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La biocatalisi trae indubbi vantaggi dalle proprieta tipiche delle reazioni catalizzate da enzimi, quali
I'alta selettivita, le condizioni blande e la minimizzazione dei reflui.
Vengono presentati vantaggi e svantaggi delle biotrasformazioni e i pro e i contro nell’uso di enzimi
isolati e cellule intere. Viene discussa anche la risoluzione cinetica enzimatica in termini di rapporto
enantiomerico (E), nonché la risoluzione dinamica e la asimmetrizzazione di composti meso.

copo della biocatalisi € lo sfruttamento delle speciali pro-

prietd dei catalizzatori naturali, gli enzimi, grazie ai quali

numerose reazioni di interesse industriale possono esser con-

dotte con elevata selettivitd, minimizzazione dei reflui e con-
dizioni blande, risolvendo in questo modo problemi di carattere chi-
mico, ecologico e tecnologico. Da questo punto di vista, la bioca-
talisi non € solo un setftore delle biotecnologie, ma costituisce un’a-
rea di grande interesse per lo sviluppo di altre discipline dell’ambito
tecnico-scientifico come la chimica organica, la biochimica, la far-
macologia, la chimica agraria e la medicina.
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Fig.1 - Il mercato degli intermedi enantiopuri per farmaci chirali
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Non deve quindi sorprendere il fatto che ricerca e applicazioni nel
campo delle reazioni biocatalizzate siano in confinua crescita, in
particolare per cid che riguarda la produzione di intermedi enan-
tiopuri per farmaci chirali (Figura 1) (1). Un’analisi degli aspetti favo-
revoli della biocatalisi evidenzia i seguenti punti di forza:
1) condizioni blande (la temperatura & spesso inforno ai 30 °C, non
sono necessari ambienti fortemente acidi o basici), con una
minore incidenza di reazioni collaterali;
elevata selettivitd: chemio-, regio-, diastero- ed enantioselettivitd
(a questo proposito, € assai significativo un esame delle pubbli-
cazioni sulla sintesi asimmetrica di composti enantiopuri: la fre-
guenza nell’'uso di metodi biocatalitici & passata dallo 0% del
1970 all’attuale 15%);
vastissima gamma di reazioni catalizzabili: quasi futtfo cid che
costituisce “I'arsenale” della sintesi organica € realizzabile in
linea teorica anche con metodi biocatalitici (si pud addirittura
fare qualcosa in pit, si veda in proposito I'idrossilazione degli
alcani), con I'eccezione del riassestamento di Cope e delle rea-
zioni di Diels-Alder (in effetti per queste ultime & stato recente-
mente individuato almeno un enzima di origine fungina (2), del
quale sono anche stati descritti i dettagli strutturali);
4) compatibilitd reciproca di diversi enzimi: in una sola operazione
si pud realizzare un’intera sequenza di reazioni;
5) minor impatto ambientale (assenza di metalli pesanti, uso del-
I'acqua come solvente, basso consumo energetico).
Sono poi da sottolineare altri due aspetti, meno owvi di quelli sopra
menzionati, ma tali da allargare notevolmente gli ambiti applicativi
della biocatalisi:
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Vantaggi e svantaggi di enzimi isolati e cellule intere

Biocatal. Forma Vantaggi Svantaggi
Enzimi Qualsiasi Apparecchiatura semplice, work-up Necessitd di riciclo dei cofattori
isolati semplice, miglior produttivitd dovuta a
maggiore tolleranza alla concentrazione
Disciolfi Alta attivitd enzimatica Possibilita di reazioni collaterali, insolubilitd di substrati
in acqua lipofili, necessitd di estrazione in fase di work-up
Sospesi in Facilitd di esecuzione, solubilta di substrati - Bassa attivitd dell’enzima
solventi organici  lipofili, facilitd di recupero dell’enzima
Immobilizzati Facilita di recupero dell’enzima Perdita di aftivitd durante I'immobilizzazione
Cellule Qualsiasi Nessuna necessita di riciclo dei cofattori Apparecchiatura costosa, work-up laborioso per i grandi
intere volumi impiegati, bassa produttivitd dovuta a minor folleranza
alla concentrazione, bassa tolleranza ai solventi organici,
reazioni metaboliche collaterali imprevedibili
Colture Attivitd enzimatica pitl elevata Grande biomassa, maggior quantita
in crescita di sottoprodotti, difficoltd di controllo del processo
Cellule Work-up pit facile, minor quantita Minore attivitd enzimatica
quiescenti di sottoprodotti
Cellule Possibilita di reimpiego delle cellule Minore attivitd enzimatica
immobilizzate

1) possibilita di utilizzare solventi organici in sostituzione del naturale
mediumacgquoso;

2) possibilitd di operare anche su substrati sintetici, anziché sulle sole
molecole naturali.

Non vanno comunque faciuti diversi problemi che ostacolano una

pit ampia diffusione delle tecniche biocatalitiche:

1) scarsa flessibilitd dei parametri operativi;

2) diminuzione dell’ attivitd catalitica in ambienti non acquosi;

3) frequenti fenomeni di inibizione (da substrato o da prodotto) del-
|"attivita catalitica;

4) disponibilitd di ciascun enzima naturale in una sola forma enan-
tiomerica.

5) possibilitd di allergie a carico degli operatori

La forma fisica dei biocatalizzatori utilizzati in chimica organica pud

variare notevolmente: si va da enzimi isolati a cellule intere, e la scel-

ta degli uni o delle alfre dipende da vari fattori, fra cui il fipo di reo-

zione e la scala con cui si infende condurre la frasformazione; un pro-

spetto riassuntivo degli elementi da valutare € riportato in Tabella (3).

Metodologia

Come in qualungue altra reazione condotta in presenza di catalizza-
tori, anche nel caso di utilizzo degli enzimi I'aumento osservabile della
velocita di reazione € attribuito a un abbassamento dell’energia di
attivazione, grazie a una maggiore stabilitd dello stato di transizione. E
interessante notare come la stereoselettivitd delle reazioni enzimati-
che venga spiegata sulla base di considerazioni analoghe: nel caso
di due substrati enantiomeri i complessi attivati che hanno origine dal-
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I'intferazione con I'enzima sono in effetti strutture diastereocisomere e
possiedono pertanto una diversa stabilitd (AG” nel grafico di Figura 2)
che giustifica la formazione preferenziale di uno tra i due prodotti teo-
ricamente possibili. Va sottolineato il fatto che gid piccole differenze di
stabilitd dei complessi attivati diastereoisomeri permettono il conse-
guimento di elevati valori di purezza ottica: con AG” pari a 1,74 kcal/
mol I'e.e. raggiunge un valore del 90%. Si calcola che ad oggi siano
piu di 13.000 i lavori pubblicati sul tema delle biotrasformazioni organi-
che, 80% dei qudli riferibili a risoluzioni cinetiche.

Figura 2 - Diagramma energetico per reazioni enantioselettive catalizzate da enzimi

AG

E+P

E+Q

Coordinata di reazione
E = enzima
A e B = substrati enantiomerici
P e Q = prodotti enantiomerici
[EA] ed [EB] = complessi enzima-substrato
# indica uno stato di transizione
AAG indica una differenza di energia libera
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Non tfutte le classi di enzimi disponibili sono sfruttate con la medesima
frequenza, come dimostrato dal grafico (Figura 3), che si riferisce a
dati raccolti nel corso del 1998 (4). La scelta pit frequente & quella
degli enzimi ad attivitd idrolitica: in effetti &€ disponibile in forma com-
merciale un gran numero di proteasi, esterasi e lipasi, che per I'impie-
go non necessitano di cofattori. Tra le diverse tfipologie di biotrasfor-
mazione un’importanza crescente spetta perd ai processi di ossida-
zione biocatdlitica, speciamente a causa degdli evidenti limiti delle
metodologie tradizionali, che in qualche caso fanno uso di prodotti
ad elevato impatto ambientale (ossidi dei metalli con alto numero dii
ossidazione), in alfri semplicemente non esistono. Dato che I'uso di
ossigenasi in forma isolata sard sempre ostacolato dalla necessitd di
provvedere al riciclo di NAD(P)H, & probabile che reazioni di indubbia
utilitd come le mono- e le di-idrossilazioni, le epossidazioni, le solfossi-
dazioni e le reazioni di Baeyer-Viliger confinueranno anche in futuro
ad essere realizzate con I'ausilio di cellule intere.

Un’alternativa promettente, in quanto non bisognosa di cofattori, &
rappresentata dall’impiego di perossidasi perossido-dipendenti. L'uso
di enzimi in solventi non acquosi costituisce ormai una metodologia
standardizzata, con la quale é stata resa possibile la sintesi biocataliti-
ca di un gran numero di esteri, lattoni, ammidi, peptidi e peracidi. Un
ulteriore sviluppo di questo settore & costituito da forme di vero e pro-
prio “medium engineering”: ci si basa sul principio per cui attraverso la
scelta del solvente € possibile influire sull’efficienza dell’enzima (misu-
rata dal suo numero di turnover) ma anche sulla sua selettivitd (in
alcuni casi & addiritfura possibile invertire le preferenze enantiomeri-
che dell’enzima). Al momento, il imite pit evidente di questo approc-
cio € I'assenza di una teoria generale che spieghi i fenomeni osserva-
ti e permetta di formulare previsioni sull’esito delle reazioni.

Per quanto riguarda la ricerca di enzimi con proprieta diverse da quel-
le dei biocatalizzatori noti, sono stati effettuati sforzi ingenti nel campo
dell'ingegneria genetica (ad esempio mediante mutagenesi sito-spe-
cifica o per evoluzione diretta), ma & evidente che per ora la via pit
pratica per I'individuazione di nuove molecole con proprietd promet-
tenti resta I'ampliamento delle tecniche di screening, alla ricerca di
cid che gid esiste in natura: si stima che circa il 90% degli enzimi sia
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ancora da scoprire, e la clonazione e la superespressione di biocata-
lizzatori disponibili anche solo in tfracce pud rendere disponibili quanti-
& di enzima adeguate anche per operazioni su scala sinfetica.

Risoluzione cinetica enzimatica

Tra le metodologie attualmente impiegate nel settore della bioca-

talisi un posto primario spetta alle risoluzioni cinetiche enzimatiche,

che pur essendo particolarmente diffuse sono caratterizzate da

alcuni svantaggi, particolarmente evidenti in operazioni di caratte-

re preparativo, specie se su scala industriale:

1) ciascun enantiomero pud essere otfenuto con una resa massi-
ma del 50%;

2) la separazione del prodotto dal substrato non reagito pud esse-
re complessa;

3) la purezza offica del prodotto e/o del substrato pud per ragioni
cinetiche risultare insoddisfacente.

substrato
substrato prodotto
100/ g — 100 ! —
prodotto

ee. (%) : ee (%) :
50— — 50— E —

: :

0 f 0 T
0 50 100 0 50 100

conversione (%) conversione (%)
E=5 E=20
Figura 4 - Dipendenza dell’‘eccesso enantiomerico dal grado di conversione

In effetti soltanto in casi ideali la differenza tra le velocitd di rea-
zione dei due enantiomeri € cosi marcata che solo I'enantiome-
ro “buono” va inconfro a rapida trasformazione, mentre I'altro
non reagisce assolutamente. In una situazione del genere la rea-
zione cesserebbe automaticamente al raggiungimento di un
grado di conversione del 50%, in corrispondenza della completa
scomparsa dell’enantiomero piu reattivo. In pratica nella mag-
gior parte dei casi la differenza fra le velocitd di conversione dei
due enantiomeri non & infinita, ma misurabile. Uno studio quanti-
tativo dei parametri che caratterizzano la risoluzione cinetica
enzimatica & stato sviluppato da Sih, e descrive in termini quanti-
tativi il rapporto tra il grado di conversione (c) e I'eccesso enan-
fiomerico di substrati (e.e.;) e prodotti (e.e.,). Il parametro che
descrive la selettivitd della risoluzione € il “rapporto enantiomeri-
co” (E), che dipende dal rapporto tra le velocitd dei due proces-
si in competizione, rapporto che rimane costante nel corso della
reazione. Per reazioni irreversibili la relazione tra selettivitd e grado
di conversione & descritta nelle seguenti equazioni:
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per il prodotto

|n[1 C 1+eep]

|n[1 c] eep]

per il substrato:

c_ In[(1 - c)(1 - e.e.s)]
Ir‘{(1 - c)(1 + e.e.s)J

in cui ¢ = conversione; e.e., ed e.e. = rispettivamente, eccesso
enantiomerico del prodotto e del substrato; E = rapporto enan-
tfiomerico. Con le equazioni indicate sopra, una volta scelto un
determinato grado di conversione € possibile conoscere la
purezza ottica oftenibile per substrati e prodoftti, oppure dai dafi
empirici di conversione e purezza ottica calcolare E. In linea di
massima, E si considera non accettabile per valori inferiori a 15,
da discreto a buono tra 15 e 30, eccellente al di sopra di questi
valori. Nella Figura 4 sono riportati due esempi di risoluzione cine-
tica enzimatica, caratterizzati rispettivamente da E=5 ed E=20. Un
esame delle curve rappresentate mostra come per i prodofti
valori elevati di purezza ottica siano raggiunti con gradi di con-
versione inferiori al 50%. Anche per i substrati la purezza ottica
raggiunge buoni risultati gid per conversioni intorno al 50%, e
addirittura eccellenti intorno al 60%.

Risoluzione dinamica

Un approccio molto pit elegante € rappresentato dalla cosid-
detta risoluzione dinamica. Un processo di questo tipo si presenta
come una risoluzione classica, con una caratteristica aggiuntiva:
si opera in condizioni nelle quali i due enantiomeri del substrato
stabiliscono un rapido equilibrio (racemizzano). Di conseguenza,
man mano che I'enantiomero accettato preferenzialmente dal-
I’'enzima viene consumato, si ristabilisce costantemente I'equili-
brio attraverso la racemizzazione dell’enantiomero meno reatti-
vo. Al momento, la maggior parte delle racemizzazioni di interes-
se sintetico si realizza mediante catalisi chimica, ma questo non
esclude la possibilitd di un approccio diverso, come dimostrato
dalla deracemizzazione di un acido a-idrossicarbossilico citata
da Faber: mediante un sistema accoppiato di due enzimi si effet-
fuano una risoluzione cinetica con trasferimento del gruppo acile
(catalizzata da una lipasi) e una racemizzazione (catalizzata
dalla mandelato racemasi). E degno di nota il fatto che la risolu-
zione catalizzata da lipasi di Pseudomonas sp. procede con ele-
vatissima enantioselettivitd (E=200); inoltre, la mandelato race-
masi € in grado di inferogire con diversi substrati non naturali; infi-
ne, in alternativa ad essa é

& possibile utilizzare anche la lattato
racemasi. Un secondo esempio di racemizzazione biocatalitica si
basa su un sistfema redox ciclico.
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i-Pr,0 pH 7,5

rac
resa 80-90 %
e.e>98%
unico prodotto

Figura 5 - Deracemizzazione dell’acido mandelico
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gH (processo (processo oul
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Figura 6 - Stereoinversione di alcoli secondari attraverso un ciclo redox

OAcile

)\ /L /k inversione
oH
_Idrolasi LK OH" ;
+ + —_— + ~
R|/\ Ry
QAcile OAcile OAcile
Ry R, R|/\R2 R1/\ R,

ritenzione

Figura 7 - Risoluzione cinetica con inversione in situ

La risoluzione dinamica di alcoli secondari mediante racemizzazio-
ne in situ catalizzata da alcol deidrogenasi € redlizzata senza
necessitd di riciclo dei cofattori (uno dei principali problemi pratici
nella readlizzazione di ossidoriduzioni biocatalitiche), sfruttando il
fatto che il meccanismo di racemizzazione prevede un primo stadio
di ossidazione, seguito da riduzione del chetone intermedio ad
alcol secondario. In questo modo gli equivalenti dei cofattori pos-
sono essere scambiati fra le due reazioni, realizzando un bilancio
redox nefto pari a zero.

Inversione in situ

Un’alfra strategia & I'inversione in situ. In una normale risoluzione
cinetica si otftiene necessariamente una miscela di prodotto e
substrato che pud esser difficile separare, come nel caso in cui
siano presenti una funzione alcolica e il suo estere. Tuttavia, se la
molecola possiede un solo stereocentro, I'alcol formatosi prefe-
renzialmente grazie all’intervento dell’enzima idrolitico pud
essere convertito nel suo enantiomero prima di procedere all’i-
solamento dei prodotti.
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Figura 8 - Deracemizzazione di 1,2-epossialcani mediante idrolisi
enzimatica enantioconvergente

Processo a stadio singolo 1 CO2H

CO,Me k) 2

: :COZMe \ » #CO:Me

@: 1S, 2R
I "Nco,H

Figura 9 - Asimmetrizzazione di substrati meso
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Linfroduzione di un buon gruppo uscente L (ad esempio tosilato, tri-
flato) fornisce un estere attivato, che si pud idrolizzare con inversio-
ne della configurazione (per attacco sullo stereocentro con mec-
canismo Sy2), mentre la stereochimica dell’estere che non aveva
precedentemente reagito rimane invariata anche nel corso dell’i-
drolisi finale (che avviene invece per attacco degli ioni OH- sul car-
bonio acilico). In questo modo si offiene come prodotto un singolo
enantiomero. In pratica, ai fini di un elevato e.e. nei prodoftti, &
necessario individuare il punto piu favorevole per interrompere la
risoluzione cinetica vera e propria, per poi procedere alla stereoin-
versione dell’alcol formatosi preferenzialmente. Il grado otftimale di
conversione pud essere calcolato in funzione di E, e si colloca gene-
ralmente inforno ad un valore del 50%. Un caso eccezionale di sin-
fesi enanfio-convergente & rappresentato dall’idrolisi biocatalitica
di cis-1,2-epossialcani. Sulla base di esperimenti effetfuati mediante
marcatura con 180, & stato possibile chiarire I'andamento stereo-

Organic Biotransformations

chimico della reazione, che procede in ciascun enantiomero attra-
verso |I'atfacco di una specie che possiamo indicare formalmente
come ione idrossido sull’‘atomo di carbonio a configurazione S del-
I"epossido; in altre parole, rispetto ai due substrati enantiomeri, I'en-
zima mostra regioselettivitd opposta. Si ottiene come unico prodot-
to il diolo R,R con e.e. fino al 97% e resa praticamente quantitativa.

Asimmetrizzazione di composti meso

Un ultimo esempio degno di nota € I'asimmetrizzazione di composti
meso. Si pud citare come esempio la trasformazione, catalizzata da
idrolasi, di un meso-diestere. | due centri stereogenici del substrato
reagiscono con differenti velocitd, e di conseguenza il diestere ofti-
camente inattivo si frasforma in un emiestere otticamente attivo a
seguito della distruzione del piano di simmetria che era presente nel
substrato. Nei casi in cui & possibile interrompere I'idrolisi al primo sta-
dio (formazione dell’emiestere) la resa teorica in prodotto chirale &
del 100%. In questo caso la purezza ottica del prodotto non dipende
dal grado di conversione, ma unicamente dalla diversa velocitd con
cui gli emiesteri enantiomeri si formano a partire dal substrato.
L'eccesso enantiomerico € pertanto costante lungo tutto il decorso
della reazione, e la selettivitd pud essere modificata unicamente
aftraverso interventi sull’ambiente di reazione (modificando il sub-
strato, scegliendo un altro enzima, aggiungendo un cosolvente orga-
nico, variando temperatura o pH). Un aspetto particolarmente inte-
ressante di questa tecnica é la possibilitd di convertire un prodotto
chirale, come un emiestere, nel suo enantiomero, affraverso una sem-
plice sequenza a due stadi di protezione-deprotezione. In altri termi-
ni, indipendentemente dalla preferenza enanfiomerica manifestata
dall’enzima impiegato nell’asimmetrizzazione, enframbi gli enantio-
meri del prodotto sono disponibili e non si oftiene alcun enantiomero
“indesiderato”. Questo approccio non trova alcuna corrispondenza
fra le tecniche di sintesi fradizionali utilizzate in chimica organica e
per la sua ingegnositd é spesso indicato col nome di “meso-trick”.
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Biocatalysis takes advantage of the special properties of enzyme-catalysed reactions such as high selectivity, mild conditions
and minimisation of wastes. The advantages and drawbacks of biotransformations and the pro and contra in the use of isolated
enzymes and whole cells are presented. The enzymatic kinetic resolution is also discussed in terms of Enantiomeric Ratio (E),
together with the dynamic resolution and asymmetrisation of meso compounds.
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