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Biosensor, deteccién, proceso

Introduccion. La generacion de cepas de E. coli
modificadas para produccion de metabolitos sigue un
ciclo de Disefio-Construccion-Prueba-Aprendizaje
(DCPA), el cual suele ser laborioso, costoso y tardado.
Dentro de este ciclo, la deteccién y cuantificacion del
metabolito de interés es uno de los pasos mas
limitantes y costosos. En el presente trabajo, se
desarroll6 una cepa de E. coli productora de acido
cumarico (p-CA), sobreexpresando los genes aroG"r y
tktA, y el gen de la enzima tirosina amonia liasa (talopt),
gue cataliza la desaminacion de tirosina a p-CA. Esta
cepa también detecta el p-CA a través de un biosensor
fluorescente basado en una fusion transcripcional del
operén aaeXAB con el gen de la proteina verde
fluorescente gfpmut2. La metodologia propuesta en
este trabajo reduce en gran medida el costo y el tiempo
del ciclo DCPA en el desarrollo de cepas productoras
de p-CA en E.coli.

Metodologia. Se emple6 la cepa W3110 de E. coli
para todos los experimentos, la cual se transformé con
los plasmidos pJLBaroG™r tktA, pTrc99Atalopt y pUAG6
PaaeXgfp. Las cinéticas de fluorescencia se realizaron
en microplacas de 96 pozos negras y se cultivaron en
medio minimo mineral M9 con 2 g/L glucosa o 10 g/L
glicerol a 37°C, adicionando o no 0.4 g/L de tirosina, e
IPTG 0, 0.1mM, 0.5 Mm y 1 mM. Se cuantifico la
densidad optica con una longitud de onda de 600 nm
(ODso0), Y la fluorescencia se excito con una longitud
de onda de 479 nm y se detect6 a 520 nm.

Resultados. El biosensor de p-CA se obtuvo
fusionando la secuencia promotora del operén
aaeXAB, el cual es inducido por p-CA%2, con el gen
gfpmut2 en el plasmido pUA66, y se evalué con
distintas concentraciones de p-CA
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Fig. 1. Respuesta del biosensor pUA66 PaaeXgfp a diferentes
concentraciones de p-CA, y veces de cambio respecto al control 3
h después de la adicion del p-CA.
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El biosensor pUA66 PaaeXgfp responde desde la
concentracion de 0.2 mM, mostrando una correlacion
de R?=0.98 entre las concentraciones de 2mM a 25
mM de p-CA.

Este biosensor se emple6 en conjunto con el plasmido
pTrc99Atalopt, generando una cepa capaz de
desaminar tirosina a p-CA, y a la vez detectarlo por
fluorescencia.
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Fig. 2. Valores de GFP/OD a las 24 h de cultivo de la cepa
transformada con los plasmidos pTrc99Atalopt y pUAG6 PaaeXgfp.

La cepa se transformé con un tercer plasmido que
codifica para los genes aroG™ y tktA, el cual se ha
reportado para la producciébn de aminoéacidos
aromaticos como tirosina3. De esta forma, la cepa con
los 3 plasmidos es capaz de producir tirosina a partir
de la fuente de carbono, transformarlo a p-CA y por
ultimo detectar el p-CA a través de fluorescencia.
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Fig. 3. Valores de GFP/OD a las 24 h de cultivo de la cepa
transformada con los plasmidos pJLBaroG™" tktA,pTrc99Atalopt y
pUA66 PaaeXgfp

Conclusiones. El sistema de 3 plasmidos para la
produccion y deteccion de p-CA permitird facilitar la
evaluacion de variables para mejorar la produccién de
p-CA en E. coli
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