Expediente No: 146.0015-WO000

REIVINDICACIONES

1. Una composicion enzimatica inmovilizada para la preparacion de una hexosa que
comprende al menos dos, al menos tres, al menos cuatro, al menos cinco, al menos seis
transportadores, al menos siete u al menos ocho de las siguientes enzimas inmovilizadas en al
menos un transportador o una mezcla de transportadores:

a) o glucano fosforilasa (aGP), fosfoglucomutasa (PGM), y opcionalmente 1,4-glucano
transferasa (4-GT); y

b) unaenzima dentro de una combinacion de enzimas seleccionadas de:

(i) fosfoglucoisomerasa (PGI), fructosa-6-fosfato epimerasa (F6PE) y tagatosa-6-
fosfato fosfatasa (T6PP) para preparar tagatosa;

(if) fosfoglucoisomerasa (PGI), piscosa-6-fosfato epimerasa (P6PE) y picosa-6-fosfato
fosfatasa (P6PP) para preparar alulosa;

(iii) fosfoglucoisomerasa (PGl), P6PE, alosa-6-fosfato isomerasa (A6P1) y alosa-6-
fosfato fosfatasa (A6PP) para preparar alosa;

(iv) fosfoglucoisomerasa (PGI), manosa-6-fosfato isomerasa (M6PI) o
fosfoglucosa/fosfomanosa isomerasa (PGPMI) y manosa 6-fosfato fosfatasa (M6PP) para
preparar manosa;

(v) fosfoglucoisomerasa (PGl), F6PE, galactosa 6-fosfato isomerasa (Gal6Pl) y
galactosa 6-fosfato fosfatasa (Gal6PP) para preparar galactosa;

(vi) PGl y fructosa 6-fosfato fosfatasa (F6PP) para preparar fructosa,;

(vii) PGI, P6PE, altrosa 6-fosfato isomerasa (Alt6P1) y altrosa 6-fosfato fosfatasa
(Alt6PP) para preparar altrosa;

(viii)  PGI, F6PE, talosa 6-fosfato isomerasa (Tal6Pl) y talosa 6-fosfato fosfatasa
(Tal6PP) para preparar talosa;

(ix) PGI, F6PE, sorbosa 6-fosfato epimerasa (S6PE) y sorbosa 6-fosfato fosfatasa
(S6PP) para preparar sorbosa;

(x) PGI, F6PE, S6PE, gulosa 6-fosfato isomerasa (Gul6Pl) y gulosa 6-fosfato fosfatasa
(Gul6PP) para preparar gulosa;

(xi) PGI, F6PE, S6PE, idosa 6-fosfato isomerasa (16PI) e idosa 6-fosfato fosfatasa
(I6PP) para preparar idosa; y

(xii) inositol 3-fosfato sintasa (IPS) e inositol monofosfatasa (IMP) para preparar

inositol.
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2. Lacomposicién enzimatica inmovilizada de la reivindicacion 1, en donde el peso de cada

enzima en relacion con el peso total de las enzimas %(p/p) oscila entre 0,1% y 40%.

3. Lacomposicién enzimatica inmovilizada de la reivindicacion 1 o 2, que comprende 10-30%
(aGP); 0-10% (4GT); 10-30% (PGM); y cuando esta presente 0.1-10% (IGP).

4. Lacomposicion enzimatica inmovilizada de cualquiera de las reivindicaciones 3, que

ademas comprende PGI, F6PE y T6PP para preparar tagatosa.

5. Lacomposicion de enzimas inmovilizadas de la reivindicacion 4, en donde el peso de cada
enzima en relacion con el peso total de las enzimas %(p/p) es: 10-30% (aGP); 0-10% (4GT); 10-
30% (PGM); 0,1-10% (IGP); 15-35% (F6PE); y T6PP (25-45%), en donde el peso total de

enzimas en la composicion totaliza 100 % p/p con respecto al peso total de las enzimas.

6. Lacomposicion enzimatica inmovilizada de la reivindicacion 5, en donde

la aGP comprende la secuencia de aminoacidos, o un fragmento de la misma, de la SEQ ID
NO. 1;

la 4-GT comprende la secuencia de aminoacidos, o un fragmento de la misma, de la SEQ ID
NO. 6;

la PGM comprende la secuencia de aminoacidos, o un fragmento de la misma, de la SEQ ID
NO. 2;

la PGI comprende la secuencia de aminoacidos, o un fragmento de la misma, de la SEQ ID
NO. 3

la F6PE comprende la secuencia de aminoacidos, o un fragmento de la misma, de la SEQ ID
NO. 4;y

la T6PP comprende la secuencia de aminoacidos, o un fragmento de la misma, de la SEQ ID
NO. 5.

7. Lacomposicién enzimatica inmovilizada de cualquiera de las reivindicaciones 3, que

ademas comprende PGI, P6PE y P6PP para preparar alulosa.
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8. Lacomposicién de enzimas inmovilizadas de la reivindicacién 7, en donde el peso de cada
enzima en relacion con el peso total de las enzimas %(p/p) es: 10-30% (aGP); 0-10% (4GT); 10-
30% (PGM); 0,1-10% (IGP); 0,1-10% (P6PE); y (45-65 %) P6PP, en donde el peso total de
enzimas en la composicion totaliza 100 % p/p con respecto al peso total de las enzimas.

9. Lacomposicién enzimatica inmovilizada de la reivindicacion 8, en donde:

la aGP comprende la secuencia de aminoacidos, o un fragmento de la misma, de la SEQ ID
NO. 1;

la 4-GT comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO. 6;

la PGM comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO. 2;

la PGI comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO. 3

la PEPE comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO. 7;y

la P6PP comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO. 8.

10. La composicion de enzimas inmovilizadas de cualquiera de las reivindicaciones 1-9, en
donde el peso total de las enzimas en relacion con el peso del transportador %(p/p) es del 2,5%
al 12,5%.

11. La composicion enzimatica inmovilizada de cualquiera de las reivindicaciones 1-10, en

donde el transportador es una resina de intercambio aniénico de base débil.

12. La composicion enzimatica inmovilizada de la reivindicacién 11, en donde el transportador

comprende un policondensado de fenol formaldehido.

13. La composicion enzimatica inmovilizada de la reivindicacion 11 o 12, en donde el
transportador comprende un grupo funcional de amina terciaria, en donde la composicion es,
opcionalmente, DUOLITE™ A568.

14. La composicion enziméatica inmovilizada de la reivindicacion 11 o 12, en donde el

transportador comprende un grupo funcional de amina secundaria, en donde la composicion es,
opcionalmente, DUOLITE™ PWAT.
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15. La composicion enzimatica inmovilizada de cualquiera de las reivindicaciones 1-10, en

donde el transportador comprende una resina de afinidad de etiqueta His.

16. La composicion enziméatica inmovilizada de cualquiera de las reivindicaciones 15, en donde

el transportador comprende particulas de vidrio de poro controlado (CPG).

17. La composicion enzimatica inmovilizada de la reivindicacion 15 o 16, en donde el

transportador esta funcionalizado por un metal quelado.

18. La composicion enzimatica inmovilizada de la reivindicacién 18, en donde el metal quelado

es hierro o zinc o en donde el transportador es, opcionalmente, EziG™ Opal.

19. Un proceso enzimatico para preparar una hexosa a partir de un sacarido que comprende el
paso de poner en contacto un derivado de almidon con una composicién enzimatica
inmovilizada de cualquiera de las reivindicaciones 1-18 en condiciones de reaccion adecuadas

para convertir el derivado de almiddn en hexosa.

20. El proceso de la reivindicacién 19, en donde los pasos del proceso se llevan a cabo a una
temperatura que oscila entre aproximadamente 40 °C y aproximadamente 85 °C, a un pH que
oscila entre aproximadamente 5,0 y aproximadamente 8,0 y/o durante aproximadamente 0,5

horas a aproximadamente 48 horas.

21. El proceso de la reivindicacion 19 o 20, en donde los pasos del proceso se llevan a cabo en
un solo biorreactor, una pluralidad de biorreactores dispuestos en serie o una pluralidad de

biorreactores dispuestos en paralelo.

22. El proceso de cualquiera de las reivindicaciones 19-21, en donde los pasos del proceso se
llevan a cabo sin ATP, sin NAD(P)(H), a una concentracién de fosfato de aproximadamente 0,1
mM a aproximadamente 150 mM, el fosfato se recicla dentro de la reaccion enzimatica en
cascada, y/o al menos un paso del proceso implica una reaccion quimica energéticamente

favorable.
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