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@Resumen:

Composicién enzimatica y proceso enzimatico para la
produccion de acido 2,5-furanodicarboxilico a partir de
5-metoximetilfurfural usando dicha composicion

enzimatica.

En la presente invencion, se hace referencia a una
composicién enzimatica y al desarrollo de una
cascada enzimatica para la produccion de acido 2,5-
furanodicarboxilico (FDCA) a partir de 5-
metoximetilfurfural (MMF). La cascada se
desencadena mediante la oxidacion de MMF por aril-
alcohol oxidasa, que produce H,O, para

que la peroxigenasa inespecifica lleve a cabo la

escision de un enlace éter liberando metanol, y la
posterior oxigenacion que conduce a la produccién de
FDCA. Otra enzima, metanol oxidasa, fue

seleccionada para la produccion in situ del
H,0O, adicional requerido por la
peroxigenasa inespecifica mediante la oxidacién de
un subproducto de la reaccion.
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DESCRIPCION

Composicidn enzimaticay proceso enzimatico para la produccion de acido 2,5-

Furanodicarboxilico a partir de 5-Metoximetilfurfural usando dicha composicion

enzimaéatica

La invencién se refiere a una composicion enzimatica y a un proceso para la
produccién de acido 2,5-furanodicarboxilico (en lo sucesivo en el presente documento,
FDCA), a partir de 5-metoximetilfurfural (en lo sucesivo en el presente documento,
MMF) renovable, obtenido de plantas, en presencia de dicha composicion enzimatica y
por medio de una reaccion de cascada enzimatica autosostenida con el Unico

consumo neto de oxigeno atmosférico y el propio MMF.

ESTADO DE LA TECNICA

En los ultimos anos, la necesidad de la sustitucion de los materiales basados en el
petroleo con otros renovables ha experimentado un aumento (Bozell, J. J. et al. (2010)
Green Chem. 12:539-554.). De este modo, el acido 2,5-furanodicarboxilico (FDCA) se
considera hoy en dia un precursor prometedor para la produccion de bioplasticos
renovables y biodegradables. Se espera que los poliésteres formados mediante la
condensacion de este elemento constitutivo con etilenglicol, conocidos como
poli(furanodicarboxilatos de etileno) (PEF), sustituyan a otros poliésteres producidos a
partir de combustibles fésiles, gracias a su origen renovable y sus propiedades
mecanicas, que parecen ser incluso mejores que las de los poli(tereftalatos de etileno)
(PET) (Papageorgiou, G. Z. et al. (2014) Phys. Chem. Chem. Phys. 16:7946-7958).
Ademas, se espera que los PEF sean capaces de competir con el PET en términos
economicos y medioambientales, dado que su produccién disminuye las emisiones de
gases de efecto invernadero (De Jong, E. et al. (2012) Furandicarboxylic acid (FDCA),
A versatile building block for a very interesting class of polyesters, pag. 1-13. En P.
Smith (ed.), Biobased monomers, polymers and materials. ACS, Washington DC.). De
hecho, el primer informe de la hidrdlisis enzimatica del PEF, que permite el reciclado
de sus monodémeros, ha salido a la luz recientemente (Pellis, A. et al. (2016) J.
Biotechnol. 235:47-53).

El FDCA se puede obtener a partir de precursores que se forman por la deshidratacién
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acida de la fructosa, obtenida directamente de plantas (como monosacarido o en el
disacarido sacarosa) o mediante la isomerizacién de glucosa a partir de la hidrélisis de
materiales celuldsicos. Tales precursores son principalmente 5-hidroximetilfurfural
(HMF) y 5-metoximetilfurfural (MMF). Este ultimo se obtiene cuando la fructosa se
deshidrata en presencia de metanol o cuando se trata HMF con éste (Dousa, M. et al.
(2012) Journal of Pharmaceutical Sciences 101:1811-1820; Balakrishnan, M. et al.
(2012) Green Chem. 14:1626-1634.; Chen, P. X. et al. (2014) J. Agric. Food Chem.
62:4754-4761.) y se supone que es mas estable al almacenamiento que el HMF. Se
han realizado algunos intentos exitosos de obtener poliésteres a partir de MMF y sus
derivados (Pacheco, J. J. et al. (2014) Proceedings of the National Academy of
Sciences 111:8363-8367), y se ha creado una empresa conjunta entre BASF vy

Avantium —Synvina— para producir PEF a partir de MMF renovable.

El uso de enzimas para la produccion de FDCA ha ganado impulso y se encuentran
disponibles varios informes de la oxidacion de HMF a FDCA (Dijkman, W. P. et al.
(2014) Angewandte Chemie 126:6633-6636; Carro, J. et al. (2015) FEBS J. 282:3218-
3229). Sin embargo, no se puede encontrar ningun informe de la conversion
enzimatica de MMF en FDCA en la bibliografia. Ademas, el uso de oxidasas, enzimas
que llevan a cabo oxidaciones selectivas sobre diferentes moléculas usando O, como
aceptor de electrones, es interesante para la industria debido a que pueden actuar
sobre el sustrato con la Unica aportacion de O, atmosférico, que se convierte en H,0,.
De este modo, se pueden combinar con otras enzimas oxidativas que reducen este
H,O, para superar su incapacidad de llevar a cabo algunas reacciones, como se ha
publicado para la conversion de HMF en FDCA en una cascada enzimatica (Carro, J.
et al. (2015) FEBS J. 282:3218-3229).

Los métodos actuales para la reduccién de FDCA emplean catalizadores quimicos y
disolventes que contienen &acidos tales como diluciones de acido acético. El
documento de Patente WO 01/72732 reivindica la produccion de FDCA a partir de otro
compuesto quimico, HMF, también obtenido a partir de la fructosa presente en la
biomasa de las plantas. Sin embargo, HMF es inestable en las condiciones que se
usan para su produccion, dando lugar a productos secundarios y disminuyendo el
rendimiento de HMF. Los éteres de HMF, tales como MMF, que se producen en las
mismas condiciones que el HMF, pero en presencia de alcoholes alquilicos en lugar de
agua, han demostrado poseer mayores estabilidades en las condiciones que se

emplean para su produccion.
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De este modo, varios documentos de patente describen procesos para la produccién
de FDCA a partir de MMF. Los documentos de Patente WO 2011/043660, WO
2012/161967 y WO 2014/163500 presentan diferentes métodos para la produccion de
FDCA a partir de MMF, pero todos ellos usan catalizadores de oxidacion tales como
bromuro, cobalto o manganeso, junto con otros metales. Ademas, todos ellos
describen procesos que tienen lugar a altas temperaturas (en el intervalo de 100-

220 °C), y altas presiones (3-15 bar) usando reactores.

La ventaja del método que se describe en la presente invencién es que no hace uso
de catalizadores inorganicos, sino de enzimas que cumplen con sus cometidos de
forma sinérgica a temperatura ambiente y a presion atmosférica. Por lo tanto, este es
el primer informe de la bioconversion de MMF en FDCA usando catalizadores
enzimaticos con el unico consumo neto de oxigeno atmosférico. La presente invencion
se puede aplicar a la etapa de conversion de MMF en FDCA en la produccion
industrial de PEF, cambiando de los catalizadores inorganicos empleados en la
actualidad al uso de enzimas para la produccion de FDCA. De esta forma, se ahorraria
la energia requerida por las técnicas actuales -que dependen de altas temperaturas- y

se usarian métodos mas ecologicos.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

La presente invencién revela una nueva composicion enzimatica y un proceso para la
produccion de acido 2,5-furanodicarboxilico (FDCA) a partir de 5-metoximetilfurfural
(MMF), que se obtiene a partir de plantas y, por lo tanto, es renovable, en presencia de
dicha composicién enzimatica y por medio de una cascada enzimatica con el Unico
consumo neto de oxigeno atmosférico y el propio MMF. EIl MMF se obtiene mediante
la deshidratacion acida de fructosa obtenida a partir de lignocelulosa en presencia de

metanol y se supone que muestra mejor estabilidad de almacenamiento que el HMF.

Un primer aspecto de la presente invencion se refiere a una composicion enzimatica
que comprende: una aril-alcohol oxidasa, una peroxigenasa inespecifica y una metanol

oxidasa.

En la presente invencion, la expresion "aril-alcohol oxidasa" designa una enzima con

una actividad de acuerdo con EC 1.1.3.7, que cataliza la deshidrogenacion oxidativa
4
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de una diversidad de alcoholes primarios alifaticos y aromaticos conjugados asi como
sus gem-diol homoélogos con la reduccion concomitante de O, a H,O,. Para los fines
de la presente invencion, la actividad de aril-alcohol oxidasa se determina de acuerdo
con el procedimiento descrito en Ruiz-Duefas, F.J. et al. (2006) Protein Express. Purif.
45(1):191-199.

Preferentemente, la aril-alcohol oxidasa es de Pleurotus eryngii; sin embargo la aril-
alcohol oxidasa podria ser de Pleurotus pulmonarius, Pleurotus ostreatus o

Bjerkandera adusta; o incluso de una especie fungica diferente.

Preferentemente, la aril-alcohol oxidasa comprende una secuencia de aminoacidos
que tiene al menos un 60 %, mas preferentemente al menos un 75 %, mas
preferentemente al menos un 90 %, mas preferentemente al menos un 95 %, mas
preferentemente al menos un 99 % e incluso mas preferentemente un 100 % de
identidad de secuencia con SEQ ID NO: 1 (numero de registro GenBank AAC72747,

que corresponde a una aril-alcohol oxidasa de Pleurotus eryngii).

SEQ ID NO. 1:
DFDYVVVGAGNAGNVVAARLTEDPDVSVLVLEAGVSDENVLGAEAPLLAPGLVPNSIF
DWNYTTTAQAGYNGRSIAYPRGRMLGGSSSVHYMVMMRGSTEDFDRYAAVTGDEG
WNWDNIQQFVGKNEMVVPPADNHNTSGEFIPAVHGTNGSVSISLPGFPTPLDDRVLA
TTQEQSEEFFFNPDMGTGHPLGISWSIASVGNGQRSSSSTAYLRPAQSRPNLSVLINA
QVTKLVNSGITNGLPAFRCVEYAEQEGAPTTTVCAKKEVVLSAGSVGTPILLQLSGIGD
ENDLSSVGIDTIVNNPSVGRNLSDHLLLPAAFFVNSNQTFDNIFRNSSEFNADLDQWT
NTRTGPLTALIANHLAWLRLPSNSSIFQTFPDPAAGPNSAHWETIFSNQWFHPAIPRP
DTGSFMSVTNALISPVARGDIKLATSNPFDKPLINPQYLSTEFDIFTMIQAVKSNLRFLS
GQAWADFVIRPFDPRLRDPTNDAAIESYIRDNANTIFHPVGTASMSPRGASWGVVDP
DLKVKGVDGLRIVDGSILPFAPNAHTQGPIYLVGERGADLIKADQ

En la presente invencion, la expresion "peroxigenasa inespecifica" designa una
enzima con una actividad de acuerdo con EC 1.11.2.1, que cataliza la insercion de un
atomo de oxigeno de H,O, en una diversidad de sustratos aromaticos y alifaticos
(lineales, ramificados y ciclicos), dando como resultado la peroxigenaciéon o
desalquilacién de dichos sustratos. Para los fines de la presente invencion, la actividad
de peroxigenasa se determina de acuerdo con el procedimiento que se describe en

Ullrich, R. et al. (2004) Appl. Environ. Microbiol. 70(8):4575-4581.
5
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Preferentemente, la peroxigenasa inespecifica es de Agrocybe aegerita; sin embargo,
la peroxigenasa inespecifica podria ser de Marasmius rotula, Coprinopsis cinerea o

Chaetomium globosum o incluso de una especie fungica diferente.

Preferentemente, la peroxigenasa inespecifica comprende una secuencia de
aminoacidos que tiene al menos un 60 %, mas preferentemente al menos un 75 %,
mas preferentemente al menos un 90 %, mas preferentemente al menos un 95 %,
incluso mas preferentemente al menos un 99 % e incluso mas preferentemente un
100 % de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 3 (que corresponde a una variante
evolucionada de la peroxigenasa inespecifica de Agrocybe aegerita, denominada
PaDa-I, documento de Patente WO2017081355A1).

SEQ ID NO. 3:
EPGLPPGPLENSSAKLVNDEAHPWKPLRPGDIRGPCPGLNTLASHGYLPRNGVATPA
QIINAVQEGFNFDNQAAIFATYAAHLVDGNLITDLLSIGRKTRLTGPDPPPPASVGGLN
EHGTFEGDASMTRGDAFFGNNHDFNETLFEQLVDYSNRFGGGKYNLTVAGELRFKRI
QDSIATNPNFSFVDFRFFTAYGETTFPANLFVDGRRDDGQLDMDAARSFFQFSRMPD
DFFRAPSPRSGTGVEVVVQAHPMQPGRNVGKINSYTVDPTSSDFSTPCLMYEKFVNI
TVKSLYPNPTVQLRKALNTNLDFLFQGVAAGCTQVFPYGRD

En la presente invencion, la expresién "metanol oxidasa" designa una enzima con
actividad de acuerdo con EC 1.1.3.13, que cataliza la deshidrogenacion oxidativa de
metanol asi como otros alcoholes alifaticos cortos con la reducciéon concomitante de
0, a H,0,.

Preferentemente, la metanol oxidasa es de Pichia pastoris; sin embargo, la metanol

oxidasa podria ser de una especie fungica diferente.

Preferentemente, la metanol oxidasa comprende una secuencia de aminoacidos que
tiene al menos un 60 %, mas preferentemente al menos un 90 %, mas
preferentemente al menos un 95 %, mas preferentemente al menos un 99 %, incluso
mas preferentemente un 100 % de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 2 (que
corresponde a metanol oxidasa de Pichia pastoris, numero de registro GenBank
AAB57850).
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SEQ ID NO. 2:
MAIPEEFDILVLGGGSSGSCIAGRLANLDHSLKVGLIEAGENNLNNPWVYLPGIYPRNM
KLDSKTASFYTSNPSPHLNGRRAIVPCANILGGGSSINFMMYTRGSASDYDDFEAEG
WKTKDLLPLMKKTETYQRACNNPEIHGFEGPIKVSFGNYTYPVCQDFLRATESQGIPY
VDDLEDLVTAHGAEHWLKWINRDTGRRSDSAHAFVHSTMRNHDNLYLICNTKVDKIIV
EDGRAAAVRTVPSKPLNAKKPTHKVYRARTQIVLSCGTISSPLVLQRSGFGDPIKLRAA
GVKPLVNLPGVGRNFQDHYCFFSPYRIKPQYESFDDFVRGDANIQKKVFDQWYANG
TGPLATNGIEAGVKIRPTPEELSQMDESFQEGYREYFEDKPDKPVMHYSIIAGFFGDH
TKIPPGKYMTMFHFLEYPFSRGSIHITSPDPYATPDFDPGFMNDERDMAPMVWSYKK
SRETARKMDHFAGEVTSHHPLFPYSSEARAYEMDLETSNAYGGPLNLTAGLAHGSW
TQPLKKPAGRNEGHVTSNQVELHPDIEYDEEDDKAIENYIREHTETTWHCLGTCSIGP
REGSKIVKWGGVLDHRSNVYGVKGLKVGDLSVCPDNVGCNTYTTALLIGEKTATLVG
EDLGYTGEALDMTVPQFKLGTYEKTGLARF

El término "identidad", como se usa en el presente documento, en el contexto de la
descripcion de dos o mas secuencias de aminoacidos, se refiere a un porcentaje
especificado de coincidencias de residuos aminoacidicos en las posiciones de un
alineamiento de dos secuencias de aminoacidos. Los métodos de alineamiento de
secuencia para comparacioén se conocen bien en el estado de la técnica. El grado de
identidad se puede determinar usando el método de Clustal (Higgins, 1989, CABIOS 5:
151-153), el método de Wilbur-Lipman (Wilbur y Lipman, 1983, Proceedings of the
National Academy of Science USA 80: 726-730), el programa GAG, incluyendo GAP
(Devereux et al. 1984, Nucleic Acids Research 12: 287 Genetics Computer Group
University of Wisconsin, Madison, 25 (WI)); BLAST o BLASTN, EMBOSS Needle y
FASTA (Altschul et al. 1999, J. Mol. Biol. 215: 403-410). Ademas, también se puede
usar el algoritmo de Smith-Waterman con el fin de determinar el grado de identidad
entre dos secuencias. Preferentemente, el grado de identidad se determina usando
BLAST con los parametros por defecto. Este software esta disponible de forma publica
en el Centro Nacional para la Informacién Biotecnolégica (National Center for

Biotechnology Information (NCBI)).

Un segundo aspecto de la presente invencion se refiere a un proceso para la
produccion de FDCA a partir de MMF en una reaccidon de cascada enzimatica
autosostenida que comprende poner en contacto MMF con la composicién enzimatica
que comprende una aril-alcohol oxidasa y una peroxigenasa inespecifica en medio

acuoso y en presencia de oxigeno.
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En una realizacion preferente de la invencion, la composicidn enzimatica que se usa

en el proceso también comprende una metanol oxidasa.

La aril-alcohol oxidasa, la peroxigenasa inespecifica y la metanol oxidasa son
preferentemente como se definen en el primer aspecto de la invenciéon. Es decir,
preferentemente, la aril-alcohol oxidasa es de Pleurotus eryngii; sin embargo la aril-
alcohol oxidasa podria ser de Pleurotus pulmonarius, Pleurotus ostreatus o
Bjerkandera adusta; o incluso de una especie fungica diferente. Preferentemente, la
aril-alcohol oxidasa comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos un
60 %, mas preferentemente al menos un 75 %, mas preferentemente al menos un
90 %, mas preferentemente al menos un 95 %, mas preferentemente al menos un
99 % e incluso mas preferentemente un 100 % de identidad de secuencia con SEQ ID
NO: 1.

Preferentemente, la peroxigenasa inespecifica es de Agrocybe aegerita; sin embargo,
la peroxigenasa inespecifica podria ser de Marasmius rotula, Coprinopsis cinerea o
Chaetomium globosum o incluso de una especie fungica diferente. Preferentemente, la
peroxigenasa inespecifica comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al
menos un 60 %, mas preferentemente al menos un 75 %, mas preferentemente al
menos un 90 %, mas preferentemente al menos un 95%, incluso mas
preferentemente al menos un 99 % e incluso mas preferentemente un 100 % de
identidad de secuencia con SEQ ID NO: 3.

Preferentemente, la metanol oxidasa es de Pichia pastoris; sin embargo, la metanol
oxidasa podria ser de una especie fungica diferente. Preferentemente, la metanol
oxidasa comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos un 60 %, mas
preferentemente al menos un 90 %, mas preferentemente al menos un 95 %, mas
preferentemente al menos un 99 %, incluso mas preferentemente un 100 % de
identidad de secuencia con SEQ ID NO: 2.

En una realizacién preferente de la presente invencion, se afiaden tampones al medio
de reaccion para alcanzar el pH deseado. Preferentemente, los tampones se basan en

fosfatos, tales como soluciones acuosas de fosfato sodico.

La reaccion se lleva a cabo en un intervalo de 12 °C a 30 °C, preferentemente a 28 °C
8
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y con valores de pH de 5 a 8, preferentemente el pH es 7. Los tiempos de reaccion

estan en el intervalo de 1 h-145 h.

En una realizaciéon preferente de la presente invencion, la proporcidon molar entre el
MMF y cada una de las enzimas aril-alcohol oxidasa y peroxigenasa inespecifica esta
entre 1:0,002 y 1:0,03, mas preferentemente 1:0,0033. Y la proporcion molar entre el

MMF vy la alcohol oxidasa, si estuviera presente, esta entre 1:0,00066.

En una realizacion de la presente invencion, se afiade metanol a los medios de
reaccion. Preferentemente, se afade después de 72 h de incubacion de la mezcla de
reaccion. Preferentemente, el metanol se afiade con una concentracion final de 0,5
mM.

En otra realizacién de la presente invencién, se afiade H,O, al medio de reaccion. Mas
preferentemente, se anade H,O, con una concentracion final de 1,5 mM.
Preferentemente, se anade H,O, al medio de reaccién cuando la reaccién tiene lugar
en presencia de la aril-alcohol oxidasa y la peroxigenasa inespecifica, pero en

ausencia de metanol oxidasa.

El proceso de la presente invencion se describe como una reacciéon en un solo paso
en la que las enzimas mencionadas anteriormente se afladen a una solucién de MMF
preferentemente tamponada a pH 7. La aril-alcohol oxidasa cataliza la oxidacion del
grupo carbonilo del MMF gracias a su capacidad ya referida para oxidar las formas de
diol geminal hidratadas de los aldehidos para producir un acido, acido 5-
metoximetilfuranocarboxilico (MMFA), y peroxido de hidrégeno debido a la reduccién
del oxigeno molecular atmosférico. Tanto MMFA como peréxido de hidrégeno son
sustratos (reductor y oxidante, respectivamente) para la peroxigenasa inespecifica,
que cataliza la escision del enlace éter del MMFA para dar lugar a: i) acido 5-
formilfuranocarboxilico (FFCA), que porta un grupo carbonilo y un grupo carboxilico; ii)
metanol (de la oxigenacion del grupo saliente metilo); y iii) agua (de la desoxigenacién
del perdxido de hidrégeno). EI FFCA producido también es un sustrato para la
peroxigenasa inespecifica, que cataliza la hidroxilacion de su grupo carbonilo,
convirtiendo de ese modo FFCA en FDCA a costa de peréxido de hidrégeno. La
metanol oxidasa desempefia el papel de suministrar peroxido de hidrogeno a la
peroxigenasa inespecifica mediante la oxidacion del metanol producido como producto

secundario en metanal, dado que la reaccion de la aril-alcohol oxidasa no produce
9
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suficiente peréxido de hidrogeno para convertir todo el MMF en FDCA.

Usando el enfoque descrito anteriormente, se obtiene una conversién de un 70 % del
MMF inicial en FDCA después de 120 horas, segin se revela mediante la
identificaciéon y cuantificacion por GC-MS de los productos de reaccion. Por lo tanto,
los sustratos iniciales consumidos son MMF y oxigeno atmosférico y los productos de
la cascada enzimatica son FDCA (70 %), MMFA (30 %) (porcentajes molares de
MMFA inicial), dos equivalentes de agua y un equivalente de metanal. El proceso
descrito presenta un método para la produccién de FDCA a partir de MMF con el uso
de catalizadores enzimaticos que no consumen otros recursos mas que el compuesto

quimico que se convierte y oxigeno atmosférico y tiene lugar a temperatura ambiente.

Si no se incluye metanol oxidasa en la composicion enzimatica (y contuviera solo aril-
alcohol oxidasa y peroxigenasa inespecifica), el proceso, en las mismas condiciones
descritas anteriormente, da como resultado rendimientos de FDCA de un 25 % (en
ausencia de peroxido de hidrégeno afiadido) y un 40 % (en presencia de peroxido de

hidrégeno afadido).

En resumen, la presente invencion proporciona un proceso como se ha definido
anteriormente para la produccion de FDCA a partir de MMF renovable obtenido de
plantas. El MMF es el producto de la deshidratacion de la fructosa que se origina de la
hidrolisis e isomerizacién de materiales que contienen azucares (celulésicos) de
biomasa de plantas en presencia de metanol a pH acido. Por lo tanto, es un
compuesto renovable que da lugar a FDCA si su grupo carbonilo y su grupo metoxilo

se convierten en acidos carboxilicos.

FDCA da lugar a poli(furanodicarboxilatos de etileno) (en lo sucesivo en el presente
documento PEF) si se condensa con etilenglicol. De acuerdo con la bibliografia, los
PEF exhiben buenas propiedades mecanicas y de barrera y son, de ese modo,
candidatos a sustituir a otros poliésteres tales como PET o PBT. La comparacion de la
produccién de PEF y PET mostré que la cantidad total de energia no renovable
disminuyd en un 40-50 %, mientras que la emision de gases de efecto invernadero
disminuy6 en un 45-55 %, en la produccion de los PEF. Ademas, ya se han sintetizado
PEF obtenidos a partir de MMF y se pueden hidrolizar enzimaticamente para el

reciclado de sus componentes.

10
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A menos que se definan de otro modo, todos los términos técnicos y cientificos que se
usan en el presente documento tienen el mismo significado que el que entiende
habitualmente el experto habitual en la materia a la que pertenece la presente
invencion. Se pueden usar métodos y materiales similares o equivalentes a los que se
describen en el presente documento en la practica de la presente invencion. En la
memoria descriptiva y las reivindicaciones, la palabra "comprende" y sus variaciones
no pretenden excluir otras caracteristicas técnicas, aditivos, componentes, o etapas.
Otros objetivos, ventajas y caracteristicas adicionales de la invencion seran evidentes
para los expertos en la materia tras el examen de la memoria descriptiva o se pueden
aprender mediante la practica de la invencion. Los siguientes ejemplos y figuras se
proporcionan a modo de ilustracién y no se pretende que sean limitantes de la

presente invencion.

DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1. Grafico que muestra el porcentaje molar de FDCA producido a partir del
MMF inicial. Linea de puntos: cascada enzimatica de aril-alcohol oxidasa del hongo
Pleurotus eryngii y peroxigenasa inespecifica de Agrocybe aegerita; linea de guiones y
puntos: cascada enzimatica de aril-alcohol oxidasa del hongo Pleurotus eryngii y
peroxigenasa inespecifica de Agrocybe aegerita a la que se afade H,O, (1,5 mM)
desde el inicio de la reaccion; linea continua: cascada enzimatica de aril-alcohol
oxidasa del hongo Pleurotus eryngii, peroxigenasa inespecifica de Agrocybe aegerita 'y
metanol oxidasa; linea de guiones: cascada de aril-alcohol oxidasa del hongo
Pleurotus eryngii, peroxigenasa inespecifica de Agrocybe aegerita y metanol oxidasa a

la que se anadié metanol (0,5 mM) después de 72 h de reaccion.

EJEMPLOS

Ejemplo 1: Cascada enzimatica de aril-alcohol oxidasa y peroxigenasa inespecifica

para la produccién de FDCA a partir de MMF

Se incuba una soluciéon de MMF 1,5 mM en tampén fosfato sédico 100 mM, pH 7,0,
con aril-alcohol oxidasa de Pleurotus eryngii (SEQ ID NO. 1) (5 uM) y peroxigenasa
inespecifica de Agrocybe aegerita (SEQ ID NO. 3) (5 uM) en condiciones de agitacion

a 200 rpm y 28 °C en una camara termostatizada.
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La AAO del hongo Pleurotus eryngii se obtiene de forma heteréloga como una proteina
recombinante en Escherichia coli W3110 que aloja el vector pFLAG1 con el ADNc de
AAO maduro. La enzima se produce como cuerpos de inclusidon y ademas se repliega
in vitro y se purifica como se ha descrito anteriormente en Ruiz-Duefas, F.J. et al.
(2006) Protein Express. Purif. 45(1):191-199.

La variante PaDa-1 de UPO de Agrocybe aegerita se produce en Pichia pastoris que
aloja el vector Ppicz-B-PaDa-I en un fermentador de vaso de vidrio de 7 |. La expresion
se induce mediante la adicién de metanol y la enzima se purifica cromatograficamente

usando columnas de Sepharose FF y Q-source (GE Healthcare).

Se recogen muestras de 250 ul después de diferentes tiempos de incubacion y las
reacciones se detienen por adicion de HCI hasta que se alcanza un pH de 2-3. Los
valores bajos de pH causan la protonacién de los acidos organicos y permiten su
posterior extraccion liquido-liquido con un disolvente organico. Con el fin de analizar
los productos de reaccion, los ultimos se extraen mezclando minuciosamente las
muestras con un exceso de t-butil metil éter tres veces, se desecan usando Na,SO, y
se evapora el t-butil metil éter usando un rotavapor a temperatura ambiente. Las
mezclas se derivatizan con 50 yl de BSTFA durante 15 min a 25 °C (Teixido, E. et al.
Chromatogr. A 1135:85-90).

Los productos de las reacciones se separan y se identifican mediante cromatografia
de gases-espectrometria de masas en un cromatégrafo de gases equipado con una
columna HP-5MS (Agilent, Santa Clara, CA, USA; 30 m x 0,25 mm de diametro
interno; 0,25 uym de espesor de pelicula) acoplado a un detector de masas de
cuadrupolo. El programa del horno comienza a 110 °C durante 2 min, aumentando a
20 °C-min™" hasta 310 °C. Se usa helio como gas portador a un caudal de 1,2 ml-min™.
Los compuestos supuestamente implicados en la ruta oxidativa del MMF (Esquema 1)
se identifican por comparacién de sus espectros de masas con los de sus estandares
derivatizados. Los factores de respuesta se determinan como las pendientes de los
ajustes de las respuestas de diversas concentraciones de dichos compuestos estandar
(después de su extraccion liquido-liquido y derivatizacion) en funciéon de la
concentracién a una ecuacion lineal. Estos factores de respuesta se usan para estimar

el porcentaje molar de cada uno de los compuestos en las reacciones.
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Esquema 1. Rutas propuestas para la oxidacion de MMF en FDCA. MMF, 5-
metoximetilfurfural; MMFA, acido 5-metoximetilfuranocarboxilico, HMFCA, acido 5-
hidroximetil-2-furanocarboxilico; FFCA, acido 5-formilfuranocarboxilico; FDCA, acido

2,5-furanodicarboxilico.

MMF MMFA FFCA FDCA
3 HO O 4
0)
\ / ou

HMFCA

La cuantificacion de los productos de reacciéon de la cascada enzimatica que implica
aril-alcohol oxidasa y peroxigenasa inespecifica con MMF mostréo que un 25 % del
MMF inicial se habia convertido en FDCA (linea de puntos de la Figura 1). La reaccién
demostré haber finalizado después de 24 h de incubacion. A la luz de estos
resultados, se supone que AAO cataliza la reaccion del Esquema 1, mientras que la
peroxigenasa inespecifica debe catalizar las reacciones 2y 5 0 3, 4 y 5 con el fin de
producir FDCA.

Este bajo rendimiento de FDCA se debe probablemente al agotamiento de H,0O,, dado
que la aril-alcohol oxidasa produce solo 1 equivalente de H,O,, mientras que UPO

requeriria, al menos, 2 equivalentes para convertir todo el MMF en FDCA.

Ejemplo 2. Cascada enzimatica de aril-alcohol oxidasa y peroxigenasa inespecifica

con la adicion de H,O, para la producciéon de FDCA a partir de MMF

Dados los bajos rendimientos obtenidos en el Ejemplo 1 debidos a la escasez de
H,0,, se anadi6 este ultimo a la realizacion para obtener un mayor rendimiento de
FDCA. Se incuba una solucién de MMF 1,5 mM en tampon fosfato sédico 100 mM, pH
7,0, con aril-alcohol oxidasa de Pleurotus eryngii (SEQ ID NO. 1) (5 yM), peroxigenasa
inespecifica de Agrocybe aegerita (SEQ ID NO. 3) (5 uM) y H;O, en condiciones de
agitacién a 200 rpm y 28 °C en una camara termostatizada. Los procedimientos fueron

como se describen para el analisis de los productos de reaccion en el Ejemplo 1.
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El analisis y la cuantificacion de los productos de la reaccion mostraron que el
rendimiento de FDCA mejora mediante la adicion de H,0O,, que actia como sustrato
necesario para la peroxigenasa inespecifica. Los rendimientos de FDCA alcanzaron un
40 % de conversion a partir del MMF inicial (linea de guiones y puntos de la Figura 1).
A pesar del hecho de que la concentracién de H.O, (afiadido de forma exdgena y
producido por la aril-alcohol oxidasa) seria suficiente para la conversion total de MMF
en FDCA, no se logré. Esto se puede deber al hecho de que la peroxigenasa
inespecifica es inestable en presencia de H,O, y que posee una actividad catalasa
relativamente baja, lo que significa que puede catalizar la desoxigenacion de H,O, en

H,O sin donar el O a ningun receptor.

Ejemplo 3. Cascada enzimatica de aril-alcohol oxidasa, peroxigenasa inespecifica y

metanol oxidasa para la produccion de FDCA a partir de MMF

Con el fin de aumentar el rendimiento de FDCA conseguido en el Ejemplo 2, se incuba
una solucién de MMF 1,5 mM en tampén fosfato sédico 100 mM, pH 7,0, con aril-
alcohol oxidasa de Pleurotus eryngii (SEQ ID NO. 1) (5 uM), peroxigenasa inespecifica
de Agrocybe aegerita (SEQ ID NO. 3) (5 uM) y metanol oxidasa de Pichia pastoris
(SEQ ID NO. 2) (adquirida en Sigma-Aldrich) (1 uM) en condiciones de agitacion a 200
romy 28 °C en una camara termostatizada. Si la reaccion transcurriera a través de las
etapas 1, 2 y 5 del Esquema 1, se produciria metanol como producto secundario de la
desmetoxilacién de la molécula de MMFA por parte de la peroxigenasa inespecifica,
dado que esta enzima puede escindir éteres por introduccion de un atomo de O
formando un grupo hidroxilo y carbonilo en cada uno de los productos. Se supone que
el uso de un sistema enzimatico para la produccién de H,O, ralentiza su liberaciéon de
un modo tal que el rendimiento de la peroxigenasa inespecifica podria mejorar. Los
procedimientos para la identificacion de los productos de reaccién son como se

describen en el Ejemplo 1.

El analisis y la cuantificacion de los productos de reaccion revelaron que, después de
145 h se habia convertido un 70 % del MMF inicial en FDCA debido a la cascada
enzimatica que se describe en el presente documento (linea continua de la Figura 1).
La reaccion debe transcurrir a través de las etapas 1, 2 y 5 del Esquema 1,
produciendo de este modo metanol como producto secundario que se usa por parte de
la metanol oxidasa para la produccion de H,O, adicional para que la peroxigenasa

inespecifica catalice las reacciones deseadas. Las sinergias entre las tres enzimas se
14
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representan en el Esquema 2.

Ejemplo 4. Cascada enzimatica de aril-alcohol oxidasa, peroxigenasa inespecifica vy

metanol oxidasa con la adicion de metanol para la produccién de FDCA a partir de

MMFE

Con el objetivo de aumentar el rendimiento de FDCA descrito en el Ejemplo 3 debido a
la produccion de H,O, de forma dependiente de la enzima (que implica una liberacion
gradual de dicho oxidante quimico), se dispuso una realizacion tal como la descrita en
el Ejemplo 3, a la que se anadid metanol (0,5 mM, concentracion final) después de
72 h de incubacion. Los procedimientos para el analisis de los productos de reaccion

son como se describen en el Ejemplo 1.

El andlisis y la cuantificacion de los productos de reaccion revelan que, después de
120 h de incubacion de la realizacién que se describe en este Ejemplo 4, mas de un
90 % del MMF inicial se convierte en FDCA (linea de guiones en la Figura 1). Por lo
tanto, la adicion de metanol aumenta la disponibilidad de H,O, debido a la accion de la
metanol oxidasa que alimenta la peroxigenasa inespecifica para producir mayores
cantidades de FDCA.

Esquema 2. Cascada enzimatica autosuficiente desarrollada para la produccion de
FDCA a partir de MMF.

(o 224 Sk

O, H202

H202 \
H,0 N

Ao o

HO  _ HO;

UPO

H202 O +

=—o ——oH

MOX
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CONCLUSIONES

En la presente invencion, los presentes inventores han demostrado en primer lugar
que AAO y UPO son capaces de catalizar la conversion parcial (25 %) de MMF
renovable en FDCA en una cascada enzimatica que implica los dos biocatalizadores,
MMF como sustrato, y O,, beneficiandose del H,O, liberado como producto secundario
por la AAO. La adicién de MOX a la reacciéon mejora drasticamente el rendimiento de
FDCA (70 %), que esta limitado por la cantidad de H,O, producida por AAO, gracias a
la oxidacion del metanol liberado previamente por UPQ y la liberacion concomitante de
H,0.. Por lo tanto, se alcanza una conversion de un 70 % solo con la participacion de
los biocatalizadores, O, y los productos secundarios de la reaccion. Este rendimiento
se puede mejorar ademas hasta mas de un 90 % mediante la adicion de metanol

exdgeno, que actua como sustrato para MOX que produce H,0O, adicional para UPO.
La produccién enzimatica de H,O, prueba ser mejor que su adicién debido a la

inestabilidad de la peroxigenasa inespecifica en presencia de altas concentraciones de

H>O, en la mezcla de reaccion.
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REIVINDICACIONES

1. Composicién enzimatica que comprende: una aril-alcohol oxidasa, una

peroxigenasa inespecifica y una metanol oxidasa.

2. Una composicién enzimatica de acuerdo con la reivindicacion previa en la que
la aril-alcohol oxidasa es de Pleurotus eryngii, de Pleurotus ostreatus, de Pleurotus

pulmonarius o de Bjerkandera adusta.

3. Una composicion enzimatica de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones

previas en la que la aril-alcohol oxidasa es de Pleurotus eryngii.

4. Una composicion enzimatica de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones
previas en la que la aril-alcohol oxidasa comprende una secuencia de aminoécidos
con al menos un 60 % de identidad con SEQ ID NO. 1.

5. Una composicién enziméatica de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones

previas en la que la aril-alcohol oxidasa consiste en SEQ ID NO. 1.

6. Una composicién enzimética de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones
previas en la que la peroxigenasa inespecifica es de Agrocybe aegerita, de Marasmius

rotula, de Coprinopsis cinerea o de Chaetomium globosum.

7. Una composicion enzimética de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones

previas en la que la peroxigenasa inespecifica es de Agrocybe aegerita.

8. Una composicion enzimatica de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones
previas en la que la peroxigenasa inespecifica comprende una secuencia de
aminoécidos con al menos un 60 % de identidad con SEQ ID NO. 3.

9. Una composicion enziméatica de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones

previas en la que la peroxigenasa inespecifica consiste en SEQ ID NO. 3.

10. Una composicion enzimatica de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones

previas en la que la metanol oxidasa es de Pichia pastoris.

11. Una composicion enzimatica de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones
17
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previas en la que la metanol oxidasa comprende una secuencia de aminoacidos con al
menos un 60 % de identidad con SEQ ID NO. 2.

12. Una composicion enzimatica de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones

previas en la que la metanol oxidasa consiste en SEQ ID NO. 2.

13. Proceso para la produccion de acido 2,5-furanodicarboxilico a partir de 5-
metoximetilfurfural que comprende poner en contacto el 5-metoximetilfurfural
simultaneamente con la composicidbn enzimatica que comprende una aril-alcohol

oxidasa y una peroxigenasa inespecifica, en medio acuoso y en presencia de oxigeno.

14. Un proceso de acuerdo con la reivindicacion 13, en el que la composicion

enzimética también comprende una metanol oxidasa.

15. Un proceso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 13-14 en el que

se afiade metanol a la mezcla de reaccion.

16. Un proceso de acuerdo con la reivindicacion 15 en el que se afiade metanol a

una concentracion final de 0,5 mM.

17. Un proceso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 13-16, en el que

la reaccion se lleva a cabo a una temperatura que varia entre 12 °C y 30 °C.

18. Un proceso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 13-17, en el que

la reaccion se lleva a cabo a una temperatura de 28 °C.

19. Un proceso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 13-18, en el que

el pH del medio de reaccion esta entre 5y 8.

20. Un proceso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 13-19, en el que

el pH del medio de reaccion es 7.

21. Un proceso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 13-20 en el que
la proporcion molar entre 5-metoximetilfurfural y cada una de las enzimas aril-alcohol

oxidasa y peroxigenasa inespecifica esta entre 1:0,002 y 1:0,03.
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22. Un proceso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 14-21 en el que
la proporcion molar entre el 5-metoximetilfurfural y la metanol oxidasa esta entre
1:0,00066.

23. Un proceso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 13-22, en el que

el tiempo de reaccion esta entre 1 h'y 145 h.

24. Un proceso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 13-23, en el que

se afiade H,O, al medio de reaccion.

25. Un proceso de acuerdo con la reivindicacion 24, en el que se afade H,O, a una

concentracion final de 1,5 mM.

26. Un proceso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 13-25 en el que
la aril-alcohol oxidasa es de Pleurotus eryngii, de Pleurotus ostreatus, de Pleurotus

pulmonarius o de Bjerkandera adusta.

27. Un proceso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 13-26 en el que

la aril-alcohol oxidasa es de Pleurotus eryngii.

28. Un proceso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 13-27 en el que
la aril-alcohol oxidasa comprende una secuencia de aminoacidos con al menos un
60 % de identidad con SEQ ID NO. 1.

29. Un proceso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 13-28 en el que

la aril-alcohol oxidasa consiste en SEQ ID NO. 1.

30. Un proceso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 13-29 en el que
la peroxigenasa inespecifica es de Agrocybe aegerita, de Marasmius rotula, de

Coprinopsis cinerea o de Chaetomium globosum.

31. Un proceso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 13-30 en el que

la peroxigenasa inespecifica es de Agrocybe aegerita.

32. Un proceso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 13-31 en el que

la peroxigenasa inespecifica comprende una secuencia de aminoacidos con al menos
19
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un 60 % de identidad con SEQ ID NO. 3.

33. Un proceso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 13-32 en el que

la peroxigenasa inespecifica consiste en SEQ ID NO. 3.

34. Un proceso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 14-33 en el que

la metanol oxidasa es de Pichia pastoris.
35. Un proceso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 14-34 en el que
la metanol oxidasa comprende una secuencia de aminoacidos con al menos un 60 %

de identidad con SEQ ID NO. 2.

36. Un proceso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 14-35 en el que
la metanol oxidasa consiste en SEQ ID NO. 2.
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