations intramoléculaires). On obtient donc des 

solutions micro ou nano hétérogènes et les zones riches en groupements apolaires qui 

résultent de ces associations, sont considérés comme des micro ou nano domaines 

hydrophobes avec des tailles, des structures ou formes variées. De nombreux 

paramètres structuraux et physico-chimiques permettent de moduler ces interactions. 
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 V.B.1. La concentration en polymère 

 

D’une manière générale, dans une solution aqueuse fortement diluée, les 

associations hydrophobes de type intramoléculaires sont favorables, mais, avec 

l’augmentation de la concentration en polymère, les associations hydrophobes 

intermoléculaires tendent à apparaître. La concentration en polymère est donc la clé 

qui permet de favoriser les associations hydrophobes interchaînes (Shalaby et al., 

1991 ; Xie et al., 1996). Les polymères ayant une forte tendance à former des 

associations intermoléculaires peuvent mener à une très forte croissance de la 

viscosité de la solution lorsque la concentration en polymère augmente. A plus forte 

concentration, on peut observer la formation d’un gel. La figure 26 montre l’évolution 

de la viscosité en fonction de la concentration en polymère Cp. 

 

 

 

  

 

 
 
 
 
 
 
 

 
 

A partir d’une concentration critique en polymère, la viscosité de la solution 

du polymère associatif devient très supérieure à celle du polymère précurseur. En 

effet, au dessus de cette concentration critique, les chaînons hydrophobes s’associent 

en microdomaines ce qui créé un réseau réversible entre les chaînes. Les domaines 

hydrophobes sont constitués par la réunion des chaînes alkyles du polymère (Magny et 

al., 1992 ; Thuresson et al., 1994 ; Yekta et al., 1995 ; Simon et al., 2003). 

 

En régime dilué, la viscosité de la solution de polymère associatif peut être 

inférieure à celle du polymère précurseur. Ce phénomène est expliqué par la présence 

 

Figure 26 : Evolution de la viscosité en fonction de la concentration en polymère  
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de liaisons intramoléculaires qui entraînent une conformation plus compacte de la 

chaîne du polymère modifié. Il est à noter que, pour les polymères ayant une forte 

tendance pour les associations de type intrachaîne et pouvant conduire à la formation 

de polymères micelles constituées d’une simple chaîne macromoléculaire, la viscosité 

des solutions aqueuses est bien plus faible même pour des très fortes concentrations 

en polymère (Bock et al., 1988 ; Aubry et al., 1994). 

 

 V.B.2. La force ionique 

 

Pour les polymères neutres, une légère augmentation de la viscosité est 

observée lors de l’ajout de sel (McCormick et al., 1988 ; Picton, 1995). Les 

interactions hydrophobes sont en effet renforcées par les effets de " salting out " 

(diminution de la solubilité des chaînes hydrophobes en milieu salin). 

Dans le cas où la chaîne hydrophile est un polyélectrolyte, les associations 

hydrophobes rentrent en compétition avec les répulsions électrostatiques. Le 

comportement des solutions de polyélectrolytes associatifs est donc très influencé par 

un changement de force ionique. Le comportement en milieu salin résulte d’un 

équilibre entre l’écrantage des répulsions électrostatiques lié à l’augmentation de la 

force ionique conduisant à une contraction des chaînes de polymères, et un 

renforcement des liaisons hydrophobes de type inter et intramoléculaire. Ainsi, 

l’association des parties hydrophobes est favorisée par la baisse de la densité de 

charge de la chaîne de polyélectrolyte (Briggs et al., 1992 ;  Binana-Limbele et al., 

1993), l’élévation de la force ionique de la solution (Pfeiffer, 1990 ; Magny et al., 

1994), l’augmentation du caractère hydrophobe du polyélectrolyte, l’augmentation de 

la flexibilité du polyélectrolyte (Gouanvé et al., 2001). 

En milieu dilué, il est généralement observé une diminution de la viscosité 

lorsque la force ionique augmente. En milieu semi-dilué, la viscosité croît en fonction 

de la force ionique en raison de la création d’interactions intermoléculaires. 

Kawakami et al. (2006) arrivent aux mêmes résultats en utilisant une autre technique 

la spectrométrie de fluorescence. Ils ont observé une diminution du rapport I1/I3 du 

pyrène (intensité relative de la première et de la troisième bande de vibration) avec 

l’augmentation de la concentration en sel.  
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  V.B.3. Etude viscosimétrique 

 

 V.B.3.a. Rappel théorique 

 

La viscosimétrie tient une place importante dans l’étude hydrodynamique des 

solutions macromoléculaires (Rotureau et al., 2005). Elle est généralement étudiée en 

fonction des deux paramètres vus précédemment : la concentration en polymère et la 

force ionique du milieu. Elle est reconnue comme l’une des propriétés différenciant 

les composés macromoléculaires des autres molécules organiques. Dans une solution 

où les particules sont grandes par rapport aux molécules de solvant, l’écoulement de 

la suspension est perturbé. La présence de ces particules de grandes tailles provoque 

un accroissement de la viscosité par rapport au solvant pur (η-η0) et donc du temps 

d’écoulement de la solution (t-t0). Afin d’évaluer la perturbation liée aux particules, 

indépendamment du milieu dispersant, on définit les grandeurs suivantes :  
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 V.B.3.b. Détermination de la viscosité intrinsèque 

 

De nombreuses études viscosimétriques sont réalisées sur les polymères 

associatifs et plus particulièrement les polyélectrolytes hydrophobisés (Pelletier et al., 

2000 ; Simon et al., 2003 ; 2005 ; Rotureau et al., 2006 ; 2007 ; Venter et al., 2006 ; 

Souguir et al., 2007 ; 2009 ; Colinet et al., 2009). La détermination de la viscosité 

intrinsèque permet notamment d’identifier la nature intra et/ou intermoléculaire des 

interactions hydrophobes et ainsi de donner des informations sur l’organisation en 

solution des polyélectrolytes avant et après hydrophobisation. 
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Dans le cas des solutions diluées de polymères neutres ou de polyélectrolytes 

en présence de force ionique suffisante, la variation de la viscosité peut être exprimée 

par la relation d’Huggins (1942) :  

...][][ 2

0

0 ++==−
CpK

CpCp H
sp ηη

η
η

ηη
  

 
En extrapolant la droite obtenue à concentration nulle, il est possible d’obtenir 

la viscosité intrinsèque ainsi que la constante d’Huggins KH dépendant des 

interactions polymère-polymère et polymère-solvant.  

Dans le cas de polyélectrolytes, lorsque les analyses sont réalisées dans l’eau 

pure, la détermination de la viscosité intrinsèque n’est plus possible par cette 

représentation car dans ces conditions de mesure, il ne s’agit plus d’une droite. Ceci 

est dû à l’effet polyélectrolyte. Le comportement hydrodynamique des 

polyélectrolytes diffère de celui des polymères neutres. La viscosité réduite des 

polyélectrolytes augmente rapidement avec la dilution (Lin et al., 2000 ; Antonietti et 

al., 1997). L’origine de l’effet polyélectrolyte est attribuée à l’expansion des chaînes 

de polymères liée aux forces électrostatiques répulsives intramoléculaires (Nishida et 

al., 2001 ; Carvalho et al., 2003). Aux faibles concentrations en polyélectrolyte, les 

contre-ions forment un nuage diffus autour de la macromolécule. Les forces 

coulombiennes entre les charges portées par la chaîne étant très fortes, il s’ensuit une 

dilatation de la chaîne qui se traduit qualitativement par une augmentation de la 

viscosité réduite. 

Pour déterminer la viscosité intrinsèque, deux relations empiriques peuvent 

être utilisées, la relation de Fuoss (1948) et la relation de Fedors (1979). 

 La relation de Fuoss (1948) s’exprime de la manière suivante :  

CpB
Cp

sp

+=
][

1

ηη
  

la viscosité intrinsèque s’obtient par extrapolation de la droite représentant 

)( Cpf
Cp

sp

=
η

. 

B dépend de la constante diélectrique du solvant et de la force électrostatique entre 

segments. 

La relation de Fedors (1979) est obtenue par modification de la relation 

d’Eilers (1941) et s’exprime de la manière suivante :  
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Une droite est obtenue en traçant )
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. La pente est l’inverse de la 

viscosité intrinsèque. Cm est la concentration critique correspondant à un arrangement 

des sphères selon un réseau cubique centré. Pour les sphères dures, Cm a une valeur 

proche de 0,74 (Honek et al., 2004). 

 
 V.B.4. La température 

 

La formation des associations hydrophobes peut également dépendre de la 

température. Cependant l’effet de ce paramètre est difficile à prévoir et il semble 

dépendre du système étudié. Certaines études réalisées sur des dérivés hydrophobes 

d’acide polyacrylique et de copolymères de polyoxydes d’éthylène et de propylène 

(Padmanabha et al., 2005) ainsi que sur des dérivés de polyacrylate et polyacrylamide 

(Podhajecka et al., 2007) montrent que l’augmentation de la température favorise les 

associations hydrophobes. Ercelen et al. (2006) montrent que l’hydrophobisation du 

chitosane stabilise les interactions entre des vésicules mimant la membrane plasmique 

et le chitosane à des températures plus élevées. Dans d’autres cas, la diminution du 

nombre et de la durée de vie des associations hydrophobes est constaté lors d’études 

sur des dérivés de polyacrylamides (Volpart et al., 1998 a ). 

  

 V.B.5. La répartition des groupes hydrophobes 

 

La répartition des groupes hydrophobes le long de la chaîne de polymère a une 

grande importance sur les propriétés des polymères amphiphiles. Certaines études ont 

montré que la répartition des groupements hydrophobes en blocs (Hill et al., 1993 ; 

Volpert et al., 1998) favorise les propriétés associatives de manière plus marquée 

qu’une répartition statistique le long de la chaîne de polymère.  
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 V.C. Comportement en solution de HA hydrophobisés 

 

L’influence des paramètres vus précédemment a été étudiée dans le cas de 

solution de HA hydrophobisé. Les groupements hydrophobes ont été greffés sur la 

fonction carboxyle du HA (Pelletier et al., 2000 ;  Creuzet et al., 2006 ; Levasseur, 

2006) ainsi que sur les fonctions hydroxyle (Zhang et James, 2005 ; Mravec et al., 

2008 ; Chytil et Pekar, 2009). 

 Pelletier et al. (2000) ont immobilisé de longues chaînes alkyle à 12 et 18 

atomes de Carbone sur le HA et créent ainsi des dérivés amphiphiles dont le caractère 

hydrophobe a été mis en évidence en régime dilué par viscosité capillaire et par 

spectroscopie de fluorescence. Par rapport au polymère précurseur, des structures plus 

compactes sont obtenues par des interactions hydrophobes intramoléculaires. Ceci est 

indiqué par la diminution de la viscosité intrinsèque. Les liaisons hydrogène entre la 

fonction carboxyl et la fonction amide, rendant le HA plus rigide (Scott et al., 1997) 

disparaissent avec le greffage de chaînes alkyle et permettent des interactions 

hydrophobes de type intramoléculaires. Ces interactions sont renforcées en présence 

de NaCl. Creuzet et al. (2006) ont greffé des chaînes alkyle de 8 à 16 carbones sur des 

dérivés de HA modifiés avec de l’acide adipique. Un comportement associatif 

important est constaté à partir des chaînes alkyle décyle et dodécyle. Des analyses 

rhéologiques montrent qu’en présence de sel, un comportement de type gel est 

observé avec des jonctions liées aux interactions hydrophobes peu stables dépendant 

de la température et de la contrainte appliquée. L’influence de la concentration en sel 

est importante pour contrôler la balance entre les répulsions électrostatiques et les 

interactions hydrophobes. 

De nouveaux dérivés de HA synthétisés par une réaction de silylation (Zhang 

et James, 2005) permettent d’améliorer l’hydrophobie et améliorent sa solubilité dans 

les solvants organiques. Chytil et Pekar (2009) ont fait varier la masse molaire du HA 

précurseur, le degré de substitution ainsi que la longueur de la chaîne alkyle. L’étude 

des propriétés physico-chimiques des dérivés de HA de Chytil et Pekar (2009) montre 

une activité de surface pour tous les HA modifiés et leur auto association en agrégats 

de type micelle. Contrairement aux dérivés utilisant la fonction carboxyl, ces dérivés 

ont la même rigidité et la même conformation que le HA non modifié. En conservant 
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la fonction carboxyle intacte, les liaisons hydrogènes sont conservées. Les dérivés les 

plus substitués ont les conformations les plus compactes.   
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MATERIELS ET METHODES 
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I. Produits utilisés et préparation des solutions 
 

 I.A. Solutions mères de HA 
 

Deux lots de HA natif d’origine bactérienne (HTL Fougères) ont été utilisés 

pour produire les fragments utilisés au cours de ce travail. Le lot PH1096SO3 (Mw  = 

2,0 106 g.mol-1) a permis de produire les fragments de faibles masses molaires et le lot 

H1017 (Mw  = 2,1 106 g.mol-1) de produire les fragments de fortes masses molaires. 

Le HA natif  lyophilisé est conservé à -20°C. Il est pesé et rapidement mis en solution, 

à cause de sa grande hygroscopie, dans un volume d’eau Milli-Q adéquat pour que sa 

concentration massique soit de 10 g.L-1. Cette solution mère est placée sous agitation 

mécanique pendant plusieurs heures puis à 4°C pendant une nuit afin d’éliminer les 

bulles qui se sont formées au cours de la mise en solution. La solution mère est 

fractionnée et congelée à -20°C.     

 

 I.B. Solutions mères de HAase 
 

Deux produits différents contenant les enzymes étudiées ont servi à la 

réalisation de ce travail. La poudre de venin d’abeille lyophilisé (Sigma V3375, lot 

46H0399) contenant la HAase de venin d’abeille Apis mellifera (EC 3.2.1.35) a 

permis d’hydrolyser le HA natif et de produire les fragments de HA. La poudre 

lyophilisée contenant la HAase testiculaire bovine de type IV-S (EC 3.2.1.35) (Sigma 

H3884, lot 082K057) a permis de réaliser l’étude de l’hydrolyse enzymatique des 

fragments de HA estérifiés. Ces produits sont désignés par la suite sous le nom de 

HAase de venin d’abeille et HAase testiculaire bovine. Les poudres sont conservées à 

– 20°C. Des tests effectués sur des solutions d’enzyme conservées à 4°C ou à -20°C 

montrent que l’activité enzymatique est significativement modifiée à l’issue des 

stockages. La solution d’enzyme est donc préparée juste avant son utilisation en 

dissolvant la HAase dans l’eau Milli-Q. La solution obtenue est placée sous agitation 

magnétique. Selon les conditions de l’étude, le pH de la solution est ajusté avec une 

solution d’acide chlorhydrique (HCl) (Sigma H7020) ou avec une solution 
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d’hydroxyde de sodium (NaOH) (SDS 1040517).  Le pH-mètre utilisé  (Metrohm 

632) est muni d’une électrode de verre (Radiometer Analytical XC161). 

 I.C. Solutions mères de chlorure de sodium 
 

Certaines études ont nécessité la présence de chlorure de sodium (NaCl) ( 

Prolabo 27 810.295) afin d’imposer une force ionique au milieu. Pour ajuster la force 

ionique, des solutions mères de NaCl très concentrées sont préalablement préparées. 

Ces solutions sont conservées à 4°C.  

 

II. Protocole d’estérification des fragments de HA 
 

 Pour modifier chimiquement les fragments de HA, la réaction choisie est une 

réaction de substitution nucléophile bimoléculaire (SN2) faisant intervenir la 

macromolécule de HA et différents halogénoalcanes ayant des longueurs de chaîne 

alkyle variables. Les différentes étapes de la modification chimique sont résumées sur 

la figure suivante. 

  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

FFiigguurree  2277 : Représentation schématique des différentes étapes de l’estérification  
des fragments de HA.  
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Avant l’étape de synthèse proprement dite, le HA doit subir plusieurs étapes 

de préparation. Sous forme de hyaluronate de sodium (HACOONa), le HA subit une 

première étape d’acidification (HACOOH) sur une résine acide échangeuse de cations 

(Bayer Lewatit OC 1211) de capacité totale de 2 équivalents molaires par litre. 150 

mL de résine conditionnée sous forme acide  sont déposés sur un fritté (XX1504702) 

placé sur une fiole à vide. Après avoir substitué les ions sodium par des protons, le 

HA est ensuite neutralisé par une solution aqueuse de base forte, l’hydroxyde de 

tétrabutylammonium (TBA-OH) (Sigma-Aldrich 17878-0) à 40% massique. Le 

hyaluronate de tétrabutylammonium (HATBA) est congelé puis lyophilisé. 

Concernant l’étape de synthèse,  le HATBA, désigné comme nucléophile,  est 

dissous dans du diméthylformamide (DMF) à une concentration de 30 g.L-1. Selon le 

taux d’estérification souhaité,  une certaine quantité de l’halogénoalcane choisi est 

ensuite ajoutée. Le processus de substitution greffe la chaîne alkyle sur le nucléophile, 

le groupe partant étant l’halogénure. La réaction s’effectue sous hotte en réacteur 

double enveloppe fermé, thermorégulé à 60°C pendant 24h sous agitation magnétique. 

La solution est ensuite dialysée (Spectra/Por MWCO 6000-8000)  contre une solution 

de NaCl de 0,2 mol.L-1 pendant deux jours, de façon à remplacer les ions TBA+ par 

les ions Na+, puis contre de l’eau Milli-Q jusqu’à ce que l’eau de dialyse ait une 

conductivité inférieure à 3 µS.cm-1. La solution est finalement congelée puis 

lyophilisée.  

 

III. Caractérisation chimique et physico-chimique d u 

HA et de ses esters 

 

 III.A. Spectroscopie infrarouge (IR) 

 

Cette technique d’analyse est utilisée pour suivre la modification chimique des 

fragments de HA permettant de produire des esters de HA.  

 

 III.A.1. Principe 

 

Dans les molécules organiques, les atomes sont liés entre eux par des énergies 

de liaisons caractéristiques de chaque type de liaison. Ces énergies sont sensibles aux 
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radiations électromagnétiques qui vont provoquer des mouvements entre les atomes et 

entraîner des vibrations dans la molécule : déformation, rotation, étirement ce qui 

traduira une absorption de l’énergie reçue. Le domaine IR où s’effectuent les analyses 

est l’IR moyen, de longueurs d’onde comprises entre 2,5 et 25 µm ce qui correspond à 

des nombres d’ondes compris entre 4000 et 400 cm-1. Ces radiations sont absorbées 

par la molécule en tant qu’énergie de vibration moléculaire et ces absorptions sont 

quantifiées. La vibration des liens polarisés induit des bandes intenses, contrairement 

aux liens non polarisés qui sont peu ou pas visibles. La lumière est réfléchie selon les 

lois classiques de l’optique géométrique.  

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

La figure 28 présente le mode de réflexion utilisé pour les analyses : le mode 

ATR (Attenuated Total Reflexion). Le phénomène de réflexion est perturbé par 

l’existence d’une onde transversale appelée « onde évanescente » qui pénètre de 

quelques micromètres dans l’échantillon qui se trouve en contact avec le cristal dans 

lequel se produit la réflexion interne. Lorsque l’échantillon absorbe la lumière, une 

partie de l’énergie lumineuse est retenue par celui-ci et la réflexion totale est atténuée. 

Ce système permet d’analyser l’échantillon tel qu’il est sans conditionnement 

préalable.  

 

 III.A.2. Protocole 

 

L’appareil utilisé est un spectrophotomètre à transformée de Fourrier (Perkin 

Elmer, 2000 FT-IR). Une petite quantité de HA lyophilisé est placé directement sur le 

cristal de germanium. Les paramètres choisis sont une résolution de 8 cm-1 et une 

accumulation de 64 spectres. Les spectres sont traités par le logiciel OMNICE 5.1.   
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250 nm - 750 nm
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Cristal

Source IR Détecteur IR
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250 nm - 750 nm
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FFiigguurree  2288 : Représentation schématique du principe de la réflexion totale atténuée en 
spectrophotométrie infrarouge  
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 III.B. Résonance Magnétique Nucléaire du proton (RMN) 

 

Cette technique a été utilisée pour déterminer le taux d’estérification des 

fragments de HA estérifiés. 

 

 III.B.1. Principe 

 

La résonance magnétique est une technique de spectroscopie applicable aux 

particules ou ensemble de particules atomiques ayant un spin non nul. Lorsque les 

noyaux de ces particules sont placés dans le champ magnétique d’un aimant très 

puissant, ils peuvent s’orienter dans ce champ soit dans le même sens que celui-ci soit 

dans le sens contraire avec une différence d’énergie. Le principe de résonance est le 

suivant : lorsqu’un noyau possédant un moment magnétique est situé dans un champ 

magnétique fixe et est soumis à une excitation magnétique périodique, son 

comportement est influencé par celle-ci à une fréquence bien déterminée. Ce 

comportement se manifeste par des effets de résonance nucléaire que l’on peut 

mesurer et dont la courbe de variation en fonction de la fréquence d’excitation est 

appelée raie de résonance. 

 

 III.B.2. Protocole 

   

L’appareil utilisé un Brucker Advance 300 MHz. 5mg de HA lyophilisé sont 

mis en solution dans 1 mL de D2O (Merck S4027028) et pour chacun il a été effectué 

une accumulation de 64 spectres, soit un temps d’acquisition de 8 minutes. Ces 

spectres sont ensuite traités informatiquement avec le logiciel 1D WINNMR.  

 

 III.C. Dosage conductimétrique 

 

Les taux d’estérification des fragments de HA méthylés ont été déterminés 

selon la méthode d’Eyler (Eyler, 1947). Les dosages acido-basiques sont suivis à 

l’aide d’un conductimètre Radiomètre CD810 (Tacussel). 15 mg de HA estérifié sont 

dissout dans 50 mL d’eau Milli-Q. 46,5 mL de cette solution sont introduits dans un 

réacteur thermorégulé à 25°C et maintenus sous agitation magnétique et sous flux 
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d’azote constant. Dans ce réacteur est également ajouté 0,5 mL de solution de NaOH 

à 0,1 mol.L-1 rendant le milieu basique et permettant d’avoir toutes les fonctions 

carboxyl sous forme carboxylate. Le dosage s’effectue par ajouts successifs de 

volumes constants de 200 µL de solution de HCl 10-2 mol.L-1.  

Le dosage est répété deux fois afin de vérifier la reproductibilité des mesures. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La partie 1 correspond à la neutralisation de l’excès de soude, la partie 2 au 

dosage des fonctions carboxylate et enfin la partie 3 à l’excès de HCl.  

Les intersections des trois droites obtenues permettent de déterminer le volume 

d’acide ∆V = V
2
-V

1 
nécessaire à la neutralisation des fonctions carboxylate et ainsi de 

calculer le nombre de moles de fonction carboxylate : nCOO
- = CHCl x ∆V 

( )( )dissCOO

COOdiss

MMnm

nM
T

−+
×=

−

−

1

 

 
Avec  T : taux d’estérification 
m : la masse de HA estérifié à doser 
Mdiss : masse molaire d’une unité dissacharidique de HA non estérifié (401 g.mol-1) 
M1 : masse molaire d’une unité dissacharidique de HA estérifié 
 

 

FFiigguurree  2299 : Courbe de dosage conductimétrique de pullulane effectuée à 25°C.  
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III.D. Analyse par couplage SEC ou AF4/MALLS 

 
 III.D.1. Chromatographie d’exclusion stérique (SEC) 

 

 III.D.1.a. Principe 

 

La chromatographie d’exclusion stérique est une technique basée sur la 

séparation de macromolécules en fonction de leurs tailles. La phase stationnaire est 

constituée d’un gel de polymère réticulé et gonflé présentant des pores de taille 

variables. Les macromolécules qui migrent dans ce gel avec l’éluant vont être plus ou 

moins retenues en fonction de leurs dimensions ou volumes hydrodynamiques (VH). 

Les plus volumineuses n’ayant pas accès aux pores, seront éluées rapidement alors 

que les molécules de taille plus petites seront retardées par le plus grand volume offert 

par les pores. Une détection appropriée (réfractomètre différentiel, UV, MALLS…) 

permet alors de visualiser et/ou de quantifier le fractionnement. Cette technique est 

donc basée sur les seuls effets stériques et le polymère doit être inerte vis-à-vis de la 

phase stationnaire, car toute interaction de nature chimique ou physique fausse la 

mesure du volume d’élution et peut endommager la colonne. 

 III.D.1.b. Appareillage 
 

Le dispositif expérimental comporte un dégazeur (ERC-413), une pompe (LC 

10 AI Shimadzu) à un débit de 0,5 ml.min-1, un préfiltre de porosité 0,45 µm, une 

vanne d’injection Rhéodyne (boucle d’injection 100 µL), deux colonnes TSK-gel 

PWxl G2500-G4000 (Interchim). Ce dispositif comprend également un réservoir 

d’éluant LiNO3 0,1 mol.L-1. 

 

 III.D.2. Fractionnement par flux force flux croisé (AF4) 

 

 III.D.2.a. Principe 

 

Le système de fractionnement flux force, tout comme la chromatographie 

d’exclusion stérique, est une technique qui permet de séparer les macromolécules en 

fonction de leur taille ou volume hydrodynamique.  
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Comme le montre la figure 30, la séparation s’effectue dans un canal fin dans 

lequel il y a une fuite d’éluant qui crée un champ de force transversale. Le flux 

laminaire transporte l’échantillon le long du canal. Le champ de force est appliqué 

perpendiculairement au sens d’écoulement et permet ainsi la séparation.  

Le système que nous utilisons est une séparation AF4 car la forme du canal 

d’écoulement est asymétrique. Dans ce cas, la séparation s’effectue en trois phases : la 

phase d’injection où le champ de force est appliqué, la phase de relaxation où les 

molécules sont poussées vers la membrane tout en étant maintenues dans la zone 

d’injection induisant une séparation verticale des molécules selon un gradient de 

taille, et la phase d’élution où le flux laminaire présentant un profil de vitesse 

parabolique est actif et le champ de force transversal est réduit. Les petites molécules 

se situant dans la zone où la vitesse d’élution est la plus importante seront éluées en 

premier. 

 

 III.D.2.b. Appareillage 

 

Le dispositif de séparation est le modèle Wyatt Eclipse 3 équipé d’une vanne 

d’injection Rhéodyne (boucle d’injection 100 µL). Les dimensions du canal sont 30 

cm de long, 4 cm de large et 250 µm d’épaisseur. La membrane est constituée de 

cellulose (Nadir Reg) avec un seuil de coupure de 10 000 g.mol-1. Le flux laminaire 

est régulé par une pompe LC 10 AI Shimadzu. Tout ceci est piloté par le logiciel 

Wyatt Eclipse 3 correspondant.  

Afin de pouvoir comparer nos systèmes, nous avons réalisé le programme 

présenté dans le tableau suivant 

 

 

FFiigguurree  3300 : Représentation schématique du principe de la séparation en 
fractionnement flux force. 
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 III.D.3. Diffusion statique de la lumière 

 

La diffusion de la lumière est une technique particulièrement adaptée pour la 

caractérisation des polymères en solution diluée. Elle permet d’accéder à la masse 

molaire moyenne en masse, mais renseigne également sur la forme et la dimension 

des chaînes. Schématiquement, lorsque la lumière interagit avec la matière, il y a 

établissement d’un dipôle électrique temporaire. Le dipôle oscille à la fréquence 

incidente et réémet ainsi la lumière dans différentes directions de l’espace. Nous nous 

intéresserons ici uniquement au cas où la lumière ainsi émise possède la même 

fréquence que la lumière incidente. 

 
Rappel théorique :  
 

Une macromolécule, d’une solution suffisamment diluée pour qu’elle puisse 

être considérée comme isolée, diffuse dans toutes les directions de l’espace lorsqu’elle 

est soumise à un rayonnement lumineux. Par la prise en compte de la dépendance 

spatiale de l’intensité de lumière diffusée I(θ,r), la diffusion élastique permet la 

détermination des propriétés statiques des macromolécules telles que la masse molaire 

moyenne en masse (Mw ), le second coefficient du viriel (A
2
) ou encore le rayon de 

giration moyen (Rg) (cf. figure VI-6). 

 

Start time Duration  Mode X Start X End 
0.00 3.00 Elu 0.00 0.00 
3.00 1.00 Elu 0.10 0.10 
4.00 3.00 Elu 1.10 1.10 
7.00 1.00 Foc   

8.00 2.00 Foc+Inj   

10.00 3.00 Foc   

13.00 3.00 Elu 1.10 1.10 
16.00 10.00 Elu 1.10 0.10 
26.00 3.00 Elu 0.10 0.10 
29.00 10.00 Elu 0.10 0.00 
39.00 10.00 Elu+Inj 0.00 0.00 
Detector Flow: 1.00  
Focus Flow: 2.20  
Inject Flow: 0.20 

TTaabblleeaauu  11 : Programmation des flux utilisés pour l’analyse de fragments de HA  
précurseur et esterifiés. 
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L’intensité diffusée est en fait la somme de l’intensité diffusée par le solvant et 

par le polymère, soit : 

 
 On définit le rapport de Rayleigh, paramètre indépendant de la distance de 

mesure de l’intensité diffusée : 

 

Avec I
0 
: intensité du faisceau incident et r : distance d’observation  

Dans les conditions précédemment définies, le rapport de Rayleigh s’écrit : 

 

 
 
Avec n

0 
: indice de réfraction du solvant  

λ
0 
: longueur d’onde du faisceau incident 

N
a 
: nombre d’Avogadro  

Cp : concentration en polymère  

dn/dc : incrément d’indice de réfraction du polymère  

Mw
 
: masse molaire moyenne en poids du polymère. 

En absence de contribution horizontale à l’intensité diffusée et en considérant 

la présence d’interactions entre les molécules dissoutes (propriétés thermodynamiques 

de la solution), la théorie des fluctuations permet d’exprimer les caractéristiques des 

macromolécules. La relation donnant le rapport de Rayleigh s’écrit alors : 

 

FFiigguurree  3311 : Représentation schématique du principe de la diffusion de la lumière 
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Avec A

2 
et A

3 
les second et troisième coefficients du Viriel  

On simplifie cette expression en intégrant les paramètres fixes dans une constante, 

ainsi : 

 

A dilution infinie, le terme en A
3 

du développement du Viriel est négligeable et cette 

relation permet donc d’accéder à Mw
 
et A

2
.  

Cette relation n’est valable que dans la mesure où les macromolécules 

diffusantes sont optiquement isotropes, c’est à dire lorsque leurs dimensions sont 

négligeables devant la longueur d’onde incidente (en pratique Rgz < λ0/20). Les 

macromolécules ne diffusant pas la lumière symétriquement dans toutes les directions 

de l’espace, il faut introduire un facteur correctif, appelé aussi facteur de forme P(θ) : 

pour un angle θ quelconque, le rapport de Rayleigh est réduit, par rapport à sa valeur 

théorique, du facteur de forme défini par :  

 

 
 
Ainsi l’expression générale devient :  
 

 
 
Pour de faibles valeurs deθ, 1/P(θ) peut s’écrire : 

 

2 
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On obtient ainsi la relation générale de la diffusion de lumière 

 
Ainsi, en traçant la fonction :  
 

 

 
 

k étant une constante arbitraire, on obtient le diagramme de Zimm (1956) (figure 32). 

Une double extrapolation à concentration et à angle nuls permet d’accéder aux 

grandeurs Mw , A
2 
et Rgz. 

Matériels :  
 

Les mesures de diffusion de la lumière ont été réalisées avec un 

spectrophotomètre DAWN EOS (Wyatt Technology corp., Santa Barbara, Californie, 

Etats Unis). Ce système, équipé d’une source laser GaAs 30 mW (λ
0
=690 nm) et 

d’une cellule K5 de 50 µL, permet de mesurer simultanément l’intensité diffusée à 18 

angles différents (diffusion de la lumière multi-angles-MALLS), dont 15 sont 

accessibles en milieu aqueux (compris entre 14 et 160°) grâce à des photodiodes 

installées à des angles fixes. Une valeur de dn/dc de 0,150 ml.g
-1 

a été utilisée pour tous 

nos échantillons.  

FFiigguurree  3322 : Représentation du diagramme de Zimm (1956) 
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 III.D.4. Couplage SEC ou AF4/MALLS 

 

Le spectrophotomètre DAWN EOS-MALLS, lié par une fibre optique (angle 

N° 11-110°) à un module de diffusion de la lumière quasi-élastique (QELS Wyatt) est 

placé en sortie des dispositifs SEC ou AF4 décrits précédemment, suivi d’un détecteur 

réfractométrique différentiel RID 10A Shimadzu (DRI).  

La triple détection permet de déterminer en continu, pour chaque volume 

d’élution, la masse molaire, le rayon de giration (si Rg>30 nm), le rayon 

hydrodynamique et la concentration de chaque fraction de polymère séparée dans les 

colonnes chromatographiques ou par le fractionnement par flux force. L’ensemble des 

acquisitions est collecté et exploité par le logiciel Astra 5. La masse molaire d’une 

espèce isomoléculaire de faible concentration est obtenue à tout moment par la droite 

d’exploitation à angle nul du diagramme de Zimm (Zimm, 1956), grâce aux 

photodiodes détectant simultanément l’intensité diffusée aux différents angles 

compris entre 14° et 160°. La pente de cette droite permet d’accéder au rayon de 

giration quand la diffusion est anisotrope (Rg > λ/20). Il est possible d’atteindre les 

masses molaires moyennes en nombre et en poids ainsi que l’indice de 

polymolécularité de l’échantillon en intégrant la totalité du signal.  

Cette technique de couplage permet donc de s’affranchir d’un étalonnage et 

d’obtenir des masses molaires absolues en ne connaissant que l’incrément d’indice de 

réfraction dn/dc. 

 

 III.D.5. Préparation des solutions 

 

Les solutions sont préparées en dissolvant les fragments de HA précurseurs et 

estérifiés dans l’éluant LiNO3 0,1 mol.L-1. Elles sont par la suite agitées doucement 

pendant 24h avant analyse. Toutes les solutions sont préalablement filtrées sur filtre 

0,45 µm. En analyse par couplage SEC/MALLS, les concentrations sont de 1 g.L-1 

pour les fragments de faibles masses molaires et de 0,5 g.L-1 pour les fragments de 

fortes masses molaires. En analyse par couplage AF4/MALLS, les concentrations sont 

de 0,75 g.L-1.  
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 III.E. Analyse par spectrométrie de masse 

 III.E.1. Electrospray 

 

La spectrométrie de masse en mode électrospray peut s’appliquer à la 

détermination de la masse molaire des courts fragments de polysaccharides et à 

l’évaluation de leur pureté.   

 

 III.E.1.a. Principe 

 

Un échantillon est introduit dans un capillaire placé dans un champ électrique. 

Le champ électrique intense appliqué à la sortie du capillaire provoque la formation 

d’un nuage de gouttelettes chargées qui traversent simultanément un gradient de 

champ électrique et un gradient de pression dans la direction de l’analyseur du 

spectromètre de masse. Pendant ce transport, la taille des gouttelettes diminue par 

évaporation du solvant due à des explosions « coulombiennes » successives (divisions 

spontanées de la gouttelette chargée, provoquées par une charge surfacique très 

élevée) (figure 33). 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

L’application d’une pression à l’entrée du capillaire peut faciliter la 

nébulisation, suivant le débit utilisé et la composition du solvant (Whitehouse et al., 

1985). De plus, un flux de gaz (de l’azote en général) est appliqué à l’interface du 

capillaire pour aider à l’évaporation du solvant. Les ions formés sous pression 

 

FFiigguurree  3333 : Représentation schématique du principe du processus de l’électrospray 
(Gaskell et al., 1997) 
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atmosphérique sont alors canalisés par un ensemble d’échantillonneurs, c’est-à-dire 

un ensemble d’orifices sous pompage, vers l’analyseur où règne un vide poussé. Les 

ions formés en mode positif sont des espèces le plus souvent multiprotonées. 

Les spectres présentent généralement un ensemble de pics correspondant aux 

ions multichargés de type [M+nH]n+ où M est la masse molaire de la molécule 

analysée, n, le nombre de charges portées par cette molécule ionisée et H, le proton 

parfois remplacé par un autre cation. L’appareil utilisé est une source ESI (Esquire 

LC, Brucker Daltonics). 

   

 III.E.1.b. Protocole 

 

Les solutions à analyser sont des milieux réactionnels prélevés en fin 

d’hydrolyse enzymatique catalysée par la HAase testiculaire bovine. 2 µL de milieu 

réactionnel sont prélevés et ajoutés à un mélange de 100 µL d’eau Milli-Q et 100 µL 

de méthanol.  

 

III.E.2. MALDI-TOF 

 
 III.E.2.a. Principe 

 

Il s’agit de la désorption-ionisation laser assistée par matrice (MALDI). Un 

faisceau laser (laser azote, λ 337 nm, impulsion 4 ns) vient frapper une matrice 

approprié contenant la molécule à analyser afin d’ioniser le mélange 

matrice/échantillon cocristallisé sur une surface métallique la cible. Les molécules de 

matrice absorbent l'énergie transmise par le laser sous forme de photons UV, 

s'excitent et s'ionisent. L'énergie absorbée par la matrice provoque sa dissociation et 

son passage en phase gazeuse. Les molécules de matrice ionisées transfèrent leur 

charge à l'échantillon. L'expansion de la matrice entraîne l'échantillon au sein de la 

phase gazeuse dense où il va finir de s'ioniser. 

L'ionisation de l'échantillon a donc lieu soit dans la phase solide avant la 

désorption, soit par transfert de charge lors de collisions avec la matrice excitée après 

désorption. Elle conduit à la formation d'ions monochargés et multichargés de type 

[M+nH]n+, avec une nette prépondérance pour les monochargés (figure 8). L’appareil 

utilisé est un tofSpec E (Micromass, Manchester) 
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Cette technique est complétée par un analyseur à temps de vol (MALDI-TOF) 

qui consiste à mesurer le temps que met un ion, accéléré préalablement par une 

tension, à parcourir une distance donnée. Le rapport masse sur charge (m/z) est 

directement mesurable à partir du temps de vol.  

 

 III.E.2.b. Protocole 

 

Les solutions analysées sont des prélèvements effectués en fin d’hydrolyse 

enzymatique catalysée par la HAase testiculaire bovine. 

La matrice utilisée est préparée à partir de 2,5 mg d’acide 2,5-

dihydroxybenzoïque (DHB) (sigma G 5254) dissous dans 175 µL d’eau Milli-Q 

(qualité HPLC, Carlo Erba France) et 75 µL d’acétonitrile (qualité HPLC, Carlo Erba 

France). Un mélange de 2 µL de prélèvement et de 2 µL de matrice est déposé sur une 

cible en acier et cristallisé sous vide.  

Le mélange utilisé pour la calibration en mode réflectron est composé de 

leucine-enképhaline de neurotensine, du fragment 18-39 de l’ACTH (Adréno Cortico 

Trophic Hormone) et d’insuline (Sigma-aldrich). Chaque composé, dont la masse 

molaire est connue, a une concentration de 1 µmol.L-1. 

 

 

 
 

 
FFiigguurree  3344 : Représentation schématique du principe du processus de MALDI  
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 III.F. Analyse viscosimétrique 

 

 III.F.1. Principe du viscosimètre de type couette 

 

Les mesures ont été effectuées sur un viscosimètre de type Couette (LowShear 

30 - Contraves) composé de deux cylindres coaxiaux entre lesquels est disposée la 

solution. Le cylindre extérieur (godet), thermostaté, tourne de façon uniforme avec 

une vitesse angulaire (gradient de cisaillement) fixée au préalable. L'appareil mesure 

alors la valeur du couple résistant nécessaire pour maintenir immobile le cylindre 

intérieur qui tend à être entraîné par les forces de frottement. Ce couple est 

directement relié à la viscosité apparente de la solution par la formule suivante : 








 −
=

2
1

2
2

2
1

2
2

28 rr

rr

LN

C

π
η  

 

 Avec η = viscosité apparente [Pa.s]; L = la longueur du cylindre immergée dans le 

liquide; 

N = le nombre de tours par unité de temps du cylindre extérieur. 

 
La géométrie utilisée a les dimensions suivantes (r1=5,5 mm, r2=6 mm et L=20 

mm) (figure 35) : 

 

 

 

 
 

FFiigguurree  3355 : Représentation schématique d’un viscosimètre de type couette.  
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 III.F.2. Protocole 

 

Les analyses sont effectuées à deux températures différentes (25°C et 37°C) 

régulées au moyen d’un bain thermostaté. Les mesures ont été effectuées, après 

environ 5 minutes de thermostatation, sur le plateau newtonien. Avant chaque mesure, 

la géométrie ainsi que le godet sont rincés à l'eau Milli-Q filtrée sur 0,45 µm. Les 

solutions de fragments de HA estérifiés ou non sont préparées et agitées pendant 24h 

avant analyse. Le pH de ces solutions est ajusté à 4 par addition de HCl 0,1 mol.L-1. 

 III.G. Analyse par spectrophotométrie de fluorescence 
 

Cette technique permet de déterminer la présence de microdomaines 

hydrophobes dans les solutions de fragments de HA estérifiés en étudiant le spectre 

d’émission du pyrène. 

 

 III.G.1. Principe 

 

En spectroscopie de fluorescence, les espèces sont tout d'abord excitées de leur 

état fondamental vers un des nombreux niveaux vibrationnels des niveaux 

électroniques, par absorption d'un photon. Les collisions avec les autres molécules 

induisent une perte d'énergie vibrationnelle pour la molécule excitée, jusqu'à atteindre 

le niveau vibrationnel le plus bas de l'état électronique excité. 

La molécule se relaxe ensuite dans un des états vibrationnels de l'état fondamental en 

émettant un photon. Lors de ce processus, les photons acquièrent différentes énergies, 

et par conséquent différentes fréquences. Par analyse de ces fréquences en 

spectroscopie de fluorescence, les différents niveaux de vibration peuvent être 

déterminés. Les différentes fréquences de lumière fluorescente émise par l'échantillon 

sont mesurées avec une lumière excitée gardée à longueur d'onde constante. Ceci 

permet d’obtenir le spectre d’émission de la molécule par l'enregistrement de la 

somme de la lumière de fluorescence émise à toutes les fréquences comme fonction 

de la fréquence d'une lumière incidente monochromatique. L’appareil utilisé est un 

spectrophotomètre fluoromax-4 (Horiba Jobin Yvon) 
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 III.G.2. Protocole 

 

Une solution de pyrène de concentration 10-3 mol.L-1 est tout d’abord préparée 

dans l’acétone. 10 µL de solution sont placés dans un flacon pour évaporer l’acétone. 

10 mL d’eau Milli-Q sont ensuite ajoutés permettant d’obtenir une solution de pyrène 

dans l’eau à une concentration de 10-6 mol.L-1. Le spectre d’émission du pyrène dans 

l’eau est réalisé dans les conditions suivantes :  

Excitation 332 nm ; fente 1,5 

Emission 350-450 nm ; fente 1,5 

Le spectre d’une solution  de pyrène dans l’eau nous montre les 5 pics caractéristiques 

du pyrène (figure 36). 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 

 

 

Qualitativement, le rapport d’intensité des pics 1 et 3 (I1/I3) peut être utilisé 

comme une mesure de l’étendue des interactions entre les dipôles et les états excités 

singulets du pyrène. Lorsque la solubilité du pyrène est la plus faible, la valeur 

théorique du rapport est de 2 (Kalyanasundaram and Thomas 1977).  

Des solutions de HA précurseurs et estérifiés, à différentes concentrations, 

sont préparées et agitées magnétiquement pendant 24h avant analyse en ajoutant du 

pyrène.  
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FFiigguurree  3366 : Spectre d’émission du pyrène dans l’eau Milli-Q  

I1 
372 nm 

I3 
383 nm 
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IV. Méthode d’étude de l’hydrolyse enzymatique 
 

Les cinétiques d’hydrolyse du HA catalysée par la HAase sont suivies par 

deux méthodes : le dosage colorimétrique des extrémités réductrices N-

acétylglucosamine (GlcNAc) et la chromatographie d’exclusion stérique avec 

détection réfractométrique (SEC/DRI). Les cinétiques sont suivies au minimum 

pendant trois heures et une douzaine de  prélèvements sont effectués afin d’obtenir 

une grande précision sur la vitesse initiale d’hydrolyse, ainsi que des informations sur 

l’allure de la cinétique dans son ensemble. 

 

 IV.A. Dosage des extrémités réductrices N-acétylglucosamine 

 

 IV.A.1. Préparation du milieu réactionnel 

 

Les réactions d’hydrolyse enzymatique du HA catalysées par la HAase se 

déroulent dans des réacteurs en verre munis d’une double paroi et thermostatés à 37°C 

par circulation d’eau. 

Une solution de HA de concentration souhaitée est préparée par dilution de la 

solution mère de HA dans de l’eau Milli-Q. Un certain volume de solution mère de 

NaCl est ajouté pour obtenir une concentration de 0,15 mol.L-1 dans le milieu 

réactionnel. Le pH de chaque solution est ajusté avec de l’acide chlorhydrique (Sigma 

H 7020) ou de l’hydroxyde de potassium (Merck 1.05033.0500) à différentes dilutions 

selon le pH que nous souhaitons obtenir, en utilisant un pH-mètre (Metrohm 632) 

équipé d’une électrode de verre (Radiometer Analytical; XC161). Ensuite, la solution 

diluée de HA est placée sous agitation magnétique (450 tours par minute) dans un 

réacteur thermostaté à 37°C, pendant une durée minimale de dix minutes. Le 

chronomètre est déclenché lorsqu’un aliquot de la solution concentrée d’enzyme 

ajustée au pH voulu est introduit, marquant ainsi le début de la cinétique. 

 

 IV.A.2. Protocole 

 

Cette méthode, basée sur la réaction de Morgan-Elson (1933), autorise le suivi 

de la réaction d’hydrolyse du HA catalysée par la HAase en quantifiant, via une 
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intensité de coloration, les extrémités réductrices GlcNAc libérées après hydrolyse du 

HA dans le milieu réactionnel (Reissig et al., 1955). Le tétraborate de potassium et le 

diméthylaminobenzaldéhyde (DMAB) en sont les réactifs. 100 mL de solution de 

tétraborate de potassium à 0,8 mol.L-1 s’obtiennent en dissolvant 4,94 g d’acide 

borique (Sigma B-7660) et 1,98 g d’hydroxyde de potassium (Prolabo 26 657.298) 

dans de l’eau. Cette solution se conserve 15 jours à 4°C. Une solution mère de DMAB 

à 100 g.L-1 est obtenue à partir de 5 g de DMAB (Sigma D-8904) dissous dans 6,25 

mL d’acide chlorhydrique à 12 mol.L-1 (Sigma H-7020) et complétée à 50 mL avec de 

l’acide acétique glacial (Sigma A 6283). Cette solution se conserve 1 mois à 4°C. 

Environ 15 minutes avant d’être utilisée, cette solution mère est diluée au 1/10ème dans 

de l’acide acétique glacial, donnant la solution fille. Celle-ci se dégrade rapidement à 

température ambiante. 

Le dosage s’effectue en prélevant un échantillon de 200 µL du milieu 

réactionnel et en le plaçant dans un tube à essai en verre contenant 50 µL de 

tétraborate de potassium. Le tube est alors agité 5 secondes à l’aide d’un vortex, puis 

placé exactement 3 minutes dans un bain-marie à 100°C, et enfin ramené à 

température ambiante par immersion dans de l’eau froide au moins 20 minutes. 1,5 

mL de la solution fille de DMAB sont alors ajoutés. Le tube est agité au vortex 

pendant 5 secondes et placé à 37°C pendant 15 minutes. La solution est ensuite placée 

dans une cuve spectrophotométrique jetable, en plastique, de 1 cm de trajet optique et 

un spectre d’absorbance est réalisé entre 400 et 700 nm pour chaque échantillon traité. 

L’absorbance est lue, avec comme référence de l’eau, à l’aide d’un spectrophotomètre 

UV / visible (KONTRON, UVIKON 860) relié par une interface à un micro-

ordinateur permettant la sauvegarde des données et leur traitement ultérieur. 

Au cours du dosage, l’ajout de tétraborate de potassium amène l’échantillon à 

un pH alcalin (proche de 9), ce qui stoppe la réaction enzymatique d’hydrolyse. 

L’enzyme est ensuite dénaturée de façon irréversible par le chauffage à 100°C. Le pH 

alcalin permet également la formation d’un complexe entre le tétraborate de 

potassium et la N-acétyl-glucosamine de l’extrémité réductrice de la chaîne de HA 

(figure 37). 
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Le DMAB réagit ensuite avec ce composé pour former un complexe coloré. 

Une température de 37°C et un milieu acide sont nécessaires au développement de la 

coloration. A la fin de la réaction d’hydrolyse, les longues chaînes de HA ont été 

hydrolysées en petits fragments. La concentration finale des extrémités réductrices de 

chaînes est potentiellement d’autant plus importante que la concentration initiale de 

HA est plus élevée. Il apparaît que pour une concentration en HA supérieure à 1 g.L-1, 

l’absorbance mesurée pour les échantillons prélevés en fin de réaction d’hydrolyse 

lorsque la réaction est totale se situe en dehors du domaine de validité de la loi de 

Beer-Lambert. Il s’avère donc nécessaire de procéder à une dilution des 200 µL 

prélevés du milieu réactionnel dès lors que la concentration massique du HA dépasse 

1 g.L-1. 

 

  

FFiigguurree  3377 : Mécanisme de la réaction de Morgan-Elson montrant les différentes 
étapes allant de la formation d’un dérivé furannose avec l’extrémité réductrice 
obtenue après coupure enzymatique de la chaîne de HA (Takahashi et al., 2003)  
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IV.A.3. Analyse du signal 

 

Il a été montré par notre équipe (Astériou et al., 2001) que l’absorbance à 585 

nm résulte en fait de deux contributions distinctes : une première colorimétrique, 

directement liée à la concentration d’extrémités réductrices GlcNAc, et une seconde 

turbidimétrique indépendante de la concentration d’extrémités réductrices mais liée 

aux complexes HA-protéines qui se forment en milieu acide, lors de l’ajout de la 

solution acide de DMAB pendant le dosage. Pour quantifier cette part turbidimétrique 

du signal brut d’absorbance à 585 nm, des spectres d’absorbance entre 400 et 700 nm 

sont réalisés pour chaque échantillon prélevé au cours d’une cinétique d’hydrolyse du 

HA et traité selon le protocole de Reissig. Leur superposition (figure 38) montre la 

présence d’un double pic entre 450 nm et 650 nm dont les maxima se situent à 544 nm 

et 585 nm et qui correspond au complexe coloré formé avec les extrémités réductrices 

GlcNAc. 

 

 

 

Au cours de l’hydrolyse enzymatique du HA, la concentration d’extrémités 

réductrices augmente, ce qui se traduit par une augmentation de l’intensité du double 

pic. En dehors du domaine [450-650] nm, l’absorbance évolue également au cours du 

temps et révèle de la turbidité. Cette turbidité existe sur tout le domaine de longueurs 

d’onde mais n’est clairement discernable qu’en dehors du domaine du double pic 

d’absorbance. Chacune des parts colorimétrique et turbidimétrique peut être estimée 
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FFiigguurree  3388 : Superposition des spectres d’absorbance des échantillons de milieu 
réactionnel traités par la méthode de Reissig à différents temps de réaction.   
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(Astériou et al., 2001) en linéarisant chaque spectre entre 450 nm et 650 nm (figure 

39). 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

L’équation de la droite ainsi obtenue permet de déterminer la valeur de 

l’absorbance à 585 nm imputable à la turbidité. La part colorimétrique est alors 

calculée en soustrayant cette absorbance de turbidité à l’absorbance brute mesurée à 

585 nm. Chaque cinétique d’hydrolyse enzymatique du HA peut donc être suivie par 

colorimétrie, puisqu’une fois l’absorbance brute décomposée (figure 40), le signal 

colorimétrique est directement proportionnel à la concentration molaire des extrémités 

réductrices GlcNAc. Cette proportionnalité est déterminée grâce à un étalonnage 

approprié. 
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FFiigguurree  3399 : Décomposition du signal de Reissig à 585 nm en parts colorimètrique et 
turbidimètrique.  
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 IV.A.4. Etalonnage de la méthode 

 

L’étalonnage de la méthode est réalisé avec des solutions de GlcNAc, dont les 

concentrations massiques sont comprises entre 0 et 0,2 g.L-1 soit, entre 0 et 9,04 10-4 

mol.L-1, préparées par dissolution de GlcNAc (Sigma A 8625) dans de l’eau. Les 

échantillons de 200 µL de chaque solution sont soumis au protocole de la méthode de 

Reissig décrit précédemment. 
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FFiigguurree  4400 : Evolution de l’absorbance totale à 585 nm et de ses parts turbidimétrique 
et colorimétrique au cours de la cinétique d’hydrolyse du HA catalysée par la HAase 
suivie par la méthode de Reissig.  
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FFiigguurree  4411 : Etalonnage de la méthode Reissig à l’aide de solutions de N-
acétylglucosamine.  
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La droite de régression obtenue (figure 41) a pour équation :  
 

][108,1 3
585 GlcNAcA ×⋅=   

 
A585 étant l’absorbance colorimétrique à 585 nm et [GlcNAc], la concentration 

molaire de GlcNAc.  

Il a été observé qu’un tel étalonnage de cette méthode de dosage est biaisé du 

fait de l’utilisation de la GlcNAc en tant que molécule étalon (Levasseur, 2001; 

Shimada et Matsumura, 1980). En effet, dans la molécule de HA, la GlcNAc est liée 

en position 3 à du GlcUA. Cette substitution en position 3 fait que le signal 

colorimétrique obtenu avec de la GlcNAc d’une extrémité de chaîne de HA est plus 

intense que celui obtenu avec la GlcNAc libre : les coefficients d’extinction molaire 

sont différents ; il est donc nécessaire d’appliquer un facteur de correction de valeur 

1,63. Ainsi, la concentration molaire d’extrémités réductrices GlcNAc, [ER], qui 

correspond aussi à la concentration molaire de chaînes de HA, s’obtient par : 

63,1108,1
][

585

××
=

3

A
ER  

 
 

La correspondance entre l’absorbance colorimétrique mesurée à 585 nm et la 

concentration molaire d’extrémités réductrices GlcNAc étant établie, il est alors 

possible de représenter toute cinétique en terme d’évolution soit de l’absorbance 

colorimétrique à 585 nm, soit de la concentration molaire d’extrémités réductrices (ou 

de chaînes de HA) en fonction du temps. En outre, connaissant la concentration 

massique de HA ([HA]m) la masse molaire moyenne en nombre, nM , des chaînes de 

HA de chaque échantillon prélevé du milieu réactionnel peut être obtenue par : 

 

][

][

ER

HA
M

m
n =  

 
L’évolution de nM  peut donc aussi être suivie en fonction du temps d’hydrolyse. 
 
 
 
 
 



 
94 

 IV.A.5. Exploitation des données cinétiques : lissage des cinétiques 
d’hydrolyse enzymatiques 

 
Cette partie présente un modèle permettant de lisser l’ensemble des points de 

la cinétique par une loi mathématique afin de déterminer la vitesse initiale 

d’hydrolyse à partir des données expérimentales recueillies au cours d’une hydrolyse 

enzymatique du HA, il est possible de construire. C’est en effet uniquement à l’instant 

initial de la réaction que les milieux réactionnels sont complètement caractérisés et ne 

diffèrent l’un de l’autre que par le paramètre étudié. La vitesse initiale permet de 

comparer des cinétiques entre elles. Une modélisation de la cinétique d’hydrolyse du 

HA a donc été proposée (Vincent et al., 2003) dans le but de déterminer, de façon 

précise et reproductible, la vitesse initiale de chaque cinétique. 

 

Lorsqu’il s’agit d’une réaction enzymatique, la vitesse de réaction est liée à la 

probabilité de rencontre entre l’enzyme et son substrat. Dans le cas du HA, les 

résultats expérimentaux montrent des cinétiques ayant une allure de type 

exponentielle démontrant que le substrat réel n’est pas la chaîne de HA mais la liaison 

β(1-4) hydrolysable (Vincent et al., 2003).  

Selon une cinétique de premier ordre, la vitesse d’hydrolyse est 

proportionnelle à la concentration molaire des liaisons β(1-4) des chaînes de HA 

potentiellement hydrolysables, [S], et s’exprime à chaque instant, t, selon : 

][
][

Sk
dt

Sd ×−=  

 
k étant la constante de vitesse de la réaction.  
 

Puisqu’à chaque fois qu’une liaison β(1-4) est hydrolysée, une nouvelle chaîne 

de HA est produite, la vitesse de réaction peut aussi s’exprimer en terme de 

concentration molaire de chaînes de HA [Ch], selon : 

 

cNChk
dt

Sd

dt

Chd ××=−= ][
][][

 

 
Nc étant le nombre de liaisons potentiellement hydrolysables par chaîne de HA. 
 

Pour exprimer l’évolution de la concentration de chaînes de HA en fonction du 

temps, il convient d’exprimer Nc. Considérons qu’au temps t les chaînes de HA 
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possèdent un nombre moyen de disaccharides N. La valeur N peut se déduire du 

nombre total de disaccharides, N0, dans un milieu réactionnel de volume V, ainsi que 

de la concentration de chaînes de HA. 

VCh

N
N

o

×
=

][
 

 

Les interactions entre le HA et le site actif de la HAase de type testiculaire 

engagent cinq unités disaccharidiques (Ernst et al.,1995). Ainsi, contrairement à 

l’enzymologie classique, l’hydrolyse d’une liaison β(1-4) par cette enzyme conduit à 

la diminution de 5 unités substrat car les liaisons β(1-4) localisées au niveau des 

extrémités des deux nouvelles chaînes de HA issues de l’hydrolyse ne sont plus 

hydrolysables (Vincent et al., 2003). Il en résulte que le nombre Nc de liaisons β(1-4) 

potentiellement hydrolysables par chaîne de HA est égale à (N-4). 

4
][

−
×

=
VCh

N
N

o
c  

 
La vitesse de réaction d’hydrolyse s’exprime selon l’équation suivante :  








 ×−×=






 −
×

××= ][44
][

][
][

Ch
V

N
k

VCh

N
Chk

dt

Chd oo
 

 
ou encore, en séparant les variables 

dtk
Ch

V

N
Chd

o
×=

×− ][4

][
 

 
En intégrant cette équation, l’expression de la concentration de chaînes de HA 

en fonction du temps fait apparaître l’aspect exponentiel de la cinétique : 

( ) 0
4

0 ][1][
4

][ CheCh
V

N
Ch tko

t +−×






 −
×

= ×−  

 

[Ch]t et [Ch]0 étant respectivement les concentrations de chaînes de HA à 

l’instant t et à l’instant initial. Cette dernière équation peut s’écrire de façon plus 

synthétique selon : 

( ) 00 ][1][ 0 CheACh tk
t +−×= ×−  

 
A0 étant la concentration maximale de chaînes de HA qui peuvent être 

produites puisqu’il est possible d’assimiler cette concentration à la concentration 
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maximale de liaisons β(1-4) hydrolysables par l’enzyme et k0, la constante de vitesse 

apparente de la réaction. 

Des études menées au sein même de notre équipe (Tranchepain et al., 2004) ainsi que 

d’autres rapportées dans la littérature (Ernst et al., 1995 ; Payan et al., 1993) indiquent 

que la vitesse d’hydrolyse enzymatique du HA catalysée par la HAase est plus faible 

pour les oligosaccharides. Par ailleurs, il a été montré (Cramer, 1994 ; Tranchepain et 

al., 2004) que le Km (constante de Michaelis) diminue lorsque la taille des 

oligosaccharides de HA augmente, indiquant que la constante d’association HAase-

HA augmente. La modélisation des cinétiques par une somme de deux exponentielles 

traduit l’existence de deux contributions, l’une prédominante en début de réaction 

lorsque le HA est constitué de longues chaînes, et l’autre retrouvée tout au long de la 

cinétique quelle que soit la longueur des chaînes du HA. 

( ) ( ) 021 ][11][ 21 CheAeACh tktk
t +−×+−×= ×−×−  

 
A1et k1 étant respectivement la concentration maximale de chaînes de HA produite 

par hydrolyse enzymatique et la constante de vitesse pour la première contribution, A2 

et k2, leurs équivalents pour la seconde contribution. Considérant cette dernière 

équation, le lissage des points expérimentaux (figure 42) apparaît pleinement 

satisfaisant. 
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FFiigguurree  4422 : Lissage bi-exponentiel d’une cinétique d’hydrolyse du HA natif catalysée 
par la HAase.  
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Ce modèle bi-exponentiel a donc été retenu et utilisé pour lisser chaque 

cinétique d’hydrolyse afin d’en extraire, par dérivation à l’instant initial, la vitesse 

initiale d’hydrolyse (Vincent et al., 2003). 

 

 IV.B. Suivi cinétique par couplage SEC/DRI 

 

 IV.B.1. Principe 

 

Fondée sur le principe de séparation de molécules en fonction de leur volume 

hydrodynamique au travers d’un gel chromatographique décrit précédemment 

(III.D.1.a), la chromatographie d’exclusion stérique permet de séparer un mélange de 

molécules de HA différentes par leur taille. Ainsi, à l’aide d’un détecteur approprié, 

dans notre cas un détecteur réfractométrique, un profil de répartition des masses 

molaires du HA est obtenu en fonction du volume d’élution. En effet, grâce à 

plusieurs échantillons standards de HA préparés au laboratoire (Tranchepain et al., 

2006), dont la masse molaire a été déterminée par les techniques de spectrométrie de 

masse et d’analyse SEC/MALLS/DRI décrites dans les précédents paragraphes, un 

étalonnage spécifique au HA des colonnes chromatographiques de notre système 

SEC/DRI a pu être effectué. Cet étalonnage permet de relier le volume d’élution du 

HA à sa masse molaire. 

 

 IV.B.2. Appareillage 

 

La chaîne de chromatographie est constituée en série d’un réservoir d’éluant, 

d’une pompe HPLC (Kontron, HPLC pump 420) dont le débit est fixé à 0,5  mL.min-

1, d’une vanne d’injection (Rhéodyne) dont la boucle d’injection est de 100 µL, de 2 

colonnes chromatographiques en série Toso-Haas, TSK-gel PWXL G2500-G4000 

maintenues à 37 °C dans un four (Cro-cil) et d’un détecteur réfractométrique (ERC 

inc. ERC-7515A) relié à un micro-ordinateur pour l’acquisition et la sauvegarde des 

données qui peuvent être ainsi traitées numériquement par la suite. 

L’éluant chromatographique, une solution de nitrate de sodium à 0,1 mol.L-1, 

est préparé par dissolution de 8,5 g de NaNO3 (Prolabo 27 950.298) dans de l’eau 

avec un volume final de 1 litre. Son pH est ajusté à 9 à l’aide d’une solution 
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d’hydroxyde de potassium (Merck 1.05033.0500) de concentration égale à 1 mol.L-1. 

L’éluant est ensuite filtré sur une membrane de porosité 0,22 µm (Nalge Company, 

DSO215-4020) puis dégazé sous vide. 

Les échantillons de HA à injecter ont une concentration massique maximale de 0,2 

g.L-1. Les dilutions éventuelles sont réalisées avec l’éluant décrit précédemment. 

 

 IV.B.3. Préparation des solutions 

 

Nous savons que pour stopper la réaction enzymatique, le pH du mélange 

réactionnel doit rapidement être amené à un pH basique. Jusqu’à présent, pour les 

analyses chromatographiques, un échantillon de 200 µL du mélange réactionnel était 

prélevé et ajouté à 50 µL d’ammoniaque et placé au bain-marie à 100°C pendant 3 

minutes afin de stopper quasi-instantanément la réaction d’hydrolyse enzymatique. La 

concentration du HA était ensuite amenée à 0,2 g.L-1 par dilution de l’échantillon dans 

l’éluant chromatographique, puis une injection en SEC-DRI était effectuée pour 

l’analyse. Nous avons souhaité simplifier le protocole et avons injecté des 

prélèvements de milieu réactionnel qui ont subi les étapes décrites précédemment 

excepté l’ajout d’ammoniaque. 
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FFiigguurree  4433 : prélèvement de milieu réactionnel de HA estérifié hydrolysé pendant 2h et 
de HAase effectué avec et sans ajout d’ammoniaque  
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La figure 43 montre qu’avec et sans ajout d’ammoniaque, les profils 

chromatographiques obtenus sont identiques. Il est donc possible d’arrêter la réaction 

enzymatique uniquement par chauffage à 100°C pendant 3 min.  

 

 IV.B.4. Etalonnage du dispositif 

 

Dans la chromatographie d’exclusion stérique, la conformation de la 

macromolécule est un paramètre important à prendre en compte. Ainsi, deux 

molécules de même masse molaire mais présentant des conformations différentes 

auront des temps d’élution différents. Pour obtenir de manière fiable et précise la 

masse molaire du HA dans nos échantillons, il est nécessaire de calibrer notre 

dispositif de chromatographie avec quelques échantillons standards de HA de 

différentes masses molaires. Les masses molaires des échantillons étalons sont 

déterminées par couplage SEC/MALLS/DRI. Les échantillons de HA sont ensuite 

injectés en SEC/DRI afin de connaître leur temps d’élution chromatographiques. Les 

temps d’élution au sommet de pic sont relevés et ainsi, la corrélation entre le temps 

d’élution par SEC/DRI et la masse molaire correspondant aux sommets de pics peut 

être effectuée. L’étalonnage suivant est obtenu (figure 44) :  

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Cette droite a pour coefficient de corrélation de 0,999 et pour équation : 
 

10,47 élution d'   temps10 3,91-  M log -3
n +×=  

temps d'élution (s)
1200 1300 1400 1500 1600 1700

lo
g 

M
n

3.8

4.0

4.2

4.4

4.6

4.8

5.0

5.2

5.4

5.6

5.8

 

FFiigguurree  4444 : Etalonnage du dispositif de chromatographie SEC/DRI  
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PARTIE  RESULTATS  
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I. Production de fragments de hyaluronane par voie 
enzymatique 

 
 

Cette première partie détaille, tout d’abord, la stratégie employée afin 

d’obtenir à partir de HA natif des fragments de HA de masse molaire souhaitée. La 

réaction enzymatique HA/HAase étant bien maîtrisée à présent dans notre laboratoire 

(Tranchepain, 2004) (Levasseur, 2006), nous choisissons de réduire la masse molaire 

du HA par hydrolyse enzymatique catalysée par la HAase. Nous détaillerons les 

principaux paramètres influençant cette réaction ainsi que les conditions 

expérimentales que nous avons choisies pour produire les fragments qui serviront à 

nos études. Ces fragments seront par la suite analysés, pour mettre en évidence les 

avantages du procédé enzymatique et pour avoir leur caractéristique physico-

chimique. 

 

 I.A. Paramètres influençant la réaction enzymatique 

 

Les différentes études fondamentales réalisées au laboratoire ont montré 

l’importance de certains paramètres expérimentaux tels que le choix de la HAase ainsi 

que sa concentration, la concentration en HA, le pH et la force ionique. La meilleure 

combinaison de ces paramètres nous a permis d’obtenir en quelques heures des 

fragments de HA de taille souhaitée. 

 

 I.A.1. Choix de l’enzyme 
 

Les études menées jusqu’à présent au laboratoire ont été réalisées en utilisant 

la HAase testiculaire bovine. Le phénomène de complexation entre le HA et la HAase 

testiculaire bovine a déjà été mis en évidence lors de ces différentes études et de façon 

très marquée (Asteriou, 2006 ; Deschrevel, 2008 ; Lenormand, 2008). 
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La figure 45 présente des résultats obtenus après 48 h d’hydrolyse 

enzymatique avec deux types de HAase. Nous nous plaçons dans des conditions qui 

favorisent la complexation électrostatique, c'est-à-dire une concentration élevée en 

HA et faible en HAase ou encore un rapport HA/HAase élevé ainsi qu’une faible 

force ionique. Nous allons ainsi pouvoir étudier l’influence de la provenance de la 

HAase sur la complexation électrostatique. Nous observons qu’en utilisant la HAase 

testiculaire bovine, la masse molaire obtenue en fin d’hydrolyse est de 15 000 g.mol-1, 

alors que si nous utilisons la HAase de venin d’abeille, la masse molaire obtenue est 

de 1000 g.mol-1. Cette dernière valeur de masse molaire indique, d’après la littérature, 

la fin de la réaction d’hydrolyse enzymatique, c'est-à-dire  un mélange de tétra- et 

hexasacharides de HA (Meyer et Rapport, 1952). Dans ces conditions expérimentales, 

le HA n’a pas pu être totalement hydrolysé lorsque nous utilisons la HAase 

testiculaire bovine. La complexation électrostatique empêche d’hydrolyser totalement 

le HA. Nous remarquons que dans ces conditions expérimentales, la réaction 

d’hydrolyse est prédominante sur la réaction de complexation dans le cas de la HAase 

de venin d’abeille. Le choix de cette enzyme est plus approprié lorsque la masse 

FFiigguurree  4455 : Profil chromatographique de HA natif bactérien après 48h d’hydrolyse 
enzymatique catalysée par deux HAase : testiculaire bovine et venin d’abeille. Conditions 
enzymatiques choisies [HA] = 3,5 g.L-1 ; [HAase] = 0,25 g.L-1 ; pH = 4  
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molaire que nous souhaitons obtenir est faible ou lorsque nous sommes dans des 

conditions où la force ionique est faible.   

 

 I.A.2. Influence de la concentration en HA et en Haase 

 
Les deux figures nous permettent d’observer l’influence de la concentration en 

HA (Figure 46) et en HAase (Figure 47) sur l’hydrolyse enzymatique.   
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Figure 47 : Enzyme-dépendance à pH 4 et en présence de force ionique pour une 
concentration de HA de 3,5 g.L-1 (Tranchepain, 2004) 

FFiigguurree  4466 : Substrat-dépendance de la réaction d’hydrolyse du hyaluronane catalysée par 
la hyaluronidase de venin d’abeille 0,2 g.L-1 dans du tampon phosphate 5 mmol.L-1 , avec 
la concentration de NaNO3 nulle ou égale à 0,15 mol.L-1, à pH 4. 
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Ces essais sont réalisés avec du HA natif bactérien dont la masse molaire 

moyenne en poids avoisine 2.106 g.mol-1 et de la HAase de venin d’abeille. Lorsque la 

force ionique est fixée à 0.15 mol.L-1, la substrat-dépendance (Figure 45) est de type 

Michaëlis-Menten jusqu’à  une concentration en HA de 2 g.L-1 et l’enzyme-

dépendance (Figure 46) présente une évolution de vitesses initiale linéaire en fonction 

de la concentration.  En revanche, en absence de sel, un comportement atypique est 

observé. Tout d’abord, sur toute la gamme de concentration en HA utilisée, nous 

observons une vitesse initiale de réaction plus faible qu’avec une force ionique de 

0,15 mol.L-1. De plus, lorsque nous augmentons la concentration en HA, la vitesse 

initiale de réaction augmente jusqu’à atteindre un maximum et diminue. Le même 

type de courbe est observé pour une force ionique fixée à 0,15 mol.L-1.Ce phénomène 

est attribué à de la complexation électrostatique existant entre le HA, qui est un 

polyanion à ce pH, et la HAase chargée positivement. Avec ajout de sel, ce 

phénomène est également observé mais de façon moindre au-delà de 3,5 g.L-1. L’ajout 

de sel n’est probablement pas suffisant pour écranter les charges négatives du HA 

ainsi que les charges positives de la HAase. 

 

 I.A.3. Influence de la force ionique 

 

Nous avons vu l’importance de la force ionique lors de la réaction et des 

phénomènes qui lui sont associés. Il est donc également important d’étudier 

l’évolution de la vitesse initiale de réaction en fonction de la force ionique. 

 
 
 
 
 
             
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 FFiigguurree  4488 : force ionique-dépendance de la réaction d’hydrolyse du HA à 1 g.L-1 
catalysée par la HAase de venin d’abeille à 0,2 g.L-1. (Levasseur, 2006) 
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La figure 48 montre un effet significatif de la force ionique sur la réaction 

d’hydrolyse avec une activité enzymatique maximale pour des concentrations en sel 

comprises entre 0,15 et 0,45 mol.L-1. Au-delà de ce domaine, nous observons qu’une 

augmentation de la force ionique tend à diminuer la vitesse initiale d’hydrolyse. Un 

excès de force ionique ne semble pas favoriser l’hydrolyse enzymatique du HA. 

 

 I.A.4. Influence du pH 

 

La figure 49, présentant la pH-dépendance de la HAase avec une force ionique 

fixée à 0,15 mol.L-1, montre que la vitesse initiale d’hydrolyse est maximale pour une 

gamme de pH acide centrée autour de 4. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Dans cette gamme de pH, la complexation électrostatique peut cependant 

exister car le pH est au-dessus du pKa de la fonction carboxyl qui est de 2,9 dans le 

cas du HA (Berriaud 1998). Cette valeur est beaucoup plus faible que celles des 

acides carboxyliques classiques (pKa entre 4 et 5). Le HA est donc sous forme 

carboxylate. Nous sommes également en dessous du pI estimé à 6,8 de la HAase 

(Astériou, 2002), donc sous forme de sel d’ammonium chargée positivement. Ceci 

montre l’importance de fixer la force ionique si nous souhaitons minimiser le 

phénomène de complexation lors de l’étape de production de fragments de HA. Il est 

également intéressant de noter qu’en dessous de pH 3 et au dessus de pH 6, la vitesse 

initiale est très faible.  

FFiigguurree  4499 : pH-dépendance de la réaction d’hydrolyse du HA 1 g.L-1 catalysée par la 
HAase de venin d’abeille 0,2 g.L-1 avec une concentration en NaNO3 égale à 0,15 
mol.L-1 (Levasseur,  2006) 
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 I.B. Procédé d’arrêt de la réaction enzymatique 

 

Pour mettre au point une méthode de production de fragments de HA de masse 

molaire souhaitée aussi précise et reproductible que possible, il est nécessaire que 

l’arrêt de la réaction soit rapide et total. Lorsque nous réalisons nos tests cinétiques, 

c'est-à-dire que nous sommes à l’échelle du millilitre, les prélèvements de milieu 

réactionnel sont chauffés à 100°C quelques minutes afin de stopper la réaction. Le 

chauffage n’est plus envisageable pour des volumes plus importants. C’est pourquoi 

une étude a été réalisée afin de déterminer une méthode rapide permettant l’arrêt de la 

réaction. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

 
 
  
 
 
 

 

 

 

 

L’étude de la pH-dépendance nous a montré qu’en dessous de pH 3, la vitesse 

initiale de la réaction d’hydrolyse est quasi nulle. L’objectif de l’étude présentée sur la 

figure 50 est de se placer à pH 2 lorsque nous souhaitons stopper la réaction 

enzymatique. Cette figure nous montre qu’à pH 2, la réaction est stoppée et de façon 

irréversible car même en réajustant le pH à 4, la réaction ne redémarre pas. La HAase 

Figure 50 : Test de dénaturation à pH 2 de la HAase de venin d’abeille. [HA] = 1 g.L-1, 
[HAase] = 0,2 g.L-1  Superposition de 3 cinétiques : cinétique suivie à pH 4 ; après 20 
minutes de réaction à pH 4, pH  ajusté à 2 ;  après 20 minutes de réaction à pH 4, puis 
40 minutes à pH 2, pH réajusté à 4 (Levasseur, 2006).    
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est irréversiblement dénaturée entraînant une perte de son activité enzymatique. En 

acidifiant notre milieu réactionnel pour atteindre un pH de 2, nous avons un moyen 

instantané de stopper de manière définitive la réaction d’hydrolyse enzymatique sans 

modifier le HA. 

 

 I.C. Récupération des fragments de HA par précipitation 

alcoolique 

 

Il est à présent nécessaire de récupérer les fragments de HA du milieu 

réactionnel et de les purifier en les séparant de la HAase. Le procédé utilisé est un 

procédé d’extraction alcoolique en milieu aqueux (éthanol/eau : 80/20) contenant du 

NaCl  à 0,15 mol-1 afin de faciliter la précipitation des fragments de HA par « salting 

out ». Le rapport éthanol/eau choisi est le rapport optimal, c'est-à-dire qu’il permet la 

précipitation maximale des fragments. Cependant, il est important de noter que plus la 

masse molaire des fragments de HA est faible, plus la précipitation est difficile.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

Après inactivation de la HAase par acidification du milieu réactionnel, une 

quantité de NaCl est ajoutée pour ajuster la force ionique à 0,15 mol.L-1 dans le milieu 

réactionnel. Le volume nécessaire d’éthanol est ajouté par la suite. Le mélange 

 

Figure 51 : Précipitation de HA hydrolysé par réaction enzymatique. Conditions de 
précipitation : éthanol/eau (80/20) (v/v) avec [NaCl] = 0,15 mol.L-1 dans la phase 
aqueuse. 
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représenté par la figure 51 est laissé une nuit à 4°C puis filtré sur büchner afin de 

récupérer les fragments de HA, sous forme de gel, séparés de la HAase qui est soluble 

dans le mélange eau/éthanol. Le précipité est remis en solution dans un minimum 

d’eau milli-Q pour être par la suite dialysé afin d’éliminer le sel en excès utilisé pour 

la précipitation. 

 

 I.D. Production de fragments de faible masse molaire        

(20 000 g.mol-1 <Mn< 50 000 g.mol-1) 

 

 I.D.1. Conditions enzymatiques choisies 

 

A partir des connaissances obtenues au cours des études antérieures menées au 

laboratoire sur des systèmes HA/HAase, nous devons déterminer les conditions 

d’hydrolyse permettant d’utiliser le HA natif à une concentration la plus élevée 

possible afin de produire des fragments en grande quantité, d’utiliser une 

concentration en HAase aussi faible que possible, à cause d’une part du coût élevé de 

l’enzyme et d’autre part afin de faciliter l’élimination de l’enzyme. Il est également 

nécessaire d’avoir une cinétique où la vitesse d’hydrolyse est assez faible au moment 

de stopper la réaction afin d’obtenir une masse molaire de HA la plus reproductible 

possible. 

 
 
 
 

 
 Figure 52 : Evolution de la Mn du HA déterminée par la méthode de Reissig, lors de 

l’hydrolyse du HA natif à 5 g.L-1 catalysée par la HAase de venin d’abeille à différentes 
concentrations, avec une concentration de NaCl à 0,15 mol.L-1 et à pH 4. 
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La masse molaire des fragments de HA que nous souhaitons obtenir étant 

faible, nous choisissons de nous placer à pH 4 qui est, comme nous l’avons vu 

précédemment (partie I. A. 4.),  proche du pH optimum et une concentration en NaCl 

de 0,15 mol.L-1 pour fixer une force ionique permettant une gamme de vitesse initiale 

de réaction optimale (partie I. A. 2.). Pour respecter les critères en termes de 

concentration du substrat et de l’enzyme, nous avons choisi une concentration en HA 

égale à 5 g.L-1. Au delà de cette concentration, la viscosité des solutions initiales de 

HA devient trop importante et des problèmes d’homogénéité et d’agitation peuvent 

apparaître. La figure 8 présente des cinétiques tests réalisées pendant trois heures pour 

choisir la concentration de HAase la mieux appropriée. A une concentration de 0,01 

g.L-1, nous n’obtenons pas la masse molaire souhaitée au départ dans le temps de 

l’étude. En augmentant la concentration à 0,02 et 0,03 g.L-1, nous atteignons la masse 

molaire souhaitée au bout de deux heures. De plus, la vitesse d’hydrolyse atteinte est 

très faible. Nous conservons donc la concentration la plus faible des deux nous 

permettant d’atteindre 20 000 g.mol-1. Les conditions de l’hydrolyse enzymatique 

pour la production de fragments de HA dont la masse molaire est centrée sur 20 000 

g.mol-1ont donc été définies ainsi :  

[HA] = 5 g.L-1 ; [HAase] = 0,02 g.L-1 ; [NaCl] = 0,15 mol.L-1 ; pH = 4 
 

Pour confirmer les résultats obtenus par la méthode de Reissig, des 

prélèvements de milieu réactionnel ont été analysés par couplage SEC/RI.  
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Figure 53 : Profils réfractométriques du HA déterminée par SEC/RI, lors de l’hydrolyse du 
HA natif à 5 g.L-1 catalysée par la HAase de venin d’abeille à 0,02 g.L-1, avec une 
concentration de NaCl à 0,15 mol.L-1 et à pH 4. 
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La figure 53 présente les signaux réfractométriques obtenus à partir de 

prélèvements de milieu réactionnel effectués toutes les heures de la réaction 

d’hydrolyse dans les conditions choisies précédemment. Ces signaux nous montrent 

qu’après 2 heures de réaction, la vitesse d’hydrolyse diminue de façon importante car 

l’écart entre les signaux à 2 et 3 heures de réaction est faible. Ceci confirme les 

résultats obtenus par la méthode de Reissig. 

 

Temps d'hydrolyse 1h 2h 3h 

Mn par SEC/RI (g.mol-1) 46 000 21 700 19 600 

Ip 3,4 2,5 1,7 

Mn par Reissig (g.mol-1) 41 000 19 500 17 000 

 
 
 
 

 

 Le tableau 1 montre que les valeurs de Mn  obtenues par couplage SEC/RI 

sont très proches de celles obtenues par la méthode de Reissig. La faible différence de 

masse molaire entre les prélèvements effectués à 2h et 3h de réaction confirme 

également la faible vitesse de réaction. 

  

Dans l’étape de production destinée à obtenir une quantité importante de 

fragments pour les études suivantes, nous avons utilisé 1,25 g de HA natif soit 125 

mL de solution mère à 10 g.L-1, 7,5 mL de solution de NaCl à 5 mol.L-1, 5 ml de 

solution de HAase à 1 g.L-1 et 112,5 mL d’eau milli-Q à pH 4. La réaction est ensuite 

stoppée en ajoutant 6 mL d’acide chlorhydrique à 1 mol.L-1 nous permettant 

d’atteindre un pH égal à 2, puis nous ajoutons 1,024 L d’éthanol pour obtenir le 

précipité précédemment décrit. 

 
 
 
 
 
 
 
 

Tableau 1 : Evolution de la Mn  du HA déterminée par SEC/RI et par la méthode de 
Reissig, lors de l’hydrolyse du HA natif à 5 g.L-1 catalysée par la HAase de venin d’abeille 
à 0,02 g.L-1, avec une concentration de NaCl à 0,15 mol.L-1 et à pH 4. 
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 I.D.2. Analyse des fragments de HA obtenus 

 

Deux productions de fragments de HA ont été réalisées et des analyses par 

SEC/MALLS ont été effectuées après purification par précipitation alcoolique. Une 

solution de 1 g.L-1 de chaque production de HA a été injectée en milieu LiNO3 0,1 

mol.L-1. 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

Le signal LS observé par la figure 54 indique la présence dans les deux 

échantillons analysés de deux populations. La présence de la première population 

située vers les plus faibles volumes d’élution est très peu marquée pour la production 

1 et davantage visible pour la production 2. Cette première population n’apparaît pas 

sur le signal RI de chacune des productions. Il y a donc présence d’une très faible 

quantité d’agrégats. La deuxième population éluée vers les volumes d’élution les plus 

forts, est visible sur les signaux LS et RI. La deuxième population constitue la 

majorité du produit pour les deux productions analysées. L’analyse du signal RI 

permet de vérifier que 85% du produit injecté a été caractérisé. De telles pertes sont 

classiques dans des analyses de ce type et ne témoignent pas d’une rétention 

particulière du produit.  
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Figure 54 : Profils d’élution réfractométrique (proportionnel à la concentration) et de diffusion 
de lumière (90°)  (proportionnel à la concentration et à la masse molaire) de fragments de HA 
produits par hydrolyse enzymatique [HA] = 1 g.L-1 en milieu LiNO3  0,1 mol.L-1 
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  Production 1  Production 2 

Mn (g.mol-1) 28 200 22 600 

Mw (g.mol-1) 40 900 39 900 

Ip 1,5 1,8 

 
 

 

 

 

La Mn  est légèrement plus élevée que celle déterminée lors des analyses des 

prélèvements des cinétiques test et l’indice de polymolécularité est plus faible. Cet 

écart de Mn  s’explique très probablement par le fait que la précipitation alcoolique ne 

permet pas de précipiter les chaînes de HA les plus petites. La Mn  obtenue est donc 

très proche de celle souhaitée au départ.  

Une fois les fragments de HA purifiés et caractérisés, ils seront utilisés pour 

être modifiés chimiquement par un procédé d’estérification. 

 

 I.E. Production de fragments de Mn  forte > 300 000 g.mol-1 

 
 I.E.1. Conditions enzymatiques choisies 

 

Nous avons réalisé des cinétiques tests afin de déterminer les conditions 

enzymatiques adéquates pour obtenir des fragments de HA de masse molaire élevée 

proche de 300 000 g.mol-1. Ces essais sont résumés dans la figure 55. 

Tableau 2 : Détermination de la Mn, Mw et Ip  obtenues par analyse SEC/MALLS des 
productions de fragments de HA de faibles masses molaires 
Intégration de la population majoritaire : production 1 entre 11,5 et 14,6 mL ; production 2 
entre 14,1 et 18,9 mL   
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La concentration de HA reste la même que précédemment car elle doit 

toujours être la plus élevée possible pour augmenter au maximum la production. Le 

pH est également conservé proche du pH optimum c'est-à-dire à 4. Il nous reste donc 

à fixer la concentration en sel et en HAase. Nous avons, tout d’abord, choisi de ne pas 

ajouter de sel au milieu réactionnel afin de diminuer le plus possible la vitesse de 

réaction car la masse molaire que nous souhaitons implique une très faible 

dégradation du HA natif. La figure 55 nous montre qu’il est également nécessaire de 

diminuer de façon importante la concentration en HAase. A une concentration de 

2.10-3 g.L-1 en HAase, la masse molaire souhaitée est obtenue au bout d’environ deux 

heures de réaction. La vitesse de réaction d’hydrolyse est faible mais il est cependant 

difficile d’atteindre un palier avec des masses molaires aussi importantes. Les 

conditions de l’hydrolyse enzymatique pour la production de fragments de HA dont la 

masse molaire est centrée sur 300 000 g.mol-1ont donc été définies ainsi : 

[HA] = 5 g.L-1 ; [HAase] = 0.002 g.L-1 ; [NaCl] = 0 ; pH = 4 
 
Lorsque nous passons à l’étape de production, nous avons utilisé, pour obtenir 

une quantité importante de fragments pour les études suivantes, 1,25 g de HA natif 

soit 125 ml de solution mère à 10 g.L-1, 5 ml de solution de HAase à 0,1 g.L-1 et 120 

Figure 55 : Evolution de la Mn du HA déterminée par la méthode de Reissig, lors de 
l’hydrolyse du HA natif à 5 g.L-1 catalysée par la HAase de venin d’abeille à différentes 
concentrations et à pH 4. 
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ml d’eau milli-Q à pH 4. La réaction est donc stoppée en ajoutant 6 mL d’acide 

chlorhydrique à 0,1 mol.L-1 nous permettant d’atteindre un pH de 2, puis nous 

ajoutons 2,19 g de NaCl pour atteindre une concentration de 0,15 mol.L-1 nécessaire 

pour l’étape de précipitation. Enfin, nous ajoutons 1,06 L d’éthanol pour obtenir le 

précipité précédemment décrit.  

 

 I.E.2. Analyse des fragments de HA obtenus 

 

Des analyses par SEC/MALLS/RI ont été effectuées après purification par 

précipitation alcoolique des fragments de HA. Une solution de 0,5 g.L-1 de HA a été 

injectée en milieu LiNO3 0,1 mol.L-1. 
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La figure 56 montre une seule population. Comme précédemment l’analyse du 

signal RI permet de vérifier que 85% du produit injecté a été caractérisé. Les valeurs 

obtenues en terme de masse molaire sont les suivantes : Mn  = 494 000 g.mol-1 ; Mw  

= 618 000 g.mol-1 ; Ip = 1,3. La Mn  obtenue est plus élevée que celle souhaitée 

déterminée lors des cinétiques test. Cet écart est plus important que l’écart observé 

lors de la production des fragments de 30 000 g.mol-1. Il peut être expliqué par le fait 

que la vitesse de réaction d’hydrolyse était trop importante pour obtenir une bonne 

reproductibilité de masse molaire au moment de stopper la réaction d’hydrolyse.  

Figure 56 : Profil d’élution réfractométrique et de diffusion de lumière (90°) de fragments  
de HA obtenus par hydrolyse enzymatique [HA] = 0,5 g.L-1 en milieu LiNO3  0,1 mol.L-1 

Intégration entre 12,5 et 15 mL 
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Ces fragments de HA purifiés et caractérisés seront modifiés chimiquement 

par une méthode d’estérification. 

 

II. Synthèse et caractérisation chimique des esters  

de hyaluronane 

 

 II.A. Conditions de synthèse des esters de hyaluronane 

 

Des études précédemment menées au laboratoire, ont concerné l’estérification 

de la fonction acide carboxylique de fragments de HA de 30 000 g.mol-1 (Levasseur 

,2006). Les premiers résultats étant intéressants, il nous est apparu important de 

poursuivre dans cette voie et d’estérifier également des fragments de HA de masse 

molaire plus élevée pour étudier l’influence de cette Mn . Nous avons donc choisi 

d’estérifier nos fragments de 30 000 g.mol-1 et de 500 000 g.mol-1, que nous 

nommerons respectivement dans la suite de ce manuscrit HA 30 et HA 500, avec des 

chaînes alkyle allant du méthyle l’octyle et en faisant varier le taux d’estérification. 

La voie de synthèse utilisée est décrite en détail dans la partie Matériels et Méthodes. 

Les principales étapes de cette synthèse sont suivies par spectrométrie infra rouge.  
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La figure 57 présente les spectres FT-IR du HA lors des trois grandes étapes 

de la méthode d’estérification utilisée. Nous vérifions tout d’abord, la présence de la 

fonction acide carboxylique en observant un pic caractéristique situé à 1728 cm-1 

(spectre A). Après passage des fragments de HA 30 et de HA 500 sodique sur une 

résine échangeuse de cations :  

COONa
SO3H

COOH SO3NaHA
résine

HA + résine
 

La neutralisation par hydroxyde de tétrabutylammonium est également 

vérifiée par la présence d’une bande caractéristique de la fonction carboxylate située à 

1614 cm-1 (spectre B) et par la disparition de la bande de 1728 cm-1 :  

COOH COOTBA OH2HA + TBAOH HA +
 

Figure 57 : Spectres FT-IR de fragments de HA sous forme solide résumant les principales 
étapes de la méthode d’estérification  
a : précurseur sous forme acide  
b : précurseur sous forme de sel de tétrabutylammonium (TBA) 
c : forme estérifiée 
 

a b 

c 
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 De plus, nous constatons la présence des cations tétrabutylammonium en 

observant des bandes caractéristiques du CH alkyle entre 2880 et 2960 cm-1. Enfin, la 

dernière étape, c'est-à-dire l’étape d’estérification est visualisée par la présence de la 

bande caractéristique de la fonction ester située à 1735 cm-1 (spectre C) :  

COOTBA R X COOR TBAXHA + HA +  

Enfin nous constatons aussi l’efficacité de la dialyse puisque nous observons 

la disparition des bandes correspondant aux ions tétrabutyl ammonium. Cette méthode 

nous a permis d’évaluer qualitativement la réussite de l’estérification des fragments de 

HA. 

 

 II.B. Détermination du taux d’estérification des fragments de 

HA 

  

Pour déterminer les taux d’estérification des fragments de HA 30 et HA 500, 

nous avons privilégié des méthodes n’utilisant que peu de produit car les quantités 

d’esters synthétisées sont assez faibles. Elles sont comprises entre 100 et 150 mg 

selon les esters. Nous envisageons donc de déterminer le taux d’estérification par 

RMN. Cette méthode non destructible ne nous fait utiliser que 5 mg d’échantillon. 

Des spectres RMN 1H ont été réalisés sur chacun des esters et présentent les pics 

caractéristiques du HA estérifié. Un exemple de spectre de chaque chaîne alkyle 

greffée, est présenté sur la figure 58.  
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Figure 58 : Spectres 1H-RMN dans le D2O d’esters de HA méthylé (A), éthylé (B), butylé (C) 
et octylé (D), [HA] = 5 g.L-1. 
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CH2CH2(CH2)5CH3 



 
120 

 A partir de ces spectres, il est possible de déterminer le taux d’estérification 

des esters de HA par étalonnage interne en effectuant le rapport entre l’intégration 

d’un pic de référence du HA et celle d’un pic dû à la formation de l’ester. Le pic de 

référence choisi est le singulet situé à 2 ppm correspondant au groupement CH3 de la 

fonction N-acétyl glucosamine car cette fonction n’est pas modifiée par la réaction 

d’estérification. Le pic dû à la formation de l’ester est le triplet correspondant au 

groupement CH3 situé pour la chaîne éthyle à 1,3 ppm, pour la chaîne butyle à 0,9 

ppm et pour la chaîne octyle à 0,8 ppm. Concernant la chaîne méthyle, le singulet 

correspondant au groupement CH3 est très déblindé par rapport à ceux des autres 

chaînes alkyle puisqu’il est directement lié à l’oxygène. Il est situé vers 3,8 ppm dans 

la zone des protons polysaccharidiques. Il n’est pas parfaitement isolé et cela rend 

l’intégration de ce singulet très imprécise. D’autres chercheurs (Hirano et al. 2005) 

ont utilisé cette méthode pour déterminer le taux d’estérification d’esters de HA 

fortement méthylés allant jusqu’à 100%. Cependant il ne peut s’agir que de taux 

d’estérification approximatifs puisqu’il est apparu difficile d’obtenir une intégration 

correcte du singulet. Les taux d’estérification pour les deux esters méthylés seront 

donc déterminés par un dosage conductimétrique en suivant la méthode d’Eyler (Eyler 

et al. 1947), méthode de routine employée au laboratoire. Elle nécessite  trois fois plus 

de produit que la RMN soit environ 15 mg par dosage. Cette méthode nous permet de 

doser, par ajout d’acide chlorhydrique, les fonctions carboxylates non estérifiées et 

donc d’obtenir indirectement le taux des fonctions estérifiées. Les taux d’estérification 

obtenus pour l’ensemble des esters préparés sont résumés dans le tableau 1     
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Fragments  
de HA 

Type de chaîne  
greffée 

Taux 
d'estérification  

souhaité 

Taux 
d'estérification  
obtenu (± 5%) 

méthyle* 40% 44% 

40% 41% 

60% 54% 

80% 67% 
éthyle 

95% 75% 

butyle 40% 41% 

 HA 23 

octyle 40% 40% 
        

5% 4% 

10% 13% 

20% 18% 
HA 28 octyle 

40% 38% 

  

méthyle* 40% 41% 

éthyle 40% 42% 

butyle 40% 41% 

5% 3% 

10% 13% 

20% 20% 

 
HA 500 

octyle 

40% insoluble 

 
 
 

Pour les valeurs de taux d’estérification souhaitées entre 10 et 40%, les valeurs 

obtenues expérimentalement sont très proches de celles souhaitées. Pour les taux les 

plus faibles, les valeurs obtenues sont plus faibles. Ceci peut être expliqué par les 

faibles volumes de solution d’halogénure d’alkyle induits par la faible valeur de taux 

d’estérification souhaitée. L’incertitude associée à ces faibles volumes est importante. 

Nous observons également que pour les taux supérieurs à 40%, les valeurs sont 

inférieures à celles souhaitées probablement dû à une hydrolyse partielle pendant la 

dialyse.  

Concernant la masse molaire des fragments de HA utilisés pour 

l’estérification, nous constatons qu’il est possible d’estérifier des chaînes de HA 500 à 

des taux importants proches de ceux souhaités. Pour obtenir des spectres RMN 1H de 

qualité comparable à ceux obtenus pour les fragments plus courts, nous avons dû 

augmenter le temps d’accumulation. Nous remarquons que jusqu’à un taux 

d’estérification de 20% en chaîne octyle, l’ester obtenu est soluble dans l’eau, ce qui 

Tableau 3 : Taux d’estérification des esters de HA obtenus par RMN et par conductimétrie 
(*) pour la chaîne méthyleet comparaison avec les valeurs souhaitées. 
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est nécessaire pour effectuer l’étude de la réaction d’hydrolyse enzymatique catalysée 

par la HAase. Tous les esters synthétisés à partir du HA 500 sont solubles dans l’eau 

excepté le HA 500 C8 40% que nous avons synthétisé mais pas utilisé pour la réaction 

enzymatique.  

 

III. Caractérisation physico-chimique des esters de  
HA 

 
Dans cette troisième partie, nous allons caractériser les différents échantillons 

présentés dans le chapitre précédent par chromatographie d’exclusion stérique (SEC) 

ou par flux-force couplé à deux détecteurs de diffusion de la lumière multi angle 

(MALLS) et réfractométrique différentiel (DRI).    

 

 III.A. Analyse par couplage SEC/MALLS  

 

 III.A.1. Esters obtenus à partir de HA 23 et HA 28 

 

Les analyses sont effectuées sur colonne TSK-Gel PWxl. Les résultats vont 

être étudiés en fonction du taux d’estérification et de la longueur de la chaîne alkyle 

pour les différents esters. 

    
 III.A.1.a. Influence du taux d’estérification (chaîne éthyle) 
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La figure 59 est décomposée en trois parties. La partie A présente les signaux 

réfractométriques (DRI) proportionnels à la concentration en esters de HA. La partie 

B présente les signaux de diffusion de lumière (LS) proportionnels à la masse molaire 

et à la concentration.  La partie C présente l’évolution des masses molaires 

déterminées pour chaque fraction préalablement séparée par chromatographie. Les 

signaux LS mettent en évidence dans tous les échantillons l’existence de deux 

populations. Ceci nous permet de comparer les profils chromatographiques des esters 

de HA éthylés à 41 ; 54 ; 66 et 75% avec celui du fragment précurseur  HA 23. Pour 

les taux d’estérification allant de 40% à 66%, la population 1 est située entre 9 et 12 

mL et la population 2 est située entre 12 et 16 mL sur le signal de LS (figure 59 B). La 

réponse du signal DRI (figure 59 A) présente une seule population entre 12 et 16 mL. 

La population 2 représente donc la majorité de l’échantillon injecté. La présence de la 

population 1 indique une quantité négligeable d’agrégats pour le HA 23 ainsi que pour 

les esters comparés. Les calculs de masses molaires ont été effectués uniquement sur 

la population 2 entre 12 et 16 mL (tableau 4 discuté page suivante). 

Pour les taux d’estérification inférieurs à 75%, les profils DRI sont quasiment 

superposables au HA 23 précurseur avec une légère translation de la réponse vers les 

volumes d’élution plus faibles. L’analyse du signal DRI nous permet de vérifier 

qu’entre 80 et 83% du produit est analysé ce qui montre que ces analyses sont 

représentatives des échantillons.  
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Figure 59 : Profils d’élution réfractométriques (A) de diffusion de lumière (90°) (B) 
distribution des masses molaires (C) déterminés par SEC/MALLS/RI , [HA] = 1 g.L-1, 
en solution dans l’eau milliQ filtration 0,45 µm 

(C) 
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La réponse DRI du HA 23 C2 75% diffère de façon importante de ceux des 

autres esters éthylés puisque la population 1 apparaît sur le signal RI. Ce signal a été 

analysé et les résultats sont les suivants : Mn  = 3,2.106 g.mol-1 (±10%) ; Mw  = 

5,2.106 g.mol-1 (±15%) ; Ip = 1,6 (±18%). Ce signal représente 8% du produit analysé. 

Nous attribuons cela à la présence d’agrégats formés par des associations 

hydrophobes de type intermoléculaire en quantité assez importante pour apparaître sur 

la réponse DRI. De plus, l’évolution de la masse molaire ne se superpose pas 

parfaitement avec celles des autres esters et du précurseur. Elle est légèrement 

supérieure ce qui montre une structure plus compacte. Les populations 1 et 2 n’étant 

pas parfaitement séparées, il est possible qu’une faible quantité des agrégats soient 

analysée dans la population 2 ce qui engendrerait donc une augmentation importante 

de la Mn et de la Mw. Nous observons également que, comme pour les autres 

échantillons, l’évolution de masses molaires n’est pas linéaire en fin d’élution en 

raison des très faibles réponses des détecteurs.  

      

Fragments  
de HA Mn (g.mol -1) Mw (g.mol -1) Ip DPn apparent 

HA 23  22 600 39 900  1,8  56 

HA 23 C2 41% 25 000  37 900  1,5  62 

HA 23 C2 54% 25 600 36 700  1,5  64 

HA 23 C2 66% 29 000 37 500  1,3  72 

HA 23 C2 75% 43 000 81 100  1,9 107 

 
 
 
 

Les masses molaires reportées dans le tableau 4 montrent que la méthode 

d’estérification n’est pas dégradante puisque les DPn ne sont pas inférieurs à celui du 

fragment précurseur de HA. L’augmentation des valeurs expérimentales de Mn  et de 

DPn provient de la tendance de ces esters à l’agrégation. Concernant les Mw , les 

valeurs expérimentales obtenues sont identiques de la valeur du précurseur excepté 

l’échantillon le plus substitué. Ces résultats montrent que d’augmenter le taux 

d’estérification en chaînes éthyle n’induit pas de changement important de 

comportement du HA en solution jusqu’à 66%. 

Tableau 4 : Détermination de la Mn, Mw et Ip des populations 2  obtenues par analyse 
SEC/MALLS des fragments d’esters de HA de faibles masses molaires   
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Dans le cas du HA 23 C2 75%, les masses molaires moyennes sont surestimées 

de façon importante en raison de la présence d’agrégats. Il est donc difficile, dans ce 

cas d’accéder à la masse molaire de la chaîne isolée.  

Cette étude permet de conclure que pour observer un changement de 

comportement en solution, il est nécessaire d’atteindre un taux d’estérification de 75% 

en chaînes éthyle. La présence d’associations hydrophobes devient très importante et 

induit la formation d’agrégats volumineux.  

 

 III.A.1.b. Influence du taux d’estérification (chaîne octyle) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La figure 60 est décomposée de la même manière que précédemment. Nous 

pouvons comparer les profils chromatographiques du fragment HA 28 précurseur et 
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Figure 60 : Profils d’élution réfractométriques (A) et de diffusion de lumière (90°) (B) avec 
la distribution des masses molaires (C) déterminés par SEC/MALLS/DRI , [HA] = 1 g.L-1, 
en solution dans l’eau milliQ filtration 0,45 µm 
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ceux estérifiés en chaînes octyle à 3% ; 13% ; 18% où nous récupérons environ 80% 

de l’échantillon et 38% en chaînes octyle où nos récupérons 35% de l’échantillon. Les 

signaux LS (figure 60 B) des esters sont translatés de 5 mL vers les faibles volumes 

d’élution indiquant l’augmentation des volumes hydrodynamiques. Nous observons le 

même phénomène de translation sur les réponses DRI des esters (figure 60 A) avec un 

comportement très proche pour les trois taux d’estérification de 3%, 13% et 18%. 

Ceci montre que la formation d’agrégats volumineux (figure 60 C). 

Le HA 28 C8 38% a un comportement différent. Son signal RI possède un pic 

majoritaire situé à un volume d’élution plus élevé que pour les autres esters. Nous 

observons également un épaulement à des volumes d’élution plus faibles. En 

parallèle, nous observons que les valeurs données par la distribution des masses 

molaires sont très supérieures non seulement à celles du précurseur mais également à 

celles des autres esters. Ceci suggère la formation d’agrégats de masse molaire élevée 

mais très compactes.         

Les calculs de masses molaires ont donc été réalisés entre 12 et 15 mL  pour 

les HA octylés et entre 15 et 18 mL pour le HA 28 précurseur et sont résumés dans le 

tableau 5.   

 

Fragments  
de HA Mn (g.mol -1) Mw (g.mol -1) Ip DPnapparent  

HA 28 28 200 (8%) 40 200 (7%) 1,4 (10%) 70 

HA 28 C8 3% 27 500 (20%) 45 000 (18%) 1,6 (27%) 68 

HA 28 C8 13% 38 800 (21%) 50 100 (11%) 1,3 (22%) 94 

HA 28 C8 18% 38 500 (29%) 52 400 (29%) 1,4 (41%) 92 

HA 28 C8 38% 4 200 000 (2%) 4 600 000 (2%) 1,1 (3%) 9 611 

 
 
 
 

Jusqu’à 18% d’estérification en chaînes octyle, les valeurs de Mn  et Mw  

augmentent légèrement lorsque le taux d’estérification augmente mais restent proches 

de la valeur obtenue pour le précurseur.  

Cependant, lorsque le taux d’estérification devient important comme dans le 

cas du HA 28 C8 38%, les Mn  et Mw  obtenues sont surestimées de façon importante.  

Il est donc impossible, dans ce cas d’accéder à la masse molaire de la chaîne isolée. Il 

Tableau 5 : Détermination de la Mn, Mw et Ip obtenues par analyse SEC/MALLS  
des fragments d’esters de HA de faibles masses molaires   
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apparaît qu’en augmentant le taux d’estérification en chaîne octyle les interactions 

hydrophobes de type interchaînes soient prédominantes.  

 III.A.1.c. Influence de la longueur de la chaîne alkyle  

 

Les figures 17 A, B et C permettent de comparer de la même manière que 

précédemment les esters de HA C1, C2, C4 et C8 greffés à 40% avec le précurseur. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
   

 
 
 
 
 
 
 
 

 

Les signaux LS (figure 61 B) mettent en évidence, dans tous les échantillons, 

l’existence de deux populations. La population 1 (entre 9 et 12 mL) sur le signal LS 

n’apparaît pas sur le profil DRI (figure 61 A). En revanche, la population 2 (entre 12 

et 16 mL) sur le signal LS présente un signal DRI bien identifié. La population 2 

représente donc la majorité de l’échantillon injecté. La population 1 montre une 
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Figure 61 : Profils d’élution réfractométriques (DRI) (A) et de diffusion de lumière (LS) 90° 
(B) avec la distribution des masses molaires (C) déterminés par SEC/MALLS/RI , [HA] = 1 
g.L-1, en solution dans l’eau milliQ filtration 0,45 µm 
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quantité négligeable d’agrégats pour le HA 23 ainsi que pour les esters. Les calculs de 

masses molaires ont été effectués uniquement entre 12 et 15 mL. 

Concernant les esters méthyl, éthyle et butyle, les profils RI sont quasiment 

superposables au HA 23 précurseur avec une très légère translation du signal vers les 

volumes d’élution les plus faibles. L’analyse du signal RI nous permet de vérifier que 

comme pour le précurseur plus de 85% du produit est analysé excepté dans le cas du 

HA 23 C8 40% où seulement 33% du produit est analysé. La majorité de l’échantillon 

a donc été retenu à la filtration et correspond à des objets de très grandes tailles (> 

0,45µm) 

Les profils RI et LS du HA 23 C8 40 différent de façon importante de ceux des 

autres esters. Ils sont translatés d’environ 2 mL vers les faibles volumes d’élution. 

L’évolution de la masse molaire ne se superpose pas avec celles des autres esters et du 

précurseur. Les valeurs obtenues sont donc beaucoup plus élevées que celle des autres 

échantillons. L’augmentation très importante de la Mn ainsi que la Mw est attribuée à 

des associations hydrophobes. Ces associations probablement de type intermoléculaire 

a engendré des agrégats en quantité importante. Il est donc impossible dans le cas de 

cet ester d’obtenir la Mn  et Mw  de la chaîne isolée.  

 

Fragments  
de HA Mn (g.mol -1) Mw (g.mol -1) Ip DPn apparent 

HA 23 22 600  39 900  1,8 56 

HA 23 C1 44% 22 800  40 400  1,8  57 

HA 23 C2 41% 25 000  37 900  1,5  62 

HA 23 C4 41% 21 000  29 900  1,4 51 

HA 23 C8 40% 123 000  199 700  1,6 282 

 
 

 
 

Les valeurs expérimentales de Mn  et Mw  obtenues sont  proches de la valeur 

du précurseur. Ces résultats montrent que d’estérifier le HA avec des chaînes C1, C2 et 

C4 à un taux d’estérification proche de 40% n’induit pas de changement important de 

comportement en solution.  

Nous constatons une différence importante de résultats pour le HA 23 C8 38% 

et le HA 28 C8 40%. Pour ces systèmes très agrégatifs, les résultats dépendent très 

fortement des conditions de mise en solution et/ou de filtration.  

Tableau 6 : Détermination de la Mn , Mw  et Ip des populations 2  obtenues par 
analyse SEC/MALLS des fragments d’esters de HA de faibles masses molaires   
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 III.A.1.d. Bilan 
  

Cette étude a mis en évidence l’influence de la longueur de la chaîne alkyle 

ainsi que celle du taux d’estérification. Il semble qu’un changement de comportement 

soit induit par la valeur de la balance hydrophile lipophile. Dans le cas d’un fragment 

de HA d’environ 30 000 g.mol-1, les interactions hydrophobes interchaînes amènent la 

formation d’agrégats en quantité non négligeable à partir de 40% en chaîne octyle ou 

pour 75% en chaîne éthyle. L’estérification avec une chaîne octyle engendre des 

agrégats de masse molaire plus importante que les autres chaînes alkyle utilisées. La 

chaîne octyle favorisant davantage les associations hydrophobes, les conformations 

obtenues semblent plus compactes.  

Les agrégats n’ayant pu être séparés des chaînes isolées, les masses molaires 

de celle-ci n’ont pu être déterminées avec précision.  

 

 III.A.2. Esters obtenus à partir de HA 500 

 

Des analyses par couplage SEC/MALLS similaires à celles effectuées avec les 

esters de faibles masses molaires ont été réalisées sur les esters préparés à partir du 

précurseur de HA 500 en utilisant les colonnes TSK-Gel PWxl. L’influence de la 

longueur de la chaîne alkyle et du taux d’estérification en chaînes octyle est étudiée en 

analysant les profils chromatographiques.  

 
 
 III.A.2.a. Influence du taux d’estérification (chaîne octyle) 
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Sur la figure 62 B, nous observons une importante réponse en LS aux faibles 

volumes d’élution pour les trois échantillons modifiés montrant la présence d’agrégats 

volumineux. Si nous observons la réponse DRI associée (figure 62 A), nous 

constatons l’apparition d’une réponse lorsque le taux d’estérification augmente. Les 

masses molaires correspondantes  (figure 62 C) sont très importantes mais ne peuvent 

pas être calculées en raison de la saturation des signaux LS. 

Si nous observons à présent la réponse DRI des espèces éluées après 11 mL, 

nous constatons une translation vers les plus faibles volumes d’élution donc vers les 

plus forts volumes hydrodynamiques. Cette translation s’accompagne d’une 

augmentation des masses molaires. Nous avons donc très peu de chaînes isolées dans 

ces systèmes où l’auto association est prédominante. 

Nous avons choisi, pour tous les esters octylés de déterminer les masses 

molaires entre 11 et 13 mL de volume d’élution en raison de la saturation du signal 

LS. Ces résultats sont présentés dans le tableau 7. 

 

 

 

 

Figure 62 : Profils d’élution réfractométriques (A) et de diffusion de lumière (90°) (B) avec 
la distribution des masses molaires (C) déterminés par SEC/MALLS/RI , [HA] = 0,5 g.L-1, 
en solution dans l’eau milliQ filtration 0,45 µm  
* problème de saturation du signal LS 
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L’analyse des fragments de HA 500 C8 3%  et HA 500 C8 13% montrent des 

valeurs de Mn  identiques à celle du précurseur HA 500. Les valeurs obtenues pour 

les Mw  augmentent avec le taux d’estérification. Concernant le HA 500 C8 20%, la 

Mn  est très élevée par rapport au précurseur HA 500 indique la capacité à l’auto 

association interchaînes pour cet échantillon. Il paraît impossible d’obtenir les masses 

molaires des chaînes isolées dans le cas de l’ester HA 500 C8 20%.  

La taille des agrégats étant de plus en plus élevée, la quantité d’échantillon 

détectée diminue avec l’augmentation du taux d’estérification. Ces agrégats 

volumineux sont retenus lors de l’étape de filtration.           

    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fragments  
de HA Mn (g.mol -1) Mw (g.mol -1) Ip DPnapparent  

quantité détectée  
par le 

réfractomètre 

HA 500 494 000 (9%) 618 000 (7%) 1,3 (11%) 1232 87% 

HA 500 C8 3% 485 000 (25%) 532 000 (18%) 1,1 (30%) 1200 73% 

HA 500 C8 13% 510 000 (35%) 874 000 (37%) 1,7 (40%) 1235 61% 

HA 500 C8 20% 9 700 000 (2%) 15 200 000 (3%) 1,6 (4%) 23261 46% 

Tableau 7 : Détermination de la Mn, Mw et Ip des HA 500 octylés obtenues par analyse 
SEC/MALLS des fragments d’esters de HA de fortes masses molaires entre 11 et 13 mL  
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 III.A.2.b. Influence de la chaîne alkyle ajoutée 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Les signaux LS (figure 63 B) observés pour les échantillons estérifiés sont 

translatés par rapport au HA 500 précurseur à des volumes d’élution plus faibles.  

Nous observons le même phénomène  de translation en analysant les signaux DRI 

(figure 63 A). En parallèle, les masses molaires obtenues (figure 63 C) sont plus 

importantes que celles du HA 500 précurseur. Tout ceci indique la formation 

d’agrégats volumineux. Les profils DRI indiquent que ces agrégats se compacifient 

puisque lorsque la longueur de la chaîne alkyle augmente, le profil DRI se déplace 

vers les volumes d’élution plus élevés. Nous avons déterminé les masses molaires 

entre 10 et 13 mL en raison de la saturation des réponses LS. Les résultats sont 

résumés dans le tableau 8. 
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Figure 63 : Profils d’élution RI (A) et LS (90°) (B) avec la  distribution des masses molaires 
(C) déterminés par SEC/MALLS/RI , [HA] = 0,5 g.L-1, en solution dans l’eau milliQ filtration 
0,45 µm 
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Fragments  
de HA Mn (g.mol -1) Mw (g.mol -1) Ip DPnapparent  

quantité 
détectée  

par le 
réfractomètre 

HA 500 494 000 618 000  1,3  1232 87% 

HA 500 C1 41% 900 300 920 000 1,0  2262 70% 

HA 500 C2 42% 1 200 000 1 700 000  1,4  2978 63% 

HA 500 C4 41% 517 000 842 000  1,6  1246 42% 

 

 

Les valeurs de Mn  et Mw  obtenues des HA 500 C1 41% et HA 500 C2 42% 

sont beaucoup plus élevées que pour le précurseur. Nous observons également que les 

quantités d’échantillon détectées par le réfractomètre diminuent lorsque la longueur 

de la chaîne alkyle augmente. Ces deux phénomènes indiquent donc la présence de 

plus en plus importante d’agrégats provenant d’associations hydrophobes 

interchaînes. En revanche, pour le HA 500 C4 41%, la taille des agrégats étant trop 

importante, la majorité d’entre eux a été retenue par le filtre.  

 

 III.A.2.c. Bilan 

 

Ces résultats nous montrent qu’avec des HA de plus forte masse molaire, la 

tendance à l’agrégation est favorisée. Les interactions hydrophobes apportées par 

l’ajout de chaînes alkyle sont de type intermoléculaire puisque les masses molaires 

obtenues sont nettement supérieur au HA précurseur. Contrairement aux esters 

préparés à partir des HA 23 et HA 28, des changements de comportement induits par 

les interactions hydrophobes se produisent dès la plus courte chaîne alkyle et dès les 

plus faibles taux d’estérification. De plus, augmenter le taux d’estérification ou la 

longueur de la chaîne alkyle semble donner des structures plus agrégées.  

Les agrégats étant difficilement séparables des chaînes isolées, les masses 

molaires de celles-ci n’ont pu être déterminées avec précision. 

 

 

        

Tableau 8 : Détermination de la Mn, Mw et Ip obtenues par analyse SEC/MALLS des 
fragments d’esters de HA de fortes masses molaires (entre 10 et 13 mL)  
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 III.B. Analyse par couplage AF4/MALLS 
 

Pour certains esters de HA, notamment ceux préparés à partir du précurseur 

HA 500, l’importante présence des agrégats ne nous a pas permis d’obtenir une 

séparation correcte des différentes populations présentes en solution. Pour tenter une 

séparation entre les agrégats et les chaînes isolées ainsi qu’une caractérisation de ces 

différentes espèces, nous avons choisi d’analyser ces systèmes en utilisant un système 

de séparation flux-force dont les capacités de séparation des polymères amphiphiles 

sont reconnues (Simon et al., 2003). Il est important de rappeler que l’ordre de 

séparation est inversé par rapport à la SEC. Les espèces les moins volumineuses 

sortent en premier. Les résultats obtenus sont résumés sur la figure suivante. 
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Figure 64 : Profils d’élution réfractométriques (A) et de diffusion de lumière (90°) (B) avec 
la distribution des masses molaires (C) déterminés par AF4/MALLS/RI ,  
[HA] = 0,75 g.L-1, en solution dans l’eau milliQ filtration 0,45 µm 
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La figure 64 présente, comme précédemment dans le cas du couplage 

SEC/MALLS, les profils réfractométriques (figure 64 A) les profils de diffusion de 

lumière à 90° (figure 64 B) et l’évolution de la masse molaire en fonction du volume 

d’élution (figure 64 C). Nous observons deux populations : avant 32 mL, les chaînes 

de HA ou de HA estérifiés isolées et après 32 mL les chaînes de HA ou de HA 

estérifiés agrégées. La tendance à l’agrégation est conforme aux données précédentes, 

c'est-à-dire d’après les signaux LS, faible pour le HA 500 précurseur et fort pour le 

HA 500 C1 41%. 

 Les masses molaires obtenues avant 27 mL sont superposées pour les deux 

échantillons. Ceci indique la présence de chaînes isolées. La forte déviation observée 

ensuite confirme la présence d’agrégats comme le montre le tableau suivant. 

Fragments  
de HA Mn (g.mol -1) Mw (g.mol -1) Ip DPnapparent  

quantité 
détectée  

par le 
réfractomètre 

HA 500 476 000 (15%) 535 000 (16%) 1,1 (22%) 1187 85% 

502 000 (47%) 1 300 000 (29%) 2,7 (56%) 1261 55% 
HA 500 C1 41% 

19 000 000 (29%) 41 000 000 (41%) 2,2 (50%) 47 382 1% 

 

 
 

Le tableau 9 résume les valeurs de masses molaires déterminées à partir des 

fractogrammes précédents. Les masses molaires obtenues pour le précurseur HA 500 

sont très proches des valeurs obtenues par couplage SEC/MALLS. De plus, la 

quantité d’échantillon détectée par le réfractomètre est semblable à la quantité 

analysée par couplage SEC/MALLS. Nous pouvons en déduire que la méthode de 

séparation est adaptée au HA. Les valeurs de Mw  confirment la forte tendance de cet 

ester aux associations interchaînes de nature hydrophobe apportée par l’estérification. 

Néanmoins, Il a été possible de déterminer les masses molaires de l’ester HA 500 C1 

41% et donc de séparer de façon satisfaisante les agrégats de masse molaire très 

élevée et les chaînes isolées. Les valeurs de masses molaires des chaînes isolées nous 

montrent que la méthode d’estérification utilisée n’est pas dégradante même en 

utilisant des précurseurs de masse molaire plus élevée. 

Il n’a cependant pas été possible de réaliser une séparation correcte dans le cas 

des autres esters de HA entre les agrégats et les chaînes isolées. De plus, les quantités 

Tableau 9 : Détermination de la Mn, Mw et Ip des populations 1 et 2  obtenues par analyse 
AF4/MALLS des fragments d’esters de HA de fortes masses molaires   
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d’échantillons détectées par le réfractomètre (< 10%) ne sont pas représentatives des 

espèces présentes en solution.    

 

 III.C. Caractéristiques viscosimétriques des esters de HA 

  

Dans cette partie, l’influence de l’estérification (longueur de la chaîne alkyle 

et taux d’estérification) est étudiée sur la viscosité des solutions d’esters de HA à 

l’aide d’un viscosimètre de type couette (Contraves Low Shear LS30). Nous avons 

étudié les esters préparés à partir du précurseur HA 500 car pour ceux préparés à 

partir des HA 23 et 28, les viscosités obtenues se sont avérées trop proches de la 

viscosité de l’eau pour en établir une variation en fonction de la concentration.  

Nous avons choisi d’analyser les paramètres viscosimétriques en fixant le pH 

des solutions à 4 et en fixant une gamme de concentration allant de 0,1 à 2 g.L-1. De 

plus, les études sont réalisées dans l’eau milli-Q ainsi que dans NaCl 0,15 mol.L-1. 

Ces conditions expérimentales sont celles utilisées pour l’étude de l’hydrolyse 

enzymatique des esters de HA catalysée par la HAase. 

 

 III.C.1. Analyses effectuées à 25°C 

 

 III.C.1.a. Etude du régime des différents esters de HA en solution 

dans l’eau pure 
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 Figure 65 : Evolution de la viscosité spécifique en fonction de la concentration pour les 

esters de HA préparés à partir de HA 500 
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La figure 65 présente l’évolution de la viscosité spécifique en fonction de la 

concentration en HA 500 et en esters HA 500 C1 41%, HA 500 C2 42% et HA 500 C4 

41%.  Elle nous permet d’observer que cette variation est linéaire quelque soit la 

chaîne alkyle ajoutée. Les pentes de ces droites dont la valeur est proche de 0,5 sont 

caractéristiques de solutions de polyélectrolytes en régime semi dilué non enchevêtré 

(Don, 2008). 

 
chaîne alkyle 

greffée  C1 C2 C4 C8 

taux d'estérification 0 41% 42% 41% 3% 13% 20% 

ηηηηspe à 2 g.L -1    16,40 6,00 1,61 1,15 0,32 0,31 0,20 

 
 
 
 

La viscosité spécifique des esters octylés étant trop proches de la viscosité 

spécifique de l’eau il n’a pas été possible d’en tracer l’évolution en fonction de la 

concentration. C’est pourquoi nous avons décidé de regrouper dans le tableau 3 la 

viscosité spécifique à une concentration fixe pour chaque ester. Ceci nous permet de 

comparer l’ensemble des esters préparés. Nous constatons que la viscosité spécifique 

diminue lorsque la longueur de la chaîne alkyle augmente. Dans le cas de la chaîne 

octyle, la viscosité spécifique diminue également lorsque le taux d’estérification 

augmente.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tableau 10 : Détermination de ηspe à une concentration fixée à 2 g.L-1 pour 
l’ensemble des esters préparés à partir de HA 500 
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 III.C.1.b. Détermination de la viscosité intrinsèque dans l’eau pure 
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L’évolution de la viscosité réduite des différents échantillons en fonction de la 

concentration dans l’eau est typique d’un polyélectrolyte : la viscosité réduite 

augmente lorsque la concentration diminue. Ceci s’explique par l’augmentation, à très 

faible concentration, des forces de répulsions entre les charges négatives portés par les 

fonctions carboxylates du HA et provoquant ainsi l’expansion des chaînes de 

polymère. Nous observons également que l’estérification des fragments de HA 

diminue ce phénomène d’expansion. En estérifiant à 40%, nous masquons une 

quantité relativement importante de charges négatives, ce qui peut expliquer cette 

diminution. Ce phénomène a été observé par Dragan et Ghimici (2001) lors de leur 

étude sur des polyélectrolytes cationiques hydrophobes. Nous remarquons aussi que 

l’expansion semble diminuer lorsque la longueur de la chaîne alkyle augmente à taux 

d’estérification constant en raison de l’augmentation du caractère hydrophobe. Les 

associations hydrophobes intrachaînes en milieu dilué masquent l’effet polyélectolyte.  
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Figure 66 : Evolution de la viscosité réduite en fonction de la concentration pour les 
esters de HA préparés à partir de HA 500 (représentation de Huggins) 
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Il n’est pas possible de déterminer la viscosité intrinsèque des échantillons par 

cette représentation. Nous avons donc choisi deux représentations classiques : la 

représentation de Fuoss ainsi que la représentation de Fedors.  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Les deux méthodes de linéarisation représentées sur la figure 67 nous 

permettent d’obtenir des droites pour l’ensemble des esters étudiés. Ces deux modèles 

semblent être applicables dans le cas de nos systèmes en régime semi dilué non 

enchevêtré. Il est donc possible d’accéder à la viscosité intrinsèque et de comparer les 

valeurs obtenues par les deux méthodes. Les valeurs de viscosités intrinsèques sont 

résumées dans le tableau 3. 

 

  Fuoss Fedors 

  [η]η]η]η] ( ( ( (L.g -1) [η]η]η]η] ( ( ( (L.g -1) Cm 

HA 500 50,00 10,60 0,33 

HA 500 C1 41% 16,70 6,85 0,50 

HA 500 C2 42% 2,38 1,41 1,33 

HA 500 C4 41% 1,52 0,85 1,79 

 
 
 
 
 

Nous constatons une différence entre les viscosités intrinsèques obtenues par 

les méthodes de linéarisation de Fuoss et de Fédors. La différence des valeurs est 

importante. Il a déjà été montré que la détermination de la viscosité intrinsèque  par la 
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Figure 67 : Représentations de Fuoss (A) et de Fedors (B) pour les esters de HA préparés 
à partir de HA 500 

(A) (B) 

Tableau 11 : Détermination de la viscosité intrinsèque ([η]) pour les esters de HA 
préparés à partir du HA 500 ainsi que pour le précurseur HA 500 
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méthode de Fuoss pour des pectines donnait des valeurs surestimées (Michel et al., 

1984). Les résultats de Cohen et al. (1988) montrent que l’équation de Fuoss n’est pas 

adapté aux faibles concentrations en polymères. Rotureau et al. (2006) utilisent un 

polysaccharide neutre pour réaliser une comparaison entre la méthode de Huggins et 

celle de Fedors. Leurs études ont montré que les valeurs de viscosités intrinsèques 

déterminées par la méthode de Fedors pour des dextranes amphiphiles  sont très 

proches de celles obtenues par la représentation de Huggins. Ces représentations 

restent cependant empiriques, et traduisent une tendance qui est la même pour les 

deux méthodes. Quelque soit la représentation, la viscosité intrinsèque diminue 

lorsque la longueur de la chaîne alkyle ajoutée augmente en fixant le taux 

d’estérification à 40%. La viscosité du HA précurseur est liée à la présence de liaisons 

hydrogène entre le groupe carboxylate et le groupe N-acétyl via une molécule d’eau 

(Heatley and Scott 1988). Ces liaisons sont d’autant plus présentes que les solutions 

analysées sont préparées dans l’eau pure. Estérifier les fonctions carboxyl diminue le 

nombre possible de liaisons hydrogène et diminue donc la viscosité. Cette diminution 

de la viscosité intrinsèque peut également signifier une diminution du volume 

hydrodynamique par associations hydrophobes intramoléculaires. Souguir et al. 

(2007) réalise une étude viscosimètre dans l’eau pure de carboxyméthylpullulane 

hydrophobisés par du diméthylaminopropylamine et constate également une 

conformation plus compacte par rapport à son précurseur.   

De plus, nous constatons une augmentation du paramètre Cm en parallèle de la 

diminution de la viscosité intrinsèque. Cette augmentation signifie la formation de 

structures plus compactes avec l’augmentation de la longueur de la chaîne alkyle. 

D’après les études de Rotureau et al. (2006), le paramètre Cm est lié à la 

concentration d’agrégation lorsqu’il s’agit de polymères amphiphiles.       
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 III.C.1.c. Etude du régime des esters de HA dans NaCl 0,15 mol.L-1 
 

  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

En présence de 0,15 mol.L-1 de NaCl, nous observons comme précédemment 

une variation linéaire de la viscosité spécifique en fonction de la concentration quelle 

que soit la longueur de la chaîne alkyle ajoutée. Les valeurs de pente, qui varient de 

1,1 à 1,5 sont caractéristiques de solutions en régime dilué (Utracki, 1963).  

 

chaîne alkyle greffée   C1 C2 C4 C8 
taux d'estérification 0 41% 42% 41% 3% 13% 20% 

ηηηηspe à 2 g.L -1    1,96 1,50 0,59 0,41 0,23 0,17 0,14 

   

 
 
 

Comme dans le cas des analyses effectuées dans l’eau pure, les viscosités 

spécifiques du HA 500 C4 41% ainsi que les esters octylés sont trop faibles pour 

obtenir une évolution en fonction de la concentration en HA. Nous pouvons 

néanmoins les comparer à une concentration fixée à 2 g.L-1. Tout d’abord, nous 

constatons qu’en présence de NaCl, les viscosités spécifiques sont logiquement plus 

faibles que dans l’eau pure en raison de l’écrantage des charges. En les comparant, il 

est important de remarquer que, comme dans le cas des solutions préparés dans l’eau 
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Figure 68 : Evolution de la viscosité spécifique en fonction de la concentration pour 
les esters de HA préparés à partir de HA 500 

Tableau 12 : Détermination de ηspe à une concentration fixée à 2 g.L-1 pour 
l’ensemble des esters préparés à partir de HA 500 
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pure, la viscosité spécifique diminue lorsque la longueur de la chaîne alkyle ajoutée 

augmente. Pour les esters octylés, nous remarquons également que la viscosité 

spécifique diminue lorsque le taux d’estérification augmente pour les mêmes raisons 

que précédemment. 

 

 III.C.1.d. Détermination de la viscosité intrinsèque dans NaCl 0,15 mol.L-1 
 

   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

En présence de 0,15 mol.L-1 de NaCl, nous n’observons plus d’augmentation 

de la viscosité réduite lorsque les concentrations  en HA estérifiés ou non diminuent. 

Les effets polyélectrolytes sont supprimés par l’ajout de force ionique. Il est donc 

possible de déterminer dans le cas du HA 500 précurseur ainsi que des deux esters HA 

C1 41% et HA 500 C2 42% les viscosités intrinsèques en utilisant la représentation de 

Huggins. Les résultats obtenus sont résumés dans le tableau suivant 

 

  Huggins Fedors Fuoss 

  [η]η]η]η] ( ( ( (L.g -1) KH [η]η]η]η] ( ( ( (L.g -1) [η]η]η]η] 

HA 500 0,72 0,24 0,87 1,84 

HA 500 C1 41% 0,46 0,66 0,55 0,89 

HA 500 C2 42% 0,08 1,60 0,13 0,27 
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Figure 69 : Représentation de Huggins pour les esters de HA préparés à partir de 
HA 500 

Tableau 13 : Détermination de la viscosité intrinsèque ([η]) pour les esters de 
HA préparés à partir du HA 500 ainsi que le précurseur 
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Le tableau 13 nous montre qu’en fixant le taux d’estérification à 40%, les 

viscosités intrinsèques diminuent lorsque la longueur de la chaîne alkyle ajoutée 

augmente. Ceci suggère une diminution du volume hydrodynamique. Simon et al. 

(Simon et al., 2003) observent de la même manière une diminution de viscosités 

intrinsèques des carboxyméthylpullulanes hydrophobisés par des chaînes octyle 

lorsque le degré de substitution augmente.  Pelletier et al. (Pelletier et al. 2000) 

montre qu’en régime dilué, les interactions hydrophobes intramoléculaires  entre les 

chaînes alkyle sont favorisées dans NaCl 0,15 mol.L-1.De plus la représentation de 

Huggins nous permet d’accéder au paramètre kH. La valeur obtenue pour le HA 500 

précurseur est une valeur classique pour un bon solvant. Nous observons que sa valeur 

augmente lorsque la longueur de la chaîne alkyle ajoutée augmente. Bien que les 

chaînes alkyle ajoutées soient courtes, les interactions polymère-polymère sont 

accentuées et les interactions polymère-solvant diminuent. Le taux d’estérification 

élevé permet ces associations hydrophobes. Les données de viscosité ont également 

été linéarisées selon les méthodes de Fuoss et de Fedors. En accord avec Rotureau et 

al. (2006), en présence de sel les représentations de Huggins et de Fedors donnent des 

résultats proches.  

 III.C.2. Analyses effectuées à 37°C 

 

Les mêmes analyses viscométriques ont été réalisées en fixant la température à 

37°C. Ceci nous permet de nous rapprocher davantage des conditions utilisées pour 

l’étude de l’hydrolyse enzymatique. 

III.C.2.a. Etude du régime des esters de HA dans l’eau pure 
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Figure 70 : Evolution de la viscosité spécifique en fonction de la concentration pour les 
esters de HA préparés à partir de HA 500 
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Comme pour tous les polymères non LCST, nous observons des viscosités 

plus faibles à 37°C qu’à 25°C. A cette température, nous observons également une 

variation linéaire de la viscosité spécifique en fonction de la concentration en HA 

estérifié ou non. Les pentes de ces droites dont la valeur est proche de 0,5 sont 

caractéristiques de solutions de polyélectrolytes en régime semi dilué non enchevêtré. 

Ne pouvant pas observer l’effet de la concentration pour le HA 500 C4 41% et les HA 

500 octylés. Nous choisissons de comparer l’ensemble des fragments de HA préparés 

à partir du HA 500 à une concentration fixe. Les résultats sont résumés dans le tableau 

suivant.   

chaîne alkyle 
greffée  C1 C2 C4 C8 

taux d'estérification 0 41% 42% 41% 3% 13% 20% 

ηηηηspe à 2 g.L -1    9,62 3,80 1,38 0,61 0,05 0,06 0,04 

 

 

 

Le tableau 14 présente des viscosités spécifiques qui diminuent avec 

l’ensemble des échantillons analysés lorsque nous nous plaçons à 37°C. Nous 

observons également la même tendance qu’à 25°C, c'est-à-dire, une diminution de la 

viscosité spécifique lorsque la longueur de la chaîne alkyle ajoutée augmente. Pour les 

esters octylés, une diminution de la viscosité spécifique est à noter lorsque le taux 

d’estérification augmente. 

 

III.C.2.b. Détermination de la viscosité intrinsèque dans l’eau pure 

 

   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Tableau 14 : Détermination de ηspe à une concentration fixée à 2 g.L-1 pour 
l’ensemble des esters préparés à partir de HA 500 
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Figure 71 : Evolution de la viscosité réduite en fonction de la concentration pour les 
esters de HA préparés à partir de HA 500 (représentation de Huggins) 
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La figure 71 présente l’évolution de la viscosité réduite selon la représentation 

de Huggins. L’augmentation de la température d’analyse induit une diminution de la 

viscosité réduite en fonction de la concentration. L’effet polyélectrolyte  très marqué 

pour le HA 500 précurseur est à nouveau observé à 37°C. La diminution de cet effet 

polyélectrolyte est mise en évidence lorsque la longueur de la chaîne alkyle augmente. 

Pour déterminer la viscosité intrinsèque des échantillons HA 500, HA 500 C1 41% et 

HA 500 C2 42%, nous avons alors utilisé les méthodes de linéarisation de Fuoss et 

celle de Fedors. Les résultats sont résumés dans les figures et tableau suivants. 

  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Les deux équations utilisées permettent l’obtention de droites pour les trois 

échantillons analysés. Il est donc possible d’accéder aux viscosités intrinsèques et de 

comparer les valeurs obtenues par les deux méthodes. Ces valeurs sont résumées dans 

le tableau suivant. 

  fuoss Fedors 

  [η]η]η]η] [η]η]η]η] Cm 

HA 500 26,3 16,9 0,44 

HA 500 C1 41% 6,25 3,71 0,87 

HA 500 C2 42% 3,11 1,26 1,49 

  

 
 
 

Le tableau 15 présente un écart important entre les valeurs de viscosités 

intrinsèques déterminées par l’équation de Fuoss et celles obtenues par l’équation de 

Fedors. La tendance reste cependant la même. La viscosité intrinsèque diminue de 
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Figure 72 : Représentation de Fuoss (A) et de Fédors (B) pour les esters de HA 
préparés à partir de HA 500 

(A) (B) 

Tableau 15 : Détermination de la viscosité intrinsèque ([η]) pour les esters de 
HA préparés à partir du HA 500 ainsi que le précurseur 
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façon importante lorsque la longueur de la chaîne alkyle augmente. Nous pouvons 

remarquer que la diminution est très marquée entre la valeur obtenue pour le HA 500 

précurseur et les deux esters analysés. En parallèle, nous observons également une 

augmentation du paramètre Cm lorsque la longueur de la chaîne alkyle augmente. Les 

valeurs de Cm obtenues à 37°C sont plus élevées que celles obtenues à 25°C. Ceci 

suggère qu’en augmentant la température d’analyse, nous obtenons des structures plus 

compactes qu’à 25°C. Il est probable que les associations hydrophobes soient 

favorisées en augmentant la température. 

 

III.C.2.c. Etude du régime des esters de HA dans NaCl 0,15 mol.L-1 

   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

La figure 73 montre une variation linéaire entre la viscosité spécifique et la 

concentration en polymère. Les pentes des droites obtenues sont comprises entre 1,6 

et 1,7. Cette valeur de pente est caractéristique d’une solution en régime dilué. L’ajout 

de NaCl diminuant davantage la viscosité spécifique, nous ne pouvons pas tracer cette 

évolution pour l’ensemble des esters. Les viscosités spécifiques de l’ensemble des 

esters à une concentration de 2 g.L-1 sont résumés dans le tableau suivant afin d’être 

comparé. 

 

 

  

Figure 73 : Evolution de la viscosité spécifique en fonction de la concentration pour 
l’ester de HA C1 41% préparés à partir de HA 500 
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chaîne alkyle 
greffée  C1 C2 C4 C8 

taux d'estérification 0 41% 42% 41% 3% 13% 20% 

ηηηηspe à 2 g.L -1    2,01 0,93 0,33 0,23 0,12 0,09 0,08 

 

 
 

 

Le tableau 16 nous présente des viscosités spécifiques plus faibles lorsque les 

solutions sont préparées dans NaCl 0,15 mol.L-1. De plus, nous montrons comme 

précédemment une diminution de la viscosité spécifique lorsque à la fois la longueur 

de la chaîne et/ou le taux d’estérification augmente. 

 

III.C.2.d. Détermination de la viscosité intrinsèque dans NaCl 0,15 mol.L-1 

  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

La figure 74 montre que la représentation de Huggins linéarise de façon 

correcte les valeurs de viscosités obtenues. Nous pouvons donc accéder à la viscosité 

intrinsèque pour le HA 500 précurseur ainsi que pour le HA 500 C1 41%. 

 
 
 
 
 
 
 

Tableau 16 : Détermination de ηspe à une concentration fixée à 2 g.L-1 pour l’ensemble 
des esters préparés à partir de HA 500 

Figure 74 : Evolution de la viscosité réduite en fonction de la concentration pour les 
esters de HA préparés à partir de HA 500 (représentation de Huggins) 
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  Huggins Fedors Fuoss 

  [η]η]η]η] ( ( ( (L.g -1) KH [η]η]η]η] ( ( ( (L.g -1) [η]η]η]η]    (L.g -1) 

HA 500 0,49 0,79 0,55 1,55 

HA 500 C1 41% 0,12 10,9 0,19 0,61 

 
 
 

 

Nous observons que la viscosité intrinsèque diminue lorsque nous estérifions 

le HA 500 avec 41% de chaînes méthyle. En parallèle, kH augmente de façon très 

marquée. La valeur de kH devient particulièrement élevée lorsque nous augmentons la 

température. La représentation de Fedors est à nouveau en accord avec d’Huggins.  

 

 III.C.3. Bilan des analyses viscosimétriques 

 

Cette étude nous a montré que quelque soit la température ou la force ionique 

des solutions préparées, la présence de chaînes alkyle modifie la conformation du HA 

en solution diluée. Nous avons constaté une diminution de la viscosité intrinsèque 

accompagné d’une augmentation du paramètre Cm déterminé dans l’eau pure et de kH 

déterminé en milieu salin lorsque la longueur de la chaîne alkyle augmente. Une 

diminution de la viscosité intrinsèque ainsi qu’une augmentation de Cm suggère une 

diminution du volume hydrodynamique et donc une structure très compacte avec une 

augmentation de kH qui montre le renforcement des interactions polymère-polymère. 

De plus, les résultats obtenus d’un point de vue microscopique par le couplage SEC/ 

MALLS  ainsi que la turbidité des solutions confirment la présence d’associations 

hydrophobes interchaînes. Il est donc probable qu’en choisissant un taux 

d’estérification de 40%, il y ait compétition en solution entre les associations 

hydrophobes de type intramoléculaire et intermoléculaire, ceci formant des espèces 

très compactes en solution. Aux faibles concentrations étudiées, la transition entre ces 

associations est difficile à obtenir. Ceci peut suggérer que la viscosité intrinsèque 

déterminée pourrait ne pas correspondre aux macromolécules isolées. Des 

comportements similaires ont déjà été observés pour d’autres polymères amphiphiles 

(Glinel et al., 2001 ; Simon et al., 2003).  

La force ionique ainsi que l’augmentation de la température accentue les 

phénomènes déjà observés dans l’eau pure et à 25°C. Pelletier et al. (2000) montrent 

Tableau 17 : Détermination de la viscosité intrinsèque ([η]) pour les esters de HA 
préparés à partir du HA 500 ainsi que le précurseur 
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que les structures obtenues pour des HA hydrophobisés sont plus compactes que 

celles des alginates hydrophobisés à même degré de substitution. 

 III.D. Inclusion d’une sonde hydrophobe dans les solutions 
d’esters de HA 

 
Nous avons souhaité étudier par la suite le rôle de la concentration en ester de 

HA sur l’hydrophobie du système. Pour cela, nous avons réalisé des analyses par 

fluorescence en utilisant comme sonde hydrophobe le pyrène. Cette sonde est connue 

pour être sensible à la polarité de son microenvironnement (Kalyanasundaram et 

Thomas, 1977). Le rapport des intensités du premier et du troisième pic vibronique du 

spectre d’émission de fluorescence du pyrène est caractéristique du changement de 

polarité du milieu. La gamme de concentration étudiée varie de 0,001 g.L-1 à 2 g.L-1 

afin de se placer dans les conditions utilisées pour l’étude de l’hydrolyse enzymatique.  

 

 III.D.1. Esters obtenus à partir de HA 23 et 28 

 

 III.D.1.a. Influence du taux d’estérification 

 

   

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

La figure 75 présente l’évolution du rapport I1/I3 en fonction de la 

concentration en esters octylés (A) et éthylés (B) de HA. Concernant le HA 

précurseur, nous observons une légère diminution de ce rapport pour les plus fortes 

concentrations en HA, c'est-à-dire au-dessus de 1 g.L-1. La diminution de ce rapport 
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Figure 75 : Evolution du rapport I1/I3 du spectre d’émission de fluorescence du pyrène en 
fonction de la concentration pour les esters octylés (A) et éthylés (B) de HA préparés à partir 
de HA 28 et HA 23  
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marque la présence de microdomaines hydrophobes où le pyrène est 

préférentiellement soluble. Cette légère diminution aux concentrations les plus 

élevées peut s’expliquer par l’augmentation des « patchs » hydrophobes (Scott et al., 

1992)  du squelette du HA ou des liaisons hydrogène formant des agrégats de chaînes 

de HA. Concernant les esters éthylés de HA, une diminution du rapport  I1/I3 est 

observée à partir de 66% d’estérification en chaîne éthyle. Elle débute à une 

concentration plus faible que pour le HA précurseur, c'est-à-dire à partir de 0,5 g.L-1. 

La mise en évidence d’un changement de conformation induit par les plus forts taux 

d’estérification confirme les résultats obtenus lors des analyses chromatographiques. 

En augmentant le taux d’estérification en chaînes octyle, le rapport I1/I3 

diminue. Entre 13 et 18% de taux d’estérification, la diminution du rapport 

d’intensités commence à une concentration plus faible que pour les chaînes éthyle, 

c'est-à-dire 0,25 g.L-1. La diminution est davantage marquée lorsque le taux 

d’estérification atteint 38% et elle commence dès 0,01 g.L-1.  

Le caractère hydrophobe et la formation de microdomaines hydrophobes sont 

montrés pour les esters HA 23 C2 75% et HA 28 C8 38%. De plus, la concentration en 

ester est un paramètre important puisqu’en l’augmentant, nous augmentons le 

caractère hydrophobe. Des études similaires ont été réalisées en présence de 0,15 

mol.L-1 de NaCl. Ceci ne semble pas accentuer le phénomène. 

 

III.D.1.b. Influence de la longueur de la chaîne alkyle 

 

    

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Nous avons également étudié l’influence de la concentration sur des esters  de 

HA en faisant varier la longueur de la chaîne alkyle. La figure 76 nous montre une 
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Figure 76 : Evolution du rapport I1/I3 du spectre d’émission de fluorescence du pyrène en 
fonction de la concentration pour les esters de HA préparés à partir de HA 23  
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diminution marquée du rapport I1/I3 uniquement pour l’ester HA 23 C8 40%. Il semble 

donc qu’en fixant le taux d’estérification à 40%, l’ajout de chaînes méthyle, éthyle ou 

butyle n’induit pas d’associations hydrophobes en quantité suffisante pour former des 

microdomaines hydrophobes pouvant solubiliser le pyrène.  

 

 III.D.2. Esters obtenus à partir de HA 500 

 

III.D.2.a. Influence du taux d’estérification 

  

  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

La figure 77 nous présente l’évolution du rapport I1/I3 du spectre d’émission 

de fluorescence du pyrène en fonction de la concentration en esters préparés à partir 

de HA 500. Cette figure nous permet d’étudier l’influence du taux d’estérification en 

chaînes octyle sur la polarité des solutions préparées. 

Tout d’abord, nous observons que comme dans l’étude similaire réalisée avec 

les précurseurs HA 23 et HA 28, le rapport I1/I3 diminue légèrement pour les plus 

fortes concentrations dans le cas du précurseur HA 500.  

Concernant les esters octylés de HA, nous observons des diminutions du 

rapport I1/I3 plus marquées que pour les esters octylés homologues de plus faibles 

masses molaires. Dès 3% d’estérification en chaîne octyle le rapport chute à partir de 

0,1 g.L-1 jusqu’à une valeur de 1,2. Pour les esters HA 500 C8 13% et HA 500 C8 

20%, la diminution marquée du rapport d’intensités apparaît à une concentration plus 

faible à partir de 0,01 g.L-1 et atteint une valeur de 0,5. Cette valeur est la valeur la 
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Figure 77 : Evolution du rapport I1/I3 du spectre d’émission de fluorescence du pyrène en 
fonction de la concentration pour les esters de HA préparés à partir de HA 500  
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plus faible que peut atteindre le rapport. D’après Kalyasundaram et al. (1977), cette 

valeur est atteinte dans le cas où le pyrène est en solution dans un solvant apolaire tel 

que le perfluorométhylcyclohexane. Ceci nous indique la présence importante de 

microdomaines hydrophobes dès les plus faibles taux d’estérification et à des 

concentrations faibles également. Il semble qu’en augmentant la masse molaire du 

fragment de HA précurseur nous ayons modifié l’organisation des chaînes pour les 

interactions hydrophobes. Etant donné les faibles concentrations à partir desquelles 

ont lieu la diminution du rapport I1/I3 ainsi que les faibles valeurs obtenues pour les 

plus hauts taux d’estérification, nous pouvons supposer la présence d’associations 

hydrophobes de type intra- et intermoléculaires. 

 

 III.D.2.b. Influence de la longueur de la chaîne alkyle 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

La figure 78 nous montre qu’en se plaçant à un taux d’estérification de 40%, la 

diminution du rapport I1/I3 est très importante quelque soit la longueur de la chaîne 

alkyle ajoutée. Cette diminution est davantage accentuée lorsque avec l’augmentation 

de l’hydrophobie de la chaîne alkyle. La diminution du rapport apparaît pour de 

faibles concentrations en esters de HA, à partir de 0,01 g.L-1. Les valeurs atteintes par 

le rapport  I1/I3 sont beaucoup plus faibles que celles atteintes dans le cas des esters 

préparés à partir du précurseur HA 23. Pour les esters présentés par la figure 78, les 

plus courtes chaînes alkyle ajoutées induisent des microdomaines hydrophobes. En 

[HA] (g.L -1)

0.001 0.01 0.1 1 10

I 1/
I 3

0.4

0.6

0.8

1.0

1.2

1.4

1.6

1.8

2.0

2.2

HA 500  
HA 500 C1 41% 

HA 500 C2 42% 

HA 500 C4 41% 

 

Figure 78 : Evolution du rapport I1/I3 du spectre d’émission de fluorescence du pyrène en 
fonction de la concentration pour les esters de HA préparés à partir de HA 500  
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augmentant la masse molaire du précurseur et la concentration en HA estérifié, nous 

augmentons la tendance aux associations hydrophobes.  
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IV. Influence de l’estérification du HA sur son 

hydrolyse enzymatique 

 

 IV.A. Comportement de la méthode de Reissig vis-à-vis des 

esters de HA 

 

La méthode de Reissig (1955) est la principale méthode analytique utilisée 

dans ces travaux pour suivre la cinétique de la réaction d’hydrolyse enzymatique du 

HA catalysée par la HAase. Comme expliqué de manière plus détaillée dans la partie 

Matériels et Méthodes (IV.A.), cette méthode spectrophotométrique, adaptée lors 

d’études précédentes à nos analyses (Astériou et al., 2001), permet de quantifier la 

formation d’extrémités réductrices N-acétyl-glucosamine (ER) formées, c'est-à-dire 

de quantifier l’apparition de sucres réducteurs lors de l’hydrolyse enzymatique des 

liaisons β(1-4). Cette quantification est possible via une droite d’étalonnage. 

Cependant, concernant la droite d’étalonnage, nous avons détaillé dans la partie 

Matériels et Méthodes les différences de pente que nous observons entre la courbe 

obtenue pour la N-acétyl-glucosamine libre et celle obtenue pour le HA. Cifonelli et 

al. (1957) ont étudié l’influence de la position d’une substitution de l’hexosamine sur 

le produit coloré obtenu par la méthode de Morgan-Elson et montrent qu’une 

substitution en position 3 augmente l’intensité de la couleur alors qu’une substitution 

en position 4 ne produit aucune couleur. La position de la substitution est donc 

importante. Dans le cas du HA, la substitution sur l’hexosamine est en position 3 et 

nous observons le même phénomène d’augmentation de la couleur par rapport à la N-

acétyl-glucosamine libre. Nous avons tout d’abord effectué un étalonnage de chacun 

des fragments de HA précurseur. Pour suivre la cinétique d’hydrolyse des fragments 

de HA par la méthode de Reissig, il est nécessaire que quelque soit la masse molaire 

du HA, la réponse spéctrophotométrique, c'est-à-dire la pente de la droite 

d’étalonnage soit la même. L’objectif des analyses suivantes est de vérifier que la 

pente de la droite d’étalonnage de chacun des fragments précurseurs est identique. 

Chaque échantillon subit les différentes étapes de la méthode de Reissig. Seule la part 

colorimétrique du signal de Reissig, directement proportionnelle à la concentration 
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molaire des extrémités réductrices N-Acétyl-glucosamine, est représentée sur les 

différents graphiques.  Les figures suivantes présentent les résultats obtenus.  

 

 

 

 

 

 

 

    

 

 

 

 

 

 

 

La figure 79 présente l’évolution de l’absorbance à 585 nm en fonction de la 

concentration en HA. Les variations de concentrations massiques en HA sont 

identiques pour le HA 28 et le HA 500 c'est-à-dire de 0,1 g.L-1 à 1 g.L-1. Nous 

choisissons d’exprimer la concentration en mol.L-1  car elle correspond ainsi à la 

concentration d’extrémités réductrices N-acétyl-glucosamine ([ER]), espèce dosée par 

la méthode de Reissig. Les concentrations en ER sont naturellement plus faibles dans 

le cas du HA 500 puisque la masse molaire est plus forte. La figure montre que les 

pentes des droites d’étalonnage, soit les coefficients d’extinction molaires (ε), sont 

identiques pour les deux fragments précurseurs HA 28 et HA 500. Ces résultats 

permettent de vérifier que quelque soit la masse molaire du HA la réponse 

colorimétrique est identique d’environ 3000 uA.mol-1.L. 

Si la position du substituant est importante, la nature chimique du substituant 

pourrait l’être également. En estérifiant l’acide glucuronique, nous modifions la 

nature chimique du substituant de la N-acétyl-glucosamine. Nous avons donc voulu 

étudier l’influence de l’estérification sur la méthode de Reissig. Les résultats obtenus 

sont résumés sur les graphiques suivants.  
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Figure 79 : Courbes d’étalonnage de la méthode de Reissig réalisées pour les 
précurseurs HA 28  (A) et HA 500 (B) solubilisés dans l’eau pure. 
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Les courbes d’étalonnage présentées par la figure 80 indiquent des 

changements de coefficient d’extinction molaire selon l’ester de HA analysé. Les 

courbes d’étalonnage sont rassemblées sur trois graphiques en fonction de la longueur 

de la chaîne alkyle (figure 80 (A)), en fonction du taux d’estérification en chaînes 

éthyle (figure 80 (B)) et octyle (figure 80 (C)). Nous observons que le coefficient 

d’extinction molaire augmente lorsque la longueur de la chaîne alkyle augmente et 

lorsque le taux d’estérification  en chaîne éthyle ou octyle augmente.   
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Figure 80 : Courbes d’étalonnage de la méthode de Reissig réalisées pour les esters 
de HA 28 solubilisés dans l’eau pure 
(A) variation de la longueur de la chaîne alkyle 
(B) variation du taux d’estérification en chaînes éthyle  
(C) variation du taux d’estérification en chaînes octyl 
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Des essais ont été réalisés dans les mêmes conditions que précédemment avec 

les fragments HA 500 estérifiés. Les résultats sont résumés sur la figure suivante 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Les courbes d’étalonnage de la figure 48 diffèrent selon l’ester HA 500 

analysé. Sur la figure 81 (A), nous observons des coefficients d’extinction molaire 

très élevés par rapport à celui du précurseur. Dans le cas des HA 28 octylés, nous 

observons une augmentation du coefficient d’extinction molaire lorsque le taux 

d’estérification augmente. Cependant, contrairement à ce que nous observons dans le 

cas des HA 28 octylés, les coefficients d’extinction molaire pour les HA 500 octylés 

varient peu en fonction du taux d’estérification en chaînes octyle. La figure 81 B 

montre une augmentation du coefficient d’extinction molaire lorsque la longueur de la 

chaîne alkyle augmente. Cette variation est la même que dans le cas des HA 23 

estérifiés. Selon une étude menée précédemment dans notre équipe (Levasseur, 2006), 

le coefficient d’extinction molaire d’un HA estérifié se décompose en deux parties : 

une contribution correspondant à une extrémité réductrice N-acétyl glucosamine liée à 

un acide glucuronique non estérifié (ε0) et une seconde contribution correspondant à 

une extrémité réductrice N-acétyl-glucosamine liée à un acide glucuronique estérifié 

(ε1). La valeur de  ε1 est différente selon la longueur de la chaîne alkyle et son 

importance sur la valeur finale de ε est liée au taux d’estérification.  

L’estérification influence donc la réponse du point de vue de l’absorbance 

pour le composé coloré de la méthode de Reissig. La nature chimique du substituant 

[HA] (mol.L -1)

0.0 5.0e-7 1.0e-6 1.5e-6 2.0e-6 2.5e-6

A
bs

or
ba

nc
e 

à 
58

5 
nm

0.00

0.02

0.04

0.06

0.08

0.10

0.12

0.14

0.16

HA 500
HA 500 C8 3%

HA 500 C8 13%

HA 500 C8 20%

 [HA] (mol.L -1)

0.0 5.0e-7 1.0e-6 1.5e-6 2.0e-6 2.5e-6

A
bs

or
ba

nc
e 

à 
58

5 
nm

-0.02

0.00

0.02

0.04

0.06

0.08

0.10

0.12

0.14

HA 500 
HA 500 C1 41%

HA 500 C2 42% 

HA 500 C4 41% 

 

Figure 81 : Courbes d’étalonnage de la méthode de Reissig réalisées pour les esters 
de HA 500 solubilisés dans l’eau pure 
(A) variation du taux d’estérification en chaînes octyl 
(B) variation de la longueur de la chaîne alkyle 
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en position 3 de la N-acétyl-glucosamine influence la formation du complexe coloré. 

Il était donc nécessaire d’effectuer un étalonnage pour chaque ester pour pouvoir par 

la suite convertir les résultats d’absorbance obtenus en concentrations d’extrémités 

réductrices ([ER]) et également en masse molaire.   

 IV.B. Influence de l’estérification sur l’hydrolyse enzymatique 
à concentration en HA fixe 

 

Nous savons d’après la littérature (Hirano et al., 2005) que lorsque le HA est 

estérifié à 100% en chaîne méthyle, la HAase testiculaire bovine ne peut catalyser son 

hydrolyse. Le HA reste alors intact. Connaissant donc le comportement de la HAase 

vis-à-vis d’un HA totalement estérifié, il est intéressant d’étudier son comportement 

vis-à-vis d’un HA partiellement estérifié avec des chaînes alkyle différentes. Avec 

l’étalonnage correspondant à chaque ester de HA, nous pouvons à présent étudier 

l’impact de l’estérification sur la réaction d’hydrolyse enzymatique catalysée par la 

HAase testiculaire bovine. Nous allons étudier tout d’abord l’effet de la longueur de la 

chaîne alkyle puis l’effet du taux d’estérification en fixant pour chaque réaction les 

conditions enzymatiques suivantes :  

[HA] = 1 g.L-1 ; [HAase] = 1 g.L-1 ; [NaCl] = 0,15 mol.L-1 ; pH = 4 

 

 IV.B.1. Influence de la longueur de la chaîne alkyle 

 

Nous avons tout d’abord testé les esters méthylés, éthylés, butylés et octylés à 

40% préparés à partir du HA 23 puis ceux préparés à partir du HA 500 et avons étudié 

leur influence sur l’hydrolyse enzymatique catalysée par la HAase. Nous souhaitons 

savoir via ces analyses si seule l’estérification de l’acide glucuronique du HA influe 

sur l’hydrolyse enzymatique ou si le choix de la chaîne alkyle peut également avoir 

son importance.  Les cinétiques obtenues sont présentées sur les figures 82 et 83. 
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Les figures 82 et 83 présentent les cinétiques obtenues pour les fragments de 

HA 23 et HA 500 à un taux d’estérification fixé à environ 40%. Sur les figures 82 (A) 

et 83 (A), les courbes sont tracées en termes de concentration molaire d’extrémités 

réductrices N-acétylglucosamine ([ER]) formées au cours de l’hydrolyse en fonction 

du temps de réaction. Comme expliqué de façon détaillée dans la partie Matériel et 

Méthodes (paragraphe IV.A.4), ces courbes sont le résultat de la conversion des 

valeurs d’absorbance, obtenues lors de l’analyse spectrophotométrique, via les droites 

d’étalonnage réalisées pour chaque ester. Les figures 82 (B) et 83 (B) présentent 

l’évolution de Mn  en fonction du temps de réaction correspondant aux courbes 
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Figure 82 : superposition de suivis cinétiques d’ hydrolyse enzymatique du précurseur HA 23 
réalisées sur les esters méthyle, éthyle, butyle et octyl exprimés en [ER] (A) et en Mn (B). 
[HA] = 1 g.L-1 ; [HAase] = 1 g.L-1 ; [NaCl] = 0,15 mol.L-1 ; pH = 4  
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Figure 83 : superposition de suivis cinétiques d’ hydrolyse enzymatique du précurseur HA 500 
réalisées sur les esters méthyle, éthyle et butyle exprimés en [ER] (A) et en Mn (B). 
[HA] = 1 g.L-1 ; [HAase] = 1 g.L-1 ; [NaCl] = 0,15 mol.L-1 ; pH = 4  
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précédentes. Les allures des courbes obtenues dans les figures 82 et 83 sont identiques 

à celles obtenues dans les études précédentes menées au laboratoire pour du HA natif 

ainsi que pour des fragments (Tranchepain et al., 2006). Cela signifie que nous 

observons une courbe de cinétique en deux parties. La première partie montre une 

augmentation rapide de la concentration en extrémités réductrices au début de la 

réaction puis celle-ci s’infléchit et tend vers un palier qui indique la fin de l’hydrolyse.   

Concernant le HA 23 précurseur (figure 82 (A)), la concentration d’extrémités 

réductrices augmente rapidement pendant environ 30 minutes, puis au-delà, la vitesse 

de formation des extrémités réductrices ralentit de façon importante. Concernant les 

esters de HA correspondants, la première partie de la courbe s’étend sur 15 minutes 

environ soit deux fois moins de temps que dans le cas du précurseur HA 23. Les 

courbes tendent par la suite vers des paliers. Nous observons que ces paliers se situent 

à des niveaux différents. La valeur de concentrations d’extrémités réductrices atteintes 

par ces paliers diminue lorsque la longueur de la chaîne alkyle augmente. La figure 82 

(B) montre en parallèle des paliers correspondant à des valeurs de Mn  qui 

augmentent avec la longueur de la chaîne alkyle.  

Concernant le précurseur HA 500 (figure 83 (A)), l’augmentation de la 

concentration en extrémités réductrices de la première partie de la courbe apparaît 

plus lente que dans le cas du HA 23. Elle s’étend sur 50 minutes environ puis tend 

vers un palier. Concernant les esters de HA 500, les premières parties de courbes sont 

obtenues dans un temps de plus en plus court soit environ 25 minutes pour le HA 500 

C1 41%, et environ 10 minutes pour le HA 500 C2 42% et le HA 500 C4 41%. Les 

paliers sont donc atteints de plus en plus rapidement. Nous observons également que, 

comme dans le cas des fragments de HA 23, les paliers atteignent des valeurs de 

concentration d’extrémités réductrices plus faibles lorsque la chaîne alkyle est plus 

longue. Les esters HA 500 C2 42% et HA 500 C4 41% se stabilisent à des valeurs 

particulièrement basses. En parallèle, la figure 83 (B) montre que les paliers atteignent 

des valeurs de Mn augmentant avec la longueur de la chaîne alkyle. 

Sachant que chaque fragment étudié dans cette partie est estérifié à 40% en 

chaîne alkyle, la diminution d’extrémités réductrices au bout de trois heures 

d’hydrolyse enzymatique devrait être la même pour l’ensemble des esters. Cette 

diminution devrait être de l’ordre de 40% car l’enzyme n’hydrolyse pas les liaisons 

β(1-4) adjacentes aux acides glucuroniques estérifiés soit 40% de ces liaisons. 
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Cependant, les résultats ne montrent pas des valeurs d’extrémités réductrices 

identiques pour chaque ester. Les valeurs d’extrémités réductrices et donc de Mn 

dépendent du choix de la chaîne alkyle. L’augmentation de la longueur de la chaîne 

alkyle induit une diminution des extrémités réductrices en fin d’analyse. Cette 

diminution est davantage marquée lorsque la masse molaire du fragment précurseur 

est plus forte.  

L’ensemble des courbes des figures 82 et 83 (A) a été lissé par la méthode de 

lissage bi-exponentielle détaillée dans la partie Matériel et Méthodes (paragraphe 

IV.A.5). Ceci nous a permis de déterminer la vitesse initiale pour chaque courbe. 

Nous avons tracé l’évolution de la vitesse initiale en fonction de la longueur de la 

chaîne alkyle. Nous avons également tracé en parallèle l’évolution de la Mn obtenue 

au bout de 3 heures d’hydrolyse enzymatique en fonction de la longueur de la chaîne 

alkyle. Ces résultats sont résumés sur la figure suivante. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La figure 84 montre que la vitesse initiale (Vi) ainsi que la Mn  évoluent en 

fonction de la longueur de la chaîne alkyle pour les esters de HA 23 et de HA 500. 

Nous observons tout d’abord que la vitesse initiale du précurseur HA 500 est environ 

deux fois plus faible que celle du HA 23. Lors d’une étude précédente menée au 

laboratoire (Deschrevel et al., 2008), il a également été observé que les vitesses 

initiales sont maximales pour des masses molaires de HA comprises entre 20 000 

g.mol-1 et 200 000 g.mol-1. Au-delà, la vitesse initiale diminue et atteint la moitié de la 

Figure 84 : Evolution de la vitesse initiale d’hydrolyse et de la Mn  en fonction de la longueur 
de la chaîne alkyle pour les esters de HA 23 (A) et de HA 500 (B) 
[HA] = 1 g.L-1 ; [HAase] = 1 g.L-1 ; [NaCl] = 0,15 mol.L-1 ; pH = 4  
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valeur maximale pour un fragment de 500 000 g.mol-1. Ce phénomène est attribué à la 

formation de domaines d’exclusion au sein de la molécule de HA lorsque la masse 

molaire de celle-ci devient importante. 

  Concernant les esters de HA, nous observons les mêmes tendances quelque 

soit le précurseur. La figure 84 présente une diminution de la vitesse initiale ainsi 

qu’une augmentation de la Mn au bout de trois heures de réaction lorsque la longueur 

de la chaîne alkyle augmente. Nous constatons que l’estérification induit une gêne 

augmente davantage avec l’augmentation de la longueur de la chaîne alkyle. Diminuer 

la vitesse initiale, c’est à dire ralentir la cinétique de réaction ne permet pas 

d’atteindre au bout de trois heures de réaction une concentration d’extrémités 

réductrices environ égale à 60% de celle obtenue pour le fragment précurseur HA 23 

ou HA 500.  

 

 IV.B.2. Influence du taux d’estérification (chaînes éthyle et octyle) 

    

Il est intéressant, à présent, d’étudier l’influence du taux d’estérification en 

utilisant des esters avec des longueurs de chaînes alkyle très différentes : chaînes 

éthyle et octyle. Les précurseurs HA 23 et HA 28 sont les fragments issus de deux 

productions enzymatiques de fragments et ont des Mn  très proches qui sont 

respectivement de 22 600 et 28 200 g.mol-1. Nous avons réalisé des essais avec les 

esters de HA 23 éthylés et HA 28 octylés dans les mêmes conditions enzymatiques 

que l’étude précédente. Les résultats sont résumés sur les figures suivantes. 
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Figure 85 : superposition de suivis cinétiques d’hydrolyse enzymatique du précurseur HA 23 
réalisées sur les esters éthylés exprimés en [ER] (A) et en Mn (B). 
[HA] = 1 g.L-1 ; [HAase] = 1 g.L-1 ; [NaCl] = 0,15 mol.L-1 ; pH = 4  
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Les précurseurs HA 23 et HA 28 ont des comportements cinétiques très 

similaires c'est-à-dire une première partie où l’augmentation de la concentration 

molaire en extrémités réductrices est rapide pendant 30 minutes puis la vitesse 

diminue pour tendre vers un palier. 

 Nous observons que, comme précédemment, les courbes des esters de HA 23 

et HA 28 (figures 85 (A) et 86 (A)) atteignent, plus rapidement que leur précurseur, 

un palier indiquant la fin de la réaction. La hauteur du palier diminue lorsque le taux 

d’estérification augmente. Dans le cas des esters octylés où les taux d’estérification 

varient de 3% à 38%, la hauteur des paliers diminuent progressivement. En revanche, 

pour les esters éthylés où les taux d’estérification varient entre 40% et 75%, la hauteur 

des paliers est très faible. En parallèle, les Mn  obtenues au bout de trois heures de 

réaction (figure 85 et 86 (B)) augmentent lorsque le taux d’estérification augmente.  
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Figure 86 : superposition de suivis cinétiques d’hydrolyse enzymatique du précurseur HA 28 
réalisées sur les esters éthylés exprimés en [ER] (A) et en Mn (B). 
[HA] = 1 g.L-1 ; [HAase] = 1 g.L-1 ; [NaCl] = 0,15 mol.L-1 ; pH = 4  
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La figure 87 présente la superposition sur la même figure des cinétiques 

d’hydrolyse enzymatique réalisées pour les esters éthylés et octylés. En superposant 

ces cinétiques, nous constatons une diminution du palier de fin de réaction et donc de 

la concentration en extrémités réductrices en fonction du taux d’estérification bien que 

les chaînes alkyle soient différentes. Cependant le cas du HA 28 C8 38% est différent. 

La valeur d’extrémités réductrices atteinte au bout de trois heures de réaction pour cet 

ester est très proche de la valeur atteinte par le HA 23 C2 75%. Le cas particulier du 

HA 28 C8 38% montre à nouveau l’importance du choix de la longueur de la chaîne 

alkyle. 

A partir du lissage bi-exponentiel des courbes de cinétiques des esters éthylés 

et octylés, nous avons déterminé les vitesses initiales de réaction d’hydrolyse. Nous 

avons suivi l’évolution de la vitesse initiale en fonction du taux d’estérification ainsi 

que celle de la Mn  obtenue au bout de trois heures de réaction. Les résultats sont 

résumés sur la figure 88. 

 

Figure 87 : superposition des suivis cinétiques d’hydrolyse enzymatique réalisés sur les esters 
éthylés et octylés exprimés en [ER]. 
[HA] = 1 g.L-1 ; [HAase] = 1 g.L-1 ; [NaCl] = 0,15 mol.L-1 ; pH = 4  
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Nous observons que, quelque soit la chaîne alkyle étudiée, la vitesse de 

réaction diminue et la Mn  augmente (figure 88) lorsque le taux d’estérification 

augmente. La diminution de Vi est plus importante lorsque le taux d’estérification est 

supérieur à 40% même pour des chaînes alkyle courtes comme la chaîne éthyle. La 

vitesse initiale est réduite environ de 10 fois pour 40% d’estérification en chaînes 

éthyle. Cependant elle est réduite déjà de 2 fois dès 3% d’estérification en chaînes 

octyle. En parallèle, la  Mn  atteint 12 000 g.mol-1 pour 75% d’estérification en chaîne 

éthyle et 11 000 g.mol-1 pour 38% d’estérification en chaîne octyle  soit une  Mn  10 

fois supérieure à la Mn des précurseurs au bout de trois heures d’hydrolyse. La chaîne 

octyle ayant un effet plus marqué sur l’hydrolyse, nous avons estérifié des fragments 

de HA 500 en chaînes octyle et nous avons effectué les mêmes analyses de cinétiques. 

Les résultats sont résumés sur la figure 89. 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 88 : Evolution de la vitesse initiale d’hydrolyse et de la Mn  en fonction du taux 
d’estérification pour les esters de HA 23 éthylés et octylés  
[HA] = 1 g.L-1 ; [HAase] = 1 g.L-1 ; [NaCl] = 0,15 mol.L-1 ; pH = 4  
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Avec les fragments de HA 500 octylés, nous observons que les courbes de 

cinétiques atteignent rapidement des paliers indiquant la fin de la réaction d’hydrolyse 

(figure 89 (A)). La hauteur du palier diminue lorsque le taux d’estérification 

augmente. La hauteur du palier est très faible dès 3% d’estérification en chaîne octyle. 

La réaction se stabilise à une concentration d’extrémités réductrices d’environ 2.10-4 

mol.L-1 soit  une Mn  de 5 000 g.mol-1 (figure 89 (B)), c'est-à-dire 2 fois plus que lors 

de l’hydrolyse du précurseur HA 500. Nous traçons, comme dans les cas précédents, 

d’une part l’évolution de Vi, déterminée par lissage bi-exponentiel, et d’autre part 

l’évolution de la Mn  obtenue au bout de 3 heures de réaction en fonction du taux 

d’estérification en chaîne octyle. Les résultats sont résumés sur la figure 90. 
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Figure 89 : superposition de suivis cinétiques d’une hydrolyse enzymatique du précurseur HA 

500 réalisées sur les esters octylés exprimés en [ER] (A) et en Mn  (B). 
[HA] = 1 g.L-1 ; [HAase] = 1 g.L-1 ; [NaCl] = 0,15 mol.L-1 ; pH = 4  
   

(A) (B) 

Figure 90 : Evolution de la vitesse initiale d’hydrolyse et de la Mn en fonction de la longueur de 
la chaîne alkyle pour les esters de HA 500 octylés  
[HA] = 1 g.L-1 ; [HAase] = 1 g.L-1 ; [NaCl] = 0,15 mol.L-1 ; pH = 4  
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Les vitesses initiales présentées par la figure 90 diminuent en fonction du taux 

d’estérification. Elle est divisée par six entre le HA 500 précurseur et le HA 500 C8 

3% et est divisée par dix pour le HA 500 C8 20%. L’effet de l’estérification en chaînes 

octyle sur la vitesse initiale est plus marquée dans le cas des esters de HA 500 (figure 

89) que dans le cas des esters de HA 28 (figure 84 (B)). Les  Mn  obtenues au bout de 

3 heures de réaction augmentent avec l’augmentation du taux d’estérification. De 

plus, les valeurs sont plus importantes dans le cas des esters de HA 500.  

 

 IV.B.3. Bilan 

 

Nous avons montré que l’estérification influence de façon significative la 

cinétique d’hydrolyse enzymatique. Modifier la fonction carboxylate ralentit la 

cinétique en apportant une gêne dès l’instant initiale de la réaction. Les conditions 

enzymatiques choisies sont favorables pour obtenir une vitesse initiale de réaction 

élevée. Cependant, nous avons constaté que les vitesses initiales diminuent 

rapidement lorsque la longueur de la chaîne alkyle et lorsque le taux d’estérification 

augmentent. Il est également important de noter que les concentrations d’extrémités 

réductrices ou les  Mn  obtenues en fin d’analyse ne sont pas proportionnelles au taux 

d’acide glucuronique estérifié. La longueur de la chaîne alkyle ainsi que le taux 

d’estérification induiraient un comportement en solution qui gênerait davantage la 

HAase que l’estérification seule.     

 

 IV.C. Influence de la concentration en HA sur la cinétique de 

l’hydrolyse enzymatique de HA estérifiés 

 

Dans cette partie, Nous avons choisi d’observer l’évolution de la vitesse 

initiale de la réaction d’hydrolyse en faisant varier la concentration en HA estérifié ou 

non estérifié, et ainsi obtenir pour chaque ester une substrat-dépendance. Il est apparu 

que le taux d’estérification est un paramètre important. De plus la chaîne octyle est 

celle qui donne les effets les plus marquées dès les plus faibles taux d’estérification. 

C’est pourquoi, cette étude a été réalisée sur les esters octylés de 0% à 40% préparés à 
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partir de HA 28 et HA 500. Les conditions enzymatiques choisies sont les suivantes : 

[HAase] = 0,1 g.L-1 ; [NaCl] = 0,15 mol.L-1 ; pH = 4 et [HA] variant de 0 à 2 g.L-1.  

 

 IV.C.1. Substrat-dépendance des fragments de HA précurseurs 
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Figure 91 : superposition de suivis cinétiques d’hydrolyse enzymatique du précurseur HA 28 à 

différentes concentrations de HA exprimés en [ER] (A) et en  Mn  (B). 
[HAase] = 0,1 g.L-1 ; [NaCl] = 0,15 mol.L-1 ; pH = 4  
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Figure 92 : superposition de suivis cinétiques d’hydrolyse enzymatique du précurseur HA 500 

à différentes concentrations de HA exprimés en [ER] (A) et en  Mn  (B) 
[HAase] = 0,1 g.L-1 ; [NaCl] = 0,15 mol.L-1 ; pH = 4  
   

(A) (B) 

(A) (B) 



 
169 

 

La figure 91 présente les suivis cinétiques de l’hydrolyse enzymatique du 

précurseur HA 28 catalysée par la HAase réalisée à différentes concentrations initiales 

en HA. La figure 92 présente les suivis cinétiques réalisés dans les mêmes conditions 

que dans le cas de la figure 91 pour le précurseur HA 500. Les cinétiques suivies par 

la méthode de Reissig permettent de les exprimer en terme d’une part d’évolution de 

concentrations d’extrémités réductrices N-acétylglucosamine formées ([ER]), c’est-à-

dire en concentration de liaisons glycosidiques β(1-4) hydrolysées en fonction du 

temps de réaction et d’autre part en terme d’évolution de Mn en fonction du temps. 

Ces courbes de cinétiques sont lissées au moyen du modèle bi-exponentiel 

(Vincent et al., 2003) décrit plus en détail dans la partie Matériels et Méthodes. Ceci 

permet d’accéder à la vitesse initiale de la réaction et d’obtenir son évolution en 

fonction de la concentration en HA soit une substrat-dépendance. Nous allons ainsi 

pouvoir étudier une substrat-dépendance pour chacun des deux HA précurseurs HA 

28 et HA 500.            

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

La figure 93 permet d’observer que les substrat-dépendances ont une allure de 

type Michaëlis et Menten (1913) c'est-à-dire que Vi augmente de façon hyperbolique 

avec la concentration en HA jusqu’à une valeur limite. Dans cette gamme de 

concentration en HA et étant en présence de 0,15 mol.L-1 de force ionique, nous 

[HA] (g.L -1)

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5

V
i (

m
ol

.L
-1

.m
in

-1
)

0

1e-5

2e-5

3e-5

4e-5

5e-5

6e-5

HA28
HA500 

 
Figure 93 : Comparaison des substrat-dépendances de la réaction d’hydrolyse des 
précurseurs HA 28 et HA 500 catalysée par la HAase 
[HAase] = 0,1 g.L-1 ; [NaCl] = 0,15 mol.L-1 ; pH = 4  
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n’observons pas de phénomène de complexation électrostatique entre le HA et la 

HAase qui se manifeste dans le cas du HA natif par une diminution de Vi pour les 

concentrations les plus élevées en HA (Asteriou, 2006 ; Deschrevel et al., 2008 ; 

Vincent et Lenormand, 2009). Ce phénomène n’est donc pas prédominant sur la 

réaction d’hydrolyse dans nos conditions expérimentales. Elles nous permettent 

d’accéder aux deux constantes de Michaëlis, la vitesse maximale (Vm), et la constante 

de Michaëlis (Km). Comme expliqué dans la partie bibliographique, chaque couple 

Vm, Km est caractéristique d’un système enzyme-substrat dans des conditions 

données. 

Il est tout d’abord intéressant de remarquer que l’allure des substrat-

dépendances diffère lorsque la masse molaire du HA est différente avant hydrolyse 

enzymatique. Les vitesses initiales obtenues pour le HA 500 sont plus faibles que 

celles obtenues pour le HA 28. Bien que les conditions enzymatiques choisies soient 

différentes, cette observation est en accord avec des résultats réalisés à pH 5 lors de la 

thèse de F. Tranchepain (Tranchepain, 2004 ; Deschrevel et al., 2008). En terme de 

masse molaire, le HA 28 est situé dans une zone intermédiaire où des valeurs 

importantes de vitesses initiales sont associées à un rapprochement dans l’espace du 

substrat, c'est-à-dire, des liaisons β(1-4) (Tranchepain, 2004).  La concentration locale 

en sites sécables est plus grande que celle qui existe pour les chaînes très courtes. Le 

HA 500 est situé dans la dernière zone, au-dessus d’une Mn  de 90 000 g.mol-1, où la 

vitesse initiale diminue car à partir de cette masse molaire, il se crée des domaines 

d’exclusion rendant moins accessibles certaines liaisons β(1-4). De plus, la pente au 

début de la courbe est plus faible pour le HA 500 que celle de la courbe du HA 28.  

A partir de ces courbes, nous pouvons accéder aux couples Vm, Km par deux 

méthodes. La linéarisation est la méthode la plus anciennement utilisée. Il existe trois 

types de linéarisation : la linéarisation de Lineweaver-burk (Lineweaver et Burk, 

1934) de Hanes-Woolf  (Hanes, 1932) et de Eadie-Hoftee (Eadie, 1942 ; Hofstee, 

1959).    
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La figure 94 rassemble les trois méthodes de linéarisation les plus utilisées. 

Elles sont employées dans le cas des substrat-dépendances des HA 28 et HA 500. 

Pour chaque linéarisation et quelque soit le précurseur étudié, les valeurs des 

coefficients de corrélation obtenus sont corrects. Ils nous permettent de confirmer que 

la cinétique de la réaction d’hydrolyse enzymatique du HA catalysée par la HAase 

obéit bien au modèle établi par Michaëlis et Menten (1913). 

Ces différentes représentations facilitent la détermination des paramètres de 

Michaëlis. Cependant, ces représentations manquent de précision. En effet, la 

Figure 94 : Linéarisation des substrat-dépendances des précurseurs HA 28 et HA 500 par les 
méthodes de Lineweaver-burk, de Hanes-woolf et de Eadie-Hofstee. 
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représentation de Lineweaver-burk donne davantage d’importance aux valeurs 

expérimentales obtenues pour les faibles concentrations en HA (Dowd et Riggs, 

1965). Or, il s’agit des vitesses initiales les plus faibles par conséquent possédant les 

incertitudes les plus grandes. Les représentations de Eadie-Hofstee ainsi que celles de 

Hanes-Woolf ne modifient qu’un seul axe par rapport aux substrat-dépendances, 

diminuant les incertitudes. Cependant Vi apparaît sur les deux axes de la courbe donc 

cette méthode est plus sensible aux erreurs de mesure. Hanes-Woolf serait le meilleur 

compromis avec une distribution plus équilibrée que celle de Lineweaver-burk et 

moins sensible aux erreurs de mesure que celle de Eadie-Hofstee. La meilleure 

approche actuellement consiste à utiliser un logiciel capable de déterminer 

précisément l’équation de la courbe de substrat-dépendance par régression non 

linéaire. Nous pouvons donc résoudre cette équation et déterminer les paramètres Vm 

et Km.          

  Valeur de Vm (mol.L -1.min -1) et Km (g.L -1) 

  Lineweaver-burk Hanes-Woolf Eadie-Hofstee regressio n non linéaire 

HA 28 Vm = 5,7e-5 
Km = 0,05 

Vm = 5,7e-5 
Km = 0,05 

Vm = 5,6e-5 
Km = 0,04  

Vm = 5,7e-5 
Km = 0,05 

HA 500 Vm = 1,4e-5 
Km = 0,11 

Vm = 1,4e-5 
Km = 0,11 

Vm = 1,5e-5 
Km = 0,12 

Vm = 1,4e-5 
Km = 0,12 

 

 

    

Le tableau 18 résume les valeurs obtenues pour les paramètres de Michaëlis en 

utilisant les différentes méthodes de linéarisation et de régression non linéaire. Pour le 

HA 28 comme pour le HA 500, les valeurs obtenues par les différentes méthodes sont 

très proches les unes des autres. Le tableau 18 indique cependant des différences en 

fonction de la masse molaire du fragment de HA précurseur. Le paramètre Vm 

diminue lorsque la masse molaire augmente et en parallèle le paramètre Km augmente 

lorsque la masse molaire augmente. L’augmentation de Km est également observée 

dans les études citées précédemment menées à pH 5 (Tranchepain, 2004). Le pH ne 

modifie pas les repliements de la chaîne de HA qui devient important pour le HA 500 

rendant certaines liaisons β(1-4) inaccessibles à l’hydrolyse enzymatique à l’instant 

initial et ne permet donc d’accéder qu’à un Km apparent. Concernant Vm, le 

comportement est différent selon le pH. En effet, lors de l’étude à pH 5 réalisée 

précédemment (Deschrevel et al., 2008), à des valeurs de masse molaires 

Tableau 18 : Comparaison des valeurs des paramètres de Michaëlis obtenus par différentes 
méthodes de linéarisation et de régression non linéaire 
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équivalentes, les valeurs de Vm sont très proches. Dans notre cas, Vm est environ six 

fois plus faible pour le HA 500 que pour le HA 28. Cette différence de comportement 

en fonction du pH peut provenir des faibles valeurs de Vm obtenues à pH 5 où la 

vitesse de réaction d’hydrolyse enzymatique n’est pas maximale. 

 IV.C.2. Substrat-dépendance des fragments de HA octylés préparés à 

partir de HA 28 

 

 IV.C.2.a. Détermination des paramètres de Michaëlis 

 

Une série d’hydrolyses enzymatiques a été réalisée pour chaque ester octylé de 

HA 28 de 3% à 40% en utilisant les mêmes conditions de réaction que dans le cas du 

précurseur HA 28. Nous avons ainsi obtenu une substrat-dépendance pour chaque 

ester afin de la comparer au précurseur. Les résultats sont présentés dans la figure 

suivante.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

La figure 95 indique que, dans cette gamme de concentration, toutes les 

substrat-dépendances obtenues pour les esters de HA sont de type Michaëlis-Menten 

comme pour le HA 28 précurseur. Afin de pouvoir les comparer nous avons tracé 

l’évolution des vitesses initiales en fonction de la concentration en substrat qui est 

dans ce cas la concentration en liaisons β(1-4). Ces concentrations sont calculées pour 

chaque ester en tenant compte du taux d’estérification en chaînes octyle. Nous 

[ββββ(1,4)] (mol.L -1)

0.000 0.001 0.002 0.003 0.004 0.005

V
i (

m
ol

.L
-1

.m
in

-1
)

0

1e-5

2e-5

3e-5

4e-5

5e-5

6e-5

HA 28 
HA 28 C8 3%

HA 28 C8 13% 

HA 28 C8 18% 

HA 28 C8 40% 

 
Figure 95 : Comparaison des substrat-dépendances de la réaction d’hydrolyse des 
esters octylés préparés à partir du HA 28 catalysée par la HAase 
[HAase] = 0,1 g.L-1 ; [NaCl] = 0,15 mol.L-1 ; pH = 4  
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observons que 3% d’estérification en chaînes octyle modifient de façon importante la 

courbe de substrat-dépendance par rapport au précurseur HA 28 et qu’elle évolue 

encore davantage lorsque nous augmentons le taux d’estérification en chaînes octyle. 

Les vitesses initiales mesurées diminuent de façon importante lorsque le taux 

d’estérification augmente dès le plus faible taux d’estérification. Nous observons 

également une diminution de la pente de début de la courbe lorsque le taux 

d’estérification augmente. Ces changements de courbes sont les mêmes que ceux 

observés lorsque la masse molaire du HA augmente. La méthode de détermination des 

paramètres michaëliens par régression non linéaire étant la plus précise, nous la 

choisissons pour obtenir les paramètres propres à chaque substrat-dépendance. Ces 

résultats sont présentés dans la figure 96. 

 

 

     

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

La figure 96 montre l’évolution des paramètres de Michaëlis Km et Vm en 

fonction du taux d’estérification en chaînes octyle. Nous observons une diminution 

très marquée de Vm dès le plus faible taux d’estérification suivie d’une diminution 

plus lente lorsque le taux d’estérification augmente. Elle est réduite de moitié à partir 

de 3% d’estérification et divisée par six lorsque nous atteignons 40% d’estérification. 

En parallèle, nous observons une augmentation de Km lorsque le taux d’estérification 

augmente. Ce paramètre augmente de manière jusqu’à 40% d’estérification en chaînes 

octyle. L’estérification influence donc l’étape de formation du complexe spécifique 

enzyme-substrat et l’étape de catalyse. 

Figure 96 : Evolution des paramètres michaëliens Km et Vm déterminés par 
régression non linéaire en fonction du taux d’estérification en chaînes octyle du HA 
28 
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Les paramètres Vm et Km évoluent de la même manière que lorsque nous 

avons comparé les paramètres de Michaëlis du HA 28 et du HA 500. Nous en 

déduisons que le nombre de liaisons β(1-4) hydrolysables à l’instant initial diminue 

lorsque le taux d’estérification augmente. Il est intéressant de tracer à nouveau les 

substrat-dépendances précédentes en fonction de la concentration en liaisons β(1-4) 

hydrolysables à l’instant initial et donc d’éliminer les parties estérifiées. Pour obtenir 

ces concentrations, nous avons soustrait à la valeur de départ le pourcentage de 

liaisons β(1-4) adjacente à un monosaccharide glucuronique estérifié, correspondant 

au taux d’estérification, ces liaisons adjacentes ne pouvant être estérifiées. En ne 

conservant que les parties hydrolysables, les Vi devraient être identiques pour une 

concentration de liaison β(1-4) donnée. Ces résultats sont résumés dans la figure 97. 

      

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

La figure 97 présente l’évolution, pour chaque ester octylé de HA, de la 

vitesse initiale en fonction de la concentration en liaisons β(1-4) hydrolysables à 

l’instant initial.  Nous constatons que l’allure des courbes de substrat-dépendances des 

différents esters de HA est très peu modifiée par la correction apportée à la 

concentration en substrat. Nous avons déterminé à nouveau les paramètres de 

Michaëlis à partir de ces nouvelles données. Les Vm ne sont pas modifiées par ce 

Figure 97 : Comparaison des substrat-dépendance  de la réaction d’hydrolyse 
catalysée par la HAase des esters octylés préparés à partir du HA 28 après 
correction de la concentration en liaisons β(1-4) 
[HAase] = 0,1 g.L-1 ; [NaCl] = 0,15 mol.L-1 ; pH = 4    
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changement de concentration. Nous observons cependant un changement au niveau du 

Km. Les résultats sont résumés dans le tableau suivant.    

 

  HA 28 C8 3% HA 28 C8 13% HA 28 C8 18% HA 28 C8 40% 

Km avant correction  
(mol.L -1) 2,0e-4 6,0e-4 7,5e-4 1,2e-3 

Km après correction  
(mol.L -1) 1,9e-4 5,2e-4 6,0e-4 7,3e-4 

 

 
 
 

Le tableau 19 montre une diminution des valeurs de Km lorsque nous 

appliquons une correction à la concentration en substrat qui tient compte du taux 

d’estérification. Cette diminution est plus marquée pour les plus hauts taux 

d’estérification. Cependant les valeurs de Km sont toujours plus élevées que la valeur 

obtenue pour le précurseur excepté dans le cas du HA 28 C8 3% où la valeur de Km 

est très proche de celle du précurseur qui est de 1,3.10-4 mol.L-1. Il ne s’agit donc pas 

seulement d’une diminution de la concentration en substrat. Les monosaccharides 

glucuroniques estérifiés interagissent avec la HAase puisqu’ils modifient l’affinité de 

la HAase pour son substrat.   

Lors d’une réaction enzymatique, une espèce capable de réduire la vitesse de 

réaction et de modifier les paramètres de Michaëlis Vm et Km est appelé un 

inhibiteur. Les esters de HA que nous soumettons à la réaction d’hydrolyse catalysée 

par la HAase modifient les paramètres de Michaëlis Km et Vm et la diminution de 

substrat due à l’estérification n’explique pas les résultats que nous obtenons. Le 

substrat de la réaction d’hydrolyse enzymatique du HA catalysée par la HAase étant la 

liaison β(1-4), nous pouvons envisager que la liaison β(1-4) adjacente à un 

monosaccharide glucuronique estérifié, donc le substrat modifié se comporte comme 

un composé inhibant la réaction d’hydrolyse. Augmenter le taux d’estérification en 

chaînes octyle revient donc à augmenter la concentration en inhibiteur. Il existe 

plusieurs types d’inhibition et il est possible de déterminer de quel type d’inhibition il 

s’agit en observant l’évolution des paramètres de Michaëlis ainsi que l’évolution des 

linéarisations de Lineweaver-burk des substrat-dépendances des fragments HA 28 

octylés. L’évolution des linéarisations est présentée sur la figure 98. 

Tableau 19 : Comparaison des valeurs du paramètre Km obtenues avant et après correction 
de la concentration en substrat 
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Dans le cas d’une inhibition compétitive, seul le paramètre Km est modifié. 

Dans le cas d’une inhibition non compétitive, seul le paramètre Vm est modifié 

(Dixon et Webb, 1979 ; Mikkelsen et Corton, 2004). La figure 98 confirme que les 

paramètres michaëliens Km et Vm sont modifiés. Km est modifié puisque la pente des 

droites augmente avec le taux d’estérification et le Vm est modifié puisque les droites 

ne coupent pas l’axe des ordonnées à la même valeur. Une inhibition conduisant à une 

diminution de Vm ainsi qu’une augmentation de Km est une inhibition mixte. En 

modifiant les deux paramètres de Michaëlis, l’inhibition mixte implique à la fois des 

1/[β(β(β(β(1-4 )]1-4 )]1-4 )]1-4 )]
0 10000 20000 30000 40000

1/
v i

0.0

2.0e+5

4.0e+5

6.0e+5

8.0e+5

1.0e+6

1.2e+6

1.4e+6

HA 28
HA 28 C8 3%

HA 28 C8 13%

HA 28 C8 18%

HA 28 C8 38%

 

Figure 98 : Linéarisation par la méthode de Lineweaver-burk des substrat-
dépendances de HA 28 octylés. Le second graphique est un zoom de la partie 
entourée. 
[HAase] = 0,1 g.L-1 ; [NaCl] = 0,15 mol.L-1 ; pH = 4    
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effets catalytiques et spécifiques (Bunting et Myers, 1973 ; Cornish-Bowden, 1974). Il 

existe deux types d’inhibition mixte : l’inhibition compétitive-non compétitive et 

l’inhibition compétitive-incompétitive. D’après l’évolution des paramètres de 

Michaëlis (figure 98), nous sommes en présence d’une inhibition compétitive-non 

compétitive. En effet, l’augmentation de Km indique une compétition entre les 

liaisons modifiées et non modifiées lors de la formation du complexe spécifique 

enzyme-substrat ce qui est caractéristique de l’inhibition compétitive. De plus, pour ce 

type d’inhibition, l’inhibiteur possède une structure chimique très proche de celle du 

substrat ce qui est le cas dans cette étude puisque la liaison β(1-4) est uniquement 

modifiée par l’estérification en chaîne octyle sur l’acide glucuronique. La diminution 

de Vm montre une inhibition non compétitive.  En dehors du site actif, d’autres 

domaines de la HAase ont une affinité avec le substrat modifié. Ceci suggère que les 

domaines hydrophobes formés par l’estérification et détectés par analyse 

SEC/MALLS et analyse de fluorescence créent des interactions avec des parties 

hydrophobes de la HAase qui ne font pas partie du site actif. En augmentant le taux 

d’estérification, nous augmentons la quantité de domaines hydrophobes et donc la 

possibilité d’interagir avec les parties hydrophobes de la HAase. Il existe donc une 

complexation non spécifique entre le HA partiellement estérifié et la HAase de type 

hydrophobe. En utilisant une autre enzyme, les interactions hydrophobes entre 

l’enzyme et le HA estérifié peuvent conduire à des résultats différents. Hirano et al. 

(Hirano et al., 2005) réalisent une réaction enzymatique entre du HA non modifié et 

une chondroïtine lyase ainsi que la même réaction enzymatique avec comme substrat 

du HA méthylé. En comparant les valeurs des paramètres de Michaëlis obtenus pour 

les deux réactions, ils observent une diminution  à la fois de Vm et de Km. Dans cette 

étude, les auteurs concluent que les interactions hydrophobes entre la chondroïtine 

lyase et le HA méthylé diminuent la valeur de Km. Les interactions hydrophobes qui 

existent entre le HA méthylé et la chondroïtine lyase favorisent la réaction 

enzymatique. Dans le cas de la HAase, il a déjà été démontré, comme nous l’avons vu 

dans le chapitre I, qu’il existe une complexation non spécifique de type électrostatique 

entre le HA et la HAase qui inhibe l’activité de la HAase (Astériou et al., 2005 ; 

Lenormand, 2007 ; Deschrevel et al., 2008). Nous pouvons en conclure que la 

complexation non spécifique, quelle soit électrostatique ou hydrophobe, diminue 

l’efficacité catalytique de la HAase. 
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 IV.C.2.b. Evolution de la Mn en fin d’analyse cinétique 

 

A partir des séries de cinétiques d’hydrolyses enzymatiques réalisées pour 

chaque ester octylé de HA 28, il est possible d’étudier l’influence de la concentration 

en HA octylé sur la  Mn  obtenue au bout de trois heures d’hydrolyse enzymatique. La  

Mn  au bout de trois heures de réaction a été déterminée en utilisant la méthode de 

Reissig pour chaque concentration de HA et cette évolution est suivie en fonction du 

taux d’estérification. Les résultats sont présentés sur la figure 99. 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

La figure 99 permet d’observer une augmentation de la Mn au bout de trois 

heures de réaction lorsque le taux d’estérification augmente. Nous observons 

également que jusqu’à un taux d’estérification de 18% en chaînes octyle, la  Mn  est 

quasi constante lorsque la concentration en HA augmente. Ceci nous montre que, pour 

les faibles taux d’estérification, tout comme pour le précurseur, la concentration n’est 

Figure 99 : Comparaison des  Mn  obtenues en fin de réaction d’hydrolyse catalysée 
par la HAase des esters octylés préparés à partir du HA 28 
[HAase] = 0,1 g.L-1 ; [NaCl] = 0,15 mol.L-1 ; pH = 4    
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pas un paramètre qui influe sur la  Mn  obtenue au bout de trois heures de réaction. En 

revanche, pour le HA 28 C8 40%, La  Mn  au bout de trois heures d’hydrolyse 

augmente de façon importante lorsque la concentration est au-dessus de 0,6 g.L-1. A 

une concentration de 1 g.L-1, elle est environ 1,5 fois plus importante qu’à 0,6 g.L-1. 

De plus la valeur de  Mn  atteinte (environ 15 000 g.mol-1) montre que la masse 

molaire n’a été divisée que par deux en moyenne par rapport à la masse molaire du 

fragment de départ.  

Dans cette gamme de concentration, nous avons observé lors des analyses par 

SEC/MALLS (paragraphe III.A.1.b.) et par fluorescence (paragraphe III.D.1.) la 

présence d’interactions hydrophobes entre les chaînes de HA. Ceci nous montre qu’en 

plus des phénomènes liés aux interactions hydrophobes précédemment décrites lors de 

l’étude des paramètres de Michaëlis, l’estérification peut induire des conformations 

des chaînes de HA dans l’espace qui excluent certaines liaisons β(1-4) non modifiées 

les rendant ainsi inaccessibles à la HAase dans les conditions enzymatiques que nous 

avons choisies pour cette étude. En augmentant la concentration en HA estérifié, nous 

augmentons la probabilité de formation d’interactions hydrophobes de type 

intermoléculaire, donc le nombre de liaisons β(1-4) non hydrolysables. Tout ceci 

provoque une hydrolyse très partielle au bout de trois heures d’hydrolyse. 

 

 IV.C.3. Substrat-dépendance des HA octylés préparés à partir de HA 500 

 

 IV.C.3.a. Détermination des paramètres de Michaëlis 

 

La conformation en solution des HA estérifiés influençant la réaction 

d’hydrolyse enzymatique catalysée par la HAase, nous avons souhaité étudier 

l’influence de la masse molaire du fragment de HA précurseur. Des séries de 

cinétiques enzymatiques ont été réalisées pour les HA 500 octylés dans les mêmes 

conditions réactionnelles que dans l’étude décrite précédemment pour le HA 28.  
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Les figures 100 (A) et (B) permettent de comparer les substrat-dépendances 

obtenues pour les esters octylés de HA 500. Nous observons tout d’abord que l’allure 

des courbes diffère en fonction du taux d’estérification. Les vitesses initiales 

diminuent avec l’augmentation du taux d’estérification en chaînes octyle. En prenant 

l’échelle logarithmique à la place de l’échelle linéaire pour agrandir la partie basse du 

graphique (figure 100 (B)), nous observons un comportement non michaëlien 

contrairement au HA 500 C8 3% et au HA 500 précurseur. Au lieu d’obtenir un palier, 

la vitesse initiale diminue pour les plus grandes valeurs de concentrations. Il est donc 

possible de déterminer les valeurs des paramètres de Michaëlis par régression non 

linéaire uniquement pour le HA 500 et pour le HA 500 C8 3%. Pour les deux autres 

esters octylés, il n’est pas possible de les obtenir en lissant directement la courbe 

expérimentale obtenue. 

.    

 

 

 

 

 

Figure 100 : Comparaison des substrat-dépendances  de la réaction d’hydrolyse 
catalysée par la HAase des esters octylés préparés à partir du HA 500  
[HAase] = 0,1 g.L-1 ; [NaCl] = 0,15 mol.L-1 ; pH = 4  
(A) : représentation classique des substrat-dépendances 
(B) : représentation des mêmes substrat-dépendances avec une échelle 

logarithmique pour l’axe des ordonnées  
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Pour obtenir les paramètres de Michaëlis correspondants aux substrat-

dépendances des fragments de HA 500 C8 13% et 20%, nous avons utilisé un 

programme mis au point lors des études menées sur la complexation électrostatique 

existant entre le HA et la HAase (Vincent et al., 2009). Ce modèle montre l’existence  

d’une compétition entre la part liée à la complexation non spécifique et la part liée au 

comportement de type Michaëlis Menten. La courbe obtenue est la résultante de ces 

deux phénomènes qu’il est possible de décomposer mathématiquement. La première 

partie est liée uniquement à la réaction qui permet l’obtention de la substrat-

dépendance de type Michaëlis-Menten. La deuxième partie est liée au phénomène de 

complexation. Ce programme peut être utilisé dans notre cas puisque, comme nous 

l’avons montré dans les paragraphes précédents, il existe une complexation non 

spécifique de type hydrophobe entre le HA estérifié et la HAase. La gêne apportée par 

l’hydrophobie des chaînes alkyle peut donc être éliminée via le programme et nous 

permettre d’obtenir uniquement la substrat-dépendance de type Michaëlis-Menten. 

Nous pouvons par la suite déterminer les paramètres de Michaëlis Vm et Km. A 

présent, il est possible de comparer les paramètres de Michaëlis de l’ensemble des 

esters octylés HA 500 avec leur précurseur. 

  

 

 

 

   

Figure 101 : Substrat-dépendance des HA 500 C8 13% et 20% avec lissage des 
points expérimentaux et obtention des courbes de Michaëlis-Menten 
correspondantes 
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La figure 103 indique que les paramètres michaëliens évoluent de la même 

manière que dans le cas des esters octylés de HA 28. Nous observons une diminution 

de Vm ainsi qu’une augmentation de Km lorsque le taux d’estérification en chaînes 

octyle augmente. Le paramètre Vm devient très faible à partir de 13 % d’estérification 

(facteur 4 entre 3% et 13%). En parallèle, nous observons une augmentation 

importante de Km à partir de 13% d’estérification. Augmenter la masse molaire du 

fragment précurseur de HA ne modifie pas l’évolution des paramètres michaëliens. En 

revanche cela accentue le phénomène qui tend à diminuer la vitesse initiale de la 

réaction d’hydrolyse en favorisant les interactions hydrophobes. Comme montré par 

les analyses de fluorescence, les microdomaines hydrophobes semblent être plus 

importants lorsque la masse molaire du HA précurseur est plus forte pour les greffons 

octyle. Les interactions hydrophobes créées par la présence des greffons alkyle jouent 

donc un rôle important dans la diminution de la réactivité de la HAase lors de la 

réaction d’hydrolyse.  

 

 

 

 

 

 

 

Figure 103 : Evolution des paramètres michaëliens Km et Vm déterminés par 
régression non linéaire en fonction du taux d’estérification en chaînes octyle du HA 
500 
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 IV.C.3.b. Evolution de la Mn de fin d’analyse cinétique 

 

Nous pouvons également étudier l’influence de la concentration en HA octylé 

sur la  Mn  obtenue en fin d’hydrolyse enzymatique pour chaque ester de HA 500. Les 

résultats sont résumés sur la figure 104. 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Nous observons sur la figure 104 que la  Mn  en fin d’hydrolyse est plus 

élevée avec le plus fort taux d’estérification. Nous avions déjà observé cet effet de 

l’estérification lors de l’étude décrite précédemment sur les HA 28 octylés. Même 

lorsque la masse molaire du fragment de HA précurseur est différente, l’augmentation 

du taux d’estérification en chaînes octyle conduit à une plus faible hydrolyse au bout 

de trois heures d’hydrolyse enzymatique. Cependant, contrairement à l’étude 

précédente, dès le plus faible taux d’estérification, nous remarquons que la Mn en fin 

d’hydrolyse est importante avec l’augmentation de la concentration en HA octylés ce 

qui n’est pas le cas pour le HA 500 précurseur. L’augmentation de  Mn  observée est 

quasi linéaire pour le HA 500 C8 3% et le HA 500 C8 13%. Concernant le HA 500 C8 

20%, l’augmentation de la Mn est quasi linéaire jusqu’à 1 g.L-1, puis nous observons 

une augmentation plus prononcée à 2 g.L-1. Nous avons observé ce phénomène pour 

le HA 28 mais lorsque le taux d’estérification en chaînes octyle atteignait 40%. 

Lorsque le fragment précurseur est le HA 500, un taux d’estérification plus faible en 

Figure 104 : Comparaison des Mn obtenues en fin de réaction d’hydrolyse catalysée 
par la HAase des esters octyleés préparés à partir du HA 500 
[HAase] = 0,1 g.L-1 ; [NaCl] = 0,15 mol.L-1 ; pH = 4    
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chaînes octyle suffit pour affecter très fortement l’hydrolyse en donnant une faible 

réduction de la  Mn . Nous pouvons en conclure qu’en utilisant un fragment de HA de 

masse molaire plus forte, nous accentuons l’hydrophobie qui inhibe l’activité 

enzymatique. Ces résultats sont en accord avec les analyses réalisées par couplage 

SEC/MALLS (III.A.1.c.) et par fluorescence (III.D.2.) où la formation de 

microdomaines hydrophobes de type inter et intramoléculaire est favorisée avec des 

HA hydrophobisés de plus forte masse molaire.  

 

 IV.C.4. Mécanisme mis en jeu dans l’inhibition de l’activité 
enzymatique 

 

Nous avons déterminé lors de l’étude sur les substrat-dépendances réalisées 

avec les HA 28 et les HA 500 octylés ainsi que l’étude sur les  Mn  en fin d’hydrolyse 

que des interactions hydrophobes existant en solution peuvent être de deux types. 

Elles peuvent exister au niveau des chaînes de polymère créant des conformations 

plus complexes en solution via des associations hydrophobes intra et/ou interchaînes. 

Ces conformations peuvent rendre inaccessible à la HAase des liaisons β(1-4) non 

modifiées.  

Hors du site actif, des interactions peuvent également exister entre les chaînes 

de HA estérifiées et les parties hydrophobes de la HAase, ne lui permettant pas 

d’effectuer l’étape de catalyse qui suit l’étape de formation du complexe spécifique 

enzyme-substrat.  

De plus, les courbes de substrat-dépendances des HA 500 C8 13% et HA 500 

C8 20% présentent une diminution de la vitesse initiale lorsque les concentrations en 

HA sont les plus élevées. Ce phénomène, déjà observé lorsque le HA se lie de façon 

non spécifique à la HAase par des liaisons électrostatiques, montre que la 

complexation non spécifique rend la HAase catalytiquement inactive (Astériou et al., 

2005 ; Deschrevel et al., 2008). Nous avons souhaité  savoir si la diminution de la 

vitesse initiale aux plus fortes concentrations est causée par une complexation 

enzyme-substrat non spécifique ou par une conformation plus complexe des chaînes 

polysaccharidiques en solution, défavorable à la réaction d’hydrolyse enzymatique. 
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La figure 105 présente la réaction d’hydrolyse du HA 500 C8 20% catalysée 

par la HAase et confirme la faible réactivité de l’enzyme. Nous avons choisi la 

réaction d’hydrolyse enzymatique de cet ester puisqu’elle s’arrête rapidement au bout 

de deux heures à une masse molaire très élevée (185 000 g.mol-1). Nous allons réaliser 

une nouvelle fois cette réaction en ajoutant au bout de deux heures du HA 500 non 

estérifié à une concentration de 0,5 g.L-1. Le but est de vérifier si l’enzyme est 

toujours active en hydrolysant les fragments de HA 500 précurseur. Les résultats de 

cette étude sont présentés sur la figure 106 .  
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Figure 105 : Suivi chromatographique de la cinétique d’hydrolyse enzymatique du 
HA 500 C8 20% catalysée par la HAase. 
[HA] = 2 g.L-1 ; [HAase] = 0,1 g.L-1 ; [NaCl] = 0,15 mol.L-1 ; pH = 4    
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La figure 106 montre tout d’abord comme mélange témoin, en trait plein noir, 

le HA 500 précurseur et le HA 500 C8 20% avant hydrolyse enzymatique afin de 

suivre l’évolution de la réaction sur ces deux substrats au cours du temps en suivant 

leur déplacement chromatographique. Nous constatons que concernant le HA 500 C8 

20%, le pic chromatographique conserve le même temps d’élution quelque soit le 

temps de prélèvement. Il n’évolue plus au cours de la troisième heure d’analyse. La 

réaction enzymatique pour ce substrat est bloquée puisque sa masse molaire ne 

change plus. En revanche, le pic chromatographique correspondant au HA 500 

précurseur évolue et se déplace vers les temps d’élution les plus élevés après avoir été 

ajouté au bout de deux heures. Ceci signifie que les fragments de HA 500 non 

estérifiés sont hydrolysés pendant le temps de l’analyse. Cette analyse permet de 

confirmer que bien que la réaction avec le substrat HA 500 C8 20% soit bloquée à une 

masse molaire forte, l’activité catalytique de l’enzyme est conservée puisqu’elle est 

capable d’hydrolyser les fragments HA 500 précurseurs ajoutés au cours de la 

réaction. L’arrêt rapide de la réaction dans le cas du HA 500 C8 20%  ne peut donc 

pas être expliqué par une complexation non spécifique de nature hydrophobe 

empêchant la HAase d’exercer son action catalytique. Les interactions hydrophobes 
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Figure 106 : Suivi chromatographique de la cinétique d’hydrolyse enzymatique du 
HA 500 C8 20% catalysée par la HAase après ajout à 2h de réaction de HA 500 
précurseur non estérifié à 0,5 g.L-1 
[HA] = 2 g.L-1 ; [HAase] = 0,1 g.L-1 ; [NaCl] = 0,15 mol.L-1 ; pH = 4    
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prédominantes sont celles existant au sein de la chaîne de polymère de type intra et/ou 

intermoléculaire. Ces interactions conduisent à une conformation des chaînes 

polymère en solution complexe et plus compacte, rendant inaccessible à la HAase une 

partie des liaisons β(1-4) hydrolysables.  

          

 IV.D. Etude du produit obtenu en fin d’hydrolyse enzymatique 
 

Dans les travaux menés au laboratoire sur le HA non modifié, la méthode de 

Reissig et la chromatographie d’exclusion stérique muni d’un détecteur 

réfractométrique (SEC/RI), préalablement étalonnée, sont généralement associées 

pour étudier la cinétique d’hydrolyse enzymatique du HA catalysée par la HAase 

(Tranchepain et al., 2006). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Les profils chromatographiques obtenus sont homogènes (Figure 107 (B)) à 

tous les temps de prélèvement. Les résultats de  Mn  obtenus par la méthode de 

Reissig (figure 107 (A)) et par le couplage SEC/RI (Figure 107 B) sont très proches. 

Nous avons souhaité associer de la même manière les deux méthodes afin d’étudier la 

cinétique d’hydrolyse enzymatique des fragments de HA estérifiés catalysée par la 

HAase. Les analyses suivantes ont été réalisées sur le fragment HA 28 C8 13%. Les 

résultats sont résumés sur la figure 108. 

 

temps de réaction (min)

0 50 100 150 200

M
n 

(g
.m

ol
-1

)

0

5000

10000

15000

20000

25000

30000

HA 28

 

Figure 107 : Cinétique hydrolyse enzymatique du HA 28 catalysée par la HAase suivi par la 
méthode de Reissig et par couplage SEC/RI  
[HA] = 0,5 g.L-1 ; [HAase] = 0,1 g.L-1 ; [NaCl] = 0,15 mol.L-1 ; pH = 4    
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La figure 108 (B) présente des profils chromatographiques hétérogènes 

contrairement au précurseur HA 28. Dans ce cas, les valeurs de Mn obtenues par la 

méthode de Reissig et par le couplage SEC/RI sont différentes. Il semble que les 

chaînes de HA estérifié ne soient pas toutes hydrolysées de la même manière. Afin 

d’expliquer ces différences, nous avons souhaité en savoir davantage sur la répartition 

des chaînes alkyle le long de la chaîne de HA. La répartition des chaînes alkyle 

pourrait expliquer l’hétérogénéité des chaînes de HA obtenue après hydrolyse 

enzymatique. Afin de montrer cette possible hétérogénéité, nous avons reproduit une 

hydrolyse du HA 23 et HA 28 ainsi que leurs homologues estérifiés. Les résidus de 

l’hydrolyse ont été séparés en taille par la chromatographie d’exclusion stérique, puis 

chaque fraction a été étudiée par spectrométrie de masse MALDI-TOF et electrospray 

pour obtenir la structure chimique des produits finaux.   
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Figure 108 : Cinétique hydrolyse enzymatique du HA 28  C8 13% catalysée par la HAase suivi 
par la méthode de Reissig et par couplage SEC/RI  
[HA] = 0,5 g.L-1 ; [HAase] = 0,1 g.L-1 ; [NaCl] = 0,15 mol.L-1 ; pH = 4    
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 IV.D.1. Analyses par SEC/RI et par spectrométrie de masse 

 

 IV.D.1.a. Conditions enzymatiques 

 

Les conditions enzymatiques adéquates pour cette étude doivent permettre 

d’arriver dans un temps raisonnable à une hydrolyse totale des fragments de HA 

analysés. Nous savons que la présence de force ionique ainsi qu’un rapport 

[HAase]/[HA] important augmentent la vitesse de réaction d’hydrolyse (paragraphe 

I.A.3). Nous avons donc choisi les conditions enzymatiques suivantes :  

[HA] = 1 g.L-1 ; [HAase] = 3 g.L-1 ; [NaCl] = 0,15 mol.L-1 ; pH = 4 

Ces conditions d’hydrolyse enzymatique sont ensuite testées sur les fragments 

de faibles masses molaires estérifiés ainsi que sur les précurseurs HA 28 et HA 23.  

 

 IV.D.1.b. Analyse du précurseur HA 28 

 

La réaction d’hydrolyse est suivie par un système de chromatographie 

d’exclusion stérique étalonné avec une gamme d’oligomères de HA comme détaillée 

dans la partie Matériels et Méthodes (IV.B.4.). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La figure 109 nous permet d’observer l’évolution de l’hydrolyse enzymatique. 

Nous constatons tout d’abord que, comme nous le souhaitions, la vitesse de réaction 

est rapide puisque au bout d’une heure d’hydrolyse le mélange d’oligomères obtenu 

correspond, d’après l’étalonnage du système SEC/RI, à un mélange d’hexa- (HA6) et 
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Figure 109 : Hydrolyse enzymatique du fragment précurseur HA 28  suivie par SEC/RI 
[HA] = 1 g.L-1 ; [HAase] = 3 g.L-1 ; [NaCl] = 0,15 mol.L-1 ; pH = 4 
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de tétrasaccharides (HA4) de HA. Il s’agit du mélange final décrit classiquement dans 

la littérature (Meyer, 1971). Cependant en poursuivant la réaction nous observons la 

diminution de l’épaulement correspondant à l’hexasaccharide de HA jusqu’à sa 

disparition complète observée au bout de quatre heures.  

 

 

 

    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

L’analyse par spectrométrie de masse MALDI-TOF d’un prélèvement de 

l’hydrolyse enzymatique effectué au bout de quatre heures de réaction (figure 110) 

confirme les résultats obtenus par SEC/RI. En effet, cette analyse montre la présence 

uniquement de tétrasaccharides dont les valeurs caractéristiques de rapport 

masse/charge (m/z) sont respectivement 799 [M+Na]+, 821 [M-H+2Na]+ et 843 [M-

2H+3Na]+. Ces valeurs de rapport m/z sont en accord avec des études similaires sur la 

dégradation enzymatique partielle de HA (Sakai, 2007). 

 

 

  

 

Figure 110 : HA 28 hydrolysé pendant 4h analysé par spectrométrie de masse MALDI-TOF 
[HA] = 1 g.L-1 ; [HAase] = 3 g.L-1 ; [NaCl] = 0,15 mol.L-1 ; pH = 4 
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L’analyse de cet échantillon par spectrométrie de masse electrospray en mode 

négatif nous a permis de fragmenter l’ion négatif correspondant au tétrasaccharide de 

HA et de vérifier qu’il s’agit de cet oligosaccharide. Nous avons réalisé un schéma de 

fragmentation (figure 111) en détaillant tous les ions obtenus. La fragmentation 

provient tout d’abord de la rupture des liaisons glycosidiques ce qui est caractéristique 

des sucres (Domon et Costello, 1988). Chaque sucre subit ensuite une perte d’eau issu 

des fonctions hydroxyl ou carboxyl selon le sucre et enfin des pertes des fonctions 

carboxyl ou N-acétyl. 

Ces analyses nous montrent qu’il est possible, dans nos conditions, 

d’hydrolyser les fragments de HA au-delà du mélange équimolaire d’hexa- et de 

tétrasaccharides décrit dans la littérature (Meyer et al., 1971; Ernst et al., 1995). 
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Figure 111 : Schéma de la fragmentation en ions négatifs du tétrasaccharide de HA 
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 IV.D.1.c.  Analyse des fragments de HA 23 et 28 estérifiés à taux     
d’estérification fixé à 40% 

 

Les HA estérifiés préparés à partir des précurseurs HA 23 et HA 28 ont été 

hydrolysés par voie enzymatique dans les mêmes conditions réactionnelles que 

précédemment. Les analyses par couplage SEC/RI et par spectrométrie de masse 

MALDI-TOF et electrospray vont permettre d’étudier si les produits finaux varient 

selon le taux d’estérification et/ou selon la longueur de la chaîne alkyle greffée. Des 

prélèvements de milieu réactionnel sont effectués toutes les heures et analysés par 

couplage SEC/RI. Au bout de quatre heures, nous n’observons plus d’évolution de la 

réaction d’hydrolyse. Le prélèvement effectué au bout de quatre heures de réaction est 

analysé pour chaque ester de HA par spectrométrie de masse MALDI-TOF.  

 

 

 

      

 

 

 

   

     

 

 

 

La figure 112 présente l’analyse réalisée dans le cas du HA 23 C2 40%. Les 

résultats obtenus pour cet ester sont les mêmes pour tous les esters estérifiés à 40% 

quelque soit la longueur de la chaîne alkyle ajoutée, de la chaîne éthyle à la chaîne 

octyle. Les spectres sont cependant plus complexes que dans le cas du HA 28 ou HA 

23 non estérifié. Nous observons deux oligosaccharides de HA : HA4 et HA6. Nous 

avons résumé dans le tableau suivant les résultats obtenus pour tous les HA 23 

estérifiés à 40%. 

 
 
 
 

Figure 112 : HA 23 C2 40% hydrolysé pendant 4h analysé par spectrométrie de masse 
MALDI-TOF. [HA] = 1 g.L-1 ; [HAase] = 3 g.L-1 ; [NaCl] = 0,15 mol.L-1 ; pH = 4 
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Le tableau 20 nous permet d’observer la présence simultanée 

d’oligosaccharides de HA estérifiés et non estérifiés. Ceci confirme tout d’abord que 

la liaison ester n’est pas rompue avant  la fin de l’hydrolyse des fragments de HA. 

Bien que l’hydrolyse enzymatique soit réalisée à pH 4, la liaison ester est conservée 

sur les produits de fin de réaction. De plus, les analyses de spectrométrie de masse 

montrent que la présence de greffons hydrophobes a modifié le produit final de la 

réaction d’hydrolyse enzymatique. En effet, l’estérification des fragments de HA à 

40% ne permet pas une hydrolyse enzymatique totale puisque nous observons des 

oligosaccharides HA6 qui ne sont pas observé lors de l’hydrolyse complète des 

précurseurs HA 23 et HA 28.  En revanche, quelque soit la longueur de la chaîne 

alkyle les produits finaux de la réaction enzymatique sont les  trois mêmes oligomères 

pour chaque ester analysé c'est-à-dire HA4, HA 4 estérifié et HA6 estérifié. A 40% 

 
 
 

  

rapport m/z 

  HA4 non estérifié HA 4 mono estérifié 

  [M+Na]+ [M-H+2Na]+  [M-2H+3Na]+ [M+Na]+ [M-H+2Na]+  [M-2H+3Na]+ 
HA 23  799 821 843 / / / 

HA 23 C2 40% 799 821 843 827 849 / 
HA 23 C4 40% 799 821 843 856 878 / 
HA 23 C8 40% 799 821 843 912 934 / 

  rapport m/z 

  HA6 mono estérifié 

  [M+Na]+ [M-H+2Na]+  [M-2H+3Na]+ 
HA 23  / / / 

HA 23 C2 40% 1206 1228 1250 
HA 23 C4 40% 1234 1256 1279 
HA 23 C8 40% 1290 1312 1334 

Tableau 20 : Analyse par spectrométrie de masse MALDI-TOF des oligosaccharides HA4, HA4 
estérifié et HA6 estérifié issus de l’hydrolyse des fragments de HA 23 estérifiés à 40% 
hydrolysés pendant 4h 
[HA] = 1 g.L-1 ; [HAase] = 3 g.L-1 ; [NaCl] = 0,15 mol.L-1 ; pH = 4 
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d’estérification, la longueur de la chaîne alkyle n’influence pas le produit final de la 

réaction enzymatique. 

 

 IV.D.1.d. Saponification des fins de réaction des esters de HA 23 et 28 

 

Nous savons d’après l’étude des produits finaux des fragments estérifiés à 

40%, qu’il peut y avoir des oligosaccharides estérifiés. Par conséquent, les 

prélèvements de milieu réactionnel sont tout d’abord saponifiés  (pH 10  pendant 24h) 

afin de pouvoir les analyser par couplage SEC/RI. Une fois saponifié, les masses 

molaires des oligosaccharides peuvent être déterminés en absence d’interactions 

hydrophobes à partir d’un étalonnage réalisé avec des oligomères purifiés de HA 

(paragraphe IV.B.1 Matériels et méthodes).  

 

 

 

     

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La figure 113 nous présente le prélèvement de milieu réactionnel du HA C2 

40% hydrolysé pendant quatre heures et saponifié en ajustant la solution à pH = 10 

pendant 24h à température ambiante. Nous observons sur le chromatogramme après 

saponification un pic majoritaire correspondant à l’oligosaccharide HA4. Après 

saponification, il apparaît un épaulement supplémentaire par rapport au profil non 
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Figure 113 : HA 23 C2 40% hydrolysé pendant 4h et saponifié 24h à pH = 10. Prélèvement 
analysé par couplage SEC/RI. [HA] = 1 g.L-1 ; [HAase] = 3 g.L-1 ; [NaCl] = 0,15 mol.L-1 ; pH = 4 
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saponifié. D’après la droite d’étalonnage, le temps d’élution de cet épaulement 

correspond à l’oligosaccharide HA6. Le profil chromatographique montre donc la 

présence de deux tailles d’oligosaccharides HA4 et HA6. De plus, nous savons, d’après 

les analyses réalisées par spectrométrie MALDI-TOF, qu’il y avait des oligomères 

estérifiés HA6 dans les produits finaux des fragments HA 23 C2 40% estérifiés. Les 

analyses chromatographiques ainsi que les analyses par spectrométrie de masse étant 

concordantes, nous pouvons conclure que les conditions de saponification choisies 

sont adaptées pour obtenir les oligosaccharides non estérifiés.  

 

 IV.D.1.e. Analyse des fragments de HA 23 et 28 estérifiés à taux     

d’estérification variable 

 

Nous pouvons également étudier l’influence du taux d’estérification qui peut 

avoir une influence sur le produit final de la réaction puisqu’en modifiant le taux 

d’estérification, nous modifions le nombre de liaisons β(1-4) hydrolysables.  Pour 

réaliser une étude en fonction du taux d’estérification nous allons hydrolyser par voie 

enzymatique les fragments de HA 23 à différents taux d’estérification en chaînes 

éthyle et HA 28 à différents taux d’estérification en chaînes octyle. Les résultats des 

profils chromatographiques avant et après saponification montrent également que 

lorsque les oligosaccharides sont estérifiés, leurs temps d’élution sont décalés vers des 

temps plus longs en raison d’interactions avec la phase stationnaire. Nous avons 

appliqué cette méthode de saponification à tous les prélèvements.  
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La figure 114 présente l’évolution du produit final d’hydrolyse enzymatique  

en fonction  du taux d’estérification en chaîne octyle. Pour les trois esters octylés de 

HA, nous observons en fin d’hydrolyse un pic majoritaire correspondant au HA4 et un 

épaulement correspondant au HA6. En diminuant le taux d’estérification en chaînes 

octyle, nous obtenons les mêmes produits en fin d’hydrolyse. L’aire des pics diminue 

fortement avec l’augmentation de la longueur du greffon alkyle. Il est possible que la 

méthode saponification soit moins efficace avec les chaînes alkyle les plus longues. 

Cependant, différents essais de saponification ont été réalisés et au-delà de pH 10, les 

chaînes de HA sont dégradées. 
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Figure 114 : HA 28 à taux d’estérification variable en chaînes octyle hydrolysés pendant 
4h puis saponifiés et analysés par couplage SEC/RI. [HA] = 1 g.L-1 ; [HAase] = 3 g.L-1 ; 
[NaCl] = 0,15 mol.L-1 ; pH = 4 
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La figure 115 nous présente les analyses par spectrométrie de masse 

electrospray pour les HA C8 10% et HA C8 20%. Les pics prédominants pour les deux 

spectres correspondent au HA4 non estérifié de rapport m/z 797 et au HA4 mono 

estérifié de rapport m/z 869. Nous n’observons pas d’autre taille d’oligosaccharide. 

Nous analysons par la suite des fragments de HA ayant des taux 

d’estérification plus élevés. Les fragments de HA 23 estérifiés en chaînes éthyle à 

40%, 66% et 75% sont hydrolysés, saponifiés et analysés par couplage SEC/RI.  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

HA 28 C8 10% 

HA 28 C8 20% 

Figure 115 : HA 28 C8 estérifiés à 10% et 20% hydrolysés pendant 4h puis analysés 
par spectrométrie de masse electrospray en mode négatif.  
[HA] = 1 g.L-1 ; [HAase] = 3 g.L-1 ; [NaCl] = 0,15 mol.L-1 ; pH = 4 
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Figure 116 : HA 23 à taux d’estérification variable en chaînes éthyle hydrolysés pendant 
4h puis saponifiés et analysés par couplage SEC/RI.  
[HA] = 1 g.L-1 ; [HAase] = 3 g.L-1 ; [NaCl] = 0,15 mol.L-1 ; pH = 4 
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La figure 116 présente l’évolution du produit final de l’hydrolyse enzymatique 

pour différents taux d’estérification en chaînes éthyle. L’analyse par couplage SEC/RI  

montre des différences importantes lorsque nous augmentons le taux d’estérification. 

Au-dessus de 40% d’estérification en chaîne éthyle, l’hydrolyse enzymatique n’est 

que partielle avec une teneur en HA4 et HA6 faible et fonction du taux d’estérification 

est supérieur à 40% et qu’il augmente. Les pics chromatographiques obtenus sont 

hétérogènes et présentent certains épaulements indiquant des masses molaires 

majoritaires. 

 

  HA 23 C2 66% HA 23 C2 75% 

épaulement 1 16 000 g.mol-1 16 000 g.mol-1 

épaulement 2 8 600 g.mol-1 8 600 g.mol-1 

épaulement 3 5 100 g.mol-1 / 

épaulement 4 HA4 HA4 

 

 

 

Le tableau 21 résume les masses molaires obtenues en utilisant l’étalonnage de 

notre système chromatographique en utilisant le temps d’élution au sommet de chaque 

épaulement. Les deux premiers épaulements sont communs aux esters HA 23 C2 66% 

et HA 23 C2 75%. Nous observons que le HA 23 C2 66% possède un épaulement 

supplémentaire situé vers 1730 s qui correspond à une masse molaire plus faible. Cet 

épaulement indique que plus le taux d’estérification est important, moins les 

fragments de HA sont hydrolysés. Nous obtenons également dans le cas de ces deux 

esters de faibles quantités de HA4 qui diminue lorsque le taux d’estérification 

augmente. 

 

 

 

 

 

     

Tableau 21 : Masses molaires des épaulements obtenus à partir de l’analyse par couplage 
SEC/RI des fragments de HA 23 C2 66% et 75% hydrolysés et saponifiés 
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Il ne nous est malheureusement pas possible d’analyser par spectrométrie de 

masse les masses molaires les plus élevées que nous observons par chromatographie 

SEC/RI afin de vérifier si ces fragments sont estérifiés. Cependant La spectrométrie 

de masse par electrospray (figure 117) nous indique la présence de HA4 non estérifié 

et mono estérifié. 

 

 IV.D.1.f. Analyse des fragments de HA 500 estérifiés  

 

Nous avons également réalisé des essais similaires avec les fragments 

estérifiés préparés à partir du précurseur HA 500 dans les mêmes conditions 

enzymatiques que celles utilisées pour les fragments de masses molaires plus faibles. 

Des essais ont été réalisés sur les fragments HA 500 C1 41%, C2 42%, C4 41% et C8 

20%.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Figure 117 : HA 23 estérifiés en chaînes éthyle à 66% et 75% hydrolysés pendant 4h 
puis analysés par spectrométrie de masse electrospray en mode négatif.  
[HA] = 1 g.L-1 ; [HAase] = 3 g.L-1 ; [NaCl] = 0,15 mol.L-1 ; pH = 4 
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La figure 118 présente les analyses obtenues par spectrométrie de masse 

electrospray des produits de fin de réaction pour les fragments de HA 500 estérifiés à 

40% en chaînes méthyle, éthyle et butyle et à 20% en chaînes octyle en se limitant aux 

fractions de faibles masses molaires. Les ions fragments obtenus correspondent à des 

oligosaccharides HA4, HA4 estérifiés et HA6 estérifiés. Il s’agit des mêmes 

oligosaccharides que ceux obtenus lors de l’hydrolyse complète des HA 23 et HA 28. 

La masse molaire du fragment de HA avant hydrolyse n’a pas d’influence sur les 

produits finaux de la réaction d’hydrolyse enzymatique catalysée par la HAase.  

 

 IV.D.2. Hypothèses sur la répartition des chaînes alkyle sur les 

fragments de HA 

 

Les données de la littérature sur l’incapacité la HAase à hydrolyser les liaisons 

β(1-4) adjacentes à un monosaccharide glucuronique estérifié ainsi que les oligomères 

obtenus par hydrolyse enzymatique des fragments de HA catalysée par la HAase 

(analyse chromatographique et spectrométrie de masse) nous permettent d’émettre 

certaines hypothèses sur la répartition le long de la chaîne de HA avant hydrolyse.  

Les fragments non estérifiés étudiés ont un motif disaccharidique de 401 

g.mol-1. D’après les masses molaires déterminées par couplage SEC/MALLS pour les 

fragments précurseurs, les HA 23 et 28 possèdent respectivement 60 et 70 motifs en 

moyenne sur leurs chaînes. A partir de ces données et des taux d’estérification 

  

HA 500 C4 41% HA 500 C8 20% 

Figure 118 : HA 500 estérifiés en chaînes méthyl, éthyle, butyle et octyle hydrolysés 
pendant 4h puis analysés par spectrométrie de masse electrospray en mode négatif. 
[HA] = 1 g.L-1 ; [HAase] = 3 g.L-1 ; [NaCl] = 0,15 mol.L-1 ; pH = 4 
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déterminés par RMN, nous pouvons tenter de schématiser l’hydrolyse enzymatique 

des fragments estérifiés en répartissant les chaînes alkyle selon deux hypothèses.  

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 119 : Représentation schématique de l’hydrolyse enzymatique d’un fragment 
de HA estérifié avec deux répartitions possibles des chaînes alkyle. Exemple d’un 
fragment estérifié à 50%.        liaison glycosidique β(1-4). 
 
 

 

La figure 119 présente les deux hypothèses sur la répartition des chaînes 

alkyle le long du fragment de HA estérifié à 50%. La chaîne (A) nous montre une 

représentation statistique associée à un mécanisme d’alkylation aléatoire et la chaîne 

(B) une représentation en blocs associé à un mécanisme d’alkylation coopératif. Nous 

savons tout d’abord, grâce aux résultats obtenus pour les précurseurs HA 23 et HA 28, 

que le produit final de la réaction d’hydrolyse est le HA4. Nous envisageons donc sur 

les fragments schématisés des coupures de liaisons glycosidiques tous les 

tétrasaccharides. Dans le cas de la représentation statistique, tous les oligomères 

obtenus seraient estérifiés. Dans le cas de la représentation en blocs, nous 

obtiendrions des oligomères non estérifiés et une longue chaîne totalement estérifiée. 

En effet, certaines recherches (Hirano et al., 2005) montrent que la HAase 

n’hydrolyse pas le HA totalement estérifié.   

Nous pouvons comparer les résultats que nous obtenons de façon théorique 

avec ceux obtenus expérimentalement. Lors de l’hydrolyse des fragments de HA 

estérifiés, nous avons également constaté la présence de HA4 non estérifié même dans 

le cas des fragments ayant le taux d’estérification le plus élevé c'est-à-dire 75% en 
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chaîne éthyle. L’obtention d’oligomères non estérifiés prouve que les fragments de 

HA ne peuvent pas être estérifiés de manière homogène et donc statistique. Il semble 

donc que la répartition des chaînes alkyle se rapproche d’une répartition en bloc. Ceci 

pourrait expliquer le caractère associatif important observé lors des analyses de 

fluorescence pour le HA 23 et HA 28 octylé dès 40% d’estérification si les chaînes 

alkyle ajoutées sont proches les unes des autres.  

Cependant, il ne peut pas s’agir d’une répartition totalement en bloc car nous 

obtenons expérimentalement des oligomères de HA4 monoestérifiés ce qui n’est pas 

compatible avec une répartition en bloc (tableau 20). Cela montre que le mécanisme 

est intermédiaire et qu’il existe un caractère coopératif plus important lorsque la 

chaîne alkyle est plus longue, c'est-à-dire lorsque son caractère hydrophobe est plus 

intense. Nous savons que la HAase, pour effectuer son complexe spécifique avec le 

substrat et donc effectuer la réaction d’hydrolyse, doit se fixer sur cinq unités 

disaccharidiques (Ernst et al., 1995). Notre étude montre que la HAase, est capable de 

se fixer sur des motifs contenant une fonction carboxyl estérifiée.            
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Ce travail de recherche porte sur la préparation et la caractérisation chimique 

et physico-chimique de dérivés amphiphiles de fragments de HA pour étudier 

l’influence de la balance hydrophile/hydrophobe (HLB), nous avons synthétisé des 

fragments de HA portant des chaînes alkyle de longueur et en proportions variables. 

Ce travail se poursuit par une étude cinétique de l’hydrolyse enzymatique des dérivés 

de HA préparés catalysée par la hyaluronidase. 

 

Une synthèse bibliographique présente tout d’abord les nombreuses propriétés 

des deux macromolécules utilisées dans ce travail : le HA et la HAase ainsi que 

l’intérêt de modifier chimiquement le HA en lui apportant de l’hydrophobie. Les 

propriétés biologiques du HA sont à l’origine de diverses applications dans les 

domaines médical et cosmétique et varient selon la masse molaire du HA. Dans ce 

contexte, nous avons choisi de modifier du HA par réaction de substitution 

nucléophile semblable à une réaction d’estérification. Les fragments utilisés pour cette 

modification ont une masse molaire d’environ 30 000 et 500 000 g.mol-1.  

 

Afin de réduire la masse molaire du HA aux valeurs souhaitées, nous avons 

employé comme technique l’hydrolyse enzymatique catalysée par la HAase. Les 

thèses précédentes (Astériou, 2002 ; Tranchepain, 2004 ; Levasseur, 2006 ; 

Lenormand, 2007) ainsi que ce travail permettent de bien connaître les paramètres 

influençant la réaction : la concentration en HA et en HAase, la force ionique ainsi 

que le pH. Ces diverses connaissances ont permis d’optimiser le protocole de 

production. Les deux HAases étudiées par notre équipe sont la HAase testiculaire 

bovine et la HAase de venin d’abeille qui appartiennent au groupe des hyaluronates 4-

glycanohydrolases et qui catalysent l’hydrolyse des liaisons β(1-4) du HA. Toutes les 

deux ont la capacité de former deux types de complexes avec le HA. Le complexe 

spécifique de type enzyme-substrat (ES) est nécessaire pour activer l’hydrolyse alors 

que le complexe non-spécifique de nature électrostatique entre le HA et la HAase 

inhibe la réaction d’hydrolyse. Pour réaliser nos productions de fragments, le choix 

s’est porté sur la HAase de venin d’abeille pour laquelle la réaction d’hydrolyse 

enzymatique est prépondérante devant la réaction de complexation. De faibles masses 

molaires de l’ordre de 30 000 g.mol-1 et de fortes masses molaires de l’ordre de 500 
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000 g.mol-1 en Mn sont produites afin d’obtenir des comportements enzymatiques très 

différents.  

La réaction utilisée pour  modifier chimiquement les fragments de HA est une 

substitution nucléophile bimoléculaire entre les groupements carboxylates d’une 

chaîne de HA et un halogénure d’alkyle. Cette réaction s’effectue dans le DMF à 

60°C pendant 24h. Par cette méthode, nous avons estérifié les fragments de HA en 

greffant des groupes alkyle allant du méthyle à l’octyle. La détermination du taux 

d’estérification est possible de manière précise par RMN 1H pour la plupart des esters 

de HA excepté dans le cas du greffage de la chaîne méthyle où la méthode 

conductimétrique est employée. Afin de conserver la RMN 1H comme méthode de 

détermination du taux d’estérification pour le greffage de la chaîne méthyle, il serait 

intéressant d’envisager une détermination indirecte en conservant les contre ions TBA 

visibles en RMN. Une large gamme de taux d’estérification est obtenue allant de 3% à 

75% selon la chaîne alkyle pour les fragments de HA de masses molaires faibles et de 

3% à 40% pour les fragments de masses molaires importantes. Afin de ne conserver 

que les polymères hydrosolubles, le HA 500 C8 40%, n’étant pas soluble dans l’eau, 

n’a pas été davantage étudié par la suite.  

 

Le comportement physicochimique des esters de HA a été étudié via des 

analyses de séparation par couplage SEC/MALLS/DRI, AF4/MALLS/DRI, par 

viscosimétrie ainsi que par fluorescence. La présence d’agrégats est mise en évidence 

par l’ensemble des techniques utilisées. Les proportions de ces agrégats varient selon 

la chaîne alkyle, le taux d’estérification et la masse molaire du HA choisi. Pour les 

fragments de HA de faibles masses molaires, les quantités d’agrégats deviennent 

importantes pour les esters de HA greffés en chaînes octyle et pour l’ester HA 23 C2 

75%. Dans ce cas, les interactions mises en jeu sont de type intermoléculaire entre les 

chaînes alkyle greffées. La probabilité d’interaction hydrophobe augmente donc avec 

le taux d’estérification et la longueur de la chaîne alkyle. L’effet agrégatif s’accentue 

avec l’augmentation de la masse molaire des fragments de HA puisque les agrégats 

sont observables en quantité importante dès la présence de 40% de méthyle dans le 

cas du HA 500. La présence de chaînes alkyle modifie la conformation du HA en 

solution diluée. Pour les deux tailles de fragments utilisés, les chaînes de HA 

hydrophobisés forment des structures plus compactes que leur précurseur. 

L’augmentation de la masse molaire des fragments de HA induit en plus des 
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interactions hydrophobes intermoléculaires existantes, des interactions de type 

intramoléculaire. L’augmentation de la température ainsi que la force ionique ne font 

que renforcer le phénomène de compacité des chaînes de HA étudiées. Elargir la 

gamme de concentration étudiée et ainsi comprendre le comportement en solution des 

HA hydrophobisé pour chaque régime serait intéressant par la suite.  

    

 L’hydrolyse enzymatique des différents esters de HA préparés ainsi que des 

précurseurs a été suivie par la méthode de Reissig et la chromatographie par couplage 

SEC/RI pour obtenir les cinétiques. Dans le cas du HA non modifié, les valeurs de Mn 

obtenues après hydrolyse sont semblables par les deux méthodes ce qui n’est pas le 

cas pour les HA estérifiés. La présence d’hydrophobie sur les chaînes de HA crée des 

interactions non spécifiques avec des parties hydrophobes de la HAase hors du site 

actif ainsi que des interactions spécifiques défavorables à l’étape d’hydrolyse qui suit. 

Une inhibition de nature mixte se met en place. De plus, les conformations très 

compactes des HA hydrophobisés empêche la HAase d’accéder à des segments de la 

chaîne de HA pouvant être hydrolysés. Les interactions hydrophobes inhibent donc 

partiellement l’activité catalytique de la HAase comme le font dans certaines 

conditions les interactions électrostatiques (Deschrevel et al., 2008, Lenormand et al., 

2009). L’activité de la HAase est donc sensible à différents types d’interactions. 

Cependant, alors que les interactions électrostatiques peuvent rendre la HAase 

totalement inactive, les interactions hydrophobes empêchent l’hydrolyse totale des 

fragments de HA estérifiés mais ne la rendent pas inactive vis-à-vis de HA non 

estérifié présent dans le même milieu.    

Une étude approfondie du produit final d’hydrolyse des esters de HA ainsi que 

des fragments de HA précurseurs a été réalisée.  

Concernant les HA non modifiés, les études réalisées jusqu’à présent sur le 

produit final de l’hydrolyse enzymatique  présentent toute le HA4 comme produit 

majeur de cette réaction accompagné d’une quantité importante de HA6 (Meyer, 

1971 ; Roden et al., 1989 ; Payan et al., 1993 ; Kakisaki et al., 2010). Payan et al. 

(1993) montrent que la proportion de HA4 et HA6 varie selon les conditions de 

réaction d’hydrolyse et Kakisaki et al. (2010) démontrent que le HA6 est un substrat 

de la HAase testiculaire. Ceci suggère que le mélange HA4 et HA6 ne correspond pas 

au produit final de la réaction d’hydrolyse catalysée par la HAase. Notre étude du 

produit final met en évidence que pour l’hydrolyse des fragments précurseurs HA 23, 
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HA 28 et HA 500, le produit final obtenu est uniquement du HA4. Il est probable 

qu’utiliser des fragments de HA au lieu de HA natif permette d’obtenir le produit final 

de la réaction enzymatique. En effet, Tranchepain et al. (2006) montrent que le 

comportement cinétique du couple HA/HAase est diffèrent selon la masse molaire du 

HA utilisé comme substrat. La vitesse initiale peut être plus rapide lorsque les 

fragments ont des masses molaires plus faibles au départ.  

Concernant les esters de HA, cette étude permet de conclure que la répartition 

des chaînes alkyle le long de la chaîne de HA ne s’effectue pas de manière homogène. 

Nous avons également mis en évidence qu’il existe un caractère associatif lors de 

l’étape d’estérification. Ce caractère associatif est dépendant de la longueur de la 

chaîne alkyle et du taux d’estérification choisi. Le mécanisme de répartition des 

chaînes alkyle est donc intermédiaire. Les esters de HA préparés présentent donc une 

hétérogénéité de la répartition des chaînes alkyle. Les chaînes alkyle étant proches 

dans l’espace, les associations hydrophobes sont favorisées ainsi que la formation 

d’agrégats observés lors des analyses précédentes. La répartition hétérogène ainsi que 

les nouvelles conformations dues aux interactions hydrophobes ne permettent pas à la 

HAase d’effectuer une hydrolyse complète des fragments de HA. Des études ont 

permis d’observer dans le cas de chitosanes alkyleés que la présence simultanée 

d’interactions électrostatique et hydrophobe crée des systèmes interagissant de façon 

plus stable avec des membranes mimant la membrane plasmique. (Ercelen et al., 

2006). Il serait donc important de réaliser des études cinétiques d’hydrolyse 

enzymatique des esters de HA sans ajout de sel dans le milieu réactionnel afin 

d’observer l’influence de la présence simultanée d’interactions électrostatiques et 

hydrophobes sur la réaction enzymatique.  

Ce travail de recherche s’inscrit dans une étude beaucoup plus large qui va de 

l’aspect chimie et physicochimie avec le HA et ses oligosaccharides au domaine 

médical. L’activité de la HAase contrôle la balance entre les longues et les courtes 

chaînes de HA et celles-ci pourraient être présentes dans les tissus avec des inhibiteurs 

qui permettraient alors l’activité ou l’inactivité de l’enzyme. Cependant, même si 

quelques activités inhibitrices de la HAase ont été détectées (Mio et Stern, 2002), les 

structures moléculaires et les mécanismes d’action des inhibiteurs de la HAase sont 

très peu connus. Les fonctions biologiques du HA étant liées à sa taille de chaîne, 

contrôler l’activité de la HAase signifierait favoriser certaines fonctions et inhiber les 

autres. Les premières études effectuées au laboratoire en collaboration avec le 
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laboratoire MERCI sur les esters de HA (Levasseur, 2006) ont montré une influence 

de l’estérification sur les phénomènes d’invasion tumorale et de prolifération 

cellulaire. Le HA estérifié par des chaînes octyle à 40%, composé le plus riche de 

notre gamme en microdomaines hydrophobes, diminue significativement le potentiel 

invasif  et le potentiel de prolifération des cellules cancéreuses. L’hydrolyse partielle 

de ce HA octylé, montrée dans notre étude, ne permet pas d’obtenir les tailles de HA 

nécessaires à ses phénomènes biologiques.          

 

Des perspectives plus générales sont envisageables à partir de ces travaux de 

recherche. Il serait intéressant d’étudier davantage le phénomène de complexation 

hydrophobe mis en évidence entre le HA hydrophobisé et la HAase dans le but 

d’obtenir des inhibiteurs. David et al. (2004 ; 2008) ont montré que les hydrogels de 

HA sont des systèmes appropriés à l’étude de culture cellulaire. En préparant des 

hydrogels à partir d’esters de HA, des structures tridimensionnelles contenant des 

hétérogénéités par la présence de microdomaines hydrophobes se formeraient. Ces 

hydrogels seraient plus ou moins sensibles à l’activité de la HAase. Des micro-

hétérogénéités de leurs propriétés permettraient localement de limiter la diffusion 

d’espèces favorisant la prolifération cellulaire. Ces microdomaines pourraient 

également être utilisés pour piéger des molécules hydrophobes actives sur les 

processus biologiques. Il serait alors possible d’étudier leur influence sur les 

mécanismes de différenciation ou de prolifération cellulaire.  
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Résumé 
 

Grâce à son ensemble unique de propriétés physico-chimiques, le hyaluronane 
(HA) est utilisé dans l’élaboration de biomatériaux. Malgrè son utilisation dans de 
nombreuses applications médicales, ses domaines d’application peuvent être plus 
vastes en modifiant chimiquement  ses groupements fonctionnels afin de modifier et 
contrôler ses propriétés physico-chimiques.  

L’objectif de cette étude a été d’étudier l’activité de la hyaluronidase (HAase) 
sur le HA hydrophobiquement modifié à différents taux d’estérification et avec 
différentes longueurs de chaînes alkyle. Les fragments de HA sont obtenus par voie 
enzymatique catalysée par la HAase. L’estérification dans le diméthylformamide 
implique la formation d’un sel de tétrabutylammonium suivie d’une réaction avec un 
halogénure d’alkyle. Les HA hydrophobisés sont soumis à l’action de la HAase 
testiculaire bovine qui appartient à la même classe que les HAases humaines. Les 
cinétiques d’hydrolyse sont étudiées via la détermination de la vitesse initiale 
d’hydrolyse et la masse molaire des HA hydrophobisés obtenus en fin d’analyse. En 
modifiant le taux d’estérification et la longueur de la chaîne alkyle, la balance 
hydrophile/lipophile est modifiée et des interactions hydrophobes apparaissent. Nos 
résultats ont montré qu’il n’est pas possible pour la HAase de dégrader totalement les 
HA hydrophobisés. De plus, L’analyse des HA hydrophobisés hydrolysés par la 
HAase a permis d’étudier la répartition des groupements esters le long de la chaîne de 
HA. 
 
Mots clés : Hyaluronane, Hyaluronidase, association hydrophobe, cinétique 
d’hydrolyse enzymatique           

 

Abstract 
 

Because of its unique physicochemical properties, hyaluronan (HA) is used to 
build biomaterials. Despite the utilization of HA in many medical applications, its 
field of applications can be further broadened by a modification of its numerous 
functional groups to change and control physicochemical properties. 

The aim of this study was to examine the hyaluronidase (HAase) activity on 
HA hydrophobically modified HA with various degrees of esterification and alkyl 
chain length. HA fragments were obtained by kinetically-controlled HA enzymatic 
hydrolysis. The esterification involved generation of tetrabutylammonium salts of  
HA in dimethylformamide, and its subsequent reaction with alkyl halide. 
Hydrophobic HA were submitted to bovine testicular HAase action which belong to 
the same class as human HAase. The hydrolysis kinetics were studied measuring the 
initial hydrolysis rate and molecular weight of the hydrophobic HA at the end of the 
analysis. To vary the degree of esterification and the alkyl chain length, the lipophilic-
hydrophilic balance was modified and hydrophobe interaction appears. Our results 
obtained indicated that HAase is not able to degrade totally the hydrophobic HA 
studied. In addition, the analysis of hydrophobic HA hydrolysed by HAase allowed to 
investigate the distribution of ester groups along HA chains.         
 
Keywords : Hyaluronan, Hyaluronidase, hydrophobic associations, enzymatic 
hydrolysis kinetics           



 
237 

 
                                                 
 

 

 


