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ABSTRACT

Acylation of mono- and oligosaccharides catalyzed by carboxylic ester hydrolases in non-
conventional media was explored to synthesize compounds with potential bioactive properties.
Multienzymatic Depol 740L from Humicola insolens and a pure feruloyl esterase (FAE)
preparation from the same source were evaluated for their specificity and activity using synthetic
and isolated feruloylated saccharides from wheat bran and sugar beet, with the FAE preparation
showing higher activity and broader specificity among the substrates tested. It was then selected
to evaluate the feruloylation of xylobiose, raffinose and xylo-oligosaccharides in 6 different
surfactantless microemulsions as reaction media. The microemulsion composed by n-hexane/2-
butanone/water (51:46:3, v/v/v) showed consistently higher bioconversions with all the acyl
acceptors evaluated. MS analysis revealed simple and multiple feruloylation of the glycoside
substrates. Heterofunctional supports bearing metal-chelate and epoxy groups achieved highest
FAE immobilization yield and highest activity per gram of support. More specifically, FAE
immobilized onto a porous metal-chelate-epoxy support modified retained 35% of the

feruloylation capacity of the free FAE when xylobiose was present as the acyl acceptor.

Optimization of the FAE immobilization onto mesoporous metal-chelate-epoxy supports by
response surface methodology (RSM) was performed, where optimal immobilization time (27.7
h), pH of the immobilization buffer (5.0) and interaction between the ratio of enzyme to
immobilization support (22.75 mg/g) with the immobilization buffer molarity (0.86 mol/L) were
determined. Enzymatic activity yield and retention of specific activity yield were increased by
33% and 47%, respectively, when compared to unoptimized conditions. Enzyme thermostability
of the immobilized FAE was enhanced following a post-immobilization incubation at pH 10.0,
while an increase of support pore size improved hydrolytic activity and esterifying efficiency of
the immobilized biocatalyst. It was determined that optimally immobilized and stabilized FAE

retained up to 92.9% of the feruloylation activity of the free enzyme.

Carbohydrate fatty acid ester synthesis reactions were performed in a mixture of lauric acid/tert-
butanol (90/10; v/v) at 55 °C using Novozym® 435 as the biocatalyst, where bioconversion yield
and productivity of 19.7% and 9.45 pmol/L min, respectively, were obtained with a ball-milled
fructose concentration of 0.2 mol/L. An increase in reaction media fatty acid content adversely

affected esterification. The enhancement of polar substrate solubility and an increase in acylation



reaction productivity were significant benefits of the combined low-solvent and mechanical

milling of reaction substrates for lipase-catalyzed esterification approach.

The immobilized lipase-catalyzed esterification of muyristic acid with fructose and
fructooligosaccharides in low solvent reaction media (10%, v/v) was also studied. The acyl
acceptor chain length was determined to be inversely proportional to the reaction yield. A 1:1 ratio
of oleic to lauric/myristic acid in the reaction decreased the viscosity and the melting point of the
media but also decreased the esterification yield by half. Maximum fructose myristate yield (22%)
was obtained using 0.2 mol/L of fructose and 5% (w/v) of Lipozyme® RM IM in a reaction media
composed of 10% tert-butanol, 10% oleic acid, and 80 % myristic acid, using RSM based on a 5-
level and 3-factor central composite design. Without addition of oleic acid, maximum yield
(25.5%) was obtained with 0.2 mol/L of fructose and 6% (w/v) of enzyme. At these latter
conditions, 6 consecutive reactions were catalyzed before a reduction in synthetic activity was
observed. ESI-MS analysis confirmed the production of mono- and diesters, and the selectivity of

this enzyme for saturated fatty acids over unsaturated fatty acids.



RESUME
L'acylation de mono- et oligosaccharides catalysée par des hydrolases d'esters carboxyliques dans
des milieux non conventionnels a été explorée, et ce dans le but de synthétiser des composés ayant
de potentielles propriétés bioactives complémentaires. Deux préparations de FAE (EC 3.1.1.73)
de Humicola insolens ont été évaluées pour leur spécificité vis-a-vis le substrat et leur activité
enzymatique, en utilisant des saccharides feruloylés soit synthétiques soit isolés a partir de son de
blé et de betterave sucricre, I'un d'entre eux présentant une activité plus élevée et une spécificité
plus large parmi les substrats testés. Cet enzyme a ensuite €té sélectionné pour évaluer la
feruloylation du xylobiose, du raffinose et de xylo-oligosaccharides (XOS) dans six systemes de
microémulsions sans tensioactif, comme milieux réactionnels. La bioconversion la plus élevée
(57%) avec l'enzyme libre a été obtenue dans le cas du xylobiose dans la microémulsion composée
de n-hexane / 1,4-dioxane / eau (51: 46: 3, v/ v/ V), ce systeme générant des résultats supérieurs
pour tous les acyl-accepteurs évalués. L'estérification de FAE a été confirmée par spectrométrie
de masse révélant une feruloylation simple et multiple du substrat glycosidique. Les supports
mésoporeux hétérofonctionnels portant des groupements métal-chélaté et époxy ont donné a la fois
le rendement d'immobilisation FAE le plus ¢élevé et I'activité FAE la plus élevée, et ce par gramme
de support. Plus spécifiquement, le FAE immobilisé sur support époxy mésoporeux modifié avec
acide iminodiacétique et sulfate cuivrique a conservé 35% de la capacité de féruloylation du FAE

libre lorsque le xylobiose était présent comme accepteur d'acyle.

L’optimisation de I'immobilisation de FAE sur des supports époxydes mésoporeux métal-chélaté
a été réalisée via la méthodologie RSM, permettant de déterminer le temps d'immobilisation
optimal (27,7 h), le pH du tampon d'immobilisation (5.0) et interaction entre I'enzyme et le support
d'immobilisation (22,75 mg) / g) ainsi que la molarité du tampon d'immobilisation (0,86 mol / L).
Le rendement d'activité enzymatique et la rétention du rendement d'activité spécifique ont été
augmentés de 33% et 47% respectivement par rapport aux conditions non optimisées. La thermo
stabilit¢ enzymatique du FAE immobilisé a été augmentée apres incubation post-immobilisation a
pH 10,0, tandis qu'une augmentation de la taille des pores de support a amélioré l'activité
hydrolytique et I'efficacité d'estérification du biocatalyseur immobilisé. Il a été¢ déterminé que
'époxy-FAE macroporeux immobilisé et stabilisé de maniere optimale conservait jusqu'a 92,9%

de l'activité de féruloylation de I'enzyme libre.



Des réactions de synthése d'esters acides gras / saccharides ont été effectuées dans un mélange
acide laurique / tert-butanol (90/10; v / v) a 55 ° C en utilisant Novozym® 435 comme
biocatalyseur, avec un rendement de bioconversion et une productivité de 19,7% et 9,45 umol. / L
min, respectivement, avec une concentration en fructose (broy¢ par boulets) de 0,2 mol / L. Une
augmentation de la teneur en acides gras du milieu réactionnel a eu un effet négatif sur
l'estérification. L'amélioration de la solubilit¢ du substrat polaire et une augmentation de la
productivité de la réaction d'acylation se sont avérés des avantages significatifs de la combinaison
broyage mécanique et faible teneur en solvant des substrats réactionnels, pour l'approche

d'estérification catalysée par une lipase.

L'estérification de 'acide myristique catalysée par une lipase immobilisée avec substrats fructose
et fructo-oligosaccharides dans des milieux réactionnels a faible teneur en solvant (10%, v/ v) a
¢galement été étudiée. On a déterminé que la longueur de la chaine d'accepteur d'acyle était
inversement proportionnelle au rendement de la réaction. Un rapport 1: 1 entre acide oléique et
acide laurique / myristique dans la réaction diminuait la viscosité et le point de fusion des milieux,
mais diminuait également de moiti¢ le rendement d'estérification. Le rendement maximal en
myristate de fructose (22%) a été obtenu en utilisant 0,2 mol / L de fructose et 5% (p / v) de
Lipozyme® RM IM dans un milieu réactionnel composé de 10% tert-butanol, 10% acide oléique
et 80% acide myristique, en utilisant la méthodologie RSM basée sur un modele composite central
a 5 niveaux et 3 facteurs. Sans addition d'acide oléique, le rendement maximal (25,5%) a été obtenu
avec 0,2 mol / L de fructose et 6% (p / v) d'enzyme. Sous ces dernic¢res conditions, 6 réactions
consécutives ont été catalysées avant qu'une réduction de l'activité de syntheése ne soit observée.
L'analyse ESI-MS a confirmé la production de mono- et diesters et la sélectivité de cet enzyme

pour les acides gras saturés par rapport aux acides gras insaturés.
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