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LA SINERGIA TRA BIOCATALISI
E SINTESI ORGANICA:

NUOVI STRUMENTI

PER IL CHIMICO SINTETICO

La biocatalisi, ovvero I'impiego di catalizzatori di origine biologica per svolgere reazioni
chimiche utili e ben definite, sta trovando sempre maggiore diffusione nella sintesi organica
dal laboratorio all’industria, mettendo a disposizione del chimico un arsenale sempre piu vasto

di trasformazioni e metodi.

Fig. 1 - Esempi di catalizzatori biologici impiegati comunemente
in biocatalisi: cellule intere da coltura singola (A), libreria

di mutanti in Escherichia coli (B), cellule intere raccolte per
centrifugazione (C), lisato grezzo (D), lisato grezzo liofilizzato
(E), enzima purificato in soluzione (F), enzima purificato
precipitato in solfato di ammonio (G)

a biocatalisi e definita come I'utilizzo di catalizza-

tori biologici per svolgere reazioni chimiche ben
definite, su substrati spesso non naturali, con |'obiet-
tivo di generare prodotti di maggior valore. Il termi-
ne “catalizzatori biologici” & assai generico in questo
contesto: si puo trattare di cellule intere di microor-
ganismi come batteri, lieviti o funghi (sia wild-type,

ovvero come si trovano in natura, sia ingegnerizzati),
oppure di enzimi isolati (puri o parzialmente purifica-
ti), oppure ancora di lisati grezzi (ottenuti semplice-
mente per rottura delle cellule e rimozione delle com-
ponenti insolubili). Alcuni esempi di queste categorie
sono riportati in Fig. 1. Inoltre, tutti questi preparati
si possono impiegare anche in forma immobilizzata,
per facilitarne la rimozione e il riutilizzo ove possibile.
Quale forma convenga utilizzare per una determinata
applicazione dipende dalle caratteristiche della rea-
zione da svolgere, dalla presenza di attivita indeside-
rate nelle cellule e soprattutto dal valore del prodotto
che si vuole sintetizzare, poiché il costo di produzione
puo variare di alcuni ordini di grandezza.

Indipendentemente dalla natura del preparato, I'attivi-
ta dei biocatalizzatori e legata alla presenza di uno o
pili enzimi, proteine evolute dalla natura per svolge-
re in maniera estremamente efficiente e selettiva una
reazione biologicamente utile. Questo non significa
che ciascun enzima sia in grado di svolgere una sola
reazione su un solo substrato, anzi, uno dei punti di
forza della biocatalisi & proprio la promiscuita di mol-
ti enzimi, ovvero la capacita di accettare e convertire
substrati analoghi, pur essendo molecole non naturali
per le quali I'enzima non e stato biologicamente evo-
luto. L'eccessiva specificita e soltanto uno dei classici
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Fig. 2 - Reazioni biocatalitiche che possono sostituire o integrare alcune trasformazioni classiche della sintesi organica

luoghi comuni che a volte fanno desistere i chimici
organici dall’uso di biocatalizzatori. Altri esempi sono
il fatto che gli enzimi siano troppo sensibili, troppo
costosi, limitati alle condizioni di reazione biologiche,
e cosl via. In realta, molte di queste affermazioni non
sono né vere né false, dipende dall’enzima e dalla re-
azione che si considerano. Di conseguenza, sentendo
o leggendo questi tipi di obiezioni, & fondamentale
considerare in modo critico se siano effettivamente
vere nel caso in esame. Molto spesso si osservera che
a far pendere I'ago della bilancia verso un processo
biocatalitico oppure verso uno chemocatalitico € un
delicato bilancio di svariati fattori tecnici, economici
e ambientali.

In occasione del conferimento della medaglia Ciami-
cian 2018 della Divisione di Chimica Organica della
Societa Chimica Italiana, sono stato invitato a presen-
tare questo breve contributo, che mira a illustrare la
sinergia dei metodi biocatalitici con la sintesi organica
classica, usando come esempi alcuni dei progetti sui
quali ho avuto I'opportunita di lavorare negli ultimi
anni. Invito che ho raccolto assai volentieri, nello spiri-
to sia di divulgare alcuni aspetti salienti della biocata-
lisi sia di effettuare un’analisi critica dei punti di forza
e debolezza di questa disciplina come complemento
alla sintesi organica. In particolare, vi sono quattro
aree di ricerca in cui la biocatalisi pud davvero appor-
tare un contributo insostituibile alla sintesi organica,
non necessariamente migliore, ma sinergico.

Step biocatalitici alternativi

Nella pianificazione di nuove strategie sintetiche o
retrosintetiche, la biocatalisi mette a disposizione del
chimico un vasto arsenale di trasformazioni che pos-
sono essere viste come un’alternativa (spesso piu effi-
ciente dal punto di vista catalitico o piu sostenibile dal
punto di vista ambientale) ai corrispondenti passaggi
chimici classici.

Un esempio emblematico ¢ la riduzione stereoseletti-
va di doppi legami C=C, generalmente condotta con
idrogeno ad alta pressione e catalizzatori a base di
metalli costosi e ligandi chirali proprietari. Gli enzimi
della famiglia delle ene-riduttasi (ER) svolgono la me-
desima trasformazione (Fig. 2A), in maniera spesso al-
tamente enantioselettiva, su un ampio spettro di doppi
legami attivati da gruppi elettron-attrattori [1]. La ri-
duzione avviene in ambiente acquoso, a temperatura
ambiente, impiegando un equivalente di un cofattore
nicotinammidico (NAD(P)H) come donatore di idruro
e un equivalente di protoni dal solvente. Alcuni esem-
pi che illustrano la versatilita catalitica delle ER sono
le riduzioni di chetoni a,p-insaturi [2], arilacrilonitrili
[3], a-aloesteri [4], diesteri [5] e cianoesteri [6], con
alte rese e selettivita.

In piu rari casi, invece, la reazione biocatalitica con-
siderata non € un’alternativa ad uno step chimico ben
noto, ma piuttosto un modo per svolgere una reazione
atipica che altrimenti sarebbe estremamente difficile
o inefficiente (per non dire impossibile) con i metodi
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della sintesi organica classica. Un ottimo esempio e
la reazione catalizzata dalle fenilalanina ammoniaca
liasi (PAL), le quali in natura svolgono la deammina-
zione dell'amminoacido L-fenilalanina generando
ammoniaca e acido cinnamico [7]. Questa reazione
non e affatto utile ai chimici organici, dato che di-
strugge un composto enantiopuro e genera prodotti di
scarso valore, ma e stata dimostrata essere reversibile:
in presenza di alte concentrazioni di ioni ammonio si
riesce a spostare |"equilibrio nella direzione opposta e
sintetizzare fenilalanine otticamente pure da substrati
economici e disponibili (Fig. 2B), con perfetta econo-
mia atomica e senza bisogno di cofattori redox. Al-
cuni esempi sono la sintesi di fenilalanine alogenate
che sono usate come intermedi farmaceutici [8] e di
una serie di arilalanine con diversi anelli eterociclici e
vari sostituenti [9]. Per dimostrare anche la scalabilita
e I'applicabilita di questo tipo di reazioni, in collabo-
razione con Johnson Matthey abbiamo condotto uno
studio preliminare di intensificazione [10], arrivando a
condizioni ottimizzate con una produttivita comples-
siva di circa 230 g L' d' e senza necessita di purifi-
cazione del prodotto, aspetti molto vantaggiosi per la
sintesi industriale.

Un’altra reazione di riduzione che riveste grande im-
portanza nella sintesi organica ¢ la riduzione di acidi
carbossilici, che richiede spesso condizioni spinte, so-
prattutto se si intende fermarsi ad aldeide. Gli enzimi
che svolgono questa funzione in natura si chiamano
acido carbossilico riduttasi (CAR) e sono strutturalmen-
te piu complessi dei precedenti (Fig. 2C) [11]. L'appli-
cazione delle CAR in sintesi € complicata dal fatto che
occorre rigenerare due cofattori (ATP e NADPH), con
conseguente necessita di pit enzimi e aumento dei
costi. L'alternativa & cercare mezzi a cellula intera: per
esempio, in collaborazione con I"'Universita degli Stu-
di di Torino, abbiamo identificato un ceppo di zigomi-
ceti (Syncephalastrum racemosum) con elevata attivita
di CAR [12]. Trattandosi di un sistema a cellula intera,
accanto alla CAR sono presenti anche svariate alcol
deidrogenasi (ADH), onnipresenti nei sistemi viven-
ti, le quali riducono ulteriormente I'aldeide ad alcol,
reazione comunque sinteticamente utile. In un’appli-
cazione un po’ pit “avanguardistica”, invece, e stato
possibile sfruttare le CAR per la formazione di ammidi
in ambiente acquoso sopprimendone lattivita di ridu-
zione [13]. In presenza di un’ammina, |'acido viene

convertito nell’ammide corrispondente, altra reazione
eccezionalmente importante nella chimica farmaceu-
tica. Questo esempio sottolinea il fatto che in oppor-
tune condizioni si possono usare i medesimi enzimi
per compiere anche reazioni chimiche molto diverse.
Un ultimo esempio di processo biocatalitico diffici-
le da realizzare chimicamente € un’altra reazione a
cellula intera, sviluppata in collaborazione con I’'Uni-
versita degli Studi di Milano. Questa e una desimme-
trizzazione ossidativa di 1,3-dioli simmetrici (Fig. 2D)
catalizzata dal batterio Acetobacter aceti, utilizzato
industrialmente per la produzione dell’aceto. Il diolo
viene ossidato selettivamente all’idrossiacido corri-
spondente con rese ed eccessi enantiomerici discreti
[14]. Trattandosi di una reazione a cellula intera, altre
attivita sono in competizione, ma si tratta di studi pre-
liminari che dimostrano come la biologia metta a di-
sposizione una moltitudine di strumenti che il chimico
possa poi ottimizzare o sviluppare.

Biocatalizzatori ingegnerizzati

Una vastissima gamma di biocatalizzatori, inclusi
quelli sopra menzionati, € commercialmente dispo-
nibile o pud essere prodotta tramite semplici pro-
cessi fermentativi. Uno dei principali vantaggi della
catalisi biologica & il fatto che le proprieta del cata-
lizzatore possono essere facilmente alterate tramite
semplici tecniche di ingegneria genetica, introdu-
cendo mutazioni a livello di DNA, che si riflettono
direttamente sulla sequenza e sulla struttura della
proteina prodotta.

La tipica applicazione industriale e la conversione
di reagenti dal costo moderato in prodotti dal valore
maggiore, possibilmente senza rimetterci I'intero gua-
dagno nel costo del catalizzatore o degli altri compo-
nenti impiegati. Percio, numerosi parametri del cata-
lizzatore devono essere tenuti in conto per assicurare
la validita economica del processo. | piti importanti
sono l'attivita specifica, la selettivita (enantio-, regio-,
chemo-), la specificita in caso di reazioni concorrenti
e la stabilita (al pH, alla temperatura, al solvente di
reazione, e cosi via). Se uno screening preliminare
mostra che nessuno degli enzimi disponibili possie-
de tutte le caratteristiche richieste, si possono adotta-
re svariati approcci per arrivare a biocatalizzatori piu
adatti (Fig. 3): Iidentificazione di nuovi enzimi dalle
ceppoteche o dai database (“enzyme discovery”), la
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Fig. 3 - Esempi di metodi per I'ingegnerizzazione di biocatalizzatori

mutagenesi mirata, spesso guidata da studi strutturali
0 meccanicistici (“rational design”), oppure un me-
todo basato su mutazioni casuali che non richiede la
conoscenza preliminare della struttura della proteina,
ma necessita di tecniche di screening molto efficienti
(“directed evolution”).

La enzyme discovery sta acquistando sempre mag-
giore importanza, sia per la drastica diminuzione dei
costi di sintesi e clonaggio del DNA, sia per la crescita
esponenziale del numero di ceppi catalogati e dispo-
nibili, e del volume di sequenze genomiche e me-
tagenomiche depositate in banche dati pubbliche e
gratuite. In un primo esempio, abbiamo analizzato le
attivita di ER di una selezione di ceppi di funghi fila-
mentosi tratti dalla Mycotheca Universitatis Taurinen-
sis, una ceppoteca tra le piu ricche al mondo (estratti
per esempio dall’aria, dalle alghe marine, da affreschi
e da libri antichi), identificando 28 specie con attivita
di ER a cellula intera [15]. Un esempio complemen-
tare, basato sulla disponibilita di sequenze genetiche
nei database, riguarda I'identificazione di nuove PAL.
Abbiamo selezionato potenziali enzimi con identita
assoluta dei residui localizzati attorno al sito attivo
nelle PAL conosciute, ma che avessero la maggior di-
versita possibile delle aree periferiche, individuando
cinque nuove PALs con stabilita e selettivita differenti
[16]. La diversa specificita di substrato, nonostante il
sito attivo sia quasi identico, rappresenta bene il valo-
re della enzyme discovery.

Per quanto riguarda il rational design, una di queste
nuove PAL, attiva su alcuni derivati di acidi cinnamici
con sostituenti elettron-donatori, & stata ottimizzata
concentrandosi su questa classe di composti, general-

mente male accettati dalle PAL note. Tramite mutazio-
ni mirate € stato possibile incrementare notevolmen-
te l'attivita dell’enzima per la sintesi di fenilalanine
elettron-ricche [17]. Un secondo esempio di inge-
gnerizzazione razionale & basato su un’altra classe di
enzimi molto simile alle PAL che catalizzano I'isome-
rizzazione dell’L-a-fenilalanina ad (S)-B-fenilalanina,
passando attraverso |’acido cinnamico come interme-
dio. Tramite opportune singole mutazioni dei residui
nel sito attivo, scelte in base a considerazioni sulla
struttura e sul meccanismo, & stato possibile ottenere
varianti con selettivita aumentata verso I'uno o Ialtro
regioisomero, su un ampio range di substrati [18].

[l concetto invece di directed evolution € assai piu
generale, permettendo di ripercorrere in laboratorio
gli stessi passi compiuti dall’evoluzione in natura
senza bisogno di una conoscenza dettagliata della
struttura o del meccanismo di un enzima (il premio
Nobel per la chimica di quest’anno é stato assegnato
in parte per le applicazioni di questa strategia). Si
parte dalla sequenza di un gene che codifica un en-
zima da migliorare e si introducono volontariamente
mutazioni casuali, generando una libreria di colo-
nie, ognuna delle quali produce una variante diversa
della proteina. Con uno screening molto selettivo si
possono eliminare le varianti negative ed individua-
re le migliori, dalle quali si puo recuperare |'infor-
mazione genetica corrispondente e ripetere il ciclo
fin quando le proprieta dell’enzima hanno raggiunto
il livello desiderato [19]. La limitazione principale di
questo metodo e la necessita di disporre di un me-
todo di screening efficiente e rapido (come la mi-
crofluidica [20] o la spettrometria di massa [21]) dal
momento che lo spazio delle sequenze da esplorare
€ smisuratamente vasto.

Un paio di casi dalla letteratura che sono particolar-
mente degni di nota sono la collaborazione tra Merck
e Codexis per lo sviluppo di una transaminasi (ATA)
utilizzata nella sintesi industriale dell’antidiabetico si-
tagliptina [22] e la trasformazione di una deidrogenasi
specifica per un particolare D-amminoacido in una
generica D-amminoacido deidrogenasi (DAADH), che
ossida selettivamente 'enantiomero D di un ampio
spettro di substrati [23]. Quest'ultima attivita come
tale non esiste in natura ed e fondamentale in molte
applicazioni, una delle quali e descritta nella prossi-
ma sezione.
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Fig. 4 - Esempi di sistemi multienzimatici a cascata che impiegano due step biocatalitici

Sistemi multienzimatici a cascata

Un aspetto in cui la biocatalisi € particolarmente bril-
lante & la possibilita di combinare pit enzimi in siste-
mi a cascata, dove il prodotto della prima reazione
costituisce il substrato per la seconda, e cosi via. La
maggior parte degli enzimi lavorano nel citoplasma
(anche se ci sono importanti eccezioni) e sono per-
tanto intrinsecamente compatibili. Cio permette la
realizzazione di reazioni chimiche anche molto diver-
se simultaneamente e nello stesso reattore, con multi-
pli vantaggi. Gli esempi sono centinaia, e anche qui
mi limito a passarne in rassegna solo alcuni dalla mia
esperienza personale.

La combinazione delle ene-riduttasi con le alcol dei-
drogenasi permette di convertire composti carbonilici
o,B-insaturi nei corrispondenti alcoli saturi con uno
0 piu centri stereogenici (Fig. 4A) [24, 25]. La stessa
sequenza, applicata a chetoesteri o, B-insaturi, ha per-
messo di ottenere lattoni per I'industria delle fragranze
sfruttando la doppia riduzione accoppiata con una ci-
clizzazione spontanea in ambiente acido (Fig. 4B). In
particolare, partendo da due substrati regioisomerici e

utilizzando soltanto tre enzimi in totale (una sola ER
e due ADH), si sono ottenuti tutti e quattro gli stereoi-
someri di un butirrolattone disostituito presente nella
pianta del tabacco [26]. Duale e simile & la reazione
delle ER combinata a quella delle transaminasi (Fig.
4C) [27]. Invece di ridurre il carbonile, lo si conver-
te ad ammina primaria, un‘altra funzionalita cruciale
nella sintesi farmaceutica.

La DAADH ottenuta per evoluzione (citata nella se-
zione precedente) & di grande utilita nella stereoin-
versione o deracemizzazione degli amminoacidi: un
L-amminoacido puod essere prima deamminato da una
L-amminoacido deamminasi (LAAD) a spese dell’os-
sigeno, e poi nuovamente ri-amminato dalla DAADH
generando il corrispondente D-amminoacido in ele-
vata purezza ottica (Fig. 4D) [28]. Lo stesso schema e
stato anche realizzato con una D-amminoacido tran-
saminasi (DAAT) che non necessita di cofattori [29]. E
intuitivo che se queste conversioni funzionano bene
con un L-amminoacido enantiopuro, a maggior ragio-
ne funzionano con una miscela racema, gia costituita
per meta dall’enantiomero D.
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Un ulteriore vantaggio della sintesi multienzimatica ri-
siede nella possibilita di accoppiare due enzimi che
agiscono sul substrato, consentendo anche un riciclo
interno del cofattore senza ulteriori enzimi per la ri-
generazione di quest’ultimo. Un esempio & 'ossidrila-
zione dell’isoforone mediata da P450 monoossigenasi,
che richiede O, e consuma un equivalente di NADPH,
seguita dalla deidrogenazione a chetoisoforone, che ri-
genera un equivalente di NADPH (Fig. 4E) [30].

Altri impressionanti esempi di combinazione simulta-
nea di numerosi enzimi diversi si possono individuare
nella sintesi biocatalitica di oligosaccaridi o prodotti
naturali complessi, che mostrano sia la specificita de-
gli enzimi biosintetici, sia la loro promiscuita nell’ac-
cettare substrati chimicamente modificati e diversi dai
loro equivalenti metabolici.

Sistemi chemoenzimatici one-pot

Infine, I’area in cui la biocatalisi e la sintesi organica si
sposano nella maniera pili versatile e la combinazione
di step bio- e chemocatalitici nello stesso ambiente di
reazione. Anche in questo caso le possibilita sono nu-
merosissime, includendo reazioni in cui tutti i cataliz-

zatori operano insieme, sistemi compartimentalizzati
e sistemi telescopici in cui i catalizzatori sono aggiunti
in sequenza.

Un esempio basato sulla riduzione mediata da ER e
I"ulteriore riduzione di gruppi nitro e nitrili ad am-
mine, generando una serie di prodotti quali lattami,
amminoacidi e ammine protette, mantenendo la ste-
reochimica fissata dalla ER (Fig. 5A). Questa seconda
riduzione puo essere facilmente effettuata aggiungen-
do boroidruro e sali di nichel(ll) direttamente al mez-
zo acquoso di reazione quando la biotrasformazione
e completa [31, 32].

La sintesi di entrambi gli enantiomeri di una serie di
biarilalanine € stata ottenuta con due schemi chemo-
enzimatici (Fig. 5B) [33]. Impiegando due biocata-
lizzatori diversi abbiamo ottenuto i due enantiomeri
della p-bromofenilalanina (PAL per I'enantiomero L e
DAADH per I’enantiomero D), i quali sono stati pro-
tetti e sottoposti all’accoppiamento di Suzuki in un
sistema one-pot, senza isolare I'amminoacido inter-
medio, generando entrambe le famiglie di biarilala-
nine enantiopure.

Anche i processi multienzimatici, gia estremamente
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versatili come visto nella sezione precedente, posso-
no essere ulteriormente estesi con l'introduzione di
uno step catalizzato chimicamente. Per esempio, una
libreria di derivati del 6-amminogalattosio-1-fosfato
(Fig. 5C) e stata sintetizzata combinando una galatto-
sio ossidasi (GOasi) e una galattochinasi (GalK) con
un’amminazione riduttiva nel medesimo ambiente di
reazione [34]. | due enzimi catalizzano l'ossidazione
in 6 e la fosforilazione in 1 generando I'intermedio
aldeide-fosfato, il quale puo essere convertito diretta-
mente nel prodotto desiderato tramite aggiunta della
opportuna ammina e cianoboroidruro alla soluzione
acquosa. Non dover isolare intermedi potenzialmente
instabili come questi € uno dei principali vantaggi del-
la sintesi one-pot.

Un ultimo esempio € la possibilita di convertire con
una cascata chemoenzimatica acidi cinnamici diretta-
mente in D-fenilalanine, impiegando I'amminazione
catalizzata da PAL accoppiata con una deracemiz-
zazione tramite ossidazione selettiva con LAAD e ri-
duzione non selettiva con il complesso borano-am-
moniaca (Fig. 5D) [35]. Questo schema corrisponde
formalmente alla reazione delle PAL, ma genera I'e-
nantiomero opposto del prodotto, particolarmente in-
teressante dal momento che in natura non sono note
ammoniaca liasi che producono a-amminoacidi di
configurazione D.

Conclusioni

La drastica diminuzione dei costi di sequenziamen-
to e di clonaggio del DNA, combinata con I'affina-
mento delle tecniche di biologia molecolare e di
screening consentono lo studio e la caratterizzazio-
ne di nuove classi di enzimi sempre piu rapidamen-
te, mettendo a disposizione del chimico organico un
arsenale sempre piu vasto di trasformazioni e meto-
di. Con questa limitata rassegna di esempi, spero di
aver dato l'idea che la biocatalisi puo fornire stru-
menti sempre nuovi e sempre piu efficienti alla sin-
tesi organica, in grado di aprire nuove vie sintetiche
altrimenti considerate non realizzabili o non conve-
nienti. Cionondimeno, e altrettanto importante per
la comunita della biocatalisi I’assorbimento di nuo-
ve idee e nuovi metodi dalla comunita dei chimici
organici, per raggiungere |'obiettivo comune di una
sintesi industriale piu sostenibile, pit rapida, piu ef-
ficace e pil economica.
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Biocatalysis Hand in Hand With Organic
Synthesis: New Tools for the Synthetic Chemist
Biocatalysis, the application of biological catalysts
to perform useful and well-defined chemical re-
actions, is gaining popularity in organic synthesis
from lab scale to industrial production, offering to
the synthetic chemist an ever-expanding toolbox
of novel transformations and methods.
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