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DESCRIPCIÓN 

Mutante de la propionil CoA transferasa de Clostridium propionicum y método de preparación de PLA o copolímeros 
de PLA utilizando el mismo. 

Sector técnico 

La presente invención se refiere a un mutante de la propionil-CoA transferasa de Clostridium propionicum, que 5 
puede convertir el lactato en lactil-CoA con alta eficiencia en un método de preparación de polilactatos (PLA) o 
copolímeros de PLA utilizando microorganismos. 

Técnica anterior 

El polilactato (PLA) es un polímero biodegradable típico derivado del lactato de gran aplicabilidad comercial y 
biomédica. Aunque en la actualidad la preparación de PLA supone la polimerización del lactato producido por 10 
microorganismos fermentadores, de la polimerización directa del lactato solamente se obtiene PLA de bajo peso 
molecular entre 1.000 y 5.000 Daltons. Para sintetizar PLA de un peso molecular de 100.000 Daltons o superior, 
puede polimerizarse el PLA de bajo peso molecular obtenido mediante la polimerización directa del lactato utilizando 
un agente acoplador de cadenas. Sin embargo, en este método, todo el proceso se complica debido a la adición de 
un solvente orgánico o un agente acoplador de cadenas, que no es fácil de eliminar. Un proceso comercialmente 15 
disponible en la actualidad de preparación de PLA de alto peso molecular puede incluir convertir el lactato en lactido 
y sintetizar PLA utilizando una policondensación con apertura de anillo de los anillos lactido.  

Cuando se sintetiza PLA mediante síntesis química de lactato, se obtiene fácilmente un homopolímero de PLA, sin 
embargo, un copolímero de PLA compuesto de varios tipos de monómeros es difícil de sintetizar y no se dispone del 
mismo a nivel comercial.  20 

Por otro lado, el polihidroxialcanoato (PHA) es un poliéster almacenado por los microorganismos como fuente de 
energía o de carbono cuando existe un exceso de fuentes de carbono y falta de otros nutrientes, tales como el 
fósforo (P), nitrógeno (N), magnesio (Mg) y oxígeno (O), etc. Dado que el PHA posee unas propiedades físicas 
similares a un polímero sintético convencional obtenido del petróleo y muestra una biodegradabilidad completa, se 
está reconociendo como un substituto de los plásticos sintéticos convencionales. 25 

Para producir PHA utilizando microorganismos, se necesita un enzima para convertir productos metabólicos 
microbianos en monómeros de PHA y una PHA sintasa para sintetizar el polímero de PHA  a partir de los 
monómeros de PHA. Cuando se sintetizan PLA y copolímeros de PLA utilizando microorganismos, se necesita el 
mismo sistema, necesitándose un enzima para proporcionar lactil-CoA además de un enzima para proporcionar 
hidroxiacil-CoA, que es un substrato original de la sintasa de PHA.  30 

Por lo tanto, para obtener lactil-CoA, los presentes inventores han utilizado la propionil-CoA transferasa de 
Clostridium propionicum y un mutante de la PHA sintasa de Pseudomonas sp. 6-19 que utiliza la propionil-CoA 
transferasa como substrato, pudiendo de este modo sintetizar con éxito PLA y copolímeros de PLA tal como se da a 
conocer en la solicitud de patente coreana nº 10-2006-0116234. 

Sin embargo, se ha notificado que cuando la propionil-CoA transferasa de Clostridium propionicum, que es un 35 
enzima que suministra lactil-CoA, se expresa a niveles elevados en E. Coli mediante un promotor muy potente, se 
produce una alteración metabólica grave, que inhibe el crecimiento celular (Selmer y otros, notificado en Eur. J. 
Biochem. 269:372, 2002). También, dado que la utilización de codones de un gen que codifica la propionil-CoA 
transferasa de Clostridium propionicum es bastante diferente a la de E. Coli, puede ser muy difícil expresar de forma 
normal la propionil-CoA transferasa. Por lo tanto, para sintetizar PLA y copolímeros de PLA de forma más eficiente 40 
que en los sistemas convencionales, es muy importante introducir la propionil-CoA transferasa, de manera que 
proporcione lactil-CoA poco a poco y que se exprese de forma suficiente sin inhibir de forma importante el 
crecimiento celular.  

En Selmert y otros “Gen pct de la propionato CoA-transferasa y gen IcdB parcial de la sub-unidad beta de la lactoil-
CoA dehidratasa de Clostridium propionicum” Base de datos Genbank [En línea] NCBI, de 12 de febrero de 2002, se 45 
ofrece la secuencia del identificador de secuencia nº: 3 depositado con el nº de acceso AJ276553. 

WO 2008/062995 A1 también hace referencia a dicha secuencia en el ejemplo 1. 
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La presente invención está dirigida a un método de preparación de polilactatos (PLA) o copolímeros de polilactato 
con elevada eficiencia, dando a conocer una enzima suministradora de monómeros capaz de suministrar lactil-CoA 
de forma eficiente. 

Solución técnica 

Los presentes inventores han observado que cuando se utiliza un mutante de la propionil-CoA transferasa de 5 
Clostridium propionicum, pueden prepararse PLA y copolímeros de PLA con elevada eficiencia al suministrarse 
lactil-CoA de forma eficiente sin inhibir mucho el crecimiento celular. Ello les llevó a completar la presente invención. 

Por consiguiente, la presente invención da a conocer una propionil-CoA transferasa que funciona como enzima 
suministradora de lactil-CoA, que posee una secuencia génica del identificador de secuencia nº: 3, en la cual T669C, 
A1125G y T1158C están mutados según la reivindicación 1 y un gen que codifica dicho mutante.  10 

La presente invención también da a conocer un vector recombinante para sintetizar polilactatos (PLA) o copolímeros 
de PLA, que contiene cualquiera de los genes descritos anteriormente. 

Preferentemente, el vector recombinante para la síntesis de polilactatos (PLA) o copolímeros de PLA contiene 
cualquiera de los genes anteriormente descritos que codifica un mutante de la propionil-CoA transferasa y un gen de 
polihidroxialcanoato sintasa (PHA) (phaC1Ps6-i9300) del identificador de secuencia nº: 4, que es capaz de sintetizar 15 
PLA o copolímeros de PLA utilizando lactil-CoA como substrato. 

La presente invención también da a conocer una bacteria transformada con uno de los vectores recombinantes 
previamente descritos. En este caso, también se hallan dentro del alcance de la presente invención las bacterias 
obtenidas mediante la transformación de bacterias que carecen de gen para la propionil-CoA transferasa con uno de 
los vectores recombinantes previamente descritos. 20 

La presente invención también da a conocer un método para la preparación de polilactatos (PLA) o copolímeros de 
PLA, que comprende el cultivo o crecimiento de las bacterias anteriormente descritas. Para preparar copolímeros de 
PLA, el cultivo o crecimiento de las bacterias puede realizarse en un ambiente que contenga hidroxialcanoato. El 
hidroxialcanoato puede ser al menos uno seleccionado del grupo formado por 3-hidroxibutirato, 3-hidroxivalerato, 
4-hidroxibutirato, ácido (D)-3-hidroxicarboxílico de cadena media con 6 a 14 átomos de carbono, ácido 25 
2-hidroxipropiónico, ácido 3-hidroxipropiónico, ácido 3-hidroxihexanoico, ácido 3-hidroxiheptanoico, ácido 
3 hidroxioctanoico, ácido 3-hidroxinonanoico, ácido 3-hidroxidecanoico, ácido 3-hidroxiundecanoico, ácido 
3-hidroxidodecanoico, ácido 3-hidroxitetradecanoico, ácido 3-hidroxihexadecanoico, ácido 4-hidroxivalérico, ácido 
4-hidroxihexanoico, ácido 4-hidroxiheptanoico, ácido 4-hidroxioctanoico, ácido 4-hidroxidecanoico, ácido 5-hidroxi 
valérico, ácido 5-hidroxihexanoico, ácido 6-hidroxidodecanoico, ácido 3-hidroxi-4-pentenoico, ácido 3-hidroxi-4-trans-30 
hexenoico, ácido 3-hidroxi-4-cis-hexenoico, ácido 3-hidroxi-5-hexenoico, ácido 3-hidroxi-6-trans-octenoico, ácido 
3-hidroxi-6-cis-octenoico, ácido 3-hidroxi-7-octenoico, ácido 3-hidroxi-8-nonenoico, ácido 3-hidroxi-9-decenoico, 
ácido 3-hidroxi-5-cis-dodecenoico, ácido 3-hidroxi-6-cis-dodecenoico, ácido 3-hidroxi-5-cis-tetradecenoico, ácido 
3-hidroxi-7-cis-tetradecenoico, ácido 3-hidroxi-5,8-cis-cis-tetradecenoico, ácido 3-hidroxi-4-metilvalérico, ácido 
3-hidroxi-4-metilhexanoico, ácido 3-hidroxi-5-metilhexanoico, ácido 3-hidroxi-6-metilheptanoico, ácido 3-hidroxi-35 
4-metiloctanoico, ácido 3-hidroxi-5-metiloctanoico, ácido 3-hidroxi-6-metiloctanoico, ácido 3-hidroxi-7-metiloctanoico, 
ácido 3-hidroxi-6-metilnonanoico, ácido 3-hidroxi-7-metilnonanoico, ácido 3-hidroxi-8-metilnonanoico, ácido 3-hidroxi-
7-metildecanoico, ácido 3-hidroxi-9-metildecanoico, ácido 3-hidroxi-7-metil-6-octenoico, ácido málico, metiléster del 
ácido 3-hidroxisuccínico, metiléster del ácido 3-hidroxiadipínico, metiléster del ácido 3-hidroxisubérico, metiléster del 
ácido 3-hidroxiazelaico, metiléster del ácido 3-hidroxisebácico, etiléster del ácido 3-hidroxisubérico, etiléster del 40 
ácido 3-hidroxisebácico, propiléster del ácido 3-hidroxipimélico, benciléster del ácido 3-hidroxi sebácico, ácido 
3-hidroxi-8-acetoxioctanoico, ácido 3-hidroxi-9-acetoxinonanoico, ácido fenoxi-3-hidroxibutírico, ácido fenoxi-3-
hidroxivalérico, ácido fenoxi-3-hidroxiheptanoico, ácido fenoxi-3-hidroxioctanoico, ácido para-cianofenoxi-3-
hidroxibutírico, ácido para-cianofenoxi-3-hidroxivalérico, ácido para-cianofenoxi-3-hidroxihexanoico, ácido para-
nitrofenoxi-3-hidroxihexanoico, ácido 3-hidroxi-5-fenilvalérico, ácido 3-hidroxi-5-ciclohexilbutirico, ácido 45 
3,12-dihidroxidodecanoico, ácido 3,8-dihidroxi-5-cis-tetradecenoico, ácido 3-hidroxi-4,5-epoxidecanoico, ácido 
3-hidroxi-6,7-epoxidodecanoico, ácido 3-hidroxi-8-9-epoxi-5,6-cis-tetradecanoico ácido, 7-ciano-3-hidroxiheptanoico, 
ácido 9-ciano-3-hidroxinonanoico, ácido 3-hidroxi-7-fluoroheptanoico, ácido 3-hidroxi-9-fluorononanoico, ácido 
3-hidroxi-6-clorohexanoico, ácido 3-hidroxi-8-clorooctanoico, ácido 3-hidroxi-6-bromohexanoico, ácido 3-hidroxi-8-
bromooctanoico, ácido 3-hidroxi-11-bromoundecanoico, ácido 3-hidroxi-2-butenoico, ácido 6-hidroxi-ácido 50 
3-dodecenoico, ácido 3-hidroxi-2-metilbutírico, ácido 3-hidroxi-2-metilvalérico y ácido 3-hidroxi-2,6-dimetil-5-
heptenoico. Sin embargo, la presente invención no queda limitada a los mismos. 

El hidroxialcanoato puede ser al menos uno seleccionado del grupo formado por 3-hidroxibutirato, 4-hidroxibutirato, 
ácido 2-hidroxipropiónico, ácido 3-hidroxipropiónico, ácido (D)-3-hidroxicarboxílico de cadena media con 6 a 14 
átomos de carbono, 3-hidroxivalerato, ácido 4-hidroxivalérico y ácido 5-hidroxivalérico. Más preferentemente, pero 55 
no necesariamente, el hidroxialcanoato puede ser 3-hidroxibutirato (3-HB) (ver Figura 1). 
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Por consiguiente, el PLA o copolímero de PLA de la presente invención puede ser polilactato, poli(hidroxialcanoato-
co-3-lactato), poli(hidroxialcanoato-co-hidroxialcanoato-co-lactato), poli(hidroxialcanoato-co-hidroxialcanoato-co- 
polihidroxialcanoato-co-lactato) y así sucesivamente, sin quedar la presente invención limitada a los mismos. 

Por ejemplo, el copolímero PLA puede ser poli(4-hidroxibutirato-co-lactato), poli(4-hidroxibutirato-co-3-
hidroxipropionato-co-lactato), poli(3-hidroxibutirato-co-4-hidroxibutirato-co-lactato), poli(3-hidroxibutirato-co-3-5 
hidroxipropionato-co-4-hidroxibutirato-co-lactato), poli(3-hidroxialcanoato de cadena media (MCL)-co-lactato), 
poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxialcanoato MCL-co-lactato), poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato-co-lactato), 
poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxipropionato-co-lactato), poli(3-hidroxipropionato-co-lactato) y así sucesivamente, sin 
quedar la presente invención limitada a los mismos. 

En la presente invención, el término vector se refiere a un constructo de ADN que contiene una secuencia de ADN 10 
unida operativamente a una secuencia de control adecuada capaz de expresar el ADN en el huésped adecuado. El 
vector puede ser un plásmido, una partícula fago, o un inserto de genoma simplemente latente. Cuando el vector es 
transformado en el huésped adecuado, es capaz de replicarse o funcionar de forma independiente del genoma del 
huésped o, en algunos casos, integrándose en el genoma. Dado que en la actualidad los plásmidos son el tipo más 
habitual de vector, en la presente invención los términos plásmido y vector pueden en ocasiones utilizarse de forma 15 
intercambiable. Sin embargo, la presente invención incluye otros tipos de vectores conocidos por los expertos en la 
técnica o aquellos con funciones equivalentes.  

El término “secuencia de control de la expresión” significa una secuencia de ADN que es esencial para la expresión 
de una secuencia de codificación unida operativamente en un huésped específico. La secuencia de control incluye 
un promotor necesario para la transcripción, una secuencia de operador arbitraria para el control del la transcripción, 20 
una secuencia para codificar un sitio de unión a ribosomas (RBS) del ARNm, y una secuencia para controlar la 
finalización de la transcripción y la traducción. Por ejemplo, una secuencia de control adecuada para procariotas 
incluye un promotor, una secuencia de operador aleatoria y un RBS. Una secuencia de control adecuada para las 
células eucariotas incluye un promotor, una señal de poliadenilación y un potenciador. El factor más importante que 
afecta la cantidad de expresión de un gen en un plásmido es el promotor. Como promotores de elevada expresión 25 
pueden utilizarse el promotor SRα o el promotor de citomegalovirus. 

Para expresar una secuencia de ADN de la presente invención, puede utilizarse en el vector cualquiera de las 
diversas secuencias de control de la expresión. La secuencia de control de la expresión puede ser, por ejemplo, los 
promotores tempranos y tardíos de SV40 o adenovirus, el sistema lac, el sistema trp, el sistema tac, el sistema trc, 
los promotores T3 y T7, las regiones promotoras y operadoras principales del fago λ, la región de control de la 30 
proteína código fd, los promotores de la 3-fosfoglicerato quinasa u otras enzimas de la glicolisis, los promotores de la 
fosfatasa, por ejemplo, Pho5, sistemas de acoplamiento α de las levaduras, otras secuencias con diferentes 
configuraciones o derivaciones que se conoce que controlan la expresión de las células procariotas, eucariotas o 
virus, y diversas combinaciones de las mismas. 

Cuando un ácido nucleico se dispone en relación funcional con otra secuencia de ácido nucleico, se une 35 
operativamente a la secuencia de ácido nucleico. Una molécula adecuada (por ejemplo, una proteína de activación 
de la transcripción) puede ser un gen y una o varias secuencias de control unidos de manera que permiten la 
expresión del gen cuando se acopla con la o las secuencias de control. Por ejemplo, el ADN de una pre-secuencia o 
de un líder de la secreción se une operativamente al ADN de un polipéptido cuando se expresa como una pre-
proteína que participa en la secreción del polipéptido; un promotor o potenciador se une operativamente a una 40 
secuencia de codificación cuando afecta la transcripción de la secuencia de codificación; un RBS se une 
operativamente a una secuencia de codificación cuando afecta la transcripción de la secuencia de codificación; o un 
RBS se une operativamente a la secuencia de codificación cuando se dispone de manera que facilita la traducción. 
En general, el término “unido operativamente” significa que las secuencias de ADN unidas son contiguas y en el 
caso de los líderes de la secreción, contiguas y en un marco de lectura. Sin embargo, un potenciador no tiene 45 
porqué estar en contacto con una secuencia de codificación. La unión de las secuencias puede realizarse mediante 
ligadura en un sitio de enzima de restricción adecuado. Sin embargo, cuando no existe sitio de enzima de restricción 
adecuado, puede utilizarse un oligonucleótido sintético adaptador o enlazador, según métodos ordinarios. 

En la presente invención, el término “vector de expresión” se refiere a un portador recombinante en el cual se 
insertan fragmentos de ADN heterólogo, siendo generalmente el fragmento de ADN un fragmento de ADN de doble 50 
cadena. En la presente invención, el término ADN heterólogo significa un ADN tipo hetero que no se halla en la 
célula huésped de forma natural. Una vez se ha incorporado el vector de expresión en la célula huésped, puede 
replicarse de forma independiente del ADN genómico del huésped para generar varias copias y sus ADN 
(heterólogos) insertados. 

Como conocen los expertos en la técnica, para incrementar el nivel de expresión de un gen transfectado en una 55 
célula huésped, el gen correspondiente debe unirse operativamente a una secuencia de control de la expresión que 
realiza funciones de transcripción y traducción en un huésped de expresión seleccionado. Preferentemente, la 
secuencia de control de la expresión y el gen están incluidos en un único vector de expresión que comprende tanto 
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un marcador bacteriano seleccionable y un origen de replicación. Cuando el huésped de expresión es una célula 
eucariota, el vector de expresión debe incluir además un marcador de expresión útil en el huésped de expresión 
eucariota. 

En la presente invención pueden adoptarse como vectores recombinantes, diversos vectores de expresión 
incluyendo vectores plásmidos, vectores bacteriófagos, vectores cósmidos y cromosomas artificiales de levadura 5 
(YAC). Un vector plásmido típico útil para el objeto de la presente invención incluye (a) un origen de replicación que 
permite una replicación eficiente de manera que la célula huésped incluye varios cientos de vectores plásmido, (b) 
un gen de resistencia a antibióticos que permite la selección de la célula huésped transformada con el vector 
plásmido, y (c) un sitio de escisión de enzima de restricción en el cual puede insertarse el fragmento de ADN 
precedente. Incluso si no existe un sitio de escisión de enzima de restricción adecuado, el vector puede ligarse 10 
fácilmente con el ADN precedente mediante métodos ordinarios utilizando un oligonucléotido sintético adaptador o 
enlazador. 

Un vector recombinante según la presente invención puede transformarse dentro de una célula huésped adecuada 
utilizando métodos ordinarios. La célula huésped puede ser una bacteria, levadura, hongo, sin que la invención 
quede limitada a los mismos. Preferentemente, la célula huésped puede ser una célula procariota, por ejemplo 15 
E. coli. Como ejemplos de células huésped procariotas adecuadas se pueden incluir E. coli cepa JM1 09, E. coli 
cepa DH5a, E. coli cepa JM101, E. coli K12 cepa 294, E. coli cepa W3110, E. coli cepa X1776, E coli 
XL-1Blue(Stratagene), E. coli B, etc. Sin embargo, también pueden utilizarse otras cepas de E coli como FMB101, 
NM522, NM538 y NM539, y otras especies y géneros procariotas. Además de los E. coli anteriormente descritos 
también pueden utilizarse como células huésped cepas de Agrobacterium sp. tales como Agrobacterium A4, bacilos 20 
tales como Bacillus subtilis, otras enterobacterias como Salmonella typhimurium o Serratia marcescens, y varias 
cepas de Pseudomonas sp. Sin embargo, la presente invención no queda limitada por los ejemplos anteriormente 
descritos. 

También puede conseguirse fácilmente la transformación de una célula eucariota utilizando el método del cloruro de 
calcio descrito en la sección 1.82 del libro de Sambrook y otros citado anteriormente. Alternativamente, puede 25 
emplearse la electroporación para transformar estas células (Neumann y otros, EMBO J., 1:841(1982)). 

Para preparar una planta que contenga un gen de un enzima convertir y un gen de una sintasa según la presente 
invención, puede realizarse la transfección de la planta mediante métodos ordinarios utilizando Agrobacterium, un 
vector viral, etc. Por ejemplo, un microbio Agrobacterium sp. es transformado con un vector recombinante que 
contiene el gen según la presente invención, y el microbio Agrobacterium sp. transformado puede infectar tejidos de 30 
la planta diana, obteniéndose de este modo una planta transfectada. De forma más específica, la preparación de 
plantas transfectadas puede incluir (a) pre-cultivar un explante de una planta diana y co-cultivar el explante con el 
Agrobacterium transformado para transfectar el explante; (b) cultivar el explante transfectado en un medio inductor 
de callos para obtener un callo; y (c) cortar y cultivar el callo obtenido en un medio inductor de brotes para obtener 
un brote.  35 

En la presente invención, el término “explante” se refiere a un fragmento de tejido separado de una planta e incluye 
un cotiledón o un hipocotilo. El cotiledón o el hipocotilo pueden utilizarse como explantes de una planta utilizada para 
el método de la presente invención. Se utiliza preferentemente el cotiledón que se obtiene desinfectando y limpiando 
una semilla de una planta y germinándola en medio de Murashige y Skoog (MS). 

En la presente invención, las plantas diana a transfectar pueden ser plantas de tabacos, tomates, pimientos rojos, 40 
judías, arroces, maíces etc. pero la presente invención no queda limitada a las mismas. También es conocido por los 
expertos en la técnica que incluso si una planta utilizada para la transformación es reproducible sexualmente, puede 
reproducirse asexualmente mediante cultivo celular etc.  

Efectos ventajosos 

Tal como se ha explicado anteriormente, es difícil expresar de forma convencional la propionil-CoA transferasa en E. 45 
coli, impidiendo de este modo el suministro eficiente de lactil-CoA. Sin embargo, según la presente invención, se 
introduce un mutante de la propionil-CoA transferasa de Clostridium propionicum dentro de E. coli recombinante 
para facilitar el suministro de lactil-CoA, preparándose de este modo polilactatos (PLA) y copolímeros de polilactato 
con elevada eficiencia. 

Descripción de los dibujos 50 

La Figura 1 es un diagrama esquemático de una vía de síntesis intracelular del copolímero lactato (poli(3HB-co-
lactato)) utilizando glucosa, 3HB y lactato. 
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La Figura 2 es un diagrama esquemático de un proceso de preparación de un vector de expresión recombinante que 
contiene el gen de la polihidroxialcanoato (PHA) sintasa de Pseudomonas sp. 6-19, y un mutante del gen de la 
propionil-CoA transferasa de Clostridium propionicum, según un ejemplo de la presente invención. 

Modo de la invención 

A partir de ahora, se describirá en detalle la presente invención mediante ejemplos. Es obvio para los expertos en la 5 
técnica que los ejemplos se aportan solamente para explicar la presente invención en detalle, no quedando la misma 
limitada a los ejemplos.  

Según una invención previa de los inventores,  dada a conocer en la solicitud de patente coreana nº 10-2006-
0116234, para obtener lactil-CoA, que es un monómero necesario para la síntesis de polilactatos (PLA) y 
copolímeros de PLA, se construyó un sistema de expresión constante tipo operón en el cual se expresan 10 
conjuntamente la propionil-CoA transferasa de Clostridium propionicum (CP-PCT) y la polihidroxialcanoato (PHA) 
sintasa, que ahora de describirá con mayor detalle. 

Ejemplo 1-1: Clonación del gen de la PHA sintasa de P seudomonas sp. 6-19 y preparación de un vector de 
expresión. 

Para la PHA sintasa (gen (phaC1Ps6-19) de Pseudomonas sp. 6-19 (KCTC 11027BP) utilizada en la presente 15 
invención, se extrajo el ADN total de Pseudomonas sp. 6-19, se prepararon los cebadores con los Identificadores de 
secuencia nº 5 y 6 sobre la base de la secuencia del gen phaC1Ps6-19 (Tesis de máster de Ae-jin Song, 
Departamento de ingeniería química y biomolecular, KAIST, 2004), y se realizó una reacción en cadena de la 
polimerasa obteniéndose el gen phaC1Ps6-19.  

Identificador de secuencia nº 5: 5’-GAG AGA CAA TCA AAT CAT GAG TAA CAA GAG TAA CG-3' 20 

Identificador de secuencia nº 6: 5'-CAC TCA TGC AAG CGT CAC CGT TCG TGC ACG TAC-3' 

El resultado de la electroforesis en gel de Agarosa del producto de la PCR, confirmó un fragmento génico de 1,7 
kbp. correspondiente al gen phaC1Ps6-19. 

Se cortó un fragmento de ADN que contenía el operón productor de PHB de Ralstonia eutropha H16 con 
BamHI/EcoRI a partir del vector pSYL105 (Lee y otros, Biotech. Bioeng., 1994, 44:1337-1347), y se insertó en el sitio 25 
de reconocimiento BamHI/EcoRI de pBluescript II (Stratagene), preparándose de este modo un vector recombinante 
pReCAB.  

Es sabido que el vector pReCAB en el cual se expresan de forma constante la PHA sintasa (phaCRE) y enzimas 
suministradoras de monómeros (phaARE y phaBRE), también funciona de forma efectiva en E. Coli (Lee y otros 
Biotech. Bioeng., 1994, 44:1337-1347). Se cortó el vector pReCAB con BstBI/Sbfl para eliminar la PHA sintasa 30 
(phaCRE) de R. eutropha H16 y se insertó el gen phaC1Ps6-19 en un sitio de reconocimiento de BstBI/Sbfl, 
preparándose de este modo el vector recombinante pPs619C1-ReAB. 

Para producir un fragmento génico de la sintasa phaC1Ps6-19 que posea solamente un sitio de reconocimiento 
BstBI/Sbfl en uno de los extremos, se eliminó un sitio BstBI endógeno utilizando la mutagénesis dirigida (SDM) sin 
cambios en los aminoácidos, y se realizó una PCR de superposición utilizando los cebadores de los identificadores 35 
de secuencia nº 7 y 8, los identificadores de secuencia nº 9 y 10, y los identificadores de secuencia nº 11 y 12 para 
añadir el sitio de reconocimiento BstBI/Sbfl. 

Identificador de secuencia nº 7: 5'- ATG CCC GGA GCC GGTTCGAA-3' SEQ ID NO: 8: 5'- CGT TAC TCT TGT TAC 
TCA TGA TTT GAT TGT CTC TC -3' 

Identificador de secuencia nº 8: 5'- GAG AGA CAA TCA AAT CAT GAG TAA CAA GAG TAA CG -3' 40 

Identificador de secuencia nº 9: 5'- GAG AGA CAA TCA AAT CAT GAG TAA CAA GAG TAA CG -3' 

Identificador de secuencia nº 10: 5'- CAC TCA TGC AAG CGT CAC CGT TCG TGC ACG TAC -3' 

Identificador de secuencia nº 11: 5'- GTA CGT GCA CGA ACG GTG ACG CTT GCA TGA GTG -3' 

Identificador de secuencia nº 12: 5'- AAC GGG AGG GAA CCT GCA GG -3' 
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Se confirmó la secuencia de bases del gen phaC1Ps6-19 del vector recombinante preparado pPs619Cl-ReAB 
mediante secuenciación y se representó por el Identificador de secuencia nº 13, y la secuencia de aminoácidos 
codificada se representó por el identificador de secuencias nº 14. 

Los resultados del análisis de similitud de secuencias génicas mostraron que el gen phaC1Ps6-19 posee una 
homología del 84% con el gen phaCI de Pseudomonas sp. Cepa 61-3 (Matsusaki y otros., J. Bacteriol., 180:6459, 5 
1998) y una homología en la secuencia de aminoácidos del 88,9%. Por lo tanto, se confirmó que las dos sintasas 
eran enzimas muy similares. Como resultado, se confirmó que la sintasa phaC1Ps6-19 obtenida según la presente 
invención es una sintasa PHA tipo II. 

Ejemplo 1-2: Preparación de un mutante específico de substrato de la PHA sintasa de Pseudomonas sp. 6-19 

Entre diversos tipos de PHA sintasa, se conoce la PHA sintasa tipo II como una sintasa de PHA de cadena media 10 
(MCL-PHA) que polimeriza substratos con relativamente muchos átomos de carbono, esperándose que la MCL-PHA 
sea aplicable para polimerizar de copolímeros de PLA. Aunque la phaCI sintasa de Pseudomonas aeruginosa sp. Sp 
61-3, que posee un grado de homología elevado con la sintasa  phaC1Ps6-19 obtenida según la presente invención, 
es la sintasa tipo II, se ha notificado que la phaCI sintasa posee un abanico de especificidad de substrato 
relativamente amplio (Matsusaki y otros, J. Bacteriol, 180:6459, 1998), habiéndose notificado los resultados de las 15 
investigaciones sobre un mutante adecuado para la producción de PHA de cadena corta (SCL-PHA) (Takase y otros 
Biomacromolecules, 5:480, 2004). En base a lo anterior, los presentes inventores ha hallado cuatro sitios de 
aminoácido que afectan la activación de SCL mediante análisis de configuración de secuencias de aminoácidos, y 
han preparado mutantes de la sintasa phaC1Ps6-19 mediante un método SDM utilizando los cebadores los 
identificadores de secuencia nº 15 a 20, tal como se muestra en la tabla 1.  20 

Tabla 1 

Vector recombinante Sustitución de ácido 
nucleico 

Sustitución de aminoácido Cebador 

 

pPs619C1200-ReAB 

AGC          ACC S325T Identificadores de 
secuencia nº: 15/16 

CAG          ATG Q481M Identificadores de 
secuencia nº: 17/18 

 

 

pPs619C1300-ReAB 

GAA          GAT E130D Identificadores de 
secuencia nº: 19/20 

AGC          ACC S325T Identificadores de 
secuencia nº: 15/16 

CAG          ATG Q481M Identificadores de 
secuencia nº: 17/18  

 

Identificador de secuencia nº: 15: 5'- CTG ACC TTG CTG GTG ACC GTG CTT GAT ACC 

ACC -3'  

 25 

Identificador de secuencia nº: 16: 51- GGT GGT ATC AAG CAC GGT CAC CAG CAA GGT 

CAG -3'  

Identificador de secuencia nº: 17: 5'- CGA GCA GCG GGC ATA TC A TGA GCA TCC TGA 

ACC CGC -3'  

Identificador de secuencia nº: 18: 5'- GCG GGT TCA GGA TGC TCA TGA TAT GCC CGC 30 

E08792894
20-12-2013ES 2 440 745 T3

 



8 

TGC TCG -3'  

Identificador de secuencia nº: 19: 5'- ATC AAC CTC ATG ACC GAT GCG ATG GCG CCG 

ACC -3'  

Identificador de secuencia nº: 20: 5'- GGT CGG CGC CAT CGC ATC GGT CAT GAG GTT 

GAT -3'  5 

Ejemplo 1-3: Preparación y cribado de una biblioteca de un mutante de la propionil-CoA transferasa de 
Clostridium propionicum 

En el presente ejemplo, para obtener lactil-CoA que es un monómero necesario para la síntesis de PLA y 
copolímeros de PLA, se utilizó la propionil-CoA transferasa de Clostridium propionicum (CP-PCT), representándose 
su secuencia por el Identificador de secuencia nº 3. Se utilizó como CP-PCT un fragmento obtenido mediante la 10 
realización de una PCR sobre el ADN cromosómico de Clostridium propionicum utilizando los cebadores con los 
identificadores de secuencia nº 21 y 22. En este caso se eliminó un sitio NdeI existente en el CP-PCT salvaje 
utilizando SDM para facilitar la clonación. 

Identificador de secuencia nº: 21: 5'- GGA ATT CAT GAG AAA GGT TCC CAT TAT TAC CGC AGA TGA -3' 

Identificador de secuencia nº: 5'- GC TCT AGA TTA GGA CTT CAT TTC CTT CAG ACC CAT TAA GCC TTC TG -3'  15 

También se realizó una PCR de superposición utilizando cebadores con los Identificadores de secuencia nº 23 y 24 
para añadir un sitio de reconocimiento Sbfl/Ndel. 

Identificador de secuencia nº: 23: 5'- agg cct gca ggc gga taa caa ttt cac aca gg -3' 

Identificador de secuencia nº: 24: 5'- gcc cat atg tct aga tta gga ctt cat ttc c -3'  

Se cortó un vector pPs619C1300-ReAB que contenía phaC1Ps6-19300, que es un mutante SCL de la sintasa 20 
phaC1Ps6-19, con Sbfi/Ndel para eliminar los enzimas suministradores de monómeros (phaARE y phaBRE) de R. 
eutropha H16, y se insertó el gen CP-PCT clonado mediante PCR en el sitio de reconocimiento Sbfi/Ndel, 
preparándose de este modo un vector recombinante pPs619C1300-CPPCT. 

Ejemplo 2:  Preparación y cribado de una biblioteca de un mutant e de la propionil-CoA transferasa de 
Clostridium propionicum  25 

Como es sabido, cuando la CP-PCT se expresa a niveles elevados en E. coli, provoca alteraciones metabólicas 
graves y muestra toxicidad. En general, las E. coli recombinantes murieron cuando se añadió un inductor en un 
sistema de producción de la proteína inducible por isopropil-β-D-tio-galactósido (IPTG) utilizando un promotor tac o 
un promotor T7, sistema utilizado ampliamente para expresar proteínas recombinantes. Por esta razón, la síntesis 
de PLA y copolímeros de PLA se realizó utilizando un sistema de expresión constitutivo que expresa genes de forma 30 
débil pero continua con el crecimiento de los organismos.  Para introducir una mutación aleatoria dentro de CP-PCT, 
se utilizó como molde pPs619C1300-CPPCT dado a conocer en la Solicitud de patente coreana nº 10-2006-
0116234, se realizó una PCR tendente a error utilizando los cebadores con los identificadores de secuencia nº 1 y 2 
bajo condiciones de adición de Mn2+ y la diferencia de concentración entre dNTPs (ver Figura 2). 

Identificador de secuencia nº 1: 5'- cgc egg cag gcc tgc agg -3'  35 

Identificador de secuencia nº 2: 5'- ggc agg tea gcc cat atg tc -3'  

A continuación, para amplificar un fragmento de PCR que incluía una mutación aleatoria, se realizó una PCR bajo 
condiciones habituales utilizando los identificadores de secuencia nº 1 y 2. Se cortó con Sbfi/Ndel un vector 
PPS619C1300-CPPCT que contenía phaC1ps6-19300 que es un mutante SCL de la sintasa phaC1ps6-19 para eliminar 
la CP-PCT salvaje, y el fragmento de PCR mutante amplificado se insertó en el sitio de reconocimiento Sbfl/Ndel 40 
produciendo una mezcla de ligadura. La mezcla de ligadura se introdujo en E. coli JNI 09, preparando de este modo 
una biblioteca CP-PCT de una dimensión de aproximadamente ~10Λ5  (ver figura 2). La biblioteca CP-PCT 
preparada se cultivó durante 3 días en un medio de detección de polímeros (Agar Luria Bertani (LB), glucosa 20 g/L, 
3HB 1g/L, Rojo Nilo 0,5µg/ml) y se cribó para confirmar si se habían generado polímeros, seleccionándose de este 
modo aproximadamente 80 candidatos. Los candidatos se cultivaron durante 4 días en un medio líquido (agar LB, 45 
glucosa 20 g/L, 3HB 1g/L, ampicilina 100 mg/l 37ºC) bajo condiciones generadoras de polímeros y se analizaron 
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utilizando la técnica de clasificación de células por fluorescencia (FACS), seleccionándose de este modo dos 
muestras. También se recuperó de E. coli un vector de expresión recombinante que contenía el mutante y se 
introdujo de nuevo en E. coli JM 109 para confirmar la producción del polímero. De este modo, se confirmó que el E. 
coli transformado con un vector que contiene un mutante de CP-PCT muestra un rendimiento mejor que el que 
posee la CP-PCT salvaje. 5 

Ejemplo 3: Preparación de un copolímero PLA utilizando  un mutante de la propionil-CoA transferasa de 
Clostridium propionicum . 

Para analizar de forma cuantitativa la activación de los mutantes finalmente seleccionados en el ejemplo 2, se cultivó 
E. coli JMI 09 transformada con el vector de expresión que contenía los mutantes tal como se nuestra en la Figura 2 
durante 4 días a una temperatura de 37 ºC en un frasco de cultivo con medio LB que contenía glucosa (20 g/l) y 3HB 10 
(2 g/l). El pellet de células cultivadas se recuperó mediante centrifugación y se secó durante 24 horas en un secador 
a una temperatura de 100 ºC. A continuación, se realizó una cromatografía de gases para estimar el contenido en 
polímeros sintetizados en las células tal como se muestra en la tabla 2. 

Tabla 2 

Nombre de la cepa Contenido en PLA (% peso/peso) Contenido en PHB (% peso/peso) 

pPs619C1300-CPPCT/JM109 0,86% 5,85% 

Mutante CP-PCT 512/JM109 2,19% 12,82% 

Mutante CP-PCT 522/JM109 7,49% 35,59% 

 15 

Como resultado de la cromatografía de gases, puede observarse que el vector de expresión recombinante que 
contiene el mutante de CP-PCT preparado según la presente invención presentaba una actividad de síntesis de 
copolímero-PLA entre aproximadamente dos y ocho veces superior a la del vector pPs619C1300-CPPCT que 
contiene la CP-PCT salvaje. Ello es debido a que el mutante de la CP-PCT suministra monómeros para la síntesis 
del polímero (es decir, lactil-CoA y 3HB-CoA) de forma más eficiente que le CP-PCT salvaje. 20 

Para dilucidar las posiciones mutadas de los mutantes CP-PCT preparados, se realizó la secuenciación génica de 
los mutantes CP-PCT, mostrándose los resultados en la tabla 3. 

 Tabla 3 

Vector recombinante Sustitución de ácido nucleico 

Mutante CP-PCT 512 A1200G 

Mutante CP-PCT 522 T78C, T669C, A1125G, T1158C* 

*indicado en la reivindicación 1 

Como resultado de la secuenciación de los mutantes de CP-PCT, se observó una sustitución de un ácido nucleico 25 
en el mutante 512, y cuatro sustituciones de ácidos nucleicos en el mutante 522. Sin embargo, se confirmó que 
todas las sustituciones de ácidos nucleicos eran mutaciones silentes que no provocaban ninguna sustitución de 
aminoácidos. Es decir,  se asume que la mejoría en la capacidad de suministro de monómeros de los mutantes de 
CP-PCT preparados según la presente invención es debida no a un incremento de la actividad por substitución de 
aminoácidos en el enzima si no a variaciones en la expresión del enzima en E. coli. Por ello, se analizó, tal como se 30 
muestra en la tabla 4, la utilización de codones de las secuencias génicas de la CP-PCT salvaje y de los mutantes 
de la CP-PCT preparados según la presente invención en E. coli típicos 
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Tabla 4 

 78 669 1125 1158 1200 

CP-PCT salvaje GGT (Gly) 

24,7 

GGT (Gly) 

24,7 

AAA (Lys) 

33,6 

CGT (Arg) 

20,9 

ACA (Thr) 

7,1 

CP-PCT mutante 512 GGT (Gly) 

24,7 

GGT (Gly) 

24,7 

AAA (Lys) 

33,6 

CGT (Arg) 

20,9 

ACG (Thr) 

14,4 

CP-PCT mutante 522 GGC (Gly) 

29,6 

GGT (Gly) 

29,6 

AAA (Lys) 

10,3 

CGT (Arg) 

22,0 

ACA (Thr) 

7,1 

 

Tal como se muestra en la tabla 4, las sustituciones de ácidos nucleicos excepto A1125G presente en el mutante 
522 eran ventajosas para la utilización de codones en E. coli. Es decir, debido a que la sustitución de ácidos 
nucleicos es ventajosa para la utilización de codones en E. coli, los mutantes de la CP-PCT preparados según la 5 
presente invención incrementaron la expresión de un enzima activado y por lo tanto mostraron una capacidad de 
suministro de monómeros superior, necesaria para la producción de copolímeros de PLA. 

Ejemplo 4: Preparación de un copolímero de PLA utiliza ndo un mutante de la propionil-CoA transferasa de 
Clostridium propionicum 

Se realizó una mutagénesis aleatoria sobre los mutantes finalmente seleccionados en el Ejemplo 2 (512 y 522), del 10 
mismo modo descrito en el Ejemplo 2, obteniéndose de este modo los siguiente mutantes de CP-PCT 531-537 y 
540.  

Para realizar un análisis cuantitativo de los mutantes de CP-PCT, se cultivó E. coli JM 109 transformada con los 
vectores de expresión que contienen los mutantes de CP-PCT 531-537 y 540 durante 4 días a una temperatura de 
30ºC en un frasco con de medio rojo metilo (MR) rico en P que contenía glucosa (20 g/l) y 3HB (2 g/l). Se recuperó el 15 
pellet de células cultivadas mediante centrifugación t se secó durante 24 horas en un secador mantenido a una 
temperatura de 100ºC. A continuación, se realizó una cromatografía de gases para estimar el contenido de 
polímeros sintetizados en las células. Los resultados de la secuenciación génica referentes a los mutantes CP-PCT 
para elucidar loas posiciones mutadas de los mismos se muestran en la tabla 5, y el contenido de polímeros 
sintetizados en las células se muestra en la tabla 6. 20 

En el experimento anteriormente descrito, el MR enriquecido en P contenía 22g de KH2PO4; 3g de (NH4)2HPO4; 0,8g 
de citrato; 0,7g de MgSO4.7H2O; y 5 mL de solución de metales traza por litro, y la solución de metales traza 
contenía 10 g de FeSO47H2O; 2,25g de ZnSO47H2O; 1 g de CuSO4,5H2O; 0,5g de MnSO4,5H2O; 2g de CaCl2,2H2O; 
0,23g de Na2B4O77H2O; 0,1 g de (NH4)6Mo7O24; y 10 mL de HCl al 35 % por litro. 
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Tabla 5 

 Mutaciones Mutaciones silentes 

CpPct512  A1200G 

CpPct522  T78C, T669C, A1125G, T1158C* 

CpPct531 Gly335Asp A1200G 

CpPct532 Ala243Thr A1200G 

CpPct533 Asp65Gly T669C, A1125G, T1158C* 

CpPct534 Asp257Asn A1200G 

CpPct535 Asp65Asn T669C, A1125G, T1158C* 

CpPct537 Thr199Ile T669C, A1125G, T1158C* 

CpPct540 Val193Ala T78C, T669C, A1125G, T1158C* 

*indicado en la reivindicación 1 

Tabla 6 

Nombre Contenido en polímeros 
(%) 

%mol Lac %mol 3HB 

PCT (control salvaje) 24,9 38,0 62,0 

531 26,5 56,5 43,5 

532 23,5 54,5 45,5 

533 25,2 63,8 36,2 

534 23,9 58,0 42,0 

535 30,7 59,2 40,8 

537 33,3 52,4 47,6 

540 23,7 21,3 78,7 

 

Tal como se muestra en la tabla 6, los mutantes de CP-PCT preparados según la presente invención incrementar de 5 
forma remarcable el porcentaje de moles de lactato en comparación con la CP-PCT salvaje. También se confirmó 
que los vectores de expresión recombinante que contenían los mutantes 531, 533, 535 y 537 mostraban una 
actividad de síntesis de copolímeros-PLA mejor que la del vector que contenía la CP-PCT salvaje 

<110> LG CHEM, LTD. 

<120> Mutante de la propionil CoA transferasa de Clostridium propionicum y método de preparación de PLA o 10 
copolímeros de PLA utilizando el mismo 

<130> 2008-0083PC(X08026) 

<150> KR10-2007-0081855 
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<151> 2007-08-14 

<160> 24 

<170> KopatentIn 1.71 

<210> 1 

<211> 18 5 

<212> ADN 

<213> Secuencia artificial 

<220> 

<223> Cebador  

<400> 1  10 

 

<210> 1 

<211> 18 

<212> ADN 

<213> Secuencia artificial 15 

<220> 

<223> Cebador  

<400> 2 

 

 <210> 3 20 

<211> 1572 

<212> ADN 

<213> Propionil CoA transferasa de Clostridium propionicum 

<400> 3 

 25 
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<210> 4 

<211> 1677 

<212> ADN 

<213> Secuencia artificial 5 

<220> 

<223> Gen de la PHA sintasa 

<400> 4 
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<210> 5 

<211> 35 

<212> ADN 

<213> Secuencia artificial 5 

<220> 

<223> Cebador 

<400> 5 

 

<210> 6 10 

<211> 33 

<212> ADN 

<213> Secuencia artificial 

<220> 

<223> Cebador 15 

<400> 6 
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<210> 7 

<211> 20 

<212> ADN 

<213> Secuencia artificial 5 

<220> 

<223> Cebador 

<400> 7 

 

<210> 8 10 

<211> 35 

<212> ADN 

<213> Secuencia artificial 

<220> 

<223> Cebador 15 

<400> 8 

 

<210> 9 

<211> 35 

<212> ADN 20 

<213> Secuencia artificial 

<220> 

<223> Cebador 

<400> 9 

 25 

<210> 10 

<211> 33 

<212> ADN 

<213> Secuencia artificial 

<220> 30 

<223> Cebador 
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<400> 10 

 

<210> 11 

<211> 33 

<212> ADN 5 

<213> Secuencia artificial 

<220> 

<223> Cebador 

<400> 11 

 10 

<210> 12 

<211> 20 

<212> ADN 

<213> Secuencia artificial 

<220> 15 

<223> Cebador 

<400> 12 

 

<210> 13 

<211> 1677 20 

<212> ADN 

<213> Pseudomonas sp. 6-19 (KCTC 11027BP 

<400> 13 
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<210> 14 

<211> 559 

<212> PRT 5 

<213> Pseudomonas sp. 6-19 (KCTC 11027BP 

<400> 14 
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<210> 15 
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<211> 33 

<212> ADN 

<213> Secuencia artificial 

<220> 

<223> Cebador 5 

<400> 15 

 

<210> 16 

<211> 33 

<212> ADN 10 

<213> Secuencia artificial 

<220> 

<223> Cebador 

<400> 16 

 15 

<210> 17 

<211> 36 

<212> ADN 

<213> Secuencia artificial 

<220> 20 

<223> Cebador 

<400> 17 

 

<210> 18 

<211> 36 25 

<212> ADN 

<213> Secuencia artificial 

<220> 

<223> Cebador 

<400> 18 30 
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<210> 19 

<211> 33 

<212> ADN 

<213> Secuencia artificial 5 

<220> 

<223> Cebador 

<400> 19 

 

<210> 20 10 

<211> 33 

<212> ADN 

<213> Secuencia artificial 

<220> 

<223> Cebador 15 

<400> 20 

 

<210> 21 

<211> 39 

<212> ADN 20 

<213> Secuencia artificial 

<220> 

<223> Cebador 

<400> 21 

 25 

<210> 22 

<211> 46 

<212> ADN 

<213> Secuencia artificial 

<220> 30 
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<223> Cebador 

<400> 22 

 

<210> 23 

<211> 32 5 

<212> ADN 

<213> Secuencia artificial 

<220> 

<223> Cebador 

<400> 23 10 

 

<210> 24 

<211> 31 

<212> ADN 

<213> Secuencia artificial 15 

<220> 

<223> Cebador 

<400> 24 

 

20 
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REIVINDICACIONES 

1. Propionil-CoA transferasa que suministra lactil-CoA, que posee la secuencia génica del identificador de secuencia 
nº 3, en el que T669C, A1125G y T1158C están mutados,  

en la que la propionil-CoA transferasa posee: 

a) la secuencia génica del identificador de secuencia nº 3, en el que T68C, T669C, A1125G y T1158C están 5 
mutados, 

b) la secuencia génica del identificador de secuencia nº 3, en el que  T669C, A1125G y T1158C están 
mutados y en la que se introduce al menos una mutación adicional del ácido nucleico para provocar la 
mutación de Asp65Gly; 

c) la secuencia génica del identificador de secuencia nº 3, en el que  T669C, A1125G y T1158C están 10 
mutados y en la que se introduce al menos una mutación adicional del ácido nucleico para provocar la 
mutación de Asp65Asn; o 

d) la secuencia génica del identificador de secuencia nº 3, en el que  T669C, A1125G y T1158C están 
mutados y en la que se introduce al menos una mutación adicional del ácido nucleico para provocar la 
mutación de Thr199Ile. 15 

2. Gen que codifica un mutante de la propionil-CoA transferasa, según la reivindicación 1. 

3.Vector recombinante para sintetizar polilactatos (PLA) o copolímeros de PLA que contiene el gen, según la 
reivindicación 2. 

4. Vector recombinante, según la reivindicación 3, que contiene además un gen de la polihidroxialcanoato (PHA) 
sintasa (phaC1Ps6-19300) del identificador de secuencia nº 4, el cual es capaz de sintetizar PLA o copolímeros de 20 
PLA utilizando lactil-CoA como substrato. 

5. Bacteria transformada con el vector recombinante según la reivindicación 3 o 4. 

6. Procedimiento de preparación de polilactatos (PLA) o copolímeros de PLA, que comprende cultivar o hacer crecer 
la bacteria, según la reivindicación 5. 

7. Procedimiento, según la reivindicación 6, el cultivo o crecimiento se realiza en un ambiente que contiene 25 
hidroxialcanoato. 
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