
Uno dei principali problemi che il chimico organico deve af-
frontare nella preparazione di molecole complesse è

quello dell’introduzione o rimozione dei gruppi protettivi. Infatti
la presenza, nella stessa molecola, di gruppi funzionali con
reattività simile limita necessariamente la varietà di trasforma-
zioni effettuabili, e rende necessarie reazioni di protezione o
deprotezione il più selettive possibili. Questo problema è par-
ticolarmente pressante nella sintesi di oligosaccaridi comples-
si, che necessariamente implica la manipolazione selettiva di
un elevato numero di ossidrili. D’altra parte l’ampia disponibi-
lità di mono- e disaccaridi come sottoprodotti dell’industria
agro-alimentare, unita al loro basso costo, incoraggia al loro
utilizzo come prodotti di partenza per la sintesi, rendendoli
una sorgente primaria di energia rinnovabile. A supporto di
ciò, basti pensare che, nel solo 1999, la produzione europea
di lattosio raggiunse le 350 mila tonnellate [1].
Nonostante la disponibilità di numerosi metodi chimici di pro-
tezione selettiva, alcuni problemi nella sintesi di molecole po-
lifunzionali restano ancora irrisolti [2]. In questo contesto risul-
ta particolarmente conveniente l’utilizzo dei biocatalizzatori
come valida alternativa ai metodi chimici convenzionali [3].
Tradizionalmente si è sempre considerato l’uso degli enzimi
limitato alle reazioni in ambiente acquoso, in cui però pochi
substrati organici sono solubili. Questo era dovuto alla con-
vinzione che gli enzimi in solvente organico siano soggetti a

facile denaturazione [4]. In realtà, ciò è vero solo quando que-
sto è miscelato ad una certa parte di acqua, che agisce da
“lubrificante molecolare” [5]; quando invece l’enzima è sospe-
so in un solvente organico puro e in assenza di acqua [6], es-
so assume una conformazione molto rigida. Di conseguenza,
sebbene permanga la sua elevata tendenza a perdere il fol-
ding, la mancanza di flessibilità lo rende molto meno soggetto
a denaturazione, e quindi più stabile. Per questo molti enzimi
allo stato cristallino, una volta posti in solvente organico,
mantengono integra la loro struttura originale esibendo una
selettività che non solo eguaglia quella naturale, ma in alcuni
casi la supera, quando non si rivela addirittura diversa e com-
plementare. Condurre una reazione enzimatica in solvente or-
ganico quindi non solo si è rivelato vantaggioso per la solubi-
lità dei substrati, ma ha anche apportato un notevole benefi-
cio all’efficienza stessa delle reazioni. Ha inoltre comportato
altri vantaggi [7]:
- la possibilità, per esempio per gli enzimi idrolitici, di effet-

tuare la reazione enzimatica inversa (transesterificazione al
posto dell’idrolisi di un estere);

- la maggior stabilità termica degli enzimi, che permette rea-
zioni a temperature elevate (fino a 100 °C). In alcuni casi,
questo ha migliorato la resa delle reazioni [8];

- la possibilità di sfruttare la “memoria del pH” degli enzimi:
poiché la loro attività catalitica riflette il pH dell’ultima solu-
zione acquosa alla quale sono stati esposti, è possibile in-
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Le lipasi sono enzimi idrolitici ampiamente diffusi 
in natura. Usati in solvente organico, sono in grado 
di catalizzare acilazioni altamente regioselettive 
su un’ampia gamma di substrati. 
Questa caratteristica, unita al loro basso impatto
ambientale e alla semplicità operativa del loro utilizzo, 
li rende dei biocatalizzatori particolarmente utili 
nella sintesi organica, in particolare nella preparazione
di oligosaccaridi complessi.
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Figura 1 - Lipasi gastrica umana: a) la triade catalitica (Ser153,
His 353, Asp 324) è evidenziata al centro; b) rappresentazione
della superficie molecolare: il sito attivo è riprodotto in rosso,
mentre i residui idrofobici sono in blu

Le lipasi: catalizzatori
regioselettivi nella sintesi
dei carboidrati



crementarne l’attività liofilizzandoli da soluzioni acquose a
pH ottimale per la catalisi, oppure ottimizzare lo stato di io-
nizzazione nel solvente mediante l’aggiunta di un tampone
appropriato;

- gli enzimi sono dotati anche di una “memoria molecolare”,
cioè una volta sospesi nel mezzo organico sono in grado di
mantenere la conformazione assunta durante la liofilizza-
zione. Liofilizzandoli in presenza di un opportuno legante, è
possibile aumentarne l’attività fino a 100 volte. Naturalmen-
te questo effetto scompare se viene aggiunta acqua al
mezzo di reazione (Figura 2);

- la possibilità di modulare la loro selettività cambiando il sol-
vente. Questa “medium engineering” (termine coniato da
Klibanov) [9] offre una valida e veloce alternativa alla clas-
sica “protein engineering”.

Tutti questi vantaggi hanno reso la biocatalisi un oggetto di
grande interesse sia in campo accademico sia industriale, co-

me dimostra l’in-
gente numero di
enzimi il cui utiliz-
zo è descritto nel-
la letteratura degli
ultimi anni [10].

Le lipasi come
biocatalizzatori
nella sintesi
organica

Le lipasi sono tra
gli enzimi più stu-
diati in campo
sintetico, in quan-
to permettono di
discriminare grup-
pi funzionali simili
nella stessa mo-
lecola. Questi en-
zimi idrolitici sono
infatti in grado di
legare o rimuove-
re un gruppo aci-
lico (generalmen-
te di un acido
grasso) da un
gruppo ossidrili-

co, distinguendo tra i diversi ossidrili di un poliolo.
Sono enzimi ampiamente diffusi in natura [11], molti dei quali
già commercialmente disponibili: la Tabella 1 ne riporta alcuni
esempi. I numerosi vantaggi nel loro utilizzo li rendono parti-
colarmente versatili [12]:
- possono accettare un’ampia gamma di strutture sintetiche,

pur mantenendo la regio- o l’enantioselettività;
- sono particolarmente stabili in solvente organico;
- l’energia libera degli acidi grassi è vicina a 0 kJ mol-1. Di

conseguenza, modificando le condizioni di reazione è possi-
bile spostare l’equilibrio a favore dei reagenti o dei prodotti;

- la bassa specificità nei confronti del substrato rende l’acil-li-
pasi, che si forma nel primo passaggio della reazione, un
agente acilante generico, in grado di agire non solo su ossi-
drili, ma anche su idroperossidi, ammine o tioli.

Per contro, le lipasi presentano anche lo svantaggio di una
selettività piuttosto ristretta riguardo al gruppo acilico: la mag-
gior parte infatti accetta unità alifatiche lineari più volentieri di
gruppi aromatici o stericamente ingombrati.

L’uso delle lipasi nella chimica dei carboidrati

L’efficacia delle lipasi nella chimica organica risalta particolar-
mente nella loro applicazione alla sintesi dei carboidrati. Que-
sti, con i loro numerosi stereocentri, costituiscono un’econo-
mica fonte di intermedi chirali [13], oltre ad essere costituenti
di membrane cellulari e rivestire un ruolo preminente in molti
processi di riconoscimento e di modulazione di funzioni biolo-
giche [14].
Hay fu il primo, nel 1969, ad applicare l’uso di questi enzimi
idrolitici alla chimica dei carboidrati [15]. I primi lavori sistema-
tici apparvero però nella seconda metà degli anni Ottanta,
quando Klibanov [16a] e Wong [16b,c] descrissero la deaceti-
lazione di esopiranosi ed esopiranosidi ad opera di diverse li-
pasi. Da allora sono stati effettuati numerosissimi studi in
questo campo e l’abbondante letteratura corrispondente è
stata ampiamente esaminata [17].

Acilazione di monosaccaridi catalizzata dalle lipasi

Klibanov fu il primo a dimostrare l’attività acilante delle lipasi
in solvente organico [18]. In questo mezzo di reazione “inna-
turale” le lipasi invertono la loro attività idrolitica, catalizzando
reazioni di esterificazione o transesterificazione in presenza
di agenti acilanti, secondo le equazioni 1 e 2. Per portare la
reazione a completezza generalmente si può rimuovere l’ac-
qua dal mezzo di reazione o usare un largo eccesso di agen-
te acilante (per esempio è possibile utilizzare l’acetato di etile
sia come agente acilante sia come solvente). Alternativamen-
te, risulta molto efficiente l’uso di un buon gruppo uscente co-
me R’ nell’equazione 2, o l’impiego di reagenti di transesterifi-
cazione che si modifichino irreversibilmente nel corso della
reazione, come il vinil acetato o esteri di ossime.

In generale, quando usate su zuccheri deprotetti, le lipasi aci-
lano la posizione primaria; quando questa è già protetta o as-
sente, la reattività cambia a seconda dell’enzima, del substra-
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Tabella 1 - Alcune delle lipasi
commercialmente disponibili 

per uso sintetico

Figura 2 - Rappresentazione schematica dell’imprinting indotto
da un legante nel sito attivo dell’enzima. L’enzima è raffigurato
con un cerchio con una spaccatura triangolare, che rappresenta 
il sito attivo



to o del solvente. Il principale svantaggio nell’uso delle lipasi
su zuccheri totalmente deprotetti è la scarsa solubilità dei
substrati in mezzo organico, ad eccezione di solventi alta-
mente polari come la DMF, nei quali però questi enzimi non
mostrano alcuna attività. Si può ovviare a questo problema
usando miscele di solventi o utilizzando la piridina o il diossa-
no, nei quali gli zuccheri sono solubili e l’enzima è attivo. In
Tabella 2 sono riportati alcuni esempi.
Se i substrati sono zuccheri parzialmente funzionalizzati, co-

me alchil glicosidi (Tabella 3) o 1,6-anidrozucche-
ri, è comunque possibile condurre la reazione in
solventi meno polari, quali il THF. L’uso di 1,6-ani-
drozuccheri ha anche permesso lo studio della se-
lettività dell’enzima sui diversi ossidrili secondari
[23]. Per ovviare ai problemi di solubilità alcuni au-
tori hanno anche applicato l’uso di alcune protea-
si, attive in DMF, su substrati carboidratici [24].
Come è stato già accennato, la funzionalizzazione
selettiva degli ossidrili secondari dipende da diver-
si fattori. Klibanov, studiando l’acilazione di mono-
saccaridi protetti in posizione primaria, ha rilevato
come, a seconda della lipasi usata, l’acilazione
avvenga al C2 o al C3 [25]. Anche Nicotra et al.
[26], esaminando l’attività acilante di più di venti li-
pasi diverse sull’1,4-anidro-5-O-esadecil-D-arabi-
nitolo, hanno evidenziato come quattro di queste
agiscano preferenzialmente sulla posizione 2,
mentre una sola agisce sulla posizione 3. Ciuffre-
da et al. [27] hanno invece riportato come, su altri
substrati, la posizione di attacco preferenziale sia
la 4. Questi studi, riassunti nella Tabella 3, evi-
denziano come la conformazione relativa degli os-
sidrili del substrato incida sulla selettività dell’enzi-
ma. Ulteriori prove di selettività, in dipendenza
dalla configurazione anomerica, sono state effet-
tuate da due gruppi di ricerca su monosaccaridi
protetti come 4,6-O-benzilidene (Figura 3). In par-
ticolare, Panza et al. hanno esteso la potenzialità
di questa selezione applicandola ad agenti acilanti
sinteticamente utili diversi dall’acetile [31].
Infine, in alcuni casi si può valutare l’influenza del
solvente come mezzo per modulare la selettività
dell’enzima. Citiamo come esempio alcune prove
di selettività effettuate con Lipasi P su un ottil xilo-
piranoside: mentre l’esano indirizza l’introduzione
dell’acile prevalentemente al C-2, l’acetonitrile
porta al prodotto 4-acilato, sebbene con minor ef-
ficienza [32].

Acilazione di disaccaridi: protezioni ortogonali
mediate da lipasi

Mentre l’acilazione su monosaccaridi ad opera
delle lipasi è stata ampiamente studiata negli ulti-
mi 15 anni, sul loro utilizzo con di- e trisaccaridi
naturali sono stati riportati in letteratura solo pochi
esempi, sebbene questi zuccheri a basso costo
costituiscano dei building blocks fondamentali per
la costruzione di zuccheri più complessi. In studi
pionieristici Riva et al. effettuarono l’acilazione di
saccarosio, maltosio, cellobiosio e lattosio in DMF
ad opera della subtilisina [33]. Il primo studio siste-

matico con le lipasi fu però riportato qualche anno più tardi da
Lay et al. [34], i quali esaminarono la reattività della CAL (Li-
pasi da Candida antarctita) e della Lipasi P su differenti dode-
cil disaccaridi (Figura 4). Entrambi gli enzimi mostrarono un
attacco preferenziale alla posizione 6’, con l’interessante ec-
cezione che la Lipasi P mostrò attività anche sulla posizione
2’ del β-lattoside 1. A partire da questo risultato, furono stu-
diate le reazioni anche con altri agenti acilanti sinteticamente
utili. Un esempio importante è la sintesi del composto 4, pre-
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Tabella 2 - Acilazioni sull’ossidrile primario catalizzate da lipasi

Tabella 3 - Acetilazione su ossidrili secondari condotta da lipasi. 
Agente acilante: tricloroetil propionato



parato con una resa totale del 65% dalla reazione del lattosi-
de 1 con CAL e il carbonato 2 seguita dalla digestione con Li-
pasi P in presenza del trifluoroetil levulinato 3.
La potenzialità di questi risultati si comprende osservando co-
me questi enzimi permettano la protezione ortogonale di due
posizioni del lattosio, che attraverso metodi chimici classici ri-
chiederebbero molti passaggi. 
Per questo essi furono applicati alla sintesi di oligosaccaridi
complessi del latte umano, sviluppando un protocollo sintetico
che, attraverso la preparazione di building blocks lattosidici,
portasse a diversi regioisomeri del fucosil lattosio, del sialil
lattosio e di suoi analoghi [35]. 
Sfruttando la capacità della CAL di acilare selettivamente la
posizione 6’ del lattosio, furono preparati i suoi derivati 5 e 6
(Schema 1), la cui manipolazione portò ai building blocks 7-9
che permisero la glicosidazione selettiva in diverse posizioni.
Un cambio di solvente dal THF
all’acetonitrile permise una nuova
e più efficiente sintesi del 2’-O-fu-
cosil lattosio, il componente più
abbondante nel latte umano dopo
il lattosio (Schema 2) [36].
La capacità acilante della CAL fu
studiata anche su altri substrati di
interesse biologico, quali i 2’-azi-
doderivati 12 e 13 (Schema 3).
Questi due composti sono pre-
cursori dell’isolattosammina e
della lattosammina, due tra i più
importanti componenti di glico-
proteine, glicolipidi e oligosaccari-
di del latte umano. 
La loro elevata importanza biolo-
gica, unita alla loro scarsa dispo-
nibilità e al loro alto costo, li ren-
dono due target di rilievo per la
sintesi di oligosaccaridi. Ancora
una volta, con questi due sub-

strati l’enzima mostrò differenti selettività in funzione del sol-
vente di reazione. L’acetilazione della lattosammina 12 in
THF fornì il derivato 6’-O-acetilato 14, mentre la stessa rea-
zione in acetonitrile condusse inaspettatamente al composto
6,6’-O-diacetilato. 
Al contrario, 13 subì esclusivamente monoacetilazione in 6’,
indipendentemente dal solvente impiegato [37]. Questo com-
portamento insolito non era mai stato osservato in preceden-
za, in quanto le lipasi solitamente acilano solo l’unità non ridu-
cente del disaccaride. Questi risultati furono sfruttati per una
protezione differenziata delle due posizioni primarie, obiettivo
che richiede parecchi passaggi di sintesi chimica tradizionale:
il composto 15 fu ottenuto da 12 in soli due passaggi e con
una resa globale dell’81%.
Questi esempi evidenziano ulteriormente l’efficacia delle lipa-
si come strumenti per l’acilazione regioselettiva di carboidrati,
anche parzialmente protetti.

Conclusioni

Per brevità non è stato possibile riportare tutti gli aspetti, sin-
tetici e non, dell’uso delle lipasi nella chimica organica. Sono
stati omessi settori rilevanti quali l’uso di altre lipasi la cui ap-
plicazione nel settore di carboidrati è ancora in fase esplorati-
va, anche se i risultati riportati sono incoraggianti [38]. In mol-
tissimi lavori di sintesi l’uso delle lipasi è impiegato nella pre-
parazione di zuccheri con proprietà detergenti o di cristalli li-
quidi [39], mentre ancora in pochi casi le lipasi sono state
usate su zuccheri totalmente protetti [40]. 
Ampiamente esplorato è invece il campo delle lipasi come
reagenti enantioselettivi [41]. I risultati riportati, e quelli evi-
denziati dalla gran mole di letteratura in merito, lasciano co-
munque intravedere l’elevate potenzialità ancora in parte non
sfruttate, dall’impiego degli enzimi come biocatalizzatori nella
sintesi organica. 
In particolare, l’ampia disponibilità delle lipasi, unita al loro
basso impatto ambientale e alla semplicità operativa del loro
utilizzo, incoraggia ulteriori studi volti, per esempio, ad esplo-
rarne la reattività in sistemi più complessi o in mezzi di reazio-
ne non classici.
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Figura 3 - Acetilazione selettiva in dipendenza 
dalla conformazione anomerica

Figura 4 - Acilazioni su glicosidi del lattosio mediante lipasi. 
Solvente: alcool tert-amilico; agente acilante (dove non specificato): vinil acetato
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