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Introduccién. El acido cafeico es un compuesto que
naturalmente se encuentra en plantas como intermediario para
la formacion de lignina (1). Dicho compuesto ha despertado
interés biotecnolégico por sus propiedades antiinflamatorias,
antioxidantes, anticancerigenas, antivirales, anti diabéticas y
antidepresivas (2). La extraccion de plantas es costosa y poco
eficiente, por lo cual se han desarrollado procesos
biotecnologicos para la produccién de &cido cafeico en
microorganismos (3). Un sistema de cocultivo propone una
estrategia que posibilita dividir rutas metabdlicas para la
produccién de un compuesto, haciendo posible la optimizacion
de cada cepa productoras y asi lograr una alta productividad.

En este trabajo se utilizdé ingenieria metabdlica para generar
dos cepas de Escherichia coli, una productora de acido
cumérico a partir de glicerol (W(pheA-)Rg, al expresar
heter6logamente la enzima PAL de Rhodotorula glutinis. Una
segunda cepa (WhpaBC) introduce acido cumarico con genes
codificantes para hpaBC produce &cido cafeico. Se caracteriz6
las cepas en monocultivos y cocultivos para optimizar el
sistema y buscar una mayor produccién de acido cafeico.

Metodologia. La cepa de E. coli productora de acido caféico
W3110(pheA:Km)/pJLBaroGIlV P tktA/pTrcPALRg  (W(pheA-
)Rg) se realizd sobreexpresando los genes aroG y tktA para
dirigir el flujo del carbono a la via del shikimato, la inactivacion
de pheA para que en la via de los compuestos aromaticos se
produzca tirosina solamente, y la expresion heteréloga de la
enzima PAL de Rhodotorula glutinis para la conversion de
tirosina a &cido cumarico. La cepa W3110/pTrchpaBC
(WhpaBC) productora de &cido caféico a partir de &cido
cumarico fue generada con los genes hpaB y hpaC codificantes
para una hidroxilasa. Se realizaron monocultivos por
cuadruplicado de las cepas de E. coli W(pheA)Rg y WhpaBC en
medio mineral M9 con 10 g/L de glicerol, IPTG 0.5 mM a 37°Cy
con agitacion de 300 rpm. Se midi6 la D.O. a 600 nm en las
horas 0, 2, 4, 6, 8, 10, 24, 36 y 50. Se tomo6 muestra del cultivo
a las horas 0, 4, 8, 24, 36 y 50, cuantificando metabolitos por
HPLC. Posteriormente se realizaron cocultivos de las cepas
W(pheA)Rg y WhpaBC con una relacion de 1:1, se
caracterizaron en las condiciones ya mencionadas para los
monocultivos.

Resultados. Comparando la velocidad especifica de
produccién de ac. cumarico por la cepa W(pheA-)Rg y la
velocidad especifica de consumo de ac. cumarico en la cepa
WhpaBC (Fig. 1.) se determin6 que la velocidad de consumo de
WhpaBC es 9 veces mayor, por lo que realizar un cocultivo con
relacion 9:1 de las cepas W(pheA-)Rg y WhpaBC
respectivamente es de interés. Se puede observar que la cepa
productora de ac. cafeico es capaz de convertir por completo el
ac. cumarico consumido en ac. caféico.
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Figura 1. Velocidad especifica de produccién de ac. cumarico y cafeico
en intervalos de tiempo variantes

Los valores de titulo y rendimiento en los monocultivos y el
cocultivo (Tabla 1) sugieren que posiblemente la cepa W(pheA-
)Rg puede verse beneficiada por la cepa WhpaBC ya que en el
cocultivo se produce mas ac. cumarico (53.4 mg/L sumando el
titulo de ac. cumaérico y ac. cafeico) que la cepa W(pheA-)Rg en
monocultivo (41.8 mg/L).

Tabla 1. Titulo y rendimiento de acido cumarico en monocultivos y
cocultivos. Produccion y rendimiento de acido cafeico en monocultivos y

cocultivos.
Titulo ac. Rendimiento ac. Rendimiento ac.
cumarico cumarico/biomasa ' Produccion ac.  cafeico/biomasa
(mg/L) (mg/Lip.s.) cafeico (mg/L)  (mg/L/p.s.)

WhpaBC (36 h)

Cocultivo 1:1 (36 h) 9.7 155 43.7 69.7

Conclusiones. Se logrd generar una cepa productora de acido
cumarico a partir de glicerol y otra que utiliza ac. cumarico para
producir 4c. cafeico. Al caracterizar las cepas W(pheA-)Rg y
WhpaBC en monocultivos se determind que la relacion de 9:1,
respectivamente, seria optima para el sistema de cocultivo. Al
realizar un cocultivo con relacién 1:1 se comenz6 a estudiar la
dinamica entre las dos cepas.
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