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ENZIMA DE DESFOSFORILACION DEL NUEVO ACIDO PSICOSA-6-FOSFORICO,
COMPOSICION PARA PRODUCIR PSICOSA QUE COMPRENDE LA MISMA Y
METODO PARA PREPARAR PSICOSA USANDO LA MISMA

CAMPO TECNICO
La presente solicitud se refiere a una novedosa enzima para la desfosforilacion de
psicosa-6-fosfato para la produccion de psicosa, a una composicién para la produccion de
psicosa que incluye la misma y a un procedimiento para la produccion de psicosa
mediante el uso de la misma.

TECNICA ANTECEDENTE

La D-psicosa-3-epimerasa (EC 5.1.3.30) y la D-tagatosa-3-epimerasa (EC
5.1.3.31) son conocidas como enzimas que catalizan la 3-epimerizacién de D-fructosa
para producir D-psicosa. Cuando la D-psicosa es producida a través de una sola reaccion
enzimatica mediante el uso de la enzima, el equilibrio de reaccién entre el sustrato (es
decir, D-fructosa) y el producto (es decir, D-psicosa) existe a un nivel constante
(producto/sustrato = apropiadamente 20-35%). Por lo tanto, la produccién de D-psicosa de
alta pureza requiere un proceso adicional para separar y eliminar una concentracion
relativamente alta de D-fructosa del producto de reaccion enzimatica. Ademas, la fructosa
es una materia prima relativamente costosa en comparacion con el almidon o la glucosa,
y cuando se usa fructosa como materia prima, aumenta la relacion de costo de psicosa y
tagatosa. Por consiguiente, se han reportado varios estudios sobre la produccion de
alulosa y tagatosa mediante una reaccion con almidén o glucosa, que es una materia
prima relativamente econdémica (KR 10-2018-0004023, WO 2018-112139, WO 2017-
059278, WO 2018-129275).

Mientras tanto, Chan et al. (2008. Biochemistry. 47:9608-9617) reportaron D-
ribulosa-5-fosfato-3-epimerasa (EC 5.1.3.1) derivada de Streptococcus pyogenes y D-
psicosa-6-fosfato-3-epimerasa (EC 5.1.3.-) derivado de E. coli capaz de catalizar la 3-
epimerizacion de D-fructosa-6-fosfato y D-psicosa-6-fosfato. Sin embargo, estas enzimas
no son aplicables industrialmente debido a su escasa resistencia térmica.

DIVULGACION
Problema técnico
En tales circunstancias, los presentes inventores han realizado una investigacion

seria para desarrollar un procedimiento para aumentar la tasa de conversion de alulosa a
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escala industrial de una manera econdmica. Como resultado, los presentes inventores
han descubierto que después de que la sacarosa o el almidén (por ejemplo,
maltodextrina) como materia prima econémica se convierte en psicosa-6-fosfato, el uso de
la psicosa-6-fosfato fosfatasa de la presente solicitud, que es especifico de psicosa-6-
fosfato y participa en una via de reaccion irreversible, permite la produccion de psicosa a
través de conversiones enzimaticas de un solo recipiente utilizando una pluralidad de
enzimas involucradas en las vias de produccién de psicosa y puede aumentar
significativamente la tasa de conversién a psicosa. Por consiguiente, la presente solicitud
se ha realizado basandose en este hallazgo. La enzima de la presente solicitud presenta
mejores ventajas en la producciéon de psicosa en comparacion con la psicosa-6-fosfato
fosfatasa conocida convencionalmente (Vista panoramica de una superfamilia de
fosfatasas mediante perfilado de sustrato, PNAS, 06.04.2015, Huang, etc.).

Solucidn técnica

Es un objeto de la presente solicitud proporcionar una psicosa-6-fosfato fosfatasa.

Otro objeto de la presente solicitud es proporcionar un acido nucleico que codifica
la psicosa-6-fosfato fosfatasa.

Otro objeto adicional de la presente solicitud es proporcionar un transformante que
incluye el 4cido nucleico que codifica la psicosa-6-fosfato fosfatasa.

Otro objeto adicional de la presente solicitud es proporcionar una composicion
para la produccion de psicosa, que incluye la psicosa-6-fosfato fosfatasa, un
microorganismo que expresa la misma o un cultivo del microorganismo.

Es incluso otro objeto de la presente solicitud proporcionar un procedimiento para
la producciéon de psicosa, que incluye convertir psicosa-6-fosfato en psicosa poniendo
psicosa-6-fosfato en contacto con la psicosa-6-fosfato fosfatasa, un microorganismo que
expresa la misma o un cultivo del microorganismo.

Efectos ventajosos

Las novedosas enzimas y combinaciones de las mismas de la presente solicitud
son termorresistentes y, por consiguiente, la enzima de la presente solicitud puede
participar en la via para la conversion de psicosa-6-fosfato en psicosa de manera
industrial, permite la progresion de la via para la sintesis de psicosa a partir de glucosa o
almidon (p. ej., maltodextrina) como materia prima econémica, y permite la produccion de
psicosa a través de la desfosforilacion de psicosa-6-fosfato, una via de reaccion

irreversible, aumentando de este modo significativamente la tasa de conversion a psicosa.
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Las enzimas termorresistentes pueden prevenir comercialmente los microorganismos y
reaccionar facilmente con sustratos de alta concentracion, por lo que sus efectos son
prominentes. Ademas, el procedimiento de produccién de la presente solicitud puede
simplificar o eliminar el proceso de separacion y purificacién, incluyendo la alta
concentracion del producto de reaccion (es decir, psicosa) por medio del aumento en la
tasa de conversion de psicosa y, por lo tanto, existe una ventaja econémica, permitiendo
al mismo tiempo un procedimiento de produccion simple. En particular, la separacién
mediante SMB se puede minimizar o eliminar, maximizando asi la eficiencia y el
rendimiento de la separacion.

DESCRIPCION DETALLADA DE LAS REALIZACIONES

A continuacién, se describira en detalle la presente solicitud. Mientras tanto, la
descripcién de un aspecto y realizacion divulgados en la presente solicitud también se
puede aplicar a otros aspectos y realizaciones con respecto a elementos comunes.
Ademas, todas las combinaciones de varios elementos descritos en la presente solicitud
caen dentro del alcance de la presente solicitud. Ademas, no parece que el alcance de la
presente solicitud esté limitado por la siguiente descripcion detallada.

Con el fin de lograr los objetos anteriores, un aspecto de la presente solicitud
proporciona una psicosa-6-fosfato fosfatasa.

Especificamente, la psicosa-6-fosfato fosfatasa de la presente solicitud puede ser
una psicosa-6-fosfato fosfatasa derivada del género Alicyclobacillus, Amycolatopsis,
Anaerolinea, Archaeoglobus, Bacillus, Caldicellulosiruptor, Caldilinea, Caldithrix,
Carboxydocella, Carboxydothermus, Chloroflexi, Defluviitoga, Deinococcus,
Desulfurococcus, Dictyoglomus, Effusibacillus, Fervidobacterium, Geobacillus,
Halococcus, Hydrogenivirga, Hydrogenobacter, Hyperthermus, Kosmotoga, Marinitoga,
Meiothermus, Mesotoga, Metallosphaera, Methanocella, Methanococcoides,
Methanohalobium, Methanolobus, Methanosarcina, Methanothermus, Petrotoga,
Picrophilus, Pseudonocardia, Pyrococcus, Pyrodictium, Rhodothermus, Slackia,
Staphylothermus, Sulfolobus, Thermanaerothrix, Thermoanaerobacter,
Thermoanaerobacterium, Thermobifida, Thermococcus, Thermocrinis, Thermoflexus,
Thermotoga, Thermus y Truepera, y mas especificamente derivada de Alicyclobacillus
acidocaldarius, Alicyclobacillus tengchongensis, Amycolatopsis thermoflava, Anaerolinea
thermolimosa, Anaerolinea thermophila, Archaeoglobus fugidus, Archaeoglobus
profundus, Archaeoglobus veneficus, Bacillus licheniformis, Caldicellulosiruptor bescii,
Caldilinea aerophila, Caldithrix abyssi, Carboxydocella sp. ULO1, Carboxydothermus
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ferrireducens, Chloroflexi bacterium 54-19, Defluviitoga tunisiensis, Deinococcus aerius,
Deinococcus apachensis, Deinococcus aquatilis, Deinococcus geothermalis, Deinococcus
hopiensis, Deinococcus maricopensis, Deinococcus murrayi, Deinococcus reticulitermitis,
Deinococcus wulumugiensis, Deinococcus sp. Leaf326, Deinococcus phoenicis,
Deinococcus proteolyticus, Deinococcus sp. 17bor-2, Deinococcus sp. NW-56,
Deinococcus sp. RL, Deinococcus sp. YIM 77859, Desulfurococcus mucosus,
Dictyoglomus turgidum, Effusibacillus pohliae, Fervidobacterium gondwanense,
Fervidobacterium islandicum, Fervidobacterium nodosum, Fervidobacterium pennivorans,
Geobacillus sp., Geobacillus stearothermophilus, Halococcus salifodinae, Hydrogenivirga
sp. 128-5-R1-1, Hydrogenobacter hydrogenophilus, Hydrogenobacter thermophilus,
Hyperthermus butylicus, Kosmotoga arenicorallina, Kosmotoga olearia, Marinitoga
piezophila, Meiothermus cerbereus, Meiothermus chliarophilus, Meiothermus ruber,
Meiothermus Silvanus, Meiothermus taiwanensis, Meiothermus timidus, Meiothermus
rufus, Mesotoga infera, Metallosphaera sedula, Methanocella conradii, Methanococcoides
methylutens, Methanohalobium evestigatum, Methanolobus tindarius, Methanosarcina
sicilia, Methanothermus fervidus, Petrotoga mobilis, Picrophilus torridus, Pseudonocardia
thermophila, Pyrococcus furiosus, Pyrodictium occultum, Rhodothermus marinus, Slackia
heliotrinireducens, Staphylothermus marinus, Sulfolobus acidocaldarius, Thermanaerothrix
daxensis, Thermoanaerobacter sp., Thermoanaerobacter thermohydrosulfuricus,
Thermoanaerobacter wiegelii, Thermoanaerobacterium xylanolyticum, Thermobifida
halotolerans, Thermococcus celer, Thermococcus litoralis, Thermococcus profundus,
Thermocrinis minervae, Thermocrinis ruber, Thermoflexus hugenholtzii, Thermotoga
lettingae, Thermotoga neapolitana, Thermotoga petrophilia, Thermus amyloliquefaciens,
Thermus filiformis, Thermus thermophilus o Truepera radiovictrix, pero no se limita a los
mismos.

Como se usa en la presente memoria descriptiva, la "psicosa-6-fosfato" se conoce
como alulosa-6-fosfato, y la "psicosa-6-fosfato fosfatasa" es una enzima que cataliza la
produccion de psicosa mediante la desfosforilacion del grupo fosfato de la psicosa-6-
fosfato.

La psicosa-6-fosfato fosfatasa de la presente solicitud puede usarse para producir
psicosa con alta eficiencia en combinacién con enzimas procesadoras de almidén y
enzimas convertidoras de fosfato de azlcar, en la preparacion de psicosa mediante la
descomposicion de almidén de alta concentracion.

La psicosa-6-fosfato fosfatasa de la presente solicitud puede tener una secuencia
de aminoacidos de una cualquiera de las SEQ ID NO: 1 a 222, o puede incluir una
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secuencia de aminoacidos que tenga una homologia de al menos 70% con la secuencia
de aminoécidos.

Ademds, puede tener una secuencia de aminoacidos de una cualquiera de las
SEQ ID NO: 1, 6, 9, 12, 26, 29, 38 a 43, 45 a 53, 56, 57, 59, 60, 64 a 66, 69, 70, 72, 76,
80, 81,91 a 93, 95,99 a 103, 113, 114, 116, 117, 131, 134, 136, 142, 145, 146, 148, 164,
167, 169, 172, 177, 184 a 187, 189, 191, 192, 211, 217, y 221, o puede incluir una
secuencia de aminoacidos que tenga una homologia de al menos 70% con la secuencia
de aminoécidos.

Mas especificamente, puede tener una secuencia de aminoacidos de una
cualquiera de las SEQ ID NO: 26, 29, 53, 56, 60, 70, 76, 80, 81, 116, 117, 131, 134, 145,
167, 185, 186 y 191, o puede incluir una secuencia de aminoacidos que tenga una
homologia de al menos un 70% con la secuencia de aminoacidos, pero no se limita a ello.

Ademds, se puede incluir sin limitacion cualquier secuencia que tenga la misma
actividad que la secuencia de aminoacidos. Ademas, puede incluir una secuencia de
aminoacidos de una cualquiera de las SEQ ID NO: 1 a 222 o una secuencia de
amino&cidos que tenga al menos un 80% de homologia o identidad con la misma, pero no
se limita a ello. Especificamente, el aminoacido puede incluir un aminoacido que tenga al
menos 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% o0 99% de homologia o
identidad con el mismo. Ademas, es evidente que cualquier proteina que tenga una
secuencia de aminoacidos, en la que parte de la secuencia de aminodacidos esté
delecionada, modificada, sustituida o afiadida, también puede caer dentro del alcance de
la presente solicitud siempre que incluya una secuencia de aminoacidos que tenga tal
homologia o identidad y que exhiba un efecto correspondiente al de la proteina antedicha.

Es decir, en la presente solicitud, aunque se describe como "una proteina que
tiene una secuencia de aminoacidos de una SEQ ID NO particular”, es evidente que
cualquier proteina, en la que parte de la secuencia de aminoacidos esté delecionada,
modificada, sustituida, conservadoramente sustituida, o afadida, también se puede usar
en la presente solicitud siempre que la proteina tenga la misma o correspondiente
actividad a la proteina compuesta por la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO
correspondiente. Por ejemplo, siempre que una proteina tenga una actividad idéntica o
correspondiente a la de la enzima, la adicion de una secuencia que no altera la funcion de
la proteina en direccién 5' y en direccion 3' de la secuencia de aminoacidos, mutaciones
gue ocurren naturalmente, mutaciones silenciosas o sus sustituciones conservadoras no
quedan excluidas. Es evidente que, aunque la proteina tiene tal adicion o mutacion de
secuencia, cae dentro del alcance de la presente solicitud.
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Como se usa en la presente memoria descriptiva, el término "homologia" o
"identidad" se refiere a un grado de relacién entre dos secuencias de aminoacidos o
secuencias de nucleotidos dadas, y puede expresarse como un porcentaje.

Los términos homologia e identidad a menudo se pueden usar indistintamente
entre si.

La homologia de secuencia o identidad del polinucleétido o polipéptido conservado
puede determinarse usando algoritmos de alineacién estdndar, y puede usarse con
penalizaciones por espacios por defecto establecidas por el programa utilizado.
Sustancialmente, secuencias homologas o idénticas pueden hibridar en condiciones
moderadas o de alta rigurosidad de modo que la longitud completa de la secuencia o al
menos aproximadamente el 50%, 60%, 70%, 80% o0 90% o mas de la longitud completa
pueda hibridar. También se consideran los polinucleétidos que contienen codones
degenerados en lugar de codones en polinucleétidos que hibridan.

Si cualquiera de dos secuencias polinucleotidicas tiene homologia, similitud o
identidad puede determinarse, por ejemplo, mediante un algoritmo informético conocido
como el programa "FASTA" (Pearson et al., (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:2444)
utilizando los parametros predeterminados. Alternativamente, se puede determinar
mediante el algoritmo de Needleman-Wunsch (Needleman y Wunsch, 1970, J. Mol. Biol.
48:443-453), que se realiza utilizando el programa Needleman del paquete EMBOSS
(EMBOSS: The European Molecular Biology Open Software Suite, Rice et al., 2000,
Trends Genet. 16:276-277) (preferentemente, versiébn 5.0.0 o versiones posteriores)
(paquete de programa GCG (Devereuy, J. et al., Nucleic Acids Research 12:387 (1984)),
BLASTP, BLASTN, FASTA (Atschul, SF et al., J MOLEC BIOL 215:403 (1990); Guide to
Huge Computers, Martin J. Bishop, ed., Academic Press, San Diego, 1994; y CARILLO et
al. (1988) SIAM J Applied Math 48:1073) Por ejemplo, la homologia, similitud o identidad
se puede determinar usando BLAST o ClustalW del Centro Nacional de Informacién
Biotecnoldgica (NCBI).

La homologia, similitud o identidad de polinucleétidos o polipéptidos se puede
determinar comparando la informacion de la secuencia usando, por ejemplo, el programa
informatico GAP, tal como Needleman et al. (1970), J. Mol Biol. 48:443 como se divulga
en Smith y Waterman, Adv. Apl. Math (1981) 2:482. En resumen, el programa GAP define
la homologia, similitud o identidad como el valor obtenido al dividir el nimero de simbolos
alineados de manera similar (es decir, nucleétidos o aminoacidos) por el nimero total de
simbolos en la mas corta de las dos secuencias. Los parametros predeterminados para el
programa GAP pueden incluir (1) una matriz de comparacion unaria (que contiene un
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valor de 1 para identidades y 0 para no identidades) y la matriz de comparacion
ponderada de Gribskov et al. (1986), Nucl. Acids Res. 14:6745, como se divulga en
Schwartz y Dayhoff, eds., Atlas of Protein Sequence and Structure, National Biomedical
Research Foundation, pags. 353-358 (1979) (o la matriz de sustitucion EDNAFULL
(version EMBOSS de NCBI NUCA4.4)); (2) una penalizacion de 3.0 por cada espacio y una
penalizacion adicional de 0.10 por cada simbolo en cada espacio (0 una penalizacion de
apertura de espacio de 10 y una penalizacién de extension de espacio de 0.5); y (3)
ninguna penalizacion por espacios en los extremos. Por lo tanto, como se usa en la
presente memoria descriptiva, el término "homologia" o "identidad" representa la relacion
entre secuencias.

La psicosa-6-fosfato fosfatasa de la presente solicitud puede ser una enzima que
cataliza selectivamente la desfosforilacibn de psicosa-6-fosfato. Especificamente, la
psicosa-6-fosfato fosfatasa puede ser una enzima que cataliza la desfosforilacion de
psicosa-6-fosfato cuando se mezcla con glucosa-1-fosfato, glucosa-6-fosfato o fructosa-6-
fosfato. Por ejemplo, cuando la psicosa-6-fosfato fosfatasa se mezcla con la misma
cantidad de psicosa-6-fosfato, glucosa-1-fosfato, glucosa-6-fosfato y fructosa-6-fosfato, la
tasa de desfosforilacion de psicosa-6-fosfato es 1% o mas, 10% o mas, o 30% o mas.
Debido a la actividad selectiva de la psicosa-6-fosfato fosfatasa de la presente solicitud,
se puede exhibir una alta tasa de conversién de psicosa en una conversion enzimatica de
un solo recipiente usando una pluralidad de enzimas y sustratos al mismo tiempo.

La psicosa-6-fosfato fosfatasa de la presente solicitud se puede producir
transformando una cepa con la propia enzima o ADN que expresa la enzima, cultivando la
cepa transformada para obtener un cultivo, e interrumpir el cultivo, seguido de purificacion
mediante cromatografia en columna. La cepa para la transformacion puede ser
Escherichia coli, Corynebacterum glutamicum, Aspergillus oryzae, Saccharomyces
cerevisiae, Yarrowia lipolytica, Pichia pastoris o Bacillus subtilis, pero no se limita a las
mismas, y puede tener potencial para transformarse en cepas GRAS (generalmente
reconocidas como seguras) posteriormente.

Otro aspecto de la presente solicitud proporciona un &cido nucleico que codifica la
psicosa-6-fosfato fosfatasa, o un vector que incluye el &cido nucleico.

Como se usa en la presente memoria descriptiva, el término "acido nucleico" tiene
un significado que incluye colectivamente moléculas de ADN o ARN. Los nucleétidos, que
son las unidades estructurales basicas de los &acidos nucleicos, incluyen no solo
nucleotidos naturales sino también analogos modificados de los mismos en los que se
modifican los sitios de azucar o bases (véase Scheit, Nucleotide Analogs, John Wiley,
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Nueva York (1980); Uhlman y Peyman, Chemical Reviews, 90:543-584 (1990)).

El &cido nucleico que codifica la enzima de la presente solicitud puede ser una
secuencia de ADN o ARN en la que los nucleétidos como una unidad estan unidos
covalentemente, y especificamente, puede ser cualquier secuencia de nucleotidos entre
todos los numeros posibles en el momento de la conversiéon del ADN de la secuencia de
aminodcidos de las SEQ ID NO: 1 a 222 (modificacién de aminoéacidos en 61 codones), y
mas especificamente puede incluir un 4cido nucleico capaz de ser traducido para exhibir
una actividad enzimética deseada mientras tiene al menos 90% o mas, 95% o mas, 97%
0 mas, 99% o mas, o 100% de homologia, similitud o identidad con cada nucleétido que
puede traducirse en cualquiera de las secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NO: 1 a
222 de la presente solicitud. Es evidente que proteinas que tienen la misma actividad
debido a la degeneracion de codones, proteinas que tienen las mismas secuencias de
aminoacidos después de ser transcritas, especificamente, proteinas que consisten en
cualquiera de las secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NO: 1 a 222, o
polinucleétidos que pueden traducirse en proteinas que tienen homologia, similitud o
identidad con las mismas también estan dentro del alcance de la presente solicitud. Mas
especificamente, la secuencia de acido nucleico de la presente solicitud no se muestra
por separado y puede estar compuesta por todo el nimero de codones de ADN que
pueden traducirse en las secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NO: 1 a 222, pero no
se limita a las mismas.

Ademas, una sonda que puede ser preparada a partir de una secuencia de genes
conocida, por ejemplo, cualquier secuencia que pueda hibridar con una secuencia
complementaria a toda o parte de la secuencia de nucledtidos en condiciones de
rigurosidad para codificar la enzima de la presente solicitud, puede incluirse sin limitacién.

Las "condiciones de rigurosidad" se refieren a las condiciones en las que se
permite la hibridacion especifica entre polinucleétidos. Tales condiciones se describen
especificamente en la literatura (consulte J. Sambrook et al., supra 9.50-9.51, 11.7-11.8).
Por ejemplo, las condiciones de rigurosidad pueden incluir condiciones bajo las cuales los
genes que tienen una alta homologia o identidad de 80% o mas, 85% 0 mas,
especificamente 90% o mas, mas especificamente 95% 0 mas, mucho mas
especificamente 97% o mas, aun mucho mas especificamente 99% o méas se hibridan
entre si, y los genes que tienen una homologia o identidad mas baja que las homologias o
identidades anteriores no se hibridan entre si, o condiciones de lavado de hibridacién
Southern, es decir, lavar una vez, especificamente dos veces o tres veces a una

concentracion de sal y una temperatura correspondiente a 60 °C, 1 x SSC, 0.1% SDS,
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especificamente 60 °C, 0.1 x SSC, 0.1% SDS, y mas especificamente 68 °C, 0.1 x SSC,
0.1% SDS.

La hibridacibn requiere que dos acidos nucleicos contengan secuencias
complementarias, aunque son posibles desajustes erroneos entre bases dependiendo de
la rigurosidad de la hibridacion. El término "complementario” se usa para describir la
relacion entre bases de nucleétidos que pueden hibridar entre si. Por ejemplo, con
respecto al ADN, la adenina es complementaria a la timina y la citosina es
complementaria a la guanina. Por lo tanto, la presente solicitud puede incluir fragmentos
de nucledtidos aislados complementarios a la secuencia completa, asi como secuencias
de 4cidos nucleicos sustancialmente similares a las mismas.

Especificamente, los polinucleétidos que tienen una homologia o identidad pueden
detectarse usando las condiciones de hibridacién que incluyen una etapa de hibridacion a
un valor de T, de 55 °C en las condiciones descritas anteriormente. Ademas, el valor de
T puede ser 60 °C, 63 °C 0 65 °C, pero no se limita a ello, y los expertos en la técnica
pueden ajustarlo de manera apropiada dependiendo del propdésito del mismo.

La rigurosidad apropiada para hibridar polinucleétidos depende de la longitud de
los polinucleétidos y del grado de complementacion, y estas variables son bien conocidas
en la técnica (consulte Sambrook et al., supra, 9.50-9.51, 11.7-11.8).

Como se usa en la presente memoria descriptiva, el término "vector" puede
referirse a un constructo de ADN que contiene la secuencia de nucleétidos de un acido
nucleico que codifica la enzima de la presente solicitud, que esta operativamente
enlazada a una secuencia reguladora adecuada de manera que la proteina diana
modificada se puede expresar en un huésped apropiado. La secuencia reguladora puede
incluir un promotor capaz de iniciar la transcripcion, cualquier secuencia operadora para
regular la transcripcion, una secuencia que codifique un dominio de union al ribosoma de
ARNm apropiado y una secuencia que regule la terminacion de la transcripcion y
traduccién. Después de transformarse en una célula huésped adecuada, el vector puede
replicarse o funcionar independientemente del genoma del huésped, y puede integrarse
en el genoma del huésped mismo.

El vector usado en la presente solicitud no esta particularmente limitado siempre
que sea capaz de replicarse en la célula huésped, y puede usarse cualquier vector
conocido en la técnica. Los ejemplos del vector usado convencionalmente pueden incluir
plasmidos, cosmidos, virus y bacteriéfagos naturales o recombinantes. Por ejemplo, como
vector fago o vector cosmido, se puede usar pWE15, M13, MBL3, MBL4, IXIl, ASHII, APII,
t10, t11, Charon4A, Charon21A, etc. y como vector plasmidico, se pueden utilizar aguelos
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basados en pBR, pUC, pBluescriptll, pGEM, pTZ, pCL, pET, etc. Especificamente,
pueden usarse los vectores pDZ, pACYC177, pACYC184, pCL, pECCG117, pUC19,
pBR322, pMW118 y pCC1BAC.

Otro aspecto adicional de la presente solicitud proporciona un transformante que
incluye un vector que incluye un acido nucleico que codifica la enzima de la presente
solicitud.

Como se usa en la presente memoria descriptiva, el "transformante que incluye el
acido nucleico que codifica la enzima" o "transformante que incluye el vector que incluye
el &cido nucleico que codifica la enzima" puede referirse a un microorganismo que se ha
recombinado de modo que se expresa la psicosa-6-fosfato fosfatasa de la presente
solicitud. Por ejemplo, dicho término puede referirse a una célula huésped o un
microorganismo que contiene un &cido nucleico que codifica la psicosa-6-fosfato
fosfatasa, o que se transforma con un vector que contiene un acido nucleico que codifica
la psicosa-6-fosfato fosfatasa de modo que se expresa la psicosa-6-fosfato fosfatasa.
Para el propoésito de la presente solicitud, la psicosa-6-fosfato fosfatasa expresada por el
transformante puede estar compuesta por cualquier secuencia de aminoacidos de las
SEQ ID NO: 1 a 222, pero no se limita a las mismas.

Como se usa en la presente memoria descriptiva, el término "transformacion” se
refiere a la introduccion de un vector que incluye un acido nucleico que codifica la
psicosa-6-fosfato fosfatasa en una célula huésped de modo que la proteina codificada por
el acido nucleico se pueda expresar en la célula huésped. Siempre que el acido nucleico
transformado pueda expresarse en una célula huésped, no importa si esta integrado en el
cromosoma de la célula huésped y ubicado en el mismo o ubicado
extracromosémicamente, y ambos casos pueden incluirse. Ademas, el acido nucleico
puede incluir ADN y ARN que codifica el acido nucleico que codifica la psicosa-6-fosfato
fosfatasa de la presente solicitud. El acido nucleico puede introducirse en cualquier forma,
siempre que pueda introducirse en la célula huésped y expresarse en la misma. Por
ejemplo, el acido nucleico puede introducirse en la célula huésped en forma de un casete
de expresion, que es un constructo génico que incluye todos los elementos necesarios
para su expresion auténoma. El casete de expresion puede incluir cominmente un
promotor unido operativamente al 4cido nucleico, un terminador de la transcripcion, un
dominio de unién a ribosoma o un terminador de la traduccién. El casete de expresion
puede estar en forma de un vector de expresion autorreplicable. Ademas, el acido
nucleico puede introducirse en la célula huésped tal como esta y unirse operativamente a
las secuencias requeridas para la expresion en la célula huésped, pero no se limita a ello.
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Ademés, como se usa en la presente memoria descriptiva, el término
"operativamente unido" significa que la secuencia del gen esta funcionalmente unida a
una secuencia promotora que inicia y media la transcripcion del &cido nucleico que
codifica la psicosa-6-fosfato fosfatasa de la presente solicitud.

La insercion del acido nucleico o del vector en el cromosoma puede realizarse
mediante cualquier procedimiento conocido en la técnica, por ejemplo, mediante
recombinacion homologa, pero el procedimiento no se limita a ello. Ademas, el vector
puede incluir ademas un marcador de seleccion para confirmar la insercion en el
cromosoma. El marcador de seleccidn sirve para seleccionar las células transformadas
con el vector, es decir, para confirmar si se ha insertado la molécula de acido nucleico
diana y los marcadores que proporcionan fenotipos seleccionables, como resistencia a
farmacos, auxotrofia, resistencia a agentes téxicos para las células o se puede utilizar la
expresion de proteinas modificadas en la superficie. Cuando se trata con un agente
selectivo, solo las células que expresan el marcador de seleccién pueden sobrevivir o
expresar otros rasgos fenotipicos y, por lo tanto, las células transformadas pueden ser
seleccionadas.

El procedimiento para transformar el vector de la presente solicitud incluye
cualquier procedimiento para introducir un acido nucleico en una célula y puede realizarse
seleccionando una técnica estandar adecuada conocida en la técnica, dependiendo de la
célula huésped. Por ejemplo, el procedimiento puede incluir electroporacion, precipitacion
con fosfato de calcio (CaPQ,), precipitacion con cloruro de calcio (CaCl,), infeccién
retroviral, microinyeccién, un procedimiento de polietilenglicol (PEG), un procedimiento de
DEAE-dextrano, un procedimiento de liposomas catiénicos y un procedimiento acetato de
litio-DMSO, pero no se limita a los mismos.

Como célula huésped, es preferible utilizar un huésped que tenga una alta eficacia
para introducir ADN y una alta eficacia para expresar el ADN introducido. Por ejemplo,
puede ser un microorganismo del género Corynebacterium, un microorganismo del
género Escherichia, un microorganismo del género Serratia, un microorganismo del
género Bacillus, un microorganismo del género Saccharomyces o un microorganismo del
género Pichia, y especificamente, puede ser E. coli, pero no se limita a ello, y puede
aplicarse a todas las cepas GRAS.

Mas especificamente, el transformante de la presente solicitud puede ser 222 en
total, desde E. coli BL21(DE3)/pET-CJ-apl hasta E. coli BL21(DE3)/pET-CJ-ap222.

Otro aspecto adicional de la presente solicitud proporciona una composicion para
la produccién de psicosa que incluye la psicosa-6-fosfato fosfatasa, un microorganismo
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que expresa la misma o un cultivo del microorganismo. Especificamente, la composicion
puede incluir ademas un fosfato de azucar y, mas especificamente, puede incluir ademas
psicosa-6-fosfato como sustrato, pero no se limita a ello.

La composicion para la produccion de psicosa de la presente solicitud puede
producir psicosa a través de la desfosforilacion de psicosa-6-fosfato al incluir la psicosa-6-
fosfato fosfatasa que actla para producir psicosa mediante la desfosforilacion de psicosa-
6-fosfato, un microorganismo que expresa la misma o un cultivo del microorganismo.

Ademas, la composicion para la produccion de psicosa de la presente solicitud
puede incluir ademas una enzima y/o un sustrato implicado en la via de produccion de
psicosa de la presente solicitud [(i) almidon, maltodextrina, sacarosa o una combinacion
de los mismos; (i) un fosfato o polifosfato u otros compuestos fosforilantes; (iii) una
fructosa-6-fosfato-3-epimerasa; (iv) una glucosa-6-fosfato-isomerasa; (v) una
fosfoglucomutasa o una glucoquinasa; y/o (vi) una a-glucano fosforilasa, una almidon
fosforilasa, una maltodextrina fosforilasa, una sacarosa fosforilasa, una a-amilasa, una
pululanasa, una isoamilasa, una glucoamilasa, una a-glucanotransferasa, una polifosfato
glucoquinasa 0 una sacarasa]; un microorganismo que expresa las enzimas involucradas
en la via de producciéon de psicosa; 0 un cultivo del microorganismo que expresa las
enzimas involucradas en la via de produccién de psicosa. Sin embargo, las enzimas que
se incluyen en la composicion para la produccién de psicosa de la presente solicitud y los
sustratos usados en la produccion de psicosa son meramente ilustrativos y no estan
limitados siempre que se pueda producir psicosa usando la psicosa-6-fosfato fosfatasa de
la presente solicitud.

Especificamente, la fructosa-6-fosfato-3-epimerasa puede incluir cualquier proteina
que sea activa en la conversion de fructosa-6-fosfato en psicosa-6-fosfato. La glucosa-6-
fosfato-isomerasa puede incluir cualquier proteina que sea activa en la conversién de
glucosa-6-fosfato en fructosa-6-fosfato. La fosfoglucomutasa (EC 5.4.2.2) puede incluir
cualquier proteina que sea activa en la conversion de glucosa-1-fosfato en glucosa-6-
fosfato. La fosforilasa de almidén/maltodextrina (EC 2.4.1.1) y la fosforilasa de a-glucano
pueden incluir cualquier proteina que sea activa en la transferencia de fosforilo a glucosa
para producir glucosa-1-fosfato a partir de almidébn o maltodextrina. La sacarosa
fosforilasa (EC 2.4.1.7) puede incluir cualquier proteina que sea activa en la transferencia
de fosforilo a glucosa para producir glucosa-1-fosfato a partir de sacarosa. La a-amilasa
(EC 3.2.1.1), pululanasa (EC 3.2.1.41), isoamilasa (EC 3.2.1.68), 4-a-glucanotransferasa
(EC 2.4.1.25) y glucoamilasa (EC 3.2.1.3), que son las enzimas de licuefaccion de

almidén pueden incluir cualquier proteina que sea activa en la conversion de almidon o
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maltodextrina en maltooligosacérido desramificado o glucosa. La sacarasa (EC 3.2.1.26)
puede incluir cualquier proteina que sea activa en la conversién de sacarosa en glucosa.
La polifosfato glucoquinasa (EC 2.7.1.63) puede incluir cualquier proteina que sea activa
en la transferencia de fosforilo a glucosa para convertir la glucosa en glucosa-6-fosfato.

La psicosa-6-fosfato fosfatasa, a-glucano fosforilasa, fosfoglucomutasa (o
fosfomanomutasa), glucosa-6-fosfato isomerasa, psicosa-6-fosfato-3-epimerasa (0
ribulosa-5-fosfato-3-epimerasa), pululanasa (o isoamilasa), 4-a-glucanotransferasa y
polifosfato glucoquinasa que se incluyen en la composicién para la produccién de psicosa
de la presente solicitud pueden tener pocas 0 ninguna reaccion secundaria con psicosa,
que es el producto final.

La composicion para la produccion de psicosa de la presente solicitud puede
contener adecuadamente no solo la psicosa-6-fosfato fosfatasa, sino también una
pluralidad de enzimas y sustratos de las mismas para preparar psicosa. La psicosa-6-
fosfato fosfatasa tiene el efecto de poder producir selectiva e irreversiblemente psicosa a
partir de psicosa-6-fosfato incluso en un entorno en el que estan presentes varias
enzimas.

La composicién para la produccién de psicosa de la presente solicitud puede
incluir ademas cualquier excipiente adecuado usado convencionalmente. Los ejemplos de
tales excipientes incluyen, por ejemplo, conservadores, agentes humectantes,
dispersantes, agentes de suspension, tampones, estabilizadores y agentes isotdnicos,
pero no se limitan a los mismos.

La composicién para la produccién de psicosa de la presente solicitud puede
incluir ademés un i6n metalico o una sal metalica. En una realizacion, el ibn metalico
puede ser un catién metalico divalente. Especificamente, el ibn metalico puede ser al
menos uno seleccionado del grupo que consiste en iones Ni, Mg, Co, Mn, Fe y Zn. Mas
especificamente, la composicion para la produccién de psicosa de la presente solicitud
puede incluir ademas una sal metdlica. Incluso mas especificamente, la sal metalica
puede ser al menos una seleccionada del grupo que consiste en NiSO4, MgSO,4, MgCls,
NiCl,, CoSO,, CoCl,, MnCl,, MNnSO,, FeSO,y ZnSO,.

Incluso otro aspecto de la presente solicitud proporciona un procedimiento para la
produccion de psicosa, que incluye convertir psicosa-6-fosfato en psicosa poniendo en
contacto la psicosa-6-fosfato con la psicosa-6-fosfato fosfatasa, un microorganismo que
expresa la misma o un cultivo del microorganismo.

Especificamente, en el procedimiento para la produccion de psicosa, la psicosa
puede producirse poniendo psicosa-6-fosfato en contacto con la psicosa-6-fosfato
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fosfatasa, un microorganismo que expresa la misma o un cultivo del microorganismo, pero
no se limita a ello.

El procedimiento de la presente solicitud puede incluir ademas convertir fructosa-6-
fosfato en psicosa-6-fosfato poniendo fructosa-6-fosfato en contacto con fructosa-6-
fosfato-3-epimerasa, un microorganismo que expresa la fructosa-6-fosfato-3-epimerasa, o
un cultivo del microorganismo que expresa la fructosa-6-fosfato-3-epimerasa, antes de la
etapa de convertir psicosa-6-fosfato en psicosa.

El procedimiento de la presente solicitud puede incluir ademés convertir glucosa-6-
fosfato en fructosa-6-fosfato poniendo glucosa-6-fosfato en contacto con glucosa-6-
fosfato-isomerasa, un microorganismo que expresa la glucosa-6-fosfato-isomerasa, o un
cultivo del microorganismo que expresa la glucosa-6-fosfato-isomerasa, antes de la etapa
de convertir fructosa-6-fosfato en psicosa-6-fosfato.

El procedimiento de la presente solicitud puede incluir ademas convertir glucosa-1-
fosfato en glucosa-6-fosfato poniendo glucosa-1-fosfato en contacto con
fosfoglucomutasa, un microorganismo que expresa la fosfoglucomutasa, o un cultivo del
microorganismo que expresa la fosfoglucomutasa, antes de la etapa de convertir glucosa-
6-fosfato en fructosa-6-fosfato.

El procedimiento de la presente solicitud puede incluir ademés convertir glucosa
en glucosa-6-fosfato poniendo glucosa en contacto con polifosfato glucoquinasa, un
microorganismo que expresa la polifosfato glucoquinasa, o un cultivo del microorganismo
gue expresa la polifosfato glucoquinasa y polifosfato, antes de la etapa de convertir
glucosa-6-fosfato en fructosa-6-fosfato.

El procedimiento de la presente solicitud puede incluir ademas convertir almidén,
maltodextrina, sacarosa 0 una combinacion de los mismos en glucosa-1-fosfato poniendo
almidén, maltodextrina, sacarosa o una combinacién de los mismos en contacto con a-
glucano fosforilasa, almidén fosforilasa, maltodextrina. fosforilasa o sacarosa fosforilasa;
un microorganismo que expresa la fosforilasa; o un cultivo del microorganismo que
expresa la fosforilasa y el fosfato, antes de la etapa de convertir glucosa-1-fosfato en
glucosa-6-fosfato.

El procedimiento de la presente solicitud puede incluir ademas convertir almidon,
maltodextrina, sacarosa o una combinacién de los mismos en glucosa poniendo almidon,
maltodextrina, sacarosa o una combinacion de los mismos en contacto con a-amilasa,
pululanasa, isoamilasa, glucoamilasa o sacarasa; un microorganismo que expresa la a-
amilasa, pululanasa, glucoamilasa, sacarasa o0 isoamilasa; o wun cultivo del

microorganismo que expresa la a-amilasa, pululanasa, glucoamilasa, sacarasa o
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isoamilasa, antes de la conversibn de almidon, maltodextrina, sacarosa 0 una
combinacién de los mismos en glucosa-1-fosfato.

La psicosa-6-fosfato fosfatasa, a-glucano fosforilasa, fosfoglucomutasa (o
fosfomanomutasa), glucosa-6-fosfato isomerasa, psicosa-6-fosfato-3-epimerasa (0
ribulosa-5-fosfato-3-epimerasa), pululanasa (o isoamilasa), 4-a-glucanotransferasa y
polifosfato glucoquinasa que se utilizan en el procedimiento para la produccion de psicosa
de la presente solicitud pueden tener pocas o ninguna reaccion secundaria con psicosa,
gue es el producto final.

En el procedimiento para la producciéon de psicosa de la presente solicitud, la
psicosa Optima/maxima se puede producir en una combinaciéon compleja con enzimas de
conversion de fosfato de azucar mediante la descomposicién de una alta concentracion
de almidoén, y se puede usar un maximo de 8 tipos de enzimas en combinacion para
asegurar la maxima productividad de psicosa.

Primero, la glucano fosforilasa (glicbgeno fosforilasa, EC 2.4.1.1), una enzima que
degrada el almidén y produce glucosa-1-fosfato, produce especificamente glucosa-1-
fosfato en almidén unido a a-1,4. En segundo lugar, la fosfoglucomutasa (EC 2.7.5.1) o
fosfomanomutasa (EC 5.4.2.8), que convierte la glucosa-1-fosfato asi producida en
glucosa-6-fosfato, se usa en la reaccion enzimética del complejo intermedio. Como
tercera enzima utilizada, se utiliza glucosa-6-fosfato isomerasa (EC 5.3.1.9), que convierte
la glucosa-6-fosfato en fructosa-6-fosfato. En cuarto lugar, la ribulosa-5-fosfato-3-
epimerasa o psicosa-6-fosfato-3-epimerasa, que es la enzima que convierte la fructosa-6-
fosfato en psicosa-6-fosfato como se describié anteriormente, se usa para producir
psicosa-6-fosfato en reaccion reversible. En la reaccién del almidon a psicosa-6-fosfato,
aungue es imposible producir mas de una cierta cantidad en la reaccién reversible, el uso
de la psicosa-6-fosfato fosfatasa selectiva incluida en la presente invencién permite la
produccién de psicosa en alto rendimiento.

Con el fin de aumentar ain mas la tasa de utilizacion del almidon, se usa
pululanasa (EC 3.2.1.41) o isoamilasa (EC 3.2.1.68) en conjunto para degradar los
enlaces a-1,6 ramificados ademas de los enlaces a-1,4 de la amilopectina. Ademas, para
aumentar la utilizacion de almidoén de glucano fosforilasa, se usa 4-a-glucanotransferasa
(EC 2.4.1.25). La utilizacion del sustrato de almidén segmentado puede aumentarse
uniendo oligosacaridos en forma de enlaces a-1,4 a maltosa u otros oligosacaridos, que
son sustratos con actividad relativamente baja. Ademas, la polifosfato-glucosa
fosfotransferasa (EC 2.7.1.63) puede usarse para producir psicosa adicional a través de
reacciones enzimaticas complejas a partir de la glucosa degradada después del uso de
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almidén, asegurando asi la maxima tasa de conversion de psicosa.

Ademads, en el procedimiento de la presente solicitud, el contacto se puede llevar a
cabo a un pH de 5.0 a 9.0, especificamente a un pH de 6.0 a 8.0.

En el procedimiento de la presente solicitud, el contacto se puede llevar a cabo a
una temperatura de 40 °C a 80 °C, especificamente a una temperatura de 40 °C a 60 °C o
de 50 °C a 60 °C.

En el procedimiento de la presente solicitud, el contacto se puede llevar a cabo
durante 2 horas a 24 horas, especificamente durante 6 a 24 horas o 120 horas.

En el procedimiento de la presente solicitud, el contacto se puede llevar a cabo a
un pH de 5.0 a 9.0, a una temperatura de 40 °C a 80 °C y/o durante 2 horas a 24 horas.
Especificamente, el contacto se puede llevar a cabo a un pH de 6.0 a 8.0, a una
temperatura de 40 °C a 60 °C o de 50 °C a 60 °C, y/o durante 6 horas a 24 horas o 120
horas.

El procedimiento de la presente solicitud puede incluir ademas la purificacién de
psicosa. No existe ninguna limitacion particular sobre el procedimiento para purificar
psicosa, y puede usarse cualquier procedimiento adecuado conocido en la técnica. Los
ejemplos no limitantes de tales procedimientos de purificacion incluyen cromatografia,
cristalizacion fraccionada y purificacion de iones, que se pueden llevar a cabo solos o en
una combinacién de dos o mas de los mismos. Por ejemplo, el producto de reaccion de
psicosa puede purificarse mediante cromatografia. En este caso, la purificacién de
sacaridos por cromatografia se puede realizar basandose en pequefias diferencias en la
fuerza de union entre los sacaridos a purificar y los iones metalicos unidos a una resina
iGnica.

El procedimiento de la presente solicitud puede incluir ademas blanquear,
desmineralizar o ambos antes o después de la etapa de purificacion. El blanqueamiento
y/o desmineralizacion permite la produccién de psicosa mas pura y sin impurezas.

Modo para llevar a cabo lainvencion

A continuacién, la presente solicitud se describirA con mas detalle mediante
ejemplos. Sin embargo, estos Ejemplos Unicamente se proporcionan con fines ilustrativos
para ayudar en la comprension de la presente solicitud, y no se pretende que el alcance
de la presente solicitud se limite a estos Ejemplos o por ellos.

En la presente solicitud, los amino&cidos se pueden representar mediante las

siguientes abreviaturas o nombres de aminoacidos.
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Tabla 1
Hipo de aminotcido e '~ | aninodesdo correspondionte | saonasan sorvatpoeasaber !
alanina 4 |GCT, GCC, GCA, GCG GCU, GCC, GC4, GCh
arginina R |AGA, AGG hGA, AGG
asparagina b |AAT, A4C AAU, 44C
dcido aspartico D |GAT, G&C GAU, GAC
cisteina C |TGT, TGC IGU, UGC
acido glutdmico E|GAA, GAG Ghd, GAG
glutamina 0 |CAk, CAG Chd, CAG
glicina G |GGT, GGC, GGA, GGG GGU, GGC, GGA. GGG
histidina i |CAC, CAT C4C, CAl
isoleucina I |ATT, ATC, ATA &UU, AUC, AUA
leucina L |TT4, T7G, CIT, CTC, CTA, CTG |UUA, UUG, CUU, CUC, CU4, CUG
lisina £ (AR, A4G AAk, AAG
metionina I |ATG allG
fenilananina FoOTIT, TIC e, vue
prolina P |CCT. CCC, CCA, CCG CCU, CCC, CCA, CCG
serina § |TCT, TCC, TC4, TCC Icu, ucc, Uch, uch
treonina T [ACT, ACC, ACA, ACG ACU, ACC, AC4, ACG
triptéfano T |166 GG
tirosina ¥ |TAT, TiC TAU, DAC
valina v |GTT, GIC, GT4, GT6 GUU, GUC, GUA, GUG

Ejemplo 1: Preparacion del vector de expresién recombinante de cada

enzimay microorganismo transformados

Con el fin de proporcionar las enzimas necesarias para la via de produccion de

psicosa, se seleccionaron genes termorresistentes, que se resumen en la Tabla 2 a

continuacion.
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Tabla 2
SEQ ID NO Especie y Género NCBI Ho.
1 Alicyclobscillve scidocsidarive ACVE9297.1
2 . o ) KRW9Z867. 1
3 Ailicyclobacilive femgohongensis VP OBEE093972. 1
4 _ WP.017966193. 1
- Amycolstopsis thermoflsva VP 0575840 1
& WP_084001068.1
) Awgerolines thermolimoss ¥P.062183018.1
3 GAPOB215.1
) BAJBZ2794. 1
10 Angerolines thermophils KIK46216.1
11 BATB3587. 1
12 AABA1288.1
13 Archsecogiobus fugidus LABES113.]
14 AABBS416.1
15 drohaeogiobue profundus WP.N2940213.1
16 Archaeoghobus veseficus WP_0136883862.1
17 A8U4155%.1
15 Bgcillus lichesiformis AATIZEE03. 1
19 AA0I43073. 1
20 ACHES531 .1
21 ACHES45T. 1
22 Caldiceliviosiruptor bescii ACHEI198.1
23 ACMBI211.1
24 ACMB0152.1
25 BALSSETE. 1
26 Caldiiines serophils BAMDOB74. 1
27 WP_014433277.1
28 APF18124.1
2 Caldithrix abyasi Ao |
30 APF1E831.1
31 WP_008925206. 1
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32 Carboxydocells =p, ULOI WP_079933669. 1
33 WP_026051691. 1
34 Carboxydothermus ferrireducens WP_028051711.1
35 WP_028053082. 1
36 Chioroflexi bacteriuw 54-19 0JW0Za56. 1

a7 Defluviitoge tunisiemsis WP_O45087739. 1
36 Deimococcus gerius WP_103127306. 1
39 Dejpoeoccus spachenssis WP_D19584763. 1
40 Deinococcus sgqustiiis WP_019011981.1
41 Deinococcus geothermalis WP_011529832. 1
42 Deinococcus hopienais WP_024049191.1
43 Dejmococcur maricopensis VP_013556873. 1
44 . . WP_084542862. 1
= Deisococcus murirayi WP 051363537 1
45 Deimococeus reticulitermitis WP_052263046. 1
47 Deigococcus sulumugiensis WP_D17370657. 1
48 Desnococcus sp. Leaf3Zb WP_056297006. 1
49 Deinococcus phoenicis WP_034353069. |
50 Deirococcus profeolyticus WP_013614672.1
Bl Deinococcus sp. 1Thor-2 WP_109526642. 1
k2 Deinococeus sp, NW-BH WP_104990527. 1
53 . KEF35131.1

et Deimococcus sp, RL ¥P.0B18516%6.1
55 Deigococcus sp, YIM 77859 WP_034384462. 1
56 ADVE4351. 1

57 Desuvifurococcus mucosus AING4332. 1

58 ADVE45E6. 1

59 YP_002352793.1
0 Dictyoglomus turgidus YP_002353123. 1
Bl YP_002352154. 1
B2 Fffusibscillus pohlise WP_018132070.1
B3 Fervidobacterium gondwanense WP_072759218. 1
B4 AMW32328. 1

- Fervidobgcterium islandicum RTEER
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66 _ . AB3E0322.1
57 Fervidobacferiur modos g TBSI1254.1
68 AFG34634. 1
69 Fervidobactering pedirivorans #FG35917.1
70 WP_0G4011782.1
71 Gechacilius sp. WP_011232549.1
72 RLAGD320.1
73 ALATIBT?T.1
4 Faobaciflas sfezrothermonkilus ALATIOAG. L
7% rLATOS27.1
76 ALABO332.1
77 WP_005045395. 1
78 Halococews »alifodinze EMA49396. |
79 EMAS2756. 1
80 Hvdrogenivirgs sp. 128-5-B1-1 WP_002285887.1
81 . WP_096602199.1
82 Mndrogenodacter Bydrogenophiius WP_096601840.1
83 Hwlrogenobacter fheimophilus WP_012963417.1
84 Mperthermus butyiicus ABMB0367.1
85 fossotoea arenicorsliing Wp_024251417.1
86 _ ACE80305. 1
7 fossofoga olearia C30319.1
8g AEXB4499,1
g9 Yarinitogs piesophila AE¥B5453.1
80 AEX85799.1
81 . WP_027877060.1
% Keiothermus cerbereus UP.0278785 151
83 . WP_027892542.1
Keiothermus cblisropkilus
84 WP_051304156.1
85 ADD26308, 1
a6 Up_013013826,1
97 Kejothermys swber WP_013013825.1
98 WP_013012548.1
a9 UP_027883570.1
100 . . ATHE3424. 1
101 Aeloremy 4 WP_013157023.1
102 WP_027888084.1

103

Yeiothermuy faimamensis

WP_027688305.1
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104 WP_018466213.1
105 WP_018465080.1
106 WP_018467688.1
107 WP_018467518.1
108 Yeiothermus timidus r Oledes. .
109 WP_018466116.1
110 WP_018467797.1
11 WP_018467420.1
112 WP_018466214.1
113 WP_018465420.1
114 Yeiotherpus iufus WP_036271046.1
115 Yesotoga infers TIE90417.1
116 Netaliosphaers seduls ABP94905,1
17 AFC99407.1
118 Hethawocells conradii WP_014405429,1
119 AFDO0405, 1
ii Yethavococcoides methylutens w;ﬁ;gzgﬁ: 1
122 ADIT5005. 1
Nethanobalobium evestigatus
123 WP.013193898. 1
124 WP_048135864.1
125 Yethawolobus tindarins WP_048135649.1
126 ETA67773.1
127 WP_048179383.1
128 Fethawosarcing sicilize ALB37722.1
129 AIB35909.1
130 Yethanothermus fervidus ADP76907.1
131 ABE30802. 1
Petrotoga mobilis
132 IIE15285.1
:i Picrophilus torridas ii::i‘;g:
135 FPsevdonocardia thermophila WP_073456926.1
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136 AALB0SSE. 1
Pyrococeus furiosus
137 AALE1109.1
138 WP_014835302. 1
139 AALB2045.1
140 ARLE2122.1
141 AALB1285.1
142 AALE1TE0,1
143 ARLE0346. 1
144 AALE0TO3.1
145 AALS1901.1
146 #ALB1913.1
147 AALE05E7.1
148 AFND4G23. 1
149 Prrodicting occulfug WP_083494490.1
150 WP_041806336.1
151 WP_012844425. 1
152 ACY47561.1
153 ACT48134.1
154 ACY47672.1
155 ACT48911.1
156 WP_012843092. 1
157 Rbodothermus parinus WP_012843709.1
158 WP_012844300.1
159 ACT48106. 1
160 WP_012844667. 1
161 WP_012845116.1
162 WP_012844208. 1
163 WP_012843855. 1
164 ACT47289.1
E Stackis deliotriviredncay “;Ei;ff?‘l
167 ARNT0247 .1
168 Staphylothermus parisus ABNBOE3T. 1
169 ABNG9699, 1
170 ARTT2446, 1
171 Sudfoiobus acidocaldarius WP_015386352. 1
172 ARTE0292. 1
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173 Thermapaerothrix daxensis EPLE3EST. 1
174 Thermoanaerobacter 5p. WP_004400108.1
179 Thermoanaerobacteriug xylavolyticus WP_013788008.1
180 . WP_DE65659397 .1
81 Thermobifids dajofoferans WP 065592137 1
182 WP_DB8862065, 1
= Trermococeus celer 195057 1
184 {Bermococcns liforalis EHE78051.1
185 Thermococcns profumdis BP_(388577549.1
186 Thermocrinis mimervae WP_079653666. 1
187 Thermocrinis ruber AHES5204. 1
198 Thermof fexus fugenholitzii WP_0B88571736.1
189 THermofoga fettingae ABV34293.1
190 WP_015919708.1
191 ACH22182.1
192 ACHZ2192.1
193 AM22252. 1
194 ACNZ2284. 1
195 ACM22382. 1
196 ACH22666. 1
197 ACHZ22704. 1
193 ACHZ2703. 1
199 ACHZ2832. 1
200 ACHZ2990., 1
Zm ACHZ3016. 1
202 ACHZ23040.1
203 Thermotogs meapolifana ACM23081 .1
204 ACHZ3138. 1
205 ACH23254. 1
206 ANZ3323, 1
207 ACHZ3341.1
208 AlN23415.1
209 ACHZ3510.1
210 ACH23571.1
211 ACHZ3575. 1
212 ACHZ3847.1
213 ACH23E59, 1
214 ACNZ3850. 1
215 ACHZ3057. 1
216 ACHZ4018.1
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217 Themmotoga petrophilia ABQ46309.1
218 Thermus amyiodiguefaciens WP_038055695. 1
219 Theimus filiformis WP_032062097.1
220 ) WP_086411270.1
o Therpus therpophi lus Yoo 1
222 Truspera radiovicrrix WP_013176662.1

Los genes de los aminoé&cidos seleccionados fueron amplificados mediante la
reaccibn en cadena de la polimerasa (PCR) utilizando sintesis de genes o ADN
cromosémico (ADN gendémico) de cada cepa cultivada, y el ADN amplificado fue insertado
en el vector plasmido pET2la (Novagen) para expresion de E. coli. usando las enzimas de
restriccion Ndel y Xhol o Sall para construir vectores de expresién recombinantes. Los
vectores de expresion fueron transformados en la cepa E. coli BL21(DE3) usando una
técnica de transformacién general (consulte Sambrook et al. 1989) para producir
microorganismos transformados.

Especificamente, la psicosa-6-fosfato fosfatasa de las SEQ ID NO: 26, 29, 53, 56,
60, 70, 76, 80, 81, 116, 117, 131, 134, 145, 167, 185, 186 y 191 se transformé en la cepa
E. coli BL21(DES3) para preparar microorganismos transformados, que se denominaron E.
coli BL21(DE3)/pET-CJ-ap26, E. coli BL21(DE3)/pET-CJ-ap29, E. coli BL21(DE3)/pET-
CJ-ap53, E. coli BL21(DE3)/pET-CJ-ap56, E. coli BL21(DE3)/pET-CJ-ap60, E. coli
BL21(DE3)/pET-CJ-ap70, E. coli BL21(DE3)/pET-CJ-ap76, E. coli BL21(DE3)/pET-CJ-
ap80, E. coli BL21(DE3)/pET-CJ-ap81, E. coli BL21(DE3)/pET-CJ-apll6, E. coli
BL21(DE3)/pET-CJ-ap117, E. coli BL21(DE3)/pET-CJ-ap131, E. coli BL21(DE3)/pET-CJ-
apl34, E. coli BL21(DE3)/pET-CJ-ap145, E. coli BL21(DE3)/pET-CJ-apl67, E. coli
BL21(DE3)/pET-CJ-ap185, E. coli BL21(DE3)/pET-CJ-ap186 y E. coli BL21(DE3)/pET-CJ-
aplol.

Los microorganismos transformados preparados de este modo fueron depositados
en el Centro Coreano de Cultivo de Microorganismos (KCCM), una Autoridad
Internacional de Depdsito, el 14 de noviembre de 2018 con los Numeros de Acceso
KCCM12390P (E. coli BL21(DE3)/pET-CJ-ap26), KCCM12391P (E. coli BL21(DE3)/pET-
CJ-ap29), KCCM12392P (E. coli BL21(DE3)/pET-CJ-ap53), KCCM12393P (E. coli
BL21(DE3)/pET-CJ-ap56), KCCM12394P  (E. coli  BL21(DE3)/pET-CJ-ap60),
KCCM12395P (E. coli BL21(DE3)/pET-CJ-ap70), KCCM12396P (E. coli BL21(DE3)/pET-
CJ-ap76 ), KCCM12397P (E. coli BL21(DE3)/pET-CJ-ap80), KCCM12398P (E. coli
BL21(DE3)/pET-CJ-ap81), KCCM12399P (E. coli BL21(DE3)/pET-CJ-ap116),
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KCCM12400P (E. coli BL21(DE3)/pET-CJ-ap117), KCCM12401P (E. coli BL21(DE3)/pET-
CJ-apl131), KCCM12402P (E. coli BL21(DE3)/pET-CJ-ap134), KCCM12403P (E. coli
BL21(DE3)/pET-CJ-ap145), KCCM12404P (E. coli BL21(DE3)/pET-CJ-apl167),
KCCM12405P (E. coli BL21(DE3)/pET-CJ-ap185), KCCM12406P (E. coli BL21(DE3)/pET-
CJ-apl86) y KCCM12407P (E. coli BL21(DE3)/pET-CJ-ap191).

Ejemplo 2: Preparaciéon de enzimas recombinantes

Para poder preparar enzimas recombinantes, se inoculé un tubo de cultivo que
contenia 5 ml de medio liquido LB con cada uno de los microorganismos transformados
preparados en el Ejemplo 1. El cultivo de siembra se realizé en una incubadora con
agitacion a 37 °C hasta que se alcanzé una absorbancia de 2.0 a 600 nm. El caldo de
cultivo obtenido a través del cultivo de siembra se inoculé en un matraz de cultivo que
contenia el medio liquido LB, seguido del cultivo principal. Cuando la absorbancia del
cultivo a 600 nm alcanzé 2.0, se afadié IPTG 1 mM para inducir la expresion y produccion
de una enzima recombinante. El cultivo se realiz6 a una velocidad de agitacion de 180
rpm y la temperatura del cultivo se mantuvo a 37 °C. El caldo de cultivo se centrifugé a
8,000xg y a 4 °C durante 20 minutos para recuperar las células. Las células recuperadas
se lavaron con tampén Tris-HCI 50 mM (pH 8.0) dos veces y se resuspendieron en el
mismo tampon, y las células se rompieron usando un homogeneizador ultrasénico. Los
lisados celulares se centrifugaron a 13,000xg y 4 °C durante 20 minutos para obtener solo
el sobrenadante. La enzima recombinante se purific6 del sobrenadante mediante
cromatografia de afinidad con etiqueta His, y la enzima recombinante purificada se dializ6
frente a tampon Tris-HCI 50 mM (pH 8.0) y luego se uso para la reaccién posterior.

Ejemplo 3: Analisis de la actividad de desfosforilacion de fosfato de azlcar y
psicosa-6-fosfato

Después de la preparacion de psicosa-6-fosfato a partir de fructosa-6-fosfato, se
confirmé la actividad de produccién de psicosa por psicosa-6-fosfato fosfatasa, o la
actividad se midié detectando psicosa mediante la adiciébn adicional de tres enzimas
usando glucosa-1-fosfato como el primer sustrato. En particular, glucosa, fructosa y
psicosa, que son azucares comunes producidos al mezclar cada una de las 222
fosfatasas de la presente solicitud con las tres enzimas (es decir, fosfoglucomutasa (EC
2.7.5.1) o fosfomanomutasa (EC 5.4.2.8), que convierte glucosa-1-fosfato en glucosa-6-
fosfato; glucosa-6-fosfato isomerasa (EC 5.3.1.9), que convierte glucosa-6-fosfato en
fructosa-6-fosfato; y ribulosa-5-fosfato-3-epimerasa o psicosa-6-fosfato-3-epimerasa, que
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es una enzima que convierte la fructosa-6-fosfato en psicosa-6-fosfato) se evaluaron
cualitativa y cuantitativamente.

Especificamente, se suspendié fructosa-6-fosfato 50 mM o glucosa-1-fosfato 20
mM en Tris-HCI 50 mM (pH 7.0), fosfato soédico 50 mM (pH 6 a 7) o fosfato potasico 50
mM (pH 6 a 7), y luego 0.1 unidades/ml de fosfoglucomutasa; fosfomanomutasa, glucosa-
6-fosfato isomerasa y ribulosa-5-fosfato-3-epimerasa; o psicosa-6-fosfato-3-epimerasa y
cada una de las 222 psicosa-6-fosfato fosfatasas recombinantes preparadas en el
Ejemplo 2 se le afiadieron y la mezcla se dejé reaccionar de 45 °C a 70 °C durante 1 a 24
horas. La produccion de glucosa, fructosa y psicosa se confirmo por HPLC, que se realizd
utilizando una columna SP 0810 (Shodex) y una columna Aminex HPX-87C (Bio-RAD) a
80 °C con un caudal de fase movil de 0.6 ml/min, y se detect6 mediante un detector de
indice de refraccion (RID).

A partir de entonces, en la solucion mixta preparada de glucosa-1-fosfato, glucosa-
6-fosfato, fructosa-6-fosfato y psicosa-6-fosfato, se midié la actividad de desfosforilacion
de la psicosa-6-fosfato fosfatasa de la presente solicitud y la tasa de desfosforilacion
(selectiva) especifica de psicosa-6-fosfato.

Especificamente, se afadieron 0.1 unidades/ml de cada una de la psicosa-6-
fosfato fosfatasa y MgCl, (0 MgSO,) 5 mM a la solucién mixta de glucosa-6-fosfato,
glucosa-1-fosfato, glucosa-1-fosfato al 1% (p/v), fructosa-6-fosfato y psicosa-6-fosfato, y la
mezcla se dej6 reaccionar a 50 °C durante 12 horas. Los productos de reaccién se
analizaron por HPLC usando una columna Aminex HPX-87C (Bio-RAD), a 80 °C con un
caudal de fase movil de 0.6 ml/min. Se utilizé un detector de indice de refraccion para
detectar la produccién de psicosa y otros sacaridos (fructosa y glucosa).

Como resultado, entre las 222 enzimas, 69 enzimas mostraron una alta actividad
de desfosforilacion selectiva para psicosa-6-fosfato y 45 enzimas mostraron una débil
actividad de desfosforilacion selectiva para psicosa-6-fosfato. Ademas, en 108 enzimas,
no se pudo confirmar el titulo de desfosforilacion para psicosa-6-fosfato selectiva. Sin
embargo, la actividad de desfosforilacion se confirmé en 221 enzimas excluyendo una de
las 222 enzimas, de las cuales 113 enzimas mostraron una alta actividad de
desfosforilacion y 108 enzimas mostraron una baja actividad de desfosforilacion. Mientras
tanto, la enzima de la SEQ ID NO: 54, que se confirm6é que no tiene titulo de
desfosforilacién, se conoce como enzima de desfosforilacién, pero se confirmé que no
tiene actividad de desfosforilacion sustancial. Los resultados se resumen en la Tabla 3 a
continuacion.

A = Actividad baja (la tasa de conversion de desfosforilacion de fosfato de azdcar a



azucar simple es del 1 al 30%)
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B = Actividad alta (la tasa de conversién de desfosforilacion de fosfato de azlcar a

azucar simple es del 30% 0 mas)

C = Sin actividad (la tasa de conversion de desfosforilacion de fosfato de azucar a

5 azlcar simple es inferior al 1%)

tengchongensis

Tabla 3
o Actividad de
SEQ 1D oo ) ) Actividad de | 4ospostorilacién
NO ispecie y género No. NCBIL debfosforll‘duon de P6P (Selectiva)/
de GLP/GEP/F6P/PEP | 1o eh non nen
1 i ST ACV59297. 1
scidocaldsrius
Alicyclobaciilus KRW92667. 1

WP_058093972.

Amycolatopsis thermoflava

WP_017986193.

WP_087323890.

Anserolines thermolimosa

WP_084001059.

WP_062189018.

PP S S T

GAPDS8215.1

Anaerolinea thermophila

BAJ62794.

KUK462186.

BAJ63987.

Archaeoglobus fugidus

AABO1288.

[ S S SN

AAB89113.

AAB89416.1

Archacoglobus profundus

WP_012940218.

1

Archacoglobus veneficus

WP_013683862.

1

5|=|5|5|5|x|a|s 2|5 0| || 00| x|

W
-

Carboxydot heruus ferrireducens

WP_028051711.

AAU41557.1
Bacillus licheniformis AAUZ9603. 1
AAU43073.1
20 ACHB59631 .1
21 ACH59457.1
22 Caldiceliulosiruptor bescis ACH611988.1
23 ACMB1211.1
24 ACHE0182.1
25 BAL98676. 1
26 Caldilines acrophila BAMOODS874.1
27 WP_014433277.1
28 APF18124.1
29 N i i APF18744.1
30 Caldithrix abyssi APF16831 1
31 WP_006929206. 1
32 Carboxydocelfa sp. ULOI WP_079933669.1
33 WP_028051691.1
1

| o> oo oo oo oo oo oo m

OIOo|oo|Oo|lw(Elo|w| |0 (E IO EIOI0REFIOIOwO|IOw(ojo|oln
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35 WP_028053062. 1 4 i
86 | Chlorofiexi bacterium 54-19 0JW02856.1 A C
37 Defluviitoga tunisiensis WP_045087738. 1 B A
38 Deinococcus aerius WP_108127908.1 B B
39 Defnococcus apachensis YP_019584763. 1 B B
40 Deinococcus aguatilis Wp_019011981.1 B B
41 Deinococcus geothermallss WP_011529832.1 B B
42 Deinococcus hopiensis WP_084049191.1 B B
43 Deinococcus waricopensis WP_013556873. 1 B B
44 ) . P_084542862. 1 B 4
5 Deinococcus murrayi 7P 051363587, 1 2 2
46 | Deinococcus reticulitermitis| WP_092263046.1 B B
47 Deinococcus wulfumugiensis WP_017870657.1 B B
48 Deinococecus sp. Leaf326 WP_056297006. 1 B B
49 Peinococcus phoenicis WP_034353069. 1 B B
50 Deifnococcus proteolyticus WP_D13614672.1 B B
51 Deinococcus sp. 17hor-2 WP_109826642. 1 B B
52 Deinococcus sp. NU-56 WP_104990527.1 B B
53 KEF35131.1 B B
Deinococcus sp. RL

54 WP_081851636. 1 C C
55 Deinococcus sp. TIM 77859 TP_034384462. 1 B &
56 ADV64381 .1 B B
57 Desul furococcus mucosus ADV64382. 1 B B
58 ADVE4566. | A C
59 YP_002852793.1 B B
60 Dictyoglomus turgidom YP_002353123.1 B B
61 YP_002352154. 1 B &
62 Effusibacillus pohliae WP_018132070.1 A C
63 | Fervidobacterium gondwanense| VUP_072759218.1 A ¢
64 ) L . ANW32328. 1 B B
5 Fervidobacterium islandicum V33413 1 2 -
66 . . ABS80822. 1 B B
o7 Fervidobact erium nodosum ABS61294 1 : c
68 AFG34634.1 & C
69 | Fervidobacterium pennivorans AFG35917.1 B B

B B

70

Wp_064011782.
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71 Geobaciilus sp. WP_D11232549.1 & C
72 ALAG9320. 1 B B
73 ALATI677.1 B A
74 | Geobactifus st earothermophi fus ALATI036.1 & C
75 ALAT0927.1 A C
76 ALA69332. 1 B B
77 WP_D05045395. 1 B A
78 Halococcus salifodinse EHA49396. 1 A C
79 EMASZ756. | A 4
80 | Hvdrogenivirea sp. 128-5-R1-1 WP_008285887.1 B B
8l Hyvdrogenobacter WP_096602199.1 B B
82 bydrogenophilus WP_096601840.1 A C
83 | Hvdrogenobacter thermophifus| WP_012963417.1 A C
84 Hyperthermus butyiicus ABM80367. 1 & C
85 Kosmotoga arenicorallina WP_084251417.1 B A
86 ) ACR80305. 1 4 G
27 Kosmotoga olearia ACREOSI9 1 2 c
88 AE¥84499. 1 B A
89 Harinitoga piezophiia AEX85453.1 4 C
90 AE¥85799.1 A C
gl . WP_027877060. 1 B B
” Hleiothermus cerbereus WP 0278755151 2 2
93 ) . ) WP_027892542.1 B B
” Heiothermus chiiarophilfus WP 051304156 1 : c
95 ADD26908. 1 B B
96 ¥P_013013826.1 A C
97 Hejothermus ruber WP_013013825.1 A C
98 WP_013012548.1 & C
99 WP_027883570.1 B B
100 . ) ADHB3424. 1 B B
01 Heiothermus silvanus WP 013157025 1 2 2
102 Wp_027888084.1 B B

B B

108

Heiothermus talwanensis

WP_027888305.
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104 WP_018466218.1 B A
105 WP_018465080. 1 B A
108 WP_018467688, 1 & C
107 WP_018467518.1 A G
108 WP_018465603.1 B A
Heiothermus timidus
108 WP_018466116.1 & C
110 WP_018467797.1 & C
111 WP_(018467420.1 & C
112 WP_018466214.1 A C
113 Wp_018465420. 1 B B
114 Heiothermus rufus WP_036271046.,1 B B
115 Hesotoga infera KUK90417.1 & C
116 Hetallosphaera sedula ABP94905. 1 B B
117 AFC99407.1 B B
118 Hethanocella conradii WP_014405429.1 A C
118 AFD00405.1 & C
120 WP_048194361.1 A C
Hethanococcoides methylutens
121 AKB84306. 1 & C
122 ADI75005.1 B A
Hethanohalobivm evestizatum
128 WP_013193898.1 & C
124 WP_048135864. 1 & C
125 Hethanolobus tindariuvs WP_048135649, 1 A C
126 ETABT7773.1 A C
127 WP_048179383.1 & C
128 Hethanosarcina sicifiae AKB37722.1 Iy C
129 A4KB35909.1 & €
130 Hethanothermus fervidus ADP76907. 1 A C
181 ABE30802. 1 B B
Petrotogs mobliis
132 KUE15285.1 & C
133 A44T44010.1 B &
Picrophilus torridus
134 AAT43693. 1 B B
185 | Pscudonocardia thermophila WP_073456926. 1 & C
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136 AAL80556. 1 B B
137 4A181109.1 A C
138 WP_014835302. 1 A C
139 AA182045. 1 & C
140 441821221 A C
141 44181285.1 A C
142 Pyrococcus furiosus AALB1790.1 B B
148 AAL80346. | B A
144 AAL80703. 1 B &
145 A4181901.1 B B
146 AA181913.1 B B
147 AAL80587. 1 B A
148 AFND4628. | B B
149 Pyrodict jum occultum TP_083494480. 1 A C
150 WP_041806336. | B A
151 WP_012844425.1 B &
152 4CY47561.1 B A
1583 ACT48134. 1 A C
154 ACY47672.1 B &
155 ACT48911.1 B A
156 WP_012843092. 1 B A
157 Rhodothermus marinus WP_012843709. 1 A C
158 WP_012844300. 1 A C
159 ACT48106.1 B A
160 WP_012844667. 1 B A
161 Wp_012845116.1 B A
162 WP_012844208. 1 B A
163 WP_012843855. 1 B h
164 4CY47289.1 B B
165 . . WP_012798605. 1 A C
™ Slackia heliotrinireducens V20623 1 A c
167 ABN70247.1 B B
168 Staphylothermus marinus ABNBI637 . 1 # C
169 ABNG9899. B B
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170 AATT79446 . 1 A C
171 Suffolfobus acidocaldarius WP_015385352, i £
172 AAY80292. 1 B B
173 Thermanacrothriz daxenais KPL83857.1 B &
174 Thermoanaerobacter sp. TP_004400108, # C
175 Thermoanaerobact er WP_074592559. B A
176 thermobydrosul furicus WP_074665888, i ¢
177 AEM79256. | B B
Thermosnaerobacter wicgelii
178 AEMT79130.1 & C
179 Tﬁermoanaeroba:ct erium WP_013788008. A c
xvianolyticum
180 WP_068689397. & ¢
Thermobifida halotolerans
181 TP_068692137. # C
182 WP_088862065, A C
Thermococcus celer
183 AS198087.1 A €
184 Thermococcus fitoralis EHR78081.1 B B
185 Thermococcus profundus TP_088857758. B B
136 Thermocrinis minervae WP_079653666, B B
187 Thermocrinis ruber A4HES5294. 1 B B
188 Thermoflexvs hugenholtzii WP_088571736, A C
189 Thermotoga feitingae ABV34293.1 B B
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190 ¥P_015919708. 1 4 C
191 aCHez182.1 B B
192 ACH22192.1 B B
193 ACH22252.1 4 C
194 4CH22284. 1 4 C
195 4CH22382. 1 B A
196 4Cl22666. 1 A4 C
197 4CH22704.1 4 C
198 4CH22708.1 B 4
199 ACH22832. 1 A C
200 ACH22990. 1 A C
201 ACH23016. 1 4 C
202 4CH23040. 1 4 G
203 Thermotoga neapolitana ACH23081.1 ) L
204 4CH23138.1 4 C
205 4CH23254. 1 4 A
206 4CH23328.1 i C
207 ACH23341,1 A C
208 ACH23415.1 A C
209 ACH28510. 1 A C
210 ACH238571.1 B A
ell 4CH238575.1 B B
2l ACH23847.1 4 C
213 4CH23859.1 A C
214 4CH23950, 1 B A
215 ACH23957. 1 A C
216 ACH24018.1 B A
217 Thermotoga petrophilia 4B046309. 1 B B
218 Thermus amyloliquefaciens WP_038055695. A C
219 Thermus filiformis ¥P_D38062097. & C
220 WP_096411270. A C
Thermus thermophifus
221 44582270, 1 B B
222 Truepera radiovictriy WP_013176662. F C
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Ejemplo 4: Andlisis de la actividad de produccion de psicosa mediante
multiples reacciones enzimaticas (multiples enzimas)

Para la produccién de psicosa a partir de maltodextrina, se seleccionaron siete
enzimas y se hicieron reaccionar simultaneamente (un solo recipiente). Como las siete
enzimas, glucano fosforilasa, que degrada el almidén y lo convierte en glucosa-1-fosfato,
pululanasa, que desramifica el almidon, 4-a-glucanotransferasa, que aumenta la
utilizacion del sustrato de almidén, fosfoglucomutasa, que convierte la glucosa-1-fosfato
en glucosa-6-fosfato, glucosa-6-fosfato isomerasa, que convierte glucosa-6-fosfato en
fructosa-6-fosfato, psicosa-6-fosfato-3-epimerasa, que convierte fructosa-6-fosfato en
psicosa-6-fosfato y enzimas de las SEQ ID NO: 1 a 222 capaces de producir psicosa a
partir de psicosa-6-fosfato se prepararon y se usaron en una cantidad de 0.1 unidades/ml.
Se afiadié6 maltodextrina al 5% (p/v) a MgCl, de 1 mM a 5 mM vy fosfato de sodio de 10
mM a 50 mM (pH 7.0) y la mezcla se dejé reaccionar a una temperatura de 50 °C durante
12 horas. Los productos de reaccidon se analizaron por HPLC usando una columna
Aminex HPX-87C (Bio-RAD) a 80 °C a un caudal de fase movil de 0.6 ml/min y se
detectaron usando un detector de indice de refraccion.

Como resultado, se confirmé que la psicosa se producia a partir de maltodextrina a
través de multiples reacciones enziméaticas.

Si bien la presente solicitud ha sido descrita con referencia a las realizaciones
ilustrativas particulares, los expertos en la técnica a los que pertenece la presente
solicitud entenderdn que la presente solicitud puede realizarse en otras formas
especificas sin apartarse del espiritu técnico o de las caracteristicas esenciales de la
presente solicitud. Por lo tanto, las realizaciones descritas anteriormente se consideran
ilustrativas en todos los aspectos y no restrictivas. Ademas, el alcance de la presente
solicitud esta definido por las reivindicaciones adjuntas en lugar de la descripcion
detallada, y debe entenderse que todas las modificaciones o variaciones derivadas de los
significados y alcance de la presente solicitud y sus equivalentes estan incluidas en el

alcance de las reivindicaciones adjuntas.

NUMEROS DE DEPOSITO
Institucién de Depdsito: Centro Coreano de Cultivo de Microorganismos (KCCM)
No. de Acceso: KCCM12390P
Fecha de Deposito: 20181114
Institucion de Depésito: Centro Coreano de Cultivo de Microorganismos (KCCM)
No. de Acceso: KCCM12391P
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Fecha de Deposito: 20181114
Institucion de Depdsito: Centro Coreano de Cultivo de Microorganismos (KCCM)
No. de Acceso: KCCM12392P
Fecha de Deposito: 20181114
Institucion de Depdsito: Centro Coreano de Cultivo de Microorganismos (KCCM)
No. de Acceso: KCCM12393P
Fecha de Depésito: 20181114
Institucién de Depdésito: Centro Coreano de Cultivo de Microorganismos (KCCM)
No. de Acceso: KCCM12394P
Fecha de Depésito: 20181114
Institucion de Deposito: Centro Coreano de Cultivo de Microorganismos (KCCM)
No. de Acceso: KCCM12395P
Fecha de Depdsito: 20181114
Institucion de Depdsito: Centro Coreano de Cultivo de Microorganismos (KCCM)
No. de Acceso: KCCM12396P
Fecha de Depdsito: 20181114
Instituciéon de Depdsito: Centro Coreano de Cultivo de Microorganismos (KCCM)
No. de Acceso: KCCM12397P
Fecha de Depésito: 20181114
Institucion de Depésito: Centro Coreano de Cultivo de Microorganismos (KCCM)
No. de Acceso: KCCM12398P
Fecha de Depésito: 20181114
Institucion de Depésito: Centro Coreano de Cultivo de Microorganismos (KCCM)
No. de Acceso: KCCM12399P
Fecha de Dep6sito: 20181114
Institucién de Depdsito: Centro Coreano de Cultivo de Microorganismos (KCCM)
No. de Acceso: KCCM12400P
Fecha de Depdsito: 20181114
Institucion de Depdsito: Centro Coreano de Cultivo de Microorganismos (KCCM)
No. de Acceso: KCCM12401P
Fecha de Deposito: 20181114
Institucion de Depésito: Centro Coreano de Cultivo de Microorganismos (KCCM)
No. de Acceso: KCCM12402P
Fecha de Depdsito: 20181114
Institucion de Depésito: Centro Coreano de Cultivo de Microorganismos (KCCM)
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No. de Acceso: KCCM12403P
Fecha de Depésito: 20181114
Institucion de Depdsito: Centro Coreano de Cultivo de Microorganismos (KCCM)
No. de Acceso: KCCM12404P
Fecha de Depésito: 20181114
Institucién de Depdésito: Centro Coreano de Cultivo de Microorganismos (KCCM)
No. de Acceso: KCCM12405P
Fecha de Deposito: 20181114
Institucién de Depdésito: Centro Coreano de Cultivo de Microorganismos (KCCM)
No. de Acceso: KCCM12406P
Fecha de Depdsito: 20181114
Institucion de Depdsito: Centro Coreano de Cultivo de Microorganismos (KCCM)
No. de Acceso: KCCM12407P
Fecha de Depésito: 20181114



