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Introduccién. Los transportadores bacterianos han sido objeto
de estudio debido a su capacidad de catalizar el movimiento de
sustratos a través de la membrana (1). Se ha demostrado que
el sistema de eflujo AaeXAB de E. coli esta involucrado en el
transporte de acidos carboxilicos aromaticos del interior hacia el
exterior de la célula (2). Considerando que una alternativa
sostenible de produccion de compuestos aromaticos es su
biosintesis bacteriana (3), el estudio de transportadores
asociados con esta clase de compuestos resulta util para el
descubrimiento de estrategias enfocadas en el mejoramiento de
la produccién. El &cido cafeico (AC) es un &cido hidroxicinamico
que, debido a su capacidad antioxidante en diversos estudios
se le han atribuido propiedades como antiinflamatorio, antiviral,
antidiabético y anticancerigeno (4). Por esta razon existe un
creciente interés en su produccion.

El objetivo de esta investigacion fue el estudio del efecto de la
inactivacion del sistema de eflujo de &cidos carboxilicos
aromaticos, AaeXAB de E. coli sobre la capacidad de sintesis
de AC a partir de &cido p-cumarico (ACm). La hipotesis esta
centrada en que la inactivacion de este sistema evitara el
escape del precursor, el &cido p-cumérico, y mejorara la
produccién de &cido cafeico.

Metodologia. En una primera etapa se determiné la toxicidad
tanto del precursor como del producto a través de cinéticas de
crecimiento bacteriano en donde se adicionaron distintas
concentraciones de &cido p-cumarico y de acido cafeico.
Posteriormente se suprimié la expresion del operén aaeXAB
que codifica para el sistema del mismo nombre en la cepa E.
coli W3110 a través del método de inactivacion de genes
cromosomales reportado por Datzenko & Wanner (5). La cepa
mutante se transformdé con el plasmido pTrchpaBC que
contiene los genes que codifican a la enzima responsable de la
bioconversion del acido p-cumarico a acido cafeico, la 4-
hidroxifenilacetato 3-hidroxilasa (4HPA3H) de la especie E. coli
W. La cepa control fue una cepa con el sistema aaeXAB activo,
(E. coli W3110/pTrchpaBC). Para probar la capacidad de
sintesis de &cido cafeico de estas construcciones se llevaron a
cabo cinéticas de crecimiento en matraz en medio minimo
mineral M9 utilizando glicerol como fuente de carbono en una
concentracién de 10 g/L y suministrando acido p-cumarico en
una concentracion de 4 g/L. Las condiciones de cultivo fueron
37°C y 300 rpm.
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Resultados

Sensibilidad de las cepas E. coli a diferentes
concentraciones de acido p-cumarico y cafeico
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Fig. 1. Resultados de las pruebas de sensibilidad de distintas cepas E.
coli para el acido p-cumarico y acido cafeico a distintas
concentraciones.

Tabla 1. Comparacién de los parametros cinéticos de la fermentacion
de sintesis de acido cafeico entre la cepa control y la cepa inactivada
en el sistema AaeXAB.

Cepa u gs Qs Yp/s Max. | Qp |Yp/x

(hY) | Glicerol | Cumarico (gg ggpur:t: Titulo g/fg‘g

X1 I

gs/gowc*h | 9/Gowc™h produccion) (/L) masa)

Control | 0.15 1.5 0.53 0.80 3.31 [0.12]0.98
AaeXAB

inactivo 0.07 0.18 0.82 0.43 1.43 [0.04]1.64

Conclusiones. En E. coli el AC resulta mas tdxico que el acido
ACm. Los resultados de las pruebas de sensibilidad sugieren
gue el sistema de transporte de acidos carboxilicos aroméaticos
AaeXAB tiene como sustrato al precursor (ACm) pero no al AC.
Las dos cepas empleadas en la fermentacién son capaces de
sintetizar AC a partir de ACm. Respecto a la productividad
volumeétrica la cepa control resulta mejor productora (3.31 g/L)
que la cepa mutada en el transportador (1.43 g/L). Sin
embargo, en términos de productividad especifica, la cepa
inactivada en el sistema AaeXAB resulta ser mejor con un
rendimiento producto/biomasa de 1.64 que la cepa con el
sistema AaeXAB activo con un valor de 0.98.

Agradecimientos. Para la realizacién de este proyecto se
contd con el financiamiento del Programa de Apoyo a Proyectos
de Investigacion e Innovaciéon Tecnolégica PAPIIT/UNAM a
través del proyecto 1T200217.




