Synthése enzymatique d'esters de fructose
Enzymatic synthesis of fructose esters
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1. RESULTATS SUR LE FRUCTOSE
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Figure S 1 CCM test de solubilité du fructose. 9 : n-hexane ; 10 : acétone ; 11 : acétonitrile ; 12 : ¢-
butanol ; 13 : 2-méthyl-2-butanol ; 14 : pyridine ; 15 : acétate d'éthyle ; 16 : eau.
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Figure S 2 Chromatogrammes HPLC de la réaction enzymatique entre le fructose et I'acide laurique.
Mise au point de I'¢luent. (a) acétonitrile/méthanol/eau (35/60/5, v/v/v) (5,0 mn fructose ; 5,9 et 6,0 mn
polyesters de fructose ; 8,5 mn monoester de fructose), (b) acétonitrile/eau (65/35, v/v) (1,7 mn
fructose ; 1,9 mn monoester de fructose; 2,9 mn polyesters de fructose), (c) gradient acétonitrile/eau
(voir texte) (2,4 mn fructose ; 10,1 and 10,8 mn monoesters de fructose ; 16,8 mn acide laurique ; 24,5
mn polyesters de fructose).
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Figure S 3 Chrommatogramme HPLC de 4 mélanges réactionnels sélectionnés apres 48 h et ajout de

différentes quantitées d'eau. Conditions: voir texte. Les temps de rétentions sont les suivants: 2,4 mn

fructose ; 10,1 and 10,8 mn monoesters de fructose ; 16,8 mn acide laurique ; 24,5 mn polyesters de
fructose.
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Figure S 4 Contrdle de la pureté des esters de laurate de fructofuranosyle par HPLC-ELSD. (a)
monolaurate de fructofuranosyle, (b) dilaurate ou polylaurate de fructofuranosyle (les temps de
rétentions sont les suivants: 2,4 mn fructose ; 10,1 and 10,8 mn monoesters de fructose ; 24,5 mn
polyesters de fructose).

Tableau S 1 Solubilité du fructose.

Solvant Température (°C) | Solubilité (g.l'l) Références
Acétone 40 0,89 [1]
Acétone 60 3,1 [2]
2-méthyl-2-butanol 60 11 [3]
2-méthyl-2-butanol 30 4,7 [4]
40 9,2
50 12,1
60 14,3
70 18,7
80 22,6
90 25,5
2-méthyl-2-butanol 60 10,0 Cette étude
t-butanol 60 15,6 [2]
t-butanol 60 15,9 Cette étude

2. RESULTATS SUR L'INULINE

Une démarche comparable a celle du fructose a été adoptée. Deux types d'inuline étaient a notre
disposition (fourni par Cosucra du groupe Warcoing), mais pour des raisons de solubilité, nos tests ont
porté uniquement sur 1'inuline instantanée a courtes chaines (DPn = 10) (Figure S 5) [5].
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Figure S 5 Inuline.

2.1. Recherche du solvant adéquat

I1 ressort de la Figure S 6 qu'en dehors de 1'eau et de la pyridine, l'inuline n'est pas ou peu soluble dans
les autres solvants. Rogge et al. [S] explique que la solubilité de celle-ci dans les solvants organiques
est limitée a la pyridine (Py), le diméthylformamide (DMF) (62,5 g/100 ml a 80 °C selon Stevens et al.
[6]), le diméthylsulfoxyde (DMSO), la N-méthylpyrrolidinone (NMP) et le diméthylacétamide
(DMA). La non solubilité de I'inuline a été un frein a la réaction enzymatique.
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Figure S 6 CCM test de solubilité¢ de I'inuline instantanée. 1 : n-hexane ; 2 : acétone ; 3 : acétonitrile ;
4 : t-butanol ; 5 : 2-méthyl-2-butanol ; 6 : pyridine ; 7 : acétate d'éthyle ; 8 : eau.

2.2. Réaction d'estérification enzymatique

En raison de la non solubilit¢ dans les solvants classiques des réactions enzymatiques, tous les essais
dans le 2-méthyl-2-butanol se sont soldés par une non réaction. Nous avons obtenu une consommation
d'acide gras en dissolvant l'inuline dans la pyridine, 1'acide gras dans du tertiobutanol et en faisant la
réaction enzymatique telle qu'elle est décrite ci-dessous. Cette consommation ne s'est pas accompagnée
de production d'esters. En effet, le laurate d'inuline a été synthétisé par voie chimique et nous avons
donc pu faire des comparaisons sur CCM.
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Nous avons alors essayé d'adapter différents protocoles de la littérature. En effet, Pedersen et al., en
2002, proposaient la transestérification du saccharose par une métalloprotease dans le
diméthylsulfoxide (DMSO) [7]. Grace a Rogge et Stevens, nous savons que l'inuline est soluble dans
le DMSO [5; 6]. La transestérification du vinyle de laurate dans le DMSO par Thermolysin Bacillus
Thermoproteolyticus (Calbiochem (Merck biosciences)) a été donc essayée. En dehors de l'apparition
d'acide laurique, due a une hydrolyse, nous n'avons pas eu de réaction. De plus nous nous sommes
rendu compte que le DMSO est un solvant difficile a éliminer (en effet point d'ébullition a 191 °C).

La derniére tentative a été un essai d'adaptation du protocole de Ferreira qui polytransestérifiait de
l'inuline par de l'adipate de divinyle dans le diméthylformamide (DMF) [8] en essayant de transposer
au vinyle de laurate. Comme lui un screening de différentes enzymes a été effectué. Les six enzymes
¢taient Novozym 435* (Novo Industri), Thermolysine 2500 kU (Calbiochem (Merck biosciences)),
Flavourzym 500 MG* (Novozymes), Lipase L3126 (Sigma-Aldrich), Lipopan FBG* (Novozymes) et
Protéase P3910* (Sigma-Aldrich). Les enzymes marquées d'une astérisque ont été aussi activées selon
la méthode de Klibanov [9] qui consiste a mettre 1'enzyme dans un tampon phosphate a pH 7,4 suivi
d'une lyophilisation. Malheureusement, dans aucun cas il n’y eut consommation de laurate de vinyle.

2.3. Réaction d'estérification chimique

La seule fagon d'avoir des esters de I'inuline fut la synthése chimique selon la méthode de Tus [10]: elle
consiste a faire réagir 1'inuline avec de I'anhydride laurique dans de la pyridine. Ces esters ont servi a
mettre au point les méthodes analytiques et la prédétermination des propriétés interfaciales.

2.4. Résultats sur les propriétés interfaciales

Grace a la synthése chimique, il a €té possible de disposer de produits de référence. Dans la littérature,
hormis le brevet de Ehrhardt [11], aucune information technofonctionnelle n'a été trouvée. Il a donc été
entrepris la détermination de tension de surface. En variant les conditions de synthése et de
purification, des produits avec différents degrés de substitution (estérification) ont été obtenus. Les
mesures de tension de surface dynamique ont été¢ mesurées avec une concentration de 0,1 % en esters.

Les esters les plus actifs (parlant d’abaissement de la tension superficielle) sont ceux qui ont le degré
de substitution le plus bas (inférieur a 0,010). A la concentration testée, ils sont capables de réduire la
tension de surface de I'eau en dessous de 40 mN.m™ (I'eau pure a une tension de surface de 72 mN.m’
Y. Pour comparaison, l'ester ayant le plus haut degré de substitution conduit a un équilibre de tension
de surface d'environ 60 mN.m™. Les résultats sont présentés a la Figure S 7.
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Figure S 7 Fichiers bruts du TVT (tension de surface en fonction du temps) de laurate d'inuline avec

3.
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différents degrés de substitution.
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