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La formazione del legame carbonio-carbonio è lo stadio fondamentale per la 

costruzione delle molecole organiche e rappresenta uno dei più importanti e 

stimolanti obbiettivi della sintesi organica in quanto passaggio chiave nella 

maggior parte dei processi sintetici. L’attribuzione del premio Nobel per la 

Chimica 2010 all’americano Richard F. Heck e ai giapponesi Ei-ichi Negishi e 

Akira Suzuki per il loro lavoro nelle reazioni di coupling palladio-catalizzate 

sottolinea proprio l’importanza di un indirizzo della ricerca chimica rivolto a 

creare un legame carbonio-carbonio per la costruzione di macromolecole 

organiche complesse. 

La necessità di ottenere molecole chirali biologicamente attive sia di origine 

naturale sia di origine non-naturale ha spronato studi approfonditi verso la 

formazione del legame carbonio-carbonio mediante accoppiamento asimmetrico.  

Straordinari risultati sono stati ottenuti con lo sviluppo di ausiliari chirali e 

catalizzatori chirali per il controllo della stereoselettività di molte importanti 

reazioni (condensazione aldolica, cicloaddizioni, addizioni a doppi legami); 

tuttavia, la ricerca continua e negli ultimi anni la biocatalisi sta diventando un 

pilastro fondamentale nella sintesi organica come alternativa alle tradizionali 

metodologia chimiche. La natura, come risultato di milioni di anni di evoluzione, 

ha sviluppato un vasto numero di catalizzatori, gli enzimi. Questi, intrinsecamente 

chirali, mostrano una straordinaria efficienza e specificità per la sintesi 

asimmetrica e la modificazione di molecole del metabolismo primario e 

secondario. L’impiego degli enzimi, oggi, presenta il vantaggio di mettere in 

campo processi di sintesi ecosostenibili in quanto non vengono usati solventi e 

reagenti inquinanti.  Negli anni più recenti l’attenzione della sintesi organica è 

sempre più rivolta alla produzione di molecole complesse di interesse 

farmaceutico.  Un congruo numero di tali prodotti sono sostanze naturali o loro 

derivati, altri sono analoghi semplificati, altri ancora sono composti che hanno 

mostrato di essere attivi nei confronti di alcuni organismi, di cellule malate, di 

recettori cellulari specifici o di specifici enzimi bersaglio.  

Determinante per i progressi sintetici è stata la scoperta di numerosi nuovi metodi 

per la formazione di legami carbonio-carbonio. E’ oggi possibile, infatti, 

http://nobelprize.org/nobel_prizes/chemistry/laureates/2010/
http://nobelprize.org/nobel_prizes/chemistry/laureates/2010/
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utilizzando una combinazione di metodi classici ed innovativi, sintetizzare 

molecole con funzionalità sensibili e scheletri carboniosi sorprendentemente 

complessi, con eccellente regio- ed enantioselettività,  a partire da sintoni semplici 

ed economici. 

 

1.1 Formazione di legami C-C: approccio tradizionale 

I metodi classici per la formazione del legame carbonio-carbonio sono vari e 

possono essere così brevemente riassunti a seconda delle diverse metodologie di 

sintesi: 

 

 a) Sostituzione di un gruppo uscente ad opera di un nucleofilo al carbonio: 

 Reagenti di Gilman (organocuprati) 

 Alchil anioni e cianuri 

 Alchilazioni di anioni enolato (sintesi di acidi carbossilici e di 

metilchetoni) (Schema 1) 
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Schema 1.  Sintesi acetacetica: sintesi di metilchetoni 
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 Alchilazione di enammine 

 

b) Addizione nucleofila al carbonile o ad un gruppo carbossilico: 

 Reagenti di Grignard, reagenti organolitio e reagenti di Gilman  

(Schema 2) 

 

H3O
+

O

MgBr

O 
- 
  Mg

 +
 Br

OH

 

 

Schema 2.  Addizione di un reattivo di Grignard al carbonio carbonilico 

 

 Anioni di alchini e cianuri 

 Reazioni aldoliche (addizioni e condensazioni aldoliche tra aldeidi e 

chetoni) (Schema 3) 

 

HO
-

H2O

H2O
H3O

+

O OH O

HH

O

H2

 

 

Schema 3.  Reazione di condensazione aldolica 

 

 Condensazione di Claisen (condensazione tra esteri) e di Dieckmann 

 Acilazione di enammine 
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 Reazione di Wittig ( per doppi legami C=C) 

 

c) Addizione coniugata a composti carbonilici insaturi: 

 reazione di Michael (Schema 4). 

 

R

H

R1

R2 H R2

B:

 

 

Schema 4. Reazione di Michael 

 

d) Sostituzione aromatica: 

 Alchilazione ed acilazione di aromatici secondo Friedel-Crafts  

(Schema 5). 

 

AlCl3
R

O

Cl

O

R
HCl

 

 

Schema 5.  Acilazione di Friedel-Crafts del benzene 

 

1.2 Formazione di legami C-C: approccio moderno 

Gli approcci più recenti alla formazione del legame C-C sfruttano reagenti 

organometallici che rendono possibili trasformazioni altrimenti difficili da 

ottenere [1]. In questo ambito le reazioni chiave dei metalli e dei complessi 

metallici sono l’addizione ossidativa e l’eliminazione riduttiva, il suo processo 

complementare. Nell’addizione ossidativa il ligando si coordina al metallo 

aumentandone il suo numero di coordinazione; con l’eliminazione avviene il 

contrario e il metallo torna alla sua carica formale iniziale. L’addizione può 

avvenire con un metallo coordinato ad uno o più ligandi (Ln, dove n è il loro 
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numero), ma può avvenire anche con un metallo libero M. La reattività dei 

differenti substrati dipende strettamente dal metallo: 

 

MLn X2

Addizione
ossidativa

Eliminazione
riduttiva

X

MLn

X  

 

Un esempio di questo approccio sintetico è la reazione di Heck scoperta all’inizio 

degli anni ’70. E’ una reazione palladio-catalizzata di sostituzione nucleofila 

operata da un alchene su un braccio arile (Schema 6). La perdita dell’idrogeno 

vinilico con formazione dell’anione è altamente regioselettiva: la formazione del 

nuovo legame carbonio-carbonio infatti avviene sul carbonio meno sostituito del 

doppio legame. La reazione di Heck è anche stereoselettiva: anche quando sono 

possibili entrambe le configurazioni per il doppio legame carbonio-carbonio,  E e 

Z, il prodotto che si forma è quasi esclusivamente in configurazione E. 

 

cat Pd (OAc)2
Br

O

O O

O

 

 

Schema 6. La reazione di Heck 

 

Un altro metodo molto versatile per la formazione di legami carbonio-carbonio è 

stato sviluppato dal Professor Akira Suzuki dell’Università di Hokkaido e prende 

il nome di accoppiamento di Suzuki (Schema 7). E’ anche questo un processo 

palladio-catalizzato in cui un composto organico del boro reagisce con un 

alogenuro o un triflato organico. Il meccanismo comporta inizialmente una 

transmetallazione in cui il sostituente del derivato del boro sostituisce un ligando 

sul Pd e di seguito un’eliminazione riduttiva che porta alla formazione del nuovo 

legame C-C. 



13 

 

B(OH)2 Br

cat Pd (OAc)2

Na2CO3

 

Schema 7. La reazione di accoppiamento di Suzuki 

 

Un altro esempio recente è la reazione di metatesi messa a punto nel 2005 da 

Robert Grubbs, Richard Schrock e Ives Chauvin (premio Nobel per la chimica). 

Nelle reazioni di metatesi due alcheni si scambiano i carboni legati da doppio 

legame. E’ un processo semplice e generale per formare doppi legami carbonio-

carbonio. Questo tipo di reazione è catalizzata da complessi di Ru o Mo che 

possiedono come ligandi carbeni particolarmente stabili, resi tali da sostituenti 

stericamente ingombrati e fortemente elettron-donatori. Talvolta le reazioni di 

metatesi sono sfruttate per reazioni di ciclizzazione e ciò è possibile quando sono 

coinvolti due alcheni terminali della stessa molecole con formazione di un 

cicloalchene (Schema 8). La metatesi alchenica di ciclizzazione è usata per la 

sintesi di grandi macrocicli difficili da ottenere. 

 

NN

Ru
C6H5

Cl

N N

RR

R R

Cl

EtOOC COOEt EtOOC COOEt

cat Ru-carbene nucleofilo

 

 

Schema 8. La reazione di metatesi 

 

Infine, da non trascurare per la loro importanza sono alcune reazioni pericicliche, 

meno recenti in termine di scoperta, ma sempre attuali per le applicazioni 

sintetiche: la trasposizione di Claisen, di Cope e la reazione di Diels-Alder 

(Schema 9). La reazione di Diels-Alder, in particolare, è una cicloaddizione tra 
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dieni coniugati e composti con doppi o tripli legami carbonio-carbonio (dienofili) 

per dare prodotti ciclici (addotti di Diels-Alder). 

 

COOCH3

COOCH3

COOCH3

COOCH3  

 

Schema 9. La reazione di Diels-Alder 

 

1.3 Formazione di legami C-C: approccio biocatalitico 

Dal punto di vista sintetico solo recentemente gli enzimi sono studiati come 

catalizzatori efficienti in reazioni di formazione del legame C-C.  

Ciò costituisce un enorme paradosso se si pensa che la natura è proprio la 

principale costruttrice di strutture molecolari complesse che nascono da questo 

tipo di legami tra atomi di carbonio. La condensazione aldolica, reazione 

ampiamente studiata dal punto di vista chimico, in cui il carbonio di un’aldeide, 

privato di un protone, agisce da nucleofilo attaccando il carbonile di una seconda 

molecola per dare aldeidi -insature (Schema 3), è una reazione alla base anche 

del metabolismo cellulare. Questo tipo di reazione è cruciale ad esempio nella via 

biosintetica nota come gluconeogenesi [2], indispensabile nei sistemi biologici per 

la sintesi del glucosio, il “carburante” energetico cellulare per eccellenza. La 

sintesi del glucosio avviene grazie ad una cascata di reazioni catalizzate da enzimi 

a partire da due molecole di piruvato: una reazione di addizione aldolica 

costituisce proprio uno di questi passaggi biosintetici. Questa “versione biologica” 

di addizione aldolica è catalizzata da un enzima che prende il nome di aldolasi e 

porta alla formazione di fruttosio-1,6-difosfato (Schema 10). 



15 

 

O

O

O
-

2

CHO

OHH

HHO

OHH

OHH

CH2OH

GLUCONEOGENESI

GLICOLISI

piruvato D-glucosio

CH2OPO3
2-

O

CH2OH

HC

HC

O

CH2OPO3
2-

OH
aldolasi

diidrossiacetone

fosfato

gliceraldeide

C

CH

O

CH2OPO3
2-

HO

OH

OH

CH2OPO3
2-

fruttosio-1,6-difosfato

 

 

Schema 10.  Condensazione aldolica “biologica” nella gluconeogenesi 

 

Questa reazione è molto frequente nei sistemi biologici. Il collagene, una delle 

proteine più abbondanti dei mammiferi, è il componente principale dei tessuti 

fibrosi (ossa, denti, pelle, cartilagine, e tendini). I legami incrociati (cross-linking) 

che si hanno nei tessuti degli animali adulti sono alla base dei processi di 

invecchiamento e sono un esempio di condensazione aldolica catalizzata dalla lisil 

amino ossidasi (Schema 11). 

Un esempio invece di condensazione di Claisen biologica è quella che costituisce 

il primo passaggio della biosintesi di un acido grasso: la condensazione tra una 

molecola di acetil CoA e una di malonil CoA, catalizzata dall’ acido grasso sintasi 

(Schema 12). Il tioestere che si forma viene poi condensato ad un’altra molecola 

di malonil CoA; inserendo due atomi di carbonio alla volta, via via si formerà un 

acido grasso  naturale a lunga catena con un numero pari di atomi di carbonio e 

nessuna ramificazione. 
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Schema 11. Condensazione aldolica “biologica”: la maturazione del collagene 

 

 

CO2

1. riduzione

2. disidratazione
3. riduzione

acido grasso 

sintasi

O

CoA
-
O

O O

CoA

O O

CoA

O

CoA  

 

Schema 12. Biosintesi di un acido grasso naturale 
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Gli enzimi rappresentano la versione “green” dei tradizionali catalizzatori chimici: 

sono molto versatili, richiedono condizioni di reazione blande che possono essere 

mantenute facilmente in laboratorio, permettono di condurre sintesi asimmetriche 

in maniera chemo- regio- ed enantioselettiva anche a partire da sintoni chirali  

senza alterarne la configurazione. Ai vantaggi sintetici, inoltre, gli enzimi 

coniugano anche vantaggi economici rispetto all’impiego dei catalizzatori chimici 

tradizionali ed il loro impiego garantisce un basso impatto ambientale in tutte le 

fasi del processo. Tuttavia, l’instabilità intrinseca degli enzimi rispetto a 

temperatura e pH dovuta alla loro natura proteica, il limite costituito dalla 

specificità di substrato, il ristretto numero di enzimi a disposizione, le basse rese 

in termini di prodotto finale dovute agli effetti di inibizione da substrato e la 

necessità di cofattori complessi hanno fatto sì che la biocatalisi avesse una scarsa 

diffusione nell’ambito della sintesi organica [3]. 

Nell’ultimo decennio però, grazie ai notevoli progressi compiuti nel campo della 

biologia molecolare e strutturale che hanno permesso una comprensione migliore 

della natura e delle potenzialità dei biocatalizzatori, la catalisi enzimatica ha 

finalmente trovato un ruolo da protagonista nella sintesi organica, non solo in 

ambito accademico ma anche industriale. Le moderne tecnologie del DNA 

ricombinante e dell’ingegneria genetica hanno inoltre permesso di poter 

veramente disporre di un biocatalizzatore per qualsiasi tipo di reazione e di 

migliorarne le caratteristiche intrinseche,  rispondendo alle esigenze dei diversi 

approcci sintetici [4]. 

Il ruolo non trascurabile della catalisi enzimatica nella sintesi, accanto alla 

metallorganica e all’organocatalisi, è dimostrabile se si osserva come, dal 2000 ad 

oggi, le biotecnologie e la biocatalisi, grazie ai contributi provenienti da diverse 

discipline scientifiche, costituiscano una vera e propria “tecnologia” sfruttabile in 

diversi settori applicativi (farmaceutico, alimentare, chimica fine, prodotti chimici 

di base, cellulosa e carta, agricoltura, medicina, produzione di energia, industria 

mineraria) (Figura 1). 
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Figura 1. La biocatalisi: input scientifici e applicazioni industriali 

 

Grazie alla sua interdisciplinarietà, la biocatalisi è una toolbox per la sintesi 

organica che permette di costruire un razionale sintetico tenendo in 

considerazione la molecola da sintetizzare, il processo di sintesi nel suo 

complesso  e la natura biologica  del catalizzatore [5]. 

Oggi è disponibile un gran numero di enzimi per la formazione e la rottura 

stereoselettiva di legami C-C che vengono riuniti sotto il nome di “liasi”. Le liasi 

sono enzimi fondamentali per costruire molecole target complesse: la formazione 

del legame carbonio-carbonio, infatti, è la base di ogni sintesi organica 

asimmetrica costituendo uno strumento imprescindibile per generare molteplici 

prodotti stereoisomerici, a partire da comuni semplici sintoni chirali o prochirali 

[6]. Gli enzimi, evolutisi per mostrare un’alta selettività ed efficienza catalitica, 

possono essere impiegati per supportare tali sintesi e rappresentano un’alternativa 

ecosostenibile ai catalizzatori chimici a base di metalli di transizione. Sono 

proteine completamente biodegradabili, innocue per l’ambiente ed agiscono 

preferibilmente in solventi acquosi a pH neutro e a temperatura ambiente. Il 

profilo “green” degli enzimi li rende particolarmente appetibili anche per 

l’industria farmaceutica e le reazioni enzimatiche sono state trasportate anche su 
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scala industriale [3]. La catalisi enzimatica nella formazione di legami carbonio-

carbonio risulta particolarmente interessante rispetto a quella chimica tradizionale 

nella sintesi e modificazione di composti organici rilevanti dal punto di vista 

biologico che sono tipicamente complessi, multifunzionali e solubili in acqua. 

Classicamente, fanno parte di questa categoria i composti strutturalmente analoghi 

agli aminoacidi [5,7,8,9] o ai carboidrati [10,11]. Un esempio è la condensazione 

aldolica che, se confrontata con il processo chimico (A), consente di non utilizzare 

gruppi protettori per le diverse funzionalità sensibili del substrato e di non 

ottenere sottoprodotti di reazione (B) (Schema 13). 
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Schema 13. Condensazione aldolica: A) reazione chimica, B) reazione enzimatica 

 

La maggior parte degli enzimi disponibili per la formazione e la rottura di legami 

carbonio-carbonio (“liasi”) sono aldolasi, idrossinitrile liasi ed enzimi tiammina 

pirofosfato dipendenti.  

 

1.3.1 ALDOLASI 

Le aldolasi catalizzano una condensazione aldolica, ovvero l’addizione 

stereocontrollata di un chetone (o aldeide) donatore (nucleofilo) ad un accettore 

(elettrofilo). Decine di aldolasi sono state identificate in natura [5,7] e molte di 

queste sono disponibili in commercio in scala sufficiente per applicazioni 
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preparative. Le aldolasi più utilizzate per scopi sintetici impiegano donatori 

costituiti da 2 o 3 atomi di carbonio e possono essere raggruppate in 4 gruppi 

principali che dipendono dalla struttura del nucleofilo: (a) le aldolasi acetaldeide-

dipendenti, (b) le aldolasi piruvato (fosfoenolpiruvato)-dipendenti, (c) le aldolasi 

glicina-dipendenti e (d) le aldolasi diidrossiacetonefosfato (DHAP)–dipendenti 

(Schema 14) [3].   
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Schema 14. Aldolasi classificate sulla base del donatore  nucleofilo utilizzato 

nella reazione di condensazione aldolica 

 

I membri del primo (a) e del secondo gruppo (b) formano carbanioni acetilici e 

generano, in seguito alla condensazione aldolica, singoli stereocentri, mentre i 

membri del terzo (c) e del quarto (d) originano derivati carbonilici -sostituiti che 

contengono 2 nuovi centri chirali vicinali al nuovo legame C-C, aspetto che li 

rende più appetibili per applicazioni di sintesi organica asimmetrica. Di norma le 

aldolasi hanno una discreta specificità di substrato per la componente nucleofila 
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donatrice a causa di ragioni meccanicistiche: l’attacco nucleofilo del donatore 

sull’accettore, catalizzato dall’enzima, avviene in maniera stereospecifica secondo 

un meccanismo altamente conservato, mentre ciò che è responsabile della 

stereoselettività relativa è l’orientamento del carbonile aldeidico nello spazio. In 

questo modo la stereochimica del nuovo legame C-C è altamente controllata 

dall’enzima indipendentemente dalla natura e dalla configurazione del substrato 

[12]. Per quello che concerne l’accettore elettrofilico, la maggior parte delle 

aldolasi tollera invece un ampio spettro di strutture e ciò rende possibile lo 

sviluppo di sintesi stereodivergenti: impiegando un solo tipo di aldolasi, ma 

variando gli accettori, è possibile ottenere librerie di composti stereoisomerici. 

 Le aldolasi, inoltre, sono classificate in aldolasi di classe I e aldolasi di classe II 

sulla base del meccanismo di deprotonazione dei substrati donatori, su cui si 

incentra il ruolo attivante dell’enzima. Alla classe I appartengono le aldolasi che 

seguono il meccanismo di deprotonazione via imina/enammina attraverso il 

legame covalente del substrato con una lisina del sito attivo [13]. Alla classe II 

appartengono le aldolasi che, invece, usano un acido di Lewis come cofattore 

[14].   

Molteplici sono le applicazioni sintetiche dei diversi tipi di aldolasi riportati in 

letteratura. Di particolare rilievo, ad esempio, è l’utilizzo in un processo 

industriale dell’aldolasi dell’acido siliaco NeuA. Si tratta di un enzima 

commerciale che catalizza l’addizione stereoselettiva reversibile del piruvato all’ 

N-acetil-D-mannosamina, nella via metabolica di degradazione dell’acido siliaco. 

Il substrato naturale di NeuA è stato un importante target per la sintesi. Lo 

Zanamivir, introdotto nel 1999, rappresenta infatti il primo trattamento terapeutico 

contro il virus dell’influenza ottenuto da un derivato dell’acido siliaco. NeuA è 

stata la prima aldolasi su cui si sono concentrati gli sforzi per sviluppare un 

processo di bioconversione a livello industriale che è ancora oggi impiegato 

[15,16] (Schema 15). 
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Schema 15.  Processo industriale per la sintesi di acido N-acetilmuramico come 

precursore di un inibitore del virus dell’influenza 

 

Il composto 3 è un raro e costoso prodotto naturale, pertanto la sintesi dello 

Zanamivir è un processo che in partenza richiederebbe un investimento cospicuo a 

livello industriale. La biocatalisi in questo caso ha offerto un’opportunità più 

economica e vantaggiosa: il precursore 3 dello Zanamivir è stato ottenuto  dall’N-

acetil-glucosammina 1 “one pot”, grazie ad un processo enzimatico integrato 

catalizzato da N-acetil-glucosammina 2-epimerasi e NeuA [12]. Un secondo 

interessante esempio di applicazione nella sintesi organica asimmetrica è quello 

delle  aldolasi diidrossiacetone ( DHAP) fosfato dipendenti. Se NeuA e le aldolasi 

piruvato dipendenti sono in grado di catalizzare la formazione di un solo centro 

stereogenico, le aldolasi DHAP-dipendenti, invece, portano alla formazione di due 

centri di asimmetria vicini al nuovo legame C-C che generano. In natura esistono 

solo 4 tipi di aldolasi DHAP-dipendenti e ciascuna catalizza una reazione aldolica 

stereospecifica che porta alla formazione dei quattro enantiomeri  possibili del 
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chetoso 1-fosfato rispetto ai dioli vicinali sul C-3 e C-4 [12]. Le reazioni aldoliche 

catalizzate in vivo dalle aldolasi DHAP-dipendenti sono riportate di seguito 

(Schema 16). 
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Schema 16.  Reazioni aldoliche catalizzate in vivo dalle 4 aldolasi DHAP-

dipendenti stereocomplementari 

 

Queste aldolasi hanno trovato un particolare successo nella sintesi di 

stereocontrollata di composti poliossigenati grazie alla loro flessibilità nella 

specificità di substrato contrapposto all’alto livello di stereocontrollo della 

reazione [17]. Scegliendo tra le 4 l’aldolasi DHAP-dipendenti opportune, si 

ottiene un’ampia gamma di prodotti, controllando in modo preciso sia la 

stereochimica assoluta che quella relativa. 

Recenti applicazioni delle aldolasi sono processi a cascata combinati con altri 

enzimi o abbinati a reazioni chimiche all’interno di metodologie sintetiche 



24 

 

tradizionali allo scopo di creare molecole target nuove o per sviluppare processi 

sintetici innovativi. Un processo enzimatico in quattro steps che prevede l’uso 

delle aldolasi è la sintesi a cascata one pot di carboidrati non naturali a partire dal 

glicerolo (Schema 17) [18]. 
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Schema 17. Sintesi biocatalizzata di carboidrati non naturali a partire dal glicerolo 

 

La sintesi inizia con la fosforilazione del glicerolo catalizzata dalla pirofosfatasi 

seguita dall’ossidazione aerobica dell’ L-glicerolo-3-fosfato con generazione in 

situ del DHAP;  il terzo passaggio è l’addizione aldolica del DHAP catalizzata 

dalla 1,6-fruttosio-bifosfato aldolasi ed, infine, l’ultimo step è la defosforilazione 

dell’addotto aldolico per generare in prodotto finale. 

 

1.3.2  OSSINITRILASI 

Un’altra categoria di enzimi importanti per la formazione di legami C-C sono le 

osinitrilasi (idrossinitrile liasi).  
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Queste vengono utilizzate per catalizzare la formazione stereoselettiva di 

cianidrine attraverso la reazione tra un’aldeide e l’acido cianidrico (Schema 18) 

[3]. 
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Schema 18. Reazione catalizzata dall’ossinitrilasi del Prunus  amygdalus 

 

Il ruolo naturale di questi enzimi è quello di degradare le cianidrine nei tessuti di 

piante attaccate da parassiti liberando acido cianidrico che funziona da deterrente 

per il parassita stesso (per esempio l’idrolisi del mandelonitrile nel mandorlo). Le 

idrossinitrile liasi non necessitano di alcun cofattore e presentano una scarsa 

specificità di substrato ma un’alta stereoselettività,  caratteristiche che ne fanno 

degli ottimi biocatalizzatori. La seguente tabella riporta le caratteristiche di alcune 

delle più utilizzate ossinitrilasi (Tabella 1). 

 

Tabella 1. Ossinitrilasi maggiormente utilizzate per scopi sintetici 

Ossinitrilasi Substrato naturale Stereoselettività 

Prunus amygdalus HNL (R)-Mandelonitrile R 

Linum usitatissimum HNL (R)-Butanonecianoidrina 

acetone cianoidrina 

R 

Havea brasiliensis HNL Acetone cianoidrina S 

Sorgum bicolor HNL (S)-4-idrossi-mandelonidrile S 

Manihot esculenta HNL Acetone cianoidrina S 

 

Anche per questa categoria di enzimi esistono molteplici applicazioni sintetiche 

riportate in letteratura. E’ di particolare interesse la sintesi catalizzata da un (R)-

ossinitrilasi di alcuni farmaci del sistema adrenergico, tra cui l’(R)-terbutalina e il 
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salbutamolo, due broncodilatatori. In questa sintesi il passaggio chiave è 

l’addizione, altamente enantioselettiva, dell’acido cianidrico alla benzaldeide 

(Schema 19) [19]. 
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Schema 19. Sintesi enantioselettiva della terbutalina catalizzata da ossinitrilasi 

 

1.3.3 ENZIMI TIAMINA DIFOSFATO (ThDP)-DIPENDENTI 

Gli enzimi tiamina difosfato (ThDP) dipendenti catalizzano la formazione di un 

legame C-C tra due composti carbonilici portando alla formazione di un -

idrossichetone. A questa categoria appartengono un vasto numero di enzimi 

coinvolti in diversi pathways metabolici e che catalizzano un esteso numero di 

reazioni. Gli enzimi ThDP-dipendenti che comunemente trovano applicazioni 

nelle biotrasformazioni sono la benzaldeide liasi (BAL), la benzoilformiato 

decarbossilasi (BDF), l’acetoidrossiacido sintasi (AHAS), la transchetolasi (TK) e 

la piruvato decarbossilasi (PDC). Oggi, grazie alle moderne tecniche di biologia 

molecolare e all’avanzamento del progetto “genoma”, il numero dei probabili 

enzimi ThDP-dipendenti sta crescendo e di conseguenza è facile aspettarsi che 

molto lavoro ci sarà ancora da compiere per svilupparne appieno le applicazioni 

sintetiche. Le conoscenze strutturali di questi enzimi rivelano un aspetto 

interessante:  ad una ampia variabilità della sequenza amminoacidica presente nel 

sito catalitico si contrappone una struttura tridimensionale molto simile per tutti 

questi enzimi. Ciò spiega, da un lato la capacità degli enzimi ThDP-dipendenti di 

catalizzare un così vasto numero di reazioni, essendosi evoluti per accettare 

diversi tipi di substrato, dall’altro la struttura complessiva della proteina altamente 

conservata rende ragione del loro imprescindibile ruolo biologico in diversi 
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microorganismi. Questi due aspetti rendono oggi questi enzimi sempre più 

interessanti  come nuova fonte di biocatalizzatori versatili per la sintesi organica 

asimmetrica [20]. Caratteristiche comuni a tutti gli enzimi ThDP-dipendenti sono 

il sito di binding per la tiamina (Th) all’interfaccia tra i domini altamente 

conservati del pirofosfato (PP) e della pirimidina (Pyr). Sulla base della 

disposizione genomica di queste regioni è stato possibile dividerli in sei famiglie 

filogenetiche [22]:  la  prima è quella degli enzimi simili alla transchetolasi (TK-

like), il secondo gruppo ha come capostipite la piruvato ferrodoxina reduttasi 

(PFRD-like), il terzo la 2-oxoisovalerato-deidrogenasi (OXO-like), il quarto la  

(SPDC-like) e il sesto la fosfopiruvato decarbossilasi (PPDC-like) (Figura 2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

PP e Pyr sono i siti di binding della tiamina (Th); le subunità e  denota casi in cui PP e Pyr si 

trovano su subunità diverse 

 

Figura 2. Classificazione degli enzimi ThDP-dipendenti sulla base della 

disposizione genomica dei domini conservati 

 

La sintesi di -idrossichetoni catalizzata dagli enzimi ThDP-dipendenti avviene 

attraverso due meccansimi noti quali la condensazione aciloinica e la 

condensazione benzoinica (Schemi 20, 21).  
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Schema 20. Condensazione aciloinica. 
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Schema 21. Condensazione benzoinica. 

 

Il primo (Schema 20) prevede la formazione di un legame C-C in condizioni 

riduttive mentre, nel secondo caso (Schema 21), la formazione del nuovo legame 

segue la rottura di un altro legame C-C in uno dei due reagenti [3].  

Enzimi come la benzaldeide liasi (BAL) generalmente sono riconducibili ad un 

meccanismo di condensazione aciloinica, mentre le transchetolasi (TK) e le 

decarbossilasi operano una condensazione benzoinica, almeno nei riguardi dei 

loro substrati naturali. 

Questi enzimi sono accomunati dal fatto che la loro catalisi necessita del cofattore 

tiamina difosfato (Figura 3). 
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Figura 3. Struttura della tiamina difosfato. 

 

La forma non fosforilata della tiamina è meglio conosciuta come vitamina B1, il 

cui deficit è causa della patologia del Beriberi. Questo cofattore enzimatico è 
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costituito da un nucleo pirimidinico, un anello tiazolidinico che contiene il C2, che 

gioca il ruolo chiave nella catalisi, e il gruppo fosfato. Sebbene il donatore 

dell’aldeide attivata e l’accettore finale da cui dipende la natura del prodotto finale 

che si origina dal nuovo legame C-C possano variare a seconda dell’enzima 

ThDP-dipendente considerato, la catalisi ThDP-dipendente passa sempre 

attraverso la formazione di un’aldeide attivata.  ThDP, nella sua forma di ilide, 

attiva il carbonio del carbonile aldeidico legato al C2, richiamando su di sè 

elettroni e spingendolo a variare la sua reattività chimica tradizionale da elettrofilo 

a nucleofilo. Questo fenomeno è definito “umpolung” ed è la caratteristica 

peculiare della catalisi tiamina-dipendente (Schema 22). 
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Schema 22. “Umpolung” del carbonio carbonilico nella catalisi tiamina 

dipendente 

 

In modo più dettagliato il meccanismo catalitico degli enzimi ThDP-dipendenti 

inizia con la deprotonazione dell’anello tiazolidinico della tiamina ed il successivo 

attacco nucleofilo da parte del carbonio in posizione C-2 dell’anello nei confronti 

del gruppo carbonilico dell’aldeide o dell’-chetoacido. Si viene a formare così 

un intermedio attivato (nel caso dell’-chetoacido è prevista una precedente 

decarbossilazione) che rappresenta l’equivalente di un carbanione aldeidico 

(Schema 23). 
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Schema 23.  Formazione dell’intermedio attivato da un aldeide (A) e da un -

chetoacido (B). 

 

L’attacco nucleofilo di questo carbanione su un secondo composto carbonilico 

porta alla formazione del nuovo legame carbonio-carbonio nell’intermedio ancora 

legato alla ThDP; successivamente l’intermedio subisce un riarrangiamento 

intramolecolare che porta alla formazione dell’-idrossichetone e al rilascio della 

ThDP nella sua forma di ilide (Schema 24). 
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Schema 24.  Formazione del legame C-C dell’idrossichetone 
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Anche per gli enzimi ThDP-dipendenti, come per gli enzimi responsabili della 

formazione di legami C-C descritti precedentemente, vi sono in letteratura diversi 

esempi di applicazioni sintetiche anche su scala preparativa. E’ questo il caso 

della piruvato decarbossilasi (PDC) e della acetoidrossiacido sintasi (AHAS) che 

vengono impiegata per la sintesi di (R)-fenilacetilcarbinolo (PAC). L’industria 

farmaceutica, infatti, converte poi per via chimica l’(R)-PAC ottenuto 

biocataliticamente in (-)-efedrina e (+)-pseudoefedrina come descritto di seguito 

(Schema 25) [23]. 
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Schema 25. Sintesi biocatalizzata di (R)-PAC, precursore dell’efedrina 

 

Recentemente anche la benzaldeide liasi (BAL) da Pseudomonas fluorescens è 

stata utilizzata per catalizzare una condensazione aciloinica di aldeidi aromatiche  

con metossi e dimetossi acetaldeide allo scopo di ottenere una serie di 2,3-diosso 

aril propanoni che sono importanti sintoni per la sintesi di composti di interesse 

farmaceutico come il citoxazone, un modulatore delle citochine infiammatorie, e 

le lignine epatoprotettrici, come la silibila (Schema 26) [24].  
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Schema 26. Condensazioni benzoiniche catalizzate da BAL per la sintesi di 

precursori di composti di interesse farmaceutico 

 

1.4 Formazione di legami C-C: approccio organocatalitico (o 

biomimetico) 

Nel panorama di quelle che sono le possibili strategie per la sintesi asimmetrica di 

composti organici attraverso la formazione di legami carbonio-carbonio, non è 

possibile oggi trascurare l’organocatalisi. Una reazione organocatalitica è per 

definizione un processo chimico che utilizza come catalizzatore una molecola 

organica a basso peso molecolare non costituita da metalli di transizione. L’idea 

alla base dello studio di questi nuovi catalizzatori, che si contrappongono a quelli 

tradizionali a base di Pd e Ru (par. 1.1), ha un’impronta biomimetica.  Da quando 

la biocatalisi ha raggiunto il successo anche a livello industriale, imponenendosi 

come l’alternativa ecosostenibile ai processi tradizionali di sintesi, il mondo della 

chimica, in risposta, ha individuato le funzionalità chimiche chiave all’interno del 
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sito catalitico di enzimi e cofattori e le ha sfruttate per disegnare nuovi 

catalizzatori, definiti “organocatalizzatori”. I catalizzatori impiegati 

nell’organocatalisi sono essenzialmente molecole organiche naturali, in modo 

particolare aminoacidi come la prolina, che svolgono, in vivo, ruoli chiave come 

prebiotici. In letteratura è descritta per la prima volta nel 1971 una reazione 

aldolica asimmetrica intramolecolare catalizzata dalla prolina [25], ma solo 

trent’anni dopo questo lavoro è stato riconosciuto come il primo esempio di 

reazione organocatalitica. In questo secolo, l’espansione dell’organocatalisi ha 

dimostrato la sua versatilità per la sintesi asimmetrica per molteplici reazioni 

chiave di sintesi di legami carbonio-carbonio e carbonio-eteroatomi (tra le quali 

addizioni 1,3-dipolari, addizioni di Diels-Alder, condensazioni aldoliche, reazioni 

di Mannich e di Michael, epossidazioni, -alogenazioni ed amminazioni di 

aldeidi). 

L’organocatalisi è la risposta moderna alla chimica dei metalli che, seppur di 

indiscusso rilievo per la sintesi organica, non è in grado di rispondere alle 

esigenze attuali di una chimica più ecosostenibile. La chimica dei metalli non può 

ovviare agli elevati costi della preparazione dei catalizzatori, alla tossicità dei 

metalli, che, sebbene in tracce, nella reazione contaminano il prodotto finale, alla 

necessità spesso di operare in condizioni anidre ed anaerobiche ed alla necessità di 

introdurre gruppi protettori per le funzionalità reattive del substrato [26].  

L’organocatalisi testimonia la grande importanza della lezione che si può trarre 

dalla natura come primaria fonte di ispirazione per la sintesi di molecole 

complesse e offre la risposta a questa domanda pubblicata su Science nel 2002: 

“How small can a highly active and stereoselective catalyst be? And what are the 

minimal functional and structural features required in a chiral catalyst?” [27]. 

Nella struttura molecolare dell’organocatalizzatore, infatti, vengono “riassunti” 

elementi chiave del sito attivo dell’enzima (i suoi aminoacidi “catalitici”) o del 

suo cofattore e i substrati naturali vengono parzialmente modificati come 

“building blocks” per i processi sintetici, come talvolta accade anche per gli 

intermedi  chiave della catalisi enzimatica.  E’ questo il caso, ad esempio, della 
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sintesi organocatalizzata di omologhi di carboidrati e vari derivati  riportata di 

seguito (Schema 27). 
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Schema 27.  Addizione aldolica prolina-catalizzata del diossanone e varie 

aldeidi C2 e C3 nella sintesi di carboidrati 

 

In questo approccio la (S)-prolina è un aminoacido che come tale presenta una 

funzionalità acida ed una basica (così come avviene quasi sempre nel sito attivo di 

un enzima di solito tra acido aspartico e una lisina) ed in questa reazione svolge il 

ruolo biologico di un’aldolasi (par. 3.1), catalizzando la reazione aldolica tra il 

diossanone (A) e una serie di aldeidi -ramificate C2 e C3 (B) per ottenere dei 

carboidrati (C). Il diossanone, invece, è un equivalente chirale di sintesi del 

diidrossiacetone (DHA) (Figura 4), che nella sua forma monofosforilata (DHAP) 

è un substrato dell’aldolasi nella gluconeogenesi (Schema 10). 
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Figura 4. Diossanone: analogo del DHA nell’addizione aldolica organocatalitica 
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Analogamente anche il fosfoenolpiruvato (PEP), intermedio della glicolisi con un 

ruolo chiave nella sintesi degli aminoacidi aromatici e nella sintesi dei 

lipopolisaccaridi di membrana dei batteri Gram-negativi, è stato ripreso nella 

reazione di sintesi catalizzata dalla prolina per la sintesi del precursore dell’acido 

ulosonico (Schema 28) [28]. 
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Schema 28. Reazione aldolica prolina-catalizzata del precursore  

dell’acido ulosonico 

 

La formazione della “aldeide attivata” con il fenomeno di “umpolung” nella 

catalisi enzimatica tiamina-dipendente (Schema 22), infine, è stata ripresa 

dall’organocatalisi per quella che è la chimica degli N-eterocicli carbeni (NHC). I 

carbeni che mimano il ruolo della tiamina sono per lo più il tiazolo e sali di 

triazolo. 

La tiamina è il cofattore che nella sua forma di ilide costituisce il carbene 

nucleofilo; la catalisi procede con la formazione dell’aldeide attivata (intemedio di 

Breslow) e il successivo attacco nucleofilo del suo C carbonilico su una seconda 



36 

 

molecola di substrato; l’intermedio tetraedrico che si forma riarrangia con 

conseguente rilascio del prodotto finale e del cofattore nella forma di carbene 

nucleofilo (Schema 29) [29]. 
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Schema 29. Catalisi degli N-eterocicli carbeni 

 

Negli ultimi anni in letteratura, nell’ambito della catalisi con gli N-eterocicli 

carbeni, sono stati pubblicati molti lavori nei quali è descritta la condensazione 

intra-molecolare di aldeidi e chetoni (condensazione benzoinica) e di addizioni 

1,4-intramolecolari (reazione di Stetter) [28]. 

Molto ristretta è invece la letteratura che descrive varianti inter-molecolari delle 

reazioni precedenti, fatta eccezione per il recente lavoro di Enders [30] in cui è 

riportata la reazione tra aldeidi e trifluorometilchetoni catalizzata da un sale di 

triazolo biciclico usato come pre-catalizzatore.  
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2.1 Bacillus stearothermophilus 

Gli studi che costituiscono il background scientifico di questo progetto di ricerca 

di dottorato e che ne avvalorano i risultati risalgono al 1990, data in cui il mio 

gruppo di ricerca, costituito per lo più da chimici, decise di aprirsi alla biocatalisi, 

intravedendo in maniera lungimirante la scommessa futura della sintesi organica. 

Grazie ad una collaborazione con il Dipartimento di Protezione e Valorizzazione 

Agroalimentare (DPVA) dell’Università degli Studi di Bologna, i ricercatori del 

mio gruppo si trovarono a disporre di un vasto numero di microorganismi da poter 

utilizzare in ambito biotrasformativo nei nostri laboratori dell’Università di 

Ferrara. Per capire l’originalità dei dati sperimentali allora ottenuti bisogna 

ricordare che in quegli anni le principali applicazioni sintetiche di microorganismi 

si limitavano per lo più all’impiego del lievito di birra (Baker’s Yeast) in 

fermentazioni e biotrasformazioni per la risoluzione cinetica di composti racemici. 

Nei nostri laboratori si iniziò dapprima lo screening dei microorganismi della 

vasta collezione ricevuta da Bologna per la risoluzione cinetica di alcoli 

secondari. Come appare evidente dal primo lavoro del 1993 [31], il batterio che 

dette i migliori risultati nella risoluzione di miscele di alcoli arilici ed eteroarilici 

su scala analitica e preparativa fu il Bacillus stearothermophilus (Schema 1), così 

come allora era identificato nella collezione. 
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Schema 1. Ossidazione enantioselettiva di alcoli secondari  

con B. stearothermophilus 
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Bacillus stearothermophilus continuò ad essere utilizzato negli anni successivi 

anche per la risoluzione cinetica via ossidazione di alcoli biciclici [32] (Schema 

2), importanti intermedi per la sintesi di composti di interesse farmaceutico e di 

prodotti naturali, analoghi delle prostacicline. 
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Schema 2. Risoluzione cinetica di alcoli biciclici via ossidazione  

con  B. stearothermophilus 

 

Un lavoro innovativo sul panorama scientifico di quegli anni e che merita di 

essere ricordato risale al 1995 e descrive l’impiego di questo microorganismo in 

biotrasformazioni condotte in eptano (Schema 3) [33]. Fino ad allora, infatti, solo 

il lievito di birra e un microorganismo affine ai lieviti, il Geotrichum candidum, 

erano stati impiegati per scopi biocatalitici in solventi organici.  
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Schema 3. Ossidazioni catalizzate da B. stearothermophilus in eptano 
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Dati questi risultati si iniziò lo studio biochimico dei principali processi 

metabolici di B. stearothermophilus e si arrivò alla purificazione e 

caratterizzazione della deidrogenasi responsabile delle ossidazioni descritte 

precedentemente. La deidrogenasi in questione si rivelò essere una 

diacetil(acetoino) reduttasi NADH-dipendente che fu parzialmente purificata, in 

collaborazione con il gruppo di biochimici del Prof. Rippa dell’Università di 

Ferrara [34] (Schema 4). 
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Schema 4. Reazioni catalizzate da diacetile(acetoino) reduttasi 

 da B. stearothermophilus. 

 

Successivamente questo enzima fu impiegato in reazioni di riduzione di -

dichetoni commerciali. L’aspetto maggiormente interessante di questo enzima, 

che fu chiamato B. stearothermophilus diacetil reduttasi (BSDR), consiste proprio 

nel fatto che il diacetile, substrato naturale, presenta due gruppi carbonilici 

vicinali. Applicazione naturale fu la riduzione di -dichetoni commerciali. BSDR 

si rivelò non solo essere un nuovo ed efficiente biocatalizzatore in grado di 

accettare come substrati un’ampia gamma di dichetoni variamente sostituiti, ma 

anche dimostrò di essere altamente (S)-stereospecifica [35]. Si ottennero una serie 

di (S,S)-1,2-dioli enantiopuri, categoria di sintoni importanti per la sintesi 
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organica, utilizzando un sistema monoenzimatico di riciclo del cofattore NADH 

(Schema 5). 
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Schema 5. Riduzioni enantioselettive di -dichetoni con BSDR 

 

Accanto all’impiego di B. stearothermophilus e di BSDR per scopi biocatalitici, 

questo batterio è stato utilizzato in fermentazioni per la produzione di 2,3-

butandiolo. B. stearothermophilus, batterio Gram positivo ubiquitario, insieme ad 

altri batteri (Enterobacter aerogenes, B. Polimyxa, K. Oxytocae B. licheniformis) 

[36] è noto produrre per via fermentativa interessanti quantità di 2,3-butandiolo, 

metabolita importante dal punto di vista industriale insieme ad alcuni suoi derivati 

(Figura 1). 



42 

 

 

Figura 1. Applicazioni industriali del 2,3-butandiolo e i suoi derivati 

 

Nei nostri laboratori sono state studiate fermentazioni a partire dal saccarosio, per 

poi passare ad uno screening riguardante altre tipologie di mono- e disaccaridi 

utilizzabili in questo processo come fonti di carbonio, per lo più saccaridi comuni, 

facendo particolare attenzione a quelli maggiormente presenti in matrici naturali 

complesse e in sottoprodotti derivanti dall’industria o da lavorazioni agricole [37]. 

I risultati ottenuti in campo fermentativo hanno spinto la ricerca verso uno studio 

strettamente biochimico del batterio, riguardante la via metabolica responsabile 

della produzione di 2,3-butandiolo e del suo precursore acetoino (AC). 

I primi lavori scientifici riguardanti il metabolismo batterico per la produzione di 

2,3-butandiolo sono stati pubblicati nel 1956 (Juni ed Elliot). E’ stato messo in 

luce che alcuni ceppi batterici del genere Aerobacter e Bacillus erano in grado di 

produrre questo metabolita come principale prodotto di fermentazione a partire 

dal piruvato, derivato dal catabolismo dei carboidrati. Inoltre, alcuni di questi 

microorganismi, che principalmente si trovano nel suolo, avevano dimostrato di 

possedere, accanto alla via catabolica classica, anche una via anaerobica 

alternativa che ha come intermedio chiave per la produzione del 2,3-butandiolo 

l’acetilmetilcarbinolo (acetoino) [38], nota con il nome di “ciclo del butandiolo” 

(Schema 6).  
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La via catabolica ha come punto di partenza la condensazione di due molecole di 

piruvato provenienti dalla glicolisi, catalizzata dall’enzima acetolattato sintasi, per 

formare l’-acetolattato. Tale prodotto viene successivamente convertito in 

acetoino (AC) con eliminazione di CO2 per opera di un secondo enzima, 

l’acetolattato decarbossilasi. L’acetoino è l’intemedio chiave che può 

intraprendere due strade metaboliche che portano al butandiolo. La prima, quella 

indicata col nome di via catabolica, porta direttamente al diolo attraverso una 

riduzione (spesso reversibile) catalizzata da una o più acetoino reduttasi. Questo 

percorso è quello proposto in letteratura per i batteri Bacillus polimixa e 

Klebsiella pneumoniae.  

La seconda via, nominata “ciclo del butandiolo”, inizia dall’ossidazione 

dell’acetoino a diacetile (DAC). Il diacetile formato viene utilizzato in una 

reazione di condensazione con una molecola di acetaldeide attivata; questo 

passaggio, catalizzato dall’enzima acetilacetoino sintasi, porta alla formazione 

dell’acetilacetoino (AAC). Tale prodotto a sua volta viene ridotto per opera di una 

acetilacetoino reduttasi NADH-dipendente ad acetilbutandiolo (ABD), che di 

seguito viene convertito dall’enzima acetilbutandiolo idrolasi a 2,3-butandiolo, 

liberando una molecola di acetato. 
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Schema 6. Via catabolica e “ciclo del butandiolo” nei batteri per la produzione di 2,3-butandiolo
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Dai dati ottenuti nel processo fermentativo è stata posta attenzione sull’enzima 

acetilacetoino sintasi (AAS) (Schema 6), che catalizza una reazione di 

formazione di legami C-C, importante e stimolante da un punto di vista 

biocatalitico e sintetico, come più volte sottolineato nella trattazione introduttiva 

ed in questo ambito si inserisce la mia tesi di dottorato. Noto in letteratura è che 

questo enzima è inducibile in presenza di acetoino (AC) e viene descritto e 

purificato per la prima volta in un lavoro di Ui e i suoi collaboratori nel 1998 in B. 

cereus YUF-4 [39]. 

Lo stesso gruppo di ricerca nel 2002 ha indicato proprio AAS come il marker per 

determinare la presenza del “ciclo del butandiolo” in batteri come Bacillus cereus, 

B. subtilis e Micrococcus urea [36]. Da questi studi acetilacetoino sintasi è 

risultato essere over-espresso in presenza di acetoino nel terreno ed inibito dalla 

presenza di glucosio. L’ipotesi più accreditata è che il ciclo del butandiolo 

costituisca il processo metabolico che permette ai batteri, in condizioni di crescita 

stringenti e in assenza o carenza di carboidrati come fonte di carbonio primaria, di 

rigenerare facilmente i cofattori NADH e NADPH. Tuttavia ancora molto resta 

ancora da chiarire; in particolare non è ancora stato delineato un chiaro profilo 

genetico associato al possesso di questa via metabolica. 

Nel gruppo di ricerca con cui ho collaborato, dai risultati ottenuti dalla 

fermentazione con B. stearothermophilus, si è iniziato a studiare AAS con l’idea 

di poterlo sfruttare per scopi biocatalitici nella formazione di legami C-C e questo 

è l’argomento di questa tesi di dottorato che verrà sviluppato nei capitoli 

successivi. Crescendo le cellule di B. stearothermophilus su un terreno arricchito 

con acetoino e seguendo un protocollo già descritto per altri batteri [39], è stato 

infatti possibile indurre l’espressione di AAS anche in questo microorganismo e 

dimostrare la presenza del “ciclo del butandiolo”. Il lavoro svolto si è poi 

concentrato sulle applicazioni di AAS per la sintesi asimmetrica partendo da 

dichetoni commerciali forniti come substrato al posto di quello naturale, il 

diacetile [40].  
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2.2 Bacillus stearothermophilus oppure Bacillus licheniformis? 

Date le prospettive di ricerca su AAS e la necessità di intraprendere studi di 

biologia molecolare nel tentativo di  clonare ed esprimere questa proteina, è stato 

necessario inviare il microorganismo alla DSMZ per essere identificato con una 

sigla internazionale e per poter poi confrontare le informazioni presenti nei 

databases genomici. 

Il batterio che per molti anni è stato identificato come B. stearotermophilus è stato 

reidentificato come B. Licheniformis all’inizio del 2011. Per un errore di 

etichettatura della collezione dell’Università di Bologna questo microorganismo 

per tanti anni è stato confuso con un’altra specie di Bacillus.  

Come è facile da supporre per chiunque si occupi di microbiologia questo errore 

non avrebbe avuto modo di essere scoperto se non attraverso dei test specifici 

biochimici in quanto non vi sono marcate differenze di crescita e di metaboliti 

prodotti tra i due microorganismi. La reidentificazione, costringendo al riesame 

dei dati pubblicati e di quelli sperimentali più recenti, ha addirittura permesso di 

confermare i risultati precedentemente ottenuti con piacevole soddisfazione da 

parte dei ricercatori. 

 

2.3 Bacillus licheniformis 

Il B. licheniformis è un batterio Gram-positivo sporigeno ubiquitario, non 

patogeno per animali e piante che presenta molte analogie con B. 

stearothermophilus. La sua temperatura ottimale di crescita è intorno ai 40-45 °C 

ma è in grado di sopportare anche temperature più alte, mentre a 37°C questo 

batterio è in grado di secernere la maggior quantità di enzimi. Il piumaggio di 

collo e coda di uccelli stanziali di terra o d’acqua, a differenza di quello degli 

uccelli di passo migratori, è un veicolo per B. Licheniformis che normalmente lo 

ricopre. Alcuni studi ritengono anche che alcuni metaboliti escreti dal batterio, 

probabilmente durante processi fermentativi, siano coinvolti nella modificazione 

del colore delle piume di questi uccelli. 

B. licheniformis occupa una posizione di grande rilievo a livello industriale grazie 

agli esoenzimi che esso produce (fino a 20-25 g/L). Tra questi enzimi in 
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particolare le serin-proteasi alcaline (subtilisine) hanno trovato un rapido successo 

come additivi nella produzione di detergenti di uso domestico [41], con un output 

annuo di 500 tonnellate di enzima puro. Dai processi fermentativi di questo 

batterio si ricavano anche amilasi e l’antibiotico ad uso topico noto con il nome di  

bacitracina [42]. 

B. licheniformis appartiene al gruppo II del genere Bacillus, il cui organismo 

modello è il B. subtilis. A questo gruppo appartengono anche altri batteri di cui è 

stata determinata la sequenza genomica completa: B. anthracis, B. cereus, B. 

thuringiensis ed alcune specie di B. halodurans. Accanto a “ B. licheniformis”, 

che è il nome scientifico, questo microorganismo è apparso in passato in 

letteratura con vari sinonimi come “Clostridium licheniforme" (Weigmann 1898), 

"Denitrobacillus licheniformis" (Weigmann 1898- Verhoeven 1952), Bacillus 

licheniformis (Weigmann 1898-  Chester 1901), Bacillus sp. W10.6, Bacillus sp. 

WED10.6, “Clostridium licheniforme” e “Denitrobacillus licheniformis”. 

Attualmente è nota solo la sequenza genomica di un tipo di B. licheniformis, 

identificato come B. licheniformis DSM 13/ ATCC 14580, ed a questo si farà 

riferimento nella trattazione a seguire. 

Facendo un’analisi comparata della sequenze genomiche di B. licheniformis DSM 

13 con quelle degli altri Bacilli del gruppo II, è possibile notare come 

licheniformis presenti caratteristiche che lo avvicinano maggiormente a subtilis e  

halodurans. Il genoma di B. licheniformis DSM 13 è costituito da un unico 

cromosoma circolare di 4,222,748 paia di basi ed è privo di plasmidi (Figura 2).  
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In blu e arancio è riportata la sequenza codificante nei 2 orientamenti . In verde sono riportate le 

ORFs omologhe a quelle di B. subtilis. In rosso i geni con un codon usage particolare per B. 

licheniformis. La variazione di G+C è indicata come grafico nero. 

 

Figura 2. Mappa circolare del cromosoma di B. licheniformis DSM 13 

 

Il genoma di B. licheniformis è caratterizzato da 902 geni che risultano unici di 

questo ceppo rispetto agli altri microrganismi di questo gruppo, come si evince 

dall’analisi delle ORFs (open reading frame). Tali geni costituiscono un serbatoio 

di nuovi potenziali biocatalizzatori da studiare di cui ancora non si conosce la 

funzione. Il sequenziamento del DSM 13 ha confermato, per analisi comparata 

con gli altri microorganismi già sequenziati all’interno del gruppo II del genere 

Bacillus, che il “core” genomico altamente conservato di questi microrganismi 

racchiude i geni che codificano per la regolazione ed il catabolismo degli 

aminoacidi, per gli enzimi che intervengono nella glicolisi, nella via del pentosio 

fosfato, nel ciclo degli acidi tricarbossilici e nella fermentazione 2,3-

butenglicolica (del 2,3-butandiolo). Nella tabella seguente sono ripotati i geni noti 
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che codificano per esoenzimi di B. licheniformis e che fanno di questo batterio un 

microorganismo di notevole interesse per applicazioni industriali e 

biotecnologiche (Tabella 1) [43]. 

 

Tabella 1. Selezione di esoenzimi identificati in B. licheniformis e i 

corrispondenti geni ortologhi in B. subtilis 
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Una delle caratteristiche che discosta il B. licheniformis dal suo capostipite (B. 

subtilis) riguarda la capacità di metabolizzare l’acetoino ed utilizzare 2,3-

butandiolo [43]. Come molti altri enterobatteri aventi come habitat il suolo e le 

acque (Enterobacter aerogenes e i generi Erwinia e Serratia, patogeni delle 

piante), molti batteri del genere Bacillus, in assenza delle fonti energetiche 

primarie (glucosio) e/o in mancanza del giusto apporto di ossigeno, possono 

compiere, tra le altre, la fermentazione 2,3-butilenglicolica. Il prodotto principale 

è il 2,3-butilenglicole (2,3-butandiolo) che si forma dalla condensazione di due 

molecole di piruvato, con la liberazione di due molecole di CO2 (Schema 7). 

 

 

 

Schema 7. Fermentazione 2,3-butilenglicolica negli Enterobatteri ed in B. 

licheniformis 
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Nel corso della fermentazione si producono anche gli acidi tipici della 

fermentazione acido-mista, accanto a notevoli quantità di etanolo per il 

mantenimento dell’equilibrio ossido-riduttivo. 

Accanto a questa via che potremmo definire “anabolica”, esiste anche una via 

alternativa, detta “ciclo del butandiolo”, per la biosintesi batterica di 2,3-

butandiolo; entrambe le vie metaboliche condividono l’acetoino come intermedio 

chiave. La presenza del “ciclo del butandiolo” è stata ampiamente studiata in 

letteratura ma i complessi meccanismi che la regolano e gli enzimi che ne 

prendono parte non sono stati ancora del tutto chiariti. Ciò che si apprende dalla 

letteratura scientifica è che, a differenza della via classica del catabolismo del 

piruvato, descritta precedentemente, il “ciclo del butandiolo” è proprio solo di un 

numero più ristretto di batteri, tra cui compaiono alcuni tipi di Klebsiella, 

Micrococcus urea, B. cereus e  B. licheniformis [39]. 

Considerando ora nello specifico B. licheniformis, è importante sottolineare come 

lo studio a livello della sequenza genomica di questo batterio [43] sia stato 

fondamentale per identificare le regioni codificanti i geni per la regolazione del 

metabolismo dell’acetoino. Si tratta fondamentalmente di 2 operoni acoABCL e 

acuABC, presenti anche nel genoma di B. subtilis. La trascrizione dell’operone 

acoABCL è indotta dalla presenza di acetoino e repressa dalla presenza del 

glucosio, proprio come accade in B. subtilis. Esperimenti di knock-out genico, con 

la produzione di mutanti che presentano delezioni nella regione dell’operone 

acuABC, mostrano come i geni codificati in questa regione svolgano un ruolo 

determinante nella regolazione del metabolismo dell’acetoino ma non siano 

direttamente coinvolti nella sua degradazione a  2,3-butandiolo. A differenza di B. 

subtilis, B. licheniformis è in grado di sfruttare acetoino come fonte di carbonio 

quando questo metabolita è addizionato al brodo di coltura al posto del glucosio o 

del saccarosio. Osservando la natura dei metaboliti prodotti durante la fase 

stazionaria di ceppi mutanti di B. licheniformis in regioni dell’operone acoABCL, 

è possibile dimostrare come all’aumentare della concentrazione di 2,3-butandiolo, 

la quantità di acetoino rimanga costante nel tempo. Ciò sta a significare che deve 

esistere una via alternativa di degradazione dell’acetoino che non è presente in B. 
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subtilis; quest’ultimo infatti è noto possedere solo un sistema reversibile di 

deidrogenasi che interconvertono 2,3-butandiolo in acetoino e viceversa [44]. I 

geni che appartengono agli operoni acoABCL e acuABC di B. licheniformis non 

sono però ancora stati ulteriormente descritti, ma è probabile che proprio 

nell’operone acoABCL si trovino le sequenze codificanti per gli enzimi coinvolti 

nel “ciclo del butandiolo”. 

Recenti esempi in letteratura vedono proprio messe in evidenza la capacità di B. 

licheniformis di produrre interessanti quantità di 2,3-butandiolo, metabolita che, 

insieme ai suoi derivati, da tempo viene prodotto in  diversi settori industriali per 

le sue molteplici applicazioni di mercato [45].   
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CAPITOLO 3 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ACETILACETOINO SINTASI: 

 

SINTESI  DI  ALCOLI  TERZIARI 
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Il lavoro di ricerca che è descritto in questo capitolo rappresenta il punto iniziale e 

fondamentale su cui si è incentrato tutto il lavoro svolto durante questi tre anni di 

dottorato di ricerca ed ha come nucleo centrale l’impiego di acetilacetoino sintasi 

(AAS) da B. stearothermophilus per scopi sintetici. Qui viene descritto per la 

prima volta l’utilizzo di AAS come biocatalizzatore per la sintesi di -idrossi--

alchil--dichetoni attraverso la formazione di legami carbonio-carbonio, in 

reazioni di tipo aciloinico. Questo lavoro rappresenta la prima applicazione 

sintetica di AAS e costituisce una novità nell’ambito della biocatalisi applicata 

alla sintesi asimmetrica. Nella pubblicazione che ne è derivata, apparsa sul 

Journal of Molecular Catalysis B: Enzymatic nel 2010 [40], il microrganismo 

utilizzato ha ancora il nome di Bacillus stearothermophilus. In seguito, come 

precedentemente riportato (Cap. 2, parag. 2.2), con l’invio a DSMZ per la 

caratterizzazione B. stearothermophilus è risultato essere B. licheniformis. Alla 

nuova identificazione ha fatto seguito una lettera di “errata corrige” al giornale. 

Da questo momento in poi si parlerà sempre di B. licheniformis.  

In questo lavoro, poiché la formazione stereoselettiva di carboni quaternari e il 

controllo della configurazione dei centri di asimmetria all’interno di molecole 

dalla struttura complesse sono importanti obiettivi sintetici, vengono sintetizzati 

alcoli terziari attraverso reazioni di formazione di legami C-C per via enzimatica.  

AAS da B. licheniformis catalizza la prima reazione del “ciclo del butandiolo” 

(Cap. 2, par. 2.3) che consiste nella condensazione di 2 molecole di diacetile 1a  

con la formazione di una molecola di acetilacetoino 2a e il rilascio di acido 

acetico (Schema 1).  
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AAS è un enzima tiamina difosfato (ThDP)-dipendente che sfrutta l’umpolung 

dell’aldeide (donatore) durante il processo catalitico (Cap. 1, par. 1.3.3). Il nuovo 

legame C-C si forma in modo stereoselettivo dall’attacco del carbanione 

carbonilico legato alla tiamina su una seconda molecola di aldeide (accettore) 

(Schema 2).  
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Schema 2. Meccanismo catalitico di AAS da B. licheniformis nel “ciclo del 

butandiolo”  

 

Vista questa interessante reazione, AAS è stata utilizzata nella sintesi di -idrossi-

1,3-dichetoni a partire da una serie di -dichetoni commerciali.   

Le cellule di B. licheniformis, cresciute su un terreno arricchito con acetoino, 

secondo un protocollo già descritto per indurre l’espressione di AAS [36], 

trascorso il tempo ottimale, sono state lisate e l’estratto cellulare contenente 

l’enzima è stato direttamente utilizzato per catalizzare le reazioni di “homo-

coupling”, utilizzando gli -dichetoni commerciali 1a-e. Attraverso una semplice 

purificazione cromatografica è stato possibile ottenere una gamma di -idrossi--

alchil--dichetoni chirali 2a-e e prochirali 3c-d che sono riportati nella Tabella 1. 
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Tutti gli -idrossi-1,3-dichetoni riportati sono alcoli terziari polifunzionali che 

costituiscono importanti “building blocks” per la sintesi asimmetrica in quanto 

presentano diverse funzionalità elaborabili in maniera indipendente. 

Tabella 1. Sintesi AAS-catalizzata di -idrossi-1,3-dichetoni 2 e 3  

 

 
 

1,2-dichetone 1 -idrossi-1,3-dichetone 2 
(resa %) 

idrossi-1,3-dichetone 3  
(resa %) 

 
1a 

 
2a (57) 

 

 
1b 

 
2b (60) 

 

 
1c 

 
2c (30, ee 70%)

a
  

3c (25)
a
 

 
1d 

 
2d (42, ee 67 %)

a
  

3d (19)
a
 

 
1e 

 
2e (45, ee 76%) 

 

a 
Le rese sono state calcolate sulla base dei prodotti ottenuti in miscela. 

 

I dichetoni simmetrici 2,3-butandione 1a e 3,4-esandione 1b producono 

acetilacetoino 2a ed -idrossi-3,5-eptandione 2b in resa del 57% e 60%, 

rispettivamente.  

Questo risultato permette di affermare che AAS è in grado di trasferire sia il 

carbanione acetilico che quello propionilico. Nel caso delle reazioni sui dichetoni 
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non-simmetrici 1c-e si ottengono solo i prodotti 2c-e e 3c-d derivanti dal 

trasferimento del carbanione acetilico. 

La reazione di “homo-coupling” di 2,3-pentadione 1c fornisce una miscela dei due 

regioisomeri 2c e 3c (resa 55% della miscela) che derivano dall’attacco dell’acetil 

carbanione rispettivamente al C2 e al C3 di 1c. Un risultato analogo si ottiene con 

2,3-esandione 1d che porta alla miscela dei regioisomeri 2d and 3d (resa della 

miscela 61%), probabilmente a causa dell’ingombro sterico della catena 

propionilica. In entrambi i casi 2c e 2d sono stati separati per cromatografia flash 

e gli eccessi enantiomerici (67 e 70%, rispettivamente) determinati mediante GC-

MS su colonna chirale. 

Questo comportamento è stato confermato dalla reazione di 1-fenil-1,2-

propandione 1e che produce soltanto l’alcol chirale 2e (45%, ee 76%), 

probabilmente a causa da una parte della bassa elettrofilicità del carbonile 

benzilico e, dall’altra, dell’ingombro sterico sul C2. D’altra parte l’incapacità di 

acetilacetoino sintasi di trasferire il carbanione benzoilico è dimostrato dal fatto 

che la reazione con 1,2-difeniletandione non da prodotti di “homo-coupling” 

(Schema 3). 

 

 

Schema 3. Reazione di AAS con 1,2-difeniletandione 

 

Data la versatilità di AAS come biocatalizzatore, si è pensato di sperimentarne le 

potenzialità sintetiche anche in reazioni di “cross-coupling” utilizzando un 

donatore diverso dall’accettore. La reazione è stata condotta utilizzando il 

dichetone 1b in eccesso e il dichetone 1e in difetto, così che il primo fungesse da 

“donatore” dell’aldeide e il secondo da “accettore” (Schema 4). 
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Schema 4. Reazione di cross-coupling catalizzata da AAS 

 

In queste condizioni il prodotto principale è il prodotto di “cross-coupling” 4 

(62%, ee 85%), rispetto al prodotto di “homo-coupling” 2b (18%). Questo 

suggerisce una preferenza di AAS per l’acetil carbanione rispetto al pronionile ed 

ad altri carbanioni alcanoici. Rapporti variabili di questi due prodotti si ottengono 

variando le quantità iniziali di donatore ed accettore (Figura 1), mentre il 

prodotto di “cross-coupling” 5 non si ottiene in nessun caso. 

 
 

Figura 1. Distribuzione dei prodotti di “cross-coupling” di 1a e 1b 



 

 
59 

Questo risultato è una conferma dell’alta capacità di trasferire l’anione acetile 

rispetto al propionile e quindi chiude la possibilità di utilizzare potenziali acetil 

donatori come accettori per altre catene aciliche. 

Il lavoro di ricerca illustrato è il primo esempio di applicazione per scopi sintetici 

di AAS da B. licheniformis. Questo enzima è risultato essere un versatile  

catalizzatore per la sintesi di -idrossi--alchil--dichetoni, accenttando substrati 

diversi dal naturale e rivelandosi unico all’interno della famiglia di enzimi ThDP-

dipendenti finora noti in letteratura per quanto riguarda due aspetti fondamentali: 

i) il meccanismo catalitico e ii) la capacità di accettare -dichetoni come donatori 

di carbanioni acetilici. Come si può osservare dal meccanismo di reazione relativo 

alla condensazione di due molecole di 2,3-butandione (diacetile) 1a, il substrato 

naturale di AAS, il passaggio chiave che contraddistingue la catalisi di questo 

enzima è l’idrolisi a cui è sottoposto il primo intermedio che si forma legato alla 

tiamina, in seguito all’attacco nucleofilo del C2 dell’anello tiazolidinico, da cui 

deriva il rilascio di idrossietil-tiamina difosfato e acido acetico (Schema 5). 

Questo aspetto rende il meccanismo catalitico di AAS peculiare rispetto a quello 

degli altri enzimi ThDP-dipendenti (PDC, TK ecc.) (Cap. 1, par. 1.3.3) in cui i 

gruppi uscenti sono CO2 o D-gliceraldeide-3-fosfato [2,21]. 
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Schema 5.  Idrolisi dell’intermedio legato alla tiamina: peculiarità del 

meccanismo catalitico di AAS 
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Il secondo importante aspetto che rende nuova AAS è quello di accettare come 

donatori degli 1,2-dichetoni simmetrici e non simmetrici in reazioni di homo- e 

cross-coupling. Esiste, infatti, in letteratura solo un’altra sintasi ThDP-dipendente, 

YerE, descritta sempre nel 2010 [48], che è in grado di sintetizzare alcoli terziari 

chirali ma che si serve del piruvato come donatore per l’ ”umpolung” dell’aldeide 

e di 1,2-dichetoni solo come accettori finali nelle reazioni di coupling. 

La novità, descritta in questo lavoro, consiste nell’aver individuato un 

biocatalizzatore versatile come nuovo strumento per reazioni di formazione di 

legami C-C. Questo ha permesso di sintetizzare nuovi -idrossi--alchil--

dichetoni chirali, che rappresentano interessanti “building blocks” [46,49,50].  

Alla conclusione di questo lavoro la caratterizzazione di tutti i nuovi alcoli terziari 

è stata completa dal punto vista chimico ma è rimasta da definire la 

configurazione assoluta dei centri chirali che verrà risolta mediante 

trasformazione dei prodotti ottenuti (Cap. 5).  

Per la caratterizzazione dei prodotti, la descrizione della procedura sperimentale e 

il dettaglio dei materiali e metodi utilizzati viene riportato l’articolo (allegato A) e 

gli spettri 
1
H e 

13
C NMR, GC ed MS dei nuovi -idrossi-1,3-dichetoni sintetizzati  

e completamente caratterizzati (allegato B).  Come allegato C è riportato il Report 

DSMZ ricevuto nel 2011 con l’identificazione di B. licheniformis. 



 

 
61 

 

 

A) 

 



 

 
62 

 

 



 

 
63 

 

 



 

 
64 

 

 



 

 
65 

 

 

 



 

 

66 

B) Spettri 
1
H e 

13
C NMR  
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GC e MS del composto  2d 
O O

HO  
 

 

 
 

 

Data File 
RT 

(min) Area 
Area 
(%) 

2-3 esandione 24H22-06-200916.56.43.SMS 20.880 4,99E+06 83,6 

2-3 esandione 24H22-06-200916.56.43.SMS 20.991 2,55E+07 16,4 
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GC e MS del composto 2e 

 
O O

HO
 

 

 

 
 

 

Data File RT (min) Area Area (%) 

1Ph 12propandione23-06-200910.27.31.SMS 16.634 4,28E+06 11,9 

1Ph 12propandione23-06-200910.27.31.SMS 16.731 3,18E+07 88,1 
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Reazione di cross-coupling  di 1b e 1c AAS-catalizzata: analisi GC della 

miscela di reazione  
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GC e MS del composto  4 

   

O O

HO  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Data File 
RT 

(min) Area 
Area 
(%) 

Cross26-06-200910.17.33.SMS 19.265 1,70E+07 95,4 

Cross26-06-200910.17.33.SMS 19.736 819672 4,6 
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C) 
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CAPITOLO 4 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

SINTESI  DI  ALCOLI  TERZIARI: 

APPROCCIO  BIOMIMETICO 
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Il meccanismo catalitico di AAS e la sua applicazione alla sintesi asimmetrica 

(Cap. 3) ha spinto i ricercatori con cui ho collaborato a studiare un approccio 

biomimetico od organocatalitico, basato sulla tiamina che funge da pre-

catalizzatore, come metodologia alternativa per la formazione di legami carbonio-

carbonio nella sintesi di alcoli terziari.  

Oggi si trovano disponibili carbeni stabili che derivano dall’imidazolo e dal 

triazolo e che si comportano come ligandi nella catalisi. Gli N-eterocicli carbeni 

(NHC), come riportato nella review di Herrmann and Kocher [52], svolgono 

principalmente la funzione di nucleofili e trovano molteplici applicazioni 

operando come la tiamina difosfato, un sale di tiazolio che in natura funge da 

cofattore per molti enzimi (Cap. 1, par. 1.4) (Schema 1). 
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Schema 1. Meccanismo generale della catalisi degli N-eterocicli carbeni 

 

Prendendo spunto dall’attività dell’enzima acetilacetoino sintasi (AAS), che 

grazie alla presenza del cofattore tiamina difosfato, catalizza reazioni di 

formazione di legami C-C di tipo aciloinico (Cap. 3) [40], sono stati approfonditi 

aspetti più chimici della catalisi ThDP-dipendente. Sono stati sintetizzati in 

versione racemica gli stessi -idrossi--alchil--dichetoni ottenuti e caratterizzati 

per via enzimatica ed anche -idrossi-1,3-chetoesteri. Il lavoro pubblicato nel 

2011 su Tetrahedron [56] dimostra la versatilità dell’approccio biomimetico 

proposto che rappresenta un significativo passo in avanti nella chimica degli NHC 

(Schema 2). 
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Schema 2. Sintesi di-idrossi-1,3-dichetoni e -idrossi-1,3-chetoesteri  

utilizzando -dichetoni come acil-donatori 

 

Ispirandosi al precedente studio enzimatico (Cap.3), sono stati impiegati come 

catalizzatori la tiamina cloridrato 2a e il sale di tiazolo 2b, analogo della tiamina 

(Figura 1),  
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Figura 1. Tiamina cloridrato 2a e sale di tiazolo 2b  

 

in reazioni di homo-coupling utilizzando il 2,3-butandione (diacetile) 1a come 

donatore ed accettore di acil-anioni (Schema 3).  
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Schema 3. Homo-coupling di 2,3-butandione 1a  
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Le diverse prove eseguite per ottimizzare la reazione di homo-coupling sono 

riportate in Tabella 1. 

 

Tabella 1. Ottimizzazione della reazione di homo-coupling del dichetone 1a
a
  

Reazione Catalizzatore 

(mol %) 

Solvente Tempo 

(h) 

3a 

(resa %)
b
 

1
c
 2a (100) H2O 5 <5 

2
c
 2a (100) EtOH 5 75 

3
c
 2a (100) PEG400 3 95 

4
c,d

 2a (100) PEG400 3 90 

5
e
 2a (20) PEG400 48 45 

6
e
 2b (20) PEG400 12 95 

7
d,e

 2b (20) PEG400 12 91 

a
Reazioni condotte con  2.0 mmol di 1a (0.5 M). 

b
Resa isolata. 

c
Et3N: 200 mol%.  

d
Reazioni condotte con il riciclo di  2 e del PEG400 dopo aver aggiunto nuova Et3N. 

e
Et3N:100 

mol%. 

 

La presenza di una base nell’ambiente di reazione è fondamentale per ricreare la 

forza basica presente nel sito attivo degli enzimi ThDP-dipendenti come AAS: 

nello specifico i risultati migliori si sono ottenuti con Et3N. La reazione di homo-

coupling catalizzata dalla tiamina cloridrato 2a inizialmente è stata condotta in 

H2O ma le rese di acetilacetoino 3a sono state inferiori al 5%. Il prodotto ha 

mostrato di essere fortemente instabile e di degradarsi nell’ambiente di reazione 

anche utilizzando, al posto di Et3N, una base debole come il sodio bicarbonato. 

Con il supporto dei dati riportati in letteratura che riportano la degradazione di 3a 

in ambiente basico e ad elevate temperature[61], si può affermare che l’instabilità 

di 3a sia dovuta al concomitante impiego di  H2O come solvente e di una base. 

Conferma di questo si è avuta dalla condensazione di 1a, con tiamina cloridrato 

2a accoppiata a Et3N, in etanolo (EtOH) (Reazione 2). In questo caso il prodotto 

atteso 3a è stato ottenuto con una resa del 75%. Questo risultato soddisfacente ci 

ha spinto ad utilizzare come mezzo di reazione il polietilenglicole (PEG400), un 

solvente non tossico impiegato in “green chemistry”, che ha facilitato il workup 

delle reazioni, permettendo il riciclo del cofattore. La reazione con il dichetone 1a 
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(0,5 M), tiamina cloridrato 2a (1 equiv) ed Et3N (2 equiv) in PEG400, dopo 3h, 

fornisce il prodotto desiderato 3a con una resa praticamente quantitativa (95%) 

(Reazione 3). Da sottolineare è il fatto che, in fase di estrazione, il PEG400 

intrappola il catalizzatore 2°, mentre il prodotto 3a passa nel solvente organico; 

aggiungendo nuovamente al PEG400 il dichetone ed Et3N, il catalizzatore può 

essere riciclato mantenendo soddisfacenti le rese del prodotto 3a (90%) (Reazione 

4). Il catalizzatore è stato riciclato fino a 5 volte con minima perdita del prodotto, 

in termini di resa del prodotto isolato. L’unico svantaggio nell’impiego del 

catalizzatore 2a è che i risultati migliori si ottengono se viene utilizzato in 

quantità stechiometrica. Quando si passa a condizioni catalitiche, infatti, i tempi di 

reazione si allungano notevolmente (48h) e le rese di 3a si abbassano (45%) 

(Reazione 5). E’ stato impiegato come catalizzatore anche il sale di tiazolo 2b, un 

prodotto commerciale analogo semplificato della tiamina. Questo secondo 

catalizzatore ha dato risultati migliori rispetto a 2a sia nella fase di riciclo, sia 

nella possibilità di essere utilizzato in quantità catalitiche (Reazioni 5, 6 e 7). 

La versatilità del sistema è stata dimostrata successivamente in reazioni di homo-

coupling su differenti donatori-accettori di acil-anioni. Sono stati impiegati una 

selezione di -dichetoni commerciali 1b-f, simmetrici e non simmetrici, già 

precedentemente utilizzati come substrati delle reazioni catalizzate da AAS (Cap. 

3) (Schema 4).  
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Schema 4. Reazioni di homo-coupling con -dichetoni commerciali  
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Nella Tabella 2 sono riportati i risultati ottenuti nelle reazioni di homo-coupling  

catalizzate dal sale di tiazolo 2b degli -dichetoni 1b-f. 

 

Tabella 2. Reazioni di homo-coupling
a
con -dichetoni 1b-f 

-idrossi-1,3-dichetone

Et

O

3b 

(82%)

Et

HO Et

O

Me

O

3c 

(74%)
c

Et

HO Me

O

Me

O

4c

(7%)
c,d

Me

HO Et

O

5f 
(75%)

-dichetone

Et

O

Et

O

1b

Me

O

Et

O

1c

Ph

O

Me

O

1f

Ph

OH

Me

O

Me

O

3d 

(61%)
e

Pr

HO Me

O

Me

O

4d 

( 27%)
d,e

Me

HO Pr

O

Me

O

Pr

O

1d

Me

O

3e 

(63%)
f

Bu

HO Me

O

Me

O

4e
 

(19%)
d,f

Me

HO Bu

O

Me

O

Bu

O

1e

 
a2.0 mmol di dichetone (0.5 M). bresa prodotto isolato. cTracce (<10%) di prodotto di coupling 

con trasferimento del propionile (Analisi GC-MS e 1H NMR). dRese determinate con analisi 1H 

NMR della miscela di reazione. eTracce (<10%) di prodotto di coupling derivato dal trasferimento 

del butanoile. fTracce (<10%) del prodotto di  coupling derivato dal trasferimento del pentanoile. 

 

Dalle reazioni di homo-coupling con -dichetoni 1b-e è stato possibile ottenere 

con rese soddisfacenti gli stessi -idrossi-1,3-dichetoni 3b-e e 4c-e, già 

precedentemente caratterizzati dalle reazioni con AAS (Cap. 3), ma in questo caso 

in forma racemica.  Come già riportato nel capitolo 3, è possibile notare che 
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quando l’-dichetone è non simmetrico 1c-e il trasferimento dell’acil-anione 

(MeCO
-
) è predominante rispetto a quello degli altri carbanioni che generano, 

invece, differenti prodotti, presenti solo in tracce nella reazione. Inoltre, l’acil-

anione è preferibilmente trasferito sul carbonile meno ingombrato della seconda 

molecola di substrato che funge da accettore, come si nota dalle differenti rese dei 

regioisomeri 3d (61%) / 4d (27%) e 3e (63%) / 4e (19%). Risultato analogo si 

ottiene anche con l’approccio catalizzato dall’enzima AAS (Cap. 3).  

Risultato inatteso è, invece, quello dato dall’homo-coupling del dichetone 1f che 

porta all’aciloino 5f (75%). La spiegazione di tale comportamento si può trovare 

nel meccanismo con cui avviene la catalisi (enzimatica e biomimetica) delle 

reazione di homo-coupling. Nello Schema 5 viene riportato il meccanismo 

partendo dal dichetone 1a. 
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Schema 5. Meccanismo catalitico proposto per la reazioni di homo-coupling di -

dichetoni per via chimica ed enzimatica 

 

La catalisi inizia con la deprotonazione dell’anello tiazolidinico, della tiamina 

nell’approccio enzimatico o dei suoi analoghi in quello chimico, e l’attacco 
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nucleofilo su una molecola di 1a che funge da acil-donatore. Si forma così 

l’intermedio II che viene poi idrolizzato, dall’H2O nella catalisi enzimatica e dal 

PEG400 in quella chimica, generando l’intermedio III con il rilascio di acido 

acetico o di PEG400 acetilato. L’intermedio III, sfruttando l’umpolung 

dell’aldeide, compie il secondo attacco nucleofilo su una seconda molecola di 1a 

per dare l’intermedio IV che riarrangia, permettendo il rilascio del prodotto atteso 

3a e del catalizzatore nella sua forma di ilide. Il meccanismo riportato nello 

Schema 5 è applicabile a tutte le reazioni condotte sugli -dichetoni 1b-e ad 

eccezione del caso specifico del dichetone 1f che presenta come sostituente un 

fenile (Tabella 2) e da cui si ottiene l’idrossichetone 5f, al posto dell’aspettato -

idrossi-1,3-dichetone 3f ottenuto dalle precedenti sintesi enzimatiche con AAS 

(Figura 2). 

 

 

Figura 2. Prodotto di homo-coupling di 1f ottenuto dalla sintesi enzimatica. 

 

Il meccanismo proposto per la formazione di 5f nella sintesi biomimetica è 

riportato nello Schema 6. 
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Schema 6. Reazione biomimetica di homo-coupling del dichetone 1f 

 

Anche in questo caso si ipotizza la formazione dell’intermedio di Breslow V che 

segue un’evoluzione anomala a causa della presenza del fenile. Viene proposto un 

riarrangiamento prototropico che porta all’intermedio VI; successivamente, 

questo è stabilizzato dal trasferimento dell’idruro su una seconda molecola di 

substrato 1f  che viene ridotto ad idrossichetone 5f dando l’intermedio VII. Il 

successivo attacco nucleofilo di PEG400 sull’intermedio VII è l’unica strada che 

permette la rigenerazione del catalizzatore. Evidenze sperimentali che avvalorano 

l’ipotesi di questo meccanismo sono da una parte la caratterizzazione del prodotto 

5f e dall’altra la presenza di PEG benzoilato distinguibile dalle analisi 
1
H NMR. 

La versatilità del sistema biomimetico catalizzato dal sale di tiazolo 2b è stata 

dimostrata in reazioni di cross-coupling tra il dichetone 1a e una serie di -

chetoesteri 6-9  che ha portato alla sintesi di una serie di -idrossi-1,3-chetoesteri 

10-13 (Schema 7). 
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Schema 7. Reazioni di cross-coupling con -dichetone 1a e -chetoesteri 6-9  

 

I risultati di queste reazioni di cross-coupling sono riportati nella Tabella 3.  

 

Tabella 3. Reazioni di cross-coupling
a
 tra -dichetone 1a e -chetoesteri 6-9
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Gli -idrossi-1,3-chetoesteri 10-13 sono stati ottenuti con rese soddisfacenti (48-

58%). Questi risultati rappresentano un’interessante esempio dell’applicazione 

alla sintesi degli NHC in quanto al momento esistono solo pochi esempi in 

letteratura di accoppiamenti aldeidi-chetoni inter-molecolari [54], con la sola 

eccezione di un recente lavoro del 2011 che descrive reazioni di cross-coupling 

altamente chemoselettive tra aldeidi alifatiche e aldeidi aromatiche orto-sostituite 

[55].  

Da un punto di vista più biochimico, inoltre, al di là dell’interesse che possono 

suscitare per le molteplici applicazioni sintetiche che ne possono derivare, queste 

reazioni organocatalizzate hanno permesso di comprendere più a fondo e 

confermare la osservazioni già descritte sul meccanismo catalitico della AAS 

[40]. 

Per la caratterizzazione dei prodotti, la descrizione della procedura sperimentale e 

il dettaglio dei materiali e metodi utilizzati viene riportato l’articolo (Allegato A) 

e gli spettri 
1
H e 

13
C NMR dei prodotti sintetizzati (Allegato B).  
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CAPITOLO 5 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

RIDUZIONI  STEREOSELETTIVE  

 DI  -IDROSSI-1,3-DICHETONI 
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Il lavoro che qui è descritto rappresenta l’immediato sviluppo dello studio relativo 

alla sintesi di alcoli terziari catalizzata da acetilacetoino sintasi (AAS) da B. 

licheniformis [40], discusso nel capitolo 3, e lo completa con la determinazione 

della stereochimica assoluta dei composti ottenuti. Gli -alchil--idrossi--

dichetoni 2a-g (resa 30-45%) e i relativi regioisomeri 3b-d, ottenuti dalle reazioni 

di homo e cross-coupling, catalizzate da acetilacetoino sintasi, (AAS) tra -

dichetoni 1a-f, sono stati caratterizzati nel lavoro precedente (Schema 1). 

L’attribuzione della stereochimica del carbonio quaternario chirale dei composti 

2b-e e 2g, ottenuti con buoni eccessi enantiomerici (ee 67-91%), è stata 

determinata mediante la riduzione enzimatica regio- ed enantioselettiva con 

acetilacetoino  reduttasi da B. licheniformis (AAR), enzima (S)-stereospecifico, 

che ha portato agli -diidrossichetoni 4a-e e 4g con rese elevate (60-70%) e 

ottimi eccessi enantiomerici (> 95%) (Schema 1).  

 

 

 

Schema 1. Applicazione sintetica di AAS e AAR da B. licheniformis 
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Acetilacetoino reduttasi (AAR), purificata e caratterizzata dal mio gruppo di 

ricerca [34], appartiene al medesimo “ciclo del butandiolo” di B. licheniformis di 

cui fa parte anche acetilacetoino sintasi (AAS). Questa reduttasi, già utilizzata per 

scopi biocatalitici in riduzioni di dichetoni variamente sostituiti nei corrispondenti 

(S,S)-dioli [35], era stata identificata con il nome di B. stearothermophilus diacetil 

reduttasi (BSDR). Assodata la nuova recente identificazione di B. 

stearothermophilus come B. licheniformis (Cap. 2), BSDR è stata chiamata AAR. 

La riduzione regio- ed enantioselettiva degli -idrossi--dichetoni 2a-g catalizzata 

da acetilacetoino reduttasi (AAR) ha permesso di sintetizzare e caratterizzare una 

nuova categoria di dioli 4a-e e 4g, la cui struttura ritroviamo in diversi composti 

naturali (anelli macrolidici, citreodiolo e citreoviridina) [62] ed in precursori per 

la sintesi di tetraidrofurani polisostituiti [63]. L’aspetto cruciale, comunque, di 

questo lavoro è stato quello legato all’attribuzione della stereochimica dei dioli 

4a-e e 4g (Schema 1) e di conseguenza anche del centro chirale dei composti 2a-

g, originatosi dalla reazione catalizzata da AAS. Il primo stadio è stata la 

determinazione della configurazione relativa e per fare questo si è concentrata 

l’attenzione sulla riduzione del dichetone 2a che porta stereoselettivamente al 

diolo 4a (Schema 2). 

 

O O

HO

FDH




OH O

HO

NADH NAD+2a            4a  

(60%, ee > 95%)

HCOONaCO2

AAR

 

 

Schema 2. Riduzione di acetilacetoino 2a catalizzata da AAR 

 

La reazione di riduzione di 2a, catalizzata da AAR con l’estratto cellulare di B. 

licheniformis non purificato, è stata condotta in tampone fosfato in presenza di 

sodio formiato (5 equiv.) e formiato deidrogenasi (FDH) per il riciclo del 
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cofattore NADH. Dopo 3h, è stato possibile isolare un unico prodotto, il 3-metil-

3,4-didrossi-2-pentanone 4a (Schema 2), con una resa del 60%. Analisi 
1
H NMR 

e GC-MS hanno confermato trattarsi di un unico diastereoisomero. Da lavori 

precedenti [34][35], AAR è risultato un enzima (S)-stereospecifico e quindi il 

carbonile che viene ridotto ha presumibilmente stereochimica S.  Per determinare 

se il carbonio quaternario in al carbonile fosse in posizione syn o anti rispetto al 

nuovo centro chirale formatosi, 4a è stato trasformato nel derivato diossolanico 5a 

e su questo sono stato condotti gli esperimenti NOE (Schema 3). 
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O
O
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3

4

5

O
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Schema 3. Esperimento NOE sul derivato diossolanico 5a 

 

L’esperimento NOE sul derivato diossolanico 5a ha permesso di stabilire che il 

composto 4a ottenuto dalla riduzione catalizzata da AAR è in configurazione syn: 

un effetto NOE, infatti, è misurabile tra i metili C4 e C5, in cis rispetto all’anello 

diossolanico, mentre nessun segnale è osservato tra il protone legato al C5 e il 

metile legato a C4. Per confermare l’effettiva configurazione syn del 

diastereoisomero 4a sono stati eseguiti degli esperimenti ulteriori di confronto sui 

derivati diossolanici ottenuti, questa volta, per riduzione chimica del composto 2a 

(Schema 4). 
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Schema 4 . Esperimenti NOE sulle coppie di diastereoisomeri syn- ed anti-5a 

ottenuti per riduzione con NaBH4 

 

L’acetilacetoino 2a è stato ridotto chimicamente con difetto di NaBH4; i dioli 

ottenuti sono stati poi derivatizzati nei corrispondenti diossolani. Dalla reazione di 

riduzione chimica aspecifica è possibile ottenere tutte e quattro le possibili coppie 

di diastereoisomeri syn ed anti-5a che mostrano set di segnali distinti all’analisi 

1
H NMR. Conducendo esperimenti NOE sulle coppie di diastereoisomeri è stato 

possibile confermare i risultati precedentemente ottenuti sul prodotto derivato 

dalla sintesi con AAR (Schema 3). Il diastereoisomero anti-5a mostra effetto 

NOE tra il protone legato al C5 e il metile al C4, ma nessun segnale tra i metili al 

C4 e al C5, mentre il syn mostra effetti NOE opposti. In conclusione, con questo 

secondo esperimento NOE è stato possibile affermare con certezza che il 

diastereoisomero 4a ottenuto dalla riduzione con AAR di 2a  (Schema 2) è in 

configurazione syn (Figura 1).  
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OH

HO

O

syn-4a

(S)

(R)

 

 

Figura 1.  Diasteroisomero syn-4a ottenuto dalla riduzione stereoselettiva con 

AAR 

 

Dati questi risultati e dall’ipotesi che la riduzione con AAR sia (S)-

stereospecifica, la configurazione relativa del diolo 4a dovrebbe essere 3(R), 4(S). 

Questa ipotesi è stata confermata trasformando il derivato diossolanico syn-5a 

nell’antipode di un prodotto naturale, il (+)-citreodiolo (Schema 5), di cui è nota 

in letteratura  la configurazione assoluta dei centri chirali [64]. 
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Schema 5.  Sintesi del (+)-citreodiolo  da syn-5a  

 

Inizialmente, il derivato syn-5a è stato ridotto con sodio boroidruro (i) per 

ottenere l’alcol 6 (resa del 65%); successivamente il composto 6 è stato convertito 

nell’allil diolo 7 (40%) in un procedimento one-pot che prevede l’attivazione 

dell’alcol 6 con anidride triflica (Tf2O) (ii) e la sua eliminazione con formazione 

del doppio legame, con l’aggiunta di 1,8-diazabiciclo[5.4.0] undec-7-ene (DBU) 

(iii) e acido p-toluen solfonico (p-TsOH) (iv). Anche i due passaggi successivi che 
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portano dall’olefina 7 al citreodiolo 8 (67%) sono stati condotti one-pot: cross-

metatesi (v) di 7 con acroleina, promossa da un catalizzatore Hoveyda-Grubbs di 

seconda generazione, seguita dall’olefinazione di Wittig (vi) con un’ilide di 

fosfonio precedentemente sintetizzata [65]. Attraverso i passaggi descritti è stato 

possibile ottenere il (+)-citreodiolo, antipode del prodotto naturale, descritto in 

letteratura e di cui è riportata la configurazione assoluta sulla base della 

descrizione degli spettri NMR e del potere rotatorio ([D) [64]. Confrontando la 

caratterizzazione del prodotto naturale con i dati spettrali e gli esperimenti NOE 

condotti sul derivato 5a è stato possibile confermare la sua configurazione syn ed 

assegnare la configurazione assoluta 3(R) e 4(S) ai due centri chirali del composto 

4a (Figura 1). 

Sulla base dei soddisfacenti risultati ottenuti, si è pensato di estendere le riduzioni 

regio ed enantioselettive con AAR a tutta la gamma di -idrossi--dichetoni 2b-g 

(Schema 1), ottenuti dalle reazioni di homo e cross-coupling catalizzate da AAS 

(Cap.3). A causa della difficoltà separativa in fase di purificazione, i composti 2b-

d e 3b-d (Schema 1) sono stati utilizzati in miscela nella reazione di riduzione 

con AAR. Gli -diidrossichetoni ottenuti dalle riduzioni catalizzate da AAR 

sono riportati nella  Tabella 1. 

I prodotti 4b-e e 4g sono stati ottenuti con rese soddisfacenti (61-70%) ed 

eccellenti eccessi diastereomerici ed enantiomerici (de > 95%; ee > 95%). E’ 

interessante notare che i dichetoni prochirali 3b-d (Schema 1) non sono substrati 

per AAR; di conseguenza, la riduzione enzimatica è un valido metodo per la 

risoluzione cinetica delle miscele di regioisomeri 2b-d e 3b-d (Schema 1) e può 

sostituirsi alla separazione per cromatografia flash, data l’intrinseca instabilità dei 

dichetoni 2a-e e 2g e 3b-d (Schema 1) a contatto con la silice [61a]. Inoltre, 

alcuni aspetti peculiari dell’attività catalitica di AAR in relazione alla sua 

tollerabilità di substrato possono essere dedotti da alcuni risultati sperimentali 

(Tabella 1). 



 120 

 

Tabella 1. Reazioni di riduzione catalizzate da AAR dei composti 2a-g  

-idrossi-1,3-dichetone 
(ee%)a 

tempo 
(h) 

-diidrossichetone 
resa %b (ee %)a 

   
2a 

 
 

3  
4a 60 (> 95) 

 
2b (70) 

 
 

3 
 

4b 61c (> 95) 

 
2c (67) 

 
 

4 
 

4c 65c (> 95) 

 
2d (72) 

 
 

4 
 

4d 70c (> 95) 

 
2e (76) 

 
 

5 
 

4e  63 (>95) 

 
2f 

 
 

12 

 
 

nessuna reazione 

 
2g (91) 

 
 

12 

 
4g 63 (>95) 

a 
Determinate da analisi GC chirale (vedi parte sperimentale).

b 
Rese isolate. 

c
 Rese isolate 

basate su -idrossi-1,3-dichetone 2. 

 

Il composto 2f ad esempio non viene ridotto dall’enzima nemmeno prolungando i 

tempi di reazione; il composto 2e e 2g vengono invece convertiti negli -

diidrossichetoni corrispondenti ma in tempi lunghi rispetto agli altri substrati (5 h 

e 12 h invece di 3 h). Si può quindi affermare che la catalisi di AAR sia inibita in 
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presenza di substrati con gruppi più ingombranti di un metile legati al C 

quaternario. Osservando infine i prodotti di riduzione 4a-e e 4g ed i loro eccessi 

enantiomerici si può affermare che AAR è altamente regiospecifica per la 

riduzione del carbonile meno stericamente impedito (MeCO
-
) dei substrati 2b-e e 

2g ed enantioselettiva per l’enantiomero maggioritario (R) degli -idrossi--

dichetoni. L’enantiomero minoritario (S), infatti, dei composti 2b-e, 2g può essere 

isolato inalterato dalla reazione di riduzione, come mostrano le analisi gas 

cromatografiche su colonna chirale.  

Come per il diolo 4a la configurazione relativa degli -diidrossichetoni 4b-e e 

4g è stata determinata attraverso esperimenti NOE sui derivati diossolanici 5b-e e 

5g (Figura 2). 
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Figura 2. Esperimenti NOE sui derivati diossolanici syn-5b-e e syn-5g 

 

In accordo a quanto dimostrato per il derivato 5a (Fig. 1), la configurazione 

assoluta di 4b-e e 4g è stata assegnata assumendo che AAR trasferisca l’idruro sul 

gruppo acetilico di 2b-e e 2g sulla faccia Re, originando un (S)-metilcarbinolo, 

come evidenziato nella riduzione di 2a e nelle pregresse applicazioni sintetiche di 

questo enzima [34][35]. Per analogia, quindi, anche in questo caso la 

configurazione la configurazione del C quaternario chirale sarà (R). In 

conclusione questo lavoro ha mostrato la capacità di AAR da B. licheniformis di 

sintetizzare diastereo- ed enantioselettivamente -diidrossichetoni enantiopuri. 

La purezza ottica dei composti ottenuti è legata all’alta regioselettività di AAR 

nella riduzione e all’alta stereospecificità verso la configurazione (R) del C 

quaternario del substrato. Da questo risultato si è potuto attribuire la 
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configurazione assoluta degli -idrossi--dichetoni di partenza ottenuti dalla 

sintesi enzimatica con AAS da B. licheniformis (Cap. 3). La descrizione della 

stereochimica è riportata in Tabella 2. 

 

Tabella 2. Configurazione assoluta e potere ottico dei composti 4, 5 e 2. 

composto nome ee % D 

4a 3R,4S-diidrossi-3-metil-2-pentanone > 95 - 10.7 

5a 4R,5S-1-(2,2,4,5-tetrametil-1,3-diossolan-4-il)-

etanone 

> 95 + 46.9 

4b 4R,5S-diidrossi-3-metil-2-esanone > 95 - 8.6 

5b 4R,5S-1-(2,2,4,5-tetrametil-1,3-diossolan-4-il)-

propanone 

> 95 + 5.2 

4c 2S,3R-diidrossi-3-metil-4-eptanone > 95 - 10.0 

5c 4R,5S-1-(2,2,4,5-tetrametil-1,3-diossolan-4-il)-

butanone 

> 95 + 46.5 

4d 2S,3R-diidrossi-3-metil-4-ottanone > 95 - 8.2 

5d 4R,5S-1-(2,2,4,5-tetrametil-1,3-diossolan-4-il)-

pentanone 

> 95 + 46.4 

4e 2R,3S-diidrossi-2-metil-1-fenil-1-butanone > 95 + 8 

5e 4R,5S-1-(2,2,4,5-tetrametil-1,3-diossolan-4-il)-

benzofenone 

> 95 + 8.1 

4g 4R,5S-diidrossi-4-etil-3-esanone > 95 + 6.6 

5g 4R,5S-1-(4-etil-2,2,5-trimetil-1,3-diossolan-4-il)-

propanone 

> 95 + 51.9 

2b 3R-idrossi-3-metil-2,4-esandione 70 + 15a 

2c 3R-idrossi-3-metil-2,4-eptandione 67 + 3a 

2d 3R-idrossi-3-metil-2,4-ottandione 72 + 7.3 

2e 2R-idrossi-2-metil-1-fenil-1,3-butandione 76 + 13a 

2g 3R-idrossi-3-etil-1,3-esandione 91 + 49.8a 
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a 
I poteri ottici sono quelli riportati nel lavoro allegato al capitolo 3   

Per la caratterizzazione dei prodotti, la descrizione della procedura sperimentale e 

il dettaglio dei materiali e metodi utilizzati viene riportato l’articolo allegato 

(allegato A), gli spettri 
1
H NMR, NOE, GC ed MS dei nuovi -diidrossichetoni 

sintetizzati e completamente caratterizzati (allegato B).  
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B) 
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CAPITOLO 6 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ACETIL ACETOINO SINTASI NELLA 

SINTESI DELL’AROMA DEL TE’ 
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La chiralità è un aspetto fondamentale nella chimica dei composti biologicamente 

attivi, sia che siano applicati in campo farmaceutico sia in campo nutraceutico. La 

maggior parte delle molecole chirali volatili, descritte come profumi ed aromi, 

sono presenti in natura come miscele enantiomeriche che mostrano spesso una 

notevole prevalenza di uno dei due stereoisomeri. Quasi sempre solo uno degli 

enantiomeri è responsabile della percezione del sapore o dell'odore. La possibilità 

di disporre di tecniche di sintesi o di separazione enantioselettive è di 

fondamentale importanza per poter stabilire quale dei due enantiomeri sia il 

responsabile delle proprietà organolettiche di interesse. Una corretta 

caratterizzazione stereochimica può inoltre fornire importanti informazioni sulla 

genuinità, origine geografica, biogenesi e qualità dei prodotti alimentari. A fronte 

di queste importanti implicazioni, recentemente, si è registrato un incremento del 

numero di pubblicazioni che hanno come oggetto l’indagine stereochimica degli 

aromi naturali [67].  

Nell’ ultimo anno di dottorato l’interesse della ricerca si è concentrato sulla sintesi 

stereoselettiva di un importante componente naturale del te verde basata sulla 

catalisi dell’enzima acetilacetoino sintasi (AAS) estratto da B. licheniformis; tale 

approccio, inoltre, rappresenta un esempio di risposta alle problematiche suddette. 

La molecola in questione è il 3-idrossi-3-metil-2,4-nonandione (Fig. 1), presente 

come componente minoritario nelle miscele di composti ottenuti per estrazione 

dal te verde con etere etilico e  responsabile delle note  dolci e cremose che ne 

rendono l’infuso così gradevole al gusto [68]. 

 

 

 

Figura 1. 3-Idrossi-3-metil-2,4-nonandione, aroma naturale del te verde. 

 

Un brevetto recente ha come oggetto l’impiego del 3-idrossi-3-metil-2,4-

nonandione e di suoi analoghi, con la catena alchilica più o meno estesa, come 
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additivi alimentari in grado di aumentare la cremosità di prodotti come lo yoghurt 

[69]. La strategia di sintesi, pubblicata dagli stessi autori del brevetto [70], parte 

da 2,3-butandione e attraverso tre passaggi che prevedono l’uso del trimetilfosfito 

e dell’esanoil cloruro permette di isolare il prodotto desiderato 5, in forma 

racemica, con una resa globale del 13% (Schema 1). La possibilità di disporre di 

una metodologia per la sintesi stereoselettiva del composto 5 è importante 

considerando il fatto che in letteratura non è mai fatta menzione della 

configurazione assoluta del composto naturale. 
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 Schema 1. Sintesi del 3-idrossi-3-metil-2,4-nonandione proposta da Alaini [70] 

 

La sintesi chemo-enzimatica del 3-idrossi-3-metil-2,4-nonandione proposta in 

questo capitolo (Schema 2) prevede un primo passaggio dal quale, attraverso 

l’idratazione con HgO e H2SO4 del triplo legame terminale di 1-octin-3-olo 6, un 

prodotto commerciale, si ottiene la formazione dell’idrossichetone 7 con resa del 

90%. La successiva ossidazione con piridinio clorocromato (reattivo di Jones) del 

composto 7 permette di isolare con ottime rese (85%) il 2,3-nonandione 8 [71]. 

L’-dichetone 8 viene utilizzato come substrato in una reazione di homo-coupling 

catalizzata da AAS, condotta seguendo la stessa metodologia illustrata nel 

capitolo 3. Come previsto si ottiene l’R-3-idrossi-3-metil-2,4-nonandione 5 (50%, 

con resa globale del 18%). Come già riportato per le reazioni di homo-coupling di 

-dichetoni non simmetrici (Cap. 3) [40], anche in questo caso il trasferimento 
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dell’acetil-anione catalizzato da AAS porta alla formazione di 5 e del suo 

regioisomero simmetrico 9 (18%), con il rilascio di acido esanoico. L’acido 

esanoico viene eliminato lavando l’estratto organico della miscela di reazione con 

una soluzione acquosa di NaHCO3, mentre la separazione dei due regioisomeri si 

ottiene per cromatografia flash.  
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OHC5H11

HgO/H2SO4

H2O

100°C

Jone's

CH2Cl2
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pH 6.5

6 7 (90%)

8 (85%) 9 (18%)5 (50%)

+

 

 

Schema 2. Sintesi chemo-enzimatica di 3-metil-2,4-nonandione 5 

 

L’analisi GC-MS su colonna chirale del prodotto 5 purificato indica un eccesso 

enantiomerico del 70% che, sulla base di quanto precedentemente affermato 

sull’enantioselettività delle reazioni catalizzate da AAS (Cap. 3 e 5), è attribuibile 

all’enantiomero con configurazione R (Fig. 2).  

Il composto 5 è stato utilizzato direttamente come standard per determinare la 

configurazione assoluta del prodotto naturale presente negli estratti ottenuti da 

alcuni tipi di tè disponibili in commercio e provenienti sia dalla grossa 

distribuzione che da erboristerie (Fig. 3). 
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Figura 2. Analisi GC-MS chirale della miscela enantiomerica di 3-idrossi-3-

metil-2,4-nonandione 5 ottenuto da sintesi enzimatica con AAS 

 

 

 

Figura 3. Estratti in etere ottenuti da tre differenti campioni di tè 
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L’analisi comparata tra il composto 5 ottenuto per sintesi e quello presente negli 

estratti dei campioni di tè commerciale è stata eseguita per GC-MS su colonna 

chirale. I dati attualmente a nostra disposizione sono quelli ottenuti dall’analisi di 

tre differenti campioni (VL, VS, NS), ma è in programma l’estensione dell’analisi 

ad un maggior numero di estratti. I risultati sono riportati nella Figura 4.  

 

 

 

Figura 4. Analisi GC-MS chirale comparate del 3-idrossi-3-metil-2,4-nonandione 

5 per sintesi chemo-enzimatica e per estrazione dalla matrice naturale 

 

E’ molto interessante notare che il composto 5 presente nei diversi estratti ha 

approssimativamente la stessa composizione enantiomerica di quello ottenuto per 

sintesi chemo-enzimatica. L’ipotesi attualmente accreditata sulla formazione del 
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composto 5 nelle foglie di tè [68] prevede che esso abbia origine dalla foto-

ossidazione del precursore 3-metil-2,4-nonandione (Schema 3).  

 

O O
O O

OH

3-metil-2,4-nonandione 5

light exposure

h

 

 

Schema 3. Origine foto-ossidativa di 3-idrossi-3-metil-2,4-nonandione [68] 

 

Il fatto che l’-idrossi-dichetone 5 presente negli estratti non si presenti in forma 

racemica potrebbe essere spiegato ipotizzando che il processo foto-ossidativo 

risenta dell’ambiente intrinsecamente chirale all’interno del quale avviene. Nei 

nostri laboratori, è in corso il tentativo di separare completamente i due 

enantiomeri del composto 5. La strategia ideata è illustrata nello Schema 4.  
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Schema 4. Strategia enzimatica per la risoluzione cinetica di 3-idrossi-3-metil-

2,4-nonandione 5 

 

Il composto 5 ottenuto con un ee del 70% verrà ridotto al corrispondente diolo 10 

utilizzando AAR come catalizzatore. Vista l’alta enantioselettività mostrata 
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dall’enzima nelle riduzioni degli omologhi inferiori (Cap. 5), ci si attende di 

ottenere il diolo trans-2S,3R-11 con un elevato grado di purezza ottica e, di 

conseguenza, di poter recuperare l’enantiomero 3S-5 con un altrettanto elevato 

eccesso enantiomerico. L’ossidazione chimica del diolo 11, infine, permetterà di 

avere il composto 3R-5 otticamente puro. Partendo dai due enantiomeri 

perfettamente separati sarà possibile intraprendere lo studio delle proprietà 

organolettiche ad essi associate.  

Di seguito è riportata la parte sperimentale (Allegato A) relativa alla sintesi 

chemo-enzimatica dell’aroma naturale 3-idrossi-3-metil-2,4-nonandione 5 e 

l’analisi 
1
H-NMR e 

13
C NMR (Allegato B).  
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A) Parte sperimentale 

 

Sintesi di 2,3-ottandione 8 

1-Ottin-3-olo 6 (1.0 g, 7.9 mmoli) viene aggiunto goccia a goccia ad una 

soluzione di HgO (6.9 g, 32 mmoli) e H2SO4 (1.7 ml) in H2O (50 ml) e distillato 

in corrente di vapore. Il distillato viene saturato con NaCl e la fase organica 

separata mentre la fase acquosa viene estratta nuovamente con etere etilico (2 x 30 

ml). Gli estratti organici riuniti vengono anidrificati con Na2SO4 anidro ed 

evaporati ottenendo il 3-idrossiottan-2-one 7, come olio giallo (1.02 g, 7.1 mmoli, 

90%): 
1
H NMR (CDCl3)  4.20 (t, J = 6 Hz, 1H), 2.20 (s, 3H), 1.80 (br s, 1H, 

OH), 1.60-1.40 (m, 2H), 1.40-1.20 (m, 6H), 0.90 (t, J = 7 Hz, 3H); 
13

C NMR 

(CDCl3)  210.0, 76.8, 33.4, 31.6, 25.1, 24.3, 22.4, 13.9. Al composto 7 (1.0 g, 6.9 

mmoli) sciolto in CH2Cl2 (50 ml) viene aggiunto piridinio clorocromato (4.3 g, 20 

mmoli) e si lascia sotto agitazione per 3 h a temperatura ambiente. Si diluisce la 

reazione con etere etilico (200 ml) e la miscela viene filtrata su una colonna di gel 

di silice (4x6 cm) usando come eluente etere etilico. Dopo evaporazione si ottiene 

2,3-ottandione 8 (0.93 g, 6.0 mmoli, 85%): 
1
H NMR (CDCl3)  2.70 (t, J = 7 Hz, 

2H), 2.15 (s, 3H), 1.65-1.55 (m, 2H), 1.40-1.20 (m, 6H), 0.90 (t, J = 6 Hz, 3H); 

13
C NMR (CDCl3) 199.5, 197.6, 35.6, 31.2, 23.7, 22.7, 2.3, 13.8. 

     

Sintesi di 3-idrossi-3-metil-2,4-nonandione 5 

Il composto 8 (0,94 g, 2.0 mmoli) viene aggiunto ad una soluzione contenente 

tiammina difosfato (14 mg, 30 moli), MgSO4 (10 mg, 80 moli) in tampone 

fosfato 50 mM a pH 6.5 (50 ml). Alla soluzione si aggiunge il lisato cellulare, 

ottenuto con trattamento ad alta pressione (Frech-press, 1380 bar) e 

centrifugazione della sospensione (10.000 rpm, 10 minuti), di B. licheniformis 

DSM13 (3.5 g) in tampone fosfato 50 mM a pH 6.5 (50 ml). La miscela viene 

posta sotto agitazione a 30°C per 12 h, poi scaldata a 70°C per 1 h ed infine 

centrifugata (10.000 rpm, 10 minuti). Il supernatante viene estratto con acetato di 

etile (3 x 30 ml). Gli estratti organici riuniti vengono lavati con una soluzione 
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satura di NaHCO3 ed anidrificati con Na2SO4 anidro. Dopo evaporazione del 

solvente, il residuo viene cromatografato su colonna di gel di silice (eluente 

cicloesano/acetato di etile 7:1) ottenendo 3-idrossi-3-metil-2,4-nonandione 5 (93 

mg, 0.5 mmoli, 25%):  1H NMR (300 MHz, CDCl3):  4.70 (br s, 1H, OH), 2.50 

(dt, 1H, J = 17.5 Hz, J = 7.5 Hz, CH2CO), 2.68 (dt, 1H, J = 17.5 Hz, J = 7.5 Hz 

CH2CO), 2.20 (s, 3H, CH3CO), 1.55 (s, 3H, CH3), 1.60-1.10 (m, 6H), 0.91 (t, 3H, 

J = 7.5 Hz, CH3), 1.56. Dalla stessa cromatografia è stato possibile isolare con 

bassa resa e leggermente contaminato il 3-idrossi-3-pentil-2,4-pentandione 9:
 1

H 

NMR (300 MHz, CDCl3) segnali significativi:  4.65 (br s, 1H, OH), 2.22 (s, 6H, 

2CH3CO), 2.00-1.90 (m, 2H). 
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B) 
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CAPITOLO 7 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

PURIFICAZIONE ACETILACETOINO 

SINTASI DA Bacillus Licheniformis 
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Nei capitoli precedenti è stata messa in luce l’importanza di acetilacetoino sintasi 

(AAS) da Bacillus licheniformis per la formazione di legami carbonio-carbonio.  

Un requisito fondamentale, affinché una metodologia biocatalitica possa avere 

un’ampia diffusione, è rappresentato dalla facile disponibilità del biocatalizzatore. 

In quest’ottica, parte dell’attività sperimentale dell’ultimo anno di dottorato si è 

concentrata sulla purificazione dell’enzima al fine di porre le basi per un lavoro di 

biologia molecolare volto al clonaggio del gene di AAS e alla sua over-

espressione in cellule ospite ricombinanti. Le tecniche di biologia molecolare, 

infatti, sono oggi imprescindibili per poter disporre facilmente e in tempi rapidi di 

quantità considerevoli dell’enzima desiderato, preservandone l’efficienza 

catalitica e semplificando enormemente le procedure di purificazione. Partendo 

dalla sequenza putativa del gene codificante l’enzima, ottenuto dall’analisi 

comparata delle informazioni contenute nelle banche genomiche dei 

microrganismi, si procede al clonaggio in vettori plasmidici, e poi alla 

trasformazione di cellule ospiti per l’espressione. Il clonaggio del gene target in 

una cellula ospite è un passaggio cruciale che deve tener conto di alcuni aspetti 

fondamentali:  

i) riproducibilità ed affidabilità dell’espressione proteica;  

ii) stabilità della proteina così che risulti biologicamente attiva (mantenendo 

struttura e conformazione);  

iii) facilità di recupero in fase di purificazione.  

Di solito vengono scelti ceppi di E. coli ricombinanti come cellule ospite dal 

momento che offrono i requisiti migliori in termini di ottenimento di grandi 

quantità di biomassa (crescita cellulare) e facilità di recupero/purificazione della 

proteina. Il genoma di B. licheniformis DSM 13 è stato completamente 

sequenziato ed esistono molte sequenze codificanti geni di cui ancora non si 

conosce la funzione (ORFs) (Cap. 2). Dall’analisi comparata dei genomi di altri 

microrganismi produttori di 2,3-butandiolo, appartenenti al medesimo albero 

filogenetico di B. licheniformis, è stato possibile identificare tra le ORFs alcune 
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sequenze putative codificanti geni del metabolismo dell’acetoino e, con buona 

probabilità, tra queste si dovrebbe trovare quella codificante per AAS (Cap. 2). 

 A tutt’oggi in letteratura non esiste un microrganismo per il quale sia stata 

descritta una sequenza codificante una acetilacetoino sintasi, nonostante sia noto 

che diversi batteri oltre a B. licheniformis possiedano questo enzima [36,38,39]. 

Questo dato di partenza, di conseguenza, rende più complicato il progetto di 

clonaggio ed espressione; per questo motivo che si è pensato di risalire alla 

sequenza del gene di AAS da B. licheniformis partendo dalla purificazione 

dell’enzima. Una volta ottenuta la proteina pura, infatti, esistono diverse tecniche 

che permettono dalla sequenza amminoacidica primaria di risalire alla sequenza 

genica codificante.  

Il lavoro che viene descritto in questo capitolo riguarda la purificazione di AAS. 

In futuro, a seguito della purificazione, si procederà con l’analisi della proteina 

pura per stabilire la sequenza amminoacidica (analisi in massa o sequenziamento 

N-terminale) e, quindi, si tenterà poi di risalire almeno ad una parte della 

sequenza genica codificante AAS. Su questa sequenza poi si potrebbero disegnare 

i primers da utilizzare in reazioni di PCR per amplificare e clonare il gene di AAS 

del cromosoma batterico di B. licheniformis.  

La purificazione dell’enzima AAS da B. licheniformis DSM 13 è stata condotta 

ispirandosi ad una procedura descritta in letteratura per una AAS da Bacillus 

sp.YUF-4 [39]. Il protocollo seguito per la AAS da B. licheniformis, ha permesso 

di raggiungere un buon grado di purezza della proteina, attraverso un ridotto 

numero di passaggi. 

Il lisato cellulare, ottenuto trattando ad alta pressione (French-press) una 

sospensione di cellule di B. licheniformis in tampone fosfato a pH 6.5, rappresenta 

il punto di partenza della procedura di purificazione. Tale lisato è stato sottoposto 

ad una  precipitazione frazionata con solfato d’ammonio. L’enzima, che precipita 

tra il 40 ed il 60% della concentrazione saturante, attraverso questo passaggio 

viene purificato circa 6 volte con un recupero del 93%. Nel passaggio successivo 

il precipitato proteico è stato sciolto sempre in tampone fosfato a pH 6.5, la 

soluzione è stata desalata per ultrafiltrazione e caricata su una colonna di 
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dietilamminoetil-sefarosio (DEAE-Sepharose). La colonna è stata lavata con il 

tampone, poi con una soluzione di NaCl 0.2 M sempre in tampone fosfato a pH 

6.5, quindi l’enzima AAS è stato eluito con una concentrazione di NaCl 0.4 M 

(Fig. 1). 

 

 

Figura 1. Profilo di eluizione di AAS da DEAE-Sepharose 

 

 Le frazioni attive sono state concentrate e desalate per ultrafiltrazione; quindi 

diluite con tampone fosfato 50 mM a pH 7.0 e caricate su una colonna di 

idrossiapatite equilibrata con lo stesso  tampone. La colonna è stata lavata con 

concentrazioni di fosfato crescenti e l’enzima è stato eluito con una 

concentrazione pari a 120 mM (Fig. 2). 

Purtroppo il metodo generalmente utilizzato per l’analisi dell’attività degli enzimi 

tiammina difosfato-dipendent,i basato sull’ossidazione degli -idrossichetoni 

prodotti ad opera del 2,3,5-trifeniltetrazolo, con formazione del rispettivo 
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formazano (Red formazan,  500 nm) [72-74], non può essere applicato per le  

reazioni catalizzate da AAS in quanto gli idrossichetoni prodotti recano un gruppo 

alcolico terziario. 

 

 

 

Figura 2. Profilo di eluizione di AAS da idrossiapatite 

 

Per questo motivo, in fase di purificazione, l’attività enzimatica delle frazioni 

eluite è stata determinata seguendo per gas cromatografia la reazione di homo-

coupling di 3,4-esandione, come descritto nella parte sperimentale. Vista la 

complessità del metodo, l’analisi non è stata eseguita su ogni singola frazione ma 

sulle frazioni riunite dei vari picchi di eluizione delle proteine (Figure 1 e 2). Al 

termine della procedura l’enzima viene purificato 90 volte con un recupero del 

13%. I risultati della purificazione sono riportati nella Tabella 1. 

L’analisi elettroforetica dell’enzima ottenuto al termine della procedura di 

purificazione mostra, infatti, un’unica banda (Fig. 3, campione 2) con un peso 
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molecolare compreso tra 70-90 KDa (per confronto con standard proteici a peso 

molecolare noto). 

 

Tabella 1. Purificazione di acetilacetoino sintasi (AAS) 

Step ml Prot. 

tot. 

(mg) 

U tot 

(moli/
min x 

ml tot) 

As 

(U/mg) 
Purific. 

(volte) 
Recupero 

(%) 

Estratto cellulare 20 165.3 5.1 0.031 0 100 

(NH4)2SO4 5 26.55 4.8 0.18 5.8 94.1 

DEAE-sepharose 3.6 3.45 1.97 0.57 18.5 38.6 

Idrossiapatite 5.1 0.25 0.69 2.79 90.2 13.6 

 

I risultati ottenuti sono paragonabili a quanto descritto per lo stesso enzima da 

Bacillus sp. YUF-4 [39]. 

 

 

 

Figura 3. SDS-PAGE al 10% delle frazioni contenenti AAS eluite da DEAE- 

sefarosio (1) e da idrossiapatite (2) 
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Per quanto riguarda la caratterizzazione dell’enzima sono in corso prove per la 

determinazione dei principali parametri cinetici. Allo stato attuale è stato 

determinato il pH ottimale conducendo la reazione di homo-coupling di 3,4-

esandione a valori di pH variabili tra 4.5 e 9.5 utilizzando come tamponi il fosfato 

e la dietanolammina. La massima velocità di reazione viene raggiunta a pH 6.5 

(Fig. 4).  

 

 

 

Figura 4. Effetto del pH sulla velocità di reazione 

 

Di seguito è riportata la parte sperimentale (Allegato A) relativa alla purificazione 

di acetilacetoino sintasi. 
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A) Parte sperimentale 

 

I componenti dei terreni di coltura quali glucosio, estratto di lievito, peptone e  

sono stati acquistati dalla ditta Oxoid. I sali KH2PO4, MgSO4, NaHCO3, 

(NH4)2SO4 e Na2SO4 sono prodotti acquistati presso la ditta Carlo Erba. 3-Idrossi-

2-butanone (acetoino), 2,3-butandione (diacetile) e 3,4-esandione sono prodotti 

Fluka. Le cellule batteriche sono state lisate usando una “French-press cell 

disrupter”  della Thermo Electron Corporation. Le lastre per le analisi 

cromatografiche su strato sottile sono del tipo Kiesegel 60F254 Merck e per la 

rivelazione dei prodotti è stata utilizzata una miscela di acido fosfomolibdico 

(H3[P(Mo3O10)4]), acido solforico ed acetico in proporzioni 2.5 : 2.5 : 5. Per le 

analisi gascromatografiche è stato utilizzato uno strumento Carlo Erba 6000 GC 

dotato di rilevatore a ionizzazione di fiamma (FID) ed equipaggiato con colonna 

capillare chirale (25m x 0.25 mm) con fase stazionaria composta da dimetil n-

pentil-β-ciclodestrine su OV 1701 fornita dalla ditta Mega s.n.c. Come gas di 

trasporto è stato utilizzato He alla pressione di 68 kPa, la temperatura 

dell’iniettore è stata impostata a 200°C e quella del rilevatore a 250°C.  

Per l’ultrafiltrazione sono stati utilizzati filtri Amicon Ultra-4 della Millipor con 

cut-off di 10 KDa. Per la preparazione del gel denaturante SDS-PAGE è stato 

utilizzato il protocollo e i componenti contenuti nell’SDS Gel Preparation Kit 

08091 fornito dalla Fluka. Come standard di riferimento per il peso molecolare 

proteico è stato utilizzato S8445-1VL (Sigmamarker, wide range) fornito dalla 

Sigma-Aldrich che contiene Miosina (200 kDa), -galattosidasi (116 kDa), -

fosforilasi da muscolo di coniglio (97 kDa), albumina da siero bovino (66 kDa), 

ovalbumina (45 kDa) e anidrasi carbonica (29 kDa). 

Il Bacillus licheniformis DSM 13 è conservato ad una temperatura di 4° C su 

terreno solido agarizzato Plate Count Agar. 
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Attività enzimatica 

 

La determinazione dell’attività dell’enzima AAS da B. licheniformis è stata 

misurata nell’estratto cellulare grezzo e nelle frazioni corrispondenti ai diversi 

passaggi della purificazione sulla base della conversione del 3,4-esandione in 4-

idrossi-4-etil-3,5-eptandione. Alla miscela di reazione (1 ml) composta da 

tampone fosfato 50 mM a pH 6.5 contenente EDTA (0.1 mM), -mercaptoetanolo 

(1 mM), tiammina pirofosfato (1 mM), MgSO4 (1.7 mM) e 3,4-esandione (22 

mM)  viene aggiunto un volume della soluzione in esame compreso tra 10  e 100 

l. La miscela viene incubata per un’ora a 30°C in leggera agitazione dopo di che 

viene estratta con acetato d’etile (1 ml). La fase organica separata e anidrificata 

per aggiunta di sodio solfato anidro viene analizzata per gas cromatografia 

(gradiente di temperatura Tiniz = 80°C, Tfin = 200°C, 1.5°C/min) per misurare la 

percentuale di conversione del substrato nel prodotto. 

L’andamento della purificazione di AAS è stato seguito misurando la 

concentrazione proteica con il metodo di Bradford [75] per il lisato cellulare e 

attraverso l’assorbanza a 280 nm per le frazioni purificate (assumendo 

l’assorbanza di 1.00 per una concentrazione proteica di 1 mg/ml).    

 

Elettroforesi in condizioni denaturanti: SDS-PAGE (tipo Laemli) 

 

La purezza della proteina dopo i diversi passaggi di purificazione è stata 

controllata mediante SDS-PAGE (Running gel 10%, stacking gel 3%) su mini 

gels (80 x 80 mm) preparati secondo protocollo descritto nel SDS Gel Preparation 

Kit della Fluka. La corsa elettroforetica è stata condotta per circa 1 ora a 200 volts 

(V), 25mA. Il gel è stato poi colorato utilizzando una soluzione colorante (staining 

solution) preparata con Blue di Comassie G-250 precedentemente preparata 

sciogliendo 45 mg di colorante in 500 ml di H2O bidist., e lasciandola 3 ore in 

agitazione su piastra magnetica. Il gel nella soluzione colorante viene scaldato per  

qualche minuto ad 80°C e poi lasciato over night su agitatore oscillante (110 rpm). 
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Il giorno seguente il gel viene decolorato con un paio di lavaggi in H2O bidist. 

rendendo così visibili le bande proteiche presenti nel campione (Figura 3).  

 

Purificazione di acetilacetoino sintasi (AAS) da B. licheniformis 

 

a) Coltivazione cellule di B. licheniformis. 

In una beuta da 50 ml contente 10 ml di terreno liquido composto da estratto di 

lievito (10 g/L), peptone (10 g/L), NaCl (5 g/L), tappata con cotone idrofobo e 

sterilizzata in autoclave viene inoculato B. licheniformis DSM 13, prelevato con 

ansa sterile e sotto cappa a flusso laminare dalle colture di conservazione su 

terreno solido (slants). La coltura viene agitata per 24 h (110 rpm) alla 

temperatura di 28°C, quindi, sempre in condizioni di sterilità, viene versata in una 

beuta da 250 ml contenente 100 ml del medesimo terreno addizionato di 3-idrossi-

2-butanone (5 g/L), al fine di ottenere l’induzione dell’espressione di AAS [36]. 

Dopo 24 h in agitazione a 28°C le cellule vengono separate per centrifugazione 

(7000 rpm, 15 minuti) sospese in 5 ml di soluzione fisiologica e la sospensione è 

stata nuovamente centrifugata (7000 rpm, 15 minuti). Il supernatante viene 

allontanato e le cellule così ottenute (0.3 g) vengono conservate in congelatore (-

20°C) e rappresentano lo stock di riferimento per la preparazione del lisato 

cellulare per la purificazione di AAS. 

 

b) Preparazione del lisato cellulare 

 Le cellule (1.0 g) sono scongelate e sospese in tampone fosfato 50 mM a pH 6.5 

(10 ml) contenente EDTA 0.1 mM e -mercaptoetanolo 1 mM. La sospensione 

viene omogeneizzata (vortex) e trattata per estrusione ad alta pressione per mezzo 

di una French-press (1380 bar) per ottenere un omogenato grezzo che viene 

centrifugato (10.000 rpm, 20 minuti, 10°C) per dare il lisato cellulare (10 ml) utile 

alla purificazione. 
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c) Precipitazione con (NH4)2SO4 

Da prove sperimentali preliminari condotte a diverse concentrazioni di ammonio 

solfato, è risultato che l’enzima AAS precipita nel lisato cellulare in presenza di 

(NH4)2SO4 tra il 40 e il 60%. Si aggiunge pertanto ai 10 ml di lisato la quantità di 

(NH4)2SO4 necessaria a raggiungere la concentrazione suddetta attraverso piccole 

aggiunte successive: il procedimento deve essere fatto mantenendo il campione in 

ghiaccio sotto lenta e costante agitazione. Quando il (NH4)2SO4 risulta 

completamente sciolto, il campione viene lasciato a 4°C per almeno 4 h così da 

permettere la lenta precipitazione delle proteine. Si centrifuga (10.000 rpm, 20 

minuti, 10°C), il surnatante viene scartato mentre il precipitato viene conservato a 

4°C fino al momento dell’utilizzo per il successivo passaggio.  

 

d) Cromatografia a scambio ionico: DEAE-Sepharose 

Il precipitato ottenuto dal passaggio precedente viene risospeso in 5 ml di 

tampone fosfato 20 mM a pH 7 ed opportunamente desalato ripetendo 4 cicli di 

centrifugazione (10000 rpm, 10 minuti, 10 °C) su membrane Amicon Ultra-4 

Millipore. L’estratto cellulare viene cromatografato su una colonna DEAE-

sepharose (3.0 x 1.5 cm) preventivamente equilibrata con tampone fosfato 20 mM 

a pH 7. La colonna viene eluita con concentrazioni crescenti di NaCl (0.1 M, 0.2 

M,  0.4 M, 0.6 M, 1 M). L’enzima viene eluito con la soluzione 0.4 M (Figura 1). 

Le frazioni contenenti l’AAS vengono riunite (4 ml) e concentrate per 

ultrafiltrazione. 

 

e) Cromatografia di adsorbimento: Idrossiapatite  

L’enzima parzialmente purificato ottenuto dalla cromatografia su DEAE-

sepharose viene diluito in tampone fosfato 50 mM, fino ad un volume finale di 2.0 

mL, quindi caricato su una colonna di idrossiapatite (2.5 x 1.0 cm) equilibrata con 

lo stesso tampone. La colonna viene lavata con tampone a pH 7.0 con 

concentrazioni crescenti di fosfato (50, 70, 90, 120 e 140 mM). L’enzima viene 

eluito alla concentrazione di 120 mM (Figura 2). 
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Effetto del pH 

 

Le velocità della reazione di homo-coupling del 3,4-esandione è stata misurata 

aggiungendo 20 l di estratto cellulare grezzo ad una miscela di reazione (1 ml) 

composta da tiammina pirofosfato (1 mM), MgSO4 (1.7 mM) e 3,4-esandione (22 

mM), utilizzando tampone acetato 50 mM per pH compresi tra 4.4 e 5.5, tampone 

fosfato 50 mM per pH compresi tra 6.5 e 8.1 e dietanolammina 50 mM per i pH 

8.2 e 9.3 (Figura 4). 
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CAPITOLO 8 
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In questa tesi acetilacetoino sintasi (AAS) da B. licheniformis, enzima tiamina 

difosfato (ThDP) dipendente, è stato per la prima volta descritto come nuovo 

biocatalizzatore in grado di catalizzare reazioni di formazione di legami C-C in 

reazioni di tipo aciloinico. AAS è stato impiegato nella sintesi enzimatica di una 

serie di -idrossi--dichetoni ottenuti a partire da 1,2-dichetoni attraverso reazioni 

di homo- e cross-coupling. Ad eccezione di acetilacetoino, prodotto naturale di 

AAS, gli -idrossi--dichetoni ottenuti sono tutti composti nuovi che sono stati 

completamente caratterizzati. Si tratta di una serie di alcoli terziari, chirali e 

prochirali, che costituiscono degli interessanti building blocks per la sintesi 

asimmetrica grazie alla presenza di diverse funzionalità chimiche che possono 

essere elaborate sinteticamente in maniera indipendente. Gli eccessi enantiomerici 

dei nuovi -idrossi--dichetoni chirali sono stati determinati attraverso analisi 

GC-MS su colonna chirale. Il meccanismo catalitico di AAS prevede l’uso di 

tiamina come cofattore; l’enzima è in grado di accettare -dichetoni come 

donatori di acil anioni nelle reazioni di coupling portando alla formazione di 

composti che presentano un carbonio quaternario difficilmente ottenibile 

attraverso approcci sintetici tradizionali. L’interessante ed innovativa strategia di 

sintesi proposta ha ispirato lo sviluppo di un approccio biomimetico od 

organocatalitico ispirato al meccanismo catalitico ThDP-dipendente di AAS. 

Nell’approccio biomimetico si è dimostrato che, anche in assenza dell’enzima, gli 

-dichetoni fungono da donatori di acil-anioni che sono trasferiti dalla tiamina su 

una seconda molecola di substrato. La funzionalità dell’approccio sintetico 

biomimetico è stata dimostrata in reazioni di homo-coupling a partire dai 

medesimi -dichetoni utilizzati nella sintesi enzimatica ed ha permesso di 

ottenere gli -idrossi--dichetoni precedentemente descritti e caratterizzati 

ovviamente, data l’assenza dell’enzima, in forma racemica. La versatilità 

dell’approccio biomimetico è stata anche dimostrata in reazioni di cross-coupling, 

utilizzando acetilacetoino e vari -chetoesteri, da cui sono stati ottenuti -idrossi-

-chetoesteri. Nell’approccio biomimetico i risultati migliori si sono ottenuti 

impiegando come pre-catalizzatore 3-benzil-5-(2-idrossietil)-4-metiltiazolio 
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cloruro, un prodotto commerciale analogo della tiamina, accoppiandolo alla 

trietilammina che riproduce la forza basica naturalmente presente nel sito 

catalitico degli enzimi ThDP-dipendenti. Polietilenglicole (PEG400) è stato scelto 

come solvente per le reazioni poiché, oltre ad essere uno dei mezzi di reazione 

preferiti dalla “green chemistry”, ha permesso il riciclo del catalizzatore per 

molteplici cicli di reazione, mantenendo quantitative le rese dei prodotti. 

Una parte fondamentale della sintesi enzimatica con AAS di questi nuovi sintoni 

chirali è la determinazione della loro configurazione assoluta. La strategia 

utilizzata per questo scopo è stata la riduzione regio- ed enantioselettiva degli -

idrossi--dichetoni con acetilacetoino reduttasi (AAR), una reduttasi NADH-

dipendente e nota per la sua S-stereospecificità, ottenuta sempre da B. 

licheniformis. Si sono ottenuti nuovi -alchil--diidrossichetoni con buone rese 

ed ottimi eccessi diastereomerici ed enantiomerici; la configurazione relativa syn 

dei suddetti composti è stata determinata attraverso esperimenti NOE condotti sui 

corrispondenti derivati diossolanici. Ammettendo quindi la S-stereospecificità di 

acetilacetoino reduttasi (AAR), la stereochimica del carbonio quaternario avrebbe 

dovuto essere R. La conferma di questa attribuzione si è avuta trasformando uno 

dei -alchil--diidrossichetoni ottenuti in un prodotto naturale a stereochimica 

nota, il (+)-citreodiolo. 

 Recenti sviluppi del lavoro di ricerca hanno permesso anche di proporre una 

strategia innovativa chemo-enzimatica per la sintesi di 3-idrossi-3-metil-2,4-

nonandione, presente come componente minoritario nelle miscele ottenute per 

estrazione dal te verde con etere etilico e responsabile delle note dolci e cremose 

che rendono l’infuso così gradevole al gusto. L’-dichetone 2,3-ottandione, 

ottenuto per sintesi chimica, è stato utilizzato come substrato della reazione di 

homo-coupling catalizzata da AAS che ha portato all’ottenimento del 3-idrossi-3-

metil-2,4-nonandione con un eccesso enantiomerico del 70%. Questa è la prima 

sintesi chemo-enzimatica descritta per questo aroma naturale e l’aspetto 

interessante di questo approccio è quello di produrre il composto in forma 

enantio-arricchita. La possibilità di disporre di una metodologia per la sintesi 

stereoselettiva della molecola è importante considerando il fatto che, in letteratura, 
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non è mai fatta menzione della sua configurazione assoluta. Il 3-idrossi-3-metil-

2,4-nonandione chirale da noi sintetizzato è stato utilizzato direttamente come 

standard per determinare la configurazione assoluta del prodotto naturale presente 

negli estratti eterei ottenuti da alcuni tipi di tè; è molto interessante notare che la 

composizione enantiomerica di tale prodotto nei diversi estratti è risultata 

approssimativamente la stessa di quello ottenuto per sintesi chemo-enzimatica. 

Attualmente, nei nostri laboratori, è in corso il tentativo di separare 

completamente i due enantiomeri e di studiare le proprietà organolettiche ad essi 

associate. 

Infine, vista la versatilità dimostrata da AAS, come nuovo biocatalizzatore per la 

sintesi di legami C-C, è stato intrapreso lo studio volto all’individuazione della 

sequenza genica codificante per questa proteina. AAS è stata isolata con un 

soddisfacente grado di purezza ed attualmente sono state identificate alcune 

sequenze putative nel genoma di B. licheniformis che potrebbero essere quelle 

codificanti per l’enzima. Partendo dalla proteina purificata, si cercherà di risalire 

alla parziale sequenza amminoacidica di AAS ed, in seguito, confrontandola con 

quella delle sequenze putative, arrivare per tentativi a clonare il gene e ad over-

esprimerlo in opportune cellule ospite. 
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