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DESCRIPCION

Procedimiento de obtencion de o-difenoles.

La presente invencién se refiere al campo de los procedimientos de sintesis de substancias y tiene por objeto un
procedimiento de sintesis enzimdtica de o-difenoles a partir del correspondiente monofenol.

Estado de la técnica anterior

Tirosinasa (monofenol monooxigenasa) (EC 1.14.18.1; nimero CAS: 9002-10-2) es una enzima que cataliza la
hidroxilaciéon de fenoles (como la tirosina) y estd extendida en plantas y animales. Tirosinasa es una enzima con
cobre presente en tejidos de plantas y animales que cataliza la produccién de melanina y otros pigmentos a partir de
tirosina por oxidacion. Las tirosinasas han sido aisladas y estudiadas desde una amplia variedad de plantas, animales y
especies de hongos. Las tirosinasas de diferentes especies son distintas en términos de sus propiedades estructurales,
distribucién de tejido y ubicacion celular.

En Food Technol. Biotechn. 2007, 45: 287-294, se describe el potencial biotecnolégico de tirosinasa para la pro-
duccién de L-dopa y otros o-difenoles, y en €l se relatan diversas experiencias utilizando diferentes condiciones de
reaccion tanto para enzima libre como inmovilizada en diferentes medios. En dicho articulo de revisién se afirma que
los procedimientos de obtencién de L-dopa mediante tirosinasa probablemente nunca sean comercializados, porque
hay un procedimiento para su obtencién con otra enzima (tirosina - fenol-liasa)(TPL) a partir de una mezcla de piru-
vato, amoniaco y catecol sin que el L-dopa formado se oxide en el medio de reaccién a L-dopaquinona como ocurre
con tirosinasa debido a su actividad difenolasa. Ademds también se afirma que en los intentos realizados hasta ahora,
las productividades de L-dopa obtenidas incluso utilizando enzima inmovilizada varfan entre 1,44 y 54 mg/l.h y son
todavia relativamente bajas debido fundamentalmente a dos causas:

1.- La conversién de L-tirosina afiadida es incompleta, consumiéndose menos del 30% en el proceso.

2.- Parte del L-dopa producido se pierde en el proceso por oxidacién a L-dopaquinona, posterior ciclacion a leuco-
dopacromo seguida de oxidacion a dopacromo y polimerizacién a melaninas (Ver esquema de la Figura 1).

Aunque es conocido que para minimizar la formacién de melaninas se puede afiadir ascorbato que reduce la
o-dopaquinona a L-dopa, no pueden emplearse altas concentraciones de ascorbato porque entonces éste inactiva la
tirosinasa irreversiblemente, por ello en muchos de los procedimientos anteriores, se emplean concentraciones bajas
de ascorbato y se adiciona paulatinamente conforme se va consumiendo para evitar la inactivacién de la enzima, pero
€s0 no evita que a tiempos largos y cuando hay acumulacién de o-difenol, tome importancia la formacién de melaninas.

En la patente espafiola ES2170006 se describe un procedimiento de preparacion de hidroxitirosol, donde la re-
accion es catalizada por el enzima tirosinasa en un medio tamponado con fosfato en medio acuoso, a pH neutro. El
medio de reaccion se compone de tirosol, como precursor; tirosinasa de champifién, como catalizador; y vitamina C
en exceso. Lo indicado en dicha patente espafiola respecto a los rendimientos obtenidos por el procedimiento descrito
(préximos al 100%), estd en clara contradiccion con lo indicado en Food Technol Biotechnol, 2007, 45 (3): 287-294,
donde se indica que para la transformacion de L-tirosina a L-Dopa mediante el procedimiento cldsico (usando tamp6n
fosfato) los rendimientos son menores del 30%.

En J Biol Chem, 1957, 227: 473 - 482 se indica que la produccién de o-difenoles a partir de monofenoles en
presencia de borato y utilizando la enzima tirosinasa como catalizador, no es posible debido a que se inhibe la actuacién
de la enzima. En concreto, se indica que en presencia de ascorbico y tirosina, el borato también inhibe la accién de la
enzima.

En J. Am. Chem. Soc. 2003, 125, 13034-13035, se indica que la produccién enzimdtica se detiene cuando se
adiciona borato, es decir no habrfa reaccién ni seria posible la obtencidn de o-difenoles en presencia de borato. En
concreto, se afirma que el consumo de oxigeno por oxidacion de catecol en presencia de tirosinasa se suprimié cuando
el medio era tamp6n borato 0,5 M (pH=9). Mas atn, se indica que la oxigenacidon de fenoles fue completamente
prohibida en tampdn borato.

Explicacion de la invencion

La presente invencion se enfrenta al problema técnico de la obtencién de o-difenoles a partir de los correspondien-
tes monofenoles en presencia de la enzima tirosinasa.

Sorprendentemente, se ha encontrado que la sintesis enzimatica de o-difenoles a partir del correspondiente mo-
nofenol que presenta una posicion en orto susceptible de ser hidroxilada, con la enzima tirosinasa como catalizador,
dcido ascérbico o una sal del mismo y en presencia de tampdén borato, es posible y permite obtener o-difenoles con
un elevado grado de conversién de monofenol a o-difenol. Permitiendo asi mismo alcanzar concentraciones altas de
o-difenol en el medio sin que la mayor parte de los ciclos sean intitiles, tiempos de reaccién mds cortos y bajo consumo
de 4cido ascérbico o una sal del mismo (AA). En el contexto de la presente invencién, se entiende por ciclo inutil la
oxidacién de o-difenol por la enzima a o-quinona y su reduccién con ascérbico.
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En la Figura 2 se esquematizan las etapas del ciclo catalitico de tirosinasa en el que se obtienen o-difenoles a
partir de los correspondientes monofenoles mediante la reduccion de las o-quinonas formadas con ascorbato o dcido
ascorbico. La enzima tiene tres formas, de las cuales solo la Eox es activa frente a monofenoles y en su actuacién hay
dos etapas red-ox:

a).- la hidroxilacién en orto del monofenol; y
b).- la oxidacién del o-difenol generado a o-quinona.

De estas etapas puede darse solo la primera y con ello liberar o-difenol al medio pasando a la forma Em o bien
darse las dos y generar o-quinona pasando en la etapa a) a la forma Em y en la b) de Em a la forma Ed.

Esta liberacion de o-difenol al medio es la causa de las muy bajas velocidades iniciales observadas (lag) por quedar
la enzima en la forma Em que no solo no es activa frente a monofenoles, sino que ademds conduce a una via muerta
en su presencia. Para salir del lag es necesario pasar la mayor parte de la enzima a su forma Ed (y con oxigeno a Eox)
y eso solo se produce cuando la cantidad de o-difenol acumulado alcanza unos valores que le permiten competir con
el monofenol y a través de su oxidacién a o-quinona puede sacar a la enzima de la via muerta.

Por otro lado, para obtener o-difenoles, la reaccién se hace en presencia de ascérbico o ascorbato (AA), la o-
quinona es reducida a o-difenol (oxiddndose el AA a acido dehidro ascérbico (AAox), asi el o-difenol se acumula en
el medio y facilita la salida de la enzima del lag (o periodo de retardo).

El punto débil que presenta el ciclo catalitico de tirosinasa para obtener o-difenoles radica tinicamente en que
cuando el o-difenol alcanza una concentracién suficiente, comienza a competir con el monofenol por la forma Eox.
Cuando una molécula de o-difenol es oxidada a o-quinona por la forma Eox, esta pasa a Em y es necesario que otra
molécula de o-difenol se oxide a o-quinona para pasar a Ed y con oxigeno de nuevo a Eox, es decir se genera un ciclo
indtil en el que se consumen dos moléculas de AA para restablecer la situacién de partida.

Esta imposibilidad de alcanzar concentraciones altas de o-difenol en el medio sin que la mayor parte de los ciclos
sean intitiles es lo que ha provocado hasta ahora los bajos rendimientos en la transformacion, los largos tiempos de
reaccion y los altos consumos de AA.

De las investigaciones llevadas a cabo por los investigadores, dado el conocimiento profundo del mecanismo de
actuacion de la enzima, y en contra de los esperado por lo indicado en el estado de la técnica, se ha podido demostrar
que la presencia de tamp6n borato en el medio de reaccidn permite superar los puntos débiles y dificultades expresados
en el estado de la técnica.

Con la presencia de borato en el medio de reaccidn se consigue la formacién de complejos con borato tanto de los
o-difenoles obtenidos, como del ascorbato afiadido (Figura 3).

La formacion de los complejos de los o-difenoles con borato hace que la concentracién de o-difenol sin complejar
en el medio sea tinicamente la minima que permite la constante de formacién del complejo con lo que atn a grandes
concentraciones de o-difenol formado y bajas de monofenol por reaccionar, se minimizan los ciclos inttiles y ademas
hace posible obtener altos rendimientos en o-difenol con respecto al monofenol de partida afiadido.

Por otro lado, el ascorbato forma también complejos con borato que asi mismo provoca que su concentracion sin
complejar en el medio sea muy pequefia con lo que pueden afadirse altas concentraciones al medio, evitando asi que
en su defecto las o-quinonas evolucionen irreversiblemente a polimeros con la consiguiente pérdida de rendimiento o
que ocurran otros efectos indeseados como el que actiie como sustrato de la enzima o la inhiba.

Por lo tanto, de acuerdo con un primer aspecto de la presente invencién, ésta proporciona un procedimiento de
preparacion de o-difenoles que comprende

a) poner en contacto un monofenol derivado susceptible de ser hidroxilado en posicién orto con respecto al
grupo hidroxilo, con 4cido ascérbico o una sal del mismo, tirosinasa y tamp6n borato; y

b) separacién del o-difenol obtenido.

Los intervalos 6ptimos de los distintos pardmetros que afectan al proceso se optimizaran en cada caso para las
peculiaridades del proceso elegido, atendiendo principalmente a opciones sintéticas como:

- Naturaleza del o-difenol a obtener
- Fuente de la enzima (champifin, pera, manzana, fresa, mora, etc.).
- En disolucién o tipo y soporte de inmovilizacién

- Disolvente elegido.
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Segtin un modo de realizacién preferido, la concentracion de borato serd la maxima admitida por su solubilidad en
el disolvente y pH empleado (que en todo momento es siempre pH>2); mientras que la proporcién de dcido ascérbico
serd la suficiente para que no se detecten o-quinonas en el medio (ausencia de coloracién). De acuerdo con una
realizacién mds preferida, la proporcién de ascérbico serd del orden de 3 a 15 veces la concentracién de monofenol a
hidroxilar.

La concentracion 6ptima de monofenol serd normalmente la mdxima permitida por su solubilidad en el medio de
reaccion, aunque concentraciones menores también pueden utilizarse.

Los pH de trabajo se determinaran teniendo en cuenta en cada caso el pH éptimo para una enzima de una fuente
particular en el soporte concreto elegido y el pH 6ptimo del complejo con borato del o-difenol a obtener, logrando una
solucién de compromiso. En cualquier caso estardn entre valores comprendidos entre pH =2 y pH=11.

Los intervalos de temperatura 6ptima se determinardn en cada caso teniendo en cuenta la vida media de la enzima
a esa temperatura en las condiciones de realizacién y se encontrardn entre 5 y 80°C, dependerdn principalmente de la
fuente de la enzima y el medio de inmovilizacién y/o disolvente. La reaccién puede llevarse a cabo en presencia de
disolventes o mezcla de disolventes inertes a la reaccion, preferiblemente el disolvente es agua.

De acuerdo con una realizacion preferida de la presente invencidn, se afiade un o-difenol al medio de reaccidn,
siendo la cantidad afiadida la suficiente como para que en su equilibrio de complejacién con borato, la concentracién
de o-difenol libre sea al menos la minima necesaria para que la enzima salga del lag. Aunque anteriormente a la
invencidn se creia que no podia darse actividad monofenolasa en presencia de borato y se usaban reductores como
NH2O0H para completar el ciclo catalitico en el paso de Em a Ed, segin este modo de realizacién de la presente
invencion, se ceba el medio de reaccidn afiadiendo cantidades de o-difenol tan altas como para que en su equilibrio
de complejacion con borato, la concentracién de o-difenol libre sea al menos la minima necesaria para salir del lag,
es decir para que la etapa de paso de Em a Ed tenga una velocidad algo mayor que la de hidroxilacién del monofenol
(paso de Eox M a Em) y con ello se alcance la velocidad médxima de proceso.

Segtin una realizacién preferida de la presente invencidn, el procedimiento de sintesis enzimadtico tiene lugar afia-
diendo al medio de reaccién peréxido de hidrégeno. Seglin una realizacion particular de la presente invencién, la
cantidad afiadida de peréxido de hidrégeno es de como maximo 100 uM. La presencia de pequefias cantidades de
perdxido de hidrégeno afiadidas en el medio de reaccidn, catalizan el proceso por realizar el paso de la forma Em de
la enzima a la forma Eox.

En una realizacién preferida, la tirosinasa estd inmovilizada en un soporte s6lido, siendo en tal caso preferido el
proceso cuando se lleva a cabo en flujo continuo, y conectando entre si en serie uno o mds reactores.

El empleo de sistemas en flujo continuo permite controlar por fases el proceso, asi como separar alicuotas de
las fases mas productivas y aprovechar integramente las dltimas fases del proceso en las que la concentracion de
monofenol es baja.

El procedimiento descrito puede utilizarse con tirosinasas de diferente origen inmovilizadas o no y admite la
realizacién en flujo continuo.

La oxigenacion de las disoluciones puede realizarse mediante cualquiera de las técnicas conocidas (goteo al aire,
burbujeo de aire, agitacién en un depdsito, nebulizacidn, spray, etc.), manteniendo una concentracién préxima a 0,26
mM (saturacion).

De acuerdo con una realizacién preferida de la invencidn, el procedimiento transcurre con oxigenacion de las
disoluciones, siendo preferido un sistema de nebulizacién o spray. Por ejemplo si se hace en columnas de relleno, la
incorporacién de la disolucién a cabeza de columna puede hacerse mediante nebulizacién con lo que se garantiza la
adecuada oxigenacion del medio de reaccion.

Segin un modo de realizacion, la tirosinasa es inmovilizada sobre un soporte que sirve de relleno de dos columnas
(A'y B) como reactores. La figura 4 muestra un esquema del montaje descrito. Esta realizacién prevé tres depdsitos (1,
2 y 3) para las disoluciones acuosas de cada fase. El deposito 1 contiene la disolucién de monofenol en el correspon-
diente tampdn borato a una concentracién predeterminada. El depésito 2 contiene la disolucién que sale del reactor
primero (Columna A) y dependiendo de las condiciones empleadas (flujo, esbeltez de la columna, temperatura etc.) la
disolucién saliente contendra concentraciones predeterminadas de monofenol y de o-difenol. El depésito 3 contiene la
disolucién que sale del reactor segundo (Columna B) y que es la disolucién resultante del proceso total. Como puede
comprobarse siguiendo el esquema de la Figura 4, el flujo entrante al reactor A estd compuesto en aproximadamente
un 50% del deposito 1 y aproximadamente un 50% del depdsito 2. El 50% restante del flujo entrante al deposito 2 que
no ha sido incorporado al reactor A, se incorpora al reactor B con lo que en ese caso partiendo de las concentraciones
del depésito 2 en el reactor B se llega a las concentraciones finales del depdsito 3 donde se almacena la produccién
para después aislar y purificar el o-difenol obtenido.

Para la purificacién de los o-difenoles obtenidos, cuando el procedimiento se realiza con tirosinasa inmovilizada,
basta separar el monofenol de partida no transformado (que en la mayor parte de los casos su concentracién es muy
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baja) del o-difenol obtenido como complejo con borato y el ascorbato residual. Existen diversos procedimientos co-
nocidos en la técnica que se podrian emplear. Por ejemplo para purificar L-dopa se puede emplear un procedimiento
basado en filtracién y precipitacién cambiando el pH de la disolucién.

En el contexto de la presente invencion, el término “tirosinasa’ hace referencia a una enzima (EC 1.14.18.1; niimero
CAS: 9002-10-2) que cataliza la hidroxilacién de fenoles (como la tirosina) y estd extendida en plantas y animales. La
tirosinasa tiene dos actividades enzimadticas, una hidroxilando monofenoles (“‘cresolasa”) y otra oxidando difenoles a
quinonas (“catecolasa”). Dependiendo de la fuente, la actividad “cresolasa” es mayor o menor, incluso inexistente en
algunos casos. En cambio, todas las enzimas tienen actividad “catecolasa”. Son conocidas en el estado de la técnica,
tirosinasa procedentes de diferentes fuentes. Evidentemente estas tirosinasas presentan diferencias en cuanto a su
actividad y condiciones 6ptimas de reaccién. No obstante, para la realizacion de la presente invencién, es posible
utilizar tirosinasa procedente de cualquier fuente, siendo preferida la tirosinasa de champifién.

A lo largo de la descripcién y las reivindicaciones la palabra “comprende” y sus variantes no pretenden excluir
otras caracteristicas técnicas, aditivos, componentes 0 pasos.

Para los expertos en la materia, otros objetos, ventajas y caracteristicas de la invencién se desprenderdn en parte
de la descripcién y en parte de la practica de la invencién. Los siguientes ejemplos y dibujos se proporcionan a modo
de ilustracidn, y no se pretende que sean limitativos de la presente invencidn.

Breve descripcion de los dibujos

Figura 1. Representa el mecanismo por el que la enzima tirosinasa convierte L-tirosina en L-DOPA y posterior-
mente a o-dopaquinona, mostrandose ademas las reacciones espontaneas que llevan a la conversién de o-dopaquinona
en dopacromo y melaninas y a la regeneracién de L-DOPA a partir de o-dopaquinona si L-ascorbato es afiadido al
medio de reaccién.

Figura 2. En esta figura se esquematizan las etapas del ciclo catalitico de tirosinasa. Se obtienen o-difenoles a
partir de los correspondientes monofenoles y mediante la reduccién de las o-quinonas formadas con ascorbato o dcido
ascorbico.

Figura 3. correspondiente al ciclo catalitico de tirosinasa seguin la figura 2, pero donde se utiliza la formacion de
los correspondientes complejos con borato.

Figura 4. Esquema de la obtencién en flujo continuo con solo dos reactores.

Exposicion detallada de modos de realizacion

En la realizacién de los ejemplos siguientes se utilizé tirosinasa de champifién inmovilizada sobre bolitas de vidrio
recubiertas con cinamato de sorbitol segun el procedimiento y concentraciones descritos en J. Biotechnol. 2007, 131:
388-396 y se realiz6 a temperatura ambiente.

Ejemplo 1
Obtencion de L-Dopa

Se utilizé un reactor de tirosinasa inmovilizada sobre 22 g de bolitas de vidrio (matriz inerte) recubiertas de
cinamato de sorbitol (soporte de inmovilizacién), el reactor funcioné en flujo continuo con un volumen recirculante
de 11.5 ml.

La disolucién de partida contenia 1 mM de L-tirosina, 0.4 mM de L-dopay 15 mM de AA en medio tampdn borato
0.5 M, pH 9. Tras 2 h de reaccién se obtuvo un rendimiento del 76% en la produccién de L-dopa, y después de 3.5 h
un rendimiento del 90%.

Ejemplo 2
Obtencion de o-dihidroxianisol

Se utilizé un reactor de tirosinasa inmovilizada sobre 22 g de bolitas de vidrio (matriz inerte) recubiertas de
cinamato de sorbitol (soporte de inmovilizacién), el reactor funcioné en flujo continuo con un volumen recirculante
de 11.5 ml

La disolucién de partida contenia 1 mM de hidroxianisol, 0.4 mM de o-dihidroxianisol y 4.2 mM de AA en

medio tamp6n borato 0.5 M, pH 9. Tras 10 min de reaccién se obtuvo un rendimiento del 76% en la produccién de
o-dihidroxianisol, y después de 15 min un rendimiento del 90%.
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Ejemplo 3
Obtencion de 4-metilcatecol

Se utilizé un reactor de tirosinasa inmovilizada sobre 22 g de bolitas de vidrio (matriz inerte) recubiertas de
cinamato de sorbitol (soporte de inmovilizacién), el reactor funcioné en flujo continuo con un volumen recirculante
de 11.5 mlL

La disolucién de partida contenfa 1 mM de metilfenol, 0.4 mM de metilcatecol y 3 mM de AA en medio tampdn
borato 0.5 M, pH 9. Tras 20 min de reaccién se obtuvo un rendimiento del 82% en la produccién de metilcatecol, y
después de 30 min un rendimiento del 98%.

Ejemplo 4
Obtencion de 4-tertbutilcatecol

Se utilizé un reactor de tirosinasa inmovilizada sobre 22 g de bolitas de vidrio (matriz inerte) recubiertas de
cinamato de sorbitol (soporte de inmovilizacién), el reactor funcioné en flujo continuo con un volumen recirculante
de 11.5 ml.

La disolucién de partida contenia 1 mM de tertbutifenol, 0.4 mM de tertbutilcatecol y 3 mM de AA en medio tam-
p6n borato 0.5 M, pH 9. Tras 0.75 h de reaccién se obtuvo un rendimiento del 70% en la produccién de metilcatecol,
y después de 1.5 h un rendimiento del 96%.

Ejemplo 5
Obtencion de dcido 3,4-dihidroxifenilacético

Se utilizé un reactor de tirosinasa inmovilizada sobre 22 g de bolitas de vidrio (matriz inerte) recubiertas de
cinamato de sorbitol (soporte de inmovilizacién), el reactor funcioné en flujo continuo con un volumen recirculante
de 11.5 mlL

La disolucién de partida contenia 1 mM de acido 4-hidroxifenilacético, 0.4 mM de dcido 3,4-dihidroxifenilacético
y 3 mM de AA en medio tamp6n borato 0.5 M, pH 9. Tras 1 h de reaccién se obtuvo un rendimiento del 79% en la
produccion de dcido 3,4-dihidroxifenilacético.

Ejemplo 6
Obtencion de dcido 3,4-dihidroxifenilpropionico

Se utilizé un reactor de tirosinasa inmovilizada sobre 22 g de bolitas de vidrio (matriz inerte) recubiertas de
cinamato de sorbitol (soporte de inmovilizacién), el reactor funcioné en flujo continuo con un volumen recirculante
de 11.5 ml.

La disolucién de partida contenia 1 mM de 4cido 4-hidroxifenilpropiénico, 0.4 mM de 4dcido 3,4-dihidroxifenil-

propiénico y 3 mM de AA en medio tamp6n borato 0.5 M, pH 9. Tras 40 min de reaccién se obtuvo un rendimiento
del 77% en la produccién de 4cido 3,4-dihidroxifenilacético y después de 45 min un rendimiento del 95%.
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REIVINDICACIONES
1. Procedimiento de preparacion de o-difenoles caracterizado porque comprende:

a) poner en contacto un monofenol susceptible de ser hidroxilado en posicidén orto con respecto al grupo
hidroxilo, con 4dcido ascérbico o una sal del mismo, tirosinasa y tampén borato; y

b) posterior separacién del o-difenol obtenido.

2. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 1, caracterizado porque en la etapa a) se afiade un o-difenol
al medio de reaccion.

3. El procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores 1-2, caracterizado porque en la
etapa a) se afiade al medio de reaccion peréxido de hidrégeno.

4. El procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores 1-3, caracterizado porque la
enzima estd inmovilizada en un soporte sélido.

5. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 4, caracterizado porque el soporte de inmovilizacién de
tirosinasa es un éster del 4cido cindmico.

6. El procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores 1-5, caracterizado porque el
procedimiento se lleva a cabo en flujo continuo.

7. El procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores 1-6, caracterizado porque se
lleva a cabo con oxigenacién de las disoluciones.

8. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 7, caracterizado porque el proceso de oxigenacidn se lleva
a cabo mediante un sistema de nebulizacion o spray.

9. El procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores 1 a 8, caracterizado porque el
o-difenol obtenido es L-dopa.

10. Procedimiento de preparaciéon de L-dopa caracterizado por:
a) poner en contacto L-tirosina, con 4cido ascérbico o una sal del mismo, tirosinasa y tamp6n borato;
b) opcionalmente cebar el medio de reaccién con L-dopa u otro o-difenol;
c) opcionalmente se aiade al medio de reaccién peréxido de hidrégeno; y

d) posterior separacion de la L-dopa obtenida del medio de reaccion.
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