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DESCRIPCION
Variante de L-arabinosa isomerasa para producir D-tagatosa
Campo técnico

La presente invencion se refiere a una variante de la L-arabinosa isomerasa de Thermotoga neapolitana DMS 5068,
la cual se produce por ingenieria de proteinas y tiene una actividad incrementada de conversién de D-galactosa en
D-tagatosa, un microorganismo que expresa la variante de L-arabinosa isomerasa, y un método de produccion de D-
tagatosa a partir de D-galactosa usando el microorganismo. La variante se caracteriza por sustituciones en las
posiciones 275 y 769 de la isomerasa.

Antecedentes de la técnica

La D-tagatosa es un monosacarido que tiene dulzor igual a aproximadamente el 90 % de el del azicar mientras que
tiene propiedades, incluyendo bajas calorias y propiedades de no caries. Se puede usar como un edulcorante sano
sin causar diversas enfermedades adultas, a diferencia de los edulcorantes convencionales.

Debido a tales propiedades, la D-tagatosa se recibe como un sustituto del azicar y se sabe que tiene alto potencial
comercial en el mercado de alimentos. Sin embargo, la tagatosa es un azucar raro que no esta abundantemente
presente en la naturaleza, pero esta contenido en productos lacteos o algunas plantas en cantidades muy pequeias.
Por esta razén, para que la tagatosa se use como un edulcorante funcional de bajas calorias, se deberia desarrollar
la tecnologia capaz de producir tagatosa.

La D-tagatosa se produjo mediante un proceso de isomerizacion quimica a partir de la D-galactosa usando Ca(OH).
como catalizador por Arla Foods Ingredients Inc. en 2003, y se ha comercializado bajo el nombre comercial “Gaio-
tagatosa”. Sin embargo, se sabe que el proceso de isomerizacion quimica es excelente en términos de rendimiento
de la conversién por isomerizacién, pero tiene defectos en el sentido de que la recuperacion y la purificaciéon son
dificiles y el proceso es complejo y, por tanto, el rendimiento total del proceso es menor que el de un proceso de
isomerizacion enzimatico.

La L-arabinosa isomerasa (EC 5.3.1.5) es una enzima que cataliza una reaccién de isomerizacion de conversion de
L-arabinosa en L-ribulosa. Ademas, se sabe que la L-arabinosa isomerasa convierte no solamente L-arabinosa (es
decir su sustrato natural) en L-ribulosa, sino también D-galactosa (es decir un sustrato estructuralmente similar a L-
arabinosa) en D-tagatosa.

El factor mas importante capaz de contribuir a un incremento en la productividad de un proceso de produccién de D-
tagatosa a partir de D-galactosa usando la L-arabinosa isomerasa es desarrollar una enzima, la cual tenga buena
reactividad y se pueda aplicar con éxito al proceso de produccion, a través de la modificacion de la isomerasa.
Debido a que un incremento en la productividad juega un papel crucial en la maximizacion del beneficio por un
descenso en el coste de produccion y el éxito del negocio, ha habido una necesidad continua de modificar la
arabinosa isomerasa.

La arabinosa isomerasa de Thermotoga neapolitana DSM 5068 que es un microorganismo termdfilo tiene un
estabilidad térmica muy alta, pero necesita mejorar mas para asegurar la productividad econémica de la arabinosa
isomerasa, la cual es comparable a la de la glucosa isomerasa.

El documento WO 2014/137148 (septiembre de 2014) describe una variante de L-arabinosa isomerasa derivada a
partir de Thermotoga neapolitana y un método para producir D-tagatosa a partir de D-galactosa usando la enzima o
un microorganismo de Corynebacterium que expresa la misma.

Generalmente, los métodos de produccidon de enzimas variantes para incrementar las actividades de las enzimas o
para producir enzimas activas para nuevos sustratos se dividen en gran parte en un método de mutagénesis al azar
y un método de disefio racional. El método de mutagénesis al azar es muy usado, debido a se pueden usar sin
requerir especial informaciéon sobre una enzima diana. Sin embargo, se requiere un sistema de cribado capaz de
procesar un gran nimero de enzimas variantes. Por otro lado, la modificacion de enzimas por disefio racional no
requiere de sistema de cribado especial, debido a que produce solamente un numero limitado de enzimas variantes.
Sin embargo, en el caso del disefio racional, los factores que determinan el mecanismo catalitico, propiedad de
unioén a sustrato o especificidad de sustrato de una enzima diana se deberian investigar en detalle.

Divulgacion
Problema técnico

Por consiguiente, el solicitante ha intentado incrementar la especificidad de sustrato de la L-arabinosa isomerasa de
Thermotoga neapolitana DSM 5068 para D-galactosa cambiando la estructura tridimensional de la L-arabinosa
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isomerasa basandose en la ingenieria de proteinas, modelado molecular y analisis del mecanismo de reaccion
enzimatica de manera que la arabinosa isomerasa que tiene potencial para producir tagatosa pueda tener la
capacidad de producir industrialmente tagatosa.

Es un objetivo de la presente invencion proporcionar una variante de la arabinosa isomerasa a partir de Thermotoga
neapolitana DSM 5068, la cual tiene actividad de conversion incrementada, y una secuencia de nucleétidos génica
que codifica la variante.

Otro objetivo de la presente invencion es proporcionar un vector recombinante que comprenda la secuencia de
nuclestidos génica, y un microorganismo del género Corynebacterium transformado con el vector recombinante.

Otro objetivo mas de la presente invencion es proporcionar un método de produccidon de D-tagatosa a partir de D-
galactosa usando o bien la variante de arabinosa isomerasa o el microorganismo transformado o un cultivo del
microorganismo transformado.

Solucién técnica

La presente invencion proporciona variantes de arabinosa isomerasa, polinucledtidos, vectores, microorganismos y
métodos como se definen en las reivindicaciones adjuntas.

Para conseguir los objetivos anteriores, la presente invencion proporciona una variante de arabinosa isomerasa que
tiene una actividad incrementada de conversién de D-galactosa en D-tagatosa, teniendo la variante de arabinosa
isomerasa una sustituciéon de prolina para leucina en la posicion 469 y una sustitucion de un aminoacido distinto de
la fenilalanina para un aminoacido en la posicién 275 de la arabinosa isomerasa de Thermotoga neapolitana DSM
5068, y una secuencia de nucledtidos génica que codifica la variante de arabinosa isomerasa.

La presente invencidon también proporciona un vector recombinante que comprende la secuencia de nucleétidos
génica, y un microorganismo del género Corynebacterium transformado con el vector recombinante.

La presente invencion también proporciona un método de produccion de D-tagatosa a partir de D-galactosa usando
la variante de arabinosa isomerasa.

La presente invencion también proporciona un método para producir D-tagatosa, comprendiendo el método cultivar
el microorganismo transformado de la invencion.

Efectos ventajosos

Segun la presente invencion, la produccion de la D-tagatosa se puede incrementar usando un microorganismo del
género Corynebacterium transformado con la nueva variante de arabinosa isomerasa o la secuencia de nucleétidos
génica que codifica la variante de arabinosa isomerasa, reduciendo de ese modo el coste de produccién y la
inversion en infraestructura.

Descripcion de los dibujos

La Figura 1 muestra una estructura compuesta del sitio activo e ion de manganeso cofactor de la L-arabinosa
isomerasa de Thermotoga neapolitana.

La Figura 2 muestra los sitios de la L-arabinosa y la D-galactosa, los cuales se unen al sitio activo de la L-
arabinosa isomerasa, y los grupos funcionales de la L-arabinosa y la D-galactosa, los cuales interactian con el
sitio activo de la L-arabinosa isomerasa. Se muestra que el carbono 6 de la D-galactosa causa impedimento
estérico con el resto de fenilalanina en la posicién 275 de la L-arabinosa isomerasa.

La Figura 3 muestra los resultados obtenidos sustituyendo el resto en 275 de la L-arabinosa isomerasa a
mutagénesis saturada y comparando la actividad relativa de las variantes, seleccionadas por el método de
cisteina-carbazol, a través de una reaccion de desarrollo de color. Se encontré un numero considerable de
variantes que mostraban una actividad mayor que la de un control.

La Figura 4 muestra las estructuras de variantes seleccionadas (F275V/L469P, F275M/L469P, y F275I/L469P),
previstas por una técnica de modelado molecular.

La Figura 5 muestra los resultados del andlisis SDS-PAGE de variantes aisladas y purificadas de L-arabinosa
isomerasa de Thermotoga neapolitana.

La Figura 6 muestra los resultados de evaluacion de la actividad relativa de variantes seleccionadas a
temperaturas variantes para determinar las temperaturas 6ptimas de las variantes.

La Figura 7 muestra los resultados de la medicion de las estabilidades térmicas de variantes seleccionadas a 95
°C en funcion del tiempo.

La Figura 8 muestra los resultados de evaluacion de la actividad relativa de variantes seleccionadas para
determinar la dependencia de las variantes sobre manganeso.
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Modo para la invencion

Se describe una variante de la arabinosa isomerasa a partir de Thermotoga neapolitana DSM 5068, la cual tiene
actividad de conversién incrementada, y una secuencia de nucleétidos génica que codifica la variante.

La presente invencion proporciona una variante de arabinosa isomerasa que tiene una actividad incrementada de
conversion de D-galactosa en D-tagatosa, teniendo la variante de arabinosa isomerasa una sustitucion de prolina
para leucina en la posicién 469 y una sustitucion de un aminoacido distinto de fenilalanina para un aminoacido en la
posicion 275 de la arabinosa isomerasa de Thermotoga neapolitana DSM 5068, y una secuencia de nucledtidos
génica que codifica la variante de arabinosa isomerasa.

Como se usa en el presente documento, la expresién “arabinosa isomerasa que convierte D-galactosa en D-
tagatosa” significa una enzima que cataliza una reaccién de isomerizacion que usa D-galactosa como sustrato para
producir D-tagatosa.

La variante de arabinosa isomerasa segun la presente invencion preferentemente tiene una sustitucién de un
aminoacido que tiene una cadena lateral alifatica no polar para un aminoacido en la posicion 275 de la arabinosa
isomerasa.

Como se usa en el presente documento, la expresion “aminoacido que tiene una cadena lateral alifatica no polar”
significa alanina, valina, isoleucina, leucina, metionina o prolina.

Preferentemente, el aminoacido en la posicion 275 de la arabinosa isomerasa esta sustituido con un aminoacido
cualquiera seleccionado del grupo que consiste en valina, metionina e isoleucina.

Preferentemente, la variante de arabinosa isomerasa segun la presente invencion tiene ademas una sustitucion de
prolina para leucina en la posicién 469 de la arabinosa isomerasa.

Como se usa en el presente documento, el término “sustitucion” significa sustitucion de un aminoacido en una
posicion especifica con otro aminoacido para producir una mutacién. Un método de mutagénesis adecuado puede
ser cualquier método que se pueda usar por los expertos en la técnica para este fin. Particularmente, el método de
mutagénesis puede ser un método de mutagénesis saturada, un método de mutagénesis al azar o un método de
mutagénesis dirigida (“Evolutionary molecular engineering based on RNA replication”, Pure Appl. Chem. 1984,
56:967-978; “Promoters selected from random DNA-sequences”, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1986, 83:7.405-7.409;
“Mutants generated by the insertion of random oligonucleotides into the active-site of the beta-lactamase gene”,
Biochemistry 1989, 28:5.703-5.707).

Preferentemente, la variante de arabinosa isomerasa segun la presente invenciéon tiene un aminoacido en la posicion
275, sustituido usando el método de mutagénesis saturada, y leucina en la posicién 469, sustituida usando el
método de mutagénesis dirigida.

En una realizaciéon de la presente invencion, se realizd mutagénesis al azar usando arabinosa isomerasa tipo
silvestre (que tiene una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1 y una secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO:
6) de Thermotoga neapolitana DSM 5068 como molde, obteniendo de ese modo variantes que tienen caracteristicas
enzimaticas mejoradas e informacién genética sobre las variantes. Las variantes se analizaron en conjunto, y como
resultado, se encontrdé que la variaciéon en la secuencia da aminoacidos de la regién C-terminal de la arabinosa
isomerasa influia un incremento en la actividad enzimatica.

Ademas, los aminoacidos en la region C-terminal que constituyen el sitio activo de cada una de la arabinosa
isomerasa tipo silvestre y la variante de arabinosa isomerasa se analizaron por modelado molecular. Como
resultado, se encontr6 que la variante tenia una sustitucion de prolina para leucina en la posicion 469 de la
arabinosa isomerasa tipo silvestre, y asi desaparecia la lamina beta en la posiciéon 18 de la proteina, y el angulo y la
cadena principal se inclinaban cuando la estructura tridimensional de la hélice alfa en la posicién 17 se movia hacia
el cuerpo proteico, indicando que se cambiaba la estructura de la proteina.

Basandose en los resultados anteriormente descritos, la leucina en la posicién 469 de la arabinosa isomerasa tipo
silvestre estaba sustituida con prolina usando la mutagénesis dirigida, preparando de ese modo una variante
(L469P) (que tenia una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2 y una secuencia de nucledtidos de SEQ ID NO:
7). La variante se incubd y, a continuacion, se midié su actividad, y como resultado, se encontr6 que la variante
mostraba una mayor actividad para la galactosa sustrato en comparacién con la arabinosa isomerasa tipo silvestre.

En una realizacion de la presente invencién, para obtener una enzima que tenga actividad de conversion
incrementada a partir de la variante de arabinosa isomerasa (L469P), se seleccionaron los restos principales de la
regiéon de unién a sustrato y la regién activa de la enzima, y se estimé el mecanismo de reaccion, seleccionando de
ese modo el aminoacido en la posicion 275. Las mutaciones se introdujeron en la posicion 275 usando el método de
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mutagénesis saturada, y las variantes se cribaron, seleccionando de ese modo variantes que tenian actividad de
conversion incrementada.

Las variantes seleccionadas se secuenciaron, y como resultado, se encontré que las variantes tenian sustituciones
de valina (L469P/F275V), metionina (L469P/F275M) e isoleucina (L469P/F275l), respectivamente, para el
aminoacido en la posicion 275. Cada una de las tres variantes se transformaron dentro de microorganismos del
género Corynebacterium, y se realizé una reaccion de isomerizacién cultivando los microorganismos. Como
resultado, se encontr6 que todas las tres variantes mostraban actividad incrementada en comparacién con la
variante L469P que tenia una sustitucion de prolina para leucina en la posicion 469.

Para examinar las caracteristicas de las tres variantes, las arabinosa isomerasas expresadas se aislaron de los
microorganismos del género Corynebacterium cultivados bajo las condiciones anteriormente descritas. Se encontrd
que las proteinas purificadas mostraban actividad de arabinosa isomerasa para D-galactosa. Ademas, se encontrd
por SDS PAGE que las proteinas purificadas tenian pesos moleculares coherentes con el de la arabinosa
isomerasa.

Usando las enzimas variantes purificadas, se midieron la temperatura 6ptima, la estabilidad térmica, el uso de ion
metalico y la actividad enzimatica de las enzimas variantes. Como resultado, se encontré que las tres variantes
mostraban la actividad mas alta a 75 °C, pero la estabilidad térmica de algun modo descendid, el uso del ion
metalico no diferia significativamente, y las actividades especificas de las variantes de arabinosa isomerasa eran
aproximadamente 5,5 veces mayores (F275V/L469P), 5 veces mayores (F275M/L469P) y 3,9 veces mayores
(F2751/L469P), respectivamente, que las de la variante L469P.

En una realizacion, la presente invencién proporciona una secuencia de nucleétidos génica que codifica la variante
de arabinosa isomerasa.

La secuencia de nucleétidos génica puede ser una seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 8, SEQ ID
NO: 9y SEQ ID NO: 10.

Se describen variantes de arabinosa isomerasa que pueden tener secuencias de nucledtidos génicas que codifican
proteinas que tienen una homologia de al menos 80 %, preferentemente al menos 90 %, méas preferentemente al
menos 95 %, y particularmente preferentemente al menos 97 %, a secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NO: 3
a 5, siempre que las actividades de la arabinosa isomerasa de las variantes de arabinosa isomerasa de la presente
invencion se puedan mantener o aumentar. Lo mas preferentemente, las variantes de arabinosa isomerasa segun la
presente invencion tienen secuencias de nucledtidos génicas mostradas en las SEQ ID NO: 8 a 10.

Como se usa en el presente documento, el término “homologia” se refiere a la identidad entre dos secuencias de
aminodcidos. La homologia se puede determinar usando métodos bien conocidos por los expertos en la técnica, por
ejemplo, BLAST 2.0 que calcula parametros tales como la puntuacion, identidad o similitud.

Se describen variantes que codifican variantes de arabinosa isomerasa que pueden hibridar a polinucleétidos
mostrados en las SEQ ID NO: 8 a 10 o sondas de los polinucleétidos bajo condiciones estrictas y que funcionan
normalmente.

Como se usa en el presente documento, el término “condiciones estrictas” significa las condiciones que permiten la
hibridacion especifica entre los polinucleétidos. Por ejemplo, la hibridacion se realiza en un tampoén de hibridacion
(3,5>SSC, Ficoll al 0,02 %, polivinilpirrolidona al 0,02 %, albumina de suero bovino al 0,02 %, NaH>PO4 2,5 mM (pH
7), SDS al 0,5 %, EDTA 2 mM) a 65 °C ("Molecular Cloning", A Laboratory Manual, J. Sambrook y col., Editores, 22
Edicion, Cold Spring Harbor Laboratory press, Cold Spring Harbor, Nueva York, 1989) o “Current Protocols in
Molecular Biology” (F.M. Ausubel y col., Editores, John Wiley & Sons, Inc., Nueva York). En el presente documento,
SSC es cloruro de sodio 0,15 M/citrato de sodio 0,15 M (pH 7). Después de la hibridacién, la membrana que tiene
ADN transferido a la misma se lava con 2>SSC a temperatura ambiente y, a continuacién, se lava con 0,1 a
0,5>SSC/0,1xSDS a una temperatura de 68 °C.

En una realizacién, la presente invencidon proporciona una variante de isomerasa que tiene una secuencia de
aminoacidos cualquiera seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4 y SEQ ID NO: 5.
Especificamente, la variante es una arabinosa isomerasa mutante que tiene una sustitucion de un aminoéacido
cualquiera seleccionado del grupo que consiste en valina, metionina e isoleucina para un aminoacido en la posiciéon
275 y que tiene también una sustitucion de prolina para un aminoacido en la posiciéon 469.

Se describe una variante que puede ser un mutante o mutante artificial que codifica un polipéptido que tiene una
secuencia de aminoacidos que comprende una sustitucion, delecion, insercion o adicion de uno o varios
aminoacidos en una o mas posiciones distintas de las posiciones 275 y 469 de la secuencia de aminoacidos de una
cualquiera de las SEQ ID NO: 3 a 5, siempre que la actividad de la arabinosa isomerasa se pueda mantener o
aumentar.
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Como se usa en el presente documento, el término “varios aminoacidos” significa 2 a 20 aminoacidos,
preferentemente 2 a 10 aminoacidos, y mas preferentemente 2 a 5 aminoacidos, dependiendo del tipo o posiciones
de los restos de aminoacidos en la estructura tridimensional de la proteina.

Ademas, las sustituciones, deleciones, inserciones, adiciones o inversiones descritas de aminoacidos pueden incluir
mutantes de origen natural o variantes artificiales, basados en diferencias individuales y/o diferencias de especie del
microorganismo que expresa la arabinosa isomerasa.

En una realizacién, la presente invencion también proporciona un vector recombinante que comprende un
polinucleétido unido de manera operable al mismo.

Como se usa en el presente documento, el término “vector” se refiere a una construccion de ADN que contiene la
secuencia de nucledtidos de un gen codificador de proteina diana unido de manera operable a una secuencia
reguladora adecuada para ser capaz de expresar el gen diana en una célula hospedadora adecuada. La secuencia
reguladora incluye un promotor capaz de iniciar la transcripcion, cualquier operador para regular esta transcripcion,
una secuencia que codifica un sitio de union a ribosoma de ARNm, y una secuencia para regular la terminacién de la
transcripcion y la traduccién. Una vez transformado en un hospedador adecuado, el vector puede replicarse o
funcionar independientemente del genoma hospedador, o puede integrarse en el propio genoma.

El vector que se usa en la presente invencidon no esta especificamente limitado y puede ser cualquier vector
conocido en la técnica, siempre que pueda replicarse en un hospedador. Ejemplos de los vectores comunmente
usados puede incluir plasmidos naturales o recombinantes, césmidos, virus y bacteriéfagos.

Ademas, el vector que se usa en la presente invencion es un vector capaz de transformar células hospedadoras,
para insertar el polinucleétido que codifica la proteina diana en el cromosoma de la célula hospedadora. Ejemplos
especificos del vector incluyen, pero no se limitan a, un vector lanzadera pECCG112 que se puede auto replicar en
ambas direcciones en E. coli y bacterias tipo Coryne (Kap-Soo, Noh, Kor. Jour. Microbiol. julio de 1991, p 149-154).

También, el polinucledtido que codifica la proteina diana endégena en el cromosoma se puede reemplazar con un
nuevo polinucledtido por un vector para la insercion en el cromosoma bacteriano. La insercion del polinucledtido en
el cromosoma se puede realizar por cualquier método conocido en la técnica, por ejemplo, recombinacién homdloga.

Debido a que el vector de la presente invencidon se puede insertar en el cromosoma por recombinaciéon homdloga,
ademas puede comprender un marcador de seleccion para confirmar su insercion en el cromosoma. El marcador de
seleccidon se usa para seleccionar una célula transformada con el vector, es decir, confirmar la insercién del
polinucledtido diana. El marcador de seleccion que se usa en la presente invencidén se puede seleccionar de
marcadores que proporcionan fenotipos seleccionables, tales como resistencia a farmaco, auxotrofia, resistencia a
agentes citotoxicos, o expresion de proteina de superficie. Solamente las células que expresan el marcador de
seleccion son capaces de sobrevivir o mostrar diferentes fenotipos bajo el ambiente tratado con el agente selectivo,
y asi se pueden seleccionar las células transformadas.

En una realizacion, la presente invencion también proporciona un microorganismo del género Corynebacterium
transformado con el vector recombinante.

Como se usa en el presente documento, el término “transformacién” significa introducir un vector que comprende un
polinucleétido que codifica una proteina diana en una célula hospedadora para ser capaz de expresar una proteina
codificada por el polinucleétido en la célula hospedadora. Los polinucledtidos transformados incluyen todos los
genes insertados en el cromosoma de la célula hospedadora o localizados fuera del cromosoma, siempre que se
puedan expresar en la célula hospedadora. Ademas, los polinucleétidos incluyen ADN y ARN, los cuales codifican la
proteina diana. Siempre que el polinucleétido se pueda introducir en la célula hospedadora y expresar en la misma,
el gen se puede introducir de cualquier forma. Por ejemplo, el polinucledtido se puede introducir en la célula
hospedadora en forma de un casete de expresion que es una construccion de polinuclestidos que incluye todos los
elementos para la expresion del gen. El casete de expresion incluye un promotor que se une de manera operable al
gen, una sefial de terminacion de la transcripcién, un sitio de unién a ribosoma, y una sefial de terminacién de la
traduccion. El casete de expresién puede estar en forma de un vector de expresion capaz de auto replicacion. El
polinucledtido también se puede introducir en la célula hospedadora por si mismo, y unir de manera operable a la
secuencia necesaria para la expresion en la célula hospedadora.

El microorganismo de la presente invencion incluye cualquiera de los microorganismos procariotas y
microorganismos eucariotas, siempre que se pueda expresar la variante de isomerasa. Por ejemplo, se puede incluir
un microorganismo que pertenece al género Escherichia, el género Erwinia, el género Serratia, el género
Providencia, el género Corynebacterium o el género Brevibacterium. Preferentemente, el microorganismo de la
presente invencion es un microorganismo que pertenece al género Corynebacterium. Mas preferentemente, es
Corynebacterium glutamicum.
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En un ejemplo de la presente invencion, Corynebacterium glutamicum que tiene la capacidad de producir L-
aminoacido se transformé con un vector que tenia una secuencia de nucleétidos de cada una de las SEQ ID NO: 8,
9y 10, y las cepas construidas se nombraron Corynebacterium glutamicum pFIS-1-TNAI-2, pFIS-1-TNAI-3 y pFIS-1-
TNAI-4, respectivamente, y se depositaron en el “Korean Culture Center of Microorganisms” (361-221, Honje 1-dong,
Seodaemun-gu, Sedul, Corea del Sur), una autoridad de depésito internacional, el 14 de febrero de 2013 bajo los
numeros de acceso KCCM11378P, KCCM11379P y KCCM11380P, respectivamente. La presente descripcion
también se refiere a un cultivo de un microorganismo del género Corynebacterium transformado con un vector
recombinante de la invencion.

El cultivo puede ser un cultivo no diluido que comprende las células del microorganismo o puede ser una célula
microbiana obtenida eliminando el sobrenadante del cultivo o concentrando el cultivo. Una composicién del medio
para cultivar el microorganismo puede comprender no solamente componentes convencionales requeridos para el
cultivo de los microorganismos del género Corynebacterium, sino también componentes que tienen un efecto
sinérgico sobre el crecimiento de los microorganismos del género Corynebacterium, y se pueden seleccionar
facilmente por expertos en la técnica. Ademas, el cultivo puede estar en un liquido o estado seco, y los métodos
para secar el cultivo incluyen, pero no se limitan a, secado al aire, secado natural, secado por pulverizacion y
liofilizacion.

El microorganismo del género Corynebacterium segun la presente invencién se puede cultivar por cualquier método
convencional. Especificamente, el microorganismo se puede cultivar inoculandolo en un medio que contiene
totalmente o parcialmente sacarosa o glucosa como fuente de carbono. El proceso de cultivo se puede realizar en
medios y condiciones de cultivo adecuados conocidos en la técnica. Este proceso de cultivo puede ser modificado
facilmente por cualquier experto en la técnica dependiendo del tipo de cepa seleccionada. Ejemplos del proceso de
cultivo incluyen, pero no se limitan a, cultivo discontinuo, cultivo continuo, y cultivo de alimentacién discontinua. El
medio que se usa en el cultivo del microorganismo de la presente invencion deberia satisfacer apropiadamente los
requerimientos del microorganismo de la presente invencion.

Especificamente, el medio que se usa en la presente invencidn contiene sacarosa o glucosa como fuente principal
de carbono. Ademas, las melazas que contienen una alta concentracion de sacarosa también se pueden usar como
una fuente de carbono. Ademads, se pueden usar cantidades adecuadas de diversas fuentes de carbono.
Preferentemente, se usa glucosa purificada. Ejemplos de fuentes de nitrégeno que se pueden usar en la presente
invencién incluyen fuentes de nitrégeno organicas tales como peptona, extracto de levadura, extracto de carne,
extracto de malta, licor de maceracion de maiz, y harina de soja, y fuentes de nitrégeno inorganicas tales como urea,
sulfato de amonio, cloruro de amonio, fosfato de amonio, carbonato de amonio y nitrato de amonio.
Preferentemente, se usa peptona. Estas fuentes de nitrdgeno se pueden usar solas o en combinacién. El medio
puede contener fosfato de potasio monobasico, fosfato de potasio dibasico y las correspondientes sales que
contienen sodio, como fuentes de fésforo. Ademas, el medio puede contener una sal de metal tal como sulfato de
magnesio o sulfato ferroso. Ademas, el medio puede contener aminoacidos, vitaminas y precursores adecuados.
Estos medios o precursores se pueden afiadir al medio de una manera discontinua o continua.

El medio de cultivo generalmente se mantiene a una temperatura que oscila de 27 °C a 37 °C, y preferentemente de
30 °C a 37 °C. El cultivo del microorganismo se puede continuar hasta que se obtenga el nivel deseado de la
proteina. Preferentemente el periodo de cultivo es de 10 a 100 horas.

La presente invencién proporciona un método para producir D-tagatosa, comprendiendo el método hacer reaccionar
una solucién que contiene D-galactosa con una fuente de ion metalico seleccionada del grupo que consiste en iones
de manganeso, iones de magnesio e iones de zinc en presencia de la variante de arabinosa isomerasa que tiene
una actividad de conversion de D-galactosa en D-tagatosa, el microorganismo transformado del género
Corynebacterium, o un cultivo del microorganismo transformado del género Corynebacterium, produciendo de ese
modo D-tagatosa.

Para permitir que un sustrato se introduzca en el microorganismo transformado del género Corynebacterium, o un
cultivo del microorganismo transformado del género Corynebacterium, las células microbianas obtenidas
centrifugando el microorganismo transformado o el cultivo se pueden tratar con un tensioactivo, lisozima o xileno.

Preferentemente, las células microbianas se pueden tratar con POESA al 0,1 %.

La solucion que contiene D-galactosa, la cual se usa en la presente invencion, se puede seleccionar del grupo que
consiste en D-galactosa purificada, D-galactosa derivada de biomasa, y D-galactosa obtenida por hidrolisis de
lactosa, pero no se limita a las mismas.

La arabinosa isomerasa es una metaloenzima que usa un ion metalico como cofactor. El ion metalico se puede
seleccionar del grupo que consiste en iones de manganeso, iones de magnesio e iones de zinc, pero no esta
limitado, y puede ser cualquier ion metélico que se pueda unir a la isomerasa para realizar una reaccion de
isomerizacion. Especificamente, la fuente de ion de manganeso incluye cloruro de manganeso; la fuente de ion de
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magnesio incluye cloruro de magnesio; y la fuente de ion de zinc incluye cloruro de zinc; sin embargo, el ambito de
la presente invencion no se limita a estas fuentes de ion metalico.

Una solucién de reaccién para producir D-tagatosa contiene un sistema tampén para mantener el pH, tal como
tampon Tris o tampon de fosfato. Preferentemente, contiene tampon Tris (pH 6,5 a 7,5). El cloruro de manganeso,
cloruro de magnesio o cloruro de zinc esta contenido a una concentracién de 0,1 mM a 10 mM, y preferentemente 1
mM a 5 mM. La D-galactosa sustrato se afiade en una cantidad de 1 a 300 g/l, y preferentemente 18 a 300 g/l, y la
reaccion de isomerizacion se induce a una temperatura de 60 °C a 95 °C, preferentemente 70 °C a 80 °C, y mas
preferentemente 72 °C a 78 °C, produciendo de ese modo D-tagatosa.

Mas adelante en el presente documento, la presente invencién se describira a mas detalle en referencia a los
ejemplos.

Ejemplos

Ejemplo 1: Modelado de la proteina arabinosa isomerasa de Thermotoga neapolitana para la construccion de la
enzima gue tiene actividad de conversion incrementada y seleccién de las principales mutaciones de aminoacidos

Debido a que aun no se ha encontrado la estructura tridimensional de la arabinosa isomerasa tipo silvestre de
Thermotoga neapolitana DSM 5068, se realizo6 la prediccion de la estructura tridimensional mediante una técnica de
modelado molecular que usa, como modelo, la arabinosa isomerasa de Escherichia coli cuya estructura
tridimensional ya se ha encontrado y que tiene una alta homologia de secuencia. Para la prediccién de la estructura
tridimensional, se usé una técnica de modelado comparativa, y se obtuvo un modelo estructural usando un médulo
APM (Tripos, USA) en un paquete de modelado molecular.

La técnica de modelado comparativa es un método que es el mas frecuentemente usado para predecir las
estructuras tridimensionales de las proteinas. Si la secuencia de aminoacidos de una proteina deseada es muy
similar a la secuencia de otra proteina cuya estructura tridimensional se ha conocido, la estructura tridimensional de
la proteina deseada se puede predecir facilmente usando la técnica de modelado comparativa, y en este caso, la
precision de la prediccién es muy alta.

La estructura de la arabinosa isomerasa de E. coli usada en este Ejemplo era una estructura tipo trimero registrada
como 2HXG.pdb en el “Protein Data Bank” (PDB).

A partir de los resultados de modelado, se predijo que la arabinosa isomerasa tipo silvestre (que tiene una secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 1 y una secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 6) de Thermotoga neapolitana
DSM 5068 seria muy similar a la arabinosa isomerasa de E. coli en términos de no solamente la secuencia de
nucledtidos, sino también las estructuras bi- y tridimensionales. Varios estudios sobre la arabinosa isomerasa de E.
coli dieron informacion sobre el sitio de unién a sustrato, el ion de manganeso cofactor (Mn2+) y los principales
aminoacidos (Manjasetty & Chance, J. Mol. Biol., 2006. 360:297-309). Basandose en dicha informacion, se
seleccionaron los principales restos de isomerasa de Thermotoga neapolitana DSM 5068.

Para el andlisis de los principales restos de aminoacidos, se realizaron alineamiento de secuencia, simulaciéon de
acoplamiento molecular, y analisis del mecanismo de reaccién. El alineamiento de secuencia se realizdé usando el
algoritmo clustalW (//www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/) basado en la informacion sobre las secuencias de 10 L-
arabinosa isomerasas diferentes y la arabinosa isomerasa de Thermotoga neapolitana.

Los resultados del alineamiento de secuencia sugieren que las secuencias del sitio de unién a metal y el sitio activo
de la arabinosa isomerasa de Thermotoga neapolitana DSM 5068 estaban muy bien conservados, como aquellos de
otras isomerasas. La isomerasa de Thermotoga neapolitana DSM 5068 tenia un sitio activo que comprendia restos
de aminoacidos E302 (acido glutamico en la posicion 302), E329 (acido glutamico en la posicion 329), H346
(histidina en la posicion 346) y H445 (histidina en la posicion 445) e iones de manganeso (Figura 1), y los restos de
aminoacidos E302, E329, H346 y H445 tenian efectos sobre la unién del ion de manganeso. Particularmente, se
predijo que los restos de E302 y E329 eran los factores mas importantes que promueven una reaccién de
isomerizacion (Manjasetty & Chance, J. Mol. Biol., 2006. 360:297-309).

Se asumié que la especificidad de sustrato de la arabinosa isomerasa de Thermotoga neapolitana se determinaria
segun el tamafio y la morfologia del sitio activo y las caracteristicas de los restos de aminoacidos del sitio activo. A
través de la simulacién de acoplamiento molecular (surflexDock; Tripos, USA) realizada usando la L-arabinosa
sustrato original, se seleccionaron los restos importantes en el reconocimiento de sustrato. Ademas, a través del
analisis del mecanismo de reaccion (Adrian J. Mulholland, Drug Discov. Today. 2005. 10(20):1.393-402), se
selecciond la posicién de uniébn mas adecuada de la D-galactosa. Basandose en esta seleccion, se seleccioné un
resto de aminoacido que tenia una alta posibilidad de interferir con la unién entre el sitio activo de la arabinosa
isomerasa y la D-galactosa.
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El aminoacido en la posicion 275 consistia en fenilalanina que tiene una cadena lateral aromatica y es relativamente
grande en tamafo y menos flexible, y se predijo que el aminoacido en la posicidon 275 causaria impedimento estérico
con el carbono 6 de la D-galactosa (Figura 2). Debido a la L-arabinosa, una pentosa, muestra basicamente la misma
estructura que la D-galactosa, excepto que el numero de atomos de carbono es mas pequefio que el de la D-
galactosa por uno, se anticip6é que la reactividad de la arabinosa isomerasa con D-galactosa se podria incrementar
significativamente incluso por solamente la sustitucion del aminoacido en la posiciéon 275 con otro aminoacido.

Como aminoacidos capaces de sustituir fenilalanina, se seleccionaron valina, metionina e isoleucina, los cuales
tienen polaridad a la de fenilalanina, son relativamente pequefios en tamafio y altamente flexibles, y asi se predice
que tienen menos efecto sobre la estructura global de la arabinosa isomerasa mientras que se minimiza la repulsion
con el carbono 6 de la D-galactosa.

Debido a que estos aminoacidos seleccionados estan compuestos de una cadena alifatica no polar, a diferencia de
la fenilalanina que comprende una cadena aromatica, se anticipd que estos aminoacidos podrian sustituir para
fenilalanina mientras estuvieran estructuralmente libres.

Las estructuras de las variantes (que tienen secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 3 a 5 y secuencias de
nuclestidos de SEQ ID NO: 8 a 10) que tienen mutaciones puntuales se predijeron por una técnica de modelado
molecular. Como resultado, se predijo que el efecto de las mutaciones sobre la estructura global de la arabinosa
isomerasa seria insignificante.

Ademas, a través de la mutagénesis al azar realizada usando la arabinosa isomerasa tipo silvestre a partir de
Thermotoga neapolitana DSM 5068 usando un molde, se obtuvieron variantes que mostraban caracteristicas
enzimaticas mejoradas e informacion genética sobre las variantes. Las variantes se analizaron en conjunto, y como
resultado, se encontr6 que la variaciéon en la secuencia de aminoacidos de la regién C-terminal de la arabinosa
isomerasa tenia un incremento en la actividad enzimatica.

El fendmeno de que la estructura de la cadena de la region C-terminal de la arabinosa isomerasa esta muy
cambiada se analizé mediante una técnica de prediccion molecular. Como resultado, se anticipd que la reactividad
de la arabinosa isomerasa con D-galactosa se puede incrementar significativamente incluso por solamente la
sustitucion de prolina para leucina en la posicion 469 de la arabinosa isomerasa tipo silvestre.

Ejemplo 2: Preparacion de las variantes disefiadas de arabinosa isomerasa

(1) Sustitucién de prolina para leucina en la posicién 469

La leucina en la posicion 469 de la arabinosa isomerasa tipo silvestre de Thermotoga neapolitana DSM 5068 se
sustituyd con prolina mediante un método de mutagénesis dirigida usando cebadores especificos.

Como cebadores, se usaron el cebador N-terminal (SEQ ID NO: 13) y un cebador C-terminal (SEQ ID NO: 14), los
cuales son oligonucledtidos que tienen secuencias de nucledtidos complementarias con una mutacion. Al usar un
ADN plasmido como molde, se amplificd y sintetiz6 un plasmido que tenia una nueva mutacion en un tubo de
ensayo Yy, a continuacion, se separd el ADN tipo silvestre mediante escisidon con una enzima de restriccion Dpn |. En
otras palabras, el ADN tipo silvestre usado como molde era un ADN aislado a partir de E. coli y estaba digerido con
Dpn | que reconoce y escinde GmBATC, pero el ADN sintetizado en el tubo de ensayo no estaba escindido.

El ADN se transformé dentro de E. coli DH5 alfa para obtener un gen variante y, a continuacion, la secuencia de
nucledtidos del gen variante se analiz6 para confirmar que la mutacién se daba apropiadamente. El gen variante se
transformé dentro de Corynebacterium glutamicum ATCC 13032 para producir una cepa recombinante que entonces
se denomind L469P. La cepa recombinante se usé como control.

(2) Sustitucién de aminoacidos distintos de fenilalanina para el aminoacido en la posicion 275

Para inducir una mutacién adicional en la variante construida L469P, un vector clonado con isomerasa se sometié a
mutagénesis saturada usando un par de cebadores que contenian una mutacion.

El par cebador disefiado se disefi6 de modo que el codén de aminoacido en la posicidon 275 se sustituiria con NNS
(N: A, T,GoC; yS: Go C). Las variantes obtenidas por este método pueden comprender 20 tipos de aminoacidos
(SEQ ID NO: 11 y SEQ ID NO: 12). Tales variantes proporcionaron colonias sencillas mediante transformacion, y los
cambios en la actividad por las 20 mutaciones de aminoacidos en las correspondientes posiciones se podrian
confirmar sin pérdida cribando las colonias sencillas y analizando sus actividades.

Especificamente, para producir una genoteca que comprenda 20 tipos de aminoacidos, se realizé la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) usando 100 pl/ml de un plasmido pECCG117-CJ1-TNAI_L469P (publicacién abierta
a inspeccion publica de patente coreana N° 10-2010-0016948) como molde y cebadores directos e inversos. La
reaccion PCR se realizé bajo las condiciones mostradas en las Tablas 1 y 2 de mas adelante. La genoteca obtenida
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por la reaccion PCR se transformé dentro de una cepa K12 DH5a de E. coli para producir colonias. El plasmido
usado se expreso en la cepa de E. coli y se ensayd su actividad en la cepa de E. coli, debido a que se podria
replicar y expresar en tanto E. coli como bacteria tipo Coryne.

Las actividades de las isomerasas expresadas a partir de 110 colonias obtenidas como se describidé se analizaron
por un método de cisteina-carbazol (Dische, Z., y E. Borenfreund., “A New Spectrophotometric Method for the
Detection and Determination of Keto Sugars and Trioses”, J. Biol. Chem., 192:583-587, 1951), y como resultado, se
podria encontrar un nimero de clones que tienen una actividad mayor que la del control (L469P) (Figura 3).

Entre ellas, se seleccionaron y secuenciaron 10 colonias medidas para tener la actividad mas alta. Como resultado,
como se esperaba, se pudo ver que la actividad era mayor para valina, metionina e isoleucina (secuencias de
aminoacidos de SEQ ID NO: 3 a 5 y secuencias de nucledtidos de SEQ ID NO: 8 a 10). Ademas, no se encontraron
mutaciones en los aminoacidos distintos del aminoacido en la posicién 275, sugiriendo que el resto de fenilalanina
en la posicién 275 funciona para inhibir la reactividad de la D-galactosa.

Para examinar si la mutacion tiene algun efecto sobre la isomerasa, las estructuras de las variantes se predijeron por
una técnica de modelado molecular (Figura 4). Los resultados de la prediccion de las estructuras indicaron que todos
los tres aminoacidos sustituyeron para la fenilalanina en la posicion 275 sin causar cambios significativos en las
estructuras bi- y tridimensionales. Por tanto, se podria anticipar que la reactividad de la isomerasa con D-galactosa
incrementaria sin incrementos significativos en la estabilidad térmica y otros indices de produccion.

Las variantes se transformaron dentro de Corynebacterium glutamicum ATCC 13032 para producir cepas
recombinantes. Las cepas recombinantes se denominaron "Corynebacterium glutamicum pFIS-1-TNAI-2, pFIS-1-
TNAI-3 y pFIS-1-TNAI-4", respectivamente, y se depositaron en el “Korean Culture Center of Microorganisms” (361-
221, Honje 1-dong, Seodaemun-gu, Seul, Corea del Sur), una autoridad de depdsito internacional, el 14 de febrero
de 2013 bajo los numeros de acceso KCCM11378P, KCCM11379P y KCCM11380P, respectivamente.

Tabla 1: PCR de mutagénesis saturada

Composicion de la solucion de reaccion Cantidad (ul) ahadida

Tampén de PCR (pfu-ultra) 10x 5

dNTP (2,5 mM) 5

pCJ1-TNAI_L469P 1

Cebador TNAI275 F 1

Cebador TNAI275 R 1
1
H

pfu-ultra
agua doblemente destilada

asta 50 yl

Tabla 2: condiciones de la reaccion PCR

Etapa Temperatura Tiempo Ciclos
Desnaturalizacion inicial 95 °C 5 min 1
Desnaturalizacion 95 °C 45s 18
Alineamiento 60 °C 45s

Extension 68 °C 18 min

Extension final 72 °C 10 min 1

Ejemplo 3: Expresién de las variantes de arabinosa isomerasa en microorganismos del género Corynebacterium

Para medir el grado de incrementos en las actividades de las variantes seleccionadas y la aplicabilidad de las
variantes a la produccion actual de D-tagatosa, las tres variantes se expresaron en microorganismos del género
Corynebacterium, y se realizaron estudios sobre indices relacionados con la productividad y la produccién.

Las tres variantes seleccionadas en el Ejemplo 2 se transformaron en Corynebacterium glutamicum ATCC 13032
para producir cepas recombinantes. Estas cepas recombinantes se cultivaron en medios (20 g/l de glucosa, 10 g/l de
poli peptona, 10 g/l de extracto de levadura, 10 g/l de sulfato de amonio, 5,2 g/l de KH,PO4, 10,7 g/l de KoHPO4, 0,5
g/l de MgSOq, 1,5 g/l de urea, 1,8 mg/l de D-biotina, 9 mg/l de tiamina, 9 mg/l de Ca-pantoténico, 60 mg/l de
niacinamida) que contienen 50 pg/ml de kanamicina a 30 °C durante 20 horas para inducir la expresion de los
mutantes recombinantes de arabinosa isomerasa.

Para medir la actividad de las arabinosa isomerasas expresadas, los cultivos se centrifugaron a 8.000 fuerza g
durante 10 minutos para recoger las células bacterianas que, a continuacion, se suspendieron de nuevo en tampon
Tris-HCI 50 mM (pH 7,5). Las células suspendidas se trataron con POESA al 0,1 % a temperatura ambiente durante
1 hora para debilitar la pared celular. A continuacion, se realizé la centrifugacion de nuevo bajo las condiciones
anteriormente descritas para recoger las células que, a continuacion, se suspendieron de nuevo en una solucion
mezclada de 300 g/l de D-galactosa, cloruro de manganeso 5 mM y Tris-HCI 50 mM (pH 7,5) para una concentracion
de 4 % (p/v). La suspensioén se dejo reaccionar a 75 °C durante 1 hora, y se realiz6 el analisis por HPLC (WATERS
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HPLC, EMPOWER system, columna de 300 mm de 6,5 | SugarPak ID de WATERS, detector de indice de refraccion
2414) para la cuantificacién de D-galactosa y D-tagatosa.

Los resultados de una hora de la reaccion indicaron que el control L469P producia 35 g/l de D-galactosa, mientras
que la variante F275V/L469P mostraba una productividad de 121 g/I'h, la variante F275M/L469P mostraba una
productividad de 117 g/lI-h, y la variante F275I/L469P mostraba 101 g/I-h.

Ejemplo 4: Aislamiento de las variantes de arabinosa isomerasa expresadas en bacteria Coryne

Se sembraron 200 ml de la cepa recombinante que comprende cada una de las tres variantes (F275V/L469P,
F275M/L469P, y TNAI-F275I/L469P) cuyas actividades se confirmaron, y el control L469P, en un matraz de 2 | bajo
las mismas condiciones que las descritas en el Ejemplo 3. Para examinar si se expresaban las arabinosa
isomerasas, las actividades de las isomerasas se midieron usando una parte de cada uno de los cultivos bajo las
mismas condiciones descritas en el Ejemplo 3.

Las células bacterianas obtenidas de cada uno de los cultivos se suspendieron de nuevo en tampdén Tris-HCI 20 mM
(pH 7,5) que contenia cloruro de manganeso 0,1 mM, y se lisaron usando un homogeneizador serie T de célula a
alta presion (4.0 kW: Constant systems, GB). Para separar las proteinas enddgenas distintas de las isomerasas, las
células se trataron con calor a 75 °C durante 20 minutos. Los residuos de las células tratadas con calor se separaron
por centrifugacion a 8.000 fuerza g durante 10 minutos y, a continuacion, los residuos y los lipidos celulares se
separaron mas por ultracentrifugacion (ultracentrifuga Optima L-80 XP de BECKMAN COULTER) a 60.000 fuerza g.

El extracto celular resultante se purifico6 por cromatografia de intercambio aniénico (Mono QTM 10/100GL, GE
Healthcare). El extracto celular purificado se calibré previamente con una solucion de unién (NaCl 50 mM, cloruro de
manganeso 0,1 mM, Tris-HCI 20 mM (pH 7,5) y, a continuacion, una cantidad en exceso del extracto celular se unio
y fracciond mientras que se incrementaba la relacion de una solucion eluyente [NaCl 1 M, cloruro de manganeso 0,1
mM, Tris-HCI 20 mM (pH 7,5). Las fracciones que muestran actividad para la D-galactosa sustrato se seleccionaron
a través del método de cisteina-carbazol-acido sulfdrico y, a continuacion, se analizaron por SDS-PAGE.

Como resultado, se podria ver que la proteina purificada tenia un peso molecular de aproximadamente 56 kDa, lo
cual es coherente con el peso molecular conocido de arabinosa isomerasa de Thermotoga neapolitana. Una fraccién
que tiene el grado mas alto de purificacion se seleccioné por SDS-PAGE, y se separd una alta concentracion de
NaCl de la misma usando una columna de desalacion PD-10 (GE Healthcare). La enzima purificada resultante se
analizé por SDS-PAGE (Figura 5). La proteina aislada y purificada se cuantific6 usando un ensayo Bradford, y se
uso6 BSA (albumina de suero bovino) como una proteina patrén.

Ejemplo 5: estudios sobre la caracterizacion de las variantes de arabinosa isomerasa

Se encontrd que las tres variantes de arabinosa isomerasa preparadas en el ejemplo anterior mostraron actividades
significativamente incrementadas en comparacién con la variante que tenia una sustitucion de prolina para leucina
en la posicion 469. Basandose en este descubrimiento, se realizaron experimentos sobre los parametros
relacionados con las condiciones de reaccion que tienen efectos sobre la produccion actual de D-tagatosa.

5-1: Estudio sobre la temperatura 6ptima

La arabinosa isomerasa de Thermotoga neapolitana, una enzima termofila, tiene estabilidad térmica relativamente
alta y la temperatura 6ptima. La temperatura adecuada para producir D-tagatosa a partir de D-galactosa esta entre
55 °C y 75 °C. A una temperatura inferior de 55 °C, se daran problemas resultantes de la contaminacién con cepas
heterdlogas, y a una temperatura mayor de 75 °C, los problemas surgiran en términos de la estabilidad de la D-
tagatosa producida. La arabinosa isomerasa tipo silvestre o el control L469P, la temperatura de reaccion 6ptima de
los cuales es de 85 °C, tenia un problema en el sentido de que muestra actividad relativamente baja a una
temperatura a la cual el proceso de produccion es aplicable.

Para examinar las temperaturas 6ptimas de las variantes de arabinosa isomerasa purificadas en el Ejemplo 4, se
afnadio cada una de las enzimas purificadas a D-galactosa sustrato 100 mM, y su actividad se midi6é en tampon Tris-
HCI 50 mM (pH 7,5) que contenia cloruro de manganeso 1 mM (MnCl.) a una temperatura que oscilaba de 60 °C a
90 °C a intervalos de 5 °C.

La medicion de la actividad se realizé mediante un método de cisteina-carbazol. Como se muestra en la Figura 6, los
resultados de la medicién de la actividad enzimatica en funcion de la temperatura indicaron que la temperatura de
reaccion optima de las tres variantes de arabinosa isomerasa era de 75 °C, la cual era 10 °C menor que la de
L469P. Por tanto, se encontré que la actividad de las isomerasas en el intervalo de temperatura en el cual el proceso
de produccion es aplicable generalmente seria alto y que el intervalo de temperatura de aplicaciéon del proceso de
produccién seria mas amplio.
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Ademas, las tres variantes mostraron patrones de temperatura similares, sugiriendo que las caracteristicas del resto
de fenilalanina en la posicidén 275 tienen efectos sobre la temperatura de reaccién éptima. Por tanto, se puede ver
que la suficiente flexibilidad se deberia asegurar de manera que el impedimento estérico de fenilalanina en la
posicién 275 con D-galactosa durante la reaccion de la isomerasa con D-galactosa se puede minimizar. Ya que la
temperatura incrementa, la movilidad molecular del resto de fenilo de fenilalanina y los restos circundantes pueden
ser mas activos y, por tanto, se puede reducir el impedimento estérico con el carbono 6 de D-galactosa. Al mismo
tiempo, se puede anticipar que la temperatura 6ptima se puede formar dentro de un intervalo que no influye
significativamente las estructuras de tres y cuatro dimensiones de la proteina. Por tanto, puede haber un cambio en
la temperatura 6ptima de las variantes cuyo impedimento estérico se ha reducido basicamente mediante la mutacion
en la posicion 275. Sin embargo, se requiere que el analisis adicional y los experimentos aprueben cientificamente
este hecho.

5-2: Estudio sobre la estabilidad térmica

Para examinar la estabilidad térmica de las variantes de arabinosa isomerasa, cada una de las enzimas se afadio a
una solucién de Tris-HCI 50 mM (pH 7,5) y cloruro de manganeso 1 mM a una concentracion de 20 pug/ml y se
incubaron en un bafio de agua de temperatura constante a 95 °C durante 180 minutos. Se realizd una reaccion
enzimatica usando una solucién enzimatica muestreada a momentos variantes para medir la actividad residual de la
enzima.

Como se muestra en la Figura 7, los resultados del examen de la estabilidad térmica indicé que las variantes de
arabinosa isomerasa mostraban un descenso en la actividad residual con el tiempo a 95 °C, pero la diferencia en la
estabilidad térmica entre las variantes no era significativa. Para obtener mas datos cuantitativos, se midié la
semivida del activo de cada variante. Como resultado, se encontr6 que L469P tenia una semivida de
aproximadamente 3 horas, y las variantes que tenian la mutaciéon en la posicién 275 tenian una semivida de
aproximadamente 2 horas (Tabla 3). Las estabilidades térmicas de las variantes que tenian la mutacion en la
posicién 275 se midieron para ser relativamente bajas, pero se cree que la diferencia en la estabilidad térmica no es
significativa y se puede compensar suficientemente mediante el incremento en la actividad y el descenso en la
temperatura del proceso.

Tabla 3: Semividas de las arabinosas isomerasas, medidas a 95 °C

Variantes Semivida (minutos)
L469P 185
F275V/L469P 122
F275M/L469P 126
F275I/L469P 134

5-3: Estudio sobre el cambio en la actividad causado por el efecto de los iones metalicos

Muchas enzimas requieren iones metalicos para la catalisis. Por esta razén, para examinar la dependencia de la
estabilidad térmica de las variantes de arabinosa isomerasa de la presente invencion sobre los iones metalicos, el
cambio en la actividad de las variantes por iones metalicos se examinaron usando cada una de las enzimas
purificadas.

Para examinar el cambio en la actividad de la enzima en funcion de la concentracion de la enzima, cada una de las
enzimas purificadas se afiadieron a D-galactosa sustrato 100 mM, y la actividad de cada enzima se midié en una
solucion de tampon Tris-HCI 50 mM (pH 7,5) que contenia 1 a 5 mM de cloruro de manganeso (MnCl) a 75 °C
durante 10 minutos (Figura 8). Como resultado, se podria ver que todas las variantes mostraban actividades
similares dentro del intervalo de concentracion de cloruro de manganeso usado en el experimento y que el efecto de
los iones de manganeso sobre la actividad de las isomerasas a la concentracion de cloruro de manganeso esencial
para la actividad de la enzima no era significativo.

5.4: Estudio sobre la actividad de las enzimas

Para examinar los indices de reaccion de la enzimas, las actividades especificas de las variantes de arabinosa
isomerasa se midieron a una temperatura de reaccion de 75 °C. Especificamente, se afadié cada una de las
enzimas a cloruro de manganeso 1 mM y D-galactosa 100 mM, y la reactividad de 1 mg de la enzima se midié a pH
7,5y 75 °C. La actividad especifica de cada enzima durante la reaccién se midié bajo las anteriores condiciones
durante 10 minutos, y como resultado, se mostré que las actividades especificas de las variantes que tenian la
mutacion en la posicion 275 era aproximadamente 5,5 veces (F275V), 5 veces (F275M) y 3,9 veces (F275l),
respectivamente, mayor que las de L469P (Tabla 4).
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Tabla 4: Actividades especificas de las variantes

L469P F275V/L469P F275M/L469P

F2751/L469P

Actividad especifica (U/mg) 2,4 13,1 12,1

9,3
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Glu

Leu

val

275

Arg

Ala

Gly

Asn

Ala

355

Lys

Val

Asn

Thr

Thr

435

Ala

Glu

Glu

Arg

180

val

Gly

Glu

Tyr

Arg

260

Glu

Leu

Ala

Gly

Glu

340

Lys

Ala

Asn

Arg

Ala

420

Ala

val

Tyr

Leu

165

Phe

Glu

Glu

Leu

Ser

245

Glu

Asp

Met

Gly

Thr

325

Leu

Glu

Asp

Ala

Vval

405

Arg

Trp

Asp

Pro

Arg
485

ES 2678 022 T3

Gly

Ala

Leu

Leu

230

Leu

Phe

Leu

Glu

Leu

310

Ser

val

Lys

FPro

Ser

390

Leu

Val

Ile

val

val

470

Trp

Asp

Gln

Ala

215

Lys

Lys

Leu

His

Glu

295

Val

Phe

Leu

Pro

Ala

375

Ile

Ser

Leu

Leu

Glu

455

Ile

Asn

Asn

Ile

200

Glu

Glu

Ala

Lys

Asp

280

Gly

Arg

Met

Gly

Arg

360

Arg

Val

Val

Trp

Ala

440

Tyr

BAsp

Glu

19

Met

185

Lys

Arg

Tyr

Ile

Glu

265

Leu

Tyr

Ala

Glu

Ala

345

Ile

Leu

Asp

Pro

Lys

425

Gly

Leu

Glu

Leu

170

Arg

Len

val

Lys

Arg

250

Lys

Pro

Gly

Leu

Asp

330

His

Glu

Val

Met

Ile

410

Pro

Gly

Ile

Asn

Tyr
490

Glu

Gly

Lys

Glu

235

Glu

Asn

Gln

Phe

Lys

315

Tyr

Met

Val

Phe

Gly

395

Glu

Leu

Ser

Asp

Leu

475

Trp

Val

Trp

Ala

220

Arg

Gln

Ala

Leu

Gly

300

val

Thr

Leu

His

Asp

380

Asn

Arg

Pro

His

Trp

460

BAsp

Gly

Ala

Ser

205

val

Tyr

Ala

Ile

Pro

285

Ala

Met

Tyr

Glu

Pro

365

Gly

Lys

Asp

His

445

Ala

Leu

Leu

Ser

190

Ile

Pro

Ile

Lys

Ala

270

Gly

Glu

Gly

His

Val

350

Leu

Gln

Phe

Met

Phe

430

Thr

Glu

Glu

Leu

175

Thr

Asn

Glu

Met

Met

255

Phe

Leu

Gly

Ala

Leu

335

Cys

Ser

Glu

EBro

415

Lys

Ala

Ala

Agn

Lys
485

Glu

Thr

Asn

Pro

240

Glu

Thr

Ala

Asp

Gly

320

Thr

Pro

Ile

Gly

Leu

400

Lys

Arg

Phe

Leu

Phe

480

Arg



<210>4

<211>496

<212>PRT

<212>Thermotoga neapolitana

<400>4

ES 2678 022 T3

20



Met

Tyr

Val

Glu

65

His

Lys

Trp

Gly

Lys

145

Ala

Gln

Gly

Trp

Glu

225

Glu

Ile

Thr

Val

Ile

Leu

Ile

Leu

50

Lys

Thr

Lys

Asp

Asp

130

Val

Lys

Ile

Asp

Gly

210

Val

Asp

Ala

Thr

Gln

Asp

Tyr

Val

35

Lys

Ala

Phe

Pro

Thr

115

Arg

Val

Trp

Val

Lys

195

Val

Glu

Glu

Leu

Met

275

Arg

Leu

Gly

20

Glu

Pro

Asn

Ser

Leu

100

Ile

Glu

Val

Met

Arg

180

Val

Gly

Glu

Tyr

Arg

260

Glu

Leu

Lys

Leu

Ala

Val

Ala

Pro

85

Leu

Asp

His

Gly

Arg

165

Phe

Glu

Glu

Leu

Ser

245

Glu

Asp

Met

ES 2678 022 T3

Gln

Glu

Leu

Leu

Glu

70

Ser

His

Met

Gly

His

130

Val

Gly

Ala

Leu

Leu

230

Leu

Phe

Leu

Glu

Tyr

Thr

Asn

Lys

53

Pro

Lys

Leu

Asp

Phe

135

Trp

Ala

Asp

Gln

Ala

215

Lys

Lys

Leu

His

Glu

Glu

Leu

Asn

40

Asn

Lys

Met

His

Tyr

120

Ile

Glu

Cys

Asn

Ile

200

Glu

Glu

Ala

Lys

Asp

280

Gly

21

Phe

Lys

25

Asp

Ser

Cys

Trp

Thr

105

Met

His

Asp

Ala

Met

185

Lys

Arg

Tyr

Ile

Glu

265

Leu

Tyr

Trp

10

Lys

Pro

Ala

Ala

Ile

80

Gln

Asn

Ala

Arg

Ile

170

Arg

Leu

val

Lys

Arg

250

Lys

Pro

Gly

Phe

val

Ile

Glu

Gly

75

Arg

Tyr

Leu

Arg

Glu

155

Gln

Glu

Gly

Lys

Glu

235

Glu

Asn

Gln

Fhe

Leu

Glu

Fhe

Ile

60

val

Gly

Asn

Asn

Met

140

val

Asp

Val

Trp

Ala

220

Arg

Gln

Ala

Leu

Gly

val

Gln

Pro

45

Arg

Ile

Leu

Arg

Gln

125

Arg

Arg

Gly

Ala

Ser

205

val

Tyr

Ala

Ile

Pro

285

Ala

Gly

Gln

30

Ser

Glu

val

Ser

Glu

110

Ser

Leu

Glu

Ser

190

Ile

Pro

Ile

Lys

Ala
270

Gly

Glu

Ser

15

Ala

Lys

Ile

Trp

Ile

85

Ile

Ala

Pro

Lys

Thr

175

Thr

Asn

Glu

Met

Met

255

Phe

Leu

Gly

Gln

Ser

Ile

Fhe

Met

g0

Asn

Pro

His

Arg

Ile

160

Gly

Glu

Thr

Asn

Pro

240

Glu

Thr

Ala

Asp
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Trp

305

Leu

Pro

Thr

Gly

Pro

385

Val

Leu

Ala

Ser

Glu

465

Lys

<210>5
<211> 496
<212> PRT

290

Lys

Pro

Gly

Ile

Gly

370

Ala

Val

Pro

Thr

Thr

450

Ile

Lys

Ala

Gly

Asn

Ala

355

Lys

Val

Asn

Thr

Thr

435

Ala

Glu

Glu

Ala

Gly

Glu

340

Lys

Ala

Azn

Arg

Ala

420

Ala

Val

Tyr

Leu

<212> Thermotoga neapolitana

<400>5

Met

Tyr

Arg

val

Glu

65

His

Ile

Leu

Ile

Leu

50

Lys

Thr

Asp

Tyr

Val

35

Lys

Ala

Phe

Leu

Gly

20

Glu

Pro

Asn

Ser

Gly

Thr

325

Leu

Glu

Asgp

Ala

Val

405

Arg

Trp

Aszp

Pro

Arg
485

Lys

Leu

Ala

val

Ala

Pro

ES 2678 022 T3

Leu

310

Ser

Val

Lys

Pro

Ser

390

Val

Ile

Val

Val
470

Trp

Gln

Glu

Leu

Leu

Glu

70

Ser

295

Val

Phe

Leu

Pro

Ala

375

Ile

Ser

Leu

Leu

Glu

455

Ile

Asn

Tyr

Thr

Asn

Lys

55

Pro

Lys

Arg

Met

Gly

Arg

360

Arg

Val

Val

Trp

Ala

440

Tyr

Asp

Glu

Glu

Leu

Asn

40

Asn

Lys

Met

22

Ala

Glu

Ala

345

Ile

Leu

Aszp

Pro

Lys

425

Gly

Phe

Lys

25

Asp

Ser

Cys

Trp

Leu

Asgp

330

His

Glu

Val

Met

Ile

410

Pro

Gly

Ile

Asn

Tyr
490

Trp

10

Lys

Pro

Ala

Ala

Ile

Lys

315

Tyr

Met

Val

Phe

Gly

385

Glu

Leu

Ser

Aszp

Leu
475

Trp

Phe

Val

Ile

Glu

Gly

15

aArg

300

Val

Thr

Leu

His

Asgp

380

Azn

Arg

Pro

His

Trp

460

Asp

Gly

Leu

Glu

Phe

Ile

60

Val

Gly

Met

Tyr

Glu

Pro

365

Gly

Arg

Lys

Asp

His

445

Ala

Leu

Leu

val

Gln

Pro

45

Arg

Ile

Leu

Gly

His

Val

350

Leu

Gln

Phe

Phe

430

Thr

Glu

Glu

Leu

Gly

Gln

30

Ser

Glu

Val

Ser

Ala

Leu

335

Cys

Ser

Glu

Arg

Pro

415

Lys

Ala

Ala

Asn

Lys
495

Ser

15

Ala

Lys

Ile

Trp

Ile

Gly

320

Thr

Pro

Ile

Gly

Leu

400

Lys

Arg

Phe

Leu

Phe

480

Arg

Gln

Ser

Ile

Phe

Met

80

Asn



Lys

Trp

Gly

Lys

145

Ala

Gln

Gly

Trp

Glu

225

Glu

Ile

Thr

Val

305

Leu

Pro

Thr

Gly

Pro

385

Val

Leu

Lys

Asp

Asp

130

Val

Lys

Ile

Asp

Gly

210

val

Asp

aAla

Thr

Gln

230

Lys

Pro

Gly

Ile

Gly

370

Ala

val

Pro

Fro

Thr

115

Arg

Val

Trp

Val

Lys=

195

Val

Glu

Glu

Leu

Ile

275

Arg

Ala

Gly

Asn

Ala

355

Lys

Val

Asn

Thr

Len

100

Ile

Glu

Val

Met

Arg

180

Val

Gly

Glu

Tyr

Arg

260

Glu

Leu

Ala

Gly

Glu

340

Lys

Ala

Asn

Arg

2la

85

Leu

Asp

His

Gly

Arg

165

Phe

Glu

Glu

Leu

Ser

245

Glu

Asp

Met

Gly

Thr

325

Leu

Glu

Asp

Ala

Val

405

Arg

ES 2678 022 T3

His

Gly

His

150

val

Gly

Ala

Leu

Leu

230

Leu

Phe

Leu

Glu

Leu

310

Ser

Val

Lys

Pro

Ser

3%0

Leu

Val

Leu

Asp

Phe

135

Trp

Ala

Asp

Gln

Ala

215

Lys

Lys

Leu

His

Glu

235

Val

Phe

Len

Pro

Ala

375

Ile

Ser

Leu

His

Tyr

120

Ile

Glu

Cys

Asn

Ile

200

Glu

Glu

Ala

Lys

Asp

230

Gly

Arqg

Met

Gly

Arg

360

Arg

vVal

Val

Trp

23

Thr

105

Met

His

Asp

Ala

Met

185

Lys

Arg

Tyr

Ile

Glu

265

Leu

Tyr

Ala

Glu

Ala

345

Ile

Leun

Asp

Pro

Lys

90

Gln

Asn

Ala

Arg

Lle

170

Arg

Leu

val

Lys

Arg

250

Lys

Pro

Gly

Leu

Asp

330

His

Glu

Val

Met

Ile

410

Pro

Tyr

Leu

Arg

Glu

135

Gln

Glu

Gly

Lys

Glu

235

Glu

AsSn

Gln

Phe

Lys

315

Tyr

Met

Val

Phe

Gly

395

Glu

Leu

Asn

Asn

Met

140

vVal

Asp

val

Trp

Ala

220

Arg

Gln

Ala

Leu

Gly

300

Val

Thr

Leu

His

Asp

380

Asn

Arg

Fro

Arg

Gln

125

Arg

Arg

Gly

Ala

Ser

205

val

Tyr

Ala

Ile

Pro

285

aAla

Met

Tyr

Glu

Pro

365

Gly

Arg

Lys

Asp

Glu

110

Ser

Leu

Glu

Arg

Ser

150

Ile

Fro

Ile

Lys

Ala

270

Gly

Glu

Gly

His

Vval

350

Leu

Gln

Phe

Met

Phe

35

Ile

Ala

Pro

Lys

Thr

175

Thr

Asn

Glu

Met

Met

255

Phe

Leu

Gly

Ala

Leu

335

Cys

Ser

Glu

Arg

Pro

415

Lys

Pro

His

Arg

Ile

160

Gly

Glu

Thr

Asn

Pro

240

Glu

Thr

Ala

Asp

Gly

320

Thr

Pro

Ile

Gly

Leu

400

Lys

Arg
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420

Ala Thr Thr

435

Ala

Thr Ala
450

Ser vVal

Glu
465

Ile Glu Tyr

Lyg Lys Glu Leu

<210>6

<211> 1491

<212>ADN

<212> Thermotoga neapolitana

<400>6

atgatcgate
ctggagacgt
gatcccattt
agagagatct
cacacgttet
cttecacctee
atgaacctga
agactcccaa
gcaaaatgga
ttocggcgata
aaactcogget
gttecagaaa
gaagacgaat
gagtttctga
ctteocccage
gcggaaggag
cttecegatyg
ctaegtgetgg
atagaggtge

ggacaagaag

tcaaacagta
tgaagaaggt
ttccctcaaa
tcgaaaaggo
cacctteogaa
acacccagta
accaatctge
gaaaggtcgt
tgagagtggcoc
acatgagaga
ggtecataaa
acgaagtgga
acagectcaa
aagagaagaa
ttcecocggtet
actggaaggc
gtacatcctt
gagegcacat
atccteoteag

gtcoccgetgt

ES 2678 022 T3

Trp Ile

Asp Val

Leu

Glu

425

Ala
440

Gly

Tyr Leun

455

Pro Val
470

Arg Trp
485

tgagttetgg
agagcagcag
gatcgttcty
aaatgcagaa
gatgtggata
caacagggag
ccacggtgac
ggtgggacat
ctgcgcgata
ggttgccagce
cacctggggt
ggaattgttyg
agcgatcaga
tgocatogece
tgcagtccag
agccgggcett
catggaggac
gectagaggtyg

catoggtyga

caacgcctoc

Ile

Asn

Asp Glu

Glu Leu

tttettgteg
gcaagcagga
aaacccgttc
ccaaaatgcg
agaggectet
atccegtggy
agggaacacyg
tgggaagaca
caggatggaa
accgaaggag
gteggagage
aaggagtaca
gaacaggcga
ttcaccacca
aggctcatgg
gtgagggott
tacacctace
tgocecacga
aaagecagate

atcgttgaca

24

Gly Ser

Ile Asp

430

445

460

Asn Leu
475

Tyr Trp
490

gcagccagta
tagttgagge
tgaaaaattc
ccggtgteat
¢catcaataa
acacgatcga
gattcattca
gagaagtcag
gaactggaca
acaaggtgga
togecgagag
aagaaaggta
agatggagat
ccttocgagga
aggaagggta
tgaaggtcat
atcteacace
tocgotaagga
¢tgoacgeoct

tgggaaacag

tctotacggt
actgaacaat
cgcocgagatce
cgtgtggatg
aaaacccoctyg
tatggactac
cgcgaggatg
ggaaaagatc
gatogtgaga
ggcacagata
agtgaaggeg
catcatgeca
tgcactgaga
tcttecacgat
tggatttgga
gggagetggt
gggaaacgaa
aaagecaaga
tgttttegat

gttcaggetg

495

His His Thr Ala Phe

Trp Ala Glu Ala Leu

Asp Leu Glu Asn Phe

480

Gly Leu Leu Lys Arg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
960

1020
1080
1140

1200



ES 2678 022 T3

gtagtgaaca gagtgttgktc cgtteccatt gaaaggaaga tgcccaaact tccaacggcea 1260
agagttttgt ggaagceget tcctgattte aagagggega cgactgegtg gattoteget 1320
ggaggatece atcatactge cttetcaaca geggtggatg tggagtacet categactgg 1380
gcocggaggett tggagataga gtatcttgtc atcgatgaaa atctggatct ggagaacttc 1440
aaaaaggaac tgagatggaa cgaactctac tggggacttt taaaaagatg a 1451

<210>7

<211> 1491

<212> ADN

<212> Thermotoga neapolitana

<400>7

25
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atgatcgatce tcaaacagta tgagttetgg tttettgteg geagecagta tetctacggt 60
ctggagacgt tgaagaaggt agagcagcag gcaagcagga tagttgaggce actgaacaat 120
gatcccattt ttccctcaaa gatcgttctg aaacccgttce tgaaaaattc cgoccgagatc 180
agagagatct tcgaaaaggc aaatgcagaa ccaaaatgcg coggtgtcat cgtgtggatg 240
cacacgttet caccottegaa gatgtggata agaggectet ccatcaataa aaaaceccetg 300
cttcacetee acaccecagta caacagggag atceccgtggg acacgatega tatggactac 360
atgaacotga accaatctge ccacggtgac agggaacacg gattcattea cgegaggatg 420
agactcccaa gaaaggtcgt ggtgggacat tgggaagaca gagaagtcag ggaaaagatc 480
gcaaaatgga tgagagtggc ctgcgcogata caggatggaa gaactggaca gatcgtgaga 540
ttcggcgata acatgagaga ggttgocagc accgaaggag acaaggtgga ggcacagata 600
aaactagget ggtocataaa cacctggggt gteggagage tegocgagag agtgaaggeg 660
gttocagaaa acgaagtgga ggaattgttg aaggagtaca aagaaaggta catcatgeca 720
gaagacgaat acagcctcaa agegatcaga gaacaggega agatggagat tgcactgaga 780
gagtttctga aagagaagaa tgccatcgcec ttcaccacca ccttcgagga tcttcacgat 840
cttccccage ttcccocggtct tgcagtcecag aggctcatgg aggaagggta tggatttgga 900
gcggaaggag actggaaggc agccgggctt gtgagggett tgaaggtcat gggagetggt 960
ctteceggty gtacatectt catggaggac tacacctace atetcacacce gggaaacgaa 1020
ctegtgetgg gageogeacat goetagaggtg tgocccacga tegctaagga aaagccaaga 1080
atagaggtge atcctetcag categgtgga aaagcagate ctgeacgect tgttttegat 1140
ggacaagaag gtccogotgt caacgoctcec atcgttgaca tgggaaacag gttcaggetg 1200
gtagtgaaca gagtgttgtc cgttcccatt gaaaggaaga tgcccaaact tccaacggca 1260
agagttttgt ggaagccget tcctgatttc aagagggega cgactgegtg gattctcoget 1320
ggaggatcoe atcatactge cttcoteaaca geoggtggatg tggagtacet categactgg 1380
goeggaggett tggagataga gtatcectgte ategatgaaa atcetggatet ggagaactte 1440
aaaaaggaac tgagatggaa cgaactctac tggggacttt taaaaagatg a 1491

<210>8

<211> 1491

<212> ADN

<212> Thermotoga neapolitana

<400>8
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atgatcgatec tcaaacagta tgagttetgg tttettgteg gecagecagta tetcetacggt &0
ctggagacgt tgaagaaggt agagcagcag gcaagcagga tagttgagge actgaacaat 120
gatcccattt ttcocctcaaa gatcgttctg aaacceogtte tgaaaaattc cgeccgagatce 180
agagagatct tcogaaaaggce aaatgcagaa ccaaaatgcg ccggtgtcat cgtgtggatg 240
cacacgttet caccttcgaa gatgtggata agaggectct ccatcaataa aaaacceccetg 300
ctteocacectee acacccagta caacagggag atcecgtggg acacgatcga tatggactac 360
atgaacctga accaatctge cracggtgac agggaacacg gattcattea cgcocgaggatg 420
agactccocaa gaaaggtcogt ggtgggacat tgggaagaca gagaagtcag ggaaaagatc 480
gcaaaatgga tgagagtggc ctgcgcgata caggatggaa gaactggaca gatcgtgaga 540
ttoggecgata acatgagaga ggttgccage accgaaggag acaaggtgga ggcacagata 600
aaactcgget ggtcecataaa cacctggggt gtocggagage tcgoegagag agtgaaggeg 660
gttocagaaa acgaagtgga ggaattgttg aaggagtaca aagaaaggta catcatgeca 720
gaagacgaat acagoctcaa agegatcaga gaacaggega agatggagat tgcactgaga 780
gagtttctga aagagaagaa tgccatcgcc ttcaccacca ccgttgagga tcttcacgat 840
ctteccccage ttecccggtet tgcagtccag aggctcatgyg aggaagggta tggatttgga 800
gcggaaggag actggaaggce agccegggctt gtgagggett tgaagghbcat gggagectggt 940
cttocoggtg gtacatcett catggaggac tacacctace atetcacace gggaaacgaa 1020
ctegtgetgg gagegeacat getagaggtg tgeecccacga tegetaagga aaagocaaga 1080
atagaggtge atceteteag catcggtgga aaagcagate ctgecacgect tgttttegat 1140
ggacaagaag gtccoccgetgt caacgectcoe atcogttgaca tgggaaacag gttcaggctg 1200
gtagtgaaca gagtgttgtc cgttcccatt gaaaggaaga tgcccaaact tccaacggca 1260
agagttttgt ggaagccget tcctgatttc aagagggcecga cgactgcgbtg gattcteget 1320
ggaggatced atcatactge cttctcaaca geggtggatg tggagtacet categactgg 1380
geggaggett tggagataga gtatectgte ategatgaaa atetggatet ggagaactte 1440
aaaaaggaac tgagatggaa cgaactctac tggggacttt taaaaagatg a 1491

<210>9

<211> 1491

<212> ADN

<212> Thermotoga neapolitana

<400>9
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atgatcegate
ctggagacgt
gatccecattt
agagagatect
cacacgttct
ctteacctee
atgaacctga
agactcocccaa
gcaaaatgga
ttcggegata
aaactcegget
gttccagaaa
gaagacgaat
gagtttctga
cttceccage
gcggaaggayg
ctteeceggtg
ctegtgetgg
atagaggtge
ggacaagaag
gtagtgaaca
agagttttgt
ggaggatcooe
geggaggett

aaaaaggaac

<210>10
<211> 1491
<212> ADN

tcaaacagta
tgaagaaggt
ttccctcaaa
tcgaaaaggc
caccttegaa
acacccagta
accaatctge
gaaaggtcgt
tgagagtggc
acatgagaga
ggtccataaa
acgaagtgga
acagecctecaa
aagagaagaa
ttcoccggtct
actggaaggc
gtacatectt
gagcgcacat
atectotcag
gtcoogotgt
gagtgttgtc
ggaagccgct
atcatactge
tggagataga

tgagatggaa

<212> Thermotoga neapolitana

<400>10

atgatcgatc tcaaacagta tgagttctgg tttecttgtcg gcageccagta tctcoctacggt

ES 2678 022 T3

tgagttctgg
agagcagcag
gatcgttctg
aaatgcagaa
gatgtggata
caacagggaqg
ccacggtgac
ggtgggacat
ctgcgogata
ggttgccage
cacctggggt
ggaattgttg
agcgatcaga
tgccategec
tgcagtccag
agocgggctt
catggaggac
gcetagaggty
categgtgga
caacgcctec
cgttocccatt
tcctgatttce
cttetecaaca
gtatectgte

cgaactcetac

tttettgteg
gcaagcagga
aaacccgttce
ccaaaatgcg
agaggcctcet
atccegtggg
agggaacacy
tgggaagaca
caggatggaa
accgaaggag
gteggagage
aaggagtaca
gaacaggcga
ttcaccacca
aggctcatgg
gtgagggctt
tacacctacce
tgecocacga
aaagcagate
atcgttgaca
gaaaggaaga
aagaggycyga
gcggtggatg
ategatgaaa

tggggacttt

28

gcagecagta
tagttgaggc
tgaaaaattc
coggtgtcat
ceatcaataa
acacgatcga
gattcattca
gagaagtcag
gaactggaca
acaaggtgga
tegecgagag
aagaaaggta
agatggagat
ccatggagga
aggaagggta
tgaaggtcat
atctcacace
tegetaagga
ctgcacgecot
tgggaaacag
tgcccaaact
cgactgcegtyg
tggagtacct
atetggatet

taaaaagatg

tctctacggt
actgaacaat
cgecgagatc
cgtgtggatg
aaaacccectg
tatggactac
cgegaggatyg
ggaaaagatc
gatcgtgaga
ggcacagata
agtgaaggceg
catcatgeca
tgecactgaga
tcttcacgat
tggatttgga
gggagctggt
gggaaacgaa

aaagocaaga
tgttttegat
gttcaggetyg
tccaacggca
gattctecgct
categactgg
ggagaactte

a

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1491

60
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ctggagacgt tgaagaaggt agagcagcag gecaagcagga tagttgaggcec actgaacaat 120
gatcccattt ttccctcaaa gatcgttctg aaaccegttc tgaaaaattc cgocogagatce 180
agagagatct tcgaaaagge aaatgcagaa ccaaaatgcecg ccggtgtcat cgtgtggatg 240
cacacgttet cacctteogaa gatgtggata agaggectet ccatcaataa aaaaccectyg 300
c¢tteacctee acacceagta caacagggag atccegtggy acacgatega tatggactac 360
atgaacctga accaatctge doacggtgac agggaacacqy gattcattca cgegaggaty 420
agactcccaa gaaaggtcgt ggtgggacat tgggaagaca gagaagtcag ggaaaagatc 480
gcaaaatgga tgagagtgge ctgcgcgata caggatggaa gaactggaca gatcgtgaga 540
ttecggegata acatgagaga ggttgccagce accgaaggag acaaggtgga ggcacagata 600
aaactegget ggtocataaa caccotgggat gtoggagage tegoogagayg agtgaaggeg 660
gttocagaaa acgaagtgga ggaattgttyg aaggagtaca aagaaaggta catcatgeca 720
gaagacgaat acagectcaa agogatcaga gaacaggega agatggagat tgeactgaga 780
gagtttctga aagagaagaa tgccatcgcc ttcaccacca ccatcgagga tcttcacgat 840
cttccccage ttccocggtcet tgcagtcoccag aggctcatgg aggaagggta tggatttgga 300
gcggaaggaqg actggaagge agcoccgggett gtgagggett tgaaggtcat gggagetggt 960
ctteceggty gtacatcett catggaggac tacacctace atctcacace gggaaacgaa 1020
dtegtgetay gagogeacat gotagaggtyg tgccecacga tegetaagga aaagecaaga 1080
atagaggtge atcctetcag categgtgga aaageagate ctgeacgect tgttttegat 1140
ggacaagaag gtcccgetgt caacgectce atcgttgaca tgggaaacag gttcaggetg 1200
gtagtgaaca gagtgttgte cgttcccatt gaaaggaaga tgcccaaact tccaacggea 1260
agagttttgt ggaagoccget tcctgattte aagagggoga cgactgegtg gattcteget 1320
ggaggatcce atcatactge cttotecaaca gegatggatg tggagtaccet categactgg 1380
geggaggett tggagataga gtatcectgte atcgatgaaa atetggatet ggagaactte 1440
aaaaaggaac tgagatggaa dgaactdtac tggagacttt taaaaagatg a 1491

<210> 11

<211>45

<212> ADN

<212> Secuencia artificial

<220>

<223> cebador para sustituir el codén del aminoacido 275° con NNS (N: A, T,Go C, S: Go C)

<400>11

ccategectt caccaccace nnsgaggatce ttcacgatcet tecee 45

<210>12

<211>45

<212> ADN

<212> Secuencia artificial
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<220>
<223> cebador para sustituir el codén del aminoacido 275° con NNS (N: A, T,Go C,S: Go C)

<400>12
ggggaagatc gigaagatee tesnnggtgg tggtgaagds gatga 45

10

15

20

25

<210> 13

<211> 27

<212> ADN

<212> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400>13
ggatcccata ctectttete aacagag 27

<210> 14

<211> 30

<212> ADN

<212> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400>14
cgctgttgag aaaggagtat gatgggatec

30

30
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REIVINDICACIONES

1. Una variante de arabinosa isomerasa que tiene una actividad incrementada de conversion de D-galactosa en D-
tagatosa, teniendo la variante de arabinosa isomerasa una sustitucién de un aminoacido distinto de la fenilalanina
para un aminodcido en la posicién 275 y una sustituciéon de prolina para un aminoacido en la posiciéon 469 de una
secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 1.

2. La variante de arabinosa isomerasa de la reivindicaciéon 1, en la que la sustitucion del aminoacido para el
aminoacido en la posicion 275 es un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en valina, metionina e
isoleucina.

3. La variante de arabinosa isomerasa de la reivindicacion 1, que tiene una secuencia de aminoacidos seleccionada
del grupo que consiste en SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4 y SEQ ID NO: 5.

4. Un polinucledtido que codifica la variante de arabinosa isomerasa de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3.

5. El polinucleoétido de la reivindicacion 4, el cual tiene una secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO:
9 0 SEQ ID NO: 10.

6. Un vector recombinante que comprende el polinucleétido de la reivindicacion 4 o reivindicacion 5.
7. Un microorganismo del género Corynebacterium transformado con el vector recombinante de la reivindicacion 6.
8. El microorganismo de la reivindicacion 7, el cual es Corynebacterium glutamicum.

9. El microorganismo de la reivindicacion 8, el cual es Corynebacterium glutamicum pFIS-1-TNAI-2 (KCCM 11378P),
pFIS-1-TNAI-3 (KCCM 11379P) o pFIS-1-TNAI-4 (KCCM 11380P).

10. Un método para producir D-tagatosa, comprendiendo el método convertir D-galactosa en D-tagatosa usando la
variante de arabinosa isomerasa segun la reivindicacion 1.

11. Un método para producir D-tagatosa, comprendiendo el método cultivar el microorganismo de una cualquiera de
las reivindicaciones 7 a 9.

12. El método de la reivindicaciéon 10 o reivindicacién 11, el cual comprende hacer reaccionar una solucién que
contiene D-galactosa con una fuente de ion metalico seleccionada del grupo que consiste en cloruro de manganeso,
cloruro de magnesio y cloruro de zinc en presencia de la variante de arabinosa isomerasa.

13. El método de la reivindicacion 12, en el que se afiade el cloruro de manganeso a una concentracion de 0,1 a 10
mM.
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[Fig. 1]

[Fig. 2]
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[Fig. 5]
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[Fig. 6]
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[Fig. 8]
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