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ATTUALITÀ

N
ello scenario attuale, gli inte-
ressi e gli sviluppi delle biotec-
nologie industriali (BI) [1, 2] si
basano principalmente sull’u-

so di microrganismi o parti di essi, utilizzo
reso possibile dai progressi ottenuti da
microbiologia, biochimica, genetica, bio-
logia molecolare, chimica delle fermenta-
zioni, in sinergia con l’innovazione delle
tecniche della chimica organica sintetica e
dell’ingegneria di processo. Molti micror-
ganismi producono naturalmente compo-
sti di interesse biotecnologico che sono
difficili da sintetizzare o la cui produzione
avrebbe delle ripercussioni negative per
l’ambiente. Lo fanno però in quantità mini-
me tali da rendere impraticabile una loro
purificazione e/o un loro utilizzo. La pro-
duzione di un composto da parte di un
microrganismo può essere influenzata
modulando le condizioni ambientali ester-
ne o interne della cellula, rispettivamente
modificando le condizioni di crescita o

attraverso mutagenesi casuale e succes-
siva selezione dei ceppi maggior produt-
tori. Gli esempi più classici di queste stra-
tegie si riscontrano nella produzione di
antibiotici, amminoacidi, vitamine, alcoli,
acidi organici, solventi, prodotti nutraceu-
tici, cosmetici, enzimi, materie plastiche
biodegradabili, ecc. L’introduzione delle
tecniche di DNA ricombinante ha consen-
tito di ovviare alla casualità della mutage-
nesi consentendo di intervenire in modo
mirato sul patrimonio genetico di questi
microrganismi.
Alcuni Paesi stanno investendo molto
sulle BI, primi tra tutti Stati Uniti e
Giappone (fonti consultabili per una visio-
ne della problematica: [3-7]).
La prima importante e tangibile conse-
guenza di tali investimenti è stata lo svi-
luppo di bioprocessi e conseguente com-
mercializzazione di due bio-materiali inno-
vativi, entrambi prodotti a partire da mate-
rie prime rinnovabili, come il glucosio deri-

vato dal mais [1, 8]:
a) Sorona 3GT, una nuova fibra sintetica
poliesterica che utilizza come monomero
l’1,3-propandiolo ottenuto per via fermen-
tativa con un microrganismo opportuna-
mente ingegnerizzato;
b) NatureWorks, una plastica biodegrada-
bile a base di PLA (acido polilattico), il cui
monomero è invece ottenuto utilizzando
ceppi selvatici.
Si è sviluppata inoltre la produzione di
bioenergia a partire da materiale di scarto
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derivante sia dall’industria agro-alimenta-
re sia da rifiuti domestici (es. frutta, verdu-
ra, scarti del giardino), con l’ulteriore van-
taggio di avere ridotto le emissioni di gas
serra. Nell’aprile 2004 è stata annunciata
la produzione di bioetanolo da substrati
complessi, quali zuccheri pentosi, bagas-
sa (residuo della lavorazione della barba-
bietola da zucchero) e cellulosa (paglia e
carta). Il bioetanolo può essere usato
anche nei motori a combustione in diver-
se forme, generalmente mescolato alla
normale benzina [2, 4].

Le nostre ricerche
Quasi tutti i bioprodotti citati nell’introdu-
zione possono essere ottenuti anche a
partire dal greggio. Se analizziamo la quan-
tità di riserve di petrolio dichiarate, ci tro-
viamo di fronte ad una sorta di paradosso,
con il petrolio che viene consumato ad una

velocità senza precedenti e le sue riserve
che sono rimaste praticamente allo stesso
livello di trent’anni anni fa, grazie alla sco-
perta di nuovi giacimenti. Tuttavia queste
riserve di petrolio sono ubicate in posti
sempre più difficili da raggiungere, difficol-
tà che si riflette in una continua ascesa del
costo di estrazione, che a sua volta si
ripercuote sul costo del petrolio. Sin dal
2003, le fonti di energia rinnovabili, con-
frontandone il prezzo in base al peso,
costano circa la metà delle fonti di origine
fossile (petrolio 175 euro/ton; mais 80
euro/ton; paglia 20 euro/ton; zucchero 180
euro/ton) ma, soprattutto, bisogna ricorda-
re che le fonti di petrolio mondiale non
sono destinate a durare per sempre. In uno
studio approfondito sulla situazione ener-
getica mondiale realizzato dal World
Energy Council [9] vengono esaminati
diversi scenari futuri. Si prevede che il
petrolio si esaurirà in cinquant’anni, il gas

naturale in sessantacinque, il carbone in
circa duecento. La ricerca del nostro labo-
ratorio è dedicata da alcuni anni allo svi-
luppo di prodotti e processi a partire da
fonti rinnovabili. A tale scopo, ci siamo
dedicati allo studio dell’espressione di geni
eterologhi nel lievito Saccharomyces cere-
visiae, microrganismo ampiamente cono-
sciuto dal punto di vista genetico, biochi-
mico, metabolico e fisiologico, caratteriz-
zato da un’elevata velocità di crescita e
GRAS (Generally Recognized As Safe). 
Di seguito una sintetica descrizione dei prin-
cipali progetti e con-
seguenti risultati.
Durante i processi
lattiero-caseari, la
reazione fondamen-
tale della trasforma-
zione del latte è la
fermentazione del

lattosio ad acido lat-
tico, generalmente
ottenuta con batteri
lattici appartenenti ai generi Streptococcus
e Leuconostoc, in quanto provoca la for-
mazione del caglio da parte della rennina,
previene la crescita di microrganismi inde-
siderati, influenza i cambiamenti enzimatici
che determinano le caratteristiche del pro-
dotto finale e induce la separazione del
siero (frazione idrosolubile). In seguito viene
allontanato il siero, che costituisce il pro-
dotto “secondario” più abbondante. Le vie
di utilizzo del siero sono numerose, alcune
già tradizionalmente sfruttate, quali alimen-
tazione dei suini, essiccazione, recupero
delle frazioni proteiche. Una della prospet-
tive più promettenti è quella di utilizzare il
lievito S. cerevisiae, veicolando quindi una
sostanza di scarto (il siero, ancora ricco di
lattosio) nella produzione di biomasse
(additivi delle derrate alimentari) o di pro-

dotti ad alto valore aggiunto (es. bioetano-
lo), qualora il lievito sia stato a tale scopo
ingegnerizzato (nel corredo proteico di S.
cerevisiae non è infatti riscontrabile un’atti-
vità β-galattosidasica, indispensabile per
idrolizzare il disaccaride lattosio).
Fermentazioni condotte con lieviti geneti-
camente modificati permettono la produ-
zione di biomasse e/o etanolo da lattosio
con alte rese di conversione ed elevate
produttività [10]. Grazie alla simultanea
espressione di attività eterologhe β-galat-
tosidasica e glucoamilasica, è stato inoltre

sviluppato un ceppo di lievito S. cerevisiae
in grado di crescere contemporaneamente
su lattosio ed amido [11].
È stato più recentemente sviluppato nei
nostri laboratori un processo potenzial-
mente competitivo a livello industriale per
la produzione di acido L-lattico [12]. Tale
prodotto, il cui mercato è in rapida cresci-
ta ed è stimato valere annualmente parec-
chie centinaia di milioni di dollari, viene uti-
lizzato nell’industria alimentare, farmaceuti-
ca, fitosanitaria e della chimica fine. La pro-
duzione industriale attuale di acido L-latti-
co sfrutta le capacità biosintetiche naturali
di microrganismi batterici selvatici
(Lactobacillus lactis). Purtroppo i bassi
valori di pH conseguenti alla produzione
dell’acido lattico (pKa = 3,78) hanno un
effetto negativo sulla crescita dei microrga-
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nismi utilizzati, con conseguente limitazio-
ne della produzione stessa. Tale inconve-
niente viene aggirato mantenendo il pH del
processo a valori relativamente alti (pH = 5-
5,5). In questo modo viene favorita la cre-
scita batterica e la produzione, ma, come
inconveniente, il prodotto finale è sotto
forma di sale alcalino, alcalino-terroso o di
ammonio. Il recupero dell’acido L-lattico,
unico prodotto con un interesse commer-
ciale, dal suo sale richiede un ulteriore sta-
dio di processo, costituendo quindi un
costo aggiuntivo molto rilevante. 
L’idea inventiva di partenza è stata quella di
utilizzare un organismo produttore capace
di crescere e di rimanere attivo a bassi
valori di pH, evitando in questo modo la
produzione di lattati. Il lievito gemmante S.
cerevisiae cresce e rimane metabolica-
mente attivo anche a bassi valori di pH (3-
3,5). L’inserzione in cellule di lievito del
gene eterologo LDH-A, codificante l’enzi-
ma lattico deidrogenasi bovina, consente
nel microrganismo così ingegnerizzato la
bioconversione del piruvato, un composto
principale del metabolismo di ogni cellula,
ad acido L-lattico [LA] (V. Figura a lato, atti-
vità 1). Al fine di poter incrementare la pro-
duzione (oltre 100 g/l), la produttività (fino a

1 g/l/h), ma soprattutto la resa di conver-
sione (fino all’85% del valore teorico, defi-
nito come grammo di acido lattico prodot-
to per grammo di glucosio consumato) è
stato necessario sviluppare, studiare ed
utilizzare lieviti ospite mancanti dell’attività
piruvato deidrogenasica e/o piruvato
decarbossilasica (Figura; attività 2 e 3) [13-
14].
Sfruttando le stesse piattaforme scientifi-
che e tecnologiche sono attualmente in
fase di sviluppo microrganismi ingegneriz-
zati per la produzione di acido ascorbico
[AA], antiossidante naturale impiegato nel-
l’industria alimentare, farmaceutica e
cosmetica, il cui mercato mondiale annuo
supera le 80 mila tonnellate. L’acido ascor-
bico (vitamina C) è un metabolita indispen-
sabile per diverse funzioni metaboliche e
diventa un nutriente essenziale per quegli
organismi, come l’uomo, incapaci di sinte-
tizzarlo. Il processo produttivo che si inten-
de sviluppare per la produzione di acido
ascorbico (Figura) risulterebbe potenzial-
mente alternativo rispetto ai processi
attualmente in uso. Tali processi si basano

su una sintesi (quasi) interamente di tipo
chimico [15] o, in alternativa, su metodiche
che risultano essere la combinazione di un
processo fermentativo, realizzato con
microrganismi ricombinanti che producono
acido 2-cheto-L-gulonico, con stadi chimi-
ci convenzionali [16-17]. La via metabolica
che porta alla sintesi di acido ascorbico in
animali e piante produttrici non è stata
ancora completamente delucidata. 
Per confermare le diverse vie metaboliche
naturali proposte [18] è necessario isolare
alcune attività enzimatiche specifiche e/o
identificare i geni che le codificano. Tali ge-
ni risultano essenziali per poter ingegneriz-
zare i lieviti per la produzione di acido
ascorbico in quanto questi ultimi non ne
producono naturalmente.
A tutt’oggi è stato possibile ottenere ceppi
di lievito esprimenti differenti combinazioni
di geni eterologhi di pianta (Arabidopsis
thaliana), di eucarioti superiori (Rattus nor-
vegicus) e microrganismi procarioti
(Zymomonas mobilis), in grado di produrre
acido ascorbico [19]. La produzione otte-
nuta, seppure di notevole importanza poi-
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Rappresentazione
schematica delle vie
metaboliche
coinvolte negli
interventi di
ingegneria
metabolica
Cerchi neri: attività
enzimatiche, naturali
o eterologhe, presenti
nella cellula di lievito e
di particolare rilevanza
per i processi riportati.
Cerchi grigi: attività eterologhe
note che si intende esprimere in
lievito. Cerchio bianco
tratteggiato: attività enzimatica
ipotizzata.
1: Lattico deidrogenasi; 2:
Piruvato decarbossilasi; 3:
Piruvato deidrogenasi; A: L-

galattosio deidrogenasi; B:
Arabinono 1,4 lattone ossidasi;
C: Mioinositolo fosfatasi; D:
GDP L-Galattosio pirofosforilasi
(ipotetico); E: GDP-mannosio

epimerasi; F:
Fosfomannomutasi; G:
Mannosio 6-P isomerasi; H:
Fruttosio 6-P isomerasi

Rappresentazione schematica delle vie metaboliche coinvolte negli interventi di ingegneria metabolica
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ché dimostra la fattibilità del processo, non
può che essere ritenuta un punto di par-
tenza in quanto il substrato fornito per tale
bioconversione è L-galattosio, zucchero
raro ed estremamente costoso. Gli attuali
sforzi del laboratorio sono quindi rivolti al
completamento dei passaggi ancora man-
canti affinché la produzione di vitamina C
possa avvenire da D-glucosio. Negli ultimi
due anni alcuni di questi passaggi sono
stati identificati in pianta [20-21] ed è
attualmente in corso la valutazione della
loro espressione eterologa in S. cerevisiae
sul completamento del processo.

Conclusioni e prospettive
Le biotecnologie cosiddette “bianche” pro-
mettono di rivoluzionare l’intera industria
manifatturiera, dalla scelta delle materie
prime fino alla conservazione del prodotto
finale. Anche in quei casi in cui un proces-
so biotecnologico non è rivolto allo svilup-
po di un nuovo prodotto, la riduzione dei
costi di processo e la sostenibilità ambien-
tale che ne possono derivare offrono spes-

so un vantaggio competitivo.
Uno studio della McKinsey [22] indica che
la fetta di mercato delle BI aumenterà con-
siderevolmente prima del 2010, soprattut-
to nella produzione di composti della chi-
mica fine. Considerando l’industria chimica
nel suo insieme, l’incidenza delle BI è
attualmente intorno al 5%, valore destinato
a crescere al 10-20% per il 2010, con pro-
spettive di crescita future anche maggiori.
Il grado di sviluppo delle BI dipenderà da un
numero di fattori quali il prezzo del petrolio
e degli scarti industriali, il grado di avanza-
mento tecnologico e le politiche di sviluppo
in questo settore dei vari Paesi. Se tale svi-
luppo avverrà, come è auspicabile, si pos-
sono prevedere ripercussioni sull’econo-
mia, con un forte stimolo delle economie
rurali, sull’ambiente, consentendo una ridu-
zione delle emissioni di CO2 e un allinea-
mento al protocollo di Kyoto, sulla dipen-
denza dai Paesi produttori di greggio.
In questo contesto, il nostro laboratorio ha
dedicato sforzi e risorse allo sviluppo di
microrganismi ricombinanti che possano

costituire la base di partenza per lo svilup-
po di nuovi processi biotecnologici. I risul-
tati delle ricerche relative alla produzione di
acido lattico ed ascorbico sono stati protet-
ti da brevetti internazionali e/o domande di
brevetto, la cui esclusività è stata successi-
vamente ceduta, costituendo un esempio
concreto di trasferimento tecnologico.
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