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TIIVISTELMA

Biokatalyysi orgaanisessa synteesissé

Jere Ahola

Oulun yliopisto, prosessitekniikan tutkinto-ohjelma
Kandidaatinty® 2022, 24 s

Ty0n ohjaaja yliopistolla: Johanna Panula-Perdlad

Téssd kirjallisuuskatsauksessa perehdytddn biokatalyyttien kayttoon orgaanisessa
synteesissé ja erityisesti havainnollistetaan C-C-sidosten entsymaattista muodostumista.
Lisdksi tyossd kdydadn ldpi biokatalyyttien kdyttdd teollisessa mittakaavassa ja kuinka
erilaiset entsymaattiset reaktiot on optimoitu toimimaan halutulla tavalla, jotta saadaan

kustannustehokas teollisuuteen valmis biokatalyyttinen prosessi.

Biokatalyysistd on tullut vakiintunut vaihtoehto perinteisille kemiallisille prosesseille.
Entsyymien korkea selektiivisyys sekd niiden kyky katalysoida reaktioita miedoissa
olosuhteissa, ovat kannustaneet niiden kéyttoonottoon teollisuudessa. Monia
biokatalyyttisid prosesseja on toteutettu useilla kemian-, lddke-, maatalous- ja
elintarviketeollisuuden aloilla. Entsyymien erilaiset immobilisointmenetelmét tuovat
my0s useita etuja niiden kdyttoon teollisuudessa, jotka pddasiallisesti liittyvit entsyymien

parempaan talteenottoon ja kierrdtykseen.

Hiili-hiili sidosten muodostuminen orgaanisen synteesin keinoin on avainasemassa
orgaanisessa synteesissd ja aktiiviset C-C sidosten entsymaattiseen muodostumiseen
liittyvét biokatalyytit ovat olleet kiinnostuksen kohteena jo kauan. Téssd tutkielmassa
perehdytddn erityisesti lyaasien ja oksidoreduktaasien kayttoon C-C-sidosten
muodostumisessa, sekd havainnollistetaan niiden toimintamekanismeja  sekd
ominaisuuksia. Tuloksista voidaan huomata, ettd selektiivisyydeltddn biokatalyytit ja
erityisesti C-C-sidosten muodostumiseen osallistuvat entsyymit ovat erinomaisia, mutta
laajemman teollisuuskdyton hidasteena on kuitenkin niiden vaihteleva stabiilisuus ja

kapea valikoima kayttdvalmiita biokatalyytteja.



1 JOHDANTO

Verrattuna perinteisiin synteettisiin menetelmiin, biokatalyysi tarjoaa useita mahdollisia
etuja, joita ovat esimerkiksi parempi selektiivisyys, pienemmait ympdristohaitat ja
alhaisemmat kustannukset. Yhdessd ndmid hyddyt voivat tuottaa kestdvimpid
tuotantoprosesseja  monilla  aloilla  lddkeaineista  biopolttoaineisiin.  Téssd
kirjallisuuskatsauksessa havainnollistetaan erityisesti  hiili-hiili  (C-C) sidosten

muodostumista, jota voidaan katalysoida erilaisilla entsyymeilla.

Biokatalyysisté on tullut tirked strategia korkean selektiivisyyden omaavien kemikaalien
teolliseen tuotantoon ja sitd pidetddn my0Os kestdvdnd vaihtoehtona normaaleille
kemiallisille prosesseille. Teollisuuskdyttoon tarkoitetuilla biokatalyyteilld on oltava
korkean selektiivisyyden liséksi hyvét talteenotto- ja uudelleenkéyttomahdollisuudet,
joihin immobilisointi tarjoaa hyvén ratkaisun. Prosessisuunnittelussa on myos otettava
huomioon erilaiset mahdolliset reaktorityypit ja reaktio-olosuhteet, joiden optimoinnin
avulla biokatalyysistd saadaan hyvd vaihtoehto teollisuusmittakaavassa tuotettavien

erilaisten kemikaalien valmistukseen.

Hiili-hiili sidosten luominen on orgaanisen synteesin avainreaktio kunkin orgaanisen
molekyylin hiilirangan muodostamiseksi. Viime vuosikymmenind on tehty monia
tutkimuksia sellaisten menetelmien kehittdmiseksi, jotka mahdollistavat hiili-hiili
sidosten muodostumisen korkealla saannolla sekd kemo-, regio- ja stereoselektiiviselld
tavalla. Tarkeimmét biokatalyyttiset reitit C-C-sidosten muodostumiseen perustuvat
lyaasien ja oksidoreduktaasien kéyttoon. Téhdn tyohon on wvalittu késiteltdvaksi
entsyymejd, jotka ovat olleet ldhiaikoina kehityksessi ja joilla on hyvé kemo-, regio- ja

stereoselektiivisyyden hallinta.



2 BIOKATALYYTTIEN KAYTTO TEOLLISUUDESSA

Huges & Lewisin mukaan biokatalyysilld tarkoitetaan entsyymien kayttdd puhdistetussa
muodossaan, solun osana tai kokonaisena soluna substraatin muuntamiseksi halutuksi
tuotteeksi. Louis Pasteur tuotti ensimmdisen esimerkin nykyaikaisesta biokatalyysistéd
vuonna 1858 osoittamalla raseemisen viinihapon muodostumisen fermentoimalla useilla
mikro-organismeilla, mukaan lukien yleisessd kéytossd olevalla Penicillium glaucum-
homeella. Néissa kokeissa (+) -viinihappo kulutettiin loppuun paljon nopeammin kuin (-
) -viinihappo, mikd mahdollisti jilkimmaiisen eristdmisen. 1800-luvun loppupuolella
Emil Fischer muodosti entsyymikatalyysin ”lukko ja avain”-mallin ja Buchner osoitti,
ettd soluttomat uutteet pystyivit katalysoimaan kidymisprosesseja. (Fischer, E. 1894)
Tama ratkaiseva kehitys johti nopeasti lisdéntyvéddn biokatalyysin sovellusten méaérdan

1900-luvulla. (Hughes, G. Lewis, J. 2018)

Entsyymit koostuvat lineaarisista polypeptidiketjuista (proteiineista), joissa on noin 300
alfa-I-aminohappoa (Tiessen, A ym. 2012). Tami vaihtelee huomattavasti, koska
esimerkiksi 4-oksalokrotonaattitautomeraasi on vain 62 aminohappoa pitkd, kun taas
rasvahapposyntaasi on 2461 aminohappoa pitkd. Tyypillisesti vain harvat niistd
aminohapoista suorittavat katalyyttisid toimintoja missd tahansa proteiinissa, kun taas
muut 99 % ovat usein rakenteellisia tai sddtelevid. (Ribeiro, A ym. 2018) Rakeenteelliset
aminohapot  kohdistavat katalyyttiset —aminohapot katalyyttisen = mekanismin

mahdollistamiseksi. (Sheldon, R ym. 2020)

Elintarvike-, juoma-, pesuaine-, tekstiili-, nahka- ja paperiteollisuus ovat ylivoimaisesti
merkittdvimpid entsyymien kaupallisia kéyttdjid. Joissakin tapauksissa entsyymeja
esiintyy lopputuotteissa, kuten esimerkiksi proteaasit pesuaineissa. Muissa tapauksissa,
kuten tekstiili-, nahka- ja paperi- ja selluteollisuudessa entsyymejd kaytetddn
valmistuksen apuaineina. Elintarviketeollisuudessa entsyymejé kdytetdén suurissa maérin
leivonnassa sekd rasvojen ja Oljyjen valmistuksessa. Lisdksi viinin, oluen ja muiden
juomien  valmistajat  kidyttdvdit suuria = madrid  entsyymejd.  Esimerkiksi
korkeafruktoosipitoisen maissisiirapin entsymaattinen tuotanto on yksi suurimmista talla
hetkelld kéytetyistd teollisista biokatalyyttisista prosesseista. Alhaisten kustannuksen

lisdksi nditd entsyymejd on optimoitu useiden vuosien ajan stabiilisuuden, katalyyttisen



aktiivisuuden ja joissakin tapauksissa immobilisoinnin suhteen. (Goswami, A. Stewart, J.

2016. S.34-36)

Monet teolliset entsyymit myydédan seoksina, koska lisdpuhdistus nostaisi kustannuksia.
Padsdantoisesti, elleivdat epdpuhtaudet aiheuta vaikeuksia, niiden annetaan jaada
entsyymiseokseen, ellei niitd voida poistaa erittdin taloudellisesti. Joissakin tapauksissa
saman entsyymin hieman erilaisia muotoja sisdltyy seokseen. Ndmé variantit voivat
poiketa hieman kineettisiltd ominaisuuksiltaan tai stabiilisuudeltaan, mutta ne eivit
yleensd aiheuta vaikeuksia orgaanisen synteesin sovelluksissa. Synteettiset sovellukset
voivat olla paljon haastavimpia, kun ldsnd on useita entsyymejd, joilla on erilaiset
substraatti- ja/tai stereoselektiivisyydet. Tima on erityisen tirkedd, jos entsyymiseoksen
koostumus vaihtelee ajan ja/tai ldhteen mukaan. Lopuksi on myds huomattava, ettd
kaupalliset entsyymiseokset siséltdvit usein my0s muita tuottoisdnnén proteiineja,
prosessoinnin apuaineita ja tiyteaineita. (Goswami, A. Stewart, J. 2016. S.34-36)
Suurelta osin in silico metagenomiikan ja suunnatun evoluution seurauksena
biokatalyysistd on kehittynyt kustannustehokas ja laajasti sovellettava tekniikka, joka on

onnistuneesti integroitu orgaaniseen synteesiin (Sheldon, R ym. 2020).

2.1 Selektiivisyys

Biologian ja prosessitekniikan viimeaikainen kehitys on antanut tydkalut uusiin
tekniikoihin, jotka mahdollistavat entsyymi- ja mikrobikatalyysin integroinnin
monivaiheiseen teolliseen orgaaniseen synteesiin. Tdméd edistyminen mahdollistaa
biokatalyyttien ainutlaatuisen stereo- ja regioselektiivisyyden hyodyntdmisen vaikeissa
kemiallisissa transformaatioissa, kuten hiili-hiili-sidoksen asymmetristd muodostumista

(Gary, J ym. 2002).

Biokatalyyttisilld reaktioilla voi olla erittdin korkea selektiivisyys kaikilta osin. Kun
molekyylissd on samankaltaisia reaktiivisia funktionaalisia ryhmid, entsyymit
katalysoivat usein vain yhtd reaktiota, jdttden muut huomioimatta. Esimerkiksi
nitriilihydrataasit katalysoivat nitriiliryhmén osittaisen hydrolyysin, jolloin saadaan
primaarinen amidi pilkkomatta samassa molekyylissi olevaa esteriosaa tai

hydrolysoimalla amidituotetta edelleen. Tata ominaisuutta kutsutaan



kemoselektiivisyydeksi. Regioselektiivisyys on toinen hyddyllinen ominaisuus, jonka
monet entsyymit omaavat. Tédméd tarkoittaa yhden funktionaalisen ryhmén
transformaatiota samalla, kun muut identtiset tai ldhes identtiset osat molekyylin eri
osissa jadvdat huomioimatta. Esimerkiksi triglyseridin kolmen esterin joukosta monet
lipaasit hydrolysoivat vain yhden osan eivitkd katalysoi diesterituotteen

jatkohydrolyysid. (Goswami, A. Stewart, J. 2016. S.3)

Ainoastaan yhdella tavallisesti proteiineissa esiintyvistd aminohapoista ei ole kiraalista
keskusta ja tdstd syystd entsyymit ovat luonnostaan epidsymmetrisid katalyytteja.
Entsyymien epdsymmetrinen luonne johtaa enantioselektiivisyyteen, kun biokatalyytit
muuntavat prokiraalisen 1dhtdaineen yhdeksi tuote-enantiomeeriksi, esimerkiksi ketonien
tai imiinien pelkistysreaktioissa. Sama epdsymmetrinen luonne saa biokatalyytit myos
transformoimaan ensisijaisesti vain yhtd ldhtGaineen stereoisomeerid, joka sisdltdd

diastereomeerien tai enantiomeerien seoksen. (Goswami, A. Stewart, J. 2016. S.3)

2.2 Reaktio-olosuhteet

Entsyymit ovat kehittyneet toimimaan parhaiten olosuhteissa, jotka vallitsevat niille
ominaisissa elinympadristoissd. Tama tarkoittaa yleensa lampdtiloja 20—40°C vililld, 1dhes
neutraaleja pH-arvoja ja vettd liuottimena. Tillaiset olosuhteet ovat erityisen sopivia
herkille ldhtoaineille ja/tai tuotteille, mikd tekee entsyymeistd sopivia kiytettdviksi
tdllaisten ldhtdaineiden/tuotteiden katalyysissd. On kuitenkin huomattava, ettd jotkin
entsyymit ovat kehittyneet toimimaan ddrimmadisissd olosuhteissa. Esimerkiksi
termofiiliset bakteerit, jotka menestyvit yli 100°C:n lampdtiloissa, ovat olleet arvokkaita
entsyymien ldhteitd, joilla on paljon tavallista korkeampi ldmpostabiilisuus. Lisdksi
solujen ulkopuolelle eritettivdt entsyymit ovat yleensd stabiilimpia, koska niiden
toimintaympaéristd on vihemmén ennustettavissa ja suurilta osin kontrolloimaton. Tama
lampdostabiilisuuden monimuotoisuus sallii usein sellaisen reaktioldmpdtilan valinnan,
joka tasapainottaa hyvét reaktionopeudet entsyymien stabiilisuuden kanssa ja maksimoi

myds kokonaissaannon. (Goswami, A. Stewart, J. 2016. S.4-5)

Luonnossa suurin osa entsyymikatalysoiduista reaktioista tapahtuu vesipitoisessa

ympéristossd, ja siksi useissa biokatalyysin sovelluksissa kéytetddn myos vettd



livottimena. Tdmé on usein hyoddyllista prosessin kestivyyden maksimoimiseksi ja lisdksi
entsyymit ovat yleensd vakaampia vedessid. Veden kiyttoon liuottimena on kuitenkin
omat haittansa. Vesi on reagenssi hydrolyyttisissd prosesseissa, ja sen konsentraatio on
minimoitava, kun téllaisia reaktioita suoritetaan péinvastaisesti tasapainon siirtimiseksi.
Toinen ongelma, joka liittyy ndihin olosuhteisiin, on se, ettd monilla synteettisen
mielenkiinnon kohteena olevilla l4ht6aineilla ja tuotteilla on rajalliset liukoisuudet
veteen. Tdmé edellyttdd joko laimennettujen liuosten kayttod, mikd alentaa saantoa ja
tuottaa myds suuria médrid puhdistettavaa jatevettd tai orgaanisten liuottimien kayttoa

veden lisdaineina tai korvaavina aineina. (Goswami, A. Stewart, J. 2016. S.4-5)

Entsyymireaktorit toimivat piddosin panos- tai jatkuvatoimisesti (Kumar, R ym. 1996).
Panosreaktoreissa, joissa entsyymit (yleensd hydrolaasit) on liuotettu vesipitoiseen
reaktiovéliaineeseen, on sen laajasta kdytostd huolimatta useita haittoja. Tdma siksi,
koska entsyymit ovat huonosti stabiileja ja vaikeasti talteen otettavissa sellaisissa

jarjestelmisséd, mika johtaa alhaiseen tuottavuuteen. (Ballesteros, A ym. 1998)

Useita reaktorikokoonpanoja on ehdotettu ja kdytetty entsyymikatalysoitujen reaktioiden
suorittamiseen. Panosreaktoreissa reaktio liukoisilla entsyymeilld suoritetaan padasiassa
sekoitussdilioreaktoreissa, jotka on varustettu sekoituselemeteilld ja jirjestelmilld
lampétilan ja pH:n sddtoon. Sekoitussdilioreaktoreissa voidaan kéyttdd myos
Immobilisoituja entsyymejd. Sdilioén on integroitu jérjestelmd, joka mahdollistaa
biokatalyytin sdilyttdmisen tuotteen talteenoton jilkeen jokaisesta erdstd. Eniten kaytetty
jarjestelmi on reaktorin pohjassa oleva ruostumattomasta terdksestd valmistettu seula,
mutta muitakin vaihtoehtoja on olemassa. Kierrityspanosreaktoreissa entsyymi pakataan
kapean pedin muodossa, jonka ldpi reaktiovéliaine kiertdd siihen asti, kunnes haluttu
konversio saavutetaan. (Sudhakaran, V ym. 1992) Jatkuvatoimisille reaktoreille
vaihtoehtoja on useampi: Eniten kdytetddn pakattu peti-reaktoreita (Marrazzo, WN ym.
1975), joissa substraattivirta kulkee reaktoriin pakatun immobilisoidun entsyymipedin
lépi ja sekoitussdilioreaktoreita, joissa entsyymi pidetddn reaktorissa sopivalla seulalla tai
otetaan talteen suodatuksella tai sentriuufugilla, jonka jélkeen se kierrétetddn takaisin
reaktoriin. (Vasquez-Bahena, J ym. 2004) Vaihtoehtona néille on laajennettu- tai
lejjupetireaktori, jossa entsyymipartikkelit pysyvdt reaktorissa painovoiman

vaikutuksesta. (Illanes A. Altamirano C. 2008. S.206-207)



2.3 Immobilisointi

Viime vuosina entsyymien kéyttd orgaanisessa kemiassa on yleistynyt
tutkimuslaboratorioissa (Rodrigues, R ym. 2012). Toistaiseksi kuitenkin vain harvaa
tutkimuskirjallisuudessa raportoiduista monista biokatalyyttisistd prosesseista on
sovellettu tuotantomittakaavassa. Yksi syy tdhdn on entsyymien usein alhainen
stabiilisuus sekéd vaikeudet niiden talteenotossa ja uudelleenkédytossd. (Bommarius, A.
Paye, M. 2013) Immobilisointi tarjoaa hyvén ratkaisun néihin ongelmiin. Entsyymien
immobilisointiin on etsitty tehokkaita menetelmid ja se tarjoaa useita potentiaalisia
parannuksia. Nditd ovat esimerkiksi entsyymien helpompi késittely, minimoitu proteiinin
kontaminaatio lopputuotteessa, tehokas entsyymien talteenotto ja kierrdtys, parantunut
entsyymistabiilisuus, alhainen allergeenisuus ja korkeampi tuottavuus ja siten
alhaisemmat kustannukset (Gutarra, M ym. 2016. S.99). Lisdksi yksi kaytdnnon
ongelmista entsyymeissd on, ettd niiden talteenotto vesipitoisista viliaineista on
haastavaa, ja siksi niitd kdytetdén kertakdyttdisend. Mahdollinen ratkaisu ongelmaan on
immobilisoida entsyymi muuntamalla se heterogeeniseksi kiintedksi katalyytiksi, joka
voidaan helposti ottaa talteen vesipitoisesta véliaineesta ja kiyttdd uudelleen. Tédma
vihentdd merkittdvasti entsyymikustannuksia tuotekiloa kohden ja hiilijalanjélked, jotka

yhdessi lisdd kilpailukykyé ja kestdvyyttd (Sheldon, R ym. 2020).

Illanes & Altamiranon mukaan huono stabiilisuus on yleensd rajoittava tekijd missi
tahansa entsyymiprosessissa, joten entsyymin stabilointi reaktorin kdyton aikana on
tarkedd ottaa huomioon. Lisdksi entsyymin stabilointia koskevien monien strategioiden
joukossa entsyymien immobilisointi on tidrkeintd. Immobilisoituja entsyymejd voidaan
kayttdd panosprosesseissa, joissa entsyymi otetaan talteen kaytettdviksi seuraavissa
erissd, kunnes entsyymin inaktivaatio tekee sen hyddyttomaiksi, jolloin se korvataan.
Tdmén seurauksena spesifinen tuottavuus kasvaa ja bioreaktorin suunnittelusta tulee
erityisen tdrked osa tietyn prosessin erityistarpeiden saavuttamiseksi. (Illanes A.
Altamirano C. 2008. S.205) Entsyymien immobilisoimiseksi on olemassa nelja
padmenetelmai: fyysinen adsorptio, suljenta, kovalenttinen sitoutuminen ja kantajavapaa

immobilisointi. (Mohamad, R ym. 2015)



10

Fyysisessd adsorptiossa entsyymi kiinnitetddn kantajan pinnalle heikoilla
vuorovaikutuksilla, kuten van der Wallsin voimalla, sdhkostaattisella voimalla tai
hydrofobisilla vuorovaikutuksilla ja vetysidoksilla. Adsorptio vaatii yleensd kantajan
livottamisen entsyymiliuokseen ja inkuboinnin, jotta fyysinen adsorptio voi tapahtua.
Toinen tapa on antaa entsyymiliuoksen kuivua elektrodipinnoille ja huuhdella pois
entsyymit, jotka eivét ole adsorboituneet. (Mohamad, R ym. 2015) Yleensd entsyymien
immobilisointi fyysisen adsorptiotekniikan avulla on melko yksinkertaista, ja silld voi
olla korkeampi kaupallinen potentiaali verrattuna muihin menetelmiin sen
yksinkertaisuuden, alhaisen hinnan ja korkean entsyymiaktiivisuuden séilyttdmisen

vuoksi. (Huang L, Cheng ZM. 2008)

Suljenta miéritelladn peruuttamattomaksi entsyymien immobilisointimenetelmaiksi, jossa
entsyymit ovat kiinni tukimateriaalissa tai kuitujen sisdlld, joko materiaalin
ristikkorakenteessa tai polymeerikalvoissa, mikéd sallii substraatin ja tuotteiden
ldpdisemisen, mutta sdilyttdd entsyymin. Sitoutumista kuvataan my0s entsyymin
fyysiseksi rajoittamiseksi suljetussa tilassa tai verkossa. Sitoutuminen voi tyypillisesti
parantaa mekaanista stabiilisuutta ja minimoida entsyymien huuhtoutumisen. Menetelma
mahdollistaa kapselointimateriaalin muokkaamisen ja optimaalisen mikroympariston
luomisen entsyymille. Tdméin menetelmédn kéyttd on melko rajoitettua, koska silld on
taipumus atheuttaa substraatin tai analyytin massansiirtorajoituksia entsyymin aktiiviseen
kohtaan. Muita haittoja ovat entsyymivuodon mahdollisuus, jota voi tapahtua, kun
tukimatriisin huokoset ovat liian suuria, deaktivoituminen immobilisoinnin aikana,
alhainen kuormituskyky ja tukimateriaalin hankaus kdyton aikana. (Mohamad, R ym.

2015)

Cross-linking on toinen peruuttamaton menetelmé entsyymien immobilisoimiseksi, joka
ei vaadi tukea estimiin entsyymihédviotd substraattiliuokseen. Menetelméd kutsutaan
my0s kantajattomaksi immobilisoinniksi, jossa entsyymi toimii omana kantajana ja
saadaan kaytdnnollisesti katsoen puhdas entsyymi eliminoimalla kantajiin liittyvét edut
ja haitat. Teknisesti cross-linking suoritetaan muodostamalla molekyylien valisid
ristisidoksia entsyymimolekyylien vilille bi- tai monifunktionaalisten reagenssien avulla.
Yleisimmin kéytetty silloitusreagenssi on glutaraldehydi, koska se on taloudellinen ja

helposti saatavissa. Silloittamiseen voi liittyd sekd Schiff-eméksen muodostuminen ja
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Michael- tyypin 1,4-lisdystéd a, B-tyydyttymattomiin aldehydiosiin. Tarkka silloitustapa
on pH-riippuvainen. (Mohamad, R ym. 2015)

Kovalenttinen sitoutuminen on yksi laajimmin kéytetyistd irreversiibelin entsyymin
immobilisoinnin menetelmistd. Funktionaalinen ryhmi, joka osallistuu entsyymin
sitoutumiseen, siséltdd yleensd sitoutumisen lysiinin, Kysteiinin sekd asparahiini- ja
glutamiinihapon sivuketjujen kautta. Kovalenttisesti sitoutuneen entsyymin aktiivisuus
riippuu  kantajamateriaalin  koosta ja muodosta, kytkentdmenetelmédn luonteesta,
kantajamateriaalin koostumuksesta ja olosuhteista kytkenndn aikana. Entsyymin ja
kantajan vilisen kovalenttisen sitoutumisen kannalta entsyymin sitoutumisen suunta on

ratkaiseva tekijd, joka midrdd sen stabiilisuuden. (Mohamad, R ym. 2015)

Yksi nédkyvimmistd kovalenttisen sitoutumisen esimerkeistd, joka havainnollistaa
immobilisoinnin etuja tehokkaalle ja hyvin skaalautuvalle biotransformaatiolle, on
penisiliiniamidaasin katalysoima hydrolyyttinen pilkkominen penisiliini G-sivuketjussa,
joka muodostaa teollisesti tidrkedn 6-aminopenisillaanihapon. Tétd useiden
puolisynteettisten antibioottien keskeistd vilituotetta valmistetaan yli 10 000 tonnin

vuotuisella tuotantomaérélld. (Harald, G. 2016. S.50-51)
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3 ORGAANISEN SYNTEESIN REAKTIOT: C-C SIDOSTEN
ENTSYMAATTINEN MUODOSTUMINEN

Molekyylibiologiassa ja laskennallisessa biologiassa tapahtuneet kehitysaskeleet
mahdollistavat parannettujen entsyymien kehittimisen ja tunnistamisen. Téstd syystd
biokatalyysi onkin jatkuvasti enemméin osana orgaanisten molekyylien synteesissi.
(Schmidt, N. Eger, E. Kroutil, W. 2016) Téssd kappaleessa kdydddn ldpi muutamia
erittdin aktiivisia C-C sidosten entsymaattiseen muodostumiseen liittyvid biokatalyytteja,

joiden kemo-, regio- ja stereoselektiivisyys on tiukasti hallinnassa.

Hiili-hiili (C-C) -sidosten muodostuminen on keskeinen reaktio orgaanisessa synteesissi
jokaisen orgaanisen molekyylin hiilirungon muodostamiseksi. Yhdistdmailld pienempid
alarakenteita saadaan aikaan monimutkaisempia molekyylejd.  Tarkeimmét
biokatalyyttiset reitit C-C-sidosten muodostumiselle perustuvat lyaasien, kuten
aldolaasien, hydroksinitriililyaasien, bentsaldehydien, pyruvaattidekarboksylaasin tai
oksidoreduktaasien, kuten lakkaasien ja peroksidaasien kiyttoon. Nidmi entsyymit
katalysoivat sidoksen muodostumista ja hajoamista muilla kuin hydrolyysi tai hapetus-

pelkistys-reaktioilla. (Souza, R ym. 2017)

3.1 Lyaasit

Lyaasit ovat entsyymejd, jotka katalysoivat sidoksen muodostumista ja hajoamista muilla
tavoin kuin hydrolyysilld tai hapetus-pelkistys-reaktioilla. Tillaiset entsyymit ovat
erityisid siind mielessd, ettd ne tarvitsevat vain yhden substraatin reaktioon yhdessd
suunnassa, mutta kaksi substraattia kddnteiseen reaktioon. Lyaasit luokitellaan EC 4:ksi,
ja lyaaseilla on seitsemin alaluokkaa, joihin entsyymi luokitellaan reaktioon liittyvén

sidostyypin mukaan. (McDonald, A ym. 2009)

L-DOPA (3,4-dihydroksi-L-fenyylialaniini) on tdrked farmaseuttinen aine Parkinsonin
taudin hoidossa ja sen kysyntd kasvaa véeston ikddntyessd. Sitd voidaan valmistaa
kasviuutolla, kemiallisella synteesilld ja bioteknologisilla reiteilld. Kasviuuttoa on vaikea
teollistaa suuressa mittakaavassa materiaalirajoitusten, korkeiden kustannusten ja

alhaisen tuottavuuden vuoksi. Kemiallinen synteesi sisdltdd kahdeksan reaktiovaihetta ja
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on my0s tdstd johtuen hankala valmistaa teollisesti kannattavasti. Tastd syysté bioteknisié
reittejd  pidetddn ekologisesti houkuttelevana valintana, erityisesti biologisen
fermentoinnin ja kokosolukatalyysin menetelmilld. Tyrosiinifenolilyaasia (TPL) on
sovellettu L-DOPA:n tuotantoon kokosolukatalyysimenetelmdlld. TPL katalysoi I-
tyrosiinin B-eliminaatiota pyruvaatiksi, fenoliksi ja ammoniumiksi ja kun fenoli
korvataan katekolilla, muodostuu L-DOPAa. Entsyymi tarvitsee kofaktoriksi
pyridoksaali-5’-fosfaatin (PLP). Katalysoitava reaktio on reversiibeli. TPL-entsyymeja,
joilla on korkea katalyyttinen aktiivisuus, on raportoitu useista mikrobeista, mukaan
lukien Citrobacter freundii, Erwinia herbicola ja Fusobacterium nucleatum. (Zeng, W

ym. 2019)

Zeng ym. 2019 paransi E. herbicolasta perdisin olevaa natiivia TPL:43 ohjatun evoluution
ja korkean suorituskyvyn seulontamenetelien avulla kehittddkseen tehokkaampaa TPL-
entsyymid L-DOPA-synteesiin. Tutkimuksessa entsyymien evoluutio ja korkean
suorituskyvyn seulontamenetelmit integroitiin mutatoituneiden TPL:ien seulomiseen,
joilla on hyvéd suorituskyky L-DOPA:n synteesid varten. Téhdn kaytettiin Erwinia
herbicolasta peréisin olevaa natiivia TPL:44 ja kokosolukatalyysissd parannetun Eh-TPL
entsyymin siséltdvidd E.coli BL21(DE3) -mikrobia. Viiden litran bioreaktorissa saatiin

69,1 g/l L-DOPAa fed-batch menetelmda hyddyntéen. (Zeng, W ym. 2019)

Aldolireaktio on yksi tehokkaimmista menetelmistd C-C-sidosten rakentamiseen. Tdma
reaktio on myds Kkriittinen aineenvaihdunnan yhteydessd, koska se on tirkein
biokemiallinen prosessi luonnollisten hiilihydraattien muodostamiseen. Parannettuja
aldolireaktion variantteja on kehitetty viime vuosikymmenind. Reaktion erinomainen
stereokemian hallinta voidaan saavuttaa sekd kemiallisin ettd entsymaattisin keinoin.

(Brovetto, M ym. 2011)

Aldolaasit ovat lyaaseihin kuuluvia entsyymejd, joita esiintyy hiilihydraattien,
ketohappojen ja aminohappojen biosynteesireiteilld sekéd hiilihydraattien erilaisissa
katabolisissa reiteissd. Yli 40 aldolaasia on tunnettu, joista suurin osa katalysoi ketonin
stereoselektiivistd aldoliadditiota aldehydiksi. Mekaanisesti aldolaasit voidaan jakaa
kahteen tyyppiin riippuen siitd, millaisen mekanismin kautta ne toimivat (Kuva 1).

Tyypin 1 aldolaasit aktivoivat molekyyliluovuttajan muodostamalla Schiff-eméiksen



14

valituotteeksi. Aktiivisessa kohdassa olevan lysiinitdhteen e-NH>-ryhmd muodostaa
imiinin  luovuttajan  kanssa. Tédméd aktivoitu luovuttaja  kiinnittyy sitten
stereoselektiivisesti vastaanottaja-aldehydiin, muodostamalla enamiinin. Tyypin 2
aldolaasit sisiltivit Zn>* kofaktorin aktiivisessa kohdassa. Tdmi siirtymimetalli-ioni
ohjataan kolmeen histidiinin typpiatomiin, mikd tukee nukleofiilin aktivaatiota
muodostamalla kelaation karbonyyli- ja a-hydroksiryhméan kanssa
substraattiluovuttajassa. Tdmd mahdollistaa pro-R (Hr)-protonin irtoamisen, jolloin
syntyy enediolaatti (enediolate), joka kykenee reagoimaan luovuttajan kanssa. Tyypin 1
aldolaaseja esiintyy péddasiassa eldimissd ja korkeammissa kasveissa, kun taas tyypin 2
aldolaaseja esiintyy mikro-organismeissa ja ne ovat yleensd stabiilimpia. (Brovetto, M

ym. 2011)

Type | aldolase

0 JEnz Enz ,J'L : JEnz o
)\<x EnzNH,  HN® HI, W) R HNe H.0 x
R k X - _ X R
He Hs \ N2 R R \
Hg Hs R oH R “OH

HQ He Enz-NH;
Daonor Enz-B
X =H, OH, NH;
Type Il aldolase
X Enz-COOH x
R % P
Enz-COOQ = { 1
Z \'“Hﬂyéiql _His X R}\ HS l" Z. _-His
2 5] H e
Hs O " His 0] Dj [ . His
I!I Fis Hg 4 én__, His L H His
?' |:_|-“ His Enz—0O
Danor H s
X = H, OH, OPDs% X
R'>_%°~
v - His
- -2
HO D7 “His
H His

Kuva 1. Tyypin I ja II aldolaasien mekanismi. (Kuva julkaisijan luvalla julkaisusta:

Brovetto, M ym. 2011. Copyright 2011 American Chemical Society)

Toiminnallisesti aldolaasit voidaan jakaa neljddn ryhmédn entsyymin hyvéksymén
luovuttajasubstraatin rakenteen mukaan (Taulukko 1). Ensimmiinen ryhmé kéayttaa

dihydroksiasetonifosfaattia (DHAP) luovuttajana ketoosi-1-fosfaatin muodostamiseksi



15

reaktiossa aldehydin kanssa. Toinen ryhmé kdyttdd pyruvaattia tai fosfoenolipyruvaattia,
jolloin saadaan 3-deoksi-2-ketohappoja. Kolmas ryhma kayttdd asetaldehydid 2-
deoksialdehydien saamiseksi. Lopuksi neljds ryhmé kayttiad glysiinid luovuttajana, mika

johtaa B-hydroksi-a-aminohappoihin. (Brovetto, M ym. 2011)

Taulukko 1. Aldolaasien neljd ryhméé niiden luovuttajasubstraatin mukaan. (Taulukko
julkaisijan luvalla julkaisusta: Brovetto, M ym. 2011. Copyright 2011 American
Chemical Society)

Donor Acceptor Product
0 o) fi—- 3
L_ _OR e M _OR
HO._J\_OR; AP PR
DHA(F) OH
[#] DPO.2 o] OH O
L or : M AN
-~ "COzH Z G0, R™ "H R~ "COo,H

Pyruvate or phosphoendpyruvate
[8]

o
/JL‘H H"‘LH H"*L'\’ﬂ“ "H

acetaldehyde

HzN.__COOH

glycine

OH 0
R”H R™*~" “OH
NH,

==

Toiseen ja  kolmanteen  ryhmddn  kuuluvat  aldolaasit  tuottavat  a-
metyleenikarbonyyliyhdisteitd ja siten yhden stereokeskuksen. Toisaalta ensimmaiseen
ja  neljanteen ryhmddn kuuluvat aldolaasit muodostavat a-substituoituja
karbonyyliyhdisteitd, jotka sisdltdvdt kaksi vierekkdistd kiraalista keskusta
muodostuneessa C-C-sidoksessa. Namé entsyymit hyviksyvét yleensd laajan valikoiman
vastaanottajasubstraatteja, mutta niilld on tiukat vaatimukset luovuttajasubstraateille.
Yleensd stereoselektiivisyyttd sdidtelee entsyymi, eikd se riipu substraatin rakenteesta,

mika tuottaa hyvin ennustettavia tuotteita. (Brovetto, M ym. 2011)

Dihydroksiasetonifosfaatti- (DHAP) ja dihydroksiasetoni- (DHA) riippuvaiset aldolaasit
sisdltdavit useita entsyymejé, jotka hyvéiksyvit laajan valikoiman substraatteja. Joidenkin

tunnettujen DHAP-riippuvaisten reaktioiden in vivo-katalysoimat synteettisesti
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kiinnostavat reaktiot on esitetty alla olevassa taulukossa (Taulukko 2). Namid DHAP-
riippuvaiset aldolaasit ovat tihdn mennessé tutkituimpia ja kiinnostavimpia vaihtoehtoja,
erityisesti polyoksigenoitujen yhdisteiden asymmetriseen synteesiin. Kaytettdessé
DHAP-riippuvaisia aldolaaseja katalysoituun C-C-sidoksen muodostukseen, syntyy
kaksi uutta stereokeskusta. Tadmén seurauksena voidaan saada neljd erilaista
stereoisomeerid. Eri aldolaaseja, jotka katalysoivat kunkin stereoisomeerin

muodostumista on kaupallisesti saatavilla. (Brovetto, M ym. 2011)

Taulukko 2. Dihydroksiasetonifosfaatista riippuvat aldolaasit. (Taulukko julkaisijan
luvalla julkaisusta: Brovetto, M ym. 2011. Copyright 2011 American Chemical Society)

Natural acceptor Enzyme Product
o O OCH
HJ\l/\OF'C:.: Fructose |.6-biphosphate (FBP) “'Gi'PDx/I\:/“T’“"opo;
CH aldolase (FruA, EC 4.1.2.13) UH - OH
o-glyceraldehyde 3-phosphate (G3P) o-fructase 1,6-biphosphate (FEP)
0 4] OH
. . £ -
HJ\/ L-Fuculose |-phosphate (Fuc 1-P) '--"'Uw/“T ~
OH aldolase (FucA, EC 4.1.2.17) OH OH
(5}-lactaldehyde L-fuculose 1-phosphate (Fuc 1-P)
o O OH
N~ L-Rhamnulese 1-phosphate (Rha '03°°~»/L-T‘l\/
OH [-P) aldolase {(RhuA, EC 4.1.2.19) OH OH
(S)-lactaldehyde L-thamnulose 1-phosphate (Rha 1-P)
D
H’U\I-’“‘opcf Tagatose |.6-diphosphate (TDP) "Ofpoﬂ-/L\-r’L\I/“opo,}-
OH aldolase (TagA. EC 4.1.2.40) OH OH
p-glyceraldehyde 3-phosphate (G3P) n-tagatose 1 6-diphosphate (TDP)

FBP-aldolaasi on DHAP-ryhmin eniten kiytetty entsyymi. Se katalysoi in vivo D-
glyseraldehydi-3-fosfaatin (G3P) ja DHAP:n aldolilisdystd, jolloin saadaan D-fruktoosi-
1,6-bifosfaattia (FBP). TiAmi reaktio siirtyy voimakkaasti synteesié kohti (K = 10* M)
standardiolosuhteissa, minké seurauksena silld on vahva riippuvuus reagoivien aineiden
konsentraatioista. Sekd tyypin 1 ettd tyypin 2 mekanismeilla toimivia entsyymeji on
eristetty erilaisista prokaryoottisista ja eukaryoottisista 1dhteistd, ja siten FBP aldolaasi on
yleinen glykolyyttinen entsyymi, jolla on ratkaiseva rooli glykolyysissd,
glukoneogeneesissé ja fruktoosiaineenvaihdunnassa. Kanin lihaksesta eristettyd tyypin 1

FBP-aldolaasia (RAMA) ja hiivasta sekd bakteereista eristettdvid tyypin 2 aldolaasia



17

kdytetddn eniten orgaanisessa synteesissd niiden hyvéstd kaupallisesta saatavuudesta

johtuen. (Brovetto, M ym. 2011)

Hydroksinitriililyaasit (HNL) ovat my0s kiinnostava esimerkki aldolaaseista. Entsyymit
katalysoivat syaanihydriinien palautuvaa muodostumista HCN:std ja aldehydeistd tai
ketoneista. Manteleista saatu HNL oli ensimméinen eristetty ja karakterisoitu
hydroksinitriililyaasi, jota on siitd ldhtien kdytetty enantiomeerisesti rikastettujen R-
syaanihydriinien  valmistamiseen aromaattisista ja alifaattisista aldehydeista.
Ensimmaéinen S-selektiivinen hydroksinitriililyaasi havaittiin vuonna 1960 hirssitaimissa.
Nykyédédn saatavilla on laajasti sekd R-, ettd S-selektiivisid hydroksinitriililyaaseja.

(Fesko, K. Gruber-Khadjawi, M. 2013)

Ruusukasvien hydroksinitriililyaasin luonnollinen substraatti on R-mantelonitriili. R-
HNL-entsyymid kiytetddn synteesissd katalyyttind syaanihydriinien synteesiin
alifaattisista, tyydyttdmattomistd, aromaattisista ja heteroaromaattisista aldehydeisté ja
ketoneista. Kirjodurrasta saatu HNL (SbHNL) oli ensimmaéinen S-selektiivinen HNL, jota
kaytettiin orgaanisessa liuottimessa S-syaanihydriinien valmistukseen. Entsyymin
luonnollinen substraatti on S-4-hydroksimandelonitriili. Sen isoin haittapuoli on
kuitenkin rajallinen substraattitoleranssi (Fesko, K. Gruber-Khadjawi, M. 2013).
Hydroksinitriililyaasit ovat nousseet esille potentiaalisina biokatalyytteind erilaisten
kiraalisten yhdisteiden synteesiin, joille I6ytyy sovelluksia farmaseuttisissa,
maatalouskemiallisissa ja kosmeettisissa formulaatioissa. Viime vuosien aikana on tehty
paljon kehitysaskelia kemiallisten ja biologisten katalyyttien tutkimiseksi, jotka olisivat

hyddyllisid asymmetrisen syanohydriinin tuotannossa (Brovetto, M ym. 2011)

3.2 Oksidoreduktaasit

Oksidoreduktaasit ovat entsyymejd, joita harvemmin kédytetddan C-C-sidosten
muodostamiseen, lukuun ottamatta lakkaaseja ja peroksidaaseja; kumpikaan niistd
kahdesta enstyymistd ei kuitenkaan ohjaa todellista C-C-sidoksen muodostumisreaktiota,
vaan ne vilittdvit vain reaktiivisen lajin muodostumista. Téstd huolimatta, uusia hapetus-

pelkistysreaktioon osallistuvia entsyymejd, kuten berberiinin siltaentsyymia (BBE-like
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enzymes (BBE) on hyddynnetty synteettisiin tarkoituksiin, ja wuusia hapetus-

pelkistysreaktioita C-C-sidosmuodostuksille on tunnistettu. (Resch, V ym. 2011)

BBE osallistuu bentsofenantridiinialkaloidien biosynteesiin unikkokasveissa. Se
katalysoi molekyylinsiséistd oksidatiivista C-C-sidoksen muodostumista fenoliosan ja
N-metyyliryhmain vililla kdyttden happea. Perusteellisimmin tutkittu BBE-entsyymi on
perdisin Eschscholzia californica -kasvista (kaliforniantuliunikko), jota vodaan tuottaa
huomattavia méérid Pichia pastoris hiivalla. Vuodesta 2011 lahtien BBE:td on kaytetty
uusien optisesti puhtaiden (r)-bentsyyli-isokinoliinien ja (s)-berbiinijohdannaisten

valmistukseen (Kuva 3). (Resch, V ym. 2011)

Ry

| % Berberine bridge enzyme | e

= N Toluene/buffer = 70:30 = N

R, e 40°C. 24 hours Ry~ R Yl
Ry OH 7N R, OH Ry~ -OH
|
rac 0 HO; a.e >897% e.e. >97% | /r

204gfL 50% conv. 181-249 mg (36-50%)
500 mg 155207 mg (31-42%)

Kuva 3. Oksidatiivinen C-C-sidoksen muodostuminen kayttdmalla
berberiinisiltaentsyymid (BBE) (Kuva julkaisusta: Resch, V ym. 2011. Copyright 2011
Elsevier Ltd. CC BY-NC-ND 3.0)

Lakkaasit ovat monikuparioksidaaseja (multicopper oxidases), jotka katalysoivat
erilaisten O-substituoitujen ja N-substituoitujen areenien hapettumista. Niitd kédytetddn
usein C-C-sidosten muodostamiseen polymeroinnin, oligomerisaation tai dimerisaation
aikaansaamiseksi. Lakkaasit hapettavat esimerkiksi fenolit vastaaviksi erittdin
reaktiivisiksi fenoksiradikaaleiksi, jotka voivat sitten kdyda ldpi erilaisia jatkoreaktioita,
kuten C-C-sidoksen tai kinonin muodostumisen. Lakkaasireaktio yksindén ei ole
stereoselektiivinen. Siitd huolimatta mielenkiintoinen lakkaasin vélittima transformaatio
on kompleksisen bisindolialkaloidi anhydrovinblastiinin (3) synteesi indolijohdannaisten
katarantiinin (1) ja vindoliinin (2) oksidatiivinen yhdistiminen ja siti seurannut NaBH4-

pelkistyminen (Kuva 4). (Resch, V ym. 2011)
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1) laccase
N 2) NaBH
+ —= 4 .
\ I MeQ buffer pH: 3.5
H 30°C, 8 hours A
CO,Me bond to be "
broken
catharanthine 1 vindoline 2 anhydrovinblastine 3 i, OAc
440 mg (8.8 g/L) 440 mg (8.8 g/L) 415 mg (56%) HO CO,Me

Kuva 4. Oksidatiivinen C-C-sidoksen muodostuminen lakkaasin avulla (Kuva

julkaisusta: Resch, V ym. 2011. Copyright 2011 Elsevier Ltd. CC BY-NC-ND 3.0)

Tuote voitiin eristdd 50 %:n saannolla optisesti puhtaassa muodossa. Reaktio edellyttdd
C-C-sidoksen katkaisua kvaternaarisen ja tertiddrisen hiilikeskuksen vililld
katarantiinissd, minké jilkeen C-C-sidos muodostuu kvaternaariseen hiiliatomiin. Lisdksi
timd on yksi harvinainen esimerkki, jossa hapetettavassa molekyylissd ei ole
fenolialkoholia vaan sekundddrinen amiini. NaBH4:n oletetaan tarvittavan
iminiumryhmén pelkistimiseen. Anhydrovinblastiinin synteesi on vdhemmaén
vakiintunut biokatalyysin sovelluksiin, mutta sen merkitys ja tuntemus on viime aikoina

kasvanut. (Resch, V ym. 2011)



20

4 YHTEENVETO JA JOHTOPAATOKSET

Biokatalyysin kayttd on kasvanut merkittivasti, ja se on nyt vakiintunut tirkedksi osaksi
modernia orgaanista synteesid. Entsyymien kemo-, regio ja stereoselektiiviisyytti
arvostetaan nykyddn laajalti, ja biokatalyyttisid ldhestymistapoja arvioidaan
sadnndllisesti synteettisten reittien suunnittelussa. Erityisesti entsymaattiset vaihtoehdot
kiraalisten alkoholien, happojen ja esterien tuottamiseksi ovat erittéin tutkittuja ja laajasti
kiytettyja tekniikoita, mukaan lukien joitain esimerkkejd teollisessa mittakaavassa.
Katalyyttisten hyotysuhteiden ja selektiivisyyksien liséksi biokatalyysi voi myds olla
avainasemassa kemiallisten prosessien kestdvyyden lisddmisessd. Biokatalyysi sisdltdd
monia samoja haasteita orgaanisten kemiallisten prosessien osalta, jotka kaikki ovat
kemianteollisuudelle jo tuttuja. Tavoitteena on kehittdd lisdd kéyttokelpoisia

biokatalyyttejd, joita voidaan hyddyntdd orgaanisessa synteesissa.

C-C-sidosten muodostaminen on tehokas strategia monimutkaisten yhdisteiden
rakentamiseen yksinkertaisista synteettisistd molekyyleisti. Vaikka C-C-sidosten
luomiseen on kehitetty monia menetelmid, uusien C-C-sidosten stereoselektiivinen
muodostaminen on edelleen haasteellista. Biokatalyyttien selektiivisyydet ovat
korkeammat, verrattuna kemiallisiin katalyytteihin, joten biokatalyytit ovat erinomaisia
vaihtoehtoja  stereoselektiiviseen = C-C-sidoksen  muodostukseen.  C-C-sidosten
biokatalyyttisen muodostumisen hyddyntdmistd rajoittaa kuitenkin sithen soveltuvien
uusien entsyymien kapea valikoima, joka puolestaan hidastaa niiden soveltamista
teollisuudessa. Téstd johtuen uusien C-C-sidoksen muodostusreaktioita katalysoivien

entsyymien ldytdminen on valttdmitontd laajemman biokatalyysin kdyton kannalta.
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