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DESCRIPCION
Método para la conversion enzimatica de un sustrato de fenol en un producto de catecol correspondiente
Introduccién

La tirosinasa es un tipo de enzima polifenol oxidasa ampliamente distribuida en la naturaleza y tiene varias funciones
bioldgicas y aplicaciones biotecnoldgicas. En presencia de oxigeno molecular, la tirosinasa cataliza dos tipos de
reaccion: la hidroxilacion de monofenoles para dar o-difenoles (actividad monofenolasa) y la posterior oxidacion de
o-difenoles para dar o-quinonas (actividad difenolasa). Las quinonas reactivas se autopolimerizan (de manera no
enzimatica) para dar las melaninas macromoleculares que son responsables de la pigmentacién cutanea y capilar, el
pardeamiento de frutas y la cicatrizacién en plantas y artrépodos. La tirosinasa tiene amplia especificidad de sustrato
y puede aceptar muchos tipos de fenoles y difenoles (catecoles). Entre los fenoles sustituidos puede actuar sobre
fenoles sustituidos en 3 y 4 pero los fenoles sustituidos en 2 son inhibidores competitivos de la enzima.

La capacidad de las tirosinasas para convertir monofenoles en o-difenoles ha motivado estudios en cuanto a la
produccién de diversos o-difenoles que son precursores importantes para la sintesis de productos farmacéuticos,
productos quimicos para la agricultura, aromas, inhibidores de polimerizacién, tintas y antioxidantes. Los
halocatecoles son sintones interesantes debido a su actividad biolégica asi como a una variedad de reacciones de
intercambio halégeno-metal y de acoplamiento cruzado a partir de compuestos intermedios de halocatecol para
permitir la sintesis de elementos estructurales de catecoles funcionalizados. Por ejemplo, el fluorocatecol es
potencialmente un precursor valioso para la sintesis de productos farmacéuticos, tales como las catecolaminas
adrenérgicas y las aminas biogénicas. La sintesis de catecol sustituido por medios quimicos es complicada debido al
empleo de reactivos agresivos, condiciones de reaccién intensas y escaso rendimiento. Aunque la tirosinasa tiene
gran potencial como medio biolégico para sintetizar estos catecoles, el uso de tirosinasas para la sintesis de catecol
ha estado limitado debido a la baja razén de actividad monofenolasa con respecto a difenolasa, en la que no se
favorece la acumulacién de catecoles.

El hidroxitirosol es un antioxidante altamente deseado usado en alimentos, cosméticos y medicina. La autoridad
europea de seguridad alimentaria emitié una declaracion en 2011 apoyando determinadas afirmaciones realizadas
acerca de los beneficios para la salud del hidroxitirosol. El precio del hidroxitirosol es alto debido al dificil
procedimiento de produccién (por ejemplo extraccion a partir de hojas de olivo, sintesis quimica y extraccion a partir
de aguas residuales de almazaras). La pureza de la mayoria de productos que contienen hidroxitirosol es baja
(< 80% y a menudo menos del 30%) con compuestos fendlicos y otros contaminantes presentes. La baja calidad y el
alto coste estan limitando la aplicacién del hidroxitirosol. El uso de un biocatalizador tal como tirosinasa permitiria
obtener hidroxitirosol de alta calidad.

Se ha notificado un procedimiento quimico para la produccién de hidroxitirosol a partir de tirosol pero con una
conversion de tan solo el 50% a una concentracion de 6 mM (documento EP1623960). Células enteras de P.
aeruginosa pueden transformar tirosol en hidroxitirosol (rendimiento del 80-96% a 25 mM) pero producen
subproductos indeseados (acido p-hidroxifenilacético y acido 3,4-dihidroxifenilacético) lo que aumenta la complejidad
y el coste del procedimiento posterior (Allouche et al., Appl. Environ. Microbiol., 2004, 70, pags. 2105-2109;
Boullagui y Sayadi, J. Agric. Food Chem., 2006, 54, pags. 9906-9911). Ademas P. aeruginosa es un patégeno
oportunista que afiade coste a los procedimientos de control biolégico dentro de una planta de produccién. Es
improbable que se use para producir aditivos alimentarios tales como hidroxitirosol.

El documento ES2320505 describe un procedimiento para obtener L-DOPA a partir de L-tirosina usando la enzima
tirosinasa NP_518485 de la bacteria Ralstonia solanacearum. Molloy et al. (Biotechnol. Bioeng. 2013, 110, pags.
1849-1857) describen una enzima de tirosina modificada por ingenieria de Ralstonia solanacearum para una
eficiencia catalitica mejorada hacia D-tirosina usando mutagénesis aleatoria y dirigida al sitio.

El documento US2003180833 (D1) describe la bioconversién de tirosol en hidroxitirosol usando una enzima
tirosinasa derivada de champifién. Aunque el procedimiento proporciona altos rendimientos, los tiempos de reaccion
eran muy lentos, requiriendo una conversion de 1 g de tirosol usando 15 mg de tirosinasa de champifién en una
reaccion de un litro 5 h para completar la reaccion. Ademas, las preparaciones de tirosinasa de champifién comercial
se inhiben por encima de 10 g/I de tirosol y no pueden completar la reaccién. La bibliografia cientifica notifica la
inhibicion de la tirosinasa de champifidn por &cido ascérbico a 5 mM (Golan-Goldhirsh y Whitaker, J. Agric. Food
Chem., 1984, 32, pags. 1003-1009; Marin-Zamora et al., J. Biotechnol., 2009, 139, pags. 163-168). La tirosinasa de
Ralstonia solanacearum puede actuar como biocatalizador como una célula entera, lisado celular en bruto o enzima
purificada. Los dos primeros métodos de preparacion de biocatalizador son faciles y ofrecen ventajas con respecto a
la tirosinasa de champifién usada en una preparacion purificada. Se ha sugerido que es posible un sistema en
discontinuo repetido para la conversion de tirosol (5 g/l) en hidroxitirosol (Bouallagui y Sayedi J. Agric. Food Chem.,
2006, 54 (26), pags. 9906-9911) pero los rendimientos son del 85% en una serie Unica y el biocatalizador pierde el
60% de su actividad después de 3 series dando como resultado malos rendimientos, bajas concentraciones globales
y dejando altas concentraciones del sustrato en el producto final. Por tanto, se necesitara procesamiento posterior
complicado para lograr un hidroxitirosol altamente puro. Ademas los ciclos repetidos son tediosos. Otra variacion con
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respecto al método de alimentacion en discontinuo reivindica la retirada repetida de producto con perlas (Brouk y
Fishman, J Mol Catal B: Enzym 84:121-127) pero esto dio como resultado baja concentracién de producto y menos
del 50% de rendimiento.

Brooks et al. (Enzyme and Microbial Technology, vol. 39, n.° 2, 26 de junio de 2006 y Applied Microbiology and
Biotechnology vol. 64, 2004, paginas 486-492) describen un procedimiento enzimatico para convertir tirosol o un
halofenol en el producto de catecol correspondiente, y el uso de una tirosinasa de Pseudomonas putida F6 para
catalizar la reaccion. Los rendimientos para la reaccion fueron del 77% usando una concentraciéon de sustrato de
tirosol 1 mM, pero se redujeron hasta el 5% cuando la concentracion de sustrato se aumentoé hasta tirosol 2,5 mM,
debido a la inhibicién de sustrato.

Un objetivo de la invencidn es superar al menos uno de los problemas mencionados anteriormente.
Sumario de la invencién

El solicitante ha identificado una enzima tirosinasa de Ralstonia solanacearum que puede convertir tirosol en un
hidroxitirosol a una concentracién muy alta (hasta 150 mM) y velocidad (hasta 9,3 g/lI/h), en comparacién con
cualquier otro biocatalizador (el mejor a 25 mMy 0,4 g/l/h) (figuras 2-4). Las velocidades de conversion de tirosol en
los catecoles correspondientes usando enzima tirosinasa de Ralstonia solanacearum son mucho mayores que la
velocidad de conversion para L-tirosina, el sustrato natural. El solicitante también ha demostrado que la tirosinasa de
Ralstonia solanacearum puede convertir 4-halofenoles en los 4-halocatecoles correspondientes con velocidades de
conversion de 4 g/l/h y rendimientos de producto (>92%) que son mayores que los notificados previamente usando
tirosinasa o cualquier otra enzima (figura 5). El método de la presente invencion requiere 12,9 mg de tirosinasa de R.
solanacearum para completar la biotransformacion de 1 g de tirosol en una reaccion de un litro en 20 min (15 veces
mas rapido que la tirosinasa de champifion comercial). Ademas, el método de la invencién demuestra reacciones a
alta concentracién de sustrato que no se habian logrado hasta ahora. La tirosinasa de Ralstonia solanacearum
demuestra una alta tolerancia a sustrato (27,6 g/l de tirosol) y producto (30,8 g/l de hidroxitirosol). No se observo
ninguna inhibicién de actividad de tirosinasa de Ralstonia solanacearum por la sal de sodio de acido ascorbico
(hasta 400 mM). La tirosinasa de Ralstonia solanacearum puede actuar como biocatalizador como una célula entera,
lisado celular en bruto o enzima purificada. Los dos primeros métodos de preparacion de biocatalizador son faciles y
ofrecen ventajas con respecto a la tirosinasa de champifién usada en una preparacion purificada.

Por consiguiente, la invencion proporciona un método para la conversion enzimatica de un sustrato de fenol en un
producto de catecol correspondiente, en el que el sustrato de fenol se selecciona de tirosol y un 4-halofenol,
comprendiendo el método las etapas de incubar el sustrato de fenol con una enzima tirosinasa de Ralstonia
solanacearum, o un derivado funcional de la misma, en una mezcla de reaccion, durante un periodo de tiempo
suficiente para permitir que la enzima convierta al menos algo del sustrato de fenol en el producto de catecol y en el
que la mezcla de reaccion comprende acido ascorbico, y en el que el derivado funcional es una variante modificada
por ingenieria de la enzima tirosinasa de Ralstonia solanacearum que tiene de 1 a 5 alteraciones de aminoacidos en
comparacion con la enzima tirosinasa de Ralstonia solanacearum, en el que la o cada alteracion se selecciona de
insercion, adicion, delecion y sustitucién de un aminoécido.

Cuando el sustrato de fenol es un tirosol, el producto de catecol es hidroxitirosol. Cuando el sustrato de fenol es un
halofenol, el producto de catecol es un halocatecol.

Preferiblemente, la mezcla de reaccion comprende de 100 mM a 300 mM de acido ascorbico. En una realizacion, la
mezcla de reaccion comprende hasta 400 mM de acido ascorbico. En una realizacion, el acido ascorbico se
proporciona como sal, preferiblemente ascorbato de sodio.

De manera adecuada, la variante modificada por ingenieria de enzima tirosinasa de Ralstonia solanacearum se
selecciona del grupo que consiste en RVC10, RV145 y C10_N322S, cuyos detalles se describen en Molloy et al.,
Biotechnol. Bioeng. 2013, 110, pags. 1849-1857. En una realizacidn, el derivado funcional es la enzima modificada
por ingenieria RV145.

En una realizacién, la enzima tirosinasa de Ralstonia solanacearum, o derivado funcional de la misma, se
proporciona como una célula entera, lisado celular en bruto o enzima purificada. En una realizacioén, la enzima se
inmoviliza sobre un soporte.

Normalmente, la concentraciéon de sustrato es de al menos 10 mM. En una realizacion, la concentracion de sustrato
es de al menos 100 mM. En una realizaciéon, la concentracion de sustrato es de al menos 150 mM. En una
realizacion, la concentracion de sustrato es de al menos 175 mM.

De manera adecuada, el método implica una etapa de separar producto de catecol de la enzima. En una realizacion,
la etapa de separacion comprende una etapa de filtracion en membrana. En una realizacion, la etapa de separacion
comprende una etapa de extraccion con disolvente. En una realizacion la separacién se realiza usando una fase
sélida para unir y extraer el producto de catecol del medio de biotransformacién acuoso.
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En una realizacién, la enzima convierte el 90% del sustrato de fenol en el producto de catecol. En una realizacion, la
enzima convierte el 100% del sustrato de fenol en el producto de catecol.

La invencién también se refiere a un producto de catecol seleccionado de hidroxitirosol y un 4-halocatecol producido
segun el método de la invencion.

Breve descripcion de las figuras

Figura 1: hidroxilacion de halofenoles mediante la actividad monofenolasa y oxidacion de halocatecoles mediante la
actividad difenolasa de la tirosinasa

Figura 2: biotransformacion de 20 mM de tirosol en matraces de agitacion usando enzimas WT y RV145 (20 ug/ml)
en presencia de sal de sodio de acido ascorbico 40 mM (TY: tirosol, HT: hidroxitirosol).

Figura 3: biotransformacion de tirosol en hidroxitirosol mediante la enzima RV145 modificada por ingenieria. a:
biotransformacion de 75 mM de tirosol usando enzima RV145 modificada por ingenieria purificada en presencia de
sal de sodio de acido ascorbico 150 mM. B: biotransformacién de 100 mM de tirosol usando lisado libre de células
de E. coli que alberga la enzima RV 145 modificada por ingenieria en presencia de sal de sodio de acido ascorbico
200 mM.

Figura 4: biotransformacién de 150 mM de tirosol usando lisado libre de células en bruto de E. coli que alberga la
enzima RV145 modificada por ingenieria en presencia de sal de sodio de acido ascérbico 300 mM.

Figura 5a: biotransformacion de 10 mM de 4-fluorofenol en matraces de agitacion usando enzimas WT y RV145
(20 pg/ml) en presencia de sal de sodio de acido ascérbico 20 mM. b: biotransformacion de 10 mM de 4-yodofenol
en matraces de agitacion usando enzimas WT y RV145 (10 pg/ml) en presencia de sal de sodio de acido ascorbico
20 mM (4-1P: 4-yodofenol, 4-IC: 4-yodocatecol, 4-FP: 4-fluorofenol, 4-FC: 4-fluorocatecol).

Figura 6: biotransformacion de 100 mM de tirosol usando tirosinasa de champifion comercial en presencia de acido
ascorbico 200 mM. La reaccion proporciona solo el 30% de producto y se detiene una vez que se forma producto
30 mM mostrando su rendimiento mucho peor en comparacion con tirosinasa de R. solanacearum.

Descripcion detallada de la invencién
Definiciones:

“Sustrato de fenol” significa un fenol sustituido o no sustituido, especialmente un fenol sustituido en 3 o sustituido en
4. Los ejemplos de sustituyentes incluyen halégenos o sustituyentes hidroxialquilo. Los ejemplos de sustituyentes
hidroxialquilo incluyen sustituyentes hidroximetilo e hidroxietilo, especialmente sustituyentes 4-hidroximetilo y 4-
hidroxietilo. Normalmente, el fenol sustituido en 3 o sustituido en 4 es un 3-halofenol o 4-halofenol. Los ejemplos de
halofenoles incluyen yodofenol, bromofenol, clorofenol y fluorofenol. Preferiblemente, el fenol es tirosol.
Preferiblemente, el sustrato de fenol se proporciona a una concentracién de hasta su solubilidad maxima en entorno
acuoso. En una realizacion, el sustrato de fenol se selecciona de tirosol, un 3-halofenol y un 4-halofenol. En una
realizacion, el sustrato de fenol se selecciona de tirosol y un 4-halofenol.

“Producto de catecol correspondiente” significa un catecol que se produce haciendo reaccionar un sustrato de fenol
con una enzima tirosinasa de Ralstonia solanacearum. Cuando el sustrato de fenol es un 4-halofenol (por ejemplo,
4-fluorofenol), el producto de catecol correspondiente es el 4-fluorocatecol correspondiente (4-fluorocatecol).
Asimismo, cuando el sustrato de fenol es hidroxialquilfenol sustituido en 4 (por ejemplo, tirosol), el producto de
catecol correspondiente es el hidroxialquilcatecol sustituido en 4 correspondiente (hidroxitirosol).

“Tirosol” se refiere a 4-(2-hidroxietil)fenol.

“Hidroxitirosol” significa 4-(2-hidroxietil)-1,2-bencenodiol.

“Enzima tirosinasa de Ralstonia solanacearum’” significa una enzima tirosinasa aislada de Ralstonia solanacearum.
Un ejemplo de una enzima de este tipo se describe en Molloy et al., Biotechnol. Bioeng. 2013, 110, pags. 1849-
1857. A continuacién se proporcionan las secuencias de aminoacidos y de acido nucleico para la enzima de tipo

natural:

Secuencia de aminoacidos de enzima tirosinasa de Ralstonia solanacearum (SEQ ID NO: 1) (NP_518458)
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MVVRRTVLKAIAGTSVATVFAGKLTGLSAVAADAAPLRVRRNLHGMKMDDPDLSAYREFVGIMKGKDQTQ
ALSWLGFANQHGTLNGGYKYCPHGDWYFLPWHRGFVLMYERAVAALTGYKTFAMPYWNWTEDRLLPEAFT
AKTYNGKTNPLYVPNRNELTGPYALTDAIVGQKEVMDKIYAETNFEVFGT SRSVDRSVRPPLVQONSLDPK
WVPMGGGNQGILERTPHNTVHNNIGAFMPTAASPRDPVFMMHHGNIDRVWATWNALGRKNSTDPLWLGMK
FPNNYIDPQGRYYTQGVSDLLSTEALGYRYDVMPRADNKVVNNARAEHLLALFKTGDSVKLADHIRLRSV
LKGEHPVATAVEPLNSAVQFEAGTVIGALGADVGTGSTTEVVALIKNIRIPYNVISIRVFVNLPNANLDV
PETDPHFVTSLSFLTHAAGHDHHALPSTMVNLTDTLKALNIRDDNFSINLVAVPQPGVAVESSGGVTIPES
IEVAVI

Secuencia de acido nucleico de enzima tirosinasa de Ralstonia solanacearum (SEQ ID NO. 2) (gi|30407127)

TCAAATGACGGCGACCTCGATCGATTCGGGCGTCACGCCGCCGCTGCTCTCCACGGCAACGCCGGGTTGG
GGTACGGCCACCAGGTTGATCGAAAAGTTGTCGTCCCGGATGTTGAGCGCCTTCAGCGTGTCGGTCAGGT
TCACCATGGTCGACGGCAGGGCATGGTGGTCGTGTCCCGCCGCATGCGTCAGGAAGCTGAGCGAGGTGAC
GAAGTGCGGGTCGGTTTCCGGCACATCGAGGTTGGCGTTCGGCAGGTTGACGAAGACCCGGATGCTGATC
ACGTTGTAGGGGATCCTGATGTTCTTGATCAGGGCCACGACTTCGGTGGTACTGCCGGTACCAACATCGG
CACCCAGGGCACCCGTCACGGTGCCGGCCTCGAACTGGACGGCGCTGTTGAGCGGTTCGACCGCCGTGGC
AACCGGATGTTCCCCCTTCAGCACGCTGCGCAGCCGGATATGATCGGCCAGCTTGACGCTGTCGCCGGTC
TTGAACAGGGCCAGCAGATGCTCGGCACGGGCGTTGTTCACCACCTTGTTGTCGGCGCGCGGCATGACGT
CATAGCGGTAGCCCAGCGCCTCGGTGCTCAGCAGATCGCTCACGCCTTGCGTGTAGTACCGGCCCTGCGG
ATCGATGTAGTTGTTGGGGAACTTCATGCCCAGCCACAGCGGGTCAGTCGAGTTCTTGCGGCCCAGCGCG
TTCCAGGTGGCCCATACCCGGTCGATATTGCCGTGGTGCATCATGAACACCGGGTCGCGCGGCGAGGLCGG
CGGTGGGCATGAAGGCGCCGATGTTGTTGTGGACGGTGTTGTGCGGCGTGCGCTCCAGGATGCCCTGGTT
GCCGCCTCCCATCGGCACCCATTTGGGGTCGAGGCTGTTCTGTACCAGCGGCGGCCGGACCGAGCGGTCG
ACCGAACGGCTGGTGCCGAAGACTTCGAAGTTGGTTTCGGCATAGATCTTGTCCATGACCTCCTTCTGGC
CGACGATGGCGTCGGTGAGCGCGTAGGGGCCGGTCAGCTCATTCCGGTTGGGCACGTAGAGCGGGTTCGT
CTTGCCGTTGTAGGTCTTGGCGGTGAAGGCTTCGGGCAGCAGGCGGTCTTCGGTCCAGTTCCAGTACGGC
ATGGCGAAGGTCTTGTAGCCGGTGAGCGCGGCCACGGCGCGCTCGTACATCAGCACGAAGCCGCGGTGCC
AGGGCAGGAAGTACCAGTCGCCGTGCGGGCAGTACTTGTAGCCGCCGTTGAGCGTACCGTGCTGGTTGGL
AAAGCCGAGCCAGCTCAGCGCCTGCGTCTGGTCCTTGCCTTTCATGATGCCGACGAACTCGCGATAGGCC
GACAGGTCCGGGTCGTCCATCTTCATGCCATGCAGGTTGCGCCGCACGCGCAGCGGGGCGGCATCGGCCG
CAACAGCGGAGAGGCCGGTCAGCTTGCCCGCGAATACCGTGGCGACACTTGTCCCGGCGATTGCCTTCAG
CACCGTTCTACGCACGACCAT

“Derivado funcional de la misma” tal como se aplica a una enzima tirosinasa de Ralstonia solanacearum significa
una variante modificada por ingenieria de enzima tirosinasa de Ralstonia solanacearum que normalmente puede
convertir un fenol (es decir tirosol) en un catecol correspondiente (es decir, hidroxitirosol) a una concentracion y
velocidad que es significativamente mejor que la tirosinasa de champifiéon descrita en el documento US2003180833
(D1). Ejemplos de tales variantes modificadas por ingenieria de enzima tirosinasa de Ralstonia solanacearum se
describen en Molloy et al. (2013), incluyendo variantes que pueden convertir tirosol en hidroxitirosol a una
concentracion y velocidad que es al menos la equivalente de la enzima tirosinasa de Ralstonia solanacearum de tipo
natural. En una realizacion, la variante modificada por ingenieria de enzima tirosinasa de Ralstonia solanacearum
puede realizar una conversion del 100% de tirosol 150 mM en hidroxitirosol en el ensayo de biotransformacion de
tirosol descrito a continuacion. En una realizaciéon, la variante modificada por ingenieria de enzima tirosinasa de
Ralstonia solanacearum puede realizar una conversion del 100% de tirosol 175 mM en hidroxitirosol en la
biotransformacion de tirosol descrita a continuacién. Métodos para generar y someter a prueba variantes
modificadas por ingenieria de enzima tirosinasa de Ralstonia solanacearum resultaran evidentes para el experto en
la técnica, y se describen en Molloy et al.

Debe entenderse que una “variante modificada por ingenieria” de la proteina de enzima tirosinasa de Ralstonia
solanacearum significa enzimas que tienen secuencias de aminoacidos que son sustancialmente idénticas a enzima
tirosinasa de Ralstonia solanacearum de tipo natural. Por tanto, por ejemplo, debe entenderse que el término incluye
enzimas que estan alteradas con respecto a uno o mas residuos de aminoacido. Preferiblemente tales alteraciones
implican la insercion, adicién, delecion y/o sustitucion de 5 o menos aminoéacidos, mas preferiblemente de 4 o
menos, incluso mas preferiblemente de 3 0 menos, lo mas preferiblemente de sélo 1 6 2 aminoacidos. Se prevé la
insercién, adicién y sustitucion con aminoacidos naturales y modificados. La variante modificada por ingenieria
puede tener cambios de aminoacido conservativos, en la que el aminoacido que se introduce es estructural, quimica
o funcionalmente similar al que se sustituye. Generalmente, la variante tendra al menos el 70% de homologia de
secuencia de aminoacidos, preferiblemente al menos el 80% de homologia de secuencia, mas preferiblemente al
menos el 90% de homologia de secuencia, y de manera ideal al menos el 95%, el 96%, el 97%, el 98% o el 99% de
homologia de secuencia con enzima tirosinasa de Ralstonia solanacearum de tipo natural. En este contexto, la
homologia de secuencia comprende tanto identidad como similitud de secuencia, es decir una secuencia de
polipéptido que comparte el 70% de homologia de aminoacidos con la enzima tirosinasa de Ralstonia solanacearum
de tipo natural es una en la que un 70% cualquiera de residuos alineados son o bien idénticos a, o bien sustituciones
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conservativas de, los residuos correspondientes en la enzima tirosinasa de Ralstonia solanacearum de tipo natural.
Variantes especificas incluidas dentro del alcance de la invencion son las variantes modificadas por ingenieria
descritas en (Molloy et al., 2013), especialmente (RVC10, RV145 y C10_N322S). En una realizacién, la variante
modificada por ingenieria de enzima tirosinasa de Ralstonia solanacearum puede realizar la conversion completa de
un sustrato de tirosol en hidroxitirosol a concentraciones un orden de magnitud mayor que las notificadas
previamente por cualquier tirosinasa u otro biocatalizador (por ejemplo tirosol 175 mM).

También se pretende que el término “variante modificada por ingenieria” incluya derivados quimicos de enzima
tirosinasa de Ralstonia solanacearum de tipo natural, es decir en los que uno o mas residuos de la enzima de tipo
natural se derivatiza quimicamente mediante reaccién de un grupo secundario funcional. También se incluyen dentro
del término variante enzimas tirosinasa de Ralstonia solanacearum de tipo natural en las que se sustituyen residuos
de aminoacido que se producen de manera natural por analogos de aminoacidos. Ejemplos de modificaciones de
cadena lateral incluyen modificacion de grupos amino, tales como mediante alquilacion reductora por reaccion con
un aldehido seguida por reduccién con NaBHa4; amidacion con metilacetimidato; acetilacion con anhidrido acético;
carbamilacion de grupos amino con cianato; trinitrobencilacion de grupos amino con acido 2.4,6-
trinitrobencenosulfénico (TNBS); alquilacion de grupos amino con anhidrido succinico y anhidrido tetrahidroftalico; y
piridoxilacion de lisina con piridoxa-5'-fosfato seguida por reduccion con NABHa4. El grupo guanidino de residuos de
arginina puede modificarse mediante la formacién de productos de condensacién heterociclicos con reactivos tales
como 2,3-butanodiona, fenilglioxal y glioxal. El grupo carboxilo puede modificarse por activacion de carbodiimida
mediante formacidon de o-acilisourea seguida por posterior derivatizacion, por ejemplo, para dar una amida
correspondiente. Los grupos sulfhidrilo pueden modificarse mediante métodos, tales como carboximetilacion con
acido yodoaceético o yodoacetamida; oxidaciéon de acido perférmico para dar acido cisteico; formacion de disulfuros
mixtos con otros compuestos de tiol; reaccion con maleimida; anhidrido maleico u otra maleimida sustituida;
formacion de derivados de mercurio usando 4-cloromercuribenzoato, acido 4-cloromercurifenilsulfénico, cloruro de
fenilmercurio, 2-cloromercurio-4-nitrofenol y otros compuestos de mercurio; carbamilacion con cianato a pH alcalino.
Los residuos de triptéfano pueden modificarse, por ejemplo, mediante oxidacion con N-bromosuccinimida o
alquilacion del anillo de indol con bromuro de 2-hidroxi-5-nitrobencilo o haluros de sulfonilo. Los residuos de tirosina
pueden alterarse mediante nitracién con tetranitrometano para formar un derivado de 3-nitrotirosina. La modificacion
del anillo de imidazol de un residuo de histidina puede lograrse mediante alquilacién con derivados de &acido
yodoacético o N-carbetoxilacion con dietilpirocarbonato. Los ejemplos de incorporacion de aminoacidos no naturales
y derivados durante la sintesis de enzima incluyen, pero no se limitan a, el uso de norleucina, acido 4-aminobutirico,
acido 4-amino-3-hidroxi-5-fenilpentanoico, acido 6-aminohexanoico, t-butilglicina, norvalina, fenilglicina, ornitina,
sarcosina, acido 4-amino-3-hidroxi-6-metilheptanoico, 2-tienilalanina y/o D-isémeros de aminoacidos.

Parte experimental

Materiales y métodos

Cepas, condiciones de crecimiento y purificacion de tirosinasa

Se usaron E. coli BL21 recombinantes para expresar el gen de tirosinasa de tipo natural (WT) de R. solanacearum y
tres variantes modificadas por ingenieria (RV145, RVC10, C10_N322S) del mismo gen generadas previamente por
Molloy et al. (2013). Todas las cepas se mantuvieron en caldo de lisogenia (LB) con glicerol al 50% a -80°C. En la
preparacion para la induccion y la purificacion de tirosinasa, las cepas de E. coli almacenadas a -80°C se sembraron
en estrias en agar LB y se incubaron a 37°C durante 24 h. El in6culo primario se cultivd en un agitador rotatorio
(200 rpm, 37°C) en 5 ml de LB durante la noche. Se uso carbenicilina (50 pg/ml) como antibidtico para el
mantenimiento del plasmido a lo largo del estudio. Se indujo la produccién de tirosinasa y se purificd la enzima tal
como se describié anteriormente (Molloy et al. 2013). Se analizaron diferentes fracciones de la tirosinasa purificada
mediante SDS-PAGE al 10% para confirmacién de pureza y peso molecular. Se determind la concentracion de
proteina mediante el método de acido bicinconinico (Smith et al. 1985) usando albumina de suero bovino como
patrén.

Preparacion de sustratos y otros compuestos quimicos

Se adquirieron diversos sustratos de monofenol tales como 4-fluorofenol, 4-bromofenol, 4-clorofenol y 4-yodofenol
de Sigma-Aldrich (Dublin, Irlanda). Se prepararon disoluciones madre (1 M) del 4-bromofenol y 4-yodofenol en
etanol al 100% y se diluyeron adicionalmente disoluciones de trabajo posteriores en tampén fosfato de potasio
50 mM (pH 7). De manera similar, se prepararon disoluciones madre (500 mM) de 4-fluorofenol y 4-clorofenol en
agua desionizada y se prepararon disoluciones madre de trabajo en tampdn fosfato 50 mM. Se adquirié tirosol de
TCI Europe (Bélgica) y se prepararon disoluciones madre en tampén fosfato 50 mM. Se preparé acido ascérbico y
sal de sodio de acido ascorbico (AA) (usada para reducir o-quinona para dar o-difenol) en agua desionizada poco
antes del ensayo de biotransformacion

Biotransformacién de fenoles 4-halogenados y tirosol

Se llevaron a cabo biotransformaciones de halofenoles en halocatecoles correspondientes usando enzimas
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purificadas (WT y variantes modificadas por ingenieria). Se llevaron a cabo diversas concentraciones (5, 10 y
20 mM) de biotransformaciones de halofenol en matraces conicos de 100 ml con un volumen de trabajo de 20 ml a
30°C y 200 rpm en un agitador-incubador. Se llevé a cabo la biotransformacién de tirosol en hidroxitirosol usando
enzimas purificadas, lisado libre de células o células enteras. Se llevaron a cabo diversas concentraciones (75, 100,
150 y 175 mM) de biotransformaciones de tirosol en matraces conicos con deflectores de 500 ml con un volumen de
trabajo de 100 ml a 30°C y 200-250 rpm en un agitador-incubador. Se sometié a prueba una concentracion de
enzima de 2 pyg/ml por 1 mM de sustrato con una razén de sustrato con respecto a ascorbato de sodio de 1:2.
También se llevo a cabo la biotransformacion de tirosol 100 mM en hidroxitirosol usando tirosinasa de champifion
comercial (Sigma, Irlanda) usando las condiciones especificadas anteriormente. Se extrajeron muestras (450 pl) en
diversos puntos de tiempo y se afiadieron inmediatamente a 50 yl de HCI 1 N enfriado con hielo. Se centrifugaron
las muestras (12.000 g), se filtraron usando filtros sin jeringa Whatman Mini-UniPrep™ (0,45 p Whatman Inc. NJ,
EE.UU.), y se us6 un volumen de muestra de 20 ul para todas las inyecciones de HPLC.

Analisis por HPLC

Se analizaron muestras filtradas mediante HPLC usando una columna C18 ACE 5 de 5 ym (25 cm % 4,6 mm de DI,
Apex Scientific, Irlanda) y un instrumento HP1100 de Hewlett-Packard (Palo Alto, CA, EE.UU.) equipado con un
detector por red de diodos Agilent 1100 Series. Se eluyeron las muestras de manera isocratica a 22°C usando una
mezcla de acido fosférico (0,1%, v/v) y metanol a una velocidad de flujo de 1,0 ml/min. La razén de &cido fosférico
con respecto a metanol era de 70:30 para 4-fluorofenol y de 50:50 para 4-cloro, 4-bromo y 4-yodofenol.
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REIVINDICACIONES

Método para la conversion enzimatica de un sustrato de fenol en un producto de catecol correspondiente,
en el que el sustrato de fenol se selecciona de tirosol y un 4-halofenol, comprendiendo el método las etapas
de incubar el sustrato de fenol con una enzima tirosinasa de Ralstonia solanacearum, o un derivado
funcional de la misma, en una mezcla de reaccién, durante un periodo de tiempo suficiente para permitir
que la enzima convierta al menos algo del sustrato de fenol en el producto de catecol y en el que la mezcla
de reaccién comprende acido ascérbico, en el que el derivado funcional es una variante modificada por
ingenieria de la enzima tirosinasa de Ralstonia solanacearum que tiene de 1 a 5 alteraciones de
aminoacidos en comparacion con la enzima tirosinasa de Ralstonia solanacearum, en el que la o cada
alteracion se selecciona de insercion, adicion, delecion y sustitucion de un aminoécido.

Método segun la reivindicaciéon 1, en el que el sustrato de fenol es un tirosol y el producto de catecol es
hidroxitirosol.

Método segun la reivindicacion 1, en el que el sustrato de fenol es un halofenol y el producto de catecol es
un halocatecol.

Método segun cualquier reivindicacion anterior, en el que el acido ascérbico se proporciona como una sal.

Método segun cualquier reivindicacion anterior, en el que la variante modificada por ingenieria de enzima
tirosinasa de Ralstonia solanacearum puede realizar una conversion del 100% de tirosol 175 mM en
hidroxitirosol.

Método segun cualquier reivindicacién anterior, en el que la variante modificada por ingenieria de enzima
tirosinasa de Ralstonia solanacearum se selecciona del grupo que consiste en RVC10, RV145 y
C10_N322S.

Método segun cualquier reivindicacion anterior, en el que la enzima tirosinasa de Ralstfonia solanacearum, o
derivado funcional de la misma, se proporciona como un extracto a partir de una bacteria que expresa la
enzima tirosinasa de Ralstonia solanacearum, o derivado funcional de la misma.

Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que la enzima tirosinasa de Ralstonia
solanacearum, o derivado funcional de la misma, se proporciona como una bacteria que expresa la enzima
tirosinasa de Ralstonia solanacearum, o derivado funcional de la misma.

Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que la enzima tirosinasa de Ralstonia
solanacearum, o derivado funcional de la misma, se proporciona como una enzima purificada.

Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que la enzima tirosinasa de Ralstonia
solanacearum, o derivado funcional de la misma, se proporciona como una mezcla en bruto en forma de un
extracto celular.

Método segun cualquier reivindicacion anterior, en el que la concentracion de sustrato es de al menos
75 mM.

Método segun cualquier reivindicacion anterior, en el que el producto de catecol se separa de impurezas
presentes en la mezcla de reaccion enfriando bruscamente la mezcla de reaccidon después de la etapa de
conversion enzimatica.

Método segun cualquier reivindicacion anterior, en el que el producto de catecol se separa de impurezas
presentes en la mezcla de reaccién refrigerando o congelando la mezcla de reaccion después de la etapa
de conversion enzimatica.



ES 2726 020 T3

R R R
Monofenolasa Difenolasa
—_— —_—
OH
OH OH (0]
Monaofenol o-Difenol o-Quinona

Figura 1
35
= a
=
=
=
-
]
2
=
—
]
2
=
&b
¥
5
3
-
0 5 10 15 20} 75 Ty 15 0 45

Tiempo {(min)

=—WT(TY) =—8—WITHT) ==S=EVI45TY) =S=RVI45(HT)



Concentracion (mM)
Jb b Lt I un ch
(=] = (=] =] =) =]

o

B 120 -

Concentracion (mM)

20

ES 2726 020 T3

40
Tiempo (min)

60 30

Tiempo (min)

—&— Tirosol (mM)

10

—a— Hidroxitirosol {mm)

100

250



=
Pt
<]
&)
0
Figura 4

ES 2726 020 T3

—&— Hidroxitirosol (1nM)

1"

100 150
Tiempo (min)

—+— Tirosol (mM)

-

L

300

L

350



ES 2726 020 T3

=
E
=
<
-u
=]
-+
2
2
=]
L
'ﬂ T T - '; -
0 10 20 30 40 30 Gl
Tiempo (min)
~=RE V145 (4-IP) =-E=REVI145(4-1C) —&=WT(4-IF) -8=-WT (4-IC)
b
12 4
S
£
&
-
-
(=
=
-
=
=
=
&
0 T T L] ¥ T T I_ﬂ_ T -
0 10 20 30 40 50 60 T0 20 a0 104
Tiempo (min)
——R\145 (4-FP) —B-RV145 (4-FC) —i—WT (4-FP) ~=-WT (4-FC)
Figura 5

12



ES 2726 020 T3

100 -

80 -

o
[
1

=
f==)
1

Conc (M)

2
=

0 50 100 150 200 250 300

Tiempo (min)
—— Tirosol (mM) —a— Hidroxitirosol (mM)

Figura 6

13

350



	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones
	Dibujos

