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El alginato es un biopolímero conformado por residuos de ácido manurónico (M) y su epímero ácido gulurónico (G). Los residuos G son capaces de interactuar con metales catiónicos divalentes para formar un hidrogel, lo que permite su aplicación como material de soporte en el área biomédica. Un incremento de residuos G en la cadena polimérica aumenta la rigidez del hidrogel generado, lo que favorecería ciertas aplicaciones [1]. La bacteria Azotobacter vinelandii es capaz de sintetizar alginato, y posee enzimas encargadas de la epimerización de M a G, incluyendo 7 isoenzimas (AlgE1-E7). Las epimerasas que producen mayor cantidad de bloques G son AlgE2 y AlgE5 [2]. En este trabajo se propuso que la sobreexpresión del gen algE5 podría causar un incremento en la proporción G/M del polímero producido. Con este propósito, se llevó a cabo el clonamiento del gen algE5 en un vector de expresión heteróloga, pSEVA258, poseyendo un sistema de expresión controlado por m-toluato cómo inductor. Esta construcción fue transformada en A. vinelandii ATCC 9046 para lograr la sobreexpresión del gen algE5. Simultáneamente, se construyó también una cepa de A. vinelandii portando el vector pSEVA258 vacío a modo de control. Ambas cepas fueron cultivadas en matraces conteniendo 50mL de medio Burk-Sacarosa durante 30 horas, incluyendo el inductor m-toluato a partir de 3 horas de iniciado el cultivo. La expresión del gen algE5 se determinó a través de RT-PCR cuantitativo. Adicionalmente se recuperó y filtró el alginato producido en cada uno de estos cultivos para estimar mediante FTIR su proporción G/M. Se observó una expresión relativa de 140 veces del gen algE5 en la cepa modificada respecto a la cepa control. En relación con la proporción G/M, se verificó que el alginato producido por la cepa modificada poseía un valor de 0,92±0,01, en contraste con el valor 0,85±0,01 de G/M producido por la cepa silvestre. Estos resultados indican que la sobreexpresión del gen algE5 logra incrementar la proporción G/M del alginato producido. Sin embargo, estudios adicionales deben efectuarse para confirmar esta observación preliminar.
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