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DESCRIPCION
Composicion para preparar tagatosa y método para preparar tagatosa a partir de fructosa
[Campo técnico]

La presente invencion se refiere a una composicion para preparar tagatosa y a un método para preparar tagatosa a
partir de fructosa, y mas particularmente, a un gen que codifica una fructosa 4-epimerasa termdfila derivada de
microorganismos termdfilos y a un método para preparar tagatosa a partir de fructosa utilizando la enzima.

[Técnica antecedente]

La tagatosa es un epimero de D-fructosa, y tiene un sabor dulce natural dificilmente distinguible de la sacarosa y
propiedades fisicas similares a la sacarosa. Tagatosa es un edulcorante natural, que esta presente en una pequefia
cantidad en alimentos como la leche, el queso, el cacao y similares, y en frutas dulces tal como manzanas y
mandarina. La tagatosa tiene un valor caldérico de 1,5 kcal/g, que es un tercio del de la sacarosa, y un indice
glucémico (IG) de 3, que es el 5% del de la sacarosa. La tagatosa tiene un sabor dulce similar al de la sacarosa y
tiene diversos beneficios para la salud. En este sentido, la tagatosa se puede utilizar como un edulcorante alternativo
capaz de satisfacer tanto el sabor como la salud cuando se aplica a una amplia diversidad de productos.

Se sabe que la tagatosa se puede producir a partir de galactosa mediante un método quimico (reaccioén catalitica) o
un método bioldgico (reaccién enzimatica de isomerizacion) (publicacion de patente de coreana abierta a inspeccion
publica N.° 2009-0082774, publicada el 31 de julio de 2009).

Deok-Kun Oh "Tagatose: properties, applications, and biotechnological processes" (Applied Microbiology and
Biotechnology, vol. 76, n.° 1, 10 de mayo de 2007, pagina 1-8) describe la produccion biolégica de tagatosa
utilizando varias fuentes de biocatalizador.

Pil Kim "Current studies on biological tagatose production using L-arabinose isomerase: a review and future
perspective" (Applied Microbiology and Biotechnology, vol. 65, 1 de enero de 2004, paginas 243-249) describen la
produccion bioldgica de tagatosa usando L-arabinosa isomerasa.

Kim, Hye-Jung et al. "Novel activity of UDP-galactose-4-epimerase for free monosaccharide and activity improvement
by active site-saturation mutagenesis" (Applied Microbiology and Biotechnology, vol. 163, n.° 3, 2011, pagina 444-
451), describe la conversion de fructosa en tagatosa por la GalE-galactosa-4-epimerasa de E. coli.

Para producir econdmicamente galactosa como materia prima para las reacciones anteriores, se han realizado
estudios para desarrollar diversas materias primas que contienen galactosa, un método para obtener galactosa y un
método para producir tagatosa utilizando las materias primas. La lactosa se ha utilizado como la materia prima mas
representativa de la galactosa. Sin embargo, el precio de la lactosa o los productos que contienen lactosa era
inestable, dependiendo de las cantidades producidas, la oferta y la demanda de leche cruda y lactosa en los
mercados mundiales, y similares. Dichas fluctuaciones en los precios alteran el suministro estable de materias
primas para producir tagatosa.

Especificamente, alrededor de 2012, el fuerte aumento en el precio global de la lactosa fue causado principalmente
por la rapida demanda de leche desnatada en polvo y leche entera en polvo que contenia lactosa debido al rapido
crecimiento econdémico en China y la disminuciéon de la produccion anual de leche en los paises productores de
lacteos debido a calentamiento global. Dichas fluctuaciones de precios en el precio de las materias primas hacen
que la produccion estable de tagatosa sea dificil. Por consiguiente, existe la necesidad de un nuevo método para
preparar tagatosa usando sacaridos comunes (sacarosa, glucosa, fructosa y similares).

[Descripcion]
[Problema técnico]
En el pasado, la tagatosa se producia utilizando galactosa descompuesta a partir de diversos recursos biolégicos, tal

como permeado de suero de leche, que es un subproducto soluble como materia prima alimentaria, excepto la
lactosa, y el alerce que es biomasa vegetal.
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Sin embargo, no hay materias primas adecuadas que puedan producirse comercialmente o aproximarse a la
comercializacion en términos de suministro estable de materias primas y eficiencia de inversion.

Un objeto de la presente invencién es proporcionar una composicion para preparar tagatosa a partir de sacaridos
comunes mas adecuada para aplicaciones industriales que los métodos anteriores para preparar tagatosa a partir de
galactosa, y un método para preparar tagatosa.

Especificamente, la presente invencion tiene el objetivo de proporcionar una nueva proteina enzimatica, cuya
funcién no se aclara en la técnica anterior, y que tiene actividad de D-fructosa 4-epimerasa y es capaz de preparar
tagatosa con alto rendimiento a partir de fructosa, un gen que codifica la misma, una composicién para preparar
tagatosa usando la misma, y un método para preparar tagatosa a partir de fructosa.

[Solucidn técnica]

La presente invencion proporciona un método para preparar tagatosa a partir de fructosa, que incluye: hacer
reaccionar una composicién que comprende una proteina que tiene una secuencia de aminoacidos expuesta en las
SEQ ID NOs: 1 a 7 o un microorganismo que expresa la proteina con fructosa.

[Efectos ventajosos]

La presente invencién proporciona un método para producir tagatosa, que es econémico y tiene un alto rendimiento
utilizando una materia prima comun, fructosa, desarrollando una nueva D-fructosa 4-epimerasa que tiene una
actividad para producir tagatosa al epimerizar fructosa en el carbono nimero 4.

Ademas, la presente invencién proporciona un método para producir tagatosa, que es econémico y tiene un alto
rendimiento utilizando una materia prima comun, fructosa, en lugar de lactosa con fluctuaciones violentas de precios,
reduciendo de este modo los costes de produccién.

En general, como es bien sabido en la técnica que la fructosa se puede producir industrialmente a partir de glucosa
0 sacarosa, las materias primas sugeridas en el presente documento abarcan, no solo la fructosa, sino también
materias primas que contienen fructosa total o parcialmente, de tal forma que se puede garantizar una produccion
mas econoémica. Concretamente, la presente descripcion abarca la produccion de tagatosa a través de la conversion
enzimatica de almidoén, azucar en bruto o sacarosa.

Ademas, la presente invencion puede producir tagatosa a partir de fructosa, lo que garantiza una produccién en
masa eficiente de tagatosa que llama la atencién como un importante material alimenticio en la actualidad.

[Descripcién de los dibujos]

La Figura 1a a la Figura 1g muestran mapas de escision de vectores recombinantes para expresar siete D-
fructosa 4-epimerasas derivadas de cada uno de los microorganismos termdfilos.

La Figura 2a a la Figura 2g muestran graficos de HPLC que representan siete rutas de preparaciéon de
tagatosa derivadas de cada uno de los microorganismos termofilos a través de reacciones de D-fructosa 4-
epimerasa utilizando fructosa como sustrato.

La Figura 3a a la Figura 3g muestran graficos que representan la actividad de siete D-fructosa 4-
epimerasas derivadas de cada uno de los microorganismos terméfilos, dependiendo de la temperatura.

La Figura 4a a la Figura 4g muestran graficos que representan la actividad de siete D-fructosa 4-
epimerasas derivadas de cada uno de los microorganismos terméfilos, dependiendo del cambio del pH.

La Figura 5a a la Figura 5g muestran graficos que representan la actividad de siete D-fructosa 4-
epimerasas derivadas de cada uno de los microorganismos termdfilos, dependiendo de los tipos de iones
metalicos.

La Figura 6a a la Figura 6g muestran las secuencias de aminoacidos de las proteinas expuestas en la SEQ
ID NO: 1 ala SEQ ID NO: 7 derivadas de cada uno de los siete microorganismos termofilos.

[Mejor modo]
En lo sucesivo en el presente documento, la presente invencién se describird con mas detalle basandose en formas

de realizacién concretas. La presente invencion no pretende ser una limitacién por las formas de realizacién. Las
descripciones de los detalles evidentes para los expertos en la técnica que tienen conocimientos ordinarios en este
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campo técnico o campo relevante se omitiran en el presente documento.

Como se usa en el presente documento, el término "carbono en la posicién n (en lo sucesivo en el presente
documento denominado Cn)" se refiere a una posicion del carbono definida de acuerdo con la nomenclatura IUPAC,
en la que n es un numero entero de 1 o mas. Por ejemplo, la "epimerizacién en la posicién 4 del carbono 4" se
expresa como "epimerizacién C4".

La presente descripcion proporciona una composicion para preparar tagatosa a partir de fructosa, que incluye: una
proteina que tiene una secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 1 a la SEQ ID NO: 7 o un
microorganismo que expresa la proteina.

En general, los monosacaridos se pueden clasificar en aldohexosas y cetohexosas. Una aldohexosa se refiere a una
aldosa que tiene seis atomos de carbono y un grupo aldehido en un extremo de la misma. Los ejemplos de la
aldohexosa incluyen glucosa, galactosa, alosa, gulosa, altrosa, manosa, talosa e idosa, sin limitarse a las mismas.

Ademas, una cetohexosa se refiere a un monosacarido que tiene seis atomos de carbono y un grupo cetona. Los
ejemplos de la cetohexosa incluyen fructosa, tagatosa, psicosa y sorbosa, sin limitarse a las mismas.
Especificamente, la fructosa se utiliza como cetohexosa. Como se usa en el presente documento, tanto la fructosa
como la tagatosa se refieren a D-fructosa y D-tagatosa, a menos que se especifique lo contrario.

Una secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 7 puede ser una enzima que tiene una actividad para
producir tagatosa mediante la epimerizacion de fructosa en el nimero de carbono 4.

Especificamente, los presentes inventores utilizaron microorganismos que pertenecen al género termdfilo
Rhodothermus, al género Thermoanaerobacter, al género Thermotoga, y al género Dictyoglomus. Dado que las
enzimas producidas a partir de microorganismos termdfilos tienen las mismas funciones que las producidas a partir
de microorganismos mesofilos, pueden llevar a cabo una reaccién estable en condiciones extremas (alta
temperatura, o similares), pueden prevenir la contaminacién por microorganismos mesdfilos, pueden aumentar la
solubilidad de los materiales que tienen baja solubilidad en sustratos, y pueden aumentar la velocidad de reaccion,
las enzimas producidas a partir de microorganismos terméfilos pueden superar las desventajas industriales de las
enzimas mesodfilas. Los presentes inventores cribaron las fructosa 4-epimerasas a partir de los microorganismos
termofilos mencionados anteriormente y después, entre sus genes nativos, finalmente identificaron polinucleétidos
novedosos, que expresaban enzimas capaces de convertir fructosa en tagatosa. La presente descripcion
proporciona una enzima que convierte la fructosa en tagatosa sintetizando una secuencia de polinucleétidos
optimizada para sobreexpresar eficazmente una proteina, insertando el polinucleétido en un vector recombinante, y
expresando una enzima.

Una secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 1 a la SEQ ID NO: 7 puede transformarse mediante un
vector recombinante que incluye un gen que codifica una proteina que tiene la secuencia anterior.

Los ejemplos de microorganismos para la transformacion incluyen Escherichia. coli, (denominada en lo sucesivo en
el presente documento E. coli), Corynebacterum glutamicum, Aspergillus oryzae, o Bacillus subtilis, y similares. Los
ejemplos de microorganismos transformados por E. coli pueden incluir Escherichia coli BL21(DE3)-pET21a-
RM(nimero de acceso: KCCM11576P), Escherichia coli BL21(DE3)-pET21a-TAM(niumero de acceso:
KCCM11577P), Escherichia coli BL21(DE3)-pET21a-TAS(numero de acceso: KCCM11578P), Escherichia coli
BL21(DE3)-pET21a-TAX(numero de acceso: KCCM11579P), Escherichia coli BL21(DE3)-pET21a-TP(numero de
acceso: KCCM11580P), Escherichia coli BL21(DE3)-pET21a-TL(nimero de acceso: KCCM11581P), y Escherichia
coli BL21(DE3)-pET21a-DT(numero de acceso: KCCM11582P), que se depositaron en el Korean Culture Center of
Microorganisms (KCCM)(361-221 Hongje 1-dong, Seodaemun-gu, Seul, Corea) el 6 de octubre de 2014 como los
numeros de acceso KCCM11576P, KCCM11577P, KCCM11578P, KCCM11579P, KCCM11580P, KCCM11581P, y
KCCM11582P, respectivamente.

Especificamente, una proteina que tiene una secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 1 puede ser
una enzima derivada de Rhodothermus marinus.

La proteina puede tener un peso molecular de 55 kDa a 60 kDa, una temperatura de actividad 6ptima de 50 °C a 90
°C, y un pH de actividad 6ptimo de 6,0 a 9,0.

Mas especificamente, la temperatura de actividad optima puede ser de 60 °C a 80 °C, y el pH de actividad 6ptimo
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puede ser de 7,0 a 9,0.

Especificamente, una proteina que tiene una secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 2 puede ser
una enzima derivada de Thermotoga petrophila.

La proteina puede tener un peso molecular de 55 kDa a 58 kDa, una temperatura de actividad 6ptima de 50°C a
90°C, y un pH de actividad 6ptimo de 7,0 a 9,0.

Mas especificamente, la temperatura de actividad 6ptima puede ser de 70 °C a 90 °C.

Especificamente, una proteina que tiene una secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 3 puede ser
una enzima derivada de Thermotoga lettingae.

La proteina puede tener un peso molecular de 55 kDa a 58 kDa, una temperatura de actividad 6ptima de 50 °C a 90
°C, y un pH de actividad éptimo de 7,0 a 9,0.

Mas especificamente, la temperatura de actividad 6ptima puede ser de 60 °C a 80 °C.

Especificamente, una proteina que tiene una secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 4 puede ser
una enzima derivada de Thermoanaerobacter mathranii.

La proteina puede tener un peso molecular de 55 kDa a 58 kDa, una temperatura de actividad 6ptima de 50 °C a 90
°C, y un pH de actividad éptimo de 7,0 a 10,0.

Mas especificamente, la temperatura de actividad 6ptima puede ser de 70 °C a 90 °C y el pH de actividad 6ptimo
puede ser de 8,0 a 10,0.

Especificamente, una proteina que tiene una secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 5 puede ser
una enzima derivada de Dictyoglomus turgidum.

La proteina puede tener un peso molecular de 55 kDa a 58 kDa, una temperatura de actividad 6ptima de 50 °C a 90
°C, y un pH de actividad éptimo de 7,0 a 9,0.

Mas especificamente, la temperatura de actividad 6ptima puede ser de 60 °C a 80 °C.

Especificamente, una proteina que tiene una secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 6 puede ser
una enzima derivada de Thermoanaerobacterium xylanolyticum.

La proteina puede tener un peso molecular de 53 kDa a 58 kDa, una temperatura de actividad 6ptima de 50 °C a 90
°C, y un pH de actividad 6ptimo de 6,0 a 9,0.

Mas especificamente, la temperatura de actividad 6ptima puede ser de 60 °C a 80 °C y el pH de actividad 6ptimo
puede ser de 6,0 a 8,0.

Especificamente, una proteina que tiene una secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 7 puede ser
una enzima derivada de Thermoanaerobacter siderophilus.

La proteina puede tener un peso molecular de 55 kDa a 58 kDa, una temperatura de actividad 6ptima de 50 °C a 80
°C, y un pH de actividad éptimo de 7,0 a 10,0.

Mas especificamente, la temperatura de actividad 6ptima puede ser de 60 °C a 80 °C y el pH de actividad 6ptimo
puede ser de 8,0 a 10,0.

La presente invencion proporciona un método para preparar tagatosa a partir de fructosa, que incluye: hacer
reaccionar una composicién que comprende una proteina que tiene una secuencia de aminoacidos expuesta en las
SEQ ID NOs: 1 a 7 o un microorganismo que expresa la proteina con fructosa.

Especificamente, la reaccion puede llevarse a cabo de 50 °C a 80 °C.
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Ademas, la reaccion puede llevarse a cabo a pH 6,0 a 9,0.

Ademas, la reaccién puede llevar a cabo afiadiendo ademas iones de magnesio, iones de cinc, iones de niquel,
iones de cobalto, iones de hierro, iones de manganeso, o una mezcla de los mismos.

Ademas, como un sustrato, la fructosa puede estar presente en una concentracion del 5% (p/v) al 60% (p/v).

De acuerdo con una forma de realizacion, la fructosa se puede obtener a partir de sacarosa o glucosa. Como
resultado, la presente invencién puede proporcionar un método para producir tagatosa con alto rendimiento
utilizando materias primas comunes y econdmicas tales como glucosa, fructosa, sacarosa y similares, que permiten
la producciéon en masa de tagatosa.

Por consiguiente, el método puede incluir ademas hidrolizar sacarosa o isomerizar glucosa para producir fructosa
antes de la reaccién de la composicién de acuerdo con una cualquiera de las formas de realizacion de la presente
invencion con fructosa.

Las enzimas utilizadas en la hidrélisis pueden ser al menos una seleccionada del grupo que consiste en 3-D-
fructosidasa que incluye [B-fructofuranosidasa, invertasa, sacarasa y similares; sucrasa, a-glucosidasa y a-D-
glucohidrolasa, sin limitarse a las mismas.

Los ejemplos de la enzima que isomeriza glucosa pueden incluir glucosa isomerasa y fosfogluco isomerasa, sin
limitarse a las mismas.

Ejemplo

Ejemplo 1. Preparacion de un microorganismo recombinante que produce D-fructosa 4-epimerasa

Los polinucledtidos que codifican las secuencias de aminoacidos expuestas en la SEQ ID NO: 1 a la SEQ ID NO: 7
(Figura 6a a Figura 6g) mostradas en la Tabla 1 derivadas de siete microorganismos termdfilos se insertaron en un
sitio de restriccion en un vector de expresién pET21a (Novagen) utilizando las enzimas de restriccion Ndel y Xhol,
preparando de este modo los vectores recombinantes pET21a-RM, pET21a-TAM, pET21a-TAS, pET21a-TAX,
pET21a-TP, pET21a-TL, y pET21a-DT (Figura 1a a Figura 1g). Los vectores recombinantes se sometieron a un
método de choque térmico (Sambrook y Russell: Molecular Cloning.) para transformar BL21 de E. coli (DE3)
(Invitrogen), preparando de este modo un microorganismo recombinante.

TABLA 1
Lista de microorganismos termofilos
RM Rhodothermus marinus
TAM Thermoanaerobacter mathranii
TAS | Thermoanaerobacter siderophilus SR4
TAX | Thermoanaerobacterium xylanolyticum

TP Thermotoga petrophila
TL Thermotoga lettingae
DT Dictyoglomus turgidum

El microorganismo recombinante transformado se inocul6 en 5 ml de medio de LB-ampicilina (Difco), se cultivd por
agitacion a 37 °C y 180 rpm hasta que la absorbancia (DO) alcanzé 1,5 nm, y después se inoculd en un medio de
LB-ampicilina de 500 ml. Después, se afiadio lactosa 5 mM a la masa resultante para inducir la sobreexpresion de la
enzima diana seguido de cultivo en una incubadora de agitaciéon a 37 °C. Las condiciones de cultivo se mantuvieron
a 37 °C y 180 rpm durante 16 horas. Posteriormente, la masa resultante se centrifugé en una centrifuga a 4.000 rpm
durante 20 minutos para recoger solamente microorganismos recombinantes.

Por lo tanto, los microorganismos recombinantes preparados se nombraron Escherichia coli BL21(DE3)-pET21a-
RM(nimero de acceso: KCCM11576P), Escherichia coli BL21(DE3)-pET21a-TAM(niumero de acceso:
KCCM11577P), Escherichia coli BL21(DE3)-pET21a-TAS(numero de acceso: KCCM11578P), Escherichia coli
BL21(DE3)-pET21a-TAX(numero de acceso: KCCM11579P), Escherichia coli BL21(DE3)-pET21a-TP(numero de
acceso: KCCM11580P), Escherichia coli BL21(DE3)-pET21a-TL(numero de acceso: KCCM11581P), y Escherichia
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coli BL21(DE3)-pET21a-DT(numero de acceso: KCCM11582P), que se depositaron en el Korean Culture Center of
Microorganisms (KCCM)(361-221 Hongje 1-dong, Seodaemun-gu, Seul, Corea) el 6 de octubre de 2014 como los
numeros de acceso KCCM11576P, KCCM11577P, KCCM11578P, KCCM11579P, KCCM11580P, KCCM11581P, y
KCCM11582P, respectivamente.

Ejemplo 2. Purificacion e identificacion de propiedades de la D-fructosa 4-epimerasa
2-1. Purificacion de D-fructosa 4-epimerasa

Siete microorganismos recogidos en el Ejemplo 1 se disolvieron en un tampén de lisis (K-fosfato 50 mM) y después
se alteraron utilizando un procesador ultrasénico a 4 °C durante 10 minutos. El liquido alterado se sometié a
tratamiento térmico en una incubadora de agitacion a 60 °C durante 30 minutos, seguido de centrifugaciéon a 13.000
rpm durante 10 minutos para obtener los sobrenadantes. Los sobrenadantes obtenidos se aplicaron a DEAE de Q-
Sefarosa equilibrada con el tampdn de lisis, seguido de K-fosfato 50 mM de flujo secuencial y una solucién de
tampdn que contenia NaCl 200 mM, purificando de este modo las proteinas deseadas. Las proteinas eluidas se
dializaron con una solucién tampén para la evaluacién de la actividad enzimatica (K-fosfato 50 mM, pH 7), que
después se us6 en el siguiente experimento. Ademas, siete D-fructosa-4-epimerasas purificadas, RM, TAM, TAS,
TAX, TP, TL y DT se sometieron a electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sédico (SDS-PAGE) y se
encontré que tenian un peso molecular de aproximadamente 58 kDa, 56 kDa, 56 kDa, 55 kDa, 56 kDa, 57 kDa, y
57kDa, respectivamente.

2-2. Analisis de actividad de la D-fructosa 4-epimerasa dependiendo de los cambios en la temperatura y el
pH

Para identificar la actividad de siete D-fructosa 4-epimerasas purificadas en el Ejemplo 2-1 dependiendo de los
cambios en el pH y la temperatura, las enzimas se hicieron reaccionar con el sustrato de fructosa a un pH y
temperatura variables.

La medicion de la actividad se realizd haciendo reaccionar fructosa 50 mM, 1 mg/ml de enzimas y NiSO4 0,1 mM a
cada pH e intervalo de temperatura, seguido de la inactivacién del producto de reaccién con hielo, y después se
analizé mediante HPLC. EIl andlisis de HPLC se realiz6 utilizando una columna SUGAR SP0810 (Shodex) a 80 °C
mientras el agua fluia como una fase mévil a un caudal de 0,6 ml/min, seguido de la deteccién de tagatosa utilizando
un detector de indice de refraccion diferencial para analizar la productividad de la tagatosa.

En primer lugar, para evaluar la actividad de las enzimas a pH 7 dependiendo del cambio de temperatura, se midio
la productividad de la tagatosa de 40 °C a 90 °C. Como resultado, entre las siete enzimas, dos enzimas TAM y TP
mostraron una tasa de conversidon maxima a 80 °C, mientras que cinco enzimas RM, TAS, TAX, TL y DT mostraron
una tasa de conversién maxima a 70°C (Figura 3a a Figura 3g).

Ademas, para evaluar la actividad de las enzimas dependiendo del cambio de pH, se midi6 la productividad de la
tagatosa a 70 °C utilizando soluciones tampén de acetato de sodio 50 mM a pH 4-6, K-fosfato 50 mM a pH 6-8 y
Tris-HCI 50 mM de pH 7 a pH 9, respectivamente. Como resultado, se confirmd que las enzimas demostraron una
actividad maxima a diferentes valores de pH, especificamente una actividad alta de pH 7 a pH 9.

Especificamente, TAX present6 alta actividad a pH 7, TP, TL, RM y DT presentaron alta actividad a pH 8, y TAS y
TAM presentaron alta actividad a pH 9. Ademas, entre las soluciones tampdn correspondientes a los valores de pH
anteriores, se confirmd que la solucion tampdn Tris-HCI presentd la actividad maxima (Figura 4a a Figura 4g).

Como se ve a partir de la Figura 5a a la Figura 5g, se confirmé que las enzimas del Ejemplo 2-1 podrian producir
tagatosa a partir de fructosa.

[2-3. Andlisis de la demanda de iones metalicos de D-fructosa 4-epimerasa
Se sabe que las epimerasas conocidas previamente (psicosa 3-epimerasa) e isomerasas (glucosa isomerasa,
arabionosa isomerasa) requieren iones metalicos. La evaluacién se realizdé para determinar si los iones metalicos

influyen en las D-fructosa 4-epimerasas obtenidas en el Ejemplo 2-1.

Se trataron siete proteinas purificadas en el Ejemplo 2-1 con iones metdlicos a través de 1 mM de NiSOa, NiClz,
CuCl2, MnClz, CaClz, ZnSO4, MgSO4, MgCl2, FeSO4, NaCl, LiCl, KCl o CoClz, midiendo de este modo la actividad

7
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enzimatica. Como grupo de control, siete enzimas no se trataron con iones metdlicos. La comparaciéon de la
actividad enzimatica entre las enzimas tratadas con iones metalicos y las enzimas no tratadas se muestra en la
Figura 5a a la Figura 5g.

Como se muestra en la Figura 5a a la Figura 5g, se confirmé que las enzimas del Ejemplo 2-1 inhibian el aumento
de la actividad debido a la adicion de iones de niquel e iones de cobalto, lo que indica el requisito de i6n metalico.
Especificamente, se confirmé que NiSO4 proporcionaba la maxima actividad.

Ejemplo 3. Preparacion de tagatosa a partir de fructosa

La productividad de la tagatosa se midid en condiciones de reaccion enzimatica Optimas seleccionadas en el
Ejemplo 2. Especificamente, se hizo reaccionar 1 mg/ml de D-fructosa 4-epimerasas purificadas en el Ejemplo 2-1
con 20 g/l (en una concentracion de aproximadamente 110 mM) de fructosa a una temperatura de reaccién, por
ejemplo, a 80 °C para dos enzimas TAM y TP, a 70°C para cinco enzimas RM, TAS, TAX, TL y DT en sulfato de
niquel 0,1 mM, y a pH 7 para TAX, pH 8 para TP, TL, RM y DT, y a pH 9 para TAS y TAM, utilizando una solucion
tampodn Tris-HCI 50 mM preparada correspondiente a cada uno de los valores de pH.

El analisis de HPLC se realizdé por el mismo método que en el Ejemplo 2-2 (Figura 2a a Figura 2g). La tasa de
conversion de fructosa en tagatosa se determiné a partir de la cantidad de tagatosa producida a partir de la reaccion.

Los resultados se muestran en la Tabla 2.
TABLA 2
Concentracion de fructosa (g/l) | Concentracion de tagatosa (g/l) | Tasa de conversién (%)
RM 20 3,8 19,0
TAX 20 1,7 8,6
TAM 20 3,3 16,7
TAS 20 2,5 12,4
TP 20 3,6 18,1
TL 20 3,9 19,4
DT 20 2,5 12,6

La solucion después de la reaccion anterior (una solucién mixta de tagatosa y fructosa) se sometié a decoloracion
(utilizando carbono activado), purificacion de intercambio idnico, cromatografia y procesos de cristalizacion,
recogiendo de este modo la tagatosa cristalina final.
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Arg
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Met
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Arg
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Tyr
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Arg
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Phe

Glu
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Glu

Gly

Glu
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95
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Gly
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Asp

val

Gly

Glu

Glu

255

Glu
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Asp
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Pro

Val
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Phe

Tyr
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Met
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Leu
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Phe
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val

Pro

305

Ile

Gln

Ser
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Lys

385

Leu

Phe
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Tyr

465
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Ala
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Leu
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Thr

370
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Glu

Ala
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450

Gln
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Leu
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Ala

325

Tyr
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Thr

Leu
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405

Pro

Leu

Ile

Ser

Leu
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Asp

Ser
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His

Glu

310
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Lys

Phe

Ser

Phe

390

Lys

Asn

Phe

Tyr

Ala
470

Asn

Arg

Leu

Ser
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70

Lys

295

Phe
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Leu
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375
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Ala
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Pro

55
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Tyr

Glu
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Lys

Asn

425

Ser

Leu
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330
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Thr
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Val

410
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Tyr

Asp

Asn

Lys
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Gly

Ser

Pro

15

Asp

Ile

315

His

Ser

Gln

Val

Lys

395

Leu

Gln

Gly

Lys
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475

Pro
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Ile

Glu

Leu
75

Phe

300

Asp

Tyr

Gly

His

Asn

380

Ile

Ile

Ile
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Tyr

460
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Val
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60

Asn
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Ala
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Leu
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Leu

445
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Ser
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Lys

45
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Phe

Ser
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Ile
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350

Phe
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Leu
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Ser

430

Leu
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Lys

Ile

Ile

30

Gln

Lys

Glu

Leu
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Ser

335

Lys

His

Phe

Asn

Asp

415

Gln

Asp

Glu

Ile

Phe

15

Phe

Asn

Ile

Asn

Ala

Asp

320

Gln

Phe

Ile

Glu

Asn

400

Asp

Pro

Glu

His

Phe
480

Ile

Vval
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Glu
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Lys
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Leu

145

Tyr

Ala

Ile

Glu

Lys

225

Glu

Glu

Glu
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Leu
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Gly

Thr

Lys
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Ala

385
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Ser
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Leu
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Glu
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210

Arg
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Met

Val
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290

Ala
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370
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Leu

Ser

Ser

115

Pro
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Ala
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Ser
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Ala

Ser

355
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Leu

Lys

Phe
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Ala

Arg
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Ala
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Ile

Ser

Lys

Lys

Tyr

260

Ile

Ala

Lys

Lys

Leu

340
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Thr

Phe
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Glu
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Glu

Ala

Ala
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Ser

245
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Lys
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Met
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Val
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Arg

Phe
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Ser
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Lys
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185
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Trp
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Tyr
410

16

Pro
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315
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Lys
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Thr
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300

Gly
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Ala
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Tyr
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Val
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Ile
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Tyr
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Lys
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365
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Lys
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Asp
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Ala

335
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Ala

Thr
415
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Ala
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Val
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Glu
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Glu

465

Leu

Glu
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Glu

450
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Phe

<210>6

<211> 482

Phe

Asn

435
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Tyr

Glu
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Met Val Gly Asn

1

Tyr
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Leu
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Ala
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Thr
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Ser
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Leu
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Asp
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Glu
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Leu

Lys
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Glu
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Ile
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Ile

Ala
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Tyr
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Tyr

Leu
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Asp

Met
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460
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Ser

Thr

Leu

Lys
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Thr

Leu
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Leu
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445
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Leu
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Ala
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410
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Ser
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Lys
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Phe
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315

Tyr

Gly

Lys

Asn

Ile

395

Ile

Phe

Val

Tyr

Leu
475

Glu

Phe

Asp

Asp
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300

Tyr

Asp

Ser

Asn

Leu

380
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Leu

Glu

460

Lys

Asp

Val

Leu
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285

Ser

Val

Leu

Asp
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365

Ile

Leu

Lys

Ile

Leu

445

Glu

Glu

Glu

Glu

Glu

270

Leu

Ile

Gly

Thr

Lys

350

His

Tyr

Ser

Asp

Arg

430

Asp

Glu

Ile

Leu

Lys

255

Ile

Phe

Ala

Asp

Lys

335

Phe

Ile

Lys

Asn

Asp
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Pro

Leu

His

Phe
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Leu
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Ser

val
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Leu
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Lys
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20 25 30

Ala Lys Lys Asp Ser Asp Lys Lys Ile Gly Leu Leu Thr Asn Gly Asn
35 40 45

Phe Lys Leu Ser Ser Pro His Phe Ala Glu Asp Lys Tyr Val Glu Glu
50 55 60

Leu Gly Phe Tyr Ile Asn Leu Tyr Pro Leu Thr Tyr Glu Asn Tyr Leu
65 70 75 80

Ile Leu Lys Asp Asn Phe Gly Ile Ser Pro Val Thr Cys Lys Glu Lys
85 90 95

Ala Ser Phe Gly Thr Gly Asp Arg Leu Gly Leu Ala Thr Pro Ala His
100 105 110

Ile Lys Ala Leu Lys Asn Tyr Asn Val Phe Pro Val Leu Ala Gln Gln
115 120 125

Ser Pro Arg Glu Leu Val Lys Thr His Arg Asp Phe Lys Asp Val Phe
130 135 140

Leu Lys Val Ile Leu Gly Val Leu Glu Ala Gly Tyr Ala Gly Gly Tyr
145 150 155 160

Gly Ala Asp Ala Asp His Ile Lys Asp Glu Lys Tyr Leu Ile Glu Ala
165 170 175

Ile Asp Ala Gly Tyr Thr Met Tyr Thr Leu Asp Leu Ser Asp Leu Leu
180 185 190

Val Lys Ile Ser Asp Met Pro Lys Ser Gln Leu Lys Glu Lys Ala Gln
195 200 205

Ser Leu Ser Ser Gln Ser Arg Glu Ile Ile Asp Arg Phe Lys Gly Lys
210 215 220

Lys Phe Ser Ile Ser Thr Asp Glu Asp Phe Ala Val Ser Glu Asp Glu
225 230 235 240

Leu Tyr Lys Ser Ala Leu Thr Tyr Glu Lys Ala Met Lys Phe Val Glu
245 250 255

Lys Val Tyr Gly Ile Leu Lys Asp Arg Leu Gln His Phe Asp Leu Glu
260 265 270

Ile Ser Ile Asp Glu Gly Glu Lys Asp Thr Thr Val Glu Asp His Ile
275 280 285

Phe Val Ala Glu Tyr Leu His Arg Lys Gly Ile Asp Phe Trp Ser Leu
290 295 300

Ala Pro Lys Phe Pro Gly Glu Phe Gln Lys Ala Ile Asp Tyr Lys Gly
305 310 315 320

Asp Ile Lys Lys Phe Thr Ser Gly Leu Lys Lys His Tyr Phe Leu Ser
325 330 335

Lys Lys Leu Gly Gly Tyr Lys Leu Ser Leu His Ser Gly Ser Asp Lys
340 345 350

Phe Ser Ile Tyr Lys Ile Phe Asn Glu Ile Thr Glu Gly Asn Phe His
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REIVINDICACIONES

1. Un método para preparar tagatosa a partir de fructosa, que comprende: hacer reaccionar una
composicion que comprende una proteina que tiene una secuencia de aminoacidos expuesta en las SEQ ID NOs: 1
a 7 o0 un microorganismo que expresa la proteina con fructosa.

2. El método para preparar tagatosa a partir de fructosa de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que la
reaccion se realiza en cualquiera de las siguientes condiciones:

a) una temperatura de reaccion de 50 °C a 80 °C,
b) un pH de reaccién de 6,0 2 9,0, y
¢) una concentracion de fructosa del 5% (p/v) al 60% (p/v).

3. El método para preparar tagatosa a partir de fructosa de acuerdo con la reivindicacion 1, que
comprende, ademas: afiadir iones de magnesio, iones de cinc, iones de niquel, iones de cobalto, iones de hierro,
iones de manganeso, o una mezcla de los mismos.

4. El método de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que la proteina es una proteina enzimatica que
convierte la fructosa en tagatosa a través de la epimerizacion en la posicion carbono-4 de la fructosa.

5. El método de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el microorganismo se transforma con un
vector recombinante que comprende un gen que codifica la proteina que tiene una secuencia de aminoacidos
expuesta en cualquiera de las SEQ ID NOs: 1 a 7.

6. El método de acuerdo con la reivindicaciéon 1, en el que la proteina que tiene una secuencia de
aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO:1 se deriva de Rhodothermus marinus.

7. El método de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que la proteina que tiene una secuencia de
aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO:2 se deriva de Thermotoga petrophila.

8. El método de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que la proteina que tiene una secuencia de
aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO:3 se deriva de Thermotoga lettingae.

9. El método de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que la proteina que tiene una secuencia de
aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO:4 se deriva de Thermoanaerobacter mathranii.

10. El método de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que la proteina que tiene una secuencia de
aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO:5 se deriva de Dictyoglomu sturgidum.

11. El método de acuerdo con la reivindicaciéon 1, en el que la proteina que tiene una secuencia de
aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO:6 se deriva de Thermoanaerobacterium xylanolyticum.

12. El método de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que la proteina que tiene una secuencia de aminoacidos
expuesta en la SEQ ID NO:7 se deriva de Thermoanaerobacter siderophilus.
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Fig. 6a: Una secuencia de aminoacidos de proteina derivada de Rhodothermus marinus

MVTVLQTLLQRPRPLAEIDRAALARFLTDLIRQQVYPASL
EPTSEGVFFLARDGREKRLGILSEAGLHDFEGARHQLSLD
GRTLIFQSCPLTAANARALRQHLAWTAPRPLGLRASVGC
GDRLGLATPGHVRAVRKHKLAPVFAQQSIREMTRTGRTP
QQVLDEAMWGVFQEGWRQGYGADADHLKTEEDADRCI
EAGFTFFTIDPSAYVDNEVDTADAATLEAKVAALPWDAL
ETTLADLRRAYLGQHFQVGPYELSFEERTLLQALAKYGGA
IAHTARVYRHIAGRMGNRPFELEMSVDETEVPTSPAEHF
FVARELQRLGVRWISLAPRFVGRLEKGVDYIGDLEEFEAH
LKLHVAIARTLGPYKLSLHSGSDKFALYPLFARHAGELFH
LKTAGTSYLEALRAVAELDPPLFREILDFARDRYETDRATY
HYVSALLERVPKASDVPDDALPALLEQFDTRQVLHVTFGS
VLTATDADGRPRFRDRLLAVLQENEETYYRLLEAHFDRHL
APFDAK
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Fig. 6b: Una secuencia de aminodcidos de proteina derivada de Thermotoga petrophila

MVLKVFKDHFGRGYEVYEKSYREKDSLSFFLTKGEEGKIL
VVAGEKAPEGLSFFKKQRVEGVSFFFCERNHENLEVLRKY
FPDLKPVRAGLRASFGTGDRLGITTPAHVRALKDSGLFPI
FAQQSVRENERTGRTWRDVLDDATWGVFQEGYSEGFGA
DADHVKRPEDLVSAAREGFTMFTIDPSDHVRNLSKLTEK
ERNEKFEEILRKERIDRIYLGKKYSVLGEKIEFDEKNLRDA
ALVYYDAIAHVDMMYQILKDETPDFDFEVSVDETETPTS
PLFHIFVVEELRRRGVEFTNLALRFIGEWEKGIDYKGDLA
QFEREIKMHAEIARMFEGYKISLHSGSDKFSVYPAFASAT
GGLFHVKTAGTSYLEAVKVISMVNPELFREIYRCALDHFE
EDRKSYHISADLSKYPEVEKVKDEDLPGLFEDINVRQLIH
VIYGSVLKDASLKERLFKTLEQNEELFYETVAKHIKRHVD
LLKG

Fig. 6¢c: Una secuencia de aminoacidos de proteina derivada de Thermotoga lettingae

MAENIVEKFEKLFKGKYKIYYSSIRKLEKSFFFMIRDQKQK
YLISTAKKRICEKFEGKKIGRINDLDILMCPTNDYNCKVIR
TLFNINPSVCKKNTSFGFGDRLGLATPAHTTLINKYDVFP
VLAQQSVRELSRTHRNFKDVLDSAIWGIFESGYEGEFGA
DADHVKDINDLMQAAYEGYSMYTVDPSDHVKNIDKINRQ
GELVEFYKSHPLRKEIEMIYSGKVFSFEKSKFTMEDKELFR
IFVTYVDAIEHVVKCYEAIKNTKKNFDFEVSIDETSIPTSP
LAHIFIVHELRRRGVDFQTLALRFVGQWQKAIDYIGDLSYV
LESELSMHCEIVKSLSGYRLSLHSGSDKFSVYRIFTHYCD
GKLHVKTAGTSYLEAIRTVAEASPSLYRNIHKYALTCFEK
DNTSYHVTADINKIPDVDNVEDSKVVNLLDIPEVRQLIHI
TYGSVLTEKINGKYLFRDEIYRILHENEFLHYKRIRDHLGK
HLELLKN
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Fig. 6d: Una secuencia de aminoacidos de proteina derivada de Thermoanaerobacter

mathranii

MVEKSILEKLTDFLLNHSFVLYPNSLRKLKEDTYIFVAKKD
ADKKIGILTKENFKLTSPYFVEDKNVKEIDFYLNLYPLSFE
NYLILKNFGISPTPCRQKSSFGTGDRLGLVTPAHIVALKE
YPVFPVLAQQSPRELEKTHRDFKDALLKVILGVLEAGYTG
EFGADADHIKDEKYLLRAIEAGYTMYTLDVSELLTKILDIS
SNQVMQISPQSKEIIEAFKGKKISISEEEYTIREDELYKSAL
IYEKAMNFVEKVYSILKEKVKDFDLEISIDEGEKDTTVEDH
IFVAEYLHKKGIDFWSLAPKFPGEFQKAIDYKGDINKFAYV
ELKKHYAISQQLGGYKLSLHSGSDKFSIYEIFSEVTQHSFH
IKTSGTSWLQAVNLIFEKNKKLFYELYKIALNNLEESKKAY
KVLIDKDDFAEEPNLENVQILSQPEIKQLFHISYGVLLDEK
KEEIYDVLDKYEEEHYQFVSANIKNHLGKIFNN

Fig. 6e: Una secuencia de aminoécidos de proteina derivada de Dictyoglomus turgidum
MLKLLNESLKPLSIFIYSESLRKINDDLYIFVAKIKDLKKIG
IVKQNQILYFSSPYFSEDKKIEGTNFLVNLYPLNFENYQKL
KEIIPISPKVCDKKISFGTGDRLGLITSAQLSALKEYDLFPI
LAQQSPRELIKTKRDFKDVLLKSAMGVLETGYTGKYGAD
ADHIKDEKYLMEAIDAGYTM YTLDISDFIEKIKDLSEKAL
KEKYEKVSSFSKKIIDKYAGKRVKISDEEYFELSYNELCKS
AIVYEKALSFVEMVYEILKSKLSEFDIEVSIDEGERDTTPE
DHFFVAQFLHDKGIDFKSLAPKFPGEFQKGIDYIGDIKEF
ERALKKHYALTKALEGYRLSLHSGSDKFSIYKIFYKITEGN
FHIKTSGTSWLEAVKVIAKFFPDLFVELYQIALENLEESKK
AYKVNITKEEFPKEIKEDYMEFLHKDNVRQLFHISYGVLL
DEKRKEIYDLLNQKEKEHYQYVSENIKKHLKNLFEEE
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Fig. 6f: Una secuencia de aminoacidos de proteina derivada de Thermoanaerobacterium

xylanolyticum

MVGNVSSVLKESGFQIYPDSLRKLGENTYIFVVKKQKEK
MIGILSNDELKLKEPYFSENKKISDNLQFNVYSFTFDNYYV
TLNGRFHIGPTICRENASFGTGDRLGLATAAQLDALKKFN
VFPILAQQSPRELVKTNRDFKDVLLKVVLGVLETGYIGHY
GADADHIKDEKYLLEGIDAGYTMYTLDLSEQLFDVSGAT
SLEIKEKAKTLSDVSRKIVEDFSGKSLNVGFGGHLVSEDEL
LKSAVAYEAAMKFVEKVNDILKEKLNDFDLEISIDEGGKYV
TTLEDHLFVAEYLHRNGIDFFSIAPKFPGEFEKAIDYVGD
VNEFERELKKHYDLTKLIGGYKLSLHSGSDKFSIYKIFSQT
TEKNFHIKTSGTSWLQAVNLIYKSDKEFYRELYKIALSNLE
ESKKSYKVLIKKDDFKDEPELDNSEFIIRPEIKQLFHISFGYV
LLDLKGKEIKDMLYDYEEEHYKMVSDNIENHLKEIFYEK

Fig. 6g: Una secuencia de aminoacidos de proteina derivada de Thermoanaerobacter
siderophilus

MKEELSDYLLKNSFLLYPDSFRRLREDVYIFVAKKDSDKKI
GLLTNGNFKLSSPHFAEDKYVEELGFYINLYPLTYENYLIL
KDNFGISPVTCKEKASFGTGDRLGLATPAHIKALKNYNVF
PVLAQQSPRELVKTHRDFKDVFLKVILGVLEAGYAGGYG
ADADHIKDEKYLIEAIDAGYTMYTLDLSDLLVKISDMPKS
QLKEKAQSLSSQSREIIDRFKGKKFSISTDEDFAVSEDELY
KSALTYEKAMKFVEKVYGILKDRLQHFDLEISIDEGEKDT
TVEDHIFVAEYLHRKGIDFWSLAPKFPGEFQKAIDYKGDI
KKFTSGLKKHYFLSKKLGGYKLSLHSGSDKFSIYKIFNEIT
EGNFHIKTSGTSWLQAINIIFERDKDLFNDLYKIALDNLEE
SKKAYKVLIDRDDFPQTIQTEDSQILLKPEIKQLFHISYGV
LLDERRKEIYEVLNKYEEEHYEFVSKNIENHLKEIFNI
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