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DESCRIPCION
Cepa de Ensifer sp. y método para producir psicosa que utiliza la misma.
[Campo técnico]

La presente descripcion se refiere a una nueva cepa de Ensifer adhaerens aislada del suelo, y a un método para
producir psicosa que utiliza la misma.

[Técnica anterior]

La psicosa es un epimero C-3 de D-fructosa que es 70% tan dulce como D-fructosa, y de este modo encuentra
aplicacion como un ingrediente de azulcar de diversos alimentos funcionales para uso en el control de la glucemia,
la prevencion de caries dental, y la inhibicion de la lipogénesis hepatica.

Los alcoholes de azucar, usados ampliamente como alternativas al azlcar, presentan el efecto secundario de
provocar diarrea al ingerir una cierta cantidad o mas, mientras que no se conocen efectos secundarios para la
psicosa. Por tanto, la psicosa ha atraido un intenso interés para el uso de la misma como un edulcorante, pero
puesto que la psicosa se encuentra raramente en la naturaleza, su produccion eficaz es una premisa para la
aplicacion a la industria alimentaria.

Convencionalmente, la psicosa se produce quimicamente a partir de D-fructosa a través de la catalisis de iones de
acido molibdico. Mientras tanto, recientemente se ha conocido un método biolégico que usa una psicosa epimerasa
de Agrobacterium tumefaciens como uno de los enfoques mas eficientes. Ademas, (World Journal of Microbiology
and Biotechnology (2007), 23(4), 559-563), han descrito la produccién de D-psicosa a partir de D-fructosa usando
una cepa aislada de Sinorhizobium sp. De forma similar, la patente KR100832339 describe una cepa YB-58 de
Sinorhizobium util para convertir fructosa en psicosa. El método quimico adolece de la desventaja de producir
solamente una cantidad muy pequefia de psicosa durante el tratamiento de las melazas o la isomerizacion de la
glucosa, el procedimiento es caro, y genera subproductos. Asimismo, el método bioldgico es desventajoso por
cuanto la produccioén es de coste elevado y de bajo rendimiento.

Por lo tanto, existe la necesidad de un método mediante el cual se pueda producir psicosa a una condicion de
temperatura y pH adecuada para la industrializacién, con rendimientos elevados y sin generacion de subproductos.

[Descripcion]
Solucidén técnica

Se aisla e identifica una nueva cepa de Ensifer adhaerens que presenta una actividad elevada convirtiendo D-
fructosa en psicosa, se analiza la velocidad de conversion de psicosa a partir de fructosa usando la cepa, y se
examinan las condiciones de reaccion de pH, temperatura, y la dependencia del ion metalico para establecer la
condicion de produccion optimizada para la produccién en masa, y entonces se completa la presente invencion.

Segun la invencion, se proporciona una cepa de Ensifer adhaerens SYG29 (depositada como un n° de registro de
KCCM11405P) con actividad para producir psicosa.

En otra forma de realizacién de la invencion, se proporciona un método para producir psicosa usando la cepa. En
el método, se proporcionan las condiciones de reaccién celular optimizadas para una elevada velocidad de
conversion de psicosa, y las condiciones para la produccion en masa de psicosa.

La presente invencion se explicara con mayor detalle.

Se proporciona una nueva cepa de Ensifer sp. (Ensifer adhaerens SYG29 depositada como un n° de registro de
KCCM11405P). La cepa de Ensifer sp. tiene una elevada actividad convirtiendo fructosa en psicosa. Ensifer
adhaerens presenta ARNr 16s que presenta una secuencia nucleotidica de SEC ID n°1, tiene actividades de
reduccion de nitratos, actividad de ureasa, de beta-glucosidasa, y de beta-galactosidasa, y puede metabolizar los
sustratos de D-glucosa, L-arabinosa, D-manosa, D-manitol, N-acetilglucosamina, D-maltosa y acido malico.
Ademas, la cepa de Ensifer sp. no tiene actividades de degradacion de L-triptofano, fermentacion de D-glucosa,
de arginina dihidrolasa, de hidrdlisis de gelatina, de utilizacion de gluconato potasico, de utilizacion de acido
caprico, de utilizacion de acido adipico, de utilizacion de citrato trisédico, y de utilizacion de acido fenilacético.

La cepa de Ensifer sp. presenta una actividad elevada convirtiendo fructosa en psicosa. La capacidad de
conversion en psicosa es debida a una enzima de la cepa que convierte fructosa en psicosa. La cepa en Ensifer
sp. puede producir una enzima que presenta una actividad elevada convirtiendo fructosa en psicosa, o la enzima
en una gran cantidad, proporcionando de ese modo la excelente productividad de psicosa. La cepa de Ensifer sp.
se puede usar para la produccion de psicosa e incrementar el rendimiento de produccion.
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En consecuencia, se proporciona una composicion para producir psicosa que incluye por lo menos una
seleccionada de entre el grupo que consiste en una célula de la cepa de Ensifer sp., en un cultivo celular y en un
lisado celular. El cultivo celular incluye una enzima producida por la cepa de Ensifer sp., y puede contener la célula
de la cepa de Ensifer sp., o es una disolucion libre de células. El lisado celular significa lisado celular de la cepa
de Ensifer sp., o el sobrenadante obtenido centrifugando el lisado celular, y de este modo incluye una enzima
producida por la cepa de Ensifer sp. Excepto que se establezca de otro modo en la presente memoria, la cepa de
Ensifer sp. o la célula de Ensifer sp. significa por lo menos uno seleccionado de entre el grupo que consiste en una
masa celular de la cepa, un cultivo de la cepa, y un lisado de la cepa.

En otra forma de realizacién, se proporciona un método para producir psicosa usando la cepa de Ensifer sp. El
método comprende la etapa de hacer reaccionar Ensifer sp. con fructosa. En una forma de realizacion, la etapa de
hacer reaccionar Ensifer sp. con fructosa se lleva a cabo cultivando Ensifer sp. en el medio de cultivo que incluye
fructosa. En otra forma de realizacion, la etapa de hacer reaccionar Ensifer sp. con fructosa incluye, por ejemplo,
una etapa de mezclar fructosa con la cepa de Ensifer sp. (para ejemplos, por lo menos uno seleccionado de entre
el grupo que consiste en una célula, un cultivo celular, y un lisado celular de Ensifer sp.), o una etapa de poner en
contacto la fructosa con un soporte inmovilizado con cepa de Ensifer sp. La reaccién de la cepa de Ensifer sp. con
fructosa puede convertir fructosa en psicosa, para obtener psicosa a partir de fructosa.

Para la produccion eficaz de psicosa en el método, se usa D-fructosa, que sirve como sustrato, a una concentracion
de 40 a 75% (p/v) en la mezcla de reaccion, por ejemplo a una concentracion de 50 a 75% (p/v). La concentracion
menor que el limite inferior de la concentracién de D-fructosa puede disminuir de esta manera la factibilidad
econdmica de la psicosa. Por otro lado, si esta presente a una concentraciéon mayor que el limite superior, la D-
fructosa es menos apta para disolverse. Por tanto, la concentraciéon esta comprendida preferentemente dentro del
intervalo. La D-fructosa puede estar en forma de una disolucién en un amortiguador o en agua (por ejemplo, agua
destilada).

La reaccion se puede llevar a cabo a un pH de 6 a 9.5, por ejemplounpHde 7a9,aunpHde 7 a8, oaunpH
de 8 a 9. Ademas, la reaccion se puede realizar a una temperatura de 30°C o mayor, por ejemplo a una temperatura
de 40°C o mayor. Sin embargo, el sustrato D-fructosa puede ser capaz de sufrir oscurecimiento a 80°C o mayor.
Por tanto, la reaccién se puede realizar en la condicion de temperatura de 40 a 80°C, por ejemplo de 50 a 75°C,
de 60 a 75°C, o de 68 a 75°C. Ademas, un periodo mas largo del tiempo de reaccién conduce a una mayor
velocidad de conversion de psicosa. Se recomienda realizar la reaccion durante 1 h o mas, por ejemplo 2 horas o
mas, 3 horas o mas, 4 horas o mas, 5 horas o mas, o 6 h o mas. Sin embargo, el tiempo de reaccion se establece
preferentemente dentro de 48 horas, puesto que, cuando el tiempo de reaccién se prolonga alrededor de 48 horas,
el incremento de la velocidad de conversién de la psicosa es escaso, o puede disminuir. Por tanto, el tiempo de
reaccion se puede establecer para oscilar de 1 a 48 horas, de 2 a 48 horas, de 3 a 48 horas, de 4 a 48 horas, de
5 a 48 horas, o de 6 a 48 horas. En consideracion de los aspectos industrial y econémico, el tiempo de reaccion
puede estar comprendido en el intervalo de 1 a 48 horas, 2 a 36 horas, 3 a 24 horas, 3 a 12 horas, o0 3 a 6 horas,
pero no esta limitado a él. Esta condicién se selecciona para maximizar el rendimiento de conversion de D-fructosa
a psicosa.

Ademas, en el método para producir psicosa, su concentracion se puede establecer para oscilar desde 5 mg (dcw:
peso seco celular)/ml o mayor en toda la mezcla de reaccion, por ejemplo puede oscilar de 5 a 100 mg(dcw)/ml,
de 10 a 90 mg(dcw)/ml, de 20 a 80 mg(dcw)/ml, de 30 a 70 mg(dcw)/ml, de 40 a 60 mg(dcw)/ml, o de 45 a
55 mg(dcw)/ml. Si la concentracion de masa celular esta por debajo del limite inferior, se exhibe una actividad
pobre o casi nula de conversién de la psicosa. Por otro lado, una concentracion que excede el limite superior
significa una multitud de células que probablemente actien como un obstaculo a la optimizacion del rendimiento
de conversion total de la psicosa.

La actividad de la enzima (por ejemplo, epimerasa) para convertir fructosa en psicosa se puede controlar mediante
iones metalicos. Por tanto, la presencia de un ion metalico puede promover la reaccién catalizada por la proteina
enzimatica, incrementando asi el rendimiento de produccion de la psicosa. El método para producir psicosa usando
la cepa de Ensifer sp. incluye una etapa de afadir el ion metalico. En una forma de realizacion, el ion metalico se
puede anadir al medio de cultivo durante el cultivo celular, o el cultivo se puede llevar a cabo en el medio de cultivo
afiadido mediante el ion metalico. En otra forma de realizacion, el ion metalico se puede afiadir al sustrato que
incluye fructosa, o una mezcla de fructosa y la cepa de Ensifer sp. En otra forma de realizacién, el ion metalico se
puede afiadir al soporte inmovilizado por la cepa de Ensifer sp., una mezcla de fructosa y el soporte inmovilizado
por la cepa de Ensifer sp. o una mezcla con fructosa.

El ion metalico se puede seleccionar de entre el grupo que consiste en un ion de cobre, un ion de manganeso, un
ion de calcio, un ion de magnesio, un ion de cinc, un ion de niquel, un ion de cobalto, un ion de hierro, y un ion de
aluminio, y cualquier combinacién de los mismos. Por ejemplo, el ion metalico puede ser un ion de manganeso, un
ion de magnesio, un ion de niquel, un ion de cobalto, o0 una mezcla de los mismos, o puede ser un ion de
manganeso, un ion de cobalto, o una mezcla de los mismos. Cuando la cantidad del ion metalico esta por debajo
de 0.5 mM, solamente existe un ligero efecto sobre la mejora en el rendimiento de produccion de psicosa. De este
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modo, el ion metalico se usa en una cantidad de 0.5 mM o mayor. Por otro lado, cuando la cantidad del ion metalico
excede 5 mM, el efecto de la adicion es insignificante en comparacion con la cantidad sobrante. La cantidad del
ion metalico se ajusta para que sea 5 mM o menos. Por ejemplo, el ion metalico se usa en una cantidad de 0.5 a
5 mM, por ejemplo 0.5 a 2 mM.

En tanto que establezca un entorno para mantener la actividad de la cepa o la proteina enzimatica producida a
partir de la cepa durante un periodo de tiempo prolongado, se puede usar cualquier soporte configurado para
inmovilizar la cepa o la proteina enzimatica a él. Por ejemplo, el alginato sddico puede servir como el soporte. El
alginato sddico, un polisacarido coloidal de origen natural, encontrado abundantemente en las paredes celulares
de algas marrones, consiste en acido f3-D-manurénico y acido a-L-glurénico, con un enlace covalente 3 1-4 entre
ellos. Al permitir la inmovilizacion estable de la cepa o la enzima a él, el polimero lineal puede ser ventajoso para
el rendimiento de produccion de psicosa. En una forma de realizacién, para inmovilizar la cepa, se puede usar una
disolucion de alginato sodico 1.5 ~ 4.0% (p/v) (por ejemplo, disolucién acuosa de alginato de sodio), por ejemplo
una disolucién de alginato sédico alrededor de 2.5% (p/v). A titulo de ejemplo, una masa celular de la cepa, un
caldo de cultivo que contiene la enzima producida por la cepa, o un lisado de la cepa se mezcla con 1 a 2 volimenes
de una disolucién acuosa de alginato de sodio, y la mezcla se hace gotear a una disolucion de ion de calcio 0.2 M
usando una bomba de jeringuilla y una bomba de vacio, para formar perlas a las que se inmoviliza la masa celular
de la cepa, el cultivo que contiene la enzima producida por la cepa, o el lisado de la cepa. La enzima se puede
purificar a partir de la cepa, a partir de un cultivo de la cepa o a partir de un lisado de la cepa, usando un método
tipico, por ejemplo didlisis, precipitacion, adsorcion, electroforesis, cromatografia de afinidad, o cromatografia de
intercambio iénico.

En la produccién de psicosa, se puede usar adicionalmente un tensioactivo no iénico, para incrementar la
productividad de psicosa. El tensioactivo no iénico incrementa la permeabilidad a la membrana celular, y hace que
se libere la enzima dentro de la célula, mejorando de ese modo la productividad de psicosa. El tensioactivo no
idnico puede ser etoxilato de octilfenol (Triton X-100; C14H220(C2H40)n; n =9 0 10) (véase la figura 8).

La composicién para producir psicosa que incluye la cepa de Ensifer sp. incluye ademas el tensioactivo no iénico,
tal como etoxilato de octilfenol. El método para producir psicosa incluye ademas una etapa de afiadir el tensioactivo
no ioénico. En una forma de realizacion, el tensioactivo no iénico se puede afadir al medio de cultivo durante la
etapa de cultivo celular, o el cultivo celular se puede llevar a cabo en el medio de cultivo afiadido mediante el
tensioactivo no iénico. En otra forma de realizacion, el tensioactivo no i6nico se puede afiadir a un sustrato
reaccionante que incluya fructosa, o una mezcla de sustrato reaccionante y la cepa de Ensifer sp. En otra forma
de realizacion, el tensioactivo no iénico se puede anadir al soporte inmovilizado por la cepa de Ensifer sp., una
mezcla de fructosa y el soporte inmovilizado por la cepa de Ensifer sp., 0 una mezcla con fructosa.

La cantidad de tensioactivo no iénico anadido se puede determinar considerando el rendimiento de produccion de
psicosa, y puede ser 0.01 a 0.5% (v/v), por ejemplo 0.05 a 0.45% (v/v), 0.2 a 0.45% (v/v), 0 0.3 a 0.42% (v/v).

El método para producir psicosa segun la presente invencion usa células para convertir fructosa en psicosa sin
usar una disolucién amortiguadora, produciendo de ese modo psicosa con un rendimiento elevado usando un
procedimiento simple. Como se muestra en la figura 11, cuando la reaccion se lleva a cabo a un intervalo de pH
(por ejemplo, pH 7-9, pH 7-8 o pH 8-9) sin usar una disoluciéon amortiguadora, la velocidad de conversion de
psicosa se mantiene en un nivel elevado, en comparacién con la reaccion realizada fuera del intervalo de pH.

Tras ser producida a partir de D-fructosa usando el método de la presente invencion, la psicosa se puede purificar
mediante un método tipico que se puede seleccionar faciimente por un experto en la materia, por ejemplo de entre
el grupo que consiste en centrifugacion, filtracion, cristalizacion, cromatografia de intercambio i6nico, y una
combinacion.

[Efectos ventajosos]

La nueva cepa de Ensifer adhaerens SYG29 de la presente invencion tiene la actividad de producir psicosa, y es
superior en estabilidad térmica en una condicién aplicable industrialmente, y de este modo se puede esperar que
tenga amplias aplicaciones utiles en diversos campos alimentario y farmacéutico funcionales.

[Descripcion de los dibujos]

La figura 1 es una fotografia del analisis de TLC que representa la produccion de fructosa a partir de psicosa
usando la cepa de Ensifer sp. aislada, segun una forma de realizacion de la presente invencion (1: patrén de
fructosa o psicosa, 2 a 3: la fructosa producida usando un sobrenadante obtenido a partir del lisado celular de
la cepa de Ensifer sp. aislada).

La figura 2 es un cromatograma de HPLC que representa la produccion de psicosa a partir de una concentracion
elevada de fructosa.
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La figura 3 es un resultado del analisis del arbol filogenético de la cepa en Ensifer sp. aislada segin una forma
de realizacién de la presente invencion.

La figura 4 es una grafica que representa la productividad de psicosa en la concentracion celular.

La figura 5 es una grafica que representa la productividad de psicosa sobre la temperatura de reaccion.

La figura 6 es una grafica que representa la productividad de psicosa sobre el pH de la reaccion.

La figura 7 es una grafica que representa la productividad de psicosa sobre los tipos de iones metalicos.

La figura 8 es una grafica que representa la productividad de psicosa sobre la concentracion de Triton X-100.

La figura 9 es una grafica que representa la estabilidad térmica de la cepa de Ensifer sp. aislada sobre la
temperatura.

La figura 10 es una grafica que representa la productividad de psicosa realizada durante 6 horas sobre diversas
temperaturas de reaccion.

La figura 11 es una grafica que representa la productividad de psicosa sobre la condicion de pH inicial del
sustrato de reaccion, que se controla usando HCl y NaOH, sin usar una disolucién amortiguadora.

[Modo para la invencion]

Se puede obtener una mejor comprension de la presente invencion a través de los siguientes ejemplos
proporcionados a titulo ilustrativo y no limitativo de la presente invencion.

Ejemplo 1: aislamiento de la bacteria del suelo con actividad para convertir D-fructosa en psicosa

Se us6 el medio minimo (KH2PO4 2.4 g/l, KzHPO4 5.6 g/l, (NH4)2-SO4 2.6 g/l, MgSO4-7H20 0.1 g/l, extracto de
levadura 1 g/l) que contiene 1% de psicosa.

En 10 ml de 0.85% (p/v) de NaCl se suspendié 1 g de suelo de rizosfera, y 100 ul (microlitros) extraidos de la
suspension se extendieron sobre una placa de agar y se incubaron a 30°C. Entre las colonias formadas sobre las
placas de agar, se realizé una seleccion de aquellas distintas en forma y tamafio. Las colonias seleccionadas se
inocularon en un medio minimo, y se cultivaron a 30°C durante 24 horas con agitacion. La centrifugacion recuperd
una masa celular. Esta masa celular se suspendié en 100 ul de un amortiguador de PIPES (acido piperazin-
N,N’bis(2-etanosulfénico)) 50 mM (pH 8.0), y se lis6 usando un procesador ultrasénico (ColepParmer). Tras la
centrifugacion del lisado a 12,000 rpm y 4°C durante 10 min., el sobrenadante asi formado se recuperd y se uso
como una enzima bruta. Se trataron 10 mM de psicosa como un sustrato a 30°C durante 8 horas con la enzima
bruta.

La conversion de psicosa a D-fructosa se monitorizé mediante cromatografia de capa fina (TLC) y cromatografia
de liquidos de altas prestaciones (HPLC). El analisis de TLC se llevé a cabo usando una fase sélida de gel de silice
20 cm x 5 cm (Silica gel 60 F254 (Merck, Alemania), con un desarrollo con una mezcla 85:15 de acetonitrilo y agua
como fase movil, durante 3.5 min., dos veces. Para HPLC, se us6 un detector del indice de refraccion (Agilent 1260
RID) equipado con una columna Aminex HPX-87C (BIO-RAD). El agua sirvi6 como un disolvente mdvil a un caudal
de 0.6 ml/min. a 80°C.

En la figura 1 se representa el resultado del analisis de TLC.

Segun el resultado del analisis de TLC, la cepa que presenta una actividad convirtiendo psicosa en fructosa se
selecciond, y entonces se inocularon en un medio minimo que contiene 1% (p/v) de fructosa y 0.05% (p/v) de
psicosa, y se cultivd a 30°C durante 24 horas. La masa celular se recuperé mediante centrifugacion. La masa
celular se lavo con NaCl 0.85% (p/v), y se suspendié a una concentracion de 40 mg-dcw/ml en amortiguador de
PIPES 50 mM (pH 8.0) que contiene 400 g/l de fructosa y 1 mM de iones de manganeso, y se hizo reaccionar con
D-fructosa a 70°C durante 6 horas, seguido de la terminacién de la reaccion calentando la mezcla de reaccion a
100°C durante 5 min. El analisis de HPLC confirmo la produccién de psicosa. Para HPLC, se us6 un detector del
indice de refraccion (Agilent 1260 RID) equipado con una columna Aminex HPX-87C (BIO-RAD) bajo la condicion
descrita anteriormente (disolvente: agua; temperatura: 80°C; caudal: 0.6 ml/min.). Los resultados se proporcionan
en la figura 2. La seleccion final estaba formada por una cepa que se encontré que producia psicosa en la mayor
cantidad, segun se analiz6 mediante analisis de HPLC en la figura 2.

Ejemplo 2: identificacion de bacteria con actividad para convertir D-fructosa en psicosa

Para identificar la cepa aislada en el ejemplo 1, se analizé la secuencia nucleotidica del ARNr 16s y las propiedades
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bioquimicas. La secuencia nucleotidica de ARNr 16s se muestra en la SEC ID n°: 1 como se indica a continuacion.

<Secuencia nucleotidica de ARNr 16s>

5= TGCAAGTCGAGCGLCCCGCAMGREGAGEGEEAGAC GGGTGAGTAACGCGT
GEGAATCTACCCTTTTCTACGGAATAAC GO ﬁGG:Gmxm:rram'r:mﬁmr:, o
COTATACGCCCTTCGEGEGAAAGATTTATCGGE ALAGEATGAGCCCGLGT
TEGATTAGCTAGTTGGTGRGGETALLG BCCTACC AAGGLGACGATC CATAG
CTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACATTGEGEACTGAGACACGE CCCALAC
Tc,cmcaa GAGGCAGCAGTS GGGAMMTGG ACARTEGGECAC BAGCCTGA
TCCAGCCATGLCAUGTRAGTGATGAAGE CCCTAGGGTTETAMAGCTCTTT
CACCGGTGAMGATAATGAC GGTAM COGAGAAGSAGCCCCGRCTARCTTE
GTECCAGCAGCCGCGATAAT ACGAAGG GEGCTAGCGTTGTTCGGAATTAC
TGGGCGTAMMGCGCACGTAGG COGACATTTAAGTCAGGGGTGAAATCCCE
GEECTCAACCCCREAACTECCTTTGATACTEG GTETC TAGAGTATGGAAG
ABGTGAGTGGAATTCCGAGTGTAGAGETGALLTTCGTAGATATICGGAGS
AACACCAGTORC GAAGGCGECTCACTEGTCCATTACTRACGLTGAGGT GC
GAMAGCGTGEGGAGCARACAGG ATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTA
AACGATGAATGTTAGCCATCGGELAGTTTACTGTTCGGTGGLGLAGCTAS
CBCATTARMCATTCCGCCTGGGERAGTAC GATC GCAAGATTALAACTC A4 4
GEAATTGACGGEGGCCCGCACAAGCGGTARAGCATGTAGTTTAATTCG AL
GCAMCECGCAGAACCTTACCAGCCCTTGACATCCCGATCRCGRATTACGE
AGACGETTTTCCTTCAGTTCGRGLTGGATCGGAGACAGGTGCTGLATGGELTG
TCGTCAGCTCGTGTOGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGLARCGAGCRL AL
CCCTCGCCCTTAGTTGCCAGCATTTAGTTGGGCACTCTAAGGEGACTGCC
GGTEATAAGCCGAGAGG AAG GTEEGGATGAC GTC AMGTCCTCATGGCCCT
TACGEECTEEGCTACACACGTGCTACAATEGTEGTEACAGTGGECAGCGA
GACCGLGAGGTCGAGCTAATCTCCAABAGCCATCTCAGTTCRGATTGEAC
TCTGCAACTCGAGTGC ATGAAGTTGGAATCGCTAGTAATCGCAGATCAGT
ﬁIGCTGCGGTG.%T;&-.C;GTTC CCEGS r:;ch:Tua TACACACCG CCCATCACACE
ATGEGAGTTGETTICTACCCGAAGG TAGTGLGETA->3

Como se representa en la figura 3, la cepa aislada mostré 100% de identidad de secuencia con Ensifer adhanerens
como resultado del arbol filogenético de la cepa aislada, y se designé como Ensifer adhanerens SYG29. La cepa
se depositd en el Korean Culture Center of Microorganism el 29 de marzo de 2013, y entonces se recibié como un
numero de registro de KCCM11405P.

En la siguiente tabla se resumen las propiedades bioquimicas de la cepa aislada.

[Tabla 1]

Clasificacion reaccion
Reduccion de nitratos +

Degradacion de L-triptéfano -
Fermentacion de D-glucosa -
Arginina dihidrolasa -
Ureasa +
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Clasificacion reaccion
B-glucosidasa

Hidrdlisis de gelatina
B-galactosidasa

Utilizacion de D-glucosa
Utilizacion de L-arabinosa
Utilizacion de D-manosa
Utilizacion de D-manitol

Utilizacion de N-acetil glucosamina
Utilizacion de D-maltosa
Utilizacion de gluconato potasico -
Utilizacion de acido capricho -
Utilizacion de acido adipico -
Utilizacion de acido malico +
Utilizacion de citrato trisédico -
Utilizacion de acido fenilacético -

+

[+ ]+ ]+

Ejemplo 3: determinacion de la condicion de produccion éptima de psicosa usando la reaccion celular
Para evaluar la velocidad de conversion de psicosa sobre los cambios en el pH y la temperatura, la cepa aislada
se hizo reaccionar con el sustrato en diversas condiciones de pH y temperatura, para comparar la velocidad de
conversion de psicosa.

3-1. El andlisis de la actividad sobre la concentracion celular

Para examinar la concentracion celular minima para producir psicosa, las cepas aisladas en el ejemplo 1 se
incubaron durante 2 horas a 60°C a una concentracion celular de 5 a 50 g(dcw)/I en amortiguador de PIPES 50 mM
(pH 7.0) afadido con 500 g/l de fructosa y 1 mM de ion de Mn. La reaccion se detuvo centrifugando a 13,000 rpm,
y el sobrenadante se calenté durante 5 minutos. Después, el producto de reaccion se analizé mediante el analisis
de HPLC, para medir la psicosa producida. El analisis de HPLC se llevé a cabo mediante un detector del indice de
refraccion (Agilent 1260 RID) equipado con una columna Aminex HPX-87C (BIO-RAD) en la condicién como se
describe anteriormente (disolvente: agua; temperatura: 80°C; caudal: 0.6 mil/min.).

El resultado se representa en la figura 4. Como se representa en la figura 4, a medida que aumento la concentracion
celular de la cepa, aumenté la cantidad de psicosa producida. Como resultado de la reaccién celular, cuando la
concentracion celular fue 50 g(dcw)/l, la cantidad de psicosa producida fue 78.2 g/l como valor experimental
maximo. Cuando la concentracion celular fue 5 g(dcw)/l, se detectd la actividad de conversion de la cepa.

3-2. El andlisis de la actividad sobre la temperatura de reaccién

Para examinar la temperatura éptima sobre la produccién de psicosa, la reaccion celular se llevé a cabo en la
misma condicion del ejemplo 3-1, excepto que la cepa aislada en el ejemplo 1 se hizo reaccionar con el sustrato a
una concentracion celular de 20 mg(dcw)/ml a la temperatura de 40 a 70°C. Tras la reaccion de 2 horas, la reaccion
se detuvo, y después se analizé6 mediante analisis de HPLC para medir la cantidad de psicosa producida segun el
mismo método del ejemplo 3-1.

3-3. El andlisis de la actividad sobre el pH de la reaccion

Para examinar la condicién de pH 6ptimo sobre la produccion de psicosa, la reaccién celular se llevé a cabo en la
misma condicion del ejemplo 3-1, excepto que la cepa aislada en el ejemplo 1 se hizo reaccionar con el sustrato a
una concentracion celular de 25 mg(dcw)/ml en Mcllvaine (disoluciones amortiguadoras con diversas cantidades
de acido citrico 0.1M y disolucion de hidrogenofosfato disédico 0.2M, para ajustar la condicion de pH) de pH 6.0-
8.0, y 100 mM de glicina pH 8.5 a 9.5 que se afiadieron con 500 g/l de fructosa'y 1 mM de ion de Mn a 70°C. Tras
terminar la reaccion, ésta se detuvo y después se analizé mediante analisis de HPLC para medir la cantidad de
psicosa producida segun el mismo método del ejemplo 3-1.

En la figura 6 se muestra el resultado del ensayo. Como se muestra en la figura 6, la actividad de conversion fue
elevada a pH 7.0-9.0. En la condicion de pH neutro de pH 7.0 a 8.0, la psicosa se pudo producir eficientemente.

3-4. El andlisis de la actividad sobre el ion metalico

Para examinar la dependencia de los iones metalicos, la cepa aislada se hizo reaccionar con amortiguador de
PIPES (acido piperazin-N,N’-bis(2-etanosulfénico)) 50 mM (pH 7.0) afiadido mediante 400 g/l de fructosa a 55°C
en presencia de 1 mM de ion metalico de CuClz, MnCly, CaClz, ZnSO4, MgSOy4, NiSO4, CoCl,, 0 FeSO4 disuelto en
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PIPES. Tras terminar la reaccion, ésta se detuvo, y después se analizé mediante analisis de HPLC para medir la
cantidad de psicosa producida segun el mismo método del ejemplo 3-1.

En la figura 7 se representa el resultado del ensayo. Como se representa en la figura 7, la actividad de conversion
fue relativamente elevada, cuando se usaron el ion de Mn y el ion de Co, en comparacién con la ausencia de ion
metalico.

Ejemplo 4: condicion para la produccion en masa de psicosa

4-1. Productividad de psicosa sobre la concentracién de Triton X-100

La adicién de una concentracion de Triton X-100 para incrementar la permeabilidad de la membrana celular puede
hacer que se libere la enzima dentro de la membrana celular, acortando de ese modo el tiempo de produccién de
psicosa.

Para producir eficientemente psicosa usando la reaccién celular, se analizé la productividad de psicosa cambiando
la cantidad afiadida de Triton X-100. La reaccion se llevé a cabo a 60°C durante 2 horas, y se analizé con HPLC
segun el mismo método del ejemplo 3-1 (fructosa 500 g/l, 1 mM de ion de Mn), excepto que la cepa aislada se us6
a una concentracion celular de 20 mg(dcw)/ml, con adicion de 0 a 0.5% (v/v) de Triton X-100. Tras la terminacion
de la reaccion, la cantidad de psicosa producida se midié mediante analisis de HPLC.

En la figura 8 se representa el resultado del analisis de HPLC. Como se indica en la figura 8, la reaccién afiadida
mediante Triton X-100 mostré una mayor produccién de psicosa, en comparacion con la falta de adicion de Triton
X-100 (concentracion de Triton X-100: 0% (v/v)). Cuando la concentracion de Triton X-100 fue 0.4% (v/v), la
productividad mas elevada de psicosa fue 48.9 g/l.

4-2. Estabilidad térmica de la célula

Para examinar la estabilidad térmica de la cepa aislada, la cepa obtenida en el ejemplo 1 se suspendid en
disolucién amortiguadora de PIPES 50 mM afadida mediante ion de Mn 1 mM, y se traté con choque térmico con
calentamiento a 55°C o 60°C durante 22 horas. Después, la reaccion se llevé a cabo a 400 g/l de la concentracion
final de fructosa y 20 mg(dcw)/ml de concentracion celular a 55°C durante 1 hora adicional segun el mismo método
del ejemplo 3-1. La productividad de psicosa durante el tiempo de choque térmico se midié mediante analisis de
HPLC.

En la figura 9 se representa el resultado del analisis de HPLC. Como se indica en la figura 9, cuando el choque
térmico en las células se proporcioné a 55°C, se mantuvo alrededor de 52% de la actividad relativa tras 22 horas
de choque térmico, en comparacién con la ausencia de choque térmico. Cuando el choque térmico en la célula se
proporciond a 60°C, la actividad relativa disminuyd hasta alrededor de 10%. Como resultado, la semivida de la
actividad celular fue 456 minutos (7.6 horas).

4-3. Productividad de psicosa

La productividad maxima de psicosa se evalud en la condicion establecida para la producciéon en masa de psicosa,
cambiando el tiempo de reaccion. La cepa aislada en el ejemplo 1 se hizo reaccionar con 40 mg-dcw/ml de
concentracion celular, 500 g/l de concentracion de fructosa, y pH 7.0, a las temperaturas de 40, 50, o 70°C, segun
el método del ejemplo 3-1. El tiempo de reaccion fue 6 horas, y la productividad de psicosa se analizé6 con HPLC
en intervalos de 1 hora. La reaccién se detuvo calentando a 100°C durante 5 minutos.

En la figura 10 se representa el analisis de HPLC. Como se representa en la figura 10, a medida que aumento la
temperatura de reaccion y transcurrio el tiempo de reaccién, aumento la productividad de psicosa. Particularmente,
cuando la reaccion se llevé a cabo a 70°C después de 6 horas, la productividad maxima de psicosa alcanzada era
130.3 g/l de la cantidad de psicosa producida, que era alrededor de 26% de la velocidad de conversion.

4-4. Productividad de psicosa en la condicion de pH inicial

Para evaluar la posibilidad de la produccién en masa de psicosa en la condicién de pH inicial, el sustrato se disolvié
en agua destilada en lugar de en disolucion amortiguadora, y el pH inicial se ajusté con HCl y NaOH. Haciendo
referencia al método del ejemplo 3-1, la reaccion se llevo a cabo a 70°C durante 7 horas a fructosa 400 g/l, 1 mM
de ion de Mn, a una concentracion celular de 40 mg(dcw)/ml, con adicién de 0.4% (v/v) de Triton X-100, en las
condiciones de pH inicial de 6.0, 6.5, o 7.0. Tras terminar la reaccion, la cantidad de psicosa producida se midio
mediante analisis de HPLC.

En la figura 11 se representa el resultado del analisis de HPLC. Como se indica en la figura 11, cuando la reaccion
se llevé a cabo usando la disolucién de sustrato a pH inicial de 7.0, la cantidad de psicosa producida después de
6 horas de reaccion fue 97.3 g/l en ausencia de disolucion amortiguadora, que es 24.3% de la velocidad de
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tgcaagtcga
ccttttctac
aagatttatc
accaaggcga
cggcccaaac
tccagccatg
gataatgacg
acgaaggggsg
aagtcagggg
agtatggaag
aacaccagtg
ggagcaaaca
gggcagttta
tcgcaagatt
ttaattcgaa

agacgttttce

gcgeceeegea

ggaataacgc

gggaaaggat

cgatccatag

tcctacggga

ccgegtgagt

gtaaccggag

ctagegttgt

tgaaatcccg

aggtgagtgg

gcgaaggcegg

ggattagata

ctgttcggtg

aaaactcaaa

gcaacgegea

cttcagttcg

aggggagegs

agggaaactt

gagcccgegt

ctggtctgag
ggcagcagtg
gatgaaégcc
aagaagccce
tcggaattac
gggctcaace
aattccgagt
ctcactggtc
ccetggtagt
gcgeagectaa
ggaattgacg
gaaccttacc

gctggategg

cagacgggtg agtaacgegt gggaatctac

gtgctaatac

tggattagct

aggatgatca

gggaatattg

ctagggttgt

ggctaacttc

tgggcegtaaa

ccggaactge

gtagaggtga

cattactgac

ccacgecegta

cgcattaaac

ggggeecgea

agcecttgac

agacaggtgc

cgtatacgcec
agttggtgég
gccacattgg
gacaatgggce
aaagctcttt
glgccagcag
gcgcacgtag
ctttgatact
aattcgtaga
getgaggtge
aacgatgaat
attccgectg
caageggtgg
atcccgateg

tgcatggcetg

cttcggggga
gtaaaggcect
gactgagaca
gcaagcectga
caccggtgaa
ccgeggtaat
gcggacattt
gggtgtctag
tattcggagg
gaaagcgtgg
gttagécgtc
gggagtacgg
agcatgtggt
cggattacgg

tcgtcagcetce

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900

960
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gtgtcgtgag atgttgggtt aagtcccgca acgagcegcaa
catttagtfg ggcactctéa ggggactgee ggtgataage
cgtcaagtce tcatggeect tacgggetgg gctacacacg
tgggcagega gaccgegagg tcegagetaat ctccaaaage
tctgcaactc gagtgcatga agttggaatc gctagtaatce
gaatacgttc ccgggeettg tacacaccge ccgtcacacce

aaggtagtgc gcta

ccetegeect tagttgecag
cgagaggaag gtggggatga
tgctacaatg gtggtgacag
catctcagtt cggattgcac
gcagatcagc étgctgcggt

atgggagttg gttctacceg

10

«

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1334
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REIVINDICACIONES

1. Método de produccién de psicosa a partir de fructosa utilizando la cepa de Ensifer sp., que comprende una etapa
de hacer reaccionar Ensifer sp. con fructosa, en el que la cepa de Ensifer sp. es Ensifer adhaerens SYG29
depositada como numero de registro de KCCM11405P que presenta una actividad de convertir D-fructosa en D-
psicosa.

2. Método segun la reivindicacion 1, en el que la etapa de hacer reaccionar Ensifer sp. con fructosa se lleva a cabo
a una temperatura de 60 a 75°C.

3. Método segun la reivindicacion 1, en el que la cepa de Ensifer sp. es por lo menos una seleccionada de entre el
grupo que consiste en una célula, un cultivo celular y un lisado celular de la cepa de Ensifer sp.

4. Método segun la reivindicacion 1, en el que el método comprende una etapa de afiadir un tensioactivo no ionico.

5. Método segun la reivindicacion 1, en el que la etapa de hacer reaccionar la cepa de Ensifer sp. con fructosa se
lleva a cabo cultivando la cepa de Ensifer sp. en el medio de cultivo que contiene fructosa.

6. Método segun la reivindicacion 1, en el que la etapa de hacer reaccionar Ensifer sp. con fructosa comprende
una etapa de mezclar la fructosa con por lo menos uno seleccionado de entre el grupo que consiste en célula,
cultivo celular y lisado celular de la cepa de Ensifer sp.

7. Método segun la reivindicacion 1, en el que la etapa de hacer reaccionar Ensifer sp. con fructosa comprende
una etapa de poner en contacto la fructosa con un soporte inmovilizado con por lo menos uno seleccionado de
entre el grupo que consiste en célula, cultivo celular y lisado celular de la cepa de Ensifer sp.

8. Método segun la reivindicacion 1, en el que el método comprende ademas una etapa de afiadir por lo menos un
ion metalico seleccionado de entre el grupo que consiste en iones de Mn, Mg, Ni, Co, Fe y Al.

9. Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que el método se lleva a cabo sin utilizar una
disolucién amortiguadora.

10. Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que la fructosa se utiliza a una concentracion de
40 a 75% (p/p).

11. Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que el método se lleva a cabo a un pH de 6 a 9.
12. Composiciéon para producir psicosa a partir de fructosa, que comprende la cepa de Ensifer sp que es Ensifer
adhaerens SYG29 depositada como numero de registro de KCCM11405P y presenta una actividad de convertir D-

fructosa en D-psicosa.

13. Composicidn segun la reivindicacion 12, en la que la cepa de Ensifer sp. es por lo menos una seleccionada de
entre el grupo que consiste en célula, cultivo celular y lisado celular de la cepa de Ensifer sp.

14. Cepa de Ensifer adhaerens que presenta una actividad de convertir fructosa en psicosa y es la Ensifer
adhaerens SYG29 depositada como numero de registro de KCCM11405P.
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[FIG. 2]

RIDT A, Refractive Index Signal (1211050187C-25 2012-11-05 16-17-411121105C0000115.0)
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[FIG. 3]
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[FIG. 4}
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[FIG. 5]
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[FIG. 6]
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[FIG. 7]
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[FIG. 8]
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[FIG. 9]
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[FIG. 10]
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[FIG. 11]
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