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industriales, tales como el alimentario, de alimentación animal, el cosmético y el farmacéutico. Los compuestos se 15
producen mediante la utilización de una bacteria u otro microorganismo desarrollado para producirlos y secretarlos 
a gran escala. Por ejemplo, se han utilizado especies de Corynebacterium en la industria de la producción de 
aminoácidos. A mediados de los 1950, se utilizó Corynebacterium glutamicum para producir ácido glutámico 
eficientemente y un mutante auxotrófico de Corynebacterium glutamicum para producir diversos aminoácidos 
mediante la utilización de la fermentación.20

La expresión de diversos genes relacionados puede regularse con precisión para la ingeniería celular, requiriendo 
por lo tanto un sistema de expresión eficiente. Se conocen en la técnica diferentes componentes de una secuencia 
reguladora celular. Son ejemplos de los componentes, una región de unión al operador, una región de unión a ARN 
polimerasa de las regiones -35 y -10, y un sitio de unión de ribosoma o secuencia de Shine-Dalgarno en el ARN 25
16S ribosómico.

La selección del promotor para el desarrollo del sistema de expresión es importante, ya que el promotor participa 
en gran medida en el nivel de expresión génica y la regulación de la expresión. Se ha informado de varios 
promotores aplicables a Corynebacterium glutamicum y derivan de Corynebacterium sp. o de E. coli (J. Biotechnol., 30
104:311-323, 2003).

Sin embargo, el promotor derivado de E. coli presenta una baja permeabilidad como inductor de la expresión y la 
ausencia de inhibidor de la expresión génica, por lo que muestra una actividad baja respecto a la de 
Corynebacterium. Aunque se utilicen los mismos promotores, sus actividades serán diferentes según la secuencia 35
de recubrimiento del gen diana. Los promotores utilizados en Corynebacterium resultan difíciles de preparar para 
el objetivo deseado, debido al estrecho intervalo de niveles de expresión de los promotores. Especialmente, al 
regular conjuntamente las expresiones de diversos genes, tal como en el establecimiento de una ruta metabólica, 
no pueden seleccionarse diversos promotores de Corynebacterium, al contrario que en E. coli.

40
La psicosa está centrando la atención como edulcorante dietético, aunque se requiere su producción a gran escala 
para la aplicación a alimentos debido a que es un azúcar raro en la naturaleza. En la técnica anterior, la psicosa 
se ha producido en gran medida mediante un método de síntesis química. Como método enzimático, el documento 
nº KR10-0744479 da a conocer la producción en masa de psicosa mediante la utilización de la psicosa epimerasa 
producida por E. coli transformado con el gen codificante de la psicosa epimerasa derivada de Agrobacterium 45
tumefaciens. Existe un método para producir psicosa mediante la utilización de un microorganismo productor de 
enzima sin purificación a un coste de producción bajo. En la exposición nº KR10-1106253, E. coli recombinante 
transformado con el gen codificante de psicosa-3-epimerasa derivada de Agrobacterium tumefaciens y que incluye 
un gen específico inactivado, se inocula en un medio de cultivo que incluye fructosa a fin de convertir la fructosa 
en psicosa.50

El E. coli recombinante utilizado en el documento nº KR10-1106253 no es un microorganismo GRAS (generalmente 
reconocido como seguro) y, de esta manera, no puede resultar adecuado para la industria alimentaria. Además, la 
psicosa epimerasa derivada de Agrobacterium tumefaciens presenta una baja actividad enzimática y una baja 
estabilidad térmica.55

El documento nº KR14-0021974 da a conocer un casete de expresión génica, productor de una psicosa epimerasa 
en Corynebacterium sp., y que comprende una secuencia de nucleótidos codificante de la psicosa epimerasa, y 
una secuencia reguladora que está operablemente conectada con la secuencia de nucleótidos en dirección 5’ y 
que regula la expresión de la secuencia de nucleótidos en Corynebacterium sp., en el que la secuencia reguladora 60
comprende un promotor (por ejemplo, un promotor Trc).

Sigue existiendo una necesidad de desarrollar un sistema de expresión capaz de producir la psicosa epimerasa 
con una actividad enzimática elevada en un microorganismo GRAS con un alto rendimiento y en un sistema de 
expresión estable, un método de producción de psicosa epimerasa que utiliza el sistema de expresión y un método 65
de producción de psicosa mediante la utilización del enzima o microorganismo GRAS transformado.

DESCRIPCIÓN 

Sistema de expresión de psicosa epimerasa y producción de psicosa que utiliza la misma 

5 Campo técnico 

La presente invención se refiere a un sistema de expresión que es  capaz de producir psicosa epimerasa que 
presenta  una velocidad  de  conversión  y  estabilidad elevadas;  que  se  reconoce generalmente  como 
microorganismo  seguro (GRAS) que  incluye  el  sistema  de expresión,  y  un  método  de  producción de psicosa 

10 mediante la utilización del microorganismo y el enzima. 

Antecedentes de la técnica 

Se producen diversos compuestos biosintéticos en el proceso metabólico natural y se utilizan en diferentes campos 
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Divulgación

Problema técnico
5

Una forma de realización proporciona un casete de expresión que incluye una secuencia de nucleótidos codificante 
de la psicosa epimerasa y una secuencia reguladora que está operablemente conectada con la secuencia de 
nucleótidos en dirección 5’ y que regula la expresión de la secuencia de nucleótidos en Corynebacterium sp., en 
el que la secuencia reguladora comprende un promotor, incluyendo una secuencia de nucleótidos SEC ID nº 1, 
una secuencia de primer sitio de unión de ribosoma (RBS) que incluye una secuencia de nucleótidos SEC ID nº 2, 10
y un primer espaciador que se selecciona del grupo que consiste en las secuencias de nucleótidos SEC ID nº 4 a 
SEC ID nº 6.

Otra forma de realización proporciona un vector que se utiliza en Corynebacterium sp., que incluye el casete de 
expresión génica.15

Una forma de realización adicional proporciona una célula Corynebacterium sp. que expresa la psicosa epimerasa, 
incluyendo el casete de expresión génica o transformada con el vector que comprende el casete de expresión 
génica.

20
Una forma de realización todavía adicional proporciona la utilización de una composición para la producción de 
una psicosa epimerasa y/o psicosa, que comprende por lo menos una seleccionada de entre el grupo que consiste 
en células de Corynebacterium sp. recombinantes, un cultivo celular de Corynebacterium sp. recombinante, un 
lisado de células Corynebacterium sp. recombinantes y un extracto de dicho cultivo celular o dicho lisado celular.

25
Todavía otra forma de realización proporciona un método de producción de psicosa, utilizando por lo menos uno 
seleccionado de entre el grupo que consiste en psicosa epimerasa, una célula recombinante, un cultivo de células 
recombinantes, un lisado de las células recombinantes y un extracto de cultivo o el lisado celular.

Solución técnica30

La presente invención se refiere a un casete de expresión génica capaz de producir psicosa con un alto rendimiento 
con alta estabilidad, un microorganismo GRAS (generalmente reconocido como seguro), a un método para producir 
el enzima mediante la utilización del microorganismo GRAS y a un método para producir la psicosa mediante la 
utilización del microorganismo GRAS y el enzima.35

El promotor derivado de E. coli muestra una actividad baja en Corynebacterium sp., debido a que el factor inductor 
de expresión presenta una baja permeabilidad y el material de expresión génica no existe en Corynebacterium sp. 
Por lo tanto, se proporciona un promotor adecuado para expresar una psicosa epimerasa en Corynebacterium sp.

40
Se proporciona un promotor capaz de producir psicosa con un alto rendimiento con alta estabilidad, una secuencia 
reguladora que incluye el promotor y un casete de expresión génica que incluye la secuencia reguladora, 
produciendo de esta manera psicosa epimerasa en Corynebacterium sp. con un alto rendimiento con elevada 
estabilidad y en gran cantidad. Además, se proporciona una psicosa epimerasa que puede expresarse a una tasa 
elevada en combinación con el promotor y una secuencia de nucleótidos codificante de la psicosa epimerasa.45

En la presente memoria, el término “promotor”, la expresión “molécula de nucleótidos con una actividad de 
promotor” o “secuencia de promotor” se refiere a una molécula de nucleótidos capaz de regular la transcripción o 
la expresión de un nucleótido de interés, que está operablemente conectada con el nucleótido de interés. El 
promotor puede incluir un promotor de transcripción y un promotor de expresión.50

La secuencia de nucleótidos de interés puede unirse al promotor químicamente y puede unirse al promotor 
mediante la utilización de una secuencia reguladora génica adicional y/o una secuencia de nucleótidos conectora, 
y similares. Preferentemente, la secuencia de nucleótidos de interés que debe transcribirse puede localizarse en 
dirección 3’ del promotor (es decir, el extremo 3’ de la secuencia del promotor). El intervalo entre la secuencia de 55
promotor y la secuencia de nucleótidos que debe transcribirse puede presentar preferentemente 200 pares de 
bases o menos, o más preferentemente, de 100 pb o menos.

En la presente memoria, la expresión “sitio de unión de ribosoma” (RBS) o “secuencia de Shine-Dalgarno” se 
refiere a una región de secuencia polinucleótida rica en A/G a la que se une un ribosoma para la traducción.60

En la presente memoria, la expresión “secuencia reguladora” se refiere a una molécula de nucleótidos con una 
actividad reguladora de la expresión génica, tal como la transcripción y/o la traducción del polinucleótido diana y 
que está operablemente ligada al polinucleótido diana. La secuencia reguladora puede denominarse “secuencia 
de nucleótidos reguladora”.65
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A continuación en la presente memoria, la expresión “casete de expresión” incluye una secuencia reguladora que 
está operablemente ligada a la secuencia de nucleótidos diana, tal como una secuencia de nucleótidos codificante 
de la psicosa epimerasa. Por lo tanto, el casete de expresión puede incluir una secuencia de nucleótidos requerida 
para expresar una proteína después de la transcripción o la traducción, así como una secuencia de nucleótidos 
reguladora de la transcripción o la traducción.5

En la presente invención, la molécula de nucleótidos es preferentemente una molécula no natural, una molécula 
aislada o un tipo sintético o recombinante. El término “aislado” referido a una molécula de nucleótidos puede no 
incluir otra molécula de nucleótidos en la fuente natural, otro material celular o cualquier componente del medio de 
cultivo en el caso del método de producción recombinante, u otro precursor químico u otros productos químicos en 10
el caso del método de síntesis química.

En una forma de realización, la secuencia reguladora utilizada para Corynebacterium sp. puede expresar la psicosa 
epimerasa con una elevada estabilidad y actividad enzimática en un microorganismo GRAS con elevado 
rendimiento y estabilidad.15

La presente invención se describe en detalle a continuación en la presente memoria.

Una forma de realización de la presente invención proporciona un casete de expresión génica, productor de una 
psicosa epimerasa en Corynebacterium sp. y que comprende una secuencia de nucleótidos codificante de la 20
psicosa epimerasa, y una secuencia reguladora operablemente conectada con la secuencia de nucleótidos en 
dirección 5’ y reguladora de la expresión de la secuencia de nucleótidos en Corynebacterium sp., en la que la 
secuencia reguladora comprende un promotor que incluye una secuencia de nucleótidos SEC ID nº 1, una 
secuencia de primer sitio de unión de ribosoma (RBS) que incluye una secuencia de nucleótidos SEC ID nº 2, y un 
primer espaciador que se selecciona del grupo que consiste en las secuencias de nucleótidos SEC ID nº 4 a SEC 25
ID nº 6 (promotor-RBS1-espaciador1).

La secuencia reguladora se opera en Corynebacterium sp. y, de esta manera, una psicosa epimerasa con elevadas 
estabilidad y actividad puede expresarse en un microorganismo GRAS. La secuencia reguladora incluye una 
secuencia de nucleótidos codificante de la psicosa epimerasa, y un promotor que expresa la psicosa epimerasa 30
en un microorganismo GRAS, por ejemplo Corynebacterium sp. o una secuencia reguladora que incluye el 
promotor. La secuencia reguladora puede ser una secuencia de nucleótidos no modificada o modificada que regula 
la expresión de la secuencia de nucleótidos codificante de la psicosa epimerasa en Corynebacterium sp.

Se muestran ejemplos de promotores en la secuencia reguladora en la tabla 1 (cabe destacar que únicamente la 35
SEC ID nº 1 forma parte de la presente invención).

[Tabla 1]

SEC ID nº Secuencia de nucleótidos (5' -> 3') nombre

1 promotor SOD (1)

63 tgacaattaatcatcggctcgtataatgt promotor Tac1 (1)

64 tgacaattaatcatccggctcgtataatgt promotor Tac2 (1)

65 tgacaattaatcatcggcctcgtataatgt promotor Trc (1)

40
El casete de expresión génica o la secuencia reguladora de la presente invención comprenden además por lo 
menos una secuencia seleccionada de entre el grupo que consiste en una secuencia de sitio de unión de ribosoma
(RBS), una secuencia de espaciador y una secuencia de conector.

La secuencia de sitio de unión de ribosoma puede incluirse en por lo menos una o más copias, por ejemplo 1 a 5 45
copias, o 2 copias en la secuencia reguladora.

La secuencia reguladora incluye una primera secuencia RBS que incluye una secuencia de nucleótidos SEC ID nº 
2, y un primer espaciador que se selecciona del grupo que consiste en las secuencias de nucleótidos SEC ID nº 4 
a SEC ID nº 6. Puede incluir, aparte de la primera secuencia RBS y la primera secuencia de espaciador, una 50
segunda secuencia RBS que se conecta con el extremo 3’ del primer espaciador directamente o mediante un 
conector, y una primera secuencia de espaciador y una segunda secuencia RBS que está conectada con el 
extremo 3’ del primer espaciador directamente o mediante un conector, y un segundo espaciador.

Específicamente, la secuencia reguladora incluye una copia de secuencia RBS. Opcionalmente, la secuencia 55
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reguladora incluye además una secuencia de conector de tamaño de 1 a 100 pb que está conectada con el extremo 
3’ del primer espaciador (promotor-RBS1-Espaciador1-conector).

La secuencia reguladora puede incluir dos copias de secuencia RBS. Por ejemplo, la secuencia reguladora puede 
incluir además, aparte del promotor de SEC ID nº 1, la primera secuencia RBS de SEC ID nº 2 y el primer 5
espaciador seleccionado de entre el grupo que consiste en las secuencias de SEC ID nº 4 a SEC ID nº 6, por lo 
menos uno seleccionado de entre el grupo que consiste en (i) una secuencia de conector de SEC ID nº 12 y (ii) un 
segundo espaciador seleccionado de entre el grupo que consiste en las secuencias de SEC ID nº 7 a nº 11. Por 
ejemplo, la segunda secuencia RBS puede conectarse con el extremo 3’ del primer espaciador directamente o 
mediante un conector (promotor-RBS1-Espaciador1-RBS2, o promotor-RBS1-Espaciador1-conector-RBS2). En la 10
secuencia reguladora, que incluye dos copias de secuencia RBS, un segundo espaciador puede conectarse con 
el extremo 3’ de la segunda secuencia RBS. Además, la combinación del primer RBS y primer espaciador, o 
segundo RBS y segundo espaciador, puede repetirse por lo menos una o más veces, por ejemplo 1 a 5 veces, 2 
veces, 3 veces, 4 veces o 5 veces.

15
Los ejemplos específicos de secuencia reguladora no modificada se muestran a continuación:

(1) un promotor y una combinación de RBS y secuencia de espaciador que están unidos al extremo 3’ del 
promotor directamente o mediante un conector (por ejemplo, promotor-primer conector-RBS1-Espaciador1, 
o promotor-RBS-Espaciador1),20

(2) un promotor y por lo menos dos combinaciones de RBS y secuencia de espaciador (por ejemplo, promotor-
RBS1-Espaciador1-RBS2-Espaciador2), y

(3) un promotor, por lo menos dos combinaciones de RBS y secuencia de espaciador, y un segundo conector 25
que está situado entre la primera secuencia de espaciador y el segundo RBS (por ejemplo, promotor-RBS1-
Espaciador1-segundo conector-RBS2-Espaciador2).

En una primera forma de realización, la secuencia de sitio de unión de ribosoma es una secuencia de nucleótidos 
de un tamaño de 7 a 20 pb que incluye una secuencia de nucleótidos SEC ID nº 2, por ejemplo una secuencia de 30
nucleótidos de SEC ID nº 2. La secuencia de conector es una secuencia de nucleótidos de un tamaño de 5 a 
100 pb, o de 5 a 80 pb, por ejemplo una secuencia de nucleótidos SEC ID nº 12.

La secuencia de conector puede ser un conector unido entre el promotor y el primer RBS, o un conector localizado 
entre el primer espaciador y el segundo RBS, y la secuencia de nucleótidos del conector puede seleccionarse para 35
resultar adecuado para cada promotor. El promotor puede estar comprendido en la secuencia reguladora junto con 
el primer conector con una secuencia de nucleótidos SEC ID nº 12 situado entre el primer espaciador y el segundo 
RBS.

La secuencia de espaciador en la secuencia reguladora puede presentar una longitud de 3 a 15 bases de diversas 40
bases, y el incremento de la eficiencia de expresión del gen situado en dirección 3’ de la secuencia reguladora. La 
secuencia de espaciador puede prepararse en diversas composiciones de bases y longitudes de bases mediante 
la consideración del gen de interés, el tipo de célula hospedadora y similares.

La secuencia reguladora modificada de la presente invención incluye por lo menos una base que sustituye por lo 45
menos una base de por lo menos una seleccionada de un primer espaciador y un segundo espaciador.

Por ejemplo, en el caso de que la secuencia reguladora modificada incluya una copia de RBS, la secuencia 
reguladora modificada incluye promotor, primer RBS y un primer espaciador del que TT de una primera base y una 
segunda base puede sustituirse por las bases GA, GT o GC.50

En el caso de que la secuencia reguladora modificada incluya dos copias de RBS, TT de una primera base y una 
segunda base del primer espaciador conectado con el extremo 3’ del primer RBS puede sustituirse por GA, GT o 
GC; TT de una primera base y una segunda base del segundo espaciador conectado con el extremo 3’ del segundo 
RBS puede sustituirse por GG, GA, GT o GC; o TT de una primera base y una segunda base del primer espaciador 55
puede sustituirse por GA, GT o GC y TT de una primera base y una segunda base del segundo espaciador puede 
sustituirse por GG, GA, GT o GC.

La primera secuencia de espaciador se selecciona del grupo que consiste en los nucleótidos de SEC ID nº 4 a nº 
6. La segunda secuencia de espaciador puede ser por lo menos una secuencia de nucleótidos seleccionada de 60
entre el grupo que consiste en los nucleótidos de SEC ID nº 7 a nº 11.

En una forma de realización, la secuencia de promotor, la secuencia RBS, el primer espaciador y el segundo 
espaciador y su secuencia modificada, y el conector que es aplicable a la secuencia reguladora, se ejemplifican 
en la tabla 2 (cabe destacar que el 1º espaciador R1TT de SEC ID nº 3 no es parte de la invención).65
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[Tabla 2]

SEC ID nº secuencia (5' -> 3') nombre

1 promotor

2 gaaagga RBS

3 ttttttaccc 1º ESPACIADOR R1TT

4 gattttaccc 1º ESPACIADOR R1GA

5 gtttttaccc 1º ESPACIADOR R1GT

6 gcttttaccc 1º ESPACIADOR R1GC

7 ttacaaa 2º ESPACIADOR, R2TT

8 gaacaaa 2º ESPACIADOR, R2GA

9 gtacaaa 2º ESPACIADOR, R2GT

10 gcacaaa 2º ESPACIADOR, R2GC

11 ggacaaa 2º ESPACIADOR, R2GG

12 atggctgtatacgaactcccagaactcgactacgcatacgac conector

La secuencia reguladora puede incluir por lo menos un polinucleótido seleccionado de entre el grupo que consiste 
en las secuencias mostradas en la tabla 3 (cabe destacar que las secuencias SEC ID nº 13 y nº 17 no forman parte 5
de la presente invención) y regula la expresión de la psicosa epimerasa en Corynebacterium sp.

[Tabla 3]

SEC ID nº secuencia (5' -> 3') nombre

13 (SEC ID nº 1)+gaaagga ttttttaccc RBS1/1º ESPACIADOR-TT

14 (SEC ID nº 1)+gaaagga gattttaccc RBS1/1º ESPACIADOR-GA

15 (SEC ID nº 1)+gaaagga gtttttaccc RBS1/1º ESPACIADOR-GT

16 ( 1)+gaaagga gcttttaccc RBS1/1º ESPACIADOR-GC

17 RBS1/1º ESPACIADOR-TT conector

18 SOD-R1GA/R2TT

19 SOD-R1GA/R2GA

20 SOD-R1GA/R2GT

21 SOD-R1GA/R2GC

22 SOD-R1GA/R2GG

23 SOD-R1 GT/R2TT

24 SOD-R1GT/R2GA
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SEC ID nº secuencia (5' -> 3') nombre

25 SOD-R1GT/R2GT

26 SOD-R1GT/R2GC

27 SOD-R1GT/R2GG

28 SOD-R1GC/R2TT

29 SOD-R1GC/R2GA

30 SOD-R1GC/R2GT

31 SOD-R1GC/R2GC

32 SOD-R1GC/R2GG

La tabla 4 muestra ejemplos, fuera del alcance de la presente invención, en los que la secuencia reguladora incluye 
un promotor controlado por Tac1 con la SEC ID nº 63, un promotor controlado por Tac2 con la SEC ID nº 64 o un 
promotor controlado por Trc, y la secuencia reguladora incluye por lo menos un polinucleótido seleccionado de 
entre el grupo que consiste en las secuencias mostradas en SEC ID nº 66 a SEC ID nº 75 y regula la expresión de 5
la psicosa epimerasa en Corynebacterium sp.

[Tabla 4]

SEC ID nº secuencia (5' -> 3') nombre

69 (SEC ID nº 63)+gaaagga Tac1/RBS

70 Tac1/conector/RBS

71 Tac1/ conector /RBS/espaciador

72 (SEC ID nº 64)+gaaagga Tac2/RBS

73 Tac2/ conector /RBS

74 Tac2/ conector /RBS/espaciador

75 (SEC ID nº 65)
gtggaattgtgagcggataacaatttcacacaggaaacagacccatgg

Trc/conector

10
La secuencia reguladora de la presente invención puede regular la expresión de la psicosa epimerasa conectada 
con la secuencia reguladora en dirección 3’ en Corynebacterium sp. Por lo tanto, el casete de expresión génica de 
la presente invención puede utilizarse para expresar el gen diana en Corynebacterium sp. Y el gen diana puede 
ser una secuencia de nucleótidos codificante de psicosa epimerasa. La psicosa epimerasa puede derivarse de 
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Clostridium scidens, Treponema primitia, o Ensifer adhaerens. La psicosa epimerasa derivada de Agrobacterium 
tumefaciens presenta una baja actividad enzimática y estabilidad térmica y, de esta manera, no resulta preferente.

El promotor derivado de E. coli muestra una actividad baja en Corynebacterium sp., debido a que el factor inductor 
de expresión presenta una baja permeabilidad y el material de expresión génica no existe en Corynebacterium sp. 5
Aunque se utiliza el mismo promotor, la actividad de expresión del promotor puede variar según el gen diana que 
debe expresarse. El promotor aplicable a Corynebacterium sp. muestra una actividad de promotor baja y 
Corynebacterium sp. no proporciona una amplia selección de promotores. Por lo tanto, un promotor adecuado para 
Corynebacterium sp. no puede prepararse con facilidad. Aunque el promotor se utiliza convenientemente en 
Corynebacterium sp., el promotor puede presentar una actividad reguladora diferente de transcripción o expresión 10
según el tipo de gen diana. El promotor, la secuencia reguladora y el casete de expresión génica de la presente 
invención se utilizan muy preferentemente para expresar psicosa epimerasa en Corynebacterium sp.

La secuencia codificante de la proteína diana puede conectarse con el extremo 3’ de la secuencia reguladora 
utilizada en Corynebacterium sp. directamente o mediante un conector.15

Preferentemente se utiliza una psicosa epimerasa con una actividad enzimática y estabilidad térmica elevados. 
Resulta importante combinar el promotor o la secuencia reguladora con la secuencia codificante de la psicosa 
epimerasa. La secuencia codificante de la psicosa epimerasa puede proporcionar un nivel de expresión preferente 
de la proteína, al utilizarlo con el promotor de la presente invención y puede obtenerse una elevada estabilidad 20
térmica debido al pliegue correcto de la proteína. La secuencia codificante de la psicosa epimerasa según la 
presente invención preferentemente se utiliza junto con el promotor o la secuencia reguladora de la presente 
invención.

En una forma de realización, la psicosa epimerasa se deriva de Clostridium scidens, Treponema primitia, Ensifer 25
adhaerens o Ruminococcus torques, y preferentemente por lo menos una secuencia de aminoácidos mostrada en 
SEC ID nº 33 a nº 36.

Con la condición de que la psicosa epimerasa mantenga la actividad enzimática de conversión de fructosa en 
psicosa, puede utilizarse cualquier secuencia modificada de las secuencias de aminoácidos mostradas en SEC iD 30
nº 33 a nº 36 mediante la obtención de sustituciones, inserciones y/o deleciones del aminoácido parcial. Por 
ejemplo, la secuencia modificada puede incluir una secuencia de aminoácidos con una identidad de las secuencias 
de aminoácidos 70% o superior, de 80% o superior, de 90% o superior, de 95% o superior o de 99% o superior, en 
comparación con la secuencia de aminoácidos mostrada en SEC ID nº 33 a nº 36.

35
La secuencia codificante de la psicosa epimerasa puede ser una secuencia de nucleótidos de psicosa epimerasa 
derivada de Clostridium scidens, Treponema primitia, Ensifer adhaerens o Ruminococcus torques, o una secuencia 
modificada obtenida mediante optimización de la secuencia codificante para que resulte adecuada para la 
expresión en E.coli o Corynebacterium sp.

40
Por ejemplo, la secuencia de nucleótidos codificante de la psicosa epimerasa puede ser una secuencia codificante 
de entre cualquiera de las secuencias de aminoácidos seleccionadas de las secuencias SEC ID nº 33 a nº 36. 
Específicamente, la secuencia de nucleótidos puede ser cualquiera seleccionada de las secuencias SEC ID nº 37 
a SEC ID nº 44, o una secuencia de nucleótidos que presenta sustancialmente la misma homología de secuencias 
a las mismas. La expresión sustancialmente la misma homología de secuencias se refiere a cualquier secuencia 45
de nucleótidos con una identidad de secuencia de nucleótidos de 70% o superior, de 90% o superior o de 98% o 
superior, en comparación con por lo menos una secuencia de nucleótidos seleccionada de SEC ID nº 37 a SEC ID 
nº 44, en el caso de que cualquier secuencia de nucleótidos se alinee con la secuencia de nucleótidos seleccionada 
de las secuencias SEC ID nº 37 a SEC ID nº 44 y se lleve a cabo el análisis de su secuencia.

50
En una forma de realización, la psicosa epimerasa derivada de Clostridium scidens (CDPE) incluye una secuencia 
de aminoácidos SEC ID nº 33 y una secuencia de nucleótidos codificante de la secuencia de aminoácidos SEC ID 
nº 33, por ejemplo la secuencia de nucleótidos de SEC ID nº 37 o SEC ID nº 38.

En una forma de realización, la psicosa epimerasa derivada de Treponema primitia (TDPE) incluye una secuencia 55
de aminoácidos SEC ID nº 34 y una secuencia de nucleótidos codificante de la secuencia de aminoácidos SEC ID 
nº 34, por ejemplo la secuencia de nucleótidos de SEC ID nº 39 o SEC ID nº 40.

En una forma de realización, la psicosa epimerasa derivada de Ensifer adhaerens (EDPE) incluye una secuencia 
de aminoácidos SEC ID nº 35 y una secuencia de nucleótidos codificante de la secuencia de aminoácidos SEC ID 60
nº 35, por ejemplo la secuencia de nucleótidos de SEC ID nº 41 o SEC ID nº 42.

En una forma de realización, la psicosa epimerasa derivada de Ruminococcus torques (RDPE) incluye una 
secuencia de aminoácidos SEC ID nº 36 y una secuencia de nucleótidos codificante de la secuencia de 
aminoácidos SEC ID nº 36, por ejemplo la secuencia de nucleótidos de SEC ID nº 43 o SEC ID nº 44.65
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El casete de expresión génica de la presente invención puede comprender además por lo menos una secuencia 
seleccionada de entre el grupo que consiste en un origen de replicación, una secuencia líder, un marcador de 
selección, un sitio de clonación y un sitio de reconocimiento de enzima de restricción.

En otra forma de realización, se proporciona el casete de expresión génica útil para Corynebacterium sp. que 5
comprende un promotor utilizado para Corynebacterium sp., una secuencia reguladora que incluye el promotor o 
la secuencia reguladora y un polinucleótido codificante del casete de expresión de la psicosa epimerasa de 
Corynebacterium sp.

El promotor utilizado para Corynebacterium sp., la secuencia reguladora y la psicosa epimerasa se han descrito 10
anteriormente.

El casete de expresión génica de la presente invención puede comprender además por lo menos una secuencia 
seleccionada de entre el grupo que consiste en un origen de replicación, una secuencia líder, un marcador de 
selección, un sitio de clonación y un sitio de reconocimiento de enzima de restricción.15

El casete de expresión génica puede utilizarse en un constructo de polinucleótido desnudo o en un vector 
recombinante. La expresión un vector recombinante se refiere a una molécula de nucleótidos que es capaz de 
transferir un polinucleótido diana que se encuentra operablemente ligado al vector recombinante. El polinucleótido 
diana puede conectarse operablemente con un regulador de la transcripción, tal como el promotor y un terminador 20
de transcripción.

El vector recombinante puede ser un vector de clonación o un vector de expresión según un método ampliamente 
conocido de la técnica (Francois Baneyx, current Opinion Biotechnology 1999, 10:411-421). El vector recombinante 
puede ser cualquier vector que haya sido utilizado para la recombinación genética y puede ser cualquiera 25
seleccionado de vectores plásmidos y vectores víricos (por ejemplo, retrovirus deficientes en la replicación,

adenovirus y virus adenoasociados) vector vírico con una actividad equivalente a la del vector. Entre los 
ejemplos de los vectores recombinantes se incluyen por lo menos un vector seleccionado de entre el grupo que 
consiste en los vectores pET, pKK223-3, pTrc99a, pKD, pXMJ19, pCES208 y similares. Preferentemente, el vector 
puede ser un vector lanzadera de E. coli-Corynebacterium (pCES208, J. Microbiol. Biotechnol., 18:639-647, 2008).30

De acuerdo con lo anterior, el vector que incluye el casete de expresión génica puede ser un vector de expresión, 
tal como un plásmido, que puede crecer en Corynebacterium sp. y expresar la proteína diana.

El terminador de transcripción puede ser un terminador rrnB, rrnB_T1, rrnB_T2, o T7, o preferentemente un 35
terminador T7 derivado del vector pET21a.

El vector incluye un promotor con una secuencia de nucleótidos mostrada en SEC ID nº 1 o únicamente una 
secuencia reguladora sin el gen diana. El vector puede ser un vector lanzadera, un vector de replicación o un vector 
de expresión que pueda crecer en E. coli y Corynebacterium sp.40

En particular, la presente invención proporciona un vector, tal como un plásmido que incluye una secuencia 
reguladora para regular la secuencia polinucleótidoa diana de expresión situada en dirección 5’ de la secuencia 
polinucleótida diana. La secuencia reguladora incluye un promotor que presenta una secuencia de nucleótidos 
SEC ID nº 1, una secuencia de primer sitio de unión de ribosoma (RBS) y una primera secuencia de espaciador, 45
tal como se ha indicado anteriormente.

La secuencia reguladora puede incluir además una segunda secuencia RBS conectada con el extremo 3’ del primer 
espaciador directamente o mediante un conector. La secuencia reguladora puede incluir además una segunda 
secuencia RBS y una segunda secuencia de espaciador conectada con el extremo 3’ de la segunda RBS 50
directamente o mediante un conector.

En el vector que incluye el promotor, la secuencia del primer espaciador comprende una secuencia de nucleótidos 
modificada en la que la primera base y la segunda base (TT) en la secuencia de nucleótidos SEC ID nº 3 se han 
sustituido por GA, GT o GC. El primer espaciador modificado incluye una secuencia SEC ID nº 4, nº 5 o nº 6.55

En el caso de que el vector incluya el primer espaciador y el segundo espaciador, el primer espaciador o el segundo 
espaciador o ambos puede incluir por lo menos una base modificada. Por ejemplo, la secuencia del segundo 
espaciador incluye una secuencia de nucleótidos modificada en la que la primera y la segunda base en la secuencia 
de nucleótidos SEC ID nº 7 se ha sustituido por GA, GT, GC o GG. La secuencia de nucleótidos modificada del 60
segundo espaciador puede incluir una secuencia de nucleótidos seleccionada de las secuencias SEC ID nº 8 a nº 
11.

Alternativamente, la primera y segunda bases (TT) de la secuencia del primer espaciador que presenta una 
secuencia de nucleótidos SEC ID nº 3 se sustituyen por GA, GT o GC, y la primera y la segunda bases (TT) de la 65
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secuencia del segundo espaciador que presentan una secuencia de nucleótidos SEC ID nº 7 pueden ser TT, GA, 
GT, GC o GG. Los ejemplos de secuencia del segundo espaciador son una secuencia de nucleótidos SEC ID nº 7 
a nº 11.

En el vector que incluye únicamente una secuencia reguladora sin un gen diana, el casete de expresión y el vector 5
que incluye el casete de expresión que incluye RBS, conector, primer espaciador, segundo espaciador, una 
secuencia codificante de psicosa epimerasa y una secuencia reguladora, son iguales a los indicados 
anteriormente.

En una forma de realización, se proporciona una célula recombinante de Corynebacterium sp. que incluye el casete 10
de expresión génica o transformada con el casete de expresión.

El método de transformación de una célula hospedadora con el vector recombinante puede llevarse a cabo 
mediante cualquier método de transformación conocido por el experto ordinario en la materia sin limitación. Por 
ejemplo, entre los ejemplos no limitativos del método se incluyen la fusión de protoplastos, la electroporación, el 15
bombardeo de proyectiles y la infección con un vector vírico.

El Corynebacterium sp. transformado de la presente invención muestra una elevada estabilidad y eficiencia de 
expresión de psicosa epimerasa introducida y, de esta manera, puede mantener la elevada tasa de conversión de 
la psicosa durante un tiempo prolongado. El Corynebacterium sp. transformado puede aplicarse útilmente a la 20
producción de psicosa e incrementar el rendimiento de producción de la psicosa.

Pueden resultar un Corynebacterium sp. preferente, Corynebacterium glutamicum, Corynebacterium 
acetoglutamicum, Corynebacterium acetoacidophilum, Corynebacterium thermoaminogenes, Corynebacterium 
melassecola o Corynebacterium efficiens.25

El Corynebacterium sp. transformado de la presente invención puede ser un Corynebacterium glutamicum 
recombinante.

El cultivo de Corynebacterium sp. puede llevarse a cabo en un medio adecuado según el método conocido de la 30
técnica. El cultivo de la célula recombinante puede llevarse a cabo en un medio y bajo condiciones seleccionadas 
fácilmente según la propiedad de la cepa (célula hospedadora) por el experto en la materia. Por ejemplo, el cultivo 
puede ser un cultivo de tipo continuo, un cultivo de tipo semicontinuo, o un cultivo de tipo por lotes, aunque no se 
encuentra limitado a ellos. El medio de cultivo aplicable a la presente invención incluye una fuente de carbono, una 
fuente de nitrógeno, sales inorgánicas, vitamina y/o elementos traza. Entre las fuentes de carbono preferentes se 35
incluyen sacáridos, tales como monosacárido, disacárido o polisacárido. Con el fin de mantener la concentración 
de iones metálicos, puede añadirse agente quelante al medio de cultivo. Todos los componentes del medio de 
cultivo pueden esterilizarse mediante calentamiento a 1,5 bar y 121ºC durante 20 minutos, o la esterilización 
mediante filtración.

40
En una forma de realización, puede proporcionarse la utilización de una composición que incluye por lo menos uno 
seleccionado de entre el grupo que consiste en una célula de Corynebacterium sp. recombinante, un cultivo de 
células de Corynebacterium sp. recombinantes, un lisado de las células de Corynebacterium sp. recombinantes y 
un extracto de dicho cultivo celular o dicho lisado celular, en el que las células de Corynebacterium sp. 
recombinantes incluyen un casete de expresión celular o un vector tal como se ha indicado anteriormente, para la 45
producción de psicosa epimerasa y/o psicosa.

En otra forma de realización, puede proporcionarse un método para producir psicosa incluye una etapa de reacción 
de un sustrato que contiene fructosa con una composición para la producción de psicosa, que incluye por lo menos 
uno seleccionado de entre el grupo que consiste en una psicosa epimerasa obtenida mediante la utilización de la 50
Corynebacterium sp. recombinante, una célula recombinante, un cultivo de la célula recombinante, un lisado de 
las células recombinantes y un extracto del cultivo celular o lisado celular.

El cultivo puede contener una proteína enzima producida a partir de la célula de Corynebacterium sp. recombinante 
y puede incluir la célula recombinante o puede, alternativamente, encontrarse en una forma libre de células. El 55
lisado puede resultar de la lisis de la célula recombinante o puede incluir un sobrenadante obtenido mediante 
centrifugación del lisado, de manera que contiene la proteína enzimática producida a partir de la célula 
recombinante en ambos casos. A menos que se indique lo contrario en la presente memoria, la célula recombinante 
se refiere a por lo menos una seleccionada de entre el grupo que consiste en una masa celular de la cepa, un 
cultivo de la cepa y un lisado de la cepa.60

El método de producción de psicosa incluye una etapa de hacer reaccionar el Corynebacterium sp. con sustrato 
que contiene fructosa. En una forma de realización, la reacción entre las proteínas enzimáticas y la fructosa puede 
llevarse a cabo mediante el cultivo de una masa celular de la célula recombinante en un medio que contiene 
fructosa. La reacción del Corynebacterium sp. con sustrato que contiene fructosa puede llevarse a cabo poniendo 65
en contacto el Corynebacterium sp. con fructosa que puede ser la fructosa en contacto con por lo menos uno 
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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. Además, la reacción del Corynebacterium sp. con sustrato que contiene fructosa puede llevarse a cabo 
mediante la mezcla de Corynebacterium sp. con fructosa, o poniendo en contacto el Corynebacterium sp. 
inmovilizado en el sustrato con fructosa, de manera que se convierte la fructosa en psicosa.

5
Para la producción eficaz de psicosa en el método, se utiliza fructosa, que sirve como sustrato, a una concentración 
de 40% a 75% (p/v) en la mezcla de reacción, por ejemplo a una concentración de 50% a 75% (p/v). Una 
concentración más baja que el límite inferior de fructosa puede reducir la viabilidad económica de la psicosa de 
esta manera. Por otra parte, en caso de hallarse presente a una concentración más elevada que el límite superior, 
la fructosa es menos fácil de disolver. Por lo tanto, la concentración preferentemente se encuentra comprendida 10
dentro del intervalo. La fructosa puede encontrarse en forma de una solución en un tampón o en agua (por ejemplo, 
agua destilada).

La reacción puede llevarse a cabo a un pH de 6 a 9.5, por ejemplo a un pH de 7 a 9, a un pH de 7 a 8, a un pH de 
8 a 9; la reacción puede llevarse a cabo bajo la condición de temperatura de 40ºC o superior, por ejemplo a 4ºC o 15
superior. En el caso de que la reacción pueda llevarse a cabo a una temperatura de 80ºC, el sustrato fructosa 
puede presentar una tendencia a pardearse. Por lo tanto, la reacción puede llevarse a cabo bajo la condición de 
temperatura de 40ºC a 80ºC, por ejemplo de 50ºC a 75ºC, de 60ºC a 75ºC o de 68ºC a 75ºC.

Además, un periodo de reacción más prolongado conduce a una tasa de conversión más elevada de psicosa. Se 20
recomienda llevar a cabo la reacción durante 1 h o más, por ejemplo 2 h o más, 3 h o más, 4 h o más, 5 h o más 
o 6 h o más. Sin embargo, el tiempo de reacción preferentemente se fija dentro de las 48 h, ya que en el caso de 
que el tiempo de reacción se extienda durante 48 h, el incremento de la tasa de conversión de psicosa se vuelve 
pequeño o puede reducirse. Por lo tanto, el tiempo de reacción puede fijarse en el intervalo de 1 a 48 h, de 2 a 48 
h, de 3 a 48 h, de 4 a 48 h, de 5 a 48 h o de 6 a 48 h. Considerando los aspectos industriales y económicos, el 25
tiempo de reacción puede encontrarse comprendido dentro del intervalo de 1 a 48 h, de 2 a 36 h, de 3 a 24 h, de 
3 a 12 h o de 3 a 6 h, aunque no se encuentra limitado a ellos. Dicha condición se selecciona a fin de maximizar 
el rendimiento de conversión de fructosa en psicosa.

Además, en el caso de que se utilice la célula recombinante en el método de producción de psicosa, su 30
concentración puede fijarse en el intervalo de 5 mg(dcw, peso celular seco)/ml o más elevado en la mezcla de 
reacción entera, por ejemplo en el intervalo 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. En el caso de que la concentración de la 
masa celular sea más baja que el límite inferior, se muestra poca o ninguna actividad de conversión de la psicosa. 
Por otra parte, una concentración que exceda el límite superior se refiere al amontonamiento de las células que es 35
probable que actúan obstruyendo la optimización del rendimiento de conversión entero de la psicosa.

La proteína enzimática con actividad de conversión de psicosa (por ejemplo, la psicosa epimerasa) puede mostrar 
la propiedad de un metaloenzima, la actividad del cual está controlada por iones metálicos. Por lo tanto, la presente 
de un ion metálico puede estimular la reacción catalizada por la proteína enzimática, incrementando de esta 40
manera el rendimiento de producción de psicosa.

Por lo tanto, la composición para la producción de psicosa puede comprender además un ion metálico. El método 
para producir psicosa puede comprender además la adición de un ion metálico. En una forma de realización, el ion 
metálico puede añadirse al medio de cultivo en el procedimiento de cultivo, o puede añadirse durante el 45
procedimiento de cultivo.

En otra forma de realización, el ion metálico puede añadirse a fructosa o a una mezcla de fructosa y 
Corynebacterium sp. El ion metálico puede añadirse a un soporte en el que se inmovilizan las proteínas enzimáticas 
(antes de la adición de D-fructosa) o a una mezcla de un soporte con proteína enzimática inmovilizada y D-fructosa 50
(después de la adición de D-fructosa) o puede añadirse en mezcla con D-fructosa o individualmente junto con D-
fructosa.

El ion metálico que puede contribuir a una mejora del rendimiento de producción de psicosa puede seleccionarse 
del grupo que consiste en un ion cobre, un ion manganeso, un ion calcio, un ion magnesio, un ion cinc, un ion 55
níquel, un ion cobalto, un ion hierro, un ion aluminio y cualquier combinación de los mismos. Por ejemplo, puede 
utilizarse un ion de cobalto o un ion de cobalto o ambos. Considerando la mejora del rendimiento de producción 
de psicosa, el ion metálico puede añadirse en una cantidad de 0.5 mM o superior. En el caso de que la cantidad 
de ion metálico exceda de 5 mM, el efecto de adición resulta insignificante respecto a la cantidad en exceso. Por 
lo tanto, la cantidad del ion metálico se fija en 5 mM o menos. Por ejemplo, el ion metálico se utiliza en una cantidad 60
de 0.5 mM a 5 mM, por ejemplo, de 0.5 mM a 2 mM.

Con la condición de que establezca un medio para mantener la actividad de la cepa o la proteína enzimática
producida a partir de la cepa durante un periodo de tiempo prolongado, puede utilizarse cualquier soporte 
configurado para inmovilizar la cepa o la proteína enzimática en el mismo. Por ejemplo, como soporte puede servir 65
alginato sódico. El alginato sódico, un polisacárido coloidal natural presente en abundancia en las paredes 
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celulares de las algas pardas, consiste en ácido β-D-manurónico y ácido α-L-glucurónico, con un enlace covalente 
β 1-4 entre ellos. Permite la inmovilización estable de la enzima o el enzima al mismo; el polímero lineal puede 
resultar ventajoso para el rendimiento de producción de psicosa.

En una forma de realización, puede utilizarse una solución al 1.5 ∼ 4.0% (p/v) de alginato sódico (por ejemplo, 5
solución acuosa de alginato sódico), por ejemplo, puede utilizarse una solución aproximadamente al 2.5% (p/v) de 
alginato sódico para inmovilizar la cepa. A título de ejemplo, una masa celular de la cepa, un caldo de cultivo que 
contiene el enzima producido por la cepa, o un lisado de la cepa, se mezcla con 1 a 2 volúmenes de una solución 
acuosa de alginato sódico y la mezcla se añade gota a gota a una solución 0.2 M de ion calcio utilizando una 
bomba de jeringa y una bomba de vacío, formando perlas en las que se inmoviliza la masa celular de la cepa, el 10
cultivo que contiene el enzima produciido por la cepa, o el lisado de la cepa. El enzima puede purificarse a partir 
de la cepa, un cultivo de la cepa o un lisado de la cepa utilizando un método típico, por ejemplo diálisis, 
precipitación, adsorción, electroforesis, cromatografía de afinidad o cromatografía de intercambio iónico.

El método de producción de psicosa comprende la reacción de las proteínas enzimáticas con D-fructosa. En una 15
forma de realización, la reacción entre las proteínas enzimáticas y la D-fructosa puede llevarse a cabo mediante la 
puesta en contacto de las proteínas enzimáticas con D-fructosa.

En una forma de realización, la reacción entre las proteínas enzimáticas y la fructosa puede llevarse a cabo 
mediante la puesta en contacto de las proteínas enzimáticas con fructosa. En otra forma de realización, el contacto 20
entre las proteínas enzimáticas y la fructosa puede llevarse a cabo mediante, por ejemplo, la mezcla de las 
proteínas enzimáticas con fructosa o poniendo en contacto fructosa con las proteínas enzimáticas inmovilizadas 
en un soporte. En una forma de realización adicional, la reacción entre las proteínas enzimáticas y la fructosa 
puede llevarse a cabo mediante el cultivo de una masa celular de la célula recombinante en un medio que contiene 
fructosa. La reacción de las proteínas enzimáticas con fructosa conduce a la conversión y, de esta manera, la 25
producción de psicosa a partir de D-fructosa.

En el método de producción de psicosa, puede conseguirse eficiencia en la producción de psicosa al utilizar las 
proteínas enzimáticas a una concentración de 0.001 mg/ml a 1.0 mg/ml en la mezcla de reacción, a una 
concentración de 0.005 mg/ml a 1.0 mg/ml, a una concentración de 0.01 mg/ml a 1.0 mg/ml, a una concentración 30
de 0.01 mg/ml a 0.1 mg/ml, o a una concentración de 0.05 mg/ml a 0.1 mg/ml. En el caso de que las proteínas 
enzimáticas se utilicen a una concentración más baja que el límite inferior, el rendimiento de conversión de psicosa 
puede ser bajo. Por otra parte, una concentración excesivamente elevada de las proteínas enzimáticas reduce la 
economía industrial de la producción de psicosa.

35
Para la producción eficaz de psicosa en el método, se utiliza fructosa, que sirve como sustrato, a una concentración 
de 40% a 75% (p/v) en la mezcla de reacción, por ejemplo a una concentración de 50% a 75% (p/v). Una 
concentración más baja que el límite inferior de fructosa puede reducir la viabilidad económica de la psicosa de 
esta manera. Por otra parte, en caso de hallarse presente a una concentración más elevada que el límite superior, 
la fructosa es menos fácil de disolver. Por lo tanto, la concentración preferentemente se encuentra comprendida 40
dentro del intervalo. La fructosa puede encontrarse en forma de una solución en un tampón o en agua (por ejemplo, 
agua destilada).

Mediante la consideración de las condiciones óptimas de la reacción de proteína enzima, puede ajustarse el pH, 
temperatura y concentración de enzima de la reacción. Por ejemplo, el pH de la reacción puede ser de 6 a 9, o la 45
temperatura puede ser de 30ºC o superior, por ejemplo de 40ºC o superior, debido a que la fructosa puede 
presentar una tendencia al pardeamiento a 80ºC o a una temperatura más elevada. Además, un periodo de tiempo 
de reacción más prolongado conduce a una tasa de conversión más elevada de psicosa. Se recomienda llevar a 
cabo la reacción durante 1 h o más, debido a la estabilidad térmica del enzima (a 50ºC). En el caso de que el 
tiempo de reacción exceda de 8 horas, no puede presentar ningún efecto significativo sobre la tasa de conversión 50
de la psicosa o puede reducir la tasa de conversión. De esta manera, el tiempo de reacción es preferentemente de 
8 horas o menos.

En el caso de que la célula recombinante se utilice en el método de producción de psicosa, su concentración puede 
fijarse en el intervalo de 5 mg (dcs: peso celular seco)/ml o más en la mezcla de reacción entera.55

En una forma de realización, el método para producir psicosa puede comprender una etapa de hacer reaccionar 
la fructosa con una célula recombinante que expresa psicosa epimerasa o la psicosa epimerasa separada de la 
célula recombinante. En una forma de realización, el método para producir psicosa puede comprender el cultivo y 
recuperación de una célula recombinante.60

Tras la producción a partir de fructosa utilizando el método de la presente invención, puede purificarse psicosa 
mediante un método típico que puede ser fácilmente seleccionado por el experto en la materia, por ejemplo, a 
partir del grupo que consiste en centrifugación, filtración, cristalización, cromatografía de intercambio iónico y una 
combinación.65
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Efectos ventajosos

Un sistema de expresión génica que expresa la psicosa epimerasa en una gran cantidad con un microorganismo 
GRAS tal como Corynebacterium sp., un vector y Corynebacterium sp. se proporcionan según la presente 
invención, y la psicosa epimerasa obtenida mediante la utilización del sistema de expresión génica puede producir 5
psicosa a partir del sustrato que contiene fructosa.

Breve descripción de los dibujos

La figura 1 es un mapa de escisión de un vector recombinante para la expresión de proteína psicosa 3-10
epimerasa según una forma de realización de la presente invención.

La figura 2 es un dibujo que muestra la cantidad de proteína mediante la utilización de SDS-PAGE de lisado de 
células de Corynebacterium sp. cultivadas mediante la utilización de un molino de perlas. 

15
Las figuras 3 a figura 5 muestran mapas de escisión de vectores recombinantes, que comprenden promotores 
que no son parte de la presente invención, para la expresión de proteína psicosa 3-epimerasa en células de 
Corynebacterium sp., es decir, un vector recombinante (pCES_tac1CDPE) en la figura 3, un vector 
recombinante (pCES_tac2CDPE) en la figura 4, un vector recombinante (pCES_TrcCDPE) en la figura 5.

20
La figura 6 es un dibujo que muestra la comparación de las cantidades de proteínas expresadas obtenidas 
mediante lisis de las células en cultivo con un molino de perlas y el análisis mediante SDS-PAGE.

La figura 7 es un gráfico que compara la velocidad inicial de reacción celular en la tasa de conversión lineal de 
psicosa.25

La figura 8 es un gráfico que compara la estabilidad térmica a 50ºC en la reacción celular de células que 
expresan CDPE.

Modo de invención30

Puede obtenerse una mejor comprensión de la presente invención mediante los ejemplos siguientes.

Ejemplo 1. Producción de plásmido SOD
35

Ejemplo 1-1: producción de vector con promotor sod

La secuencia de nucleótidos (gen CDPE, GenBank: EDS06411.1) codificante de psicosa epimerasa derivada 
de Clostridium scindens ATCC 35704 se optimizó para E. coli a fin de producir una secuencia de nucleótidos 
modificada, que se denominó CDPE. El polinucleótido optimizado (SEC ID nº 36, la secuencia reguladora sod40
(SEC ID nº 17: promotor sod-RBS-ESPACIADOR R11T-CONECTOR) derivado de ADNg de Corynebacterium y 
terminador T7 del vector pET21a se amplificó mediante el método de PCR para producir cada molde y se ligó a un 
molde siguiendo el método de PCR solapante. El molde se clonó en el vector pGEM T-easy según el método de 
clonación de vector T y se analizó para la secuencia. Específicamente, el polinucleótido incluía la secuencia 
reguladora sod de SEC ID nº 17, la secuencia codificante de CDPE optimizada para E. coli de SEC ID nº 36 y el 45
terminador T7.

Se insertó el polinucleótido completo en el mismo sitio de reconocimiento de restricción de pCES208 (J. Microbiol. 
Biotechnol. 18:639-647, 2008) con los enzimas de restricción NotI y XbaI (NEB) para producir el vector 
recombinante de pCES208/psicosa epimerasa (pCES_sodCDPE). El mapa de escisión del vector recombinante 50
(pCES_sodCDPE) se muestra en la figura 1.

Ejemplo 1-2: producción de vector con mutagénesis de saturación

Con el fin de preparar un vector utilizando la mutagénesis de saturación, se prepararon los cebadores incluyendo 55
-NN- como un sitio diana. Específicamente, se decidió TT en el extremo 3’ del primer RBS (GAAGGA) y el segundo 
RBS como sitio diana y se solicitó a Genotec que sintetizase el cebador. Las secuencias de cebador, el sitio de 
mutagénesis de saturación y el sitio de unión a cebador se resumen en la tabla 5.

[Tabla 5]60

Nombre del cebador secuencia (5' -> 3') SEC ID nº

RBS1_F 45
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Nombre del cebador secuencia (5' -> 3') SEC ID nº

RBS1_R 46

RBS2_F 47

RBS2_R 48

El fragmento frontal y el fragmento trasero divididos por un sitio de referencia de -NN- se obtuvieron mediante PCR 
para producir un molde según el método de PCR solapante. Se insertó el molde en el plásmido pCES208 mediante 
ligación con los sitios XbaI y NotI, a fin de obtener el plásmido según la mutagénesis de saturación.

5
Ejemplo 2. Transformación y cribado de E. coli transformado

Ejemplo 2-1: transformación de E. coli

Se transformó la cepa E. coli Dh10b con el plásmido obtenido en el ejemplo 1 mediante electroforesis y se cribó. 10
Específicamente, se vertió canamicina en un tubo de 1.5 ml hasta una concentración final de canamicina de 
15 µg/ml y se añadió 1 ml de LB (triptona 10 mg/l, NaCl 10 mg/l, extracto de levadura 5 mg/l). Las colonias 
seleccionadas aleatoriamente se inocularon en la placa y se cultivaron a 37ºC durante aproximadamente 16 horas. 
A continuación, se recolectó la célula para eliminar el medio de cultivo, se hizo reaccionar con fructosa al 50% 
(sustrato) disuelta en tampón PIPES 50 mM (pH 7.0) mediante la adición de Mn2+ 1 mM a 60ºC durante 30 minutos 15
y se desactivó a 100ºC durante 5 minutos.

Ejemplo 2-2: cribado con tasa de conversión de psicosa

El producto del ejemplo 2-1 se analizó mediante análisis de CL para comparar la tasa de conversión de la psicosa 20
con la de pCES_sodCDPE. A continuación, se seleccionó el transformante con el gen modificado con la tasa de 
conversión más elevada. Específicamente, se obtuvo la tasa de conversión mediante el análisis del pico de CL del 
sustrato (fructosa) y del producto (psicosa) y la superficie del pico.

La comparación de la superficie del pico de CL confirmó el grado decreciente de producción de psicosa y el 25
consumo de sustrato. Se obtuvieron las curvas patrón mediante la preparación de las muestras con diferentes 
concentraciones de fructosa, de 10, 20, 50, 100, 120, 150 mM y las muestras con diferente concentración de 
psicosa, de 1, 2, 5, 10, 20, 50 mM, con R2 de 0.99 o superior. A continuación, se infirió cada fórmula a partir de las 
curvas patrón y se obtuvo la concentración de fructosa y la concentración de psicosa mediante la utilización de la 
superficie del pico de CL.30

Los valores finales se indicaron como la tasa de conversión de psicosa, que era proporcional a la cantidad de 
CDPE expresado. De esta manera, a medida que se incrementa la cantidad de psicosa producida, se incrementa 
la cantidad de CDPE expresado.

35
En consecuencia, se seleccionaron 6 mutantes, incluyendo tres mutantes en el sitio R1 y 3 mutantes en el sitio R2, 
y se denominaron R1-1, R1-4, R1-8, R2-1, R2-5 y R2-11. En comparación con el resultado del análisis de CL del 
control que incluía secuencias no modificadas (pCES_sod CDPE), se seleccionaron cuatro mutantes basándose 
en la tasa de conversión de psicosa y se muestran en la tabla 6.

40
[Tabla 6]

Muestra Tasa de conversión de psicosa (%)
sod_CDPE 5.15

R1-1 8.59
R1-4 8.94
R2-5 5.66

R2-11 6.07

Tal como se muestra en la tabla 6, los mutantes finalmente seleccionados que mostraban una tasa de conversión 
incrementada de psicosa eran R1-1 y R1-R en el sitio R1 y R2-5 y R2-11 en el sitio R2 y, de esta manera, 4 45
mutantes mostraron una expresión incrementada de CDPE.

Ejemplo 2-3: identificación de secuencia modificada

Basándose en la secuencia de nucleótidos de SEC ID nº 3, en el pCES_sodCDPE no modificado, R1-1 presentaba 50
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la sustitución de GA y R1-4 presentaba la sustitución de GG en TT del sitio diana de control.

Basándose en la secuencia de nucleótidos de SEC ID nº 7 en pCES_sodCDPE no mutado, R2-5 y R2-11 
presentaba GG sustituido en TT del sitio diana de control.

5
Ejemplo 3. Medición de la tasa de expresión de CDPE en Corynebacterium

Se transformó Corynebacterium glutaricum con 4 mutantes obtenidos en el ejemplo 2, respectivamente, y se 
obtuvieron mediante su cultivo en 100 ml de medio LB. Se lisaron las células y se purificaron mediante la utilización 
del método de purificación de etiqueta de His. A continuación, se llevó a cabo el SDS-PAGE del lisado celular a fin 10
de identificar la tasa de conversión de CDPE.

Específicamente, las células cultivadas se lisaron con un molino de perlas y se recogió el sobrenadante, se mezcló 
con tampón para muestras en proporción 1:1 y se calentó a 100ºC durante 5 minutos. La muestra preparada se 
analizó mediante electroforesis mediante la utilización de gel de SDS-PAGE al 12% (composición: gel de migración 15
- 3.3 ml de H2O, 4.0 ml de acrilamida al 30%, 2.5 ml de tampón Tris 1.5 M (pH 8.8), 100 µl de SDS al 10%, 100 µl 
de APS al 10%, 4 µl de TEMED / gel de carga - 1.4 ml H2O, 0.33 ml de acrilamida al 30%, 0.25 ml de tampón Tris 
1.0 M (pH 6.8), 20 µl de SDS al 10%, 20 µl de APS al 10%, 2 µl de TEMED) a 180 V durante 50 minutos a fin de 
identificar la expresión de las proteínas.

20
Tras identificar la expresión de CDPE en el gel de SDS-PAGE, el producto se purificó según el método de 
purificación de etiqueta de His utilizando resina de Ni-NTA y se calculó la tasa de conversión de psicosa mediante 
la utilización de la fórmula de tasa de conversión (%)=(proteína purificada (mg) / proteínas solubles totales (mg)) * 
100). La tasa de conversión calculada se indica en la tabla 7.

25
En la tabla 7 a continuación, proteínas celulares completas se refieren a todas las proteínas dentro de la célula 
que expresa la psicosa epimerasa celular y la cantidad de psicosa epimerasa se refiere a la cantidad de psicosa 
epimerasa purificada. Por lo tanto, la tasa de conversión se refiere al valor calculado que muestra la proporción de 
proteína diana expresada respecto a las proteínas celulares totales.

30
[Tabla 7]

Muestra Tasa de conversión de CDPE (%)
Sod_CDPE 10

R1-1 15
R1-4 9.5
R2-5 8.3

R2-11 8.5

Tal como se muestra en la tabla 7, la concentración de CDEP purificada de R1-1 era aproximadamente 1.5 veces 
más alta que en el transformante con el vector recombinante (pCES_sodCDPE). Por otra parte, otras muestras 35
mostraron una tasa de conversión baja.

Ejemplo 4. Producción de psicosa mediante la utilización de reacción enzimática

Se transformó Corynebacterium glutaricum con 4 mutantes: R1-1, R1-4, R2-5 y R2-11 obtenidos en el ejemplo 2, 40
respectivamente, y se obtuvieron mediante su cultivo en 100 ml de medio LB. El enzima en bruto no purificado se 
utilizó para convertir sustrato que contenía fructosa 50 mM en psicosa. A continuación, se analizó la cantidad de 
psicosa producida.

Las células mutantes que expresaban CDPE se rompieron. Se obtuvo sobrenadante que incluía la proteína, de 45
concentración 0.007 mg/ml de proteínas celulares completas, y se añadió al sustrato que contenía fructosa 50 mM 
con adición de Mn2+ 1 mM. A continuación, se llevó a cabo la reacción a pH 7.0, PIPES 50 mM y a 60ºC durante 5, 
10 o 15 minutos, y después se desactivó con calentamiento a 100ºC durante 5 minutos.

Se comparó la tasa de conversión de psicosa mediante análisis de CL. Específicamente, se obtuvo la tasa de 50
conversión mediante el análisis del pico de CL del sustrato (fructosa) y del producto (psicosa) y la superficie del 
pico.

El análisis de CL se llevó a cabo mediante la utilización del detector de índice de refracción (Agilent 1260 RID) de 
HPLC (Agilent, EE.UU.) dotado de una columna Aminex HPX-87C (BIO-RAD), agua a 80ºC como fase móvil y 55
caudal de columna de 0.6 ml/min. A continuación, se calculó la tasa de conversión de psicosa basándose en la 
fórmula de tasa de conversión mediante la utilización de la cantidad de psicosa producida y fructosa no consumida 
medida a partir del pico de CL. Los valores calculados se muestran en la tabla 8.
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[Fórmula]

Tasa de conversión (%) = cantidad de psicosa producida (g/l) / (cantidad de psicosa producida + cantidad de 
fructosa remanente) (g/l) * 100

5
[Tabla 8]

Muestra Tasa de conversión de psicosa (%) en la 
reacción durante 5 minutos

Sod-CDPE 15.66
R1-1 17.24
R1-4 14.39
R2-5 14.10
R2-11 13.65

Tal como se muestra en la tabla 5, la tasa de conversión de R1-1 era más alta que sod-CDPEII. Otras secuencias 
modificadas mostraban una cierta reducción de la tasa de conversión en comparación con sod-CDPE.10

Ejemplo 5. Producción de psicosa mediante la utilización de la reacción de células de Corynebacterium

Se transformó Corynebacterium glutaricum con 4 mutantes: R1-1, R1-4, R2-5 y R2-11 obtenidos en el ejemplo 2, 
respectivamente, y se obtuvieron mediante su cultivo en 100 ml de medio LB. El sustrato que contenía 50% en 15
peso de fructosa se hizo reaccionar mediante la utilización de la reacción celular y se comparó la tasa de 
conversión.

Específicamente, se añadieron 0.5 a 2 mg/ml de células mutantes que expresaban CDPE al sustrato que contenía 
fructosa en un contenido de sólidos de 50% en peso y Mn2+ 1 mM, se hicieron reaccionar a pH 7.0, PIPES 50 mM 20
y a 60°C y se desactivaron mediante calentamiento a 100ºC durante 5 minutos.

La reacción de conversión se llevó a cabo mediante la utilización de cada célula mutante y se calculó la tasa de 
conversión según el método de análisis de CL. El análisis de CL se llevó a cabo mediante la utilización del detector 
de índice de refracción (Agilent 1260 RID) de HPLC (Agilent, EE.UU.) dotado de una columna Aminex HPX-87C 25
(BIO-RAD), agua a 80ºC como fase móvil y caudal de columna de 0.6 ml/min. A continuación, se calculó la tasa de 
conversión de psicosa basándose en la fórmula de tasa de conversión mediante la utilización de la cantidad de 
psicosa producida y fructosa no consumida medida a partir del pico de CL. Los valores calculados se muestran en 
la tabla 9.

30
[Fórmula]

Tasa de conversión (%) = cantidad de psicosa producida (g/l) / (cantidad de psicosa producida + cantidad de 
fructosa no consumida) (g/l) * 100

35
[Tabla 9]

Muestra Tasa de conversión de psicosa (%)
Sod-CDPEII 6.02

R1-1 8.34
R1-4 5.99
R2-5 4.79
R2-11 5.29

Tal como se muestra en la tabla 9, la tasa de conversión de R1-1 mutante era más alta que sod-CDPEII. Otras 40
secuencias modificadas mostraban una cierta reducción de la tasa de conversión en comparación con sod-CDPE.

Ejemplo 6: comparación de la estabilidad térmica en la reacción de células de Corynebacterium

Aparte de la elevada tasa de conversión de la célula, la célula que convierte la psicosa epimerasa establemente 45
asimismo resulta importante en el campo industrial. Por lo tanto, el presente experimento se llevó a cabo para 
confirmar la estabilidad térmica de la célula.

Con el fin de confirmar la estabilidad térmica de la célula a 50ºC, se resuspendieron 1,0 mg/ml de células 
pretratadas con surfactante, en tampón PIPES 50 mM (pH 7.0) y se calentaron a 50ºC. Las células se muestrearon 50
cada hora de calentamiento y se utilizaron para la reacción de conversión en la que se añadieron las células 
muestreadas al sustrato que contenía fructosa al 50% y Mn2+ 1 mM y se hicieron reaccionar a 50ºC durante 60 

E15853745
01-06-2020ES 2 796 749 T3

 



17

minutos.

La tasa de conversión de psicosa y la medida decreciente de las células muestreadas se muestran en la tabla 10 
mediante la referencia al cero de tasa de conversión y el cero de tiempo de calentamiento.

5
[Tabla 10]

Minutos de 
reacción

Tasa de conversión de 
psicosa (%) de 

pCES_sodCDPE

Estabilidad térmica 
relativa de 

pCES_sodCDPE

Tasa de conversión 
de psicosa (%) de 

R1-1

Estabilidad 
térmica relativa 

de R1-1
0 8.4 100 11.62 100

120 7.5 89.21 10.77 92.7
240 7.27 86.56 9.56 82.27
360 7.02 83.52 9.03 77.74
540 6.81 81.05 9.19 79.1
840 6.54 77.88 8.9 76.6
1020 6.52 77.65 8.4 72.31
1200 6.15 73.17 7.32 62.98
1320 5.94 70.64 8.04 69.24
1560 5.92 70.42 8.15 70.14
1680 5.71 67.92 7.75 66.75
1740 5.24 62.32 6.82 58.73

Tal como se muestra en la tabla 10, la estabilidad térmica de R-1 no era diferente de pCES_sodCDPE y, de esta 
manera, R1-1 mutante presentaba una buena estabilidad térmica. La semivida de R-11 se esperaba que fuese de 10
aproximadamente 1800 minutos.

Ejemplo 7: producción de secuencia reguladora modificada y expresión de CDPE

Ejemplo 7-1: producción de vector que incluye una secuencia reguladora modificada15

TT en el extremo 3’ del primer RBS (GAAGGA) y del segundo RBS se decidió que sería el sitio diana y se solicitó 
a Genotec que sintetizase el cebador -NN- a fin de sustituir TT por GT, GC o GG. Las secuencias de cebador, el 
sitio de mutagénesis de saturación y el sitio de unión a cebador se resumen en la tabla 11.

20
[Tabla 11]

Cebador secuencia (5' -> 3') SEC ID nº

RBS1GT_F 49

RBS1GT_R 50

RBS1GC_F 51

RBS1GC_R 52

RBS1GG_F 53

RBS1GG_R 54

El fragmento frontal y el fragmento trasero divididos por un sitio de referencia de -NN- se obtuvieron mediante PCR 
para producir un molde según el método de PCR solapante. Se insertó el molde en el plásmido pCES208 mediante 25
ligación con los sitios XbaI y NotI, a fin de obtener el plásmido según la mutagénesis de saturación.

Ejemplo 7-2: medición de la tasa de expresión de CDPE

Se transformó Corynebacterium glutarium con el plásmido que incluía la secuencia mutada obtenida en el ejemplo 30
7-2, se cultivó en 100 ml de medio LB y se lisó y se purificó según el método de purificación de etiqueta de His 
utilizando una resina de Ni-NTA. Se midió la concentración de proteínas celulares completas y de la proteína 
purificada (CDPE) según el ensayo de Bradford y se calculó la tasa de conversión de la proteína diana.

Específicamente, las células cultivadas se lisaron con un molino de perlas y se recogió el sobrenadante, se mezcló35
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con tampón para muestras en proporción 1:1 y se calentó a 100ºC durante 5 minutos. La muestra preparada se 
analizó mediante electroforesis mediante la utilización de gel de SDS-PAGE al 12% (composición: gel de migración 
- 3.3 ml de H2O, 4.0 ml de acrilamida al 30%, 2.5 ml de tampón Tris 1.5 M (pH 8.8), 100 µl de SDS al 10%, 100 µl 
de APS al 10%, 4 µl de TEMED / gel de carga - 1.4 ml H2O, 0.33 ml de acrilamida al 30%, 0.25 ml de tampón Tris 
1.0 M (pH 6.8), 20 µl de SDS al 10%, 20 µl de APS al 10%, 2 µl de TEMED) a 180 V durante 50 minutos a fin de 5
identificar la expresión de las proteínas. La figura 2 es un dibujo que muestra la cantidad de proteínas mediante la 
utilización de SDS-PAGE de lisado de un cultivo celular de Corynebacterium sp. mediante la utilización de un 
molino de perlas.

Tras identificar la expresión de CDPE en el gel de SDS-PAGE, el producto se purificó según el método de 10
purificación de etiqueta de His utilizando resina de Ni-NTA y se calculó la tasa de conversión de psicosa mediante 
la utilización de la fórmula de tasa de conversión (%)=(proteína purificada (mg) / proteínas solubles totales (mg)) * 
100). La tasa de conversión calculada se indica en la tabla 12.

[Tabla 12]15

Plásmido Proteínas celulares 
completas (mg)

Enzima psicosa 
epimerasa (mg)

Tasa de conversión 
(%)

pCES_sodCII 10.7 1.1 10.3
R1GA 11.5 1.7 14.8
R1GT 10.9 1.6 14.7
R1GC 8.2 0.8 9.8
R1GG 10.8 0.7 6.5

Tal como se muestra en la tabla 12, las tasas de conversión de R1-GA y R1GT eran más alta que pCES_sodCDPE. 
R1GC mostraba una actividad enzimática similar y R1GG mostraba una actividad enzimática reducida.

20
Ejemplo 7-3: producción de psicosa con la reacción celular

Según un método sustancialmente igual al del ejemplo 5, se transformó la cepa de Corynebacterium con mutantes 
cultivados en 100 ml de medio LB, respectivamente, y se añadieron a la reacción de conversión de psicosa para 
comparar la tasa de conversión de psicosa. Se muestran los resultados en la tabla 13.25

[Tabla 13]

Muestra Tasa de conversión de psicosa (%) Tasa de conversión relativa (%)
R1GG 4.58 100
R1TT 6.73 147
R1GA 9.76 213
R1GT 9.17 200
R1GC 7.39 161

Tal como se muestra en la tabla 13, en referencia a 100 de tasa de conversión de psicosa de R1GG, la tasa de 30
conversión relativa de R1GA era de 213, la de R1GT era de 200, la de R1GC era de 161 y la de R1TT era de 147. 
Por lo tanto, todos los mutantes mostraron una tasa de conversión incrementada.

7-4: comparación de la estabilidad térmica en la reacción celular
35

Aparte de la elevada tasa de conversión de las células, las células que convierten la psicosa epimerasa 
establemente asimismo resultan importantes en el campo industrial. Por lo tanto, el presente experimento se llevó 
a cabo para confirmar la estabilidad térmica de la célula.

Con el fin de confirmar la estabilidad térmica de la célula a 50ºC, se resuspendieron 1.0 mg/ml de células pretratadas 40
con surfactante, en tampón PIPES 50 mM (pH 7.0) y se calentaron a 50ºC. Las células se muestrearon cada hora de 
calentamiento y se utilizaron para la reacción de conversión en la que se añadieron las células muestreadas al sustrato 
que contenía fructosa al 50% y Mn2+ 1 mM y se hicieron reaccionar a 50ºC durante 60 minutos.

La tasa de conversión de psicosa y la medida decreciente de las células muestreadas se muestran en la tabla 14 45
mediante referencia al cero de tasa de conversión y al cero de tiempo de calentamiento.

[Tabla 14]

Minutos de reacción pCES_sodCII R1GA R1GT R1GC R1GG
0 100 100 100 100 100

240 86.6 82.3 83.9 91 83.8
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Minutos de reacción pCES_sodCII R1GA R1GT R1GC R1GG
360 83.5 77.7 74.1 84.8 79.2
840 77.9 76.6 72.3 84.7 78.1
1200 73.2 75.8 73.2 81.9 64.2
1560 70.4 70.1 66.9 77.6 62.3
1680 67.9 66.7 65.2 73.8 56.1
1740 62.3 58.7 56.2 52.4 55.3

Ejemplo 8: producción de secuencia reguladora modificada y expresión de CDPE

8-1: producción de vector que incluye una secuencia reguladora modificada
5

Como resultado de la secuencia modificada según la mutagénesis de saturación, TT situado en el primer 
espaciador después del primer RBS afectó a la expresión de CDPE. De esta manera, TT situado en el primer 
espaciado después del primer RBS se sustituyó por GT, GC o GG; se sometió a ensayo para la expresión de CDPE 
y se seleccionó como R1-1/GA en sustitución de TT después del primer RBS). Se utilizó la secuencia de nucleótidos 
de R1-1 como molde para sustituir TT después del segundo RBS por GA, GT, GC o GG. Los mutantes se 10
sometieron a ensayo para la tasa de conversión de psicosa.

Se produjeron los dobles mutantes mediante la utilización del mutante (R1-1) obtenido en el ejemplo 5 como molde 
y el cebador siguiente en la tabla 15.

15
[Tabla 15]

Cebador secuencia (5' -> 3') SEC ID nº

RBS1GA/RBS2GA_F 55

RBS1GA/RBS2GA_R 56

RBS1GA/RBS2GT_F 57

RBS1GA/RBS2GT_R 58

RBS1GA/RBS2GC_F 59

RBS1GA/RBS2GC_R 60

RBS1GA/RBS2GG_F 61

RBS1GA/RBS2GG_R 62

8-2: medición de la tasa de expresión de CDPE
20

Según el mismo método del ejemplo 7-2, se transformó Corynebacterium glutaricum con el plásmido que incluía la 
secuencia reguladora modificada. Se determinó la tasa de conversión de CDPE y se indica en la tabla 16.

Tal como se muestra en la tabla 13, proteínas celulares completas se refieren a todas las proteínas dentro de la 
célula que expresan psicosa epimerasa celular y la cantidad de psicosa epimerasa se refiere a la cantidad de25
psicosa epimerasa purificada. Por lo tanto, la tasa de conversión se refiere al valor calculado que muestra la 
proporción de proteína diana expresada respecto a las proteínas celulares totales.

[Tabla 16]
30

microorganismo proteínas celulares 
completas (mg)

enzima psicosa 
epimerasa (mg)

tasa de 
conversión (%)

pCES_sodCII 10.7 1.1 10.3
R1GA/R2GA 10.3 1.5 14.5
R1GA/R2GT 10.7 1.6 15.0
R1GA/R2GC 12.8 1.8 14.1
R1GA/R2GG 11.9 1.7 14.3

Tal como se muestra en la tabla 16, las dobles mutaciones de R1GA/R2GA, R1GA/R2GT, R1GA/R2GC y 
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R1GA/R2GG muestran una tasa de conversión incrementada de CDPE respecto a la de pCES_sodCDPE.

8-3: producción de psicosa mediante la utilización de la reacción celular

Según el mismo método del ejemplo 8-2, se transformó Corynebacterium glutaricum con el plásmido que incluía la 5
secuencia reguladora modificada, y se cultivó en 100 ml de medio LB. Se determinó la tasa de conversión de CDPE 
mediante la reacción celular y se indica en la tabla 17.

Con el fin de identificar el producto, se obtuvo la tasa de conversión mediante el análisis del pico de CL del sustrato 
(fructosa) y del producto (psicosa) y la superficie del pico. Como resultado, se analizó la tasa de producción inicial de 10
psicosa (unidades/g-DCW) mediante la utilización de diversas soluciones de surfactante y se indican en la tabla 17.

El análisis de CL se llevó a cabo mediante la utilización del detector de índice de refracción (Agilent 1260 RID) de 
HPLC (Agilent, EE.UU.) dotado de una columna Aminex HPX-87C (BIO-RAD), agua a 80ºC como fase móvil y un 
caudal de columna de 0.6 ml/min.15

[Tabla 17]

Muestra Tasa de conversión de psicosa (%) Tasa de conversión relativa (%)
R1GG 4.58 100
R1GA/R2GC 9.95 217

Tal como se muestra en la tabla 17, la tasa de conversión relativa (%) de la doble mutación R1GA/R2GC mostró 20
un valor de 217 respecto a la base de 100 de la tasa de conversión de psicosa de R1GG.

8-4: comparación de la estabilidad térmica en la reacción celular

Aparte de la elevada tasa de conversión de la célula, las células que convierten la psicosa epimerasa establemente 25
asimismo resultan importantes en el campo industrial. Por lo tanto, el presente experimento se llevó a cabo para 
confirmar la estabilidad térmica de la célula.

Con el fin de confirmar la estabilidad térmica de las células a 50ºC, se resuspendieron 1.0 mg/ml de células 
pretratadas con surfactante, en tampón PIPES 50 mM (pH 7.0) y se calentaron a 50ºC. Las células se muestrearon 30
cada hora de calentamiento y se utilizaron para la reacción de conversión en la que se añadieron las células 
muestreadas a sustrato que contenía fructosa al 50% y Mn2+ 1 mM y se hicieron reaccionar a 50ºC durante 60 
minutos.

La tasa de conversión de psicosa y la medida decreciente de las células muestreadas se muestran en la tabla 18 35
mediante referencia al cero de tasa de conversión y al cero de tiempo de calentamiento.

[Tabla 18]

Tiempos de 
reacción (minutos)

pCES_sodCII R1GA/R2GA R1GA/R2GT R1GA/R2GC R1GA/R2GG

0 100 100 100 100 100
240 86.6 86.9 90.8 90.4 88.5
360 83.5 90 81.5 92.2 83.6
840 77.9 80.9 68.4 77.4 82.4
1200 73.2 77.3 64.6 73.6 72.2
1560 70.4 74.1 62.7 70.8 75.4
1680 67.9 70.5 59.6 67.4 71.8
1740 62.3 66.4 56.9 61.7 63.2

40
Tal como se muestra en la tabla 18, mediante comparación de la estabilidad térmica de pCES_sodCDPE y doble 
mutación, la estabilidad térmica de la doble mutación no era diferente de la de pCES_sodCDPE y, de esta manera, 
el doble mutante presenta una buena estabilidad térmica. De acuerdo con lo anterior, la secuencia reguladora 
modificada afecta a la expresión de CDPE pero no influye sobre la estabilidad térmica.

45
Ejemplo 9. Producción de plásmido

Ejemplo 9-1: preparación de vector con promotor sod

La secuencia de nucleótidos (gen CDPE, GenBank: EDS06411.1) codificante de psicosa epimerasa derivada 50
de Clostridiuim scindens ATCC 35704 se optimizó para E. coli a fin de producir una secuencia de nucleótidos 
modificada, que se denominó CDPE. El polinucleótido optimizado (SEC ID nº 38, la secuencia reguladora sod 
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(SEC ID nº 17: promotor sod-RBS-ESPACIADOR R11T-CONECTOR) derivado de ADNg de Corynebacterium y 
terminador T7 del vector pET21a se amplificó mediante el método de PCR para producir cada molde y se ligó a un 
molde siguiendo el método de PCR solapante. El molde se clonó en el vector pGEM T-easy según el método de 
clonación de vector T y se analizó para la secuencia. Específicamente, el polinucleótido incluía el promotor sod de 
SEC ID nº 6, la secuencia codificante de CDPE optimizada para E. coli de SEC ID nº 38 y el terminador T7.5

Se insertó el polinucleótido completo en el mismo sitio de reconocimiento de restricción de pCES208 (J. Microbiol. 
Biotechnol. 18:639-647, 2008) con los enzimas de restricción NotI y XbaI (NEB) para producir el vector 
recombinante de pCES208/psicosa epimerasa (pCES_sodCDPE). El mapa de escisión del vector recombinante 
(pCES_sodCDPE) se muestra en la figura 1.10

Ejemplo 9-2: preparación de vector con promotor tac1

Con el fin de comparar la actividad y la expresión de la proteína de interés, así como pCES_sodCDPEII, se preparó 
el plásmido:15

el polinucleótido de CDPE (SEC ID nº 38) derivado de pET21a_CDPE mediante la utilización de PCR se introdujo 
en los sitios XmaI e HindIII de pKK223-3 para obtener pKK_CDPE. Se obtuvo el polinucleótido que incluía el 
promotor tac1 (SEC ID nº 69) hasta el terminador rrn de pKK_CDPE, a modo de molde mediante la utilización de 
PCR, y se insertó en los sitios NotI y XbaI de pCES208 para producir vector recombinante (pCES_tac1CDPE). El 20
mapa de escisión del vector recombinante (pCES_tac1CDPE) se muestra en la figura 3.

Ejemplo 9-3: preparación de vector con promotor tac2

El polinucleótido de CDPE (SEC ID nº 38) derivado de pET21a_CDPE mediante la utilización de PCR se introdujo 25
en los sitios Ncoi y SalI de pKD, obteniendo pKD_CDPE. Se obtuvo el polinucleótido que incluía el promotor tac2
(SEC ID nº 72) hasta el terminador rrn de pKK_CDPE, a modo de molde mediante la utilización de PCR, y se 
insertó en el sitio XbaI de pCES208 para producir vector recombinante (pCES_tac2CDPE). El mapa de escisión 
del vector recombinante (pCES_tac2CDPE) se muestra en la figura 4.

30
Ejemplo 9-4: preparación de vector con promotor Trc

El polinucleótido de CDPE (SEC ID nº 38) derivado de pET21a_CDPE mediante la utilización de PCR se introdujo 
en los sitios XmaI e HindIII de pTrc99a, obteniendo pTrc_CDPE. Se obtuvo el polinucleótido que incluía el promotor 
Trc (SEC ID nº 73) hasta el terminador rrnB de pTrc_CDPE, a modo de molde mediante la utilización de PCR, y se 35
insertó en el sitio XbaI de pCES208 para producir vector recombinante (pCES_TrcCDPE). El mapa de escisión del 
vector recombinante (pCES_TrcCDPE) se muestra en la figura 5.

Ejemplo 10. Transformación de células hospedadoras
40

Se transformó Corynebacterim glutaricum con cuatro tipos de plásmido, obtenidos en el EJEMPLO 9 mediante 
electroforesis, respectivamente. Específicamente, se vertió canamicina en un tubo de 1.5 ml hasta una 
concentración final de canamicina de 15 µg/ml y se añadieron 4 ml de medio LB (triptona 10 g/l, NaCl 10 g/l y 
extracto de levadura 5 g/l). Las colonias seleccionadas aleatoriamente se inocularon en la placa y se cultivaron a 
30ºC durante aproximadamente 16 horas a 250 rpm. A continuación, se incubó 1 ml del cultivo celular en 100 ml 45
de medio LB que incluía 15 µg/ml de canamicina durante 16 horas. Específicamente, Corynebacterium 
glutaricum transformado con vector recombinante (pCES_sodCDPE) del ejemplo 9-1 se depositó en el Korea 
Culture Center of Microorganisms (KCCM), situado en 25, Honggehae-2-Gil, Seodaemun-Gu, Seoul-Si, República 
de Corea, el 29 de octubre de 2014, y recibió el número de acceso KCCM11593P

50
Ejemplo 11. Ensayo de expresión de proteínas

Las células en cultivo se lisaron mediante la utilización de un molino de perlas y se obtuvo el sobrenadante. El 
sobrenadante se mezcló con tampón para muestras en una proporción de mezcla de 1: 1 y se calentó a 100ºC 
durante 5 minutos a fin de obtener la muestra. La muestra preparada se analizó mediante electroforesis con gel de 55
SDS-PAGE al 12% (composición: gel de migración - 3.3 ml de H2O, 4.0 ml de acrilamida al 30%, 2.5 ml de tampón 
Tris 1.5 M (pH 8.8), 100 µl de SDS al 10%, 100 µl de APS al 10%, 4 µl de TEMED / gel de carga - 1.4 ml de H2O, 
0.33 ml de acrilamida al 30%, 0.25 ml de tampón Tris 1 M (pH 6.8), 20 µl de SDS al 10%, 20 µl de APS al 10%, 
2 µl de TEMED) mediante la utilización de electroforesis a 180V durante 50 minutos a fin de identificar la expresión 
de las proteínas. Se muestra el resultado del análisis electroforético en la figura 6.60

Tras el ensayo de la expresión de CDPE en el gel de SDS-PAGE, la proteína se purificó mediante la utilización de 
purificación de etiqueta de His con resina de Ni-NTA y se calculó la tasa de expresión mediante la utilización de la 
fórmula (tasa de expresión (%)=(proteína purificada (mg) / proteínas solubles totales (mg)) * 100) y se muestra en 
la tabla 19. En la tabla 19, las proteínas totales en la cepa se refieren a las proteínas totales dentro de la cepa de 65
Corynebacterium que expresan la psicosa epimerasa; la psicosa epimerasa se obtuvo mediante purificación a 
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partir de las proteínas totales. De acuerdo con lo anterior, la tasa de expresión se refiere a la proporción de 
expresión de proteína diana a proteínas totales de la cepa de Corynebacterium.

[Tabla 19]
5

Promotor Proteínas completas en cepa (mg) Psicosa epimerasa (mg) Tasa de expresión (%)
Tac 21.43 6.28 29.3
Tac2 15 2.36 15.73
Trc 17.74 1.68 9.47

SOD 16.62 1.74 10.47

Ejemplo 12. Producción de psicosa mediante la utilización de la reacción celular

Las células mutantes que expresaban CDPE obtenidas en el ejemplo 2 se añadieron al sustrato que contenía 
fructosa 50 mm con adición de Mn2+ 1 mM a una concentración de 0.5 a 2 mg/ml, se hicieron reaccionar a pH 7.0, 10
PIPES 50 mM a 60ºC, y después se desactivaron con calentamiento a 100ºC durante 5 minutos. Cada cepa se 
hizo reaccionar bajo la misma condición de reacción y se muestreó en cada tiempo de reacción, a fin de calcular 
la velocidad de reacción celular inicial y la cantidad de psicosa producida para cada cepa recombinante. En la
región lineal de la tasa de conversión de psicosa, se calculó la velocidad de reacción celular inicial por unidad
celular (fórmula: velocidad de reacción celular inicial por unidad celular=cantidad de psicosa producida (g/l) / tiempo 15
(min) / cantidad de células utilizad apara la reacción (g)), mostrando el resultado en la tabla 3 y en la figura 7.

Para confirmar el producto, el sustrato (fructosa) y el producto (psicosa) se analizaron cuantitativamente mediante 
HPLC para identificar el pico y la superficie del pico. Como resultado, se analizaron las tasas iniciales de reacción 
(unidades/g-DCW) de producción de psicosa según las diversas soluciones de surfactante y se muestran en la20
tabla 3. El análisis de HPLC se llevó a cabo con un HPLC (Agilent, EE.UU.) dotado de un detector de índice de 
refracción (Agilent 1260 RID) y una columna Aminex HPX-87C (BIO-RAD). La fase móvil era agua a 80ºC, con un 
caudal de 0.6 ml/min.

Se compararon los resultados finales con la velocidad de reacción inicial. La velocidad de reacción inicial se refiere 25
al valor obtenido mediante la división de la cantidad de producto y la cantidad de células utilizada para la reacción 
y el tiempo de reacción en el punto de la reacción en la región lineal de la velocidad de reacción. Es decir, a medida 
que se incrementa la velocidad de reacción inicial, la cantidad de psicosa producida respecto a la misma cantidad 
de células y el tiempo de reacción se incrementa.

30
[Tabla 20]

Muestra Psicosa (g/l) Velocidad de reacción celular inicial
tacCDPE 59.12 3941
tac2CDPE 58.96 1965
trcCDPE 47.90 798
sodCDPE 65.28 1088

Tal como se muestra en la tabla 20, tacCDPE con la tasa de expresión más elevada mostró la actividad de reacción 
más elevada, y tac2, sod y Trc mostraron una velocidad de reacción celular reducida. De acuerdo con lo anterior, 35
el resultado confirmó que la velocidad de reacción celular inicial era proporcional a la cantidad de CDPE expresada.

Ejemplo 13: comparación de la estabilidad térmica en la reacción celular

Aunque es importante que la cepa presente una expresión elevada de psicosa, en el campo industrial es más 40
importante que la cepa exprese establemente la psicosa epimerasa. De esta manera, se llevó a cabo el presente 
experimento para confirmar la estabilidad térmica de expresión de la psicosa epimerasa.

Con el fin de someter a ensayo la estabilidad térmica en la reacción celular a 50ºC, la cepa recombinante que 
expresa CDPE obtenida en el ejemplo 2 se cultivó a 50ºC y se calentó y después se utilizó para la reacción celular. 45
Se midió la semivida de cada cepa (min) y se muestra en la tabla 21 y en la figura 8.

[Tabla 21]

Enzima producido Semivida celular (minutos)
tacCDPE 1300

tac2CDPE 1260
trcCDPE 1500
sodCDPE 1800
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Tal como se muestra en la tabla 21, las células recombinantes de tac/CDPE presentaba la tasa de expresión más 
alta, aunque la célula recombinante de sod/CDPE mostró la semivida más estable, de 1800 minutos. Aunque la 
actividad celular resulta importante para la producción de psicosa utilizando la reacción celular, la estabilidad 
térmica de las células resulta más importante desde el punto de vista económico, con la condición de que la 
actividad celular cumpla con el nivel óptimo. De esta manera, la cepa recombinante de sod/CDPE puede ser una 5
cepa más preferente en el campo industrial.
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<110> SAMYANG GENEX CORPORATION

<120> Sistema de expresión de la psicosa epimerasa y producción de la psicosa que utiliza la misma

<130> OPP20153800KR5

<160> 75

<170> KopatentIn 2.0
10

<210> 1
<211> 283
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

15
<220>
<223> promotor

<400> 1 

20

<210> 2
<211> 7
<212> ADN
<213> Secuencia artificial25

<220>
<223> RBS

<400> 230
gaaagga 7

<210> 3
<211> 10
<212> ADN35
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> primer espaciador R1TT

40
<400> 3
ttttttaccc 10

<210> 4
<211> 1045
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> primer espaciador RIGA50

<400> 4
gattttaccc 10

<210> 555
<211> 10
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> primer espaciador R1GT

<400> 5
gtttttaccc 105

<210> 6
<211> 10
<212> ADN
<213> Secuencia artificial10

<220>
<223> primer espaciador R1GC

<400> 615
gcttttaccc 10

<210> 7
<211> 7
<212> ADN20
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> segundo espaciador R2TT

25
<400> 7
ttacaaa 7

<210> 8
<211> 730
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> segundo espaciador R2GA35

<400> 8
gaacaaa 7

<210> 940
<211> 7
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>45
<223> segundo espaciador R2GT

<400> 9
gtacaaa 7

50
<210> 10
<211> 7
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

55
<220>
<223> segundo espaciador R2GC

<400> 10
gcacaaa 760

<210> 11
<211> 7
<212> ADN
<213> Secuencia artificial65
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<220>
<223> segundo espaciador R2GG

<400> 11
ggacaaa 75

<210> 12
<211> 42
<212> ADN
<213> Secuencia artificial10

<220>
<223> primer conector

<400> 1215
atggctgtat acgaactccc agaactcgac tacgcatacg ac 42

<210> 13
<211> 300
<212> ADN20
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> RBS1/primer espaciador-TT

25
<400> 13 

30
<210> 14
<211> 300
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

35
<220>
<223> RBS1/primer espaciador-GA

<400> 14 

40

<210> 15
<211> 300
<212> ADN
<213> Secuencia artificial45

<220>
<223> RBS1/primer espaciador-GT
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<400> 15 

<210> 16
<211> 3005
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> RBS1/primer espaciador-GC10

<400> 16 

<210> 1715
<211> 342
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>20
<223> RBS1/primer espaciador-TT/conector

<400> 17 

25
<210> 18
<211> 356
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

30
<220>
<223> R1GA/R2TT
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<400> 18 

<210> 19
<211> 3565
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> R1GA/R2GA10

<400> 19 

<210> 2015
<211> 356
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>20
<223> R1GA/R2GT

<400> 20 

25
<210> 21
<211> 356
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

30
<220>
<223> R1GA/R2GC
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<400> 21 

5
<210> 22
<211> 356
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

10
<220>
<223> R1GA/R2GG

<400> 22 

15

<210> 23
<211> 356
<212> ADN
<213> Secuencia artificial20

<220>
<223> R1GT/R2TT

<400> 23 25

<210> 24
<211> 356
<212> ADN30
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> R1GT/R2GA

35
<400> 24 
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<210> 25
<211> 3565
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> R1GT/R2GT10

<400> 25 

<210> 2615
<211> 356
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>20
<223> R1GT/R2GC

<400> 26 

25
<210> 27
<211> 356
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

30
<220>
<223> R1GT/R2GG
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<400> 27 

<210> 28
<211> 3565
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> R1GC/R2TT10

<400> 28 

<210> 2915
<211> 356
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>20
<223> R1GC/R2GA

<400> 29 

25
<210> 30
<211> 356
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

30
<220>
<223> R1GC/R2GT
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<400> 30 

<210> 31
<211> 3565
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> R1GC/R2GC10

<400> 31 

<210> 3215
<211> 356
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>20
<223> R1GC/R2GG

<400> 32 

25

<210> 33
<211> 289
<212> PRT30
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> secuencia de aminoácidos de una proteína enzimática originada a partir de Clostridium scindens

35
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<400> 33 

5
<210> 34
<211> 295
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

10
<220>
<223> secuencia de aminoácidos de psicosa 3-epimerasa a partir de Treponema primitia

E15853745
01-06-2020ES 2 796 749 T3

 



34

<400> 34 

5
<210> 35
<211> 282
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

10
<220>
<223> secuencia de aminoácidos de D-psicosa 3-epimerasa originada a partir de Ensifer adhaerens
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<400> 35 

5
<210> 36
<211> 290
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

10
<220>
<223> secuencia de aminoácidos de D-psicosa 3-epimerasa originada a partir de Ruminococcus torques
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<400> 36 

5
<210> 37
<211> 870
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

10
<220>
<223> secuencia de ácido nucleico modificada (1) de la proteína enzimática de SEC ID nº 33
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<400> 37 

5
<210> 38
<211> 870
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

10
<220>
<223> secuencia de ácido nucleico modificada (2) de la proteína enzimática de SEC ID Nº 33

<400> 38 

15
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<210> 39
<211> 888
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

5
<220>
<223> secuencia de ácido nucleico modificada (1) de la proteína enzimática de SEC ID Nº 34

<400> 39 

10

<210> 40
<211> 88815
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> secuencia de ácido nucleico modificada (2) de la proteína enzimática de SEC ID Nº 3420
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<400> 40 

5
<210> 41
<211> 855
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

10
<220>
<223> secuencia de ácido nucleico modificada (1) de la proteína enzimática de SEC ID Nº 35

<400> 41 

15
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<210> 42
<211> 855
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

5
<220>
<223> secuencia de ácido nucleico modificada (2) de la proteína enzimática de SEC ID Nº 35

<400> 42 

10

<210> 43
<211> 87315
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> secuencia de ácido nucleico modificada (1) de la proteína enzimática de SEC ID Nº 3620
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<400> 43 

5
<210> 44
<211> 873
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

10
<220>
<223> secuencia de ácido nucleico modificada (2) de la proteína enzimática de SEC ID Nº 36

<400> 44 

15
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<210> 45
<211> 48
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

5
<220>
<223> RBS1_F

<400> 45
ggtgcggaaa cctacgaaag gannttttac ccatggctgt atacgaac 4810

<210> 46
<211> 48
<212> ADN
<213> Secuencia artificial15

<220>
<223> RBS1_R

<400> 4620
gttcgtatac agccatgggt aaaanntcct ttcgtaggtt tccgcacc 48

<210> 47
<211> 50
<212> ADN25
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> RBS2_F

30
<400> 47
gactacgcat acgacgaaag gannacaaaa tgaaacacgg tatctactac 50

<210> 48
<211> 5035
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> RBS2_R40

<400> 48
gtagtagata ccgtgtttca ttttgtnntc ctttcgtcgt atgcgtagtc 50

<210> 4945
<211> 48
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>50
<223> RBS1GT_F

<400> 49
ggtgcggaaa cctacgaaag gagtttttac ccatggctgt atacgaac 48

55
<210> 50
<211> 48
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

60
<220>
<223> RBS1GT_R

<400> 50
gttcgtatac agccatgggt aaaaactcct ttcgtaggtt tccgcacc 4865
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<210> 51
<211> 48
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

5
<220>
<223> RBS1GC_F

<400> 51
ggtgcggaaa cctacgaaag gagcttttac ccatggctgt atacgaac 4810

<210> 52
<211> 48
<212> ADN
<213> Secuencia artificial15

<220>
<223> RBS1GC_R

<400> 5220
gttcgtatac agccatgggt aaaagctcct ttcgtaggtt tccgcacc 48

<210> 53
<211> 48
<212> ADN25
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> RBS1GG_F

30
<400> 53
ggtgcggaaa cctacgaaag gaggttttac ccatggctgt atacgaac 48

<210> 54
<211> 4835
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> RBS1GG_R40

<400> 54
gttcgtatac agccatgggt aaaacctcct ttcgtaggtt tccgcacc 48

<210> 5545
<211> 50
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>50
<223> RBS1GA/RBS2GA_F

<400> 55
gactacgcat acgacgaaag gagaacaaaa tgaaacacgg tatctactac 50

55
<210> 56
<211> 50
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

60
<220>
<223> RBS1GA/RBS2GA_R

<400> 56
gtagtagata ccgtgtttca ttttgttctc ctttcgtcgt atgcgtagtc 5065
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<210> 57
<211> 50
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

5
<220>
<223> RBS1GA/RBS2GT_F

<400> 57
gactacgcat acgacgaaag gagtacaaaa tgaaacacgg tatctactac 5010

<210> 58
<211> 50
<212> ADN
<213> Secuencia artificial15

<220>
<223> RBS1GA/RBS2GT_R

<400> 5820
gtagtagata ccgtgtttca ttttgtactc ctttcgtcgt atgcgtagtc 50

<210> 59
<211> 50
<212> ADN25
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> RBS1GA/RBS2GC_F

30
<400> 59
gactacgcat acgacgaaag gagcacaaaa tgaaacacgg tatctactac 50

<210> 60
<211> 5035
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> RBS1GA/RBS2GC_R40

<400> 60
gtagtagata ccgtgtttca ttttgtgctc ctttcgtcgt atgcgtagtc 50

<210> 6145
<211> 50
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>50
<223> RBS1GA/RBS2GG_F

<400> 61
gactacgcat acgacgaaag gaggacaaaa tgaaacacgg tatctactac 50

55
<210> 62
<211> 50
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

60
<220>
<223> RBS1GA/RBS2GG_R

<400> 62
gtagtagata ccgtgtttca ttttgtcctc ctttcgtcgt atgcgtagtc 5065
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<210> 63
<211> 29
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

5
<220>
<223> promotor tac1 (1)

<400> 63
tgacaattaa tcatcggctc gtataatgt 2910

<210> 64
<211> 30
<212> ADN
<213> Secuencia artificial15

<220>
<223> promotor tac2 (1)

<400> 6420
tgacaattaa tcatccggct cgtataatgt 30

<210> 65
<211> 29
<212> ADN25
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> promotor trc (1)

30
<400> 65
tgacaattaa tcatcggctc gtataatgt 29

<210> 66
<211> 5035
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> segundo conector40

<400> 66
gtggaattgt gagcggataa caatttcaca caggaaacag aattcccggg 50

<210> 6745
<211> 68
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>50
<223> tercer conector

<400> 67 

55
<210> 68
<211> 48
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

60
<220>
<223> cuarto conector
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<400> 68
gtggaattgt gagcggataa caatttcaca caggaaacag acccatgg 48

<210> 69
<211> 365
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Tacl/RBS10

<400> 69
tgacaattaa tcatcggctc gtataatgtg aaagga 36

<210> 7015
<211> 86
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>20
<223> Tacl/conector/RBS

<400> 70 

25
<210> 71
<211> 93
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

30
<220>
<223> Tacl/conector/RBS/espaciador

<400> 71 

35

<210> 72
<211> 37
<212> ADN
<213> Secuencia artificial40

<220>
<223> Tac2/RBS

<400> 7245
tgacaattaa tcatccggct cgtataatgt gaaagga 37

<210> 73
<211> 87
<212> ADN50
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Tac2/conector/RBS

55
<400> 73 

<210> 74
<211> 9460
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<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Tac2/conector/RBS/espaciador5

<400> 74 

<210> 7510
<211> 77
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>15
<223> Trc/conector

<400> 75 

20
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REIVINDICACIONES

1. Casete de expresión génica, que produce una psicosa epimerasa en Corynebacterium sp., y que comprende:

una secuencia de nucleótidos que codifica la psicosa epimerasa; y una secuencia reguladora que está 5
conectada funcionalmente con la secuencia de nucleótidos en dirección 5’ y que regula la expresión de la 
secuencia de nucleótidos en Corynebacterium sp.,

en el que la secuencia reguladora comprende un promotor que incluye una secuencia de nucleótidos de SEC 
ID nº 1, una secuencia de primer sitio de unión de ribosoma (RBS) que incluye una secuencia de nucleótidos 10
de SEC ID nº 2, y un primer espaciador que se selecciona de entre el grupo que consiste en las secuencias de 
nucleótidos de SEC ID nº 4 a SEC ID nº 6.

2. Casete de expresión génica según la reivindicación 1, en el que la secuencia reguladora comprende además 
una secuencia de segundo RBS que está conectada con el extremo 3’ del primer espaciador directamente o 15
mediante una secuencia de conector y que incluye una secuencia de nucleótidos de SEC ID nº 2.

3. Casete de expresión génica según la reivindicación 2, en el que la secuencia de primer espaciador incluye la 
secuencia de nucleótidos de SEC ID nº 4, y en el que la secuencia reguladora comprende además una secuencia 
de segundo espaciador seleccionada de entre el grupo de las secuencias de nucleótidos de SEC ID nº 7 a SEC ID 20
nº 11.

4. Casete de expresión génica según la reivindicación 1, en el que la secuencia reguladora comprende una 
secuencia de nucleótidos seleccionada de entre el grupo que consiste en las secuencias de SEC ID nº 14 a SEC 
ID nº 16.25

5. Casete de expresión génica según cualquiera de las reivindicaciones 2 a 4, en el que el conector comprende
una secuencia de nucleótidos de SEC ID nº 12.

6. Casete de expresión génica según la reivindicación 3, en el que la secuencia reguladora comprende:30

la secuencia de nucleótidos de promotor de SEC ID nº 1,

la secuencia de nucleótidos de RBS de SEC ID nº 2,
35

la secuencia de primer espaciador de SEC ID nº 4,

la secuencia de nucleótidos de RBS de SEC ID nº 2, y

la secuencia de segundo espaciador seleccionada de entre el grupo que consiste en las secuencias de SEC 40
ID nº 7 a SEC ID nº 11.

7. Casete de expresión génica según la reivindicación 1, en el que la Corynebacterium sp. es por lo menos una
seleccionada de entre el grupo que consiste en Corynebacterium glutamicum, Corynebacterium acetoglutamicum, 
Corynebacterium acetoacidophilum, Corynebacterium thermoaminogenes, Corynebacterium 45
melassecola y Corynebacterium efficiens.

8. Casete de expresión génica según la reivindicación 1, en el que la psicosa epimerasa deriva de Clostridiun 
scidens, Treponema primitia, Ensifer adhaerens o Ruminococcus torques.

50
9. Casete de expresión génica según la reivindicación 8, en el que la psicosa epimerasa es una secuencia de 
aminoácidos seleccionada de entre el grupo que consiste en los nucleótidos de SEC ID nº 33 a SEC ID nº 36.

10. Casete de expresión génica según la reivindicación 9, en el que la secuencia de nucleótidos que codifica la 
psicosa epimerasa es una secuencia de nucleótidos seleccionada de entre el grupo que consiste en los nucleótidos 55
de SEC ID nº 37 a SEC ID nº 44.

11. Vector que comprende un casete de expresión según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10.

12. Célula hospedadora de Corynebacterium sp. recombinante que comprende un casete de expresión génica 60
según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, o que es transformada por un vector que comprende un casete 
de expresión génica según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10.

13. Utilización de una composición que comprende por lo menos uno seleccionado de entre el grupo que consiste 
en una célula de Corynebacterium sp. recombinante, un cultivo de la célula de Corynebacterium sp. recombinante, 65
un lisado de la célula de Corynebacterium sp. recombinante y un extracto de dicho cultivo celular o dicho lisado 
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celular, en la que la célula de Corynebacterium sp. recombinante incluye un casete de expresión génica según 
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10 o un vector según la reivindicación 11 para producir una psicosa 
epimerasa y/o psicosa.

14. Método para producir una psicosa, que comprende:5

cultivar una célula de Corynebacterium sp. recombinante transformada por un vector que comprende un casete 
de expresión génica según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, y

hacer reaccionar un sustrato que contiene fructosa con por lo menos uno seleccionado de entre el grupo que 10
consiste en una psicosa epimerasa obtenida del cultivo de Corynebacterium sp. recombinante, una célula 
recombinante, un cultivo de la célula recombinante, un lisado de la célula recombinante y un extracto de cultivo 
celular o el lisado celular.

15. Método según la reivindicación 14, en el que el método se lleva a cabo bajo la condición de pH 6 a 9 y 15
temperatura de 40 a 80ºC.
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