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Introduccién. El uso de hidrolizados de biomasa vegetal en
procesos de fermentacion representa una alternativa econémica
y de bajo impacto al medio ambiente. La biomasa vegetal esta
principalmente constituida por polimeros de celulosa y
hemicelulosa, que al ser hidrolizados, se libera glucosa y xilosa
principalmente; sin embargo, en la hidrolisis también se liberan
compuestos fendlicos provenientes de la lignina. Estos
compuestos son tdxicos microbianos y representa un paso
limitante para su utilizacién en un proceso de fermentacion, por
lo que la valoracién de estos compuestos en un hidrolizado es
fundamental.

El operén aaeXAB codifica para exportadores de este tipo de
compuestos, su expresion es regulada positivamente por AaeR,
el cual activa la transcripcion del operén en presencia de &cidos
carboxilicos aromaticos, como los fenilpropanoides (Van Dyk,
2004). En el presente trabajo se evalud la fusion de la region de
regulacion del gen aaeX fusionado al gen que codifica para la
proteina verde fluorescente (gfpmut2) y se evalué como
biosensor para la valoracion de compuestos fendlicos en
hidrolizados lignocelulésicos.

Metodologia. Se obtuvo la region de regulacion del gen aaeX a
partr de wuna librerfa de reporteros transcripcionales
fluorescentes (Uri Alon, 2006) y se fusiond rio arriba al gen
gfpmut2 en el plasmido pUA66. El plasmido fue transformado en
la cepa W3110 de Escherichia coli. Se realizaron cinéticas en
microplacas de 96 pozos utilizando un lector Biotek, se cuantifico
la fluorescencia (479/520) y ODeoo cada 20 minutos por 22 horas,
a la hora 3, se adicioné 6 diferentes compuestos fendlicos y a
diferentes concentraciones. Los valores de fluorescencia (URF)
y de ODeoo se utilizaron para cuantificar la fluorescencia
especifica (URF/OD).

Resultados
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Fig. 1. Sensor de compuestos fendlicos. El regulador AaeR se activa en

presencia de acidos carboxilicos aromaticos y se une a la secuencia
reguladora del gen aaeX activando la transcripcion.
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Fig. 2. Region reguladora del gen aaeX fusionado rio arriba al gen

gfpmut2 en el plasmido pUAG6E.
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Fig. 3. a,b) NUmero de veces de cambio de fluorescencia especifica
(GFP/OD) una hora después de agregar el compuesto.c) Concentracion
en g/L de los compuestos fenolicos utilizados.

Conclusiones. La fusion de la region reguladora aaeX:gfpmut2
respondi6 de manera dosis dependiente a diferentes
compuestos fendlicos encontrados en polimeros de lignina. A
través de este método se puede valorizar la presencia de
fendlicos en hidrolizados lignocelulésicos de una manera facil y
econdmica, y correlacionar la concentracion con la toxicidad en
E. coli.
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