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DESCRIPCION
Método de elaboracién de copolimeros de polihidroxialcanoato (3HB-co-4HB)
Campo técnico

La presente invencion se refiere a métodos de elaboracion de composiciones de copolimero de polihidroxialcanoato,
y mas particularmente a métodos de elaboracién de composiciones de copolimero de polihidroxialcanoato que
comprenden una pluralidad de moléculas de copolimero de polihidroxialcanoato, en los que las moléculas de
copolimero de polihidroxialcanoato (i) comprenden mondmeros de 3-hidroxibutirato y monoémeros de 4-
hidroxibutirato, (ii) tienen un porcentaje molar monomérico de monémeros de 4-hidroxibutirato del 23,5 al 75%, (iii)
tienen un contenido de base biolégica de = 80%, (iv) tienen un peso molecular promedio en peso de 250 kDa a
2,0 MDa, y ademas en los que la composicién tiene una temperatura de transicion vitrea de -60°C a -5°C. Dichos
métodos comprenden cultivar un organismo que se ha modificado por ingenieria genética, incluyendo la
incorporacion estable de genes en presencia de uno 0 mas materiales de partida de carbono.

Antecedentes

Los polihidroxialcanoatos son materiales termoplasticos biodegradables y biocompatibles que pueden producirse a
partir de recursos renovables y que tienen una amplia gama de aplicaciones industriales y biomédicas. Los
polihidroxialcanoatos pueden producirse como homopolimeros, tales como poli-3-hidroxibutirato (también
denominado “PHB”) y poli-4-hidroxibutirato (también denominado “P4HB”), o como copolimeros, tales como poli(3-
hidroxibutirato-co-4-hidroxibutirato) (también denominado “PHB-co-4HB”). Los copolimeros de poli(3-hidroxibutirato-
co-4-hidroxibutirato) son de interés por su potencial de producirse a partir de recursos renovables y de usarse para
conferir elasticidad similar al caucho en combinaciones de polimeros. Por tanto, por ejemplo, la produccion de poli(3-
hidroxibutirato-co-4-hidroxibutirato) con altas cantidades de incorporacion de mondémero de 4HB en el copolimero se
ha descrito previamente en la bibliografia usando diversos microorganismos, pero esto sélo se logré6 cuando se
proporcionaron precursores inmediatos de 4-hidroxibutiril-CoA, tales como por ejemplo 4-hidroxibutirato, Y-
butirolactona y/o 1,4-butanodiol con otras fuentes de carbono. Por ejemplo, Kunioka et al., Polymer Communications
29:174-176 (1988); Doi et al., Polymer Communications 30:169-171 (1989); Kimura et al., Biotechnol. Letters
14(6):445-450 (1992); Nakamura et al., Macromolecules 25(17):4237-4241 (1992); Saito y Doi, Int. J. Biol. Macromol.
16(2):99-104 (1994); Lee et al., Biotechnol. Letters 19(8):771-774 (1997); Choi et al., Appl. Environm. Microbiol.
65(4):1570-1577 (1999); Hsieh et al., J. Taiwan Inst. Chem. Engin. 40:143-147 (2009). La produccién de copolimero
de poli(3-hidroxibutirato-co-4-hidroxibutirato) a partir de glucosa como Unica fuente de carbono en células de
Escherichia coli modificadas por ingenieria genética también se ha logrado, pero los porcentajes molares
monomeéricos notificados de monémeros de 4-hidroxibutirato de los copolimeros resultantes han sido bajos, por
ejemplo del 12,5% o menos durante la fase estacionaria, a menos que se alimenten conjuntamente otras fuentes de
carbono. Chen et al., publicacion estadounidense n.? 2012/0214213; véase también Dennis y Valentin, patente
estadounidense n.? 6.117.658; Valentin y Dennis, J. Biotechnol. 58:33-38 (1997), Chen et al., solicitud de patente
china CN 102382789 A; Li et al., Metab. Eng. 12:352-359 (2010). La produccion de homopolimero de poli-4-
hidroxibutirato a partir de una biomasa microbiana modificada por ingenieria genética que metaboliza una materia
prima renovable, tal como glucosa, también se ha descrito, pero los titulos de homopolimero de poli-4-hidroxibutirato
a modo de ejemplo fueron de menos del 50% en peso de los titulos de biomasa, y en cualquier caso el
homopolimero de poli-4-hidroxibutirato no tenia las mismas propiedades que el copolimero de poli(3-hidroxibutirato-
co-4-hidroxibutirato). Van Walsem et al., documento WO 2011/100601.

Zheng-Jun Li et al. (Metabolic Engineering 12 (2010) 352-359) dan a conocer el uso de plasmidos inestables para la
transformacion de E. coli, con el fin de obtener un microorganismo modificado por ingenieria genética util para la
produccion de poli(3-hidroxibutirato-co-4-hidroxibutirato) [P(3HB-co-4HB)] a partir de fuentes de carbono no
relacionadas. La E. coli modificada metabdlicamente produjo P(3HB-co-4HB al 11,1% en moles) usando glucosa
como fuente de carbono. La presencia de alfa-cetoglutarato o citrato potenci6 el contenido de monémero de 4HB
desde el 11,1% hasta el 22,61%.

El documento EP 2855584 (fecha de publicacion: 12 de diciembre de 2013) da a conocer una composicién de
polimero biodegradable ramificado que comprende una combinacion de (a) poli(acido lactico); y (b) un polimero de
polihidroxialcanoato (PHA) biodegradable que tiene una temperatura de transicién vitrea de entre aproximadamente
-5°C y aproximadamente -50°C y un peso molecular de entre 450 y 1500 kDa. El polimero de PHA es un copolimero
de (i) 3-hidroxibutirato; y (i) uno o mas mondmeros seleccionados de 4-hidroxibutirato, 5-hidroxivalerato, 3-
hidroxihexanoato y 3-hidroxioctanoato, en el que el uno o0 mas mondémeros son de aproximadamente el 25% a
aproximadamente el 85% del peso del polimero de PHA. El documento EP 2855584 no da a conocer métodos de
elaboracion de composiciones de copolimero de polihidroxialcanoato, cuyos métodos que comprenden cultivar un
organismo modificado por ingenieria genética.

Sumario

Se proporciona un método de elaboracién de una composicion de copolimero de polihidroxialcanoato. La
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composiciéon comprende una pluralidad de moléculas de copolimero de polihidroxialcanoato. Las moléculas de
copolimero de polihidroxialcanoato (i) comprenden mondmeros de 3-hidroxibutirato y monoémeros de 4-
hidroxibutirato, (ii) tienen un porcentaje molar monomérico de monémeros de 4-hidroxibutirato del 23,5 al 75%, (iii)
tienen un contenido de base bioldgica de = 80% vy (iv) tienen un peso molecular promedio en peso de 250 kDa a
2,0 MDa. Ademas, la composicion tiene una temperatura de transicion vitrea de -60°C a -5°C. El método comprende
cultivar un organismo en presencia de uno o mas materiales de partida de carbono en condiciones en las que (a) el
uno o0 mas materiales de partida de carbono se convierten en 3-hidroxibutiril-CoA y 4-hidroxibutiril-CoA y (b) la 3-
hidroxibutiril-CoA y la 4-hidroxibutiril-CoA se polimerizan para formar las moléculas de copolimero de
polihidroxialcanoato, formando de ese modo la composicion. El organismo se ha modificado por ingenieria genética
mediante la incorporacion estable de genes que codifican para una polihidroxialcanoato sintasa, una acetil-CoA
acetiltransferasa, una acetoacetil-CoA reductasa, una succinato-semialdehido deshidrogenasa, una semialdehido
succinico reductasa y una CoA transferasa, y para no comprender actividades enzimaticas de o bien una succinato-
semialdehido deshidrogenasa dependiente de NAD+ o bien una succinato-semialdehido deshidrogenasa
dependiente de NADP+ o ambas. El uno o mas materiales de partida de carbono, tomados juntos, tienen un
contenido de base biolégica de = 80%.

Breve descripcion del dibujo

La figura 1 es un diagrama esquematico de las rutas metabodlicas centrales de E. coli a modo de ejemplo que
muestra reacciones que se modificaron o introdujeron en los ejemplos o que podrian modificarse en el futuro. Las
reacciones que se eliminaron delecionando los genes correspondientes en determinados ejemplos estan marcadas
con una “X”. Abreviaturas: “PEP”, fosfoenolpiruvato; “PYR”, piruvato; “Ac-CoA”, acetil-CoA; “AcAc-CoA”, acetoacetil-
CoA; “3HB-CoA”, 3-hidroxibutiril-CoA; “CIT”, citrato; “ICT”, isocitrato; “aKG”, alfa-cetoglutarato; “SUC-CoA”, succinil-
CoA; “SUC”, succinato; “Fum”, fumarato; “MAL”, L-malato; “OAA”, oxaloacetato; “SSA”, semialdehido succinico;
“4HB”, 4-hidroxibutirato; “4HB-P”, 4-hidroxibutiril-fosfato; “4HB-CoA”, 4-hidroxibutiril-CoA; “PHB-co-4HB”, poli(3-
hidroxibutirato-co-4-hidroxibutirato). Reacciones numeradas: “1”, acetil-CoA acetiltransferasa (también conocida
como beta-cetotiolasa); “2”, acetoacetil-CoA reductasa; “3”, succinato-semialdehido deshidrogenasa; “4”, alfa-
cetoglutarato descarboxilasa; “5”, semialdehido succinico reductasa; “6”, CoA transferasa; “7”, butirato cinasa; “8”,
fosfotransbutirilasa; “9”, polihidroxialcanoato sintasa; “10”, succinato-semialdehido deshidrogenasa; “117,
fosfoenolpiruvato carboxilasa; “12”, 4-hidroxibutiril-CoA-tioesterasa.

Descripcion detallada

La invencion se refiere a un método de elaboracién de una composicion de copolimero de polihidroxialcanoato. La
composicion resultante comprende una pluralidad de moléculas de copolimero de polihidroxialcanoato. La
composicién puede ser, por ejemplo, una composiciéon de biomasa, por ejemplo un organismo que ha producido, y
comprende en la misma, la pluralidad de moléculas de copolimero de polihidroxialcanoato, una composicién libre de
biomasa distinta a polihidroxialcanoato, por ejemplo una composicion que comprende moléculas de copolimero de
polihidroxialcanoato que se han aislado y/o purificado a partir de un organismo que ha producido las moléculas de
copolimero de polihidroxialcanoato, o una composicién bioplastica, por ejemplo una composicién homogénea o
combinada que comprende las moléculas de copolimero de polihidroxialcanoato y adecuada para su uso como
bioplastico.

Las moléculas de copolimero de polihidroxialcanoato comprenden monémeros de 3-hidroxibutirato y monémeros de
4-hidroxibutirato. Por consiguiente, cada molécula de copolimero de polihidroxialcanoato comprende tanto
monémeros de 3-hidroxibutirato como mondémeros de 4-hidroxibutirato. Tales moléculas pueden sintetizarse, por
ejemplo, mediante copolimerizacién mediada por PHA-sintasa de 3-hidroxibutiril-CoA y 4-hidroxibutiril-CoA para dar
moléculas del copolimero, por ejemplo copolimero de poli(3-hidroxibutirato-co-4-hidroxibutirato). Se describen PHA
sintasas adecuadas en los ejemplos a continuacién. Cada molécula de copolimero de polihidroxialcanoato también
puede comprender opcionalmente mondmeros adicionales, por ejemplo mondmeros de 5-hidroxivalerato, por
ejemplo basandose en la presencia adicional de precursores polimerizables de los mondmeros adicionales durante
la copolimerizacién mediada por PHA-sintasa de 3-hidroxibutiril-CoA y 4-hidroxibutiril-CoA.

Las moléculas de copolimero de polihidroxialcanoato tienen un porcentaje molar monomérico de monémeros de 4-
hidroxibutirato del 23,5 al 75%. Por consiguiente, del 23,5 al 75% de las unidades monoméricas de las moléculas de
copolimero de polihidroxialcanoato, tomadas juntas, son mondémeros de 4-hidroxibutirato, con del 25 al 76,5%
restante de las unidades monoméricas de las moléculas de copolimero de polihidroxialcanoato correspondiente a
monomeros de 3-hidroxibutirato y opcionalmente monémeros adicionales. Preferiblemente, sustancialmente todo,
por ejemplo = 95% 0 = 99%, del 25 al 76,5% restante de las unidades monoméricas corresponde a monémeros de 3-
hidroxibutirato, correspondiendo el resto a mondmeros adicionales. Preferiblemente, todo del 25 al 76,5% restante
de las unidades monoméricas corresponde a mondémeros de 3-hidroxibutirato, de modo que las moléculas de
copolimero de polihidroxialcanoato no incluyen monémeros adicionales. Por tanto, por ejemplo con respecto al
copolimero de poli(3-hidroxibutirato-co-4-hidroxibutirato) en particular, del 25 al 76,5% restante de las unidades
monoméricas de las moléculas de copolimero de polihidroxialcanoato corresponde a mondémeros de 3-
hidroxibutirato. Los métodos adecuados a modo de ejemplo para determinar el porcentaje molar monomérico de
monomeros de 3-hidroxibutirato y mondmeros de 4-hidroxibutirato de moléculas de copolimero de
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polihidroxialcanoato se describen en los ejemplos a continuacion.

En algunas realizaciones, el porcentaje molar monomérico de monémeros de 4-hidroxibutirato de las moléculas de
copolimero de polihidroxialcanoato elaborado segin la invencion puede ser del 25 al 70%. El porcentaje molar
monomérico de monémeros de 4-hidroxibutirato de las moléculas de copolimero de polihidroxialcanoato puede ser,
por ejemplo, del 30 al 40%, del 40 al 50%, del 50 al 60% o del 60 al 70%.

Los porcentajes molares monoméricos de monomeros de 4-hidroxibutirato de moléculas de copolimero de
polihidroxialcanoato afectan a las propiedades de las composiciones de los mismos, por ejemplo con respecto a
temperaturas de fusién, elongacion a la rotura, temperaturas de transicion vitrea, y similares. Por ejemplo, cuando
los porcentajes molares monoméricos de monémeros de 4-hidroxibutirato de moléculas de copolimero de poli(3-
hidroxibutirato-co-4-hidroxibutirato) aumentan por encima del 10%, la temperatura de fusién disminuye por debajo de
130°C y la elongacion a la rotura aumenta por encima del 400%. Saito Y. et al., 39 Polym. Int. 169 (1996). Por tanto,
pueden usarse las moléculas de copolimero de polihidroxialcanoato que tienen porcentajes molares monoméricos
de mondmeros de 4-hidroxibutirato en cada uno de los diversos intervalos dados a conocer anteriormente para
modificar por ingenieria composiciones para que tengan propiedades deseadas particulares.

Las moléculas de copolimero de polihidroxialcanoato tienen un contenido de base biolégica de = 80%. Contenido de
base bioldgica, tal como se usa el término en el presente documento, significa la cantidad de carbono de base
biolégica en un material o producto como porcentaje del peso (masa) del carbono organico total del material o
producto, tal como se define en la norma ASTM D6866-12, métodos de prueba convencionales para determinar el
contenido de base biolégica de muestras sélidas, liquidas y gaseosas usando analisis de radiocarbono (ASTM
International, EE.UU., 2012). Tal como se comenta en la norma ASTM D6866-12, el carbono organico total puede
incluir tanto carbono de base biolégica como carbono fosil. El carbono de base bioldgica corresponde a carbono
organico que incluye radiocarbono, es decir '*C, en una cantidad indicativa de ciclos recientes a traves de la
biosfera, por ejemplo incorporacion reciente de CO» atmosférico, incluyendo un porcentaje conocido de 'C, en
carbono organico. El carbono fésil corresponde a carbono organico que incluye poco o ningun radiocarbono porque
la edad del carbono fésil, cuando se mide a partir de la fecha de i |ncorpora0|on de CO. atmosférico, es mucho mayor
que la semivida de 'C, es decir todo o esencialmente todo el '*C que se habia incorporado se ha descompuesto.
Por consiguiente, cuando se aplica a las moléculas de copolimero de polihidroxialcanoato, contenido de base
biolégica significa la cantidad de carbono de base bioldgica en las moléculas de copolimero de polihidroxialcanoato
como porcentaje del peso (masa) del carbono organico total de las moléculas de copolimero de polihidroxialcanoato.
El contenido de base biolégica de las moléculas de copolimero de pollhldrOX|aIcanoato puede medirse, por ejemplo,
segun la norma ASTM D6866-12, basandose en la determinacion del contenldo de "*Cy "°C en el CO; derivado de
la combustion del polihidroxialcanoato, y corrigiendo la inyeccion de '“C por la bomba posterior a 1950 en la
atmasfera, entre otros métodos. Por tanto, las moléculas de copolimero de polihidroxialcanoato tienen un contenido
de base biolégica de = 80% tal como se mide segun la norma ASTM D6866-12. También pueden usarse otros
enfoques adecuados para medir el contenido de base bioldgica tal como se conoce en la técnica. Las diferencias en
el contenido de base biolégica entre diferentes moléculas de copollmero de pollhldrOX|aIcanoato son indicativas de
diferencias estructurales, es decir, diferencias en las razones de '*C respecto a '°C de las mismas, entre las
diferentes moléculas de copolimero de polihidroxialcanoato.

En algunas realizaciones, el contenido de base bioldgica de las moléculas de copolimero de polihidroxialcanoato
elaborado segun la invencion es = 95%. Preferiblemente, el contenido de base biolégica de las moléculas de
copolimero de polihidroxialcanoato es = 99%. Por tanto, por ejemplo, el contenido de base biolégica de las
moléculas de copolimero de polihidroxialcanoato puede ser = 95%, 0 = 99% o del 100% en cada caso, de nuevo tal
como se mide segun la norma ASTM D6866-12.

Las moléculas de copolimero de polihidroxialcanoato que tienen el contenido de base biolégica indicado
anteriormente pueden usarse para la fabricacion de plasticos de base biolégica en los que la mayoria o todo el
carbono fésil se ha reemplazado por carbono de base bioldégica renovable, con beneficios adicionales
acompanantes. Ademas, las moléculas de copolimero de polihidroxialcanoato que tienen el contenido de base
biolégica indicado anteriormente pueden distinguirse facilmente de moléculas de copolimero de polihidroxialcanoato
y otros polimeros y compuestos que no tienen el contenido de base bioldgica indicado anteriormente, basandose en
las diferencias estructurales indicadas anteriormente asociadas con diferencias en el contenido de base biologica,
con beneficios reguladores acompariantes.

Las moléculas de copolimero de polihidroxialcanoato tienen un peso molecular promedio en peso de 250 kilodalton
(“kDa”) a 2,0 megadalton (“MDa”). Las moléculas de copolimero de polihidroxialcanoato pueden producirse en una
distribucion con respecto a sus pesos moleculares, y las propiedades fisicas y propiedades reoldgicas de las
composiciones de las moléculas de copolimero de polihidroxialcanoato pueden depender de la distribucién. Los
pesos moleculares de polimeros pueden calcularse de diversas formas. El peso molecular promedio en peso,
también denominado My, es la suma de los pesos de las diversas longitudes de cadena por el peso molecular de la
cadena, dividido entre el peso total de todas las cadenas (EMI\/I.z/ZI\IiI\/I.). El peso molecular promedio en namero,
también denominado M,, es la suma del nimero de cadenas de una longitud dada por el peso molecular de la
cadena, dividido entre el nimero total de cadenas (XMM/EN,). El indice de polidispersidad proporciona una medicién
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de la amplitud de una distribucion de peso molecular de un polimero y se calcula como el peso molecular promedio
en peso dividido entre el peso molecular promedio en nimero. Tal como se usa en el presente documento, el
término peso molecular se refiere a peso molecular promedio en peso a menos que el contexto indique lo contrario.

El peso molecular promedio en peso de moléculas de copolimero de polihidroxialcanoato puede determinarse, por
ejemplo, mediante el uso de dispersién de luz y cromatografia de permeacion en gel con patrones de poliestireno.
Puede usarse cloroformo tanto como el eluyente para la cromatografia de permeacion en gel y como el diluyente
para los polihidroxialcanoatos. Pueden generarse curvas de calibraciéon para determinar pesos moleculares usando
poliestirenos lineales como patrones de peso molecular y un método de calibracion basado en el logaritmo del peso
molecular en funcion del volumen de elucién.

En algunas realizaciones, el peso molecular promedio en peso de las moléculas de copolimero de
polihidroxialcanoato elaboradas segun la invencién es de 1,5 MDa a 2,0 MDa, por ejemplo tal como se determina
mediante el uso de dispersién de luz y cromatografia de permeacion en gel con patrones de poliestireno.
Preferiblemente, el peso molecular promedio en peso de las moléculas de copolimero de polihidroxialcanoato es de
1,7 MDa a 2,0 MDa, por ejemplo de nuevo tal como se determina mediante el uso de dispersion de luz y
cromatografia de permeacién en gel con patrones de poliestireno.

Inesperadamente, se ha observado en este caso que las moléculas de copolimero de polihidroxialcanoato que
tienen un porcentaje molar monomérico de monémeros de 4-hidroxibutirato del 23,5 al 75%, por ejemplo del 25 al
70%, del 30 al 40%, del 40 al 50%, del 50 al 60% o del 60 al 70%, pueden obtenerse en titulos de
polihidroxialcanoato = 50% en peso de titulos de biomasa segun los métodos descritos a continuacion, por ejemplo
cultivar un organismo en presencia de uno o mas materiales de partida de carbono, tal como se comenta a
continuacion, en el que el organismo se ha modificado por ingenieria genética, tal como se comenta también a
continuacion. Mas especificamente, se ha observado que las moléculas de copolimero de polihidroxialcanoato
pueden obtenerse en titulos de polihidroxialcanoato que superan el 50% en peso de titulos de biomasa cultivando el
organismo en presencia de glucosa como Unica fuente de carbono, y por tanto en ausencia de compuestos que son
precursores inmediatos de 4-hidroxibutiril-CoA y/o compuestos que se fabrican normalmente a partir de recursos no
renovables. También se ha observado que durante el cultivo de un organismo, no modificado por ingenieria
genética, en presencia de glucosa y 1,4-butanodiol, que es un compuesto que es tanto un precursor inmediato de 4-
hidroxibutiril-CoA como fabricado normalmente a partir de recursos no renovables, aumentando la cantidad de 1,4-
butanodiol, mientras es util para lograr porcentajes molares monomeéricos relativamente mayores de monémeros de
4-hidroxibutirato de las moléculas de copolimero de polihidroxialcanoato, da como resultado rendimientos
relativamente menores de las moléculas de copolimero de polihidroxialcanoato y pesos moleculares promedio en
peso relativamente menores de las mismas. Sin desear limitarse por la teoria, se cree que los titulos de
polihidroxialcanoato = 50% en peso de titulos de biomasa de las moléculas de copolimero de polihidroxialcanoato
que pueden obtenerse mediante los métodos descritos a continuacién son indicativos de pesos moleculares
inesperadamente mayores asociados con las moléculas de copolimero de polihidroxialcanoato. Las moléculas de
copolimero de polihidroxialcanoato que tienen pesos moleculares promedio en peso en los intervalos indicados
anteriormente pueden usarse para preparar composiciones de copolimero de polihidroxialcanoato que tienen
propiedades fisicas y propiedades reoldgicas deseadas.

La composicion resultante tiene una temperatura de transicién vitrea de -60°C a -5°C. La temperatura de transicion
vitrea es la temperatura por encima de la que las moléculas de polimero comienzan movimientos moleculares
coordinados. Fisicamente, el médulo del polimero comienza a caer varios érdenes de magnitud hasta que el
polimero alcanza finalmente un estado gomoso. Preferiblemente, la temperatura de transicion vitrea de la
composicién es, por ejemplo, de -50°C a -15°C, de -50°C a -20°C o de -45°C a -15°C. Las composiciones que tienen
temperaturas de transicion vitrea en los intervalos indicados anteriormente pueden usarse para garantizar que las
composiciones estan en un estado gomoso a las temperaturas de uso deseadas.

La composicion puede ser una en la que el porcentaje molar monomérico de monémeros de 4-hidroxibutirato de las
moléculas de copolimero de polihidroxialcanoato no disminuye con el peso molecular creciente de las moléculas de
copolimero de polihidroxialcanoato. Tal como se indicé anteriormente, las moléculas de copolimero de
polihidroxialcanoato pueden producirse en una distribucién con respecto a sus pesos moleculares. Los porcentajes
molares monoméricos de mondmeros de 4-hidroxibutirato pueden variar entre moléculas de copolimero de
polihidroxialcanoato individuales. Una composicion en la que el porcentaje molar monomérico de monémeros de 4-
hidroxibutirato de las moléculas de copolimero de polihidroxialcanoato no disminuye con el peso molecular creciente
de las moléculas de copolimero de polihidroxialcanoato puede ser, por ejemplo, una composicién en la que el
porcentaje molar monomérico de monomeros de 4-hidroxibutirato de moléculas de copolimero de
polihidroxialcanoato en el extremo superior de la distribucion de peso molecular no es menor que el porcentaje molar
monomérico de monoémeros de 4-hidroxibutirato de moléculas de copolimero de polihidroxialcanoato en el extremo
inferior de la distribucion de peso molecular. Por tanto, por ejemplo, la composicion puede ser una en la que el
porcentaje  molar monomérico de monoémeros de 4-hidroxibutirato de las moléculas de copolimero de
polihidroxialcanoato no varia sustancialmente, por ejemplo para nada, con el peso molecular creciente de las
moléculas de copolimero de polihidroxialcanoato, por ejemplo el porcentaje molar monomérico de monémeros de 4-
hidroxibutirato de moléculas de copolimero de polihidroxialcanoato en el extremo superior de la distribucion de peso
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molecular es esencialmente el mismo, por ejemplo idéntico, al de moléculas de copolimero de polihidroxialcanoato
en el extremo inferior de la distribucién de peso molecular. Ademas por ejemplo, la composicion puede ser una en la
que el porcentaje molar monomérico de mondémeros de 4-hidroxibutirato de las moléculas de copolimero de
polihidroxialcanoato aumenta con el peso molecular creciente de las moléculas de copolimero de
polihidroxialcanoato, por ejemplo el porcentaje molar monomérico de mondémeros de 4-hidroxibutirato de moléculas
de copolimero de polihidroxialcanoato en el extremo superior de la distribucién de peso molecular es mayor que el
de moléculas de copolimero de polihidroxialcanoato en el extremo inferior de la distribucion de peso molecular.

Inesperadamente, se ha observado en este caso que las moléculas de copolimero de polihidroxialcanoato que
tienen un porcentaje molar monomérico de mondémeros de 4-hidroxibutirato del 23,5 al 75%, y mas particularmente
de aproximadamente el 50 al 60%, pueden obtenerse en formas en las que los porcentajes molares monoméricos de
monomeros de 4-hidroxibutirato de las moléculas de copolimero de polihidroxialcanoato de un cultivo de un
organismo no disminuyen durante las etapas posteriores del cultivo del organismo, por ejemplo durante la fase
estacionaria, segin los métodos descritos a continuacién, por ejemplo cultivar un organismo en presencia de uno o
mas materiales de partida de carbono, tales como glucosa como Unica fuente de carbono, tal como se comenta a
continuacion, en el que el organismo se ha modificado por ingenieria genética, tal como se comenta también a
continuacion. También se ha observado que durante el cultivo de un organismo no modificado por ingenieria
genética, en presencia de glucosa y 1,4-butanodiol, cantidades decrecientes de 1,4-butanodiol que son tipicas de
etapas posteriores de tal cultivo (por ejemplo, reflejando el consumo de la mayoria del 1,4-butanodiol que habia
estado presente) dan como resultado porcentajes molares monoméricos decrecientes de monémeros de 4-
hidroxibutirato de moléculas de copolimero de polihidroxialcanoato de un cultivo del organismo con pesos
moleculares promedio en peso crecientes concomitantes de las moléculas de copolimero. Sin desear limitarse a la
teoria, se cree que la ausencia de una disminucién del porcentaje molar monomérico de monémeros de 4-
hidroxibutirato de las moléculas de copolimero de polihidroxialcanoato de un cultivo de un organismo durante las
etapas posteriores del cultivo del organismo, segun los métodos descritos a continuacion, es indicativa de moléculas
de copolimero de polihidroxialcanoato en las que el porcentaje molar monomérico de monémeros de 4-
hidroxibutirato de las moléculas de copolimero de polihidroxialcanoato no disminuye con el peso molecular creciente
de las moléculas de copolimero de polihidroxialcanoato. Las moléculas de copolimero de polihidroxialcanoato en las
que el porcentaje molar monomérico de mondémeros de 4-hidroxibutirato de las moléculas de copolimero de
polihidroxialcanoato no disminuye con el peso molecular creciente de las moléculas de copolimero de
polihidroxialcanoato pueden usarse para garantizar propiedades fisicas y estructurales consistentes de
composiciones de las mismas.

La composicion resultante es una en la que las moléculas de copolimero de polihidroxialcanoato se producen en un
proceso de fermentacion usando uno o mas materiales de partida de carbono que, tomados juntos, tienen un
contenido de base biolégica de = 80%; comprendiendo el uno o mas materiales de partida de carbono
preferiblemente una fuente de carbono seleccionada del grupo que consiste en glucosa, levoglucosano, sacarosa,
lactosa, fructosa, xilosa, maltosa, arabinosa, y mezclas de los mismos; y el rendimiento es mayor de 0,25 g de las
moléculas de copolimero de polihidroxialcanoato por gramo de la fuente de carbono. Por ejemplo, el rendimiento
puede ser mayor de 0,30 g, o mayor de 0,35 g, o mayor de 0,40 g, de las moléculas de copolimero de
polihidroxialcanoato por gramo de la fuente de carbono.

Los métodos de elaboraciéon de estas composiciones de copolimero de polihidroxialcanoato, tal como se describid
anteriormente, se dan a conocer a continuacion.

También se da a conocer una composicion de combinacién de polimeros en el presente documento. La composicién
de combinacién de polimeros comprende una composicion de polihidroxialcanoato y una pluralidad de moléculas de
un segundo polimero. La composicion de polihidroxialcanoato puede ser cualquiera de las composiciones de
polihidroxialcanoato tal como se describidé anteriormente, concretamente moléculas de copolimero de
polihidroxialcanoato, en la que las moléculas de copolimero de polihidroxialcanoato (i) comprenden mondémeros de
3-hidroxibutirato y monémeros de 4-hidroxibutirato, (ii) tienen un porcentaje molar monomérico de mondémeros de 4-
hidroxibutirato del 23,5 al 75%, (iii) tienen un contenido de base bioldgica de = 80%, (iv) tienen un peso molecular
promedio en peso de 250 kDa a 2,0 MDa, y ademas en la que la composicion tiene una temperatura de transicion
vitrea de -60°C a -5°C. Ademas, la composicion de polihidroxialcanoato puede ser una, por ejemplo, en la que (a) el
porcentaje  molar monomérico de monomeros de 4-hidroxibutirato de las moléculas de copolimero de
polihidroxialcanoato es del 25 al 70%, del 30 al 40%, del 40 al 50%, del 50 al 60% o del 60 al 70%, (b) el contenido
de base bioldgica de las moléculas de copolimero de polihidroxialcanoato es = 95%, = 99% o del 100%, (c) las
moléculas de copolimero de polihidroxialcanoato tienen un peso molecular promedio en peso de 1,5 MDa a
2,0 MDa, o de 1,7 MDa a 2,0 MDa, (d) la composicion tiene una temperatura de transicion vitrea de -50°C a -15°C,
de -50°C a -20°C o de -45°C a -15°C, (e) el porcentaje molar monomérico de monémeros de 4-hidroxibutirato de las
moléculas de copolimero de polihidroxialcanoato no disminuye con el peso molecular creciente de las moléculas de
copolimero de polihidroxialcanoato.

El segundo polimero puede ser, por ejemplo, un polimero de base bioldégica o un polimero de base no bioldgica. Los

polimeros de base biolégica adecuados incluyen, por ejemplo, poli(acido lactico), poli(succinato de butileno),
poli(succinato-adipato de butileno), poli(tereftalato-adipato de butileno) y/o poli(carbonato de propileno), en los que
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los polimeros de los plasticos de base bioldgica se derivan de &cido succinico de base bioldgica, acido adipico de
base bioldgica, 1,4-butanodiol de base biolédgica, poli(6xido de propileno) de base biol6gica y/o diéxido de carbono.
Los polimeros de base biolégica adecuados también incluyen, por ejemplo, polihidroxialcanoatos adicionales
distintos de copolimero de poli(3-hidroxibutirato-co-4-hidroxibutirato), tales como, por ejemplo, homopolimeros tales
como homopolimero de poli-3-hidroxibutirato y homopolimero de poli-4-hidroxibutirato, otros copolimeros, tales como
poli-3-hidroxibutirato-co-hidroxivalerato y poli-3-hidroxibutirato-co-3-hidroxihexanoato, y combinaciones de éstos y
otros polihidroxialcanoatos. Los polimeros de base no bioldégica adecuados incluyen, por ejemplo, poli(cloruro de
vinilo).

La composicion de combinacion de polimeros puede usarse para una amplia variedad de aplicaciones, por ejemplo
pelicula de empaquetamiento, basandose en la optimizacién de las propiedades mecanicas (por ejemplo, resistencia
a la traccion, resistencia a la puncién y elongacion), propiedades térmicas (por ejemplo, temperatura de distorsion
térmica) y/o propiedades Opticas (por ejemplo, claridad). La composicién de combinaciéon de polimeros en la que el
segundo polimero es un polimero de base biol6égica puede usarse, en particular, para optimizar las propiedades de
rendimiento y para lograr un alto contenido de base biologica. La composiciéon de combinacién de polimeros en la
que el segundo polimero es poli(cloruro de vinilo) tiene propiedades mejoradas incluyendo procesamiento mejorado
en comparacion con poli(cloruro de vinilo) solo. La composicion de combinacién de polimeros puede combinarse
mediante métodos adecuados que se conocen en la técnica.

La composicién de combinacién de polimeros puede ser una, por ejemplo, en la que las moléculas de copolimero de
polihidroxialcanoato estan presentes a del 5 al 95% en peso de la composicion de combinacion de polimeros. Por
ejemplo, la composicion de combinacién de polimeros puede ser una en la que las moléculas de copolimero de
polihidroxialcanoato estan presentes a del 20 al 40% en peso, del 25 al 35% en peso o del 28 al 33% en peso, de la
composicién de combinacién de polimeros. La composicion de combinacion de polimeros también puede ser, por
ejemplo, continua o cocontinua. La composicion de combinacion de polimeros también puede ser una, por ejemplo,
en la que las moléculas de copolimero de polihidroxialcanoato y las moléculas del segundo polimero forman una
Unica fase, por ejemplo en la que el segundo polimero es poli(cloruro de vinilo). La composicion de combinacion de
polimeros también puede ser una, por ejemplo, en la que las moléculas de copolimero de polihidroxialcanoato y las
moléculas del segundo polimero forman mas de una Unica fase, por ejemplo en la que el segundo polimero es
poli(acido lactico). La composicion de combinacién de polimeros también puede tener, por ejemplo, una menor
capacidad de cristalizacion, es decir cristalinidad tedrica maxima, que una composiciéon correspondiente que carece
de las moléculas de copolimero de polihidroxialcanoato.

También se da a conocer una composicion de biomasa en el presente documento. La composicién de biomasa
comprende una composicion de polihidroxialcanoato, por ejemplo cualquiera de las composiciones de
polihidroxialcanoato tal como se describi6 anteriormente, en la que las moléculas de copolimero de
polihidroxialcanoato estan presentes a = 50% en peso de la composicion de biomasa. Por tanto, de nuevo, la
composicién de copolimero de polihidroxialcanoato es una que comprende una pluralidad de moléculas de
copolimero de polihidroxialcanoato, en la que las moléculas de copolimero de polihidroxialcanoato (i) comprenden
monomeros de 3-hidroxibutirato y monédmeros de 4-hidroxibutirato, (ii) tienen un porcentaje molar monomérico de
monomeros de 4-hidroxibutirato del 23,5 al 75%, (iii) tienen un contenido de base biolégica de = 80%, (iv) tienen un
peso molecular promedio en peso de 250 kDa a 2,0 MDa, y ademas en la que la composicion tiene una temperatura
de transicion vitrea de -60°C a -5°C. Ademas, la composicion de polihidroxialcanoato puede ser una, por ejemplo, en
la que (a) el porcentaje molar monomérico de monémeros de 4-hidroxibutirato de las moléculas de copolimero de
polihidroxialcanoato es del 25 al 70%, del 30 al 40%, del 40 al 50%, del 50 al 60% o del 60 al 70%, (b) el contenido
de base biologica de las moléculas de copolimero de polihidroxialcanoato es = 95%, = 99% o del 100%, (c) las
moléculas de copolimero de polihidroxialcanoato tienen un peso molecular promedio en peso de 1,5 MDa a
2,0 MDa, o de 1,7 MDa a 2,0 MDa, (d) la composicion tiene una temperatura de transicion vitrea de -50°C a -15°C,
de -50°C a -20°C o de -45°C a -15°C, (e) el porcentaje molar monomérico de monémeros de 4-hidroxibutirato de las
moléculas de copolimero de polihidroxialcanoato no disminuye con el peso molecular creciente de las moléculas de
copolimero de polihidroxialcanoato.

Tal como se indica, las moléculas de copolimero de polihidroxialcanoato estan presentes a = 50% en peso de la
composicién de biomasa. Tal como se usa en el presente documento, % en peso de la composicién de biomasa se
refiere al peso seco de la composicion de biomasa, por ejemplo peso seco celular. Las moléculas de copolimero de
polihidroxialcanoato pueden estar presentes, por ejemplo, a = 60, = 70, = 80, = 85 0 = 90% en peso de la
composiciéon de biomasa.

El método comprende cultivar un organismo modificado por ingenieria genética en presencia de uno o mas
materiales de partida de carbono en condiciones en las que (a) el uno o mas materiales de partida de carbono se
convierten en 3-hidroxibutiril-CoA y 4-hidroxibutiril-CoA y (b) la 3-hidroxibutiril-CoA y la 4-hidroxibutiril-CoA se
polimerizan para formar las moléculas de copolimero de polihidroxialcanoato, formando de ese modo la
composicién.

El cultivo puede comprender, por ejemplo, cultivar el organismo mediante fermentacion, cultivo en matraces con
agitacion, y similares. Puede llevarse a cabo la fermentacién, por ejemplo, a escalas que oscilan entre escala de
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laboratorio, por ejemplo 1 |, y escala de fabricacion industrial, por ejemplo de 20.000 a 100.000 I. En los ejemplos a
continuacion se describen enfoques de cultivo adecuados adicionales.

El organismo puede ser, por ejemplo, una cepa microbiana o una cepa de alga. Las cepas microbianas adecuadas
incluyen, por ejemplo, una cepa de Escherichia coli o una cepa de Ralstonia eutropha. Las cepas de algas
adecuadas incluyen, por ejemplo, una cepa de Chlorella. Se describen organismos adecuados adicionales en los
ejemplos a continuacion.

El uno o mas materiales de partida de carbono pueden comprender un material de partida de carbono que puede
usarse en un proceso industrial, por ejemplo para proporcionar carbono u otra fuente de energia a células de un
proceso de fermentacién, y/o que es renovable, por ejemplo material derivado de organismos vivos 0 sus
subproductos metabdlicos incluyendo material derivado de biomasa, que consiste a menudo en componentes
infrautilizados como paja o forraje. Por ejemplo, el uno 0 mas materiales de partida de carbono pueden comprender
una fuente de carbono seleccionada del grupo que consiste en glucosa, levoglucosano, sacarosa, lactosa, fructosa,
xilosa, maltosa, arabinosa, y mezclas de los mismos. Ademas por ejemplo, el uno o mas materiales de partida de
carbono pueden comprender uno o mas de melaza, almidén, un acido graso, un aceite vegetal, un material
lignocelulésico, etanol, acido acético, glicerol, un gas de sintesis derivado de biomasa y metano que se origina a
partir de un gas de vertedero.

Considerando el uno o mas materiales de partida de carbono adicionales, en algunas realizaciones, el uno o mas
materiales de partida de carbono pueden consistir esencialmente en una fuente de carbono seleccionada del grupo
que consiste en glucosa, levoglucosano, sacarosa, lactosa, fructosa, xilosa, maltosa, arabinosa, y mezclas de los
mismos. En algunas realizaciones, el uno o mas materiales de partida de carbono pueden consistir en una fuente de
carbono seleccionada del grupo que consiste en glucosa, levoglucosano, sacarosa, lactosa, fructosa, xilosa,
maltosa, arabinosa, y mezclas de los mismos. Por tanto, en algunas realizaciones el uno o mas materiales de partida
de carbono pueden consistir esencialmente en una Unica fuente de carbono, por ejemplo glucosa. Ademas, en
algunas realizaciones el uno o mas materiales de partida de carbono pueden consistir en una Unica fuente de
carbono, de nuevo por ejemplo glucosa.

El uno o mas materiales de partida de carbono también pueden excluir compuestos particulares, tales como
compuestos que son precursores inmediatos de 4-hidroxibutiril-CoA y/o compuestos que se fabrican normalmente a
partir de recursos no renovables, por ejemplo de petrdleo, basdndose en un coste sustancialmente menor en
comparacion con la fabricacion de los mismos a partir de recursos renovables, por ejemplo cultivos. La incorporacion
de tales compuestos para la produccion de moléculas de copolimero de polihidroxialcanoato puede ser costosa,
particularmente con respecto a la escala de fabricacion industrial, por ejemplo mediante fermentacion usando
recipientes de 20.000 a 100.000 |, basandose en el requisito de alimentaciones adicionales y, por tanto,
infraestructura y control de calidad, y puede dar como resultado la necesidad de un control mas estricto con el fin de
lograr composiciones de copolimero de polihidroxialcanoato con consistencia estructural. El uno o mas materiales de
partida de carbono pueden ser, por ejemplo, unos que no comprenden fy-butirolactona, 1,4-butanodiol, 4-
hidroxibutirato, 3-hidroxibutirato, o-cetoglutarato, oxaloacetato, malato, fumarato, citrato, succinato o 3-
hidroxibutirato, y por tanto que excluyen cada uno de estos compuestos. Por tanto, por ejemplo, el cultivo del
organismo puede llevarse a cabo en ausencia de y-butirolactona, 1,4-butanodiol, 4-hidroxibutirato, 3-hidroxibutirato,
a-cetoglutarato, oxaloacetato, malato, fumarato, citrato, succinato y 3-hidroxibutirato, es decir, sin afnadir ninguno de
estos compuestos de manera exdgena antes, durante o después del cultivo.

Las condiciones pueden ser condiciones que son adecuadas, por ejemplo tipicas y/u éptimas, para el cultivo del
organismo, por ejemplo con respecto a temperatura, oxigenacion, titulo inicial del organismo, tiempo de cultivo, etc.
Se proporcionan condiciones adecuadas a modo de ejemplo en los ejemplos a continuacion.

El uno o mas materiales de partida de carbono pueden convertirse en 3-hidroxibutiril-CoA y 4-hidroxibutiril-CoA
mediante enzimas expresadas por el organismo, tal como se comenta en detalle en los ejemplos. La 3-hidroxibutiril-
CoA y la 4-hidroxibutiril-CoA también pueden polimerizarse para formar las moléculas de copolimero de
polihidroxialcanoato, formando de ese modo la composicién, mediante enzimas expresadas por el organismo, de
nuevo tal como se comenta en detalle en los ejemplos.

Segun el método, el organismo se ha modificado por ingenieria genética mediante la incorporacion estable de genes
que codifican para una polihidroxialcanoato sintasa, una acetil-CoA acetiltransferasa, una acetoacetil-CoA reductasa,
una succinato-semialdehido deshidrogenasa, una semialdehido succinico reductasa y una CoA transferasa, y para
no comprender actividades enzimaticas de o bien una succinato-semialdehido deshidrogenasa dependiente de
NAD+ o bien una succinato-semialdehido deshidrogenasa dependiente de NADP+ o ambas.

El organismo puede modificarse por ingenieria genética para comprender estas actividades enzimaticas
transformando el organismo con uno o mas genes que codifican para cada una de las actividades enziméticas. Los
genes se incorporan de manera estable en el organismo, por ejemplo mediante la introduccién en uno o mas
plasmidos estables y/o mediante la integracion en el genoma del organismo. El organismo también puede
modificarse por ingenieria genética para comprender las actividades enzimaticas, por ejemplo, alterando las
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regiones promotoras de uno o mas genes que codifican para cada una de las actividades enzimaticas, por ejemplo,
reemplazando los promotores que se producen de manera natural con promotores mas fuertes y/o eliminando las
secuencias represoras. Ademas, pueden usarse combinaciones de estos enfoques y similares. Usar enfoques tales
como éstos puede dar como resultado la integracién de los genes en el organismo con alta estabilidad, por ejemplo
mayor que 50 generaciones del organismo, y alta expresién, suficiente para produccion industrial, por ejemplo,
mediante la fermentacién usando recipientes de 20.000 a 100.000 I. Se comentan enfoques a modo de ejemplo
adecuados en mas detalle a continuacion.

El organismo se modifica por ingenieria genética adicionalmente para no comprender actividades enzimaticas de o
bien una succinato-semialdehido deshidrogenasa dependiente de NAD+ o bien una succinato-semialdehido
deshidrogenasa dependiente de NADP+ o ambas, por ejemplo, introduciendo una o mas mutaciones o secuencias
inhibidoras en el organismo para inhibir la expresién de cualquiera o ambas actividades, delecionando del genoma
del organismo los genes correspondientes que codifican para cualquiera o ambas actividades, alterando cualquiera
o ambos de los genes correspondientes parcial o completamente mediante recombinacion homdloga, y/o
interfiriendo con la expresion de cualquiera o ambos de los genes correspondientes tal como expresando ARNip que
interfiere con la expresién de los genes correspondientes. Se comentan enfoques a modo de ejemplo adecuados en
mas detalle a continuacion.

Segun el método, el organismo puede modificarse por ingenieria genética adicionalmente para comprender
actividades enzimaticas de una alfa-cetoglutarato descarboxilasa o 2-oxoglutarato descarboxilasa, y una L-1,2-
propanodiol oxidorreductasa. El organismo también puede modificarse por ingenieria genética para no comprender
actividades enzimaticas de una o méas de una tioesterasa I, una acil-CoA tioesterasa | y proteasa | y lisofosfolipasa L
multifuncionales, una acil-CoA tioesterasa y una aldehido deshidrogenasa.

Ademas segun el método, el uno o mas materiales de partida de carbono, tomados juntos, tienen un contenido de
base bioldgica de = 80%. Mediante esto quiere decirse que la cantidad de carbono de base bioldgica en el uno o
mas materiales de partida de carbono, tomados juntos, es = 80% del peso (masa) del carbono organico total del uno
0 mas materiales de partida de carbono, tomados juntos, tal como se mide segun la norma ASTM D6866-12. Esto
puede lograrse, por ejemplo, incluyendo al menos un material de partida de carbono correspondiente a un recurso
renovable, por ejemplo glucosa, levoglucosano, sacarosa, lactosa, fructosa, xilosa, maltosa, arabinosa, y mezclas de
los mismos, de modo que el contenido de base bioldgica del recurso renovable es del 100% y que = 80% del peso
(masa) del carbono organico total del uno o mas materiales de partida de carbono se corresponde con el recurso
renovable. El uno o0 mas materiales de partida de carbono, tomados juntos, pueden tener, por ejemplo, un contenido
de base biolégica de = 95%, = 99% o del 100%.

El método también puede comprender aislar las moléculas de copolimero de polihidroxialcanoato del organismo, de
modo que la composicién de copolimero de polihidroxialcanoato esta sustancialmente libre del organismo. En la
técnica se conocen enfoques a modo de ejemplo adecuados para tal aislamiento.

Una composicién de copolimero de polihidroxialcanoato elaborada segun los métodos descritos anteriormente
también se da a conocer en el presente documento, pero no es parte del objeto reivindicado. La composiciéon de
copolimero de polihidroxialcanoato comprende una pluralidad de moléculas de copolimero de polihidroxialcanoato,
en la que las moléculas de copolimero de polihidroxialcanoato (i) comprenden mondémeros de 3-hidroxibutirato y
monémeros de 4-hidroxibutirato, (ii) tienen un porcentaje molar monomérico de monémeros de 4-hidroxibutirato del
23,5 al 75%, (iii) tienen un contenido de base biolégica de = 80%, (iv) tienen un peso molecular promedio en peso de
250 kDa a 2,0 MDa, y ademas en la que la composicion tiene una temperatura de transicién vitrea de -60°C a -5°C.
Ademas, la composicion de polihidroxialcanoato puede ser una, por ejemplo, en la que (a) el porcentaje molar
monomérico de mondémeros de 4-hidroxibutirato de las moléculas de copolimero de polihidroxialcanoato es del 25 al
70%, del 30 al 40%, del 40 al 50%, del 50 al 60% o del 60 al 70%, (b) el contenido de base biolégica de las
moléculas de copolimero de polihidroxialcanoato es = 95%, = 99% o del 100%, (c) las moléculas de copolimero de
polihidroxialcanoato tienen un peso molecular promedio en peso de 1,5 MDa a 2,0 MDa, o de 1,7 MDa a 2,0 MDa,
(d) la composicién tiene una temperatura de transicion vitrea de -50°C a -15°C, de - 50°C a -20°C, o de -45°C a -
15°C, (e) el porcentaje molar monomérico de monémeros de 4-hidroxibutirato de las moléculas de copolimero de
polihidroxialcanoato no disminuye con el peso molecular creciente de las moléculas de copolimero de
polihidroxialcanoato.

Ejemplos

La presente tecnologia se ilustra adicionalmente mediante los siguientes ejemplos, que describen varias
herramientas de biotecnologia y métodos para la construccién de cepas que generan un producto de interés. Se
describen cepas huésped adecuadas, la fuente potencial y una lista de genes recombinantes usados en estos
ejemplos, vectores extracromosomicos adecuados, estrategias adecuadas y elementos reguladores para controlar la
expresion génica recombinante, y una seleccion de técnicas de construccién para sobreexpresar genes en o
inactivar genes de organismos huésped. Estas herramientas de biotecnologia y métodos los conocen bien los
expertos en la técnica.
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Cepas huésped adecuadas

En algunas realizaciones, la cepa huésped es la cepa K-12 de E. coli LS5218 (Spratt et al., J. Bacteriol. 146
(3):1166-1169 (1981); Jenkins y Nunn, J. Bacteriol. 169 (1):42-52 (1987)) o la cepa MG1655 (Guyer et al., Cold Spr.
Harb. Symp. Quant. Biol. 45:135-140 (1981)). Otras cepas huésped K-12 de E. coli incluyen, pero no se limitan a,
WG1 y W3110 (Bachmann Bacteriol. Rev. 36(4):525-57 (1972)). Alternativamente, la cepa W de E. coli (Archer et al.,
BMC Genomics 2011, 12:9 doi:10.1186/1471-2164-12-9) o la cepa B de E. coli (Delbruck y Luria, Arch. Biochem.
1:111-141 (1946)) y sus derivados tales como REL606 (Lenski et al, Am. Nat. 138:1315-1341 (1991)) son otras
cepas huésped E. coli adecuadas.

Otras cepas huésped microbianas a modo de ejemplo incluyen, pero no se limitan a: Ralstonia eutropha, Zoogloea
ramigera, Allochromatium vinosum, Rhodococcus ruber, Delftia acidovorans, Aeromonas caviae, Synechocystis sp.
PCC 6803, Synechococcus elongatus PCC 7942, Tiocapsa pfenigii, Bacillus megaterium, Acinetobacter baumannii,
Acinetobacter bailyi, Clostridium kluyveri, Metilobacterium extorquens, Nocardia corralina, Nocardia salmonicolor,
Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas oleovorans, Pseudomonas sp. 6-19, Pseudomonas sp. 61-3 y
Pseudomonas putida, Rhodobacter sphaeroides, Alcaligenes latus, Klebsiella oxitoca, Anaerobiospirillum
succiniciproducens, Actinobacillus succinogenes, Mannheimia succiniciproducens, Rhizobium etli, Bacillus subtilis,
Corynebacterium glutamicum, Gluconobacter oxidans, Zymomonas mobilis, Lactococcus lactis, Lactobacillus
plantarum, Streptomyces coelicolor y Clostridium acetobutilicum. Las levaduras o los hongos a modo de ejemplo
incluyen especies seleccionads de Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe, Kluyveromyces lactis,
Kluyveromyces marxianus, Aspergillus terreus, Aspergillus nigery Pichia pastoris.

Las cepas de algas a modo de ejemplo incluyen, pero no se limitan a: cepas de Chlorella, especies seleccionadas
de: Chlorella minutissima, Chlorella emersonii, Chlorella sorokiniana, Chlorella ellipsoidea, Chlorella sp. o Chlorella
protothecoides.

Fuente de genes recombinantes

Las fuentes de &cidos nucleicos codificantes para una enzima de la ruta de PHB-co-4HB pueden incluir, por ejemplo,
cualquier especie en la que el producto génico codificado pueda catalizar la reacciéon de referencia. Tales especies
incluyen tanto organismos procariotas como eucariotas incluyendo, pero sin limitarse a, bacterias, incluyendo
arqueas y eubacterias, y eucariotas, incluyendo levadura, planta, insecto, animal y mamifero, incluyendo ser
humano. Las especies a modo de ejemplo para tales fuentes incluyen, por ejemplo, Escherichia coli, Saccharomyces
cerevisiae, Saccharomyces kluyveri, Synechocystis sp. PCC 6803, Synechococcus elongatus PCC 7942,
Synechococcus sp. PCC 7002, Chlorogleopsis sp. PCC 6912, Chloroflexus aurantiacus, Clostridium kluyveri,
Clostridium acetobutilicum, Clostridium beijerinckii, Clostridium saccharoperbutilacetonicum, Clostridium perjringens,
Clostridium difficile, Clostridium botulinum, Clostridium tyrobutyricum, Clostridium tetanomorphum, Clostridium tetani,
Clostridium propionicum, Clostridium aminobutyricum, Clostridium subterminale, Clostridium sticklandii, Ralstonia
eutropha, Mycobacterium bovis, Mycobacterium tuberculosis, Porphyromonas gingivalis, Arabidopsis thaliana,
Thermus thermophilus, especies de Pseudomonas, incluyendo Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas putida,
Pseudomonas stutzeri, Pseudomonas fluorescens, Chlorella minutissima, Chlorella emersonii, Chlorella sorokiniana,
Chlorella ellipsoidea, Chlorella sp., Chlorella protothecoides, Homo sapiens, Oryctolagus cuniculus, Rhodobacter
sphaeroides, Thermoanaerobacter brockii, Metallosphaera sedula, Leuconostoc mesenteroides, Roseiflexus
castenholzii, Erythrobacter, Simmondsia chinensis, especies de Acinetobacter, incluyendo Acinetobacter
calcoaceticus y Acinetobacter bailyi, Sulfolobus tokodaii, Sulfolobus solfataricus, Sulfolobus acidocaldarius, Bacillus
subtilis, Bacillus cereus, Bacillus megaterium, Bacillus brevis, Bacillus pumilus, Rattus norvegicus, Klebsiella
pneumonia, Klebsiella oxitoca, Euglena gracilis, Treponema denticola, Moorella thermoacetica, Thermotoga
maritima, Halobacterium salinarum, Geobacillus stearothermophilus, Aeropyrum pernix, Sus scrofa, Caenorhabditis
elegans, Corynebacterium glutamicum, Acidaminococcus fermentans, Lactococcus lactis, Lactobacillus plantarum,
Streptococcus thermophilus, Enterobacter aerogenes, Candida sp., Aspergillus terreus, Pedicoccus pentosaceus,
Zymomonas mobilus, Acetobacter pasteurians, Kluyveromyces lactis, Eubacterium barkeri, Bacteroides capillosus,
Anaerotruncus colihominis, Natranaerobius thermophilus, Campilobacter jejuni, Haemophilus influenzae, Serratia
marcescens, Citrobacter amalonaticus, Myxococcus xanthus, Fusobacterium nuleatum, Penicillium chrysogenum,
proteobacteria marina gamma y bacteria productora de butirato. Por ejemplo, los huéspedes microbianos (por
ejemplo, organismos) que tienen produccion biosintética de PHB-co-4HB se proporcionan a modo de ejemplo en el
presente documento con referencia a un huésped de E. coli. Sin embargo, con la secuencia genémica completa
disponible actualmente para mas de 550 especies (con mas de la mitad de éstas disponibles en bases de datos
publicas tales como el NCBI), incluyendo genomas de 395 microorganismos y una variedad de genomas de
levaduras, hongos, plantas y mamiferos, la identificacion de genes que codifican para la actividad biosintética de
PHB-co-4HB requerida para uno o mas genes en especies relacionadas o distantes, incluyendo por ejemplo,
desplazamientos de genes homoélogos, ortélogos, paralogos y no ortélogos de genes conocidos, y el intercambio de
alteraciones genéticas entre organismos, es rutina y se conoce bien en la técnica. Por consiguiente, las alteraciones
metabdlicas que permiten la biosintesis de PHB-co-4HB y otros compuestos de la divulgacion en el presente
documento con referencia a un organismo particular tal como E. coli pueden aplicarse féacilmente a otros
microorganismos, incluyendo organismos procariotas y eucariotas similares. Dadas las ensefianzas y la guia
proporcionadas en el presente documento, los expertos en la técnica sabran que una alteracion metabdlica a modo
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de ejemplo en un organismo puede aplicarse igualmente a otros organismos.

Produccion de huésped transgénico para producir 4HB

Se modifican por ingenieria genética huéspedes transgénicos (recombinantes) para producir PHB-co-4HB usando
técnicas convencionales conocidas en la técnica. Los genes clonados y/o evaluados para las cepas huésped que
producen PHB-co-4HB se presentan a continuacion en la tabla 1A, junto con las referencias y el nimero de comisién
de enzima (numero EC) apropiado. Algunos genes se sintetizaron para la optimizacién de codones mientras que
otros se clonaron mediante PCR a partir del ADN gendémico del huésped nativo o de tipo natural. Tal como se usa en
el presente documento, “heterélogo” significa de otro huésped. El huésped puede ser de la misma o de diferente

especie. La figura 1 es una ruta a modo de ejemplo para producir PHB-co-4HB.

Tabla 1A. Genes sobreproducidos o delecionados en cepas huésped microbianas que producen PHB-co-4HB seguln
la figura 1. Un asterisco (*) después del nombre del gen indica que la secuencia de nucleétidos se optimizé para la

expresion en E. coli.

Numero de|Nombre del gen | Nombre de la enzima Numero EC |N.® de registro o referencia
reaccion (Fig. 1)
1 phaA5 Acetil-CoA 2.3.1.9 2VU2_A
acetiltransferasa (también
conocida como  beta-
cetotiolasa)
phaB5 Acetoacetil-CoA reductasa |1.1.1.36 P23238
sucD* Succinato-semialdehido 1.2.1.76 ID de gen/proteina 1; solicitud
deshidrogenasa de patente estadounidense
n.2 2011/024612
4 kgdM Alfa-cetoglutarato 41.1.71 NP_335730
descarboxilasa
4 kgdP Alfa-cetoglutarato 41.1.n YP_004335105
descarboxilasa
4 kgdS 2-Oxoglutarato 411.n ACB00744.1
descarboxilasa
5 ssaRat* Semialdehido  succinico|1.1.1.61 ID de gen/proteina 2; solicitud
reductasa de patente estadounidense
n.2 2011/024612
5 fucOisL-L7v L-1,2-propanodiol 1.1.1.77 ID de gen/proteina 3
oxidorreductasa
6 orfZ CoA transferasa 2.8.3.n AAA92344
6 orfZ150 CoA transferasa 2.8.3.n NP_904965
7 buk1 Butirato cinasa | 2.7.2.7 NP_349675
7 buk2 Butirato cinasa Il 2.7.2.7 NP_348286
8 ptb Fosfotransbutirilasa 2.3.1.19 NP_349676
9 phaC3/C5 Proteina de fusiébn de|2.3.1.n ID de gen/proteina 4; patente
polihidroxialcanoato estadounidense n.?
sintasa 6.316.262; solicitud de
patente estadounidense n.°
20100168481 A1
9 phaC3/C1* Proteina de fusiébn de|2.3.1.n ID de gen/proteina 5; solicitud
polihidroxialcanoato de patente estadounidense
sintasa n.22011/024612
9 phaC3/C33 Proteina de fusién de|2.3.1.n ID de gen/proteina 6
polihidroxialcanoato
sintasa
10 ynel Succinato-semialdehido 1.2.1.24 NP_416042
deshidrogenasa,
dependiente de NAD+
10 gabD Succinato-semialdehido  [1.2.1.16 NP_417147
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deshidrogenasa,
dependiente de NADP+
10 astD Aldehido deshidrogenasa |1.2.1.71 NP_416260
11 ppcec Fosfoenolpiruvato 4.1.1.31 NP_418391
carboxilasa
12 tesA Acil-CoA tioesterasa | y|3.1.1.5, NP_415027
proteasa | y lisofosfolipasa |3.1.2.14
L1 multifuncionales
12 tesB Tioesterasa Il 3.1.2.20 ZP_08342109
12 yCiA Acil-CoA tioesterasa 3.1.2.20 NP_415769

Pueden descubrirse otras proteinas que pueden catalizar las reacciones enumeradas en la tabla 1A consultando la
bibliografia cientifica, las patentes, las busquedas BRENDA (http://www.brenda-enzymes.info/) y/o las busquedas
BLAST frente a, por ejemplo, las bases de datos de nucleétidos o proteinas en el NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov/). Los
genes sintéticos pueden crearse para proporcionar una ruta facil desde las bases de datos de secuencias hasta el
ADN fisico. Tales genes sintéticos estan disefiados y fabricados desde cero, usando codones para mejorar la
expresion de proteinas heterélogas y optimizando las caracteristicas necesarias para el sistema de expresién y el
huésped. Empresas tales como, por ejemplo, DNA 2.0 (Menlo Park, CA 94025, EE.UU.) proporcionaran tal servicio
de rutina. Las proteinas que pueden catalizar algunas de las reacciones bioquimicas enumeradas en la tabla 1A se
proporcionan en las tablas 1B a 1X.

Tabla 1B. Homoélogos adecuados para la proteina PhaA5 (beta-cetotiolasa, de Zoogloea ramigera, n.? EC 2.3.1.9,
que actua sobre acetil-CoA + acetil-CoA para producir acetoacetil-CoA; n.? de registro de proteina 2VU2_A).

Nombre de la proteina N.2 de
proteina

YP_002827756
YP_002283310
YP_002733453
ZP_01011874
ZP_00961105

registro de

acetil-CoA acetiltransferasa
acetil-CoA acetiltransferasa
acetil-CoA acetiltransferasa
acetil-CoA acetiltransferasa
acetil-CoA acetiltransferasa

acetil-CoA acetiltransferasa YP_426557
acetil-coenzima A acetiltransferasa 3 NP_694791
acetil-CoA acetiltransferasa YP_003153095
acetil-CoA acetiltransferasa CCF95917

acetil-CoA acetiltransferasa ZP 07454459

Tabla 1C. Homologos adecuados para la proteina PhaB5 (acetoacetil-CoA reductasa, de Zoogloea ramigera, n.° EC
1.1.1.36, que actua sobre la acetoacetil-CoA para producir 3-hidroxibutiril-CoA; n.® de registro de proteina P23238).

Nombre de la proteina

acetoacetil-CoA reductasa
producto del gen phaB
acetoacetil-CoA reductasa

Molibdopterina-guanina dinucle6tido proteina de biosintesis A

acetoacetil-CoA reductasa

Supuesto Phab de acetoacetil-CoA reductasa

acetoacetil-CoA reductasa
acetoacetil-CoA reductasa
acetoacetil-CoA reductasa

N.2 de
proteina

YP_002827755
YP_770184
ZP_08627619
ZP_01901796
YP_006369576
ZP_09394630
YP_001352246
ZP_02467262
ZP_01985557

registro de

Tabla 1D. Homélogos adecuados para la proteina SucD (succinato-semialdehido deshidrogenasa, de Clostridium
kluyveri, n.2. EC 1.2.1.76, que actia sobre succinil-CoA para producir succinato-semialdehido; n.® de registro de
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Nombre de la proteina

succinato-semialdehido deshidrogenasa dependiente de CoAsa

succinato-semialdehido deshidrogenasa [NAD(P)+]

succinato-semialdehido deshidrogenasa [NAD(P)+]

proteina de la familia de aldehido-alcohol deshidrogenasa

succinato-semialdehido deshidrogenasa [NAD(P)+]

succinato-semialdehido deshidrogenasa
proteina hipotética CLOHYLEM_05349

succinato-semialdehido deshidrogenasa [NAD(P)+]

succinato-semialdehido deshidrogenasa

N.2  de
proteina

AAA92347
ZP_06559980
ZP_05401724
ZP_07821123
ZP_06983179
YP_001928839
ZP_03778292
YP_003994018
NP_904963

registro  de

Tabla 1E. Homdélogos adecuados para la proteina KgdM (alfa-cetoglutarato descarboxilasa, de Tuberculosis
5 micobacteriana, n.° EC 4.1.1.71, que actia sobre el alfa-cetoglutarato para producir succinato-semialdehido y
diéxido de carbono; n.? de registro de proteina NP_335730).

Nombre de la proteina

alfa-cetoglutarato descarboxilasa
alfa-cetoglutarato descarboxilasa
2-oxoglutarato deshidrogenasa sucA
2-oxoglutarato deshidrogenasa sucA
alfa-cetoglutarato descarboxilasa

alfa-cetoglutarato descarboxilasa Kgd

alfa-cetoglutarato descarboxilasa
alfa-cetoglutarato descarboxilasa
alfa-cetoglutarato descarboxilasa

N.2 de
proteina

YP_001282558
NP_854934
ZP_06454135
ZP_04980193
NP_961470
YP_001852457
NP_301802
ZP_05215780
YP_001702133

registro de

Tabla 1F. Homélogos adecuados para la proteina KgdP (alfa-cetoglutarato descarboxilasa, de Pseudonocardia
10 dioxanivorans CB1190, n.? EC 4.1.1.n, que actla sobre el alfa-cetoglutarato para producir succinato-semialdehido y
diéxido de carbono; n.? de registro de proteina YP_004335105).

Nombre de la proteina

alfa-cetoglutarato descarboxilasa

2-oxoglutarato deshidrogenasa, componente E1

alfa-cetoglutarato descarboxilasa
alfa-cetoglutarato descarboxilasa
alfa-cetoglutarato descarboxilasa
alfa-cetoglutarato descarboxilasa
producto del gen kgd

complejo de 2-oxoglutarato
componente (E1) de deshidrogenasa

oxoglutarato deshidrogenasa
succinilo), componente E1

N.2 de
proteina

ZP_08119245
ZP_09743222
YP_705947
NP_961470
ZP_08024348
YP_003343675
NP_737800

registro de

deshidrogenasa, YP_004223349

(transferencia de EJF35718

Tabla 1G. Homologos adecuados para la proteina KgdS (2-oxoglutarato descarboxilasa, de Synechococcus sp. PCC
15 7002, n.? EC 4.1.1.n, que actda sobre el alfa-cetoglutarato para producir succinato-semialdehido y diéxido de
carbono; n.? de registro de proteina ACB00744.1).
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Nombre de la proteina

alfa-cetoglutarato descarboxilasa
alfa-cetoglutarato descarboxilasa
2-oxoglutarato deshidrogenasa sucA
2-oxoglutarato deshidrogenasa sucA
alfa-cetoglutarato descarboxilasa
alfa-cetoglutarato descarboxilasa Kgd
alfa-cetoglutarato descarboxilasa
alfa-cetoglutarato descarboxilasa
alfa-cetoglutarato descarboxilasa

N.2 de
proteina

YP_001282558
NP_854934
ZP_06454135
ZP_04980193
NP_961470
YP_001852457
NP_301802
ZP_05215780
YP_001702133

registro de

Tabla 1H. Homélogos adecuados para la proteina SsaRa: (semialdehido succinico reductasa, de Arabidopsis
thaliana, n.® EC 1.1.1.61, que actua sobre el succinato-semialdehido para producir 4-hidroxibutirato; n.® de registro

5 de proteina AAK94781).

Nombre de la proteina

N.2 de
proteina

registro de

proteina que contiene el dominio de unién a
NAD de 6-fosfogluconato deshidrogenasa

isoforma de proteina hipotética 1
proteina prevista
isoforma de proteina hipotética 2

XP_002885728

XP_002266252
XP_002320548
XP_002266296

desconocido ACU22717
3-hidroxiisobutirato deshidrogenasa, supuesta XP_002524571
desconocida ABK22179
desconocida ACJ85049

proteina prevista

XP_001784857

Tabla 11. Homélogos adecuados para la proteina FucOjei-L7v (L-1,2-propanodiol oxidorreductasa, de Escherichia coli
cepa K-12 subcepa MG1655, n.® EC 1.1.1.77, que actla sobre el succinato-semialdehido para producir 4-

10 hidroxibutirato).

Nombre de la proteina

L-1,2-propanodiol oxidorreductasa
lactaldehido reductasa
L-1,2-propanodiol oxidorreductasa
lactaldehido reductasa
L-1,2-propanodiol oxidorreductasa
L-1,2-propanodiol oxidorreductasa
L-1,2-propanodiol oxidorreductasa
lactaldehido reductasa

alcohol deshidrogenasa

N.2 de
proteina

YP_001459571
ZP_12475782
YP_001455658
ZP_17109585
YP_003294352
YP_002988900
ZP_09185179
ZP_06759418
ZP_05943499

registro de

15 Tabla 1J. Homdlogos adecuados para la proteina OrfZ (CoA transferasa, de Clostridium kluyveri DSM 555, n.2 EC
2.8.3.n, que actia sobre 4-hidroxibutirato para producir 4-hidroxibutiril CoA; n.? de registro de proteina AAA92344).

Nombre de la proteina

4-hidroxibutirato coenzima A transferasa

N.¢ de registro de
proteina

YP_001396397
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acetil-CoA hidrolasa/transferasa
acetil-CoA hidrolasa/transferasa
4-hidroxibutirato coenzima A transferasa
4-hidroxibutirato coenzima A transferasa
acetil-CoA hidrolasa/transferasa
4-hidroxibutirato coenzima A transferasa
proteina hipotética ANASTE_01215
4-hidroxibutirato coenzima A transferasa

ZP_05395303
YP_001309226
NP_781174
ZP_05618453
ZP_05634318
ZP_00144049
ZP_02862002
ZP_07455129

Tabla 1K. Homdlogos adecuados para la proteina OrfZ150 (CoA transferasa, de Porphyromonas gingivalis W83, n.°
EC 2.8.3.n, que actia sobre 4-hidroxibutirato para producir 4-hidroxibutirii CoA; n.® de registro de proteina
5 NP_904965).

Nombre de la proteina

4-hidroxibutirato CoA-transferasa
proteina hipotética FUAG_02467
acetil-CoA hidrolasa/transferasa

4-hidroxibutirato coenzima A transferasa

4-hidroxibutirato CoA-transferasa
acetil-CoA hidrolasa/transferasa

4-hidroxibutirato coenzima A transferasa
succinil:benzoato coenzima A transferasa

4-hidroxibutirato CoA-transferasa

N.? de registro de
proteina

YP_005014371
ZP_10973595
ZP_10325539
ZP_10895308
ZP_15973607
YP_003639307
ZP_08514074
YP_006721017
YP_003961374

Tabla 1L. Homoélogos adecuados para la proteina Buk1 (butirato cinasa |, de Clostridium acetobutylicum ATCC824,
n.2 EC 2.7.2.7, que actla sobre 4-hidroxibutirato para producir fosfato de 4-hidroxibutirilo).

Nombre de la proteina

butirato cinasa
butirato cinasa
butirato cinasa
butirato cinasa
acetato y butirato cinasa
butirato cinasa
butirato cinasa
butirato cinasa
butirato cinasa

N.2 de
proteina

YP_001788766
YP_697036
YP_003477715
YP_079736
ZP_01667571
YP_013985
ZP_04670620
ZP_04670188
ZP_07547119

registro de

Tabla 1M. Homoélogos adecuados para la proteina Buk2 (butirato cinasa Il, de Clostridium acetobutylicum ATCC824,
n.2 EC 2.7.2.7, que actla sobre 4-hidroxibutirato para producir fosfato de 4-hidroxibutirilo).

Nombre de la proteina

butirato cinasa
proteina hipotética CLOSPO_00144
proteina hipotética COPEUT_01429
butirato cinasa
butirato cinasa

N.2 de
proteina

YP_001311072
ZP_02993103
ZP_02206646
EFR5649
ZP_0720132

registro de
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YP_0029418
YP_002132418
ZP_05389806
ADQ27386

butirato cinasa
butirato cinasa
butirato cinasa
fosfato butiriltransferasa

Tabla 1N. Homélogos adecuados para la proteina Ptb (fosfotransbutirilasa, de Clostridium acetobutylicum ATCC824,
n.2 EC 2.3.1.19, que actua sobre el fosfato de 4-hidroxibutirilo para producir 4-hidroxibutiril CoA).

Nombre de la proteina N.2 de registro de
proteina

fosfato butiriltransferasa

proteina hipotética COPCOM_01477
fosfato butiriltransferasa

fosfato butiriltransferasa

fosfato acetil/butiriltransferasa
supuesta fosfato acetil/butiriltransferasa

YP_001884531
ZP_03799220
YP_00331697
YP_004204177
ZP_05265675
ZP_05283680

enoil-CoA hidratasa/fosfato acetiltransferasa bifuncional YP_426556
proteina hipotética CLOBOL_07039 ZP_02089466
fosfato butiriltransferasa YP_003564887

Tabla 10. Homoélogos adecuados para la proteina PhaC3/C5 (proteina de fusion de polihidroxialcanoato sintasa de
Pseudomonas putida'y Zoogloea ramigera, n.® CE 2.3.1.n, que actia sobre (R)-3-hidroxibutiril-CoA o 4-hidroxibutiril-
CoA + [(R)-3-hidroxibutanoato-co-4-hidroxibutanoato]. para producir [(R)-3-hidroxibutanoato-co-4-hidroxibutanoato]n
+1) + CoA y también actua sobre 4-hidroxibutiril-CoA + [4-hidroxibutanoato], para producir [4-hidroxibutanoato]p - 1) +
CoA).

N.¢ de registro de
proteina

AAB06755
ZP_10443466
poli(R)-&cido hidroxialcanoico sintasa, clase | ZP_10719804
YP_004685292
poli(R)-&cido hidroxialcanoico sintasa, clase | ZP_02382303
YP_003977718

Nombre de la proteina

PHB polimerasa
acido polihidroxialcanoico sintasa

poli (3-hidroxibutirato) polimerasa PhaC

poli-beta-hidroxibutirato polimerasa

producto del gen phaC2 YP_583821
poli(R)-acido hidroxialcanoico sintasa YP_001003639
poli(R)-acido hidroxialcanoico sintasa YP_283333

Tabla 1P. Homdlogos adecuados para la proteina PhaC3/C1 (proteina de fusion de polihidroxialcanoato sintasa de
Pseudomonas putida y Ralstonia eutropha JMP134, n.2 EC 2.3.1.n, que actla sobre (R)-3-hidroxibutiril-CoA o 4-
hidroxibutiril-CoA + [(R)-3-hidroxibutanoato-co-4-hidroxibutanoato], para producir [(R)-3-hidroxibutanoato-co-4-
hidroxibutanoato]» + 1) + CoA y también actia sobre 4-hidroxibutiril-CoA + [4-hidroxibutanoato], para producir [4-
hidroxibutanoato] . 1) + CoA).

N.2 de registro de
proteina

Nombre de la proteina

poli(R)-acido hidroxialcanoico sintasa, clase | YP_295561

poli(3-hidroxibutirato) polimerasa YP_725940
acido polihidroxialcanoico sintasa AAWG65074
acido polihidroxialcanoico sintasa YP_002005374
poli(R)-acido hidroxialcanoico sintasa, clase | YP_583508
polihidroxialcanoato sintasa intracelular ADM24646
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poli(3-hidroxialcanoato) polimerasa
acido polihidroxialcanoico sintasa
PhaC

ZP_00942942
YP_003752369
AAF23364

Tabla 1Q. Homdlogos adecuados para la proteina PhaC3/C33 (proteina de fusién de polihidroxialcanoato sintasa de
Pseudomonas putida y Delftia acidovorans 89-11-102, n.2 EC 2.3.1.n, que actia sobre (R)-3-hidroxibutiril-CoA o 4-
hidroxibutiril-CoA + [(R)-3-hidroxibutanoato-co-4-hidroxibutanoato], para producir [(R)-3-hidroxibutanoato-co-4-
hidroxibutanoato]» + 1) + CoA y también actia sobre 4-hidroxibutiril-CoA + [4-hidroxibutanoato], para producir [4-
hidroxibutanoato] . 1) + CoA).

Nombre de la proteina N.? de registro de

proteina
polihidroxibutirato sintasa AAL17611
poli(R)-acido hidroxialcanoico sintasa, clase | ZP_04764634
proteina de poli-beta-hidroxibutirato polimerasa CAQ36337
YP_004360851
poli(R)-acido hidroxialcanoico sintasa, clase | ZP_08961344

poli-beta-hidroxibutirato polimerasa

poli(R)-acido hidroxialcanoico sintasa YP_983028
acido polihidroxialcanoico sintasa EGF41868
poli-beta-hidroxibutirato polimerasa ZP_02489627
polihidroxialcanoato sintasa ABN71571

Tabla 1R. Homoélogos adecuados para la proteina Ynel (Sad) (succinato-semialdehido deshidrogenasa, dependiente
de NAD+, de Escherichia coli cepa K-12 subcepa MG1655, n.2 EC 1.2.1.24, que actlia sobre el semialdehido de
glutarato (semialdehido succinico) para producir glutarato (succinato); n.? de registro de proteina NP_416042 (Fihrer
et al. J Bacteriol. Noviembre de 2007; 189 (22): 8073-8. Dennis y Valentin, patente estadounidense n.? 6.117.658)).

Nombre de la proteina N.2 de registro
de proteina

succinato-semialdehido
deshidrogenasa

supuesta aldehido deshidrogenasa
aldehido deshidrogenasa

aldehido deshidrogenasa

aldehido deshidrogenasa

aldehido deshidrogenasa

proteina hipotética

aldehido deshidrogenasa

succinato-semialdehido
deshidrogenasa

NP_805238

YP_002919404
NP_745295
ZP_03269266
ZP 05726943
YP_001906721
BAF01627

ZP 03739186
NP_637690

Tabla 1S. Homélogos adecuados para la proteina GabD (succinato-semialdehido deshidrogenasa, dependiente de
NADP+, de Escherichia coli cepa K-12 subcepa MG1655, n.2 EC 1.2.1.20, que actlia sobre el semialdehido de
glutarato (o semialdehido succinico) para producir glutarato (o succinato); n.® de registro de proteina NP_417147
(Riley et al. Nucleic Acids Res. 34 (1), 1-9 (2006))).

Nombre de la proteina

succinato-semialdehido deshidrogenasa |

succinato-semialdehido deshidrogenasa (NAD(P)(+))

proteina hipotética CIT292_04137
succinato-semialdehido deshidrogenasa
succinato-semialdehido deshidrogenasa |

N.2 de registro de
proteina

ZP_05433422
YP_001744810
ZP_ 03838093
YP_ 002638371
YP_ 001333939
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succinato-semialdehido deshidrogenasa | NP_ 742381
succinato-semialdehido deshidrogenasa [NADP+] (ssdh) YP_002932123
YP_ 001951927
YP_ 298405

semialdehido succinico deshidrogenasa
succinato-semialdehido deshidrogenasa

Tabla 1T. Homdlogos adecuados para la proteina AstD (aldehido deshidrogenasa de Escherichia coli cepa K-12
subcepa MG1655, n.® EC 1.2.1.71, que actia sobre el succinato-semialdehido para producir succinato); n.% de
5 registro de proteina NP_416260.

Nombre de la proteina N.2 de registro de

semialdehido succinilglutamico deshidrogenasa
proteina hipotética D186_18882

semialdehido succinilglutamico deshidrogenasa
succinilglutamato-semialdehido deshidrogenasa

semialdehido succinilglutamico deshidrogenasa AstD

semialdehido succinilglutamico deshidrogenasa
semialdehido succinilglutamico deshidrogenasa
semialdehido succinilglutamico deshidrogenasa
semialdehido succinilglutamico deshidrogenasa

proteina
YP_002382476
ZP_16280274
YP_003942089
ZP_16225314
YP_005933902
YP_005431041
ZP_10352779
ZP_10036944
YP_004730031

Tabla 1U. Homoélogos adecuados para la proteina Ppc (fosfoenolpiruvato carboxilasa, de Escherichia coli cepa K-12
subcepa MG1655, n.? EC 4.1.1.31, que actia sobre fosfoenolpiruvato y diéxido de carbono para producir
10 oxaloacetato; n.? de registro de proteina NP_418391).

Nombre de la proteina N.2 de registro de
proteina

ZP_02904134
YP_002384844
YP_003367228
ZP_02345134
ZP_04558550
YP_003615503
YP_002241183
CBK84190
YP_003208553

fosfoenolpiruvato carboxilasa
fosfoenolpiruvato carboxilasa
fosfoenolpiruvato carboxilasa
fosfoenolpiruvato carboxilasa
fosfoenolpiruvato carboxilasa
fosfoenolpiruvato carboxilasa
fosfoenolpiruvato carboxilasa
fosfoenolpiruvato carboxilasa
fosfoenolpiruvato carboxilasa

Tabla 1V. Homélogos adecuados para la proteina TesA (acil-CoA tioesterasa | y proteasa | y lisofosfolipasa L1
multifuncionales, de Escherichia coli cepa K-12 subcepa MG1655, n.2 EC 3.1.1.5 y 3.1.2.14, que actla sobre 4-
15 hidroxibutiril-CoA para producir 4-hidroxibutirato; n.? de registro de proteina NP_415027).

Nombre de la proteina N.? de registro de

proteina
ZP_16276771
YP_001175703
ZP_06549555
ZP_16338589
YP_006343946
YP_002986681
acil-CoA tioesterasa | y proteasa | y lisofosfolipasa L1 multifuncionales YP_049328

acil-CoA tioesterasa l/proteasa l/lisofosfolipasa L1 multifuncionales
acil-CoA tioesterasa l/proteasa l/lisofosfolipasa L1 multifuncionales
tesA; acil-CoA tioesterasa |

precursor de arilesterasa

acil-CoA tioesterasa l/proteasa l/lisofosfolipasa L1 multifuncionales
lisofosfolipasa

acil-CoA tioesterasa | y proteasa | y lisofosfolipasa L1 multifuncionales ZP_10113091
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proteina hipotética PROSTU 03568 ZP_02997848

Tabla 1W. Homélogos adecuados para la proteina TesB (tioesterasa Il, de Escherichia coli cepa K-12 subcepa
MG1655, n.? EC 3.1.2.20, que actia sobre 4-hidroxibutiril-CoA para producir 4-hidroxibutirato; n.® de registro de
proteina ZP_08342109).

Nombre de la proteina

acil-CoA tioesterasa Il
acil-CoA tioesterasa
acil-CoA tioesterasa Il
acil-CoA tioesterasa Il TesB
acil-CoA tioesterasa Il
acil-CoA tioesterasa Il (TEII)
acil-CoA tioesterasa Il
acil-CoA tioesterasa Il
acil-CoA tioesterasa Il

N.® de registro de
proteina

ZP_09460164
NP_455062
ZP_10490626
YP_005196718
YP_002649594
NP_931060
ZP_01217095
ZP_10142747
ZP_10354000

Tabla 1X. Homoélogos adecuados para la proteina YciA (acil-CoA tioesterasa, de Escherichia coli cepa K-12 subcepa
MG1655, n.? EC 3.1.2.20, que actda sobre 4-hidroxibutiril-CoA para producir 4-hidroxibutirato; n.® de registro de
proteina NP_415769).

Nombre de la proteina

acil-CoA tioéster hidrolasa

acil-CoA tioéster hidrolasa

proteina de la superfamilia de tioesterasa
acil-CoA tioéster hidrolasa

acil-CoA tioéster hidrolasa

acil-CoA tioéster hidrolasa YciA

proteina hipotética VC1701

proteina de la superfamilia de tioesterasa

N.2 de registro de
proteina

YP_002382845
YP_001570262
YP_005019613
YP_050409
YP_002151085
NP_777876
NP_231337
YP_002893359

acil-CoA tioéster hidrolasa ZP_11128814

Vectores y plasmidos extracromosdmicos adecuados

Un “vector”, tal como se usa en el presente documento, es un replicon extracromosémico, tal como un plasmido,
fago o cosmido, en el que puede insertarse otro segmento de ADN para lograr la replicacion del segmento insertado.
Los vectores varian en numero de copias, dependiendo de su origen de replicacién y tamafo. Los vectores con
diferentes origenes de replicaciébn pueden propagarse en la misma célula microbiana a menos que estén
estrechamente relacionados, tales como pMB1 y ColE1. Los vectores adecuados para expresar proteinas
recombinantes pueden constituir vectores pUC con un origen de replicacién pMB1 que tienen 500-700 copias por
célula, vectores pBluescript con un origen de replicacion ColE1 que tienen 300-500 copias por célula, pBR322 y
derivados con un origen de replicacién pMB1 que tienen 15-20 copias por célula, pACYC y derivados con un origen
de replicacién p15A que tienen 10-12 copias por célula, y pSC101 y derivados con un origen de replicacién pSC101
que tienen aproximadamente 5 copias por célula tal como se describe en el manual de purificacion de plasmidos
QIAGEN® (encontrado en la red informatica mundial en:
/Ikirshner.med.harvard.edu/files/protocols/QIAGEN_QIAGENPIlasmidPurification_EN.pdf). Un vector ampliamente
utilizado es pSE380 que permite la expresion de genes recombinantes a partir de un promotor trc inducible por IPTG
(Invitrogen, La Jolla, CA).

Estrategias adecuadas y secuencias de control de la expresion para expresion génica recombinante
Se han descrito ampliamente estrategias para lograr la expresion de genes recombinantes en E. coli en la

bibliografia (Gross, Chimica Oggi 7(3):21-29 (1989); Olins y Lee, Cur. Op. Biotech. 4:520-525 (1993); Makrides,
Microbiol. Rev. 60(3):512-538 (1996); Hannig y Makrides, Trends in Biotech. 16:54-60 (1998)). Las secuencias de
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control de la expresién pueden incluir promotores constitutivos e inducibles, potenciadores de la transcripcion,
terminadores de la transcripcién y similares que se conocen bien en la técnica. Los promotores adecuados incluyen,
pero no se limitan a, Pac, Ptac, Pire, PR, PL, Ponoa, Para, Puspa, Prpsu, Psyn (Rosenberg y Court, Ann. Rev. Genet. 13:319-
353 (1979); Hawley y McClure, Nucl. Acids Res. 11 (8):2237-2255 (1983); Harley y Raynolds, Nucl. Acids Res.
15:2343-2361 (1987); también en la red informatica mundial en ecocyc.org y partsregistry.org).

Los promotores a modo de ejemplo son: Psyna (5-TTGACAGCTAGCTCAGTCCTAGGTATAATGCTAGC -3’) (SEQID
NO: 1), Pgnc (5-TTGACAGCTAGCTCAGTCCTAGGTACTGTGCTAGC -3) (SEQ ID NO: 2), Pgne (5-
TTTACAGCTAGCTCAGTCCTAGGTATTATGCTAGC -3’) (SEQ ID NO: 3), Pesynt (5%
CTGACAGCTAGCTCAGTCCTAGGTATAATGCTAGC -3) (SEQ ID NO: 4), Pesynk(5'-
TTTACGGCTAGCTCAGTCCTAGGTACAATGCTAGC -3’) (SEQ ID NO: 5), Psynm (5™
TTGACAGCTAGCTCAGTCCTAGGGACTATGCTAGC -3’) (SEQ ID NO: 6), Py (5
TCGCCAGTCTGGCCTGAACATGATATAAAAT -3’) (SEQ ID NO: 7), Puspa (5*-
AACCACTATCAATATATTCATGTCGAAAATTTGTTTATCTAACGAGTAAGCAAGGCGGAT
TGACGGATCATCCGGGTCGCTATAAGGTAAGGATGGTCTTAACACTGAATCCTTACGGCT
GGGTTAGCCCCGCGCACGTAGTTCGCAGGACGCGGGTGACGTAACGGCACAAGAAACG-3) (SEQ ID NO: 8),
Prosu (5-ATGCGGGTTGATGTAAAACTTTGTTCGCCCCTGGAGAAAGCCTCGTGTATACTCCTCACC
CTTATAAAAGTCCCTTTCAAAAAAGGCCGCGGTGCTTTACAAAGCAGCAGCAATTGCAGT
AAAATTCCGCACCATTTTGAAATAAGCTGGCGTTGATGCCAGCGGCAAAC -3’) (SEQ ID NO: 9), Psynarr (5 -
TTGACAGCTAGCTCAGTCCTAGGTACAGTGCTAGC - 3) (SEQ ID NO: 10), y Pspmarz (5 -
TTGACAGCTAGCTCAGTCCTAGGTACAATGCTAGC - 3’) (SEQ ID NO: 11).

Los terminadores a modo de ejemplo son: Typ. (5'- CTAATGAGCGGGCTTTTTTTTGAACAAAA -3) (SEQ ID NO:
12:), Ti0s (5- AAAAAAAAAAAACCCCGCTTCGGCGGGGTTTTTTTTTT -3) (SEQ ID NO: 13), Tmsr (5-
ATAAAACGAAAGGCTCAGTCGAAAGACTGGGCCTTTCGTTTTAT -3) (SEQ ID NO: 14), y T2 (5-
AGAAGGCCATCCTGACGGATGGCCTTTT -3’) (SEQ ID NO: 15).

Construccion de huéspedes recombinantes

Pueden construirse huéspedes recombinantes que contienen los genes necesarios que codificaran para la ruta
enzimatica para la conversion de un sustrato de carbono en PHB-co-4HB usando técnicas bien conocidas en la
técnica.

Los métodos de obtencién de los genes deseados a partir de un organismo fuente (huésped) son comunes y se
conocen bien en la técnica de biologia molecular. Tales métodos se describen en, por ejemplo, Sambrook et al.,
Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Tercera Ed., Cold Spring Harbor Laboratory, Nueva York (2001); Ausubel
et al., Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley and Sons, Baltimore, MD (1999). Por ejemplo, si la
secuencia del gen se conoce, el ADN puede amplificarse a partir de ADN gendmico usando reacciéon en cadena de
la polimerasa (Mullis, patente estadounidense n.° 4.683.202) con cebadores especificos para el gen de interés para
obtener cantidades de ADN adecuadas para ligacién en vectores apropiados. Alternativamente, el gen de interés
puede sintetizarse quimicamente de novo con el fin de tomar en consideracién el sesgo de codén del organismo
huésped para potenciar la expresion de proteina heter6loga. Pueden unirse secuencias de control de la expresion
tales como promotores y terminadores de la transcripcién a un gen de interés mediante reaccion en cadena de la
polimerasa usando cebadores modificados por ingenieria genética que contienen tales secuencias. Otra forma es
introducir el gen aislado en un vector que ya contiene las secuencias de control necesarias en el orden adecuado
mediante ligacion y digestion de endonucleasas de restriccion. Un ejemplo de este Gltimo enfoque es la tecnologia
BioBrick™ (www.biobricks.org) en la que multiples fragmentos de ADN pueden ensamblarse secuencialmente juntos
de manera normalizada usando los dos mismos sitios de restriccién.

Ademas de usar vectores, pueden introducirse genes que son necesarios para la conversién enzimatica de un
sustrato de carbono en PHB-co-4HB en un organismo huésped mediante la integracion en el cromosoma usando o
bien un enfoque dirigido o bien aleatorio. Para la integracion dirigida en un sitio especifico en el cromosoma, se usa
el método generalmente conocido como modificacion por ingenieria genética mediada por recombinacion
(recombineering) de Red/ET tal como describieron originalmente Datsenko y Wanner (Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
2000, 97, 6640-6645). La integracion aleatoria en el cromosoma implica usar un enfoque mediado por un transposén
mini-Tn5 tal como describen Huisman et al. (patentes estadounidenses n.°® 6.316.262 y 6.593.116).

Cultivo de huésped para producir biomasa de PHB-co-4HB

En general, el huésped recombinante se cultiva en un medio con una fuente de carbono y otros nutrientes
esenciales para producir la biomasa de PHB-co-4HB mediante técnicas de fermentacion o bien discontinuas o bien
usando métodos de funcionamiento continuo conocidos en la técnica. También pueden anadirse aditivos
adicionales, por ejemplo agentes antiespumantes y similares, para lograr las condiciones de crecimiento deseadas.
La fermentacion es particularmente Util para la produccion a gran escala. Un método a modo de ejemplo usa
biorreactores para cultivar y procesar el caldo de fermentacion hasta el producto deseado. Otras técnicas tales como
técnicas de separacion pueden combinarse con la fermentacién para la produccién a gran escala y/o continua.

20



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2747230 T3

Tal como se usa en el presente documento, el término “materia prima” se refiere a una sustancia usada como
material de partida de carbono en un proceso industrial. Cuando se usa en referencia a un cultivo de organismos
tales como organismos microbianos o de algas tales como un proceso de fermentacion con células, el término se
refiere al material de partida usado para proporcionar un carbono u otra fuente de energia para las células. Las
fuentes de carbono Utiles para la producciéon de PHB-co-4HB incluyen fuentes simples y economicas, por ejemplo,
glucosa, levoglucosano, sacarosa, lactosa, fructosa, xilosa, maltosa, arabinosa y similares, solos o en combinacion.
En otras realizaciones, la materia prima es melaza, almidén, un &cido graso, un aceite vegetal, un material
lignocelulésico y similares, de nuevo solos 0 en combinacién. En todavia otras realizaciones, la materia prima puede
ser etanol, acido acético, glicerol y similares, solos o en combinacién. También es posible usar organismos para
producir la biomasa de PHB-co-4HB que crecen en gas de sintesis (CO., CO e hidrégeno) producido a partir de
recursos de biomasa renovables, es decir un gas de sintesis derivado de biomasa y/o metano que se origina a partir
de un gas de vertedero.

La introduccién de genes de la ruta de PHB-co-4HB permite flexibilidad en el uso de materias primas facilmente
disponibles y econdmicas. Una materia prima “renovable” se refiere a una fuente de energia renovable tal como un
material derivado de organismos vivos o sus subproductos metabdlicos incluyendo material derivado de biomasa,
que consiste a menudo en componentes infrautilizados como paja o forraje. Los productos agricolas cultivados
especificamente para su uso como materias primas renovables incluyen, por ejemplo, maiz, habas de soja, pasto
varilla y arboles tales como chopo, trigo, linaza y colza, azlcar de cafna y aceite de palma. Como fuentes de energia
y materiales de partida renovables, las materias primas agricolas basadas en cultivos son el reemplazo definitivo
para las reservas de petréleo en declive. Las plantas usan energia solar y la fijacion de diéxido de carbono para
elaborar miles de sustancias bioquimicas complejas y funcionales mas alla de la capacidad actual de la quimica de
sintesis moderna. Estas incluyen sustancias quimicas finas y a granel, sustancias farmacéuticas, productos
nutricéuticos, flavonoides, vitaminas, perfumes, polimeros, resinas, aceites, aditivos alimenticios, biocolorantes,
adhesivos, disolventes y lubricantes.

Extraccion de copolimeros de PHB-co-4HB a partir de biomasa

Se extrajo el copolimero de PHB-co-4HB tal como se describe en las patentes estadounidenses n.”® 7.713.720 y
7.252.980.

Determinacion del peso molecular usando cromatografia de permeacion en gel (GPC)

Se estima el peso molecular de PHA mediante cromatografia de permeacién en gel usando un sistema de HPLC
Waters Alliance equipado con un detector de indice de refraccion. El conjunto de columnas es una serie de tres
columnas PLGel 10 um Mixed-B (Polymer Labs, Amherst, MA) con cloroformo como fase moévil bombeadas a
1 ml/min. El conjunto de columnas esta calibrado con patrones de poliestireno de distribucion estrecha. La muestra
de PHA se disuelve en cloroformo a una concentracién de 2,0 mg/ml a 60°C. La muestra se filtra con un filtro de
jeringa de teflén de 0,2 um. Se usa un volumen de inyeccion de 50 ul para el andlisis. El cromatograma se analiza
con el software de andlisis Waters Empower GPC. Se notifican los pesos moleculares como pesos moleculares
equivalentes de poliestireno.

Medicion de las propiedades térmicas

La transicion vitrea de los copolimeros de PHB-co-4HB se midi6 usando un calorimetro de barrido diferencial (DSC)
TA Instruments Q100 con inyector automatico. Se pesaron cuidadosamente 8-12 mg de una muestra de PHA en un
recipiente de aluminio y se sellaron con una tapa de aluminio. La muestra se colocé luego en el DSC bajo una purga
de nitrégeno y se analiz6 usando un ciclo de calor-frio-calor. El intervalo de calentamiento/enfriamiento fue de -80°C
a 200°C con una velocidad de calentamiento de 10°C/min y una velocidad de enfriamiento de 5°C/min.

Determinacion del contenido de base bioldgica

El contenido de base bioldgica del copolimero de PHB-co-4HB se midié mediante datacién por radiocarbono basada
en la norma ASTM D6866. La norma ASTM D6866 es el método aprobado por el Departamento de Agricultura de
EE. UU. para determinar el contenido renovable/de base biolégica de los materiales de variedad natural. El método
proporciona una determinacién porcentual del contenido de carbono fésil frente al contenido de carbono renovable o
de biomasa de un producto o una combinacién de combustible. La norma ASTM D6866 se usa ampliamente para
certificar el contenido de base bioldgica de los bioplasticos.

Ejemplo 1: produccién de PHB-co-4HB con contenido de comondmero de 4HB del 50% o més a partir de glucosa
como unica fuente de carbono

Este ejemplo muestra la produccién de PHB-co-4HB con contenido de comonémero de 4HB del 50% o mas a partir

de glucosa como unica fuente de carbono en células huésped de E. coli modificadas por ingenieria genética. Las
cepas usadas en este ejemplo se enumeran en la tabla 2. Todas estas cepas se construyeron usando las
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herramientas y los métodos de biotecnologia bien conocidos descritos anteriormente. Todas contenian deleciones
cromosomicas de ynel y gabD con la excepcion de las cepas 31 y 32 que también contenian deleciones
cromosomicas de tesB, tesA, yciAy astD.

Tabla 2. Cepas usadas en el ejemplo 1.

Cepas Configuracion de operon
31 Px-phaC3/C5-Pyspa-sucD-ssaR, Puspa-phaA5-phaB5, Psyni-kgdS-
T1006'PrpsU'fUCO/GL-L7V'Oer150, P/psU.'.' Oer
32 Px-phaC3/C5-Pyspa-sucD-ssaR, Puspa-phaA5-phaB5, Psynar7-
kgdS'T1005'PrpsU'fuCOISL-L7V'Oer150, P/psU.’.‘ Oer
16 Px-phaC3/C1*-TypL-Puspa-phaA5-phaB5-T1oos-PsynH-ssaRat™ -
sucD %, Pysy-orfZ
17 Px-phaC3/C1 * -TypL-Puspa-phaA5-phaB5-T1oos-Psyna-ssaRat* -
sucD %, Pysy-orfZ
19 Px-phaC3/C1 * -TypL-Puspa-phaA5-phaB5-T1po6-Psynm-ssaRat* -
sucD %, Pysy-orfZ
1 Px-phaC3/C5-TypL-Puspa-sucD * -ssaRat”, Puspa-phaA5-phaB5,
P/psU'Oer
Px-phaC3/C1 * -Puspa-sucD * -ssaRa:*, Puspa-phaA5-phaB5,
20
Prosu-orfZ
33 Px-phaC3/C5-Pyspa-sucD-ssaR,  Puspa-phaA5-phaB5;  Psynars-
kgdS-T1006-Prosu-fucOer-1 7v-0rfZ150, Prpsy:: orfZ

Las cepas se evaluaron en un ensayo de placa de agitacion. El medio de produccion consistié en sales minimas E2
1x, sales minimas EO 1x, MgSO4 5 mM y disolucion de sales traza 1x. La fuente de carbono consistié en 40 g/l de
glucosa para las cepas 31, 32 y 33, mientras que para todas las demas cepas en los ejemplos 1 a 5, la
concentracién de glucosa fue de 20 g/l. La disoluciéon madre E2 50x consiste en NaNH4sHPO4-4H20 1,28 M, KoHPO,
1,64 My KH2CO4 1,36 M. La disolucién madre EO 50x consiste en NaoHPO4 1,28 M, K;HPO4 1,64 M y KH2CO4
1,36 M. La disolucion de sales traza 1000x se prepara anadiendo por 1 I de HCI 1,5 N: 50 g de FeS04:7H20, 11 g de
ZnS047H20, 2,5 g de MnSO4-4H,0, 5 g de CuS0O4-5H20, 0,5 g de (NH4)sM07024-4H20, 0,1 g de Na2B4O7y 10 g de
CaCl>-2H.0.

Para examinar la produccion de PHB-co-4HB, las cepas se cultivaron por triplicado durante la noche en tubos
estériles que contenian 3 ml de LB y antibiéticos apropiados. Después de completar el cultivo, se retiraron 60 pl de
un tubo y luego se afiadieron a 1440 pl de medio de produccion. Los cultivos de 1500 ul resultantes se afiadieron
luego a tres pocillos de una placa de pocillos profundos Duetz como alicuotas de 500 pl. La placa de agitacién se
incubd a 37°C con agitacion durante 6 horas y luego se cambié a 30°C durante 40 horas con agitacion para todas las
cepas de los ejemplos 1 a 5, excepto las cepas 31, 32 y 33 que se incubaron a 37°C con agitacién durante 6 horas y
luego se cambid a 28°C durante 42 horas con agitacién. Posteriormente, se combinaron cultivos de los tres pocillos
(1,5 ml en total) y se analizé el contenido de polimero. Al final del experimento, los cultivos se centrifugaron a
4150 rpm, se lavaron una vez con agua destilada, se congelaron a -80°C durante al menos 30 minutos y se
liofilizaron durante la noche. Al dia siguiente, se anadié6 una cantidad medida de sedimento celular liofilizado a un
tubo de vidrio, seguido de 3 ml de reactivo de butanolisis que consiste en una mezcla de igual volumen de n-butanol
al 99,9% y HCI 4,0 N en dioxano con 2 mg/ml de difenilmetano como patrén interno. Después de tapar los tubos, se
agitaron brevemente en vortex y se colocaron en un bloque de calor ajustado a 93°C durante seis horas con
agitacion en vortex periddica. Posteriormente, el tubo se enfrié hasta temperatura ambiente antes de afiadir 3 ml de
agua destilada. El tubo se sometié a vértex durante aproximadamente 10 s antes de centrifugar a 620 rpm
(centrifuga de mesa Sorvall Legend RT) durante 2 minutos. Se pipeteé 1 ml de la fase organica en un vial de GC,
que luego se analizé por cromatografia de gases-deteccion de ionizacion por llama (GC-FID) (Hewlett-Packard 5890
Serie Il). La cantidad de PHA en el sedimento celular se determin6 mediante la comparacién con las curvas de
calibracion tanto para 3HB como 4HB (para el analisis de PHB-co-4HB). La curva de calibracion de 4HB se gener6
anadiendo diferentes cantidades de una disolucion al 10% de y-butirolactona (GBL) en butanol para separar las
reacciones de butanolisis. La curva de calibracion de 3HB se generé afiadiendo diferentes cantidades de 3-
hidroxibutirato de etilo al 99% para separar las reacciones de butanolisis.

Todos los examenes para la produccion de PHB-co-4HB se realizaron por triplicado tal como se indicé
anteriormente. Se examinaron algunas cepas para la produccién de polimeros de esta manera en diferentes dias.
Los resultados representativos para cada cepa sometida a prueba se muestran en la tabla 3, y demuestran que el %
de contenido de 4HB para cada composicién de copolimero fue del 50% o0 mas.
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Tabla 3. Produccion de polimero de PHB-co-4HB a partir de cepas microbianas.

Cepas Titulo de Titulo de | Composicion de PHA

biomasa (g/l) | PHA (g/l) (% de 4HB)

31 6,6 £0,3 3,7* 84,6*

32 8,1+0,1 4,8* 74,8*

16 7,2+0,1 45+0,0 69,7 £0,0

17 6,9+0,1 43+0,1 69,4 £0,5

19 7,0+0,0 42+0,1 65,8 +1,2

1 5,1+0,1 2,9+0,0 64,5+0,7

20 5,6 +0,1 3,4+0,1 63,9105

33 7,9+0,2 3,2* 50,3*

* mediciones de réplicas no disponibles

Ejemplo 2: produccion de PHB-co-4HB con contenido de comonémero de 4HB entre el 40% y el 50% a partir de
glucosa como Unica fuente de carbono

Este ejemplo muestra la produccion de PHB-co-4HB con un contenido de comondémero de 4HB entre el 40 y el 50%
a partir de glucosa como Unica fuente de carbono en células huésped de E. coli modificadas por ingenieria genética.
Las cepas usadas en este ejemplo se enumeran en la tabla 4. Todas estas cepas se construyeron usando las
herramientas y los métodos de biotecnologia bien conocidos descritos anteriormente. Todas contenian deleciones
cromosomicas de ynel y gabD.

Tabla 4. Cepas usadas en el ejemplo 2.

Cepas Configuracion de operén
23 Px-phaC3/C33 * -TipL-Puspa-phaA5-phaB5-ssaRat™* -sucD 7,
PrpsU'Oer
22 Px-phaC3/C1 * -Puspa-phaA5-phaB5-ssaRa: * -sucD *, Pypsu-
orfZ
21 Px-phaC3/C1 * -Typi-Puspa-phaA5-phaB5-T1006-Psincronizar-
ssaRa* -sucD *, Ppsy-orfZ

2 Px-phaC3/ C5-Typi-Puspa-phaA5-phaB5-T10o6-Psincronizar-SSaRat* -
SUCD*, PrpsU'Oer

3 Px-phaC3/C5-TypL-Puspa-phaAb-phaB5-ssaRas*- T1o06--PsynH-
SUCD*, PrpsU'Oer

Las cepas se hicieron crecer y el contenido de polimero se analiz6 de la misma manera que se describe en el
ejemplo 1. Los resultados representativos para cada cepa sometida a prueba se muestran en la tabla 5, y
demuestran que el % del contenido de 4 HB para cada composiciéon de copolimero estaba entre el 40% y el 50%.

Tabla 5. Produccion de polimero de PHB-co-4HB a partir de cepas microbianas.

Cepas Titulo de Titulo de PHA Composicion de
biomasa (g/1) (g/ PHA (% de 4HB)
23 7,0+0,1 47+0,2 46,0 £ 3,0
22 6,6 +0,1 43+0,1 436+1,5
21 6,7+0,2 4,0+0,3 41,6 +1,3
4,7+0,0 2,7+0,1 41,5+0,4
5,7+0,0 3,5+0,0 40,4 +1,2

Ejemplo 3: produccion de PHB-co-4HB con contenido de comondémero de 4HB entre el 30% y el 40% a partir de
glucosa como Unica fuente de carbono
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Este ejemplo muestra la produccion de PHB-co-4HB con un contenido de comondmero de 4HB entre el 30 y el 40%
a partir de glucosa como Unica fuente de carbono en células huésped de E. coli modificadas por ingenieria genética.
Las cepas usadas en este ejemplo se enumeran en la tabla 6. Todas estas cepas se construyeron usando las
herramientas y los métodos de biotecnologia bien conocidos descritos anteriormente. Todas contenian deleciones
cromosomicas de ynel y gabD.

Tabla 6. Cepas usadas en el ejemplo 3.

Cepas Configuracién de operén
26 Puspa-phaC3/C1 * -phaA5-phaB5-ssaRat™ -sucD *,
P/psU'Oer
4 Px-phaC3/C5-TypL-Puspa-phaAb-phaB5-ssaRat™ -
T7005'P5ynM'SUCD *, P/psU'Oer
5 Px-phaC3/ C5-TipL-Puspa-ssaRas* -Psyn1-phaA5-
phaB5-sucD*, Ppsy-orfZ
6 Px-phaC3/C5-TypL-Puspa-phaA5-phaB5-T1006-
ssaRai*-sucD*, Ppsy-orfZ
7 Px-phaC3/C5-TypL-Puspa-phaAb-phaB5-ssaRat™ -
SUCD *, PrpsU'Oer
27 Px-phaC3/C1 * -Tt,pL-PuspA-phaA5-pha85-T1006-
ssaRa* -sucD *, Ppsy-orfZ

Las cepas se hicieron crecer y el contenido de polimero se analiz6 de la misma manera que se describe en el
ejemplo 1. Los resultados representativos para cada cepa sometida a prueba se muestran en la tabla 7, y
demuestran que el % de contenido de 4HB para cada composicion de copolimero estaba entre el 30% y el 40%.

Tabla 7. Produccion de polimero de PHB-co-4HB a partir de cepas microbianas.

Cepas Titulo de Titulo de PHA Composicion de
biomasa (g/l) (g/l) PHA (% de 4HB)

26 7,7+0,0 5,3+0,1 39,3+0,3

6,5+0,1 43+0,1 39,2+1,6

5,9+0,1 4,0+0,2 35,9+0,9

5,7+0,2 2,8+0,0 34,6 £2,1

6,1+0,3 3,8+0,1 32,2+0,9

27 6,7+0,2 4,0+0,1 31,7+1,3

Ejemplo 4: produccion de PHB-co-4HB con contenido de comonémero de 4HB entre el 20% y el 30% a partir de
glucosa como Unica fuente de carbono

Este ejemplo muestra la produccion de PHB-co-4HB con un contenido de comondmero de 4HB entre el 20 y el 30%
a partir de glucosa como Unica fuente de carbono en células huésped de E. coli modificadas por ingenieria genética.
Las cepas usadas en este ejemplo se enumeran en la tabla 8. Todas estas cepas se construyeron usando las
herramientas y los métodos de biotecnologia bien conocidos descritos anteriormente. Todas contenian deleciones
cromosomicas de ynel y gabD.

Tabla 8. Cepas usadas en el ejemplo 4.

Cepas Configuracion de operén
8 Px-phaC3/ C5-TipL-Puspa-phaA5-phaB5-T1p06-Psynt-ssaRat* -
sucD*, Pysy-orfZ
28 Psyn1-phaC1-Pyspa-sucD*-ssaRa: *-Psyn1-phaA5-phaB5,
P/psU'Oer
10 Px-phaC3/ C5-TypL-Puspa-sucD*-ssaRat* -Psyn1-phaA5-
phaBS, P/psU'Oer
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25 Puspa-phaC3/C1 * -sucD * -ssaRat*, Psyn1-phaA5-phaB5,
PrpsU'Oer
9 Puspa-phaC3/C5-phaA5-phaB5-ssaRai* -sucD *, Ppsy-orfZ
11 Px-phaC3/C5, TipL-Puspa-phaA5-phaB5, Ppsu-orfZ, sucD * -
ssaRa*
29 Px-phaC3/C1 * - TypL-Puspa-phaA5-phaB5-T1ges-sucD * -
ssaRa*, Ppsu-orfZ

Las cepas se hicieron crecer y el contenido de polimero se analizd de la misma manera descrita en el ejemplo 1. Los
resultados representativos para cada cepa sometida a prueba se muestran en la tabla 9, y demuestran que el % de
contenido de 4HB para cada composicion de copolimero estaba entre el 20% y el 30%.

Tabla 9. Produccion de polimero de PHB-co-4HB a partir de cepas microbianas.

Cepas Titulo de Titulo de Composicion de PHA

biomasa (g/1) PHA (g/l) (% de 4HB)

8 45+0,1 22+0,2 28,6 +2,6

28 5,6 £0,1 4,4+0,1 275+04

10 6,5+0,0 43+0,0 27,5+0,3

25 6,4+0,0 5,2+0,1 26,3 +0,1

9 6,2+0,0 3,9+0,0 25,8+0,3

11 54+0,2 2,4+0,2 24,7 +2,0

29 5,7+0,2 3,0+0,1 22,5+0,8

Ejemplo 5: produccién de PHB-co-4HB con contenido de comondémero 4HB entre el 1% y el 20% a partir de glucosa
como unica fuente de carbono [fuera del alcance de la invencién]

Este ejemplo muestra la produccion de PHB-co-4HB con un contenido de comonémero de 4HB entre el 1y el 20% a
partir de glucosa como Unica fuente de carbono en células huésped de E. coli modificadas por ingenieria genética.
Las cepas usadas en este ejemplo se enumeran en la tabla 10. Todas estas cepas se construyeron usando las
herramientas y los métodos de biotecnologia bien conocidos descritos anteriormente. Todas contenian deleciones
cromosomicas de ynely gabD.

Tabla 10. Cepas usadas en el ejemplo 5.

Cepas Configuracion de operén
13 Px-phaC3/C5, TipL-Puspa-phaA5-phaB5, Ppsy-orfZ, sucD * -
ssaRa’*
12 Px-phaC3/ C5-TipL-Puspa-phaA5-phaB5-Tipos-sucD*-ssaRat™,
PrpsU'Oer
14 Px-phaC3/C5-TipL-Puspa-phaA5-phaB5-ssaRat* - T1oos-sucD”,
PrpsU'Oer
30 Px-phaC3/C 1*- Tt,pL-PuspA-phaA5—pha85-ssaFfAt*-Tmoe-
SUCD*, PrpsU'Oer
15 Px-phaC3/C5, TipL-Puspa-phaA5-phaB5, Pysy-orfZ, sucD*-
ssaRa’*

Las cepas se hicieron crecer y el contenido de polimero se analizd de la misma manera descrita en el ejemplo 1. Los
resultados representativos para cada cepa sometida a prueba se muestran en la tabla 11, y demuestran que el % de
contenido de 4HB para cada composicion de copolimero estaba entre el 1% y el 20%.

Tabla 11. Produccién de polimero de PHB-co-4HB a partir de cepas microbianas.

Cepas Titulo de Titulo de PHA | Composicion de PHA
biomasa (g/l) (g/ (% de 4HB)
13 5,4+0,1 2,4+0,1 18,8 £ 0,4
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12 6,1+0,1 32+0,2 10,1 £0,7
14 5,4+0,1 25+0,1 6,4 £0,5
30 41+0,2 1,7+0,1 1,8+0,3
15 4,5+0,1 1,4+0,1 1,4+0,3

Ejemplo 6: extraccion de copolimeros de PHB-co-4HB y determinacién de pesos moleculares y polidispersidad

Para la purificacién de cantidades mayores de copolimeros de PHB-co-4HB, las cepas 1, 5 y 12 con diversas
composiciones de PHA tal como se muestra en el ejemplo 1 se cultivaron en primer lugar en 20 ml de medio LB en
matraces de agitacién de 250 ml a 37°C durante la noche. Todo el volumen se transfirié luego a matraces de
agitacion aforados de 1 litro que contenian 500 ml de un medio de produccion compuesto por sales minimas E2 1x,
sales minimas EO 1x, MgSO4 5 mM, 30 g/l de glucosa y disolucion de sales traza 1x. Las sales minimas E2y EQ y la
disolucién de sales traza se describen en el ejemplo 1. Los cultivos de 500 ml se incubaron a 37°C con agitacion
durante 6 horas y luego se cambiaron a 28°C durante 70 horas con agitacion. Posteriormente, los cultivos se
centrifugaron a 6000 x g, se lavaron una vez con agua destilada, se congelaron a -80°C durante al menos
30 minutos y se liofilizaron durante la noche.

El copolimero de las cepas 1, 5 y 12 se purificé a partir de biomasa seca extrayendo en primer lugar con
ciclohexanona a 65-70°C durante 30 minutos antes de centrifugar a 2000 x g durante 5 minutos. Posteriormente, se
decanto el sobrenadante y se mezclé con un volumen igual de heptano a 5-10°C. El polimero precipitado resultante
se filtré y se secd durante la noche a temperatura ambiente.

Los pesos moleculares de los copolimeros purificados se determinaron usando cromatografia de permeacién en gel
(GPC) usando un sistema de HPLC Waters Alliance. La tabla 12 muestra los pesos moleculares promedio en peso
(Mw), los pesos moleculares promedio en nimero (Mn) y el indice de polidispersidad (PD) medidos a partir de los
copolimeros purificados de las cepas 1,5y 12.

Tabla 12. Pesos moleculares y polidispersidad de copolimeros producidos por las cepas 1,5y 12.

Cepas Mw (g/mol) Mn (g/mol) PD
1 950.040 537.150 1,769
5 1.227.939 659.590 1,862
12 1.271.813 636.416 1,998

Ejemplo 7: determinacién de la composicién de PHA y la temperatura de transicién vitrea de los copolimeros de
PHB-co-4HB

Los copolimeros purificados de las cepas 1, 5y 12 tal como se describe en el ejemplo 6 se usaron para determinar
la composicion de PHA tal como se resalta en el ejemplo 1. La temperatura de transicion vitrea (Tg) se midié usando
analisis de calorimetria diferencial de barrido (DSC). La tabla 13 enumera el contenido de 4HB y la Ty medidos a
partir de los copolimeros purificados de las cepas 1, 5 y 12. La temperatura de transicién vitrea disminuyé con un
mayor contenido de 4HB en el copolimero.

Tabla 13. Produccion de polimero de PHB-co-4HB y Ty medidos a partir de los copolimeros purificados de las cepas
1,5y12.

Cepas o Titulo de Titulo de Compoosicic’m de T, (°C)
iomasa (g/l) PHA (g/l) | PHA (% de 4HB)

8,0 4,7 56 -25,93

10,0 6,6 33 -21,32

12 6,8 3,9 19 -12,93

Ejemplo 8: determinacién del contenido de base biolégica de un copolimero PHB-co-4HB

El copolimero purificado de la cepa 1 tal como se describe en el ejemplo 6 se us6 para determinar el contenido de
base biol6gica mediante datacién por radiocarbono basada en la norma ASTM D6866 de Beta Analytic (Miami,
Florida, EE. UU.). Se determind que el copolimero purificado de la cepa 1 contenia un contenido de base biolégica
del 97%.

Ejemplo 9: produccién de PHB-co-4HB a partir de glicerol como Unica fuente de carbono
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Las cepas 1y 6 se hicieron crecer y el contenido de polimero se analizé de la misma manera tal como se describid
en el ejemplo 1, con la excepcién de que el hidrato de carbono alimentado fue 30 g/l de glicerol en lugar de 20 g/l de
glucosa. Un resultado representativo para ambas cepas se muestra en la tabla 14.

Tabla 14. Produccién de polimero de PHB-co-4HB a partir de glicerol como Unica fuente de carbono.

Titulo de biomasa | Titulo de PHA | Composicion de
(o) (gM) PHA (% de 4HB)

1 55+0,3 2,1+0,1 45+3
6 4,8+0,2 1,5+0,1 18+2

Cepas

Secuencia de nucleotidos de ID del gen 001: gen sucD* de succinato-semialdehido deshidrogenasa de Clostridium
10 kluyveri
ATGTCCAACGAGGTTAGCATTAAGGAGCTGATTGAGAAGGCGARAGTGGCGC

AGAAAAAGCTGGAAGCGTATAGCCAAGAGCAAGTTGACGTTCTGGTCAAGGCGCTGGGTAAAGTTGTG
TACGACAACGCCGAGATGTTCGCGAAAGAGGCGGTGGAGGAAACCGAGATGGGTGTTTACGAGGATAA
AGTGGCTAAATGTCATCTGAAATCTGGTGCAATCTGGAATCACATTAAAGATAAGAAAACCGTTGGTA
TTATCAAGGAAGAACCGGAGCGTGCGCTGGTGTACGTCGCGAAGCCTAARAGGTGTTGTGGCGGCGACG
ACCCCTATCACCAATCCTGTGGTTACCCCGATGTGTAACGCGATGGCAGCAATTAAAGGTCGCAACAC
CATCATTGTCGCCCCGCATCCGAAGGCGAAGAAGGTGAGCGCGCACACCGTGGAGCTGATGAATGCAG
AACTGAAAAAGTTGGGTGCGCCGGAAAACATTATCCAGATCGTTGAAGCCCCAAGCCGTGAAGCAGCC
AAGGAGTTGATGGAGAGCGCAGACGTGGTTATCGCCACGGGTGGCGCAGGCCGTGTTAAAGCAGCGTA
CTCCTCCGGCCGTCCGGCATACGGTGTCGGTCCGGGCAATTCTCAGGTCATTGTCGATAAGGGTTACG
ATTATAACAAAGCTGCCCAGGACATCATTACCGGCCGCAAGTATGACAACGGTATCATTTGCAGCTCT
GAGCAGAGCGTGATCGCACCGGCGGAGGACTACGACAAGGTCATCGCGGCTTTCGTCGAGAATGGCGC
GTTCTATGTCGAGGATGAGGAAACTGTGGAGAAATTCCGTAGCACGCTGTTCAAGGATGGCAAGATCA
ATAGCAAAATCATCGGTAAATCCGTGCAGATCATCGCTGACCTGGCTGGTGTCAAGGTGCCGGAAGGC
ACCAAGGTGATCGTGTTGAAGGGCAAGGGTGCCGGTGAAAAGGACGTTCTGTGCAAGGAGAAAATGTG
CCCGGTCCTGGTTGCCCTGAAATATGACACCTTTGAGGAGGCGGTCGAGATCGCGATGGCCAACTATA
TGTACGAGGGTGCGGGCCATACCGCCGGTATCCACAGCGATAACGACGAGAATATCCGCTACGCGGGT
ACGGTGCTGCCAATCAGCCGTCTGGTTGTCAACCAGCCAGCAACTACGGCCGGTGGTAGCTTTAACAA

TGGTTTTAATCCGACCACCACCTTGGGCTGCGGTAGCTGGGGCCGTAACTCCATTAGCGAGAACCTGA
CGTATGAGCATCTGATTAATGTCAGCCGTATTGGCTATTTCAATAAGGAGGCAARAGTTCCTAGCTAC
GAGGAGATCTGGGGTTAA (SEQID NO: 16)

15 Secuencia de aminoacidos de ID del gen 001: gen SucD* de succinato-semialdehido deshidrogenasa de Clostridium
kluyveri

MSNEVSIKELIEKAKVAQKKLEAYSQEQVDVLVKALGKVVYDNAEMFAKEAV
EETEMGVYEDKVAKCHLKSGAIWNHIKDKKTVGIIKEEPERALVYVAKPKGVVAATTPITNPVVTPMC
NAMAATKGRNTIIVAPHPKAKKVSAHTVELMNAELKKLGAPENIIQIVEAPSREAAKELMESADVVIA
TGGAGRVKAAYSSGRPAYGVGPGNSQVIVDKGYDYNKAAQDITTGRKYDNGIICSSEQSVIAPAEDYD
KVIAAFVENGAFYVEDEETVEKFRSTLFKDGKINSKIIGKSVQIIADLAGVKVPEGTKVIVLKGKGAG
EKDVLCKEKMCPVLVALKYDTFEEAVEIAMANYMYEGAGHTAGIHSDNDENIRYAGTVLPISRLVVNQ
PATTAGGSFNNGFNPTTTLGCGSWGRNSISENLTYEHLINVSRIGYFNKEAKVPSYEEIWG (SEQ ID
NO: 17)

20 Secuencia de nucleétidos de ID del gen 002: gen SsaRa* de semialdehido succinico reductasa de Arabidopsis
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thaliana
ATGGAAGTAGGTTTTCTGGGTCTGGGCATTATGGGTAAAGCTATGTCCATGA

ACCTGCTGAAAAACGGTTTCAAAGTTACCGTGTGGAACCGCACTCTGTCTAAATGTGATGAACTGGTT
GAACACGGTGCAAGCGTGTGCGAGTCTCCGGCTGAGGTGATCAAGAAATGCARATACACGATCGCGAT
GCTGAGCGATCCGTGTGCAGCTCTGTCTGTTGTTTTCGATARAGGCGGTGTTCTGGAACAGATCTGCG
AGGGTAAGGGCTACATCGACATGTCTACCGTCGACGCGGAAACTAGCCTGAAAATTAACGAAGCGATC
ACGGGCAAAGGTGGCCGTTTTGTAGAAGGTCCTGTTAGCGGTTCCAAAAAGCCGGCAGAAGACGGCCA
GCTGATCATCCTGGCAGCAGGCGACAAAGCACTGTTCGAGGAATCCATCCCGGCCTTTGATGTACTGG
GCAAACGTTCCTTTTATCTGGGTCAGGTGGGTAACGGTGCGAAAATGAAACTGATTGTTAACATGATC
ATGGGTTCTATGATGAACGCGTTTAGCGAAGGTCTGGTACTGGCAGATAAAAGCGGTCTGTCTAGCGA
CACGCTGCTGGATATTCTGGATCTGGGTGCTATGACGAATCCGATGTTCAAAGGCAAAGGTCCGTCCA
TGACTARATCCAGCTACCCACCGGCTTTCCCGCTGAAACACCAGCAGAAAGACATGCGTCTGGCTCTG
GCTCTGGGCGACGARAACGCTGTTAGCATGCCGGTCGCTGCGGCTGCGAACGAAGCCTTCARGARAGC
CCGTAGCCTGGGCCTGGGCGATCTGGACTTTTCTGCTGTTATCGAAGCGGTAAAATTCTCTCGTGAAT
AA (SEQ ID NO: 18)

Secuencia de aminoacidos de ID del gen 002: gen SsaRa* de semialdehido succinico reductasa de Arabidopsis
5 thaliana

MEVGFLGLGIMGKAMSMNLLKNGFKVIVWNRTLSKCDELVEHGASVCESPAE
VIKKCKYTIAMLSDPCAALSVVEDKGGVLEQICEGKGYIDMSTVDAETSLKINEAITGKGGREVEGPV
SGSKKPAEDGQLIILAAGDKALFEESIPAFDVLGKRSEFYLGQVGNGAKMKLIVNMIMGSMMNAFSEGL
VLADKSGLSSDTLLDILDLGAMTNPMFKGKGPSMTKSSYPPAFPLKHQQKDMRLALALGDENAVSMPV
AAAANEAFKKARSLGLGDLDFSAVIEAVKFSRE (SEQ IDNO: 19)

Secuencia de nucleétidos de ID del gen 003: L-1,2-propanodiol oxidorreductasa fucOsL-L7v de Escherichia coli cepa
10 K-12 subcepa MG1655

ATGATGGCTAACAGAATGCTGGTGAACGAAACGGCATGGTTTGGTCGGGGTG
CTGTTGGGGCTTTAACCGATGAGGTGAAACGCCGTGGTTATCAGAAGGCGCTGATCGTCACCGATAAA
ACGCTGGTGCAATGCGGCGTGGTGGCGAAAGTGACCGATAAGATGGATGCTGCAGGGCTGGCATGGGC
GATTTACGACGGCGTAGTGCCCAACCCAACAATTACTGTCGTCAAAGAAGGGCTCGGTGTATTCCAGA
ATAGCGGCGCGGATTACCTGATCGCTATTGGTGGTGGTTCTCCACAGGATACTTGTAAAGCGATTGGC
ATTATCAGCAACAACCCGGAGTTTGCCGATGTGCGTAGCCTGGAAGGGCTTTCCCCGACCAATAAACC
CAGTGTACCGATTCTGGCAATTCCTACCACAGCAGGTACTGCGGCAGAAGTGACCATTAACTACGTGA
TCACTGACGAAGAGAAACGGCGCAAGTTTGTTTGCGTTGATCCGCATGATATCCCGCAGGTGGCGTTT
ATTGACGCTGACATGATGGATGGTATGCCTCCAGCGCTGAAAGCTGCGACGGGTGTCGATGCGCTCAC
TCATGCTATTGAGGGGTATATTACCCGTGGCGCGTGGGCGCTAACCGATGCACTGCACATTAAAGCGA
TTGAAATCATTGCTGGGGCGCTGCGAGGATCGGTTGCTGGTGATAAGGATGCCGGAGAAGAAATGGCG
CTCGGGCAGTATGTTGCGGGTATGGGCTTCTCGAATGTTGGGTTAGGGTTGGTGCATGGTATGGCGCA
TCCACTGGGCGCGTTTTATAACACTCCACACGGTGTTGCGAACGCCATCCTGTTACCGCATGTCATGC
GTTATAACGCTGACTTTACCGGTGAGAAGTACCGCGATATCGCGCGCGTTATGGGCGTGAAAGTGGAA
GGTATGAGCCTGGAAGAGGCGCGTAATGCCGCTGTTGAAGCGGTGTTTGCTCTCAACCGTGATGTCGG
TATTCCGCCACATTTGCGTGATGTTGGTGTACGCAAGGAAGACATTCCGGCACTGGCGCAGGCGGCAC
TGGATGATGTTTGTACCGGTGGCAACCCGCGTGAAGCAACGCTTGAGGATATTGTAGAGCTTTACCAT
ACCGCCTGGTAA (SEQID NO:20)
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Secuencia de aminoacidos de ID del gen 003: L-1,2-propanodiol oxidorreductasa fucOei-L7v de Escherichia coli cepa
5 K-12 subcepa MG1655

MANRMLVNETAWEFGRGAVGALTDEVKRRGYQKALIVTDKTLVQCGVVAKVTD
KMDAAGLAWAIYDGVVPNPTITVVKEGLGVEQNSGADYLIAIGGGSPQDTCKAIGIISNNPEFADVRS
LEGLSPTNKPSVPILAIPTTAGTAAEVTINYVITDEEKRRKEFVCVDPHDIPQVAFIDADMMDGMPPAL
KAATGVDALTHATIEGYITRGAWALTDALHIKAIEITAGALRGSVAGDKDAGEEMALGQYVAGMGE SNV
GLGLVHGMAHPLGAFYNTPHGVANAILLPHVMRYNADFTGEKYRDIARVMGVKVEGMSLEEARNAAVE
AVFALNRDVGIPPHLRDVGVRKEDIPALAQAALDDVCTGGNPREATLEDIVELYHTAW (SEQ ID
NO: 21)

10 Secuencia de nucleétidos de ID del gen 004: gen de fusion phaC3/C5 de polihidroxialcanoato sintasa de
Pseudomonas putida/Zoogloea ramigera

ATGAGTAACAAGAACAACGATGAGCTGCAGTGGCAATCCTGGTTCAGCAAGG
CGCCCACCACCGAGGCGAACCCGATGGCCACCATGTTGCAGGATATCGGCGTTGCGCTCAAACCGGAA
GCGATGGAGCAGCTGAAAAACGATTATCTGCGTGACTTCACCGCGTTGTGGCAGGATTTTTTGGCTGG
CAAGGCGCCAGCCGTCAGCGACCGCCGCTTCAGCTCGGCAGCCTGGCAGGGCAATCCGATGTCGGCCT
TCAATGCCGCATCTTACCTGCTCAACGCCAAATTCCTCAGTGCCATGGTGGAGGCGGTGGACACCGCA

CCCCAGCAAAAGCAGAAAATACGCTTTGCCGTGCAGCAGGTGATTGATGCCATGTCGCCCGCGAACTT
CCTCGCCACCAACCCGGAAGCGCAGCAAAAACTGATTGAAACCAAGGGCGAGAGCCTGACGLCGTGGLCC
TGGTCAATATGCTGGGCGATATCAACAAGGGCCATATCTCGCTGTCGGACGAATCGGCCTTTGAAGTG
GGCCGCAACCTGGCCATTACCCCGGGCACCGTGATTTACGAAAATCCGCTGTTCCAGCTGATCCAGTA
CACGCCGACCACGCCGACGGTCAGCCAGCGCCCGCTGTTGATGGTGCCGCCGTGCATCAACAAGTTCT
ACATCCTCGACCTGCAACCGGAAAATTCGCTGGTGCGCTACGCGGTGGAGCAGGGCAACACCGTGTTC
CTGATCTCGTGGAGCAATCCGGACAAGTCGCTGGCCGGCACCACCTGGGACGACTACGTGGAGCAGGG
CGTGATCGAAGCGATCCGCATCGTCCAGGACGTCAGCGGCCAGGACAAGCTGAACATGTTCGGCTTCT
GCGTGGGCGGCACCATCGTTGCCACCGCACTGGCGGTACTGGCGGCGCGTGGCCAGCACCCGGCGGCT
AGCCTGACCCTGCTGACCACCTTCCTCGACTTCAGCGACACCGGCGTGCTCGACGTCTTCGTCGATGA
AACCCAGGTCGCGCTGCGTGAACAGCAATTGCGCGATGGCGGCCTGATGCCGGGCCGTGACCTGGCCT
CGACCTTCTCGAGCCTGCGTCCGAACGACCTGGTATGGAACTATGTGCAGTCGAACTACCTCARAAGGC
AATGAGCCGGCGGCGTTTGACCTGCTGTTCTGGAATTCGGACAGCACCAATTTGCCGGGCCCGATGTT
CTGCTGGTACCTGCGCAACACCTACCTGGAAAACAGCCTGAAAGTGCCGGGCAAGCTGACGGTGGCCG
GCGAAAAGATCGACCTCGGCCTGATCGACGCCCCGGCCTTCATCTACGGTTCGCGCGAAGACCACATC
GTGCCGTGGATGTCGGCGTACGGTTCGCTCGACATCCTCAACCAGGGCAAGCCGGGLCGLCCAACCGCTT
CGTGCTGGGCGCGTCCGGCCATATCGCCGGCGTGATCAACTCGGTGGCCAAGAACAAGCGCAGCTACT
GGATCAACGACGGTGGCGCCGCCGATGCCCAGGCCTGGTTCGATGGCGCGCAGGAAGTGCCGGGCAGL
TGGTGGCCGCAATGGGCCGGGTTCCTGACCCAGCATGGCGGCAAGAAGGTCAAGCCCAAGGCCARGCC
CGGCAACGCCCGCTACACCGCGATCGAGGCGGCGCCCGGCCGT TACGTCARAGCCAAGGGCTGA
(SEQ ID NO: 22)

15 Secuencia de aminoacidos de ID del gen 004: gen de fusion phaC3/C5 de polihidroxialcanoato sintasa de
Pseudomonas putida/Zoogloea ramigera
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MSNKNNDELQWOSWESKAPTTEANPMATMLODIGVALKPEAMEQLKNDYLRD
FTALWQODFLAGKAPAVSDRRESSAAWQGNPMSAFNAASY LLNAKFLSAMVEAVDTAPQOKQKIRFAVQ
QVIDAMSPANFLATNPEAQQOKLIETKGESLTRGLVNMLGDINKGHISLSDESAFEVGRNLAITPGTVI
YENPLEQLIQYTPTTPTVSQRPLLMVPPCINKEFYILDLOPENSLVRYAVEQGNTVFLISWSNPDKSLA
GTTWDDYVEQGVIEAIRIVQDVSGODKLNMEFGEFCVGGTIVATALAVLAARGQHPAASLTLLTTFLDES
DTGVLDVEVDETQVALREQQLRDGGLMPGRDLASTEFSSLRPNDLVWNYVQSNYLKGNEPAAFDLLEWN
SDSTNLPGPMFCWYLRNTYLENSLKVPGKLTVAGEKIDLGLIDAPAFTIYGSREDHIVPWMSAYGSLDI
LNQGKPGANREVLGASGHIAGVINSVAKNKRSYWINDGGAADAQAWEDGAQEVPGSWWPOWAGEFLTQH
GGKKVKPKAKPGNARYTAIEAAPGRYVKAKG (SEQ ID NO: 23)

Secuencia de nuclettidos de ID del gen 005: gen de fusién phaC3/C1* de polihidroxialcanoato sintasa de
Pseudomonas putida/Ralstonia eutropha JMP134

ATGACTAGAAGGAGGTTTCATATGAGTAACAAGAACAACGATGAGCTGGCGA
CGGGTAAAGGTGCTGCTGCATCTTCTACTGAAGGTAAATCTCAGCCGTTTAAATTCCCACCGGGTCCG
CTGGACCCGGCCACTTGGCTGGAATGGAGCCGTCAGTGGCAAGGTCCGGAGGGCAATGGCGGTACCGT

GCCGGGTGGCTTTCCGGGTTTCGAAGCGTTCGCGGCGTCCCCGCTGGCGGGCGTGAAAATCGACCCGG
CTCAGCTGGCAGAGATCCAGCAGCGTTATATGCGTGATTTCACCGAGCTGTGGCGTGGTCTGGCAGGC
GGTGACACCGAGAGCGCTGGCAAACTGCATGACCGTCGCTTCGCGTCCGAAGCGTGGCACAAARAACGC
GCCGTATCGCTATACTGCGGCATTTTACCTGCTGAACGCACGTGCACTGACGGAACTGGCTGATGCAG
TAGAAGCGGATCCGAAAACCCGTCAGCGTATCCGTTTTGCGGTTTCCCAGTGGGTAGATGCTATGAGC
CCGGCTAACTTCCTGGCCACCAACCCGGACGCTCAGAACCGTCTGATCGAGAGCCGTGGTGAAAGCCT
GCGTGCCGGCATGCGCAATATGCTGGAAGATCTGACCCGCGGTAAAATTTCCCAAACCGATGAGACTG
CCTTCGAAGTAGGCCGTAACATGGCAGTTACCGAAGGTGCTGTGGTATTCGAAAACGAGTTCTTCCAG
CTGCTGCAGTACAAACCTCTGACTGACAAAGTATACACCCGTCCGCTGCTGCTGGTACCGCCGTGCAT
TAACAAGTTCTATATTCTGGACCTGCAGCCGGAAGGTTCTCTGGTCCGTTACGCAGTCGAACAGGGTC
ACACTGTATTCCTGGTGAGCTGGCGCAATCCAGACGCTAGCATGGCTGGCTGTACCTGGGATGACTAT
ATTGAAAACGCGGCTATCCGCGCCATCGAGGTTGTGCGTGATATCAGCGGTCAGGACAAGATCAACAC
CCTGGGCTTTTGTGTTGGTGGCACGATCATCTCCACTGCCCTGGCGGTCCTGGCCGCCCGTGGTGAGC
ACCCGGTGGCCTCTCTGACCCTGCTGACTACCCTGCTGGACTTCACCGATACTGGTATCCTGGATGTT
TTCGTGGACGAGCCACACGTTCAGCTGCGTGAGGCGACTCTGGGCGGCGCCAGCGGCGGTCTGCTGCG
TGGTGTCGAGCTGGCCAATACCTTTTCCTTCCTGCGCCCGAACGACCTGGTTTGGAACTACGTTGTTG
ACAACTATCTGAAAGGCAACACCCCGGTACCTTTCGATCTGCTGTTCTGGAACGGTGATGCAACCAAC
CTGCCTGGTCCATGGTACTGTTGGTACCTGCGTCATACTTACCTGCAGAACGAACTGAAAGAGCCGGG
CAAACTGACCGTGTGTAACGAACCTGTGGACCTGGGCGCGATTAACGTTCCTACTTACATCTACGGTT
CCCGTGAAGATCACATCGTACCGTGGACCGCGGCTTACGCCAGCACCGCGCTGCTGAAGAACGATCTG
CGTTTCGTACTGGGCGCATCCGGCCATATCGCAGGTGTGATCAACCCTCCTGCAAAGAAAAAGCGTTC
TCATTGGACCAACGACGCGCTGCCAGAATCCGCGCAGGATTGGCTGGCAGGTGCTGAGGAACACCATG
GTTCCTGGTGGCCGGATTGGATGACCTGGCTGGGTAAACAAGCCGGTGCAAAACGTGCAGCTCCAACT
GAATATGGTAGCAAGCGTTATGCTGCAATCGAGCCAGCGCCAGGCCGTTACGTTAAAGCGAAAGCATA
A (SEQID NO: 24)

10 Secuencia de aminodcidos de ID del gen 005: gen de fusién phaC3/C1* de polihidroxialcanoato sintasa de
Pseudomonas putida/Ralstonia eutropha JMP134 *
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MSNEKNNDELATGKGAAASSTEGKSQPFKFPPGPLDPATWLEWSROWQGPEGN
GGTVPGGFPGFEAFAASPLAGVKIDPAQLAEIQQRYMRDFTELWRGLAGGDTESAGKLHDRRFASEAW
HKNAPYRYTAAFYLLNARALTELADAVEADPKTRQRIRFAVSQWVDAMSPANFLATNPDAQNRLIESR
GESLRAGMRNMLEDLTRGKISQTDETAFEVGRNMAVTEGAVVFENEFFQLLOQYKPLTDKVYTRPLLLV
PPCINKFYILDLOPEGSLVRYAVEQGHTVFLVSWRNPDASMAGCTWDDYIENAAIRAIEVVRDISGQD
KINTLGFCVGGTIISTALAVLAARGEHPVASLTLLTTLLDFTDTGILDVEVDEPHVQLREATLGGASG
GLLRGVELANTEFSFLRPNDLVWNYVVDNYLKGNTPVPFDLLFWNGDATNLPGPWYCWYLRHTYLONEL
KEPGKLTVCNEPVDLGAINVPTYIYGSREDHIVPWTAAYASTALLKNDLRFVLGASGHIAGVINPPAK
KKRSHWINDALPESAQDWLAGAEEHHGSWWPDWMTWLGKQAGAKRAAPTEYGSKRYAAIEPAPGRYVK
AKA (SEQ ID NO: 25)

Secuencia de nucleétidos de ID del gen 006: gen de fusion phaC3/C33 de polihidroxialcanoato sintasa de
Pseudomonas putida/Delftia acidovorans 89-11-102

ATGAGTAACAAGAACAACGATGAGCTGGCGAATTTCGACCCGCTGGCTGGCC
TGTCTGGTCAATCGGTGCAACAGTTCTGGAATGAGCAGTGGAGCCGTACCCTGCAGACCTTGCAGCAG
ATGGGTCAACCGGGCCTGCCGGGCATTCAAGGTATGCCGGGTATGCCAGACATGGCACAAGCGTGGAA
AGCCGCTGTGCCGGAACCGGGTGCACTGCCTGAGAATGCGCTGTCTCTGGATCCGGAGAAGCTGCTGG
AACTGCAGCGTCAATATCTGGACGGTGCAAAAGCGATGGCAGAGCAGGGCGGTGCGCAAGCATTGCTG
GCAAAAGATAAACGTTTCAATACCGAATCGTGGGCAGGTAATCCGCTGACGGCTGCGACCGCGGCAAC
CTACCTGCTGAACTCCCGTATGCTGATGGGTCTGGCGGACGCTGTTCAGGCGGACGATAAGACCCGTA
ACCGTGTGCGTTTTGCGATTGAGCAGTGGCTGGCAGCGATGGCGCCGAGCAACTTCCTGGCGCTGAAT
GCTGAGGCCCAAAAGAAGGCGATCGAGACTCAGGGCGAGAGCCTGGCCCAAGGCGTGGCGAACCTGCT
GGCGGATATGCGTCAGGGTCATGTCTCCATGACCGACGAAAGCCTGTTTACGGTGGGCAAGAACGTGG
CAACGACCGAAGGTGCGGTTGTTTTCGAGAATGAGCTGTTCCAGTTGATTGAGTATAAGCCGTTGACG
GATAAGGTGCATGAGCGCCCGTTCCTGATGGTGCCGCCGTGCATCAACAAATTCTATATCCTGGATCT
GCAACCGGACAACAGCCTGATCCGTTATGCCGTTAGCCAGGGCCATCGCACGTTCGTCATGTCCTGGC
GCAATCCAGACGAATCTCTGGCCCGTAAAACGTGGGATAACTACATCGAAGATGGCGTTCTGACGGGT
ATTCGCGTCGCGCGTGAGATTGCTGGTGCGGAGCAGATCAACGTTCTGGGTTTTTGTGTGGGCGGCAC
TATGTTGAGCACCGCGTTGGCGGTTCTGCAAGCCCGCCACGACCGCGAGCACGGCGCAGTCGCAGCAC
CAGCCGCTAAAGCGCCAGCGGCGAAACGTGCGGCAGGTAGCCGCAGCGCGGCTCGTACGTCCACTGCG
CGTGCCACCGCCCCTGCAGGTGTTCCGTTCCCGGTTGCGAGCGTCACCTTGCTGACCACCTTTATCGA
TTTCTCCGACACCGGCATCCTGGACGTGTTCATTGATGAATCTGTCGTCCGTTTTCGCGAGATGCAAA
TGGGTGAAGGTGGTTTGATGAAGGGCCAAGACCTGGCGAGCACCTTTAGCTTTCTGCGCCCGAATGAC
TTGGTTTGGAATTACGTCGTGGGCAACTACCTGAAAGGTGAAACCCCTCCGCCGTTTGACCTGCTGTA
TTGGAACAGCGATAGCACCAACCTGCCGGGTCCGTACTACGCGTGGTACCTGCGTAATCTGTACCTGG
AAAATCGCCTGGCACAGCCGGGTGCGTTGACTGTTTGCGGTGAACGTATCGACATGCACCAGCTGCGT
CTGCCGGCGTACATCTATGGCAGCCGCGAAGATCACATTGTTCCGGTTGGTGGTAGCTATGCCAGCAC
CCAAGTGCTGGGTGGTGATAAGCGCTTTGTGATGGGTGCGTCCGGTCACATTGCAGGCGTCATCAACC
CGCCTGCAAAGAAGAAACGTAGCTACTGGCTGCGTGAAGATGGCCAGCTGCCGGCCACGCTGARAAGAG
TGGCAGGCCGGTGCCGACGAGTATCCTGGTAGCTGGTGGGCGGATTGGAGCCCGTGGCTGGCCGAGCA
CGGTGGCAAACTGGTGGCAGCGCCGAAGCAATACGGCAAAGGCCGTGAGTACACGGCGATTGAACCGG
CTCCAGGCCGCTACGTITTTGGTCAAGGCGTAA (SEQ ID NO: 26)

Secuencia de aminoacidos de ID del gen 006: gen de fusion phaC3/C33 de polihidroxialcanoato sintasa de
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Pseudomonas putida/Delftia acidovorans 89-11-102

MSNKNNDELANFDPLAGLSGQSVQOQFWNEQWSRTLQT LOQOMGOPGLPGIQGM
PGMPDMAQAWKAAVPEPGALPENALSLDPEKLLELQRQYLDGAKAMAEQGGAQALLAKDKRENTE SWA
GNPLTAATAATYLLNSRMLMGLADAVQADDKTRNRVRFATEQWLAAMAPSNEFLALNAEAQKKAIETQG
ESLAQGVANLLADMROQGHVSMTDESLETVGKNVATTEGAVVFENELFQLIEYKPLTDKVHERPEFLMVP

PCINKEYILDLOPDNSLIRYAVSQGHRTEVMSWRNPDESLARKTWDNYIEDGVLTGIRVAREIAGAEQ
INVLGFCVGGTMLSTALAVLOQARHDREHGAVAAPAAKAPAAKRAAGSRSAARTSTARATAPAGVPEPV
ASVILLTTFIDFSDTGILDVEFIDESVVREFREMOMGEGGLMKGQDLASTESELRPNDLVWNYVVGNYLK
GETPPPFDLLYWNSDSTNLPGPYYAWYLRNLYLENRLAQPGALTVCGERIDMHQLRLPAYIYGSREDH
IVPVGGSYASTQVLGGDKREVMGASGHIAGVINPPAKKKRSYWLREDGQLPATLKEWQAGADEYPGSW
WADWSPWLAEHGGKLVAAPKQYGKGREYTAIEPAPGRYVLVKA (SEQ ID NO: 27)

Lista de secuencias
<110> Metabolix, Inc.

<120> COMPOSICIONES DE COPOLIMERO DE POLIHIDROXIALCANOATO Y METODOS DE ELABORACION
DE LAS MISMAS

<130> MBLX-50416WO

<150> Documento US 61/734489
<151> 07-12-2012

<150> Documento US 61/711825
<151> 10-10-2012

<160> 27
<170> PatentIn versién 3.5

<210>1

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> promotor PsynA

<400> 1
ttgacagcta gctcagtcct aggtataatg ctage 35

<210>2

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> promotor PsynC

<400> 2
ttgacagcta gctcagtcct aggtactgtg ctage 35

<210> 3

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> promotor PsynCE
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<400> 3
tttacagcta gctcagtcct aggtattatg ctage

<210>4

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> promotor PsynH

<400> 4
ctgacagcta getcagtect aggtataatg ctage

<210>5

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> promotor PsynK

<400>5
tttacggcta gctcagtect aggtacaatg ctage

<210> 6

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> PsynM promotor

<400> 6
ttgacagcta gctcagtcct agggactatg ctage

<210>7

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> promotor Px

<400>7
tcgecagtct ggectgaaca tgatataaaa t

<210>8

<211> 178

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> promotor PuspA

<400> 8

ES 2747230 T3

35

35

35

35

31

aaccactatc aatatattca tgtcgaaaat ttgtttatct aacgagtaag caaggcggat 60

tgacggatca tccgggtcecge tataaggtaa ggatggtctt aacactgaat ccttacgget 120

gggttagecee cgegecacgta gttegecagga cgegggtgac gtaacggcac aagaaacg 178

<210>9
<211>170
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<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> promotor PrpsU

<400>9
atgcgggttg atgtaaaact ttgttcgccec ctggagaaag cctcecgtgtat actcctcace 60

cttataaaag tccctttcaa aaaaggccge ggtgctttac aaagcagcag caattgcecagt 120

aaaattccge accattttga aataagctgg cgttgatgcc agcggcaaac 170

<210> 10

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> promotor PsynAF7

<400> 10
ttgacagcta gctcagtcct aggtacagtg ctage 35

<210> 11

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> promotor PsynAF3

<400> 11
ttgacagcta gctcagtect aggtacaatg ctage 35

<210> 12

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> terminador TtrpL

<400> 12
ctaatgagcg ggctitttit tgaacaaaa 29

<210> 13

<211> 38

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> terminador T1006

<400> 13
aaaaaaaaaa aaccccgctt cggeggggtt tttttt 38

<210> 14

<211> 44

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> terminador TrrnB1

34



10

15

20

<400> 14

ataaaacgaa aggctcagtc gaaagactgg gcectttegtt ttat

<210> 15
<211> 28
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> terminador TrrnB2

<400> 15

agaaggccat cctgacggat ggectttt

<210> 16
<211> 1362
<212> ADN

<213> Clostridium kluyveri

<400> 16
atgtccaacg

ctggaagcgt
tacgacaacg
gaggataaag
aagaaaaccg
cctaaaggtg
aacgcgatgg
aagaaggtga
ccggaaaaca
gagagcgcag
tcecggecegte
tacgattata
atttgcagct
gctttegteg
agcacgctgt
atcgctgacce
aagggtgcecg
ctgaaatatg
ggtgcgggcec

acggtgctge

aggttagcat
atagccaaga
ccgagatgtt
tggctaaatg
ttggtattat
ttgtggcgge
cagcaattaa
gcgcgcacac
ttatccagat
acgtggttat
cggcatacgg
acaaagctgc
ctgagcagag
agaatggcgce
tcaaggatgg
tggetggtgt
gtgaaaagga
acacctttga
ataccgcegg

caatcagccg

ES 2747230 T3

taaggagctg
gcaagttgac
cgcgaaagag
tcatctgaaa
caaggaagaa
gacgacccct
aggtcgcaac
cgtggagcetg
cgttgaagcce
cgccacgggt
tgtcggtcecg
ccaggacatc
cgtgatcgca
gttctatgtc
caagatcaat
caaggtgcecg
cgttetgtge
ggaggcggtc
tatccacagce

tctggttgtce

attgagaagg
gttctggtca
gcggtggagyg
tctggtgcaa
ccggagegtyg
atcaccaatc
accatcattg
atgaatgcag
ccaagccgtg
ggcgcaggcec
ggcaattctce
attaccggce
ccggcggagg
gaggatgagg
agcaaaatca
gaaggcacca
aaggagaaaa
gagatcgcga
gataacgacg

aaccagccag

35

cgaaagtggce
aggcgctggg
aaaccgagat
tctggaatca
cgctggtgta
ctgtggttac
tcgececceegea
aactgaaaaa
aagcagccaa
gtgttaaagc
aggtcattgt
gcaagtatga
actacgacaa
aaactgtgga
tcggtaaatc
aggtgatcgt
tgtgceceggt
tggccaacta
agaatatccg

caactacggc

gcagaaaaag
taaagttgtg
gggtgtttac
cattaaagat
cgtcgcgaag
cccgatgtgt
tccgaaggeg
gttgggtgcg
ggagttgatg
agcgtactcce
cgataagggt
caacggtatc
ggtcatcgcg
gaaattccgt
cgtgcagatc
gttgaagggce
cctggttgee
tatgtacgag
ctacgecgggt

cggtggtage

44

28

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200



ES 2747230 T3

tttaacaatg gttttaatcc gaccaccacc ttgggctgceg

attagcgaga acctgacgta tgagcatctg attaatgtca

aaggaggcaa aagttcctag ctacgaggag atctggggtt

<210> 17

<211> 453

<212> PRT

<2183> Clostridium kluyveri

<400> 17

Met Ser Asn Glu Val Ser
1 5

Ala Gln Lys Lys Leu Glu
20

Val Lys Ala Leu Gly Lys
35

Lys Glu Ala Val Glu Glu
50

Ala Lys Cys His Leu Lys
65 70

Lys Lys Thr Val Gly Ile

Tyr Val Ala Lys Pro Lys
100

Asn Pro Val Val Thr Pro
115

Arg Asn Thr Ile Ile Val
130

Ala His Thr Val Glu Leu
145 150

Pro Glu Asn Ile Ile Gln
165

Lys Glu Leu Met Glu Ser
180

Ile

Ala

Val

Thr

55

Ser

Ile

Gly

Met

Ala

135

Met

Ile

Ala

Lys

Tyr

Val

40

Glu

Gly

Lys

Val

Cys

120

Pro

Asn

Val

Asp

Glu

Ser

25

Tyr

Met

Ala

Glu

Val

105

Asn

His

Ala

Glu

Val
185

Leu

10

Gln

Asp

Gly

Ile

Glu

Ala

Ala

Pro

Glu

Ala

170

Val

36

Ile

Glu

Asn

Val

Trp

75

Pro

Ala

Met

Lys

Leu

155

Pro

Ile

gtagctgggg ccgtaactcc

gccgtattgg ctatttcaat

aa

Glu

Gln

Ala

Tyr

60

Asn

Glu

Thr

Ala

Ala

140

Lys

Ser

Ala

Lys

Val

Glu

45

Glu

His

Arg

Thr

Ala

125

Lys

Lys

Arg

Thr

Ala

Asp

30

Met

Asp

Ile

Ala

Pro

110

Ile

Lys

Leu

Glu

Gly
190

Lys

15

Val

Phe

Lys

Lys

Leu

95

Ile

Lys

Val

Gly

Ala

175

Gly

Val

Leu

Ala

Val

Asp

Val

Thr

Gly

Ser

Ala

160

Ala

Ala

1260

1320

1362



Gly

Gly

Lys

225

Ile

Lys

Glu

Ile

Ala

305

Lys

Val

Ala

His

Tle

385

Phe

Gly

Arg

Pro

210

Ala

Cys

val

Glu

Asn

290

Gly

Gly

Leu

Met

Ser

370

Ser

Asn

Arg

Val

195

Gly

Ala

Ser

Ile

Thr

275

Ser

Val

Ala

val

Ala

355

Asp

Arg

Asn

Asn

Lys

Asn

Gln

Ser

Ala

260

Val

Lys

Lys

Gly

Ala

340

Asn

Asn

Leu

Gly

Ser
420

Ala

Ser

Asp

Glu

245

Ala

Glu

Ile

Val

Glu

325

Leu

Tyr

Asp

Val

Phe

405

Ile

Ala

Gln

Ile

230

Gln

Phe

Lys

Ile

Pro

310

Lys

Lys

Met

Glu

Val

390

Asn

Ser

Val Ser Arg Ile Gly Tyr

435

Glu Glu TIle Trp Gly

450

Tyr

Val

215

Ile

Ser

vVal

Phe

Gly

295

Glu

Asp

Tyr

Tyr

Asn

375

Asn

Pro

Glu

Phe

ES 2747230 T3

Ser

200

Ile

Thr

val

Glu

Arg

280

Lys

Gly

val

Asp

Glu

360

Ile

Gln

Thr

Asn

Asn
440

Ser

Val

Gly

Ile

Asn

265

Ser

Ser

Thr

Leu

Thr

345

Gly

Arg

Pro

Thr

Leu

425

Lys

Gly

Asp

Arg

Ala

250

Gly

Thr

val

Lys

Cys

330

Phe

Ala

Tyr

Ala

Thr

410

Thr

Glu

Arg

Lys

Lys

235

Pro

Ala

Leu

Gln

Val

315

Lys

Glu

Gly

Ala

Thr

395

Leu

Tyr

Ala

37

Pro

Gly

220

Tyr

Ala

Phe

Phe

Ile

300

Ile

Glu

Glu

His

Gly

380

Thr

Gly

Glu

Lys

Ala

205

Tyr

Asp

Glu

Tyr

Lys

285

Ile

Val

Lys

Ala

Thr

365

Thr

Ala

Cys

His

val
445

Tyr

Asp

Asn

Asp

val

270

Asp

Ala

Leu

Met

val

350

Ala

Val

Gly

Gly

Leu

430

Pro

Gly

Tyr

Gly

Tyr

255

Glu

Gly

Asp

Lys

Cys

335

Glu

Gly

Leu

Gly

Ser

415

Ile

Ser

Val

Asn

Ile

240

Asp

Asp

Lys

Leu

Gly

320

Pro

Ile

Ile

Pro

Ser

400

Trp

Asn

Tyr
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15

<210> 18
<211> 870
<212> ADN

<213> Arabidopsis thaliana

<400> 18
atggaagtag

aaaaacggtt
gaacacggtg
atcgcgatge
ctggaacaga
agcctgaaaa
agcggttcca
gcactgttcg
ggtcaggtgg
atgaacgcgt
ctgctggata
tccatgacta
cgtectggcete
aacgaagcct
atcgaagcgg

<210> 19
<211> 289
<212> PRT

gttttctggg
tcaaagttac
caagcgtgtg
tgagcgatcce
tctgcgaggyg
ttaacgaagc
aaaagccggce
aggaatccat
gtaacggtgce
ttagcgaagg
ttctggatct
aatccagcta
tggctctggg
tcaagaaagc

taaaattctce

<213> Arabidopsis thaliana

<400> 19

Met Glu Val Gly Phe Leu

1

Met Asn Leu Leu Lys Asn

Leu Ser Lys Cys Asp Glu

35

Ser Pro Ala Glu Val Ile

50

5

20

ES 2747230 T3

tctgggcatt
cgtgtggaac
cgagtctceceg
gtgtgcagct
taagggctac
gatcacgggc
agaagacggc
cceggecettt
gaaaatgaaa
tctggtactg
gggtgctatg
cccaccggcet
cgacgaaaac
ccgtagectg

tcgtgaataa

Gly Leu

Gly Phe

Leu Val
40

Lys Lys
55

atgggtaaag
cgcactctgt
gctgaggtga
ctgtctgttg
atcgacatgt
aaaggtggcce
cagctgatca
gatgtactgg
ctgattgtta
gcagataaaa
acgaatccga
ttcecegetga
gctgttagca

ggcetgggeg

Gly Ile Met

10

Lys Val Thr

25

Glu His Gly

Cys Lys Tyr

38

ctatgtccat
ctaaatgtga
tcaagaaatg
ttttcgataa
ctaccgtcga
gttttgtaga
tcctggecage
gcaaacgttc
acatgatcat
gcggtcetgtce
tgttcaaagg
aacaccagca
tgcecggtege

atctggactt

Gly

Val
30

Ala
45

Thr
60

gaacctgcetg
tgaactggtt
caaatacacg
aggcggtgtt
cgcggaaact
aggtcctgtt
aggcgacaaa
cttttatctg
gggttctatg
tagcgacacg
caaaggtccg
gaaagacatg
tgcggetgeg

ttctgetgtt

Lys Ala Met Ser

15

Trp Asn Arg Thr

Ser Val Cys Glu

Ile Ala Met Leu

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

870



Ser Asp
65

Leu Glu

Asp Ala

Gly Arg

Asp Gly
130

Glu Ser
145

Gly Gln

Met Gly

Lys Ser

Ala Met
210

Ser Ser
225

Arg Leu

Ala Ala

Gly Asp

Glu

<210> 20
<211> 1152
<212> ADN

Pro

Gln

Glu

Phe

115

Gln

Ile

Val

Ser

Gly

195

Thr

Tyr

Ala

Ala

Leu
275

Cys

Ile

Thr

100

Val

Leu

Pro

Gly

Met

180

Leu

Asn

Pro

Leu

Ala

260

Asp

<213> Escherichia coli

Ala

Cys

85

Ser

Glu

Ile

Ala

Asn

165

Met

Ser

Pro

Pro

Ala

245

Asn

Phe

Ala

70

Glu

Leu

Gly

Ile

Phe

150

Gly

Asn

Ser

Met

Ala

230

Leu

Glu

Ser

Leu

Gly

Lys

Pro

Leu

135

Asp

Ala

Ala

Asp

Phe

215

Phe

Gly

Ala

Ala

ES 2747230 T3

Ser

Lys

Ile

Val

120

Ala

Val

Lys

Phe

Thr

200

Lys

Pro

Asp

Phe

Val
280

Val

Gly

Asn

105

Ser

Ala

Leu

Met

Ser

185

Leu

Gly

Leu

Glu

Lys

265

Ile

Val

Tyr

90

Glu

Gly

Gly

Gly

Lys

170

Glu

Leu

Lys

Lys

Asn

250

Lys

Glu

39

Phe

75

Ile

Ala

Ser

Asp

Lys

155

Leu

Gly

Asp

Gly

His

235

Ala

Ala

Ala

Asp

Asp

Ile

Lys

Lys

140

Arg

Ile

Leu

Ile

Pro

220

Gln

Val

Arg

Val

Lys

Met

Thr

Lys

125

Ala

Ser

Val

Val

Leu

205

Ser

Gln

Ser

Ser

Lys
285

Gly

Ser

Gly

110

Pro

Leu

Phe

Asn

Leu

190

Asp

Met

Lys

Met

Leu

270

Phe

Gly

Thr

95

Lys

Ala

Phe

Tyr

Met

175

Ala

Leu

Thr

Asp

Pro

255

Gly

Ser

Val

80

Val

Gly

Glu

Glu

Leu

160

Ile

Asp

Gly

Lys

Met

240

Val

Leu

Arg
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<400> 20
atgatggcta

gctttaaccg
acgctggtge
gcatgggcga
ctcggtgtat
caggatactt
agcctggaag
acagcaggta
cgcaagtttg
atgatggatg
gctattgagg
gcgattgaaa
gaagaaatgg
ttggtgcatg
aacgccatce
cgcgatatceg
aatgccgcetg
cgtgatgttg
gtttgtaccg
accgcctggt

<210> 21
<211> 382
<212> PRT

acagaatgct
atgaggtgaa
aatgcggcegt
tttacgacgg
tccagaatag
gtaaagcgat
ggctttcecce
ctgcggcaga
tttgegttga
gtatgcctcce
ggtatattac
tcattgctgg
cgctcgggea
gtatggcgca
tgttaccgca
cgcgegttat
ttgaagcggt
gtgtacgcaa
gtggcaaccc

aa

<213> Escherichia coli

<400> 21

ES 2747230 T3

ggtgaacgaa
acgcegtggt
ggtggcgaaa
cgtagtgceccce
cggegeggat
tggcattatc
gaccaataaa
agtgaccatt
tcecgeatgat
agcgctgaaa
ccgtggegeg
ggcgctgecga
gtatgttgceg
tccactggge
tgtcatgecgt
gggcgtgaaa
gtttgctctce
ggaagacatt

gcgtgaagca

acggcatggt
tatcagaagg
gtgaccgata
aacccaacaa
tacctgatcg
agcaacaacc
cccagtgtac
aactacgtga
atccecgecagg
gctgcgacgg
tgggcgctaa
ggatcggttg

ggtatgggct

gcgttttata
tataacgctg
gtggaaggta
aaccgtgatg
ccggcactgg

acgcttgagg

ttggtcgggg
cgctgatcegt
agatggatgc
ttactgtecgt
ctattggtgg
cggagtttge
cgattctgge
tcactgacga
tggcgtttat
gtgtcgatge
ccgatgcact
ctggtgataa
tctcgaatgt
acactccaca
actttaccgg
tgagcctgga
tcggtattce
cgcaggcggce

atattgtaga

tgctgttggg
caccgataaa
tgcagggctg
caaagaaggg
tggttctcca
cgatgtgegt
aattcctacc
agagaaacgg
tgacgctgac
gctcactcat
gcacattaaa
ggatgccgga
tgggttaggg
cggtgttgeg
tgagaagtac
agaggcgcegt
gccacatttg
actggatgat

gctttaccat

Met Ala Asn Arg Met Leu Val Asn Glu Thr Ala Trp Phe Gly Arg Gly

1

5

10

15

Ala Val Gly Ala Leu Thr Asp Glu Val Lys Arg Arg Gly Tyr Gln Lys

20

25

30

Ala Leu Ile Val Thr Asp Lys Thr Leu Val Gln Cys Gly Val Val Ala

35

40

40

45

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1152



Lys

Asp

65

Gly

Gly

Pro

Lys

Ala

145

Lys

Asp

Gly

Ala

Ala

225

Glu

Gly

Asn

Arg

Val

50

Gly

Val

Ser

Glu

Pro

130

Glu

Phe

Ala

Val

Trp

210

Gly

Met

Leu

Thr

Tyr

Thr

Val

Phe

Pro

Phe

115

Ser

Val

Val

Asp

Asp

195

Ala

Ala

Ala

Gly

Pro

275

Asn

Asp

vVal

Gln

Gln

100

Ala

Val

Thr

Cys

Met

180

Ala

Leu

Leu

Leu

Leu

260

His

Ala

Lys

Pro

Asn

85

Asp

Asp

Pro

Ile

Val

165

Met

Leu

Thr

Arg

Gly

245

Val

Gly

Asp

Met

Asn

70

Ser

Thr

val

Ile

Asn

150

Asp

Asp

Thr

Asp

Gly

230

Gln

His

vVal

Phe

Asp

55

Pro

Gly

Cys

Arg

Leu

135

Tyr

Pro

Gly

His

Ala

215

Ser

Tyr

Gly

Ala

Thr

ES 2747230 T3

Ala

Thr

Ala

Lys

Ser

120

Ala

val

His

Met

Ala

200

Leu

Val

Val

Met

Asn

280

Gly

Ala

Ile

Asp

Ala

105

Leu

Ile

Ile

Asp

Pro

185

Ile

His

Ala

Ala

Ala

265

Ala

Glu

Gly

Thr

Tyr

90

Ile

Glu

Pro

Thr

Ile

170

Pro

Glu

Ile

Gly

Gly

250

His

Ile

Lys

41

Leu

Val

75

Leu

Gly

Gly

Thr

Asp

155

Pro

Ala

Gly

Lys

Asp

235

Met

Pro

Leu

Tyr

Ala

60

vVal

Ile

Ile

Leu

Thr

140

Glu

Gln

Leu

Tyr

Ala

220

Lys

Gly

Leu

Leu

Arg

Trp

Lys

Ala

Ile

Ser

125

Ala

Glu

Val

Lys

Ile

205

Ile

Asp

Phe

Gly

Pro

285

Asp

Ala

Glu

Ile

Ser

110

Pro

Gly

Lys

Ala

Ala

190

Thr

Glu

Ala

Ser

Ala

270

His

Ile

Ile

Gly

Gly

Asn

Thr

Thr

Arg

Phe

175

Ala

Arg

Ile

Gly

Asn

255

Phe

Val

Ala

Tyr

Leu

80

Gly

Asn

Asn

Ala

Arg

160

Ile

Thr

Gly

Ile

Glu

240

Val

Tyr

Met

Arg
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290

Val
305

Met

Ala

Ala

His

Pro

Ala Gln

Gly

Val

Leu

Ala

Val Lys

Val

ES 2747230 T3

295

Glu Gly

310

Glu Ala

325

Arg
340

Asp

Ala Leu

355

Thr
370

Ala

<210> 22
<211> 1680
<212> ADN

Leu

Glu Asp

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> fusion phaC3/C5

<400> 22
atgagtaaca

accgaggcga
gcgatggage
ttggctggca
aatccgatgt
atggtggagg
caggtgattg
aaactgattg
atcaacaagg
gccattacce
ccgaccacgce
ttctacatcc
aacaccgtgt
gacgactacg

caggacaagce

gcggtactgg

agaacaacga
acccgatgge
agctgaaaaa
aggcgccagce
cggccttcaa
cggtggacac
atgccatgtc
aaaccaaggg
gccatatctce
cgggcaccgt
cgacggtcag
tcgacctgeca
tcctgatcete
tggagcaggyg
tgaacatgtt

cggcgegtgg

Val

Val

Asp

Ile

Phe Ala

Val

Gly

Val
360

Asp

Val
375

Glu

tgagctgecag
caccatgttg
cgattatctg
cgtcagcgac
tgccgcatct
cgcaccccag
gcccgcgaac
cgagagcctg
gctgtcggac
gatttacgaa
ccagcgececg
accggaaaat
gtggagcaat
cgtgatcgaa
cggcttetge

ccagcacceg

Met Leu

315

Ser

Asn
330

Leu Arg

Arg Glu

345

Lys

Cys Thr Gly

Leu Tyr His

tggcaatcct
caggatatcg
cgtgacttca
cgeccgetteca
tacctgctca
caaaagcaga
ttcctegeca
acgcgtggcee
gaatcggcct
aatccgcetgt
ctgttgatgg
tcgectggtge
ccggacaagt
gcgatccgceca
gtgggeggea

gcggccagcec

42

300

Glu Glu

Asp Val
Ile

Asp

Asn
365

Gly

Thr
380

Ala

ggttcagcaa
gcgttgeget
ccgegttgtg
gctcggecagce
acgccaaatt
aaatacgcectt
ccaacccgga
tggtcaatat
ttgaagtggg
tccagctgat
tgcecgeegtg
gctacgecggt
cgctggecgg
tcgtccagga
ccategttge

tgaccctgcet

Ala Arg Asn

320

Gly Ile Pro

335

Pro Ala Leu
350

Pro Arg Glu

Trp

ggcgcccace
caaaccggaa
gcaggatttt
ctggcaggge
cctcagtgce
tgcegtgeag
agcgcagcaa
gctgggcgat
ccgcaacctg
ccagtacacg
catcaacaag
ggagcagggc
caccacctgg
cgtcagcgge
caccgcactg

gaccaccttc

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960
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ctcgacttca
cgtgaacage
tcgagceccetge
aatgagccgg
ccgatgttct
aagctgacgg
tacggttecge
ctcaaccagg
ggcgtgatca
gccgatgecece
tgggcegggt
aacgcccgcet

<210> 23
<211> 559
<212> PRT

gcgacaccgg
aattgegega
gtccgaacga
cggcgtttga
gctggtacct
tggccggega
gcgaagacca
gcaagccggg
actcggtgge
aggcctggtt
tcctgaccca

acaccgcgat

<213> Secuencia artificial

<220>

<2283> fusion PhaC3/C5

<400> 23
Met Ser
1

Lys Ala

Ile Gly

35

Leu
50

Tyr

Ala
65

Pro

Pro

Asn

Phe Leu

Asn

Pro

Val

Arg

Ala

Met

Ser

Lys Asn
5

Thr
20

Thr
Ala Leu
Asp Phe
Val

Ser

Ala
85

Ser

Ala
100

Met

Asn

Glu

Lys

Thr

Asp

70

Phe

Val

ES 2747230 T3

cgtgectcgac
tggeggectg
cctggtatgg
cctgetgtte
gcgcaacacc
aaagatcgac
catcgtgeceg
cgccaaccgce
caagaacaag
cgatggcgceg
gcatggcggce

cgaggcggcg

Asp Glu

Ala

Asn

Glu
40

Pro

Ala
55

Leu
Arg Arg
Ala

Asn

Glu Ala

gtcttegteg
atgeegggee
aactatgtge
tggaattcgg
tacctggaaa
ctecggectga
tggatgtcgg
ttegtgetgg
cgcagctact
caggaagtgce
aagaaggtca

cceggecegtt

Gln
10

Leu Trp

Pro Met Ala

25

Ala Met Glu

Trp Gln Asp

Phe Ser

75

Ser

Ala Ser

90

Tyr

Val Thr

105

Asp

43

atgaaaccca
gtgaccetgge
agtcgaacta
acagcaccaa
acagcctgaa
tcgacgcececce
cgtacggttce
gcgegtecgg
ggatcaacga
cgggcagcetg
agcccaaggc

acgtcaaagc

Gln Ser

Thr Met

30

Gln Leu

45

Lys

Phe
60

Leu

Ala Ala

Leu Leu

Ala Pro

110

Trp

Leu

Ala

Trp

Asn

Gln

ggtcgcgetg
ctegacette
cctcaaaggce
tttgcecggge
agtgcecggge
ggccttcatc
gctcgacatc
ccatatcgcce
cggtggcgce
gtggccgcaa
caagceccgge

caagggctga

Phe
15

Ser

Gln Asp

Asn Asp
Gly Lys
Gln

Gly

Ala
95

Lys

Gln Lys

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680



Gln

Ala

Thr

145

Ile

Gly

Leu

Arg

Asp

225

Asn

Gly

Arg

Phe

Ala

305

Leu

Gln

Gly

Lys

Asn

130

Lys

Asn

Arg

Phe

Pro

210

Leu

Thr

Thr

Ile

Cys

290

Arg

Asp

val

Arg

Ile

115

Phe

Gly

Lys

Asn

Gln

195

Leu

Gln

val

Thr

vVal

275

Val

Gly

Phe

Ala

Asp
355

Arg

Leu

Glu

Gly

Leu

180

Leu

Leu

Pro

Phe

Trp

260

Gln

Gly

Gln

Ser

Leu

340

Leu

Phe

Ala

Ser

His

165

Ala

Ile

Met

Glu

Leu

245

Asp

Asp

Gly

His

Asp

325

Arg

Ala

Ala

Thr

Leu

150

Ile

Ile

Gln

Val

Asn

230

Ile

Asp

Val

Thr

Pro

310

Thr

Glu

Ser

Val

Asn

135

Thr

Ser

Thr

Tyr

Pro

215

Ser

Ser

Tyr

Ser

Ile

295

Ala

Gly

Gln

Thr

ES 2747230 T3

Gln

120

Pro

Arg

Leu

Pro

Thr

200

Pro

Leu

Trp

val

Gly

280

Val

Ala

Val

Gln

Phe
360

Gln

Glu

Gly

Ser

Gly

185

Pro

Cys

Val

Ser

Glu

265

Gln

Ala

Ser

Leu

Leu

345

Ser

Val

Ala

Leu

Asp

170

Thr

Thr

Ile

Arg

Asn

250

Gln

Asp

Thr

Leu

Asp

330

Arg

Ser

Ile

Gln

Val

155

Glu

Val

Thr

Asn

Tyr

235

Pro

Gly

Lys

Ala

Thr

315

Val

Asp

Leu

44

Asp

Gln

140

Asn

Ser

Ile

Pro

Lys

220

Ala

Asp

Val

Leu

Leu

300

Leu

Phe

Gly

Arg

Ala

125

Lys

Met

Ala

Tyr

Thr

205

Phe

Val

Lys

Ile

Asn

285

Ala

Leu

val

Gly

Pro
365

Met

Leu

Leu

Phe

Glu

190

Val

Tyr

Glu

Ser

Glu

270

Met

Val

Thr

Asp

Leu

350

Asn

Ser

Tle

Gly

Glu

175

Asn

Ser

Ile

Gln

Leu

255

Ala

Phe

Leu

Thr

Glu

335

Met

Asp

Pro

Glu

Asp

160

Val

Pro

Gln

Leu

Gly

240

Ala

Ile

Gly

Ala

Phe

320

Thr

Pro

Leu



10

Val Trp Asn Tyr Val
370

Ala Phe Asp Leu Leu
385

Pro Met Phe Cys Trp
405

Lys Val Pro Gly Lys
420

Leu Ile Asp Ala Pro
435

Val Pro Trp Met Ser
450

Lys Pro Gly Ala Asn
465

Gly Val Ile Asn Ser
485

Asp Gly Gly Ala Ala
500

Val Pro Gly Ser Trp
515

Gly Gly Lys Lys Val
530

Thr Ala Ile Glu Ala
545

<210> 24

<211> 1821

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> fusion phaC3/C1

<400> 24

atgactagaa ggaggtttca tatgagtaac aagaacaacg atgagctggce gacgggtaaa

ggtgctgetg catcttctac tgaaggtaaa tctcagccgt ttaaattcce accgggtecg

Gln

Phe

390

Tyr

Leu

Ala

Ala

Arg

470

Val

Asp

Trp

Lys

Ala
550

Ser

375

Trp

Leu

Thr

Phe

Tyr

455

Phe

Ala

Ala

Pro

Pro

535

Pro

ES 2747230 T3

Asn

Asn

Arg

Val

Ile

440

Gly

Val

Lys

Gln

Gln

520

Lys

Gly

Tyr

Ser

Asn

Ala

425

Tyr

Ser

Leu

Asn

Ala

505

Trp

Ala

Arg

Leu

Asp

Thr

410

Gly

Gly

Leu

Gly

Lys

490

Trp

Ala

Lys

Tyr

45

Lys

Ser

395

Tyr

Glu

Ser

Asp

Ala

475

Arg

Phe

Gly

Pro

Val
555

Gly

380

Thr

Leu

Lys

Arg

Ile

460

Ser

Ser

Asp

Phe

Gly

540

Lys

Asn

Asn

Glu

Ile

Glu

445

Leu

Gly

Tyr

Gly

Leu

525

Asn

Ala

Glu

Leu

Asn

Asp

430

Asp

Asn

His

Trp

Ala

510

Thr

Ala

Lys

Pro

Pro

Ser

415

Leu

His

Gln

Ile

Ile

495

Gln

Gln

Arg

Gly

Ala

Gly

400

Leu

Gly

Ile

Gly

Ala

480

Asn

Glu

His

Tyr

60

120



ctggaccecgg
ggtaccgtge
gtgaaaatcg
gagctgtgge
cgcttegegt
ctgctgaacyg
cgtcagcgta
ctggccacca
gccggcecatge
actgcctteg
gagttcttce
ctgetggtac
ctggtcegtt
gacgctagca
atcgaggttg
ggtggcacga
gcctetcetga
ttcgtggacg
ctgctgegtg
tggaactacg
ttctggaacg
acttacctgce
gacctgggcg
ccgtggacceg
ggcgcatccg
tggaccaacg
catggttcct
gcagctccaa
tacgttaaag

<210> 25
<211> 599
<212> PRT

ccacttggct
cgggtggett
acccggcectca
gtggtctgge
ccgaagcgtg
cacgtgcact
tcegttttge
acccggacgce
gcaatatgct
aagtaggccg
agctgctgea
cgecegtgeat
acgcagtcga
tggctggetg
tgcgtgatat
tcatctccac
ccectgetgac
agccacacgt
gtgtcgagcet
ttgttgacaa
gtgatgcaac
agaacgaact
cgattaacgt
cggcttacge
gccatatege
acgcgcectgec
ggtggccgga
ctgaatatgg

cgaaagcata

<213> Secuencia artificial

ES 2747230 T3

ggaatggagc
tcegggttte
gctggcagag
aggcggtgac
gcacaaaaac
gacggaactg
ggtttcccag
tcagaaccgt
ggaagatctg
taacatggca
gtacaaacct
taacaagttc
acagggtcac
tacctgggat
cagcggtcag
tgcecectggeg
taccctgetg
tcagectgegt
ggccaatacc
ctatctgaaa
caacctgcect
gaaagagccg
tcctacttac
cagcaccgcg
aggtgtgatc
agaatccgceg
ttggatgacc
tagcaagcgt

a

cgtcagtgge
gaagcgttceg
atccagcagce
accgagagcg
gcgecgtate
gctgatgcag
tgggtagatg
ctgatcgaga
acccgceggta
gttaccgaag
ctgactgaca
tatattctgg
actgtattce
gactatattg
gacaagatca
gtcectggecg
gacttcaccg
gaggcgactc
ttttececttee
ggcaacaccc
ggtccatggt
ggcaaactga
atctacggtt
ctgctgaaga
aaccctcctg
caggattggce

tggctgggta

tatgctgcaa

46

aaggtccgga
cggcgtccecce
gttatatgcg
ctggcaaact
gctatactge
tagaagcgga
ctatgagccce
gccgtggtga
aaatttccca
gtgctgtggt
aagtatacac
acctgecagee
tggtgagctg
aaaacgcggc
acaccctggg
ccegtggtga
atactggtat
tgggcggege
tgcgceccgaa
cggtaccttt
actgttggta
ccgtgtgtaa
ccecgtgaaga
acgatctgcg
caaagaaaaa
tggcaggtge
aacaagccgg

tcgagccage

gggcaatggce
gctggeggge
tgatttcacc
gcatgaccgt
ggcattttac
tccgaaaacce
ggctaacttc
aagcctgegt
aaccgatgag
attcgaaaac
ccgtecgetg
ggaaggttct
gcgcaatcca
tatcecgegece
cttttgtgtt
gcacccggtg
cctggatgtt
cagcggcggt
cgacctggtt
cgatctgcetg
cctgegtcecat
cgaacctgtg
tcacatcgta
tttegtactg
gcgttctcat
tgaggaacac
tgcaaaacgt

gccaggecgt

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1821



<220>

<223> fusién PhaC3/C1

<400>

25

Met Ser Asn Lys

1

Ala

Pro

Pro

Ala

65

Leu

Arg

Arg

Thr

Asp

145

Val

Asn

Arg

Ser

Thr

Ser

Leu

Glu

50

Phe

Ala

Gly

Arg

Ala

130

Ala

Ser

Pro

Ala

Gln

210

Glu

Ser

Asp

Gly

Ala

Glu

Leu

Phe

115

Ala

Val

Gln

Asp

Gly

195

Thr

Gly

Thr

20

Pro

Asn

Ala

Ile

Ala

100

Ala

Phe

Glu

Trp

Ala

180

Met

Asp

Ala

Asn

Glu

Ala

Gly

Ser

Gln

85

Gly

Ser

Tyr

Ala

Val

165

Gln

Arg

Glu

Val

Asn

Gly

Thr

Gly

Pro

70

Gln

Gly

Glu

Leu

Asp

150

Asp

Asn

Asn

Thr

Val

Asp

Lys

Trp

Thr

55

Leu

Arg

Asp

Ala

Leu

135

Pro

Ala

Arg

Met

Ala

215

Phe

ES 2747230 T3

Glu

Ser

Leu

40

Val

Ala

Tyr

Thr

Trp

120

Asn

Lys

Met

Leu

Leu

200

Phe

Glu

Leu

Gln

25

Glu

Pro

Gly

Met

Glu

105

His

Ala

Thr

Ser

Ile

185

Glu

Glu

Asn

Ala

10

Pro

Trp

Gly

Val

Arg

90

Ser

Lys

Arg

Arg

Pro

170

Glu

Asp

Val

Glu

47

Thr

Phe

Ser

Gly

Lys

75

Asp

Ala

Asn

Ala

Gln

155

Ala

Ser

Leu

Gly

Phe

Gly

Lys

Arg

Phe

60

Ile

Phe

Gly

Ala

Leu

140

Arg

Asn

Arg

Thr

Arg

220

Phe

Lys

Phe

Gln

45

Pro

Asp

Thr

Lys

Pro

125

Thr

Ile

Phe

Gly

Arg

205

Asn

Gln

Gly

Pro

30

Trp

Gly

Pro

Glu

Leu

110

Tyr

Glu

Arg

Leu

Glu

190

Gly

Met

Leu

Ala

15

Pro

Gln

Phe

Ala

Leu

95

His

Arg

Leu

Phe

Ala

175

Ser

Lys

Ala

Leu

Ala

Gly

Gly

Glu

Gln

80

Trp

Asp

Tyr

Ala

Ala

160

Thr

Leu

Ile

Val

Gln



225

Tyr

Pro

Ser

Ser

Tyr

305

Ser

Ile

Val

Gly

Ala

385

Ala

Val

Leu

Trp

Lys
465

Lys

Pro

Leu

Trp

290

Ile

Gly

Ile

Ala

Ile

370

Thr

Asn

Val

Phe

Tyr

450

Leu

Pro

Cys

Val

275

Arg

Glu

Gln

Ser

Ser

355

Leu

Leu

Thr

Asp

Trp

435

Leu

Thr

Leu

Ile

260

Arg

Asn

Asn

Asp

Thr

340

Leu

Asp

Gly

Phe

Asn

420

Asn

Arg

Val

Thr

245

Asn

Tyr

Pro

Ala

Lys

325

Ala

Thr

Val

Gly

Ser

405

Tyr

Gly

His

Cys

230

Asp

Lys

Ala

Asp

Ala

310

Ile

Leu

Leu

Phe

Ala

390

Phe

Leu

Asp

Thr

Asn
470

Lys

Phe

Val

Ala

295

Ile

Asn

Ala

Leu

Val

375

Ser

Leu

Lys

Ala

Tyr

455

Glu

ES 2747230 T3

Val

Tyr

Glu

280

Ser

Arg

Thr

Val

Thr

360

Asp

Gly

Arg

Gly

Thr

440

Leu

Pro

Tyr

Ile

265

Gln

Met

Ala

Leu

Leu

345

Thr

Glu

Gly

Pro

Asn

425

Asn

Gln

Val

Thr

250

Leu

Gly

Ala

Ile

Gly

330

Ala

Leu

Pro

Leu

Asn

410

Thr

Leu

Asn

Asp

48

235

Arg

Asp

His

Gly

Glu

315

Phe

Ala

Leu

His

Leu

395

Asp

Pro

Pro

Glu

Leu
475

Pro

Leu

Thr

Cys

300

Val

Cys

Arg

Asp

Val

380

Arg

Leu

Val

Gly

Leu

460

Gly

Leu

Gln

Val

285

Thr

Val

Val

Gly

Phe

365

Gln

Gly

Val

Pro

Pro

445

Lys

Ala

Leu

Pro

270

Phe

Trp

Arg

Gly

Glu

350

Thr

Leu

Val

Trp

Phe

430

Trp

Glu

Ile

Leu

255

Glu

Leu

Asp

Asp

Gly

335

His

Asp

Arg

Glu

Asn

415

Asp

Tyr

Pro

Asn

240

Val

Gly

Val

Asp

Ile

320

Thr

Pro

Thr

Glu

Leu

400

Tyr

Leu

Cys

Gly

Val
480



10

Pro Thr

Ala Ala

Leu Gly

Lys Lys

530

Asp
545

Trp

Trp Met

Thr Glu

Arg Tyr

<210> 26
<211> 1920
<212> ADN

Tyr

Tyr

Ala

515

Arg

Leu

Thr

Tyr

Val
595

Ile Tyr

485

Ala
500

Ser
Ser Gly
His

Ser

Ala Gly

Gly

Thr

His

Trp

Ala

ES 2747230 T3

Ser Arg

Ala Leu

Ile Ala

520

Thr
535

Asn

Glu Glu

550

Leu
565

Trp

Gly Ser

580

Lys Ala

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> fusion phaC3/C33

<400> 26
atgagtaaca

caatcggtge
atgggtcaac
gcgtggaaag
ccggagaagce
cagggcggtyg
ggtaatccge
ggtctggegg
gagcagtgge
aagaaggcga

gatatgcgtc

agaacaacga
aacagttctg
cgggcctgece
ccgetgtgece
tgctggaact
cgcaagcatt
tgacggctge
acgctgttca
tggcagegat
tcgagactca

agggtcatgt

Gly

Lys

Lys

Lys Gln

Arg Tyr

Ala

tgagctggeg
gaatgagcag
gggcattcaa
ggaaccgggt
gcagcgtcaa
gctggcaaaa
gaccgcggca
ggcggacgat
ggcgecgage
gggcgagagc

ctccatgacc

Glu Asp His

490

Leu Asn

505

Lys

Gly Val Ile

Asp Ala Leu

His His Gly

555

Ala Gly Ala

570

Ala
585

Ala TIle

aatttcgacce
tggagccgta
ggtatgccgg
gcactgccetg
tatctggacg
gataaacgtt
acctacctge
aagacccgta
aactteetgg
ctggcccaag

gacgaaagcc

49

Ile Val Pro

Asp Leu Arg

510

Pro Pro

525

Asn

Pro Glu Ser

540

Ser Trp Trp

Lys Arg Ala

Glu Ala

590

Pro

cgctggetgg
ccetgecagac
gtatgccaga
agaatgcgct
gtgcaaaagc
tcaataccga
tgaactcceceg
accgtgtgeg
cgcetgaatge
gcgtggcgaa

tgtttacggt

Trp Thr

495

Phe Val

Ala Lys

Ala Gln

Pro Asp

560

Ala
575

Pro

Pro Gly

cctgtetggt
cttgcagecag
catggcacaa
gtctctggat
gatggcagag
atcgtgggca
tatgctgatg
ttttgcgatt
tgaggcccaa
cctgetggeg

gggcaagaac

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660



10

gtggcaacga
aagccgttga
aaattctata
ggccatcgceca
tgggataact
ggtgcggage
ttggecggtte
aaagcgccag
cgtgccaccg
tttatcgatt
tttcgcgaga
tttagcttte
ggtgaaaccc
ggtccgtact
ggtgcgttga
atctatggca
gtgctgggtg
aacccgcectg
acgctgaaag
agcccgtgge
ggccgtgagt

<210> 27
<211> 639
<212> PRT

ccgaaggtge
cggataaggt
tcectggatcet
cgttecgtcat
acatcgaaga
agatcaacgt
tgcaagcceceg
cggcgaaacg
ccecetgecagg
tctcecgacac
tgcaaatggg
tgcgecceecgaa
ctcegecegtt
acgcgtggta
ctgtttgegg
gccgcgaaga
gtgataagcg
caaagaagaa
agtggcaggce
tggccgagceca

acacggcgat

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> fusion PhaC3/C33

<400> 27

ES 2747230 T3

ggttgttttc
gcatgagcgce
gcaaccggac
gtcectggege
tggcgttcetg
tctgggtttt
ccacgaccgce
tgcggcaggt
tgtteccgttce
cggcatcctg
tgaaggtggt
tgacttggtt
tgacctgcetg
cctgegtaat
tgaacgtatc
tcacattgtt
ctttgtgatg
acgtagctac
cggtgccgac
cggtggcaaa

tgaaccggcect

gagaatgagc
ccgttectga
aacagcctga
aatccagacg
acgggtattc
tgtgtgggeg
gagcacggcg
agccgcageg
ccggttgega
gacgtgttca
ttgatgaagg
tggaattacg
tattggaaca
ctgtacctgg
gacatgcacc
ceggttggtg
ggtgcgtccg
tggctgegtg
gagtatcctg
ctggtggcag

ccaggccgct

tgttccagtt
tggtgcecgece
tcegttatge
aatctctgge
gcgtecgegeg
gcactatgtt
cagtcgcagce
cggctecgtac
gcgtcacctt
ttgatgaatc
gccaagacct
tcgtgggcaa
gcgatagcac
aaaatcgcect
agctgegtcet
gtagctatgc
gtcacattgce
aagatggcca
gtagctggtg
cgccgaagca

acgttttggt

gattgagtat
gtgcatcaac
cgttagccag
ccgtaaaacg
tgagattgct
gagcaccgcg
accagccgct
gtccactgeg
gctgaccacc
tgtcgtcegt
ggcgagcacc
ctacctgaaa
caacctgcecg
ggcacagccg
gccggegtac
cagcacccaa
aggcgtcatc
gctgececggece
ggcggattgg
atacggcaaa

caaggcgtaa

Met Ser Asn Lys Asn Asn Asp Glu Leu Ala Asn Phe Asp Pro Leu Ala

1

5

10

15

Gly Leu Ser Gly Gln Ser Val Gln Gln Phe Trp Asn Glu Gln Trp Ser

20

25

30

Arg Thr Leu Gln Thr Leu Gln Gln Met Gly Gln Pro Gly Leu Pro Gly

35

40

50

45

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920



Ile

Ala

65

Pro

Ala

Arg

Ala

Ala

145

Glu

Ala

Gln

Met

Glu
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REIVINDICACIONES

Método de elaboracién de una composicién de copolimero de polihidroxialcanoato que comprende una
pluralidad de moléculas de copolimero de polihidroxialcanoato, en el que las moléculas de copolimero de
polihidroxialcanoato (i) comprenden mondémeros de 3-hidroxibutirato y monémeros de 4-hidroxibutirato, (ii)
tienen un porcentaje molar monomérico de monémeros de 4-hidroxibutirato del 23,5 al 75%, (iii) tienen un
contenido de base bioldgica de = 80% correspondiente a la cantidad de carbono de base biol6gica como
porcentaje en peso (masa) de carbono organico total tal como se define en la norma ASTM D6866-12 y (iv)
tienen un peso molecular promedio en peso de 250 kDa a 2,0 MDa, y ademas en el que la composicién
tiene una temperatura de transicion vitrea de -60°C a -5°C, comprendiendo el método:

cultivar un organismo en presencia de uno o mas materiales de partida de carbono en condiciones en las
que (a) el uno o mas materiales de partida de carbono se convierten en 3-hidroxibutiril-CoA y 4-
hidroxibutiril-CoA y (b) la 3-hidroxibutiril-CoA y la 4-hidroxibutiril-CoA se polimerizan para formar las
moléculas de copolimero de polihidroxialcanoato, formando de ese modo la composicion, en la que:

el organismo se ha modificado por ingenieria genética mediante la incorporacion estable de genes
que codifican para una polihidroxialcanoato sintasa, una acetil-CoA acetiltransferasa, una
acetoacetil-CoA reductasa, una succinato-semialdehido deshidrogenasa, una semialdehido
succinico reductasa y una CoA transferasa en el organismo, mediante la introduccién de uno o
mas plasmidos estables que comprenden los genes y/o mediante la integracion de los genes en el
genoma del organismo, para comprender actividades enzimaticas de los productos génicos y para
no comprender actividades enzimaticas de o bien una succinato-semialdehido deshidrogenasa
dependiente de NAD+ o bien una succinato-semialdehido deshidrogenasa dependiente de NADP+
0 ambas, y

el uno o mas materiales de partida de carbono, tomados juntos, tienen un contenido de base
bioldgica de = 80%.

Método segun la reivindicacion 1, en el que el organismo se ha modificado por ingenieria genética
adicionalmente (a) para comprender actividades enzimaticas de (i) una alfa-cetoglutarato descarboxilasa o
2-oxoglutarato descarboxilasa y (ii) una L-1,2-propanodiol oxidorreductasa, y (b) para no comprender
actividades enzimaticas de una o mas de (i) una tioesterasa ll, (ii) una acil-CoA tioesterasa | y proteasa | y
lisofosfolipasa L multifuncionales, (iii) una acil-CoA tioesterasa y (iv) una aldehido deshidrogenasa.

Método segun la reivindicacién 1 6 2, en el que el uno o mas materiales de partida de carbono comprenden
una fuente de carbono seleccionada del grupo que consiste en glucosa, levoglucosano, sacarosa, lactosa,
fructosa, xilosa, maltosa, arabinosa, y mezclas de los mismos.

Método segln la reivindicacion 1, 2 6 3, en el que el uno o mas materiales de partida de carbono
comprenden uno o mas de melaza, almidén, un acido graso, un aceite vegetal, un material lignocelulésico,
etanol, &cido acético, glicerol, un gas de sintesis derivado de biomasa y metano que se origina a partir de
un gas de vertedero.

Método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en el que el uno o mas materiales de partida de
carbono no comprenden y-butirolactona, 1,4-butanodiol, 4-hidroxibutirato, 3-hidroxibutirato, a-cetoglutarato,
oxaloacetato, malato, fumarato, citrato, succinato o 3-hidroxibutirato.

Método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en el que el uno o mas materiales de partida de
carbono, tomados juntos, tienen un contenido de base biolégica de = 95%.

Método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en el que el porcentaje molar monomérico de
mondmeros de 4-hidroxibutirato de las moléculas de copolimero de polihidroxialcanoato es del 25 al 70%.
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