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1 Introducción 
 

1.1.1 Marco teórico 
 

 Escherichia coli es un modelo biotecnológico 

 

Desde su descubrimiento en 1884 por el pediatra austroalemán Theodor Escherich (figura 1), el 

bacilo gram negativo Bacterium coli commune (Bacteria común del colon), nombrado 

posteriormente en 1958 Escherichia coli (figura 2) en honor a su descubridor 1 se ha vuelto un 

organismo modelo en el estudio de los mecanismos esenciales de la bioquímica, la fisiología 

microbiana y la genética molecular. El hecho de que este bacilo anaerobio facultativo haya sido 

desde entonces ampliamente utilizado en diversas investigaciones científicas se debe 

fundamentalmente a varios aspectos: Los sencillos requerimientos de su mantenimiento, su rápido 

crecimiento, su relativa simplicidad biológica (si se compara a la de otros organismos), su capacidad 

de crecer utilizando distintos sustratos como fuentes de carbono y la disponibilidad de técnicas para 

realizar modificaciones genéticas 2.  Cabe mencionar que gracias a los estudios realizados en este 

organismo se pudieron dilucidar los mecanismos moleculares esenciales de la vida tales como la 

replicación, la transcripción y la traducción del material genético 3. La abundante investigación 

científica sobre esta bacteria ha generado un amplio conjunto de datos experimentales tanto 

cuantitativos como cualitativos acerca de su fisiología, metabolismo y regulación 4. Es por esta razón 

que E. coli mantiene su estatus como organismo modelo y que sigue contribuyendo en la generación 

de datos en las ahora denominadas disciplinas “ómicas” que incluyen a la genómica, 

transcriptómica, proteómica, metabolómica y fluxómica. 

 

 

 

 

 

 

 

 

                  Figura 1. Theodor Escherich.                                 Figura 2. Escherichia coli.  

                                                                                                       Microscopía electrónica. 
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La tecnología del DNA recombinante cimentó la Ingeniería de Vías Metabólicas  

 

El descubrimiento de las enzimas de restricción, también llamadas endonucleasas (enzimas que 

tienen la propiedad de fragmentar moléculas de DNA a través de cortes en secuencias específicas 

de nucleótidos) y de las ligasas (enzimas que unen los extremos 5’- PO4 y 3’-OH de las cadenas 

polinucleotídicas) marcó un hito en el campo biotecnológico ya que trajeron consigo la capacidad 

de poder manipular el DNA con relativa eficacia, lo que condujo al desarrollo de construcciones in 

vitro de secuencias nucleotídicas que no existían en la naturaleza. Estas nuevas moléculas de DNA 

se denominan DNA recombinante (rDNA) y esencialmente consisten en un vector (una unidad 

funcional de replicación que usualmente codifica a un marcador de selección basado en la 

resistencia a algún antibiótico) y un inserto (porción de DNA seleccionado para su expresión el cual 

puede tratarse de genes aislados u operones completos). Las aplicaciones para esta tecnología 

respecto a la expresión de genes y sus productos son casi infinitas ya que estas técnicas se pueden 

utilizar en el campo de la investigación biotecnológica o la investigación biomédica. Por ejemplo, la 

expresión de proteínas o anticuerpos con fines terapéuticos o el estudio del comportamiento de 

alguna proteína y sus mutantes. Un ejemplo fundamental en la aplicación biomédica de esta 

tecnología es el siguiente: la primera molécula de DNA recombinante fue generada en el año de 

1973 por Paul Berg, Herbert Boyer, Annie Chang y Stanley Cohen de la Universidad de Standford y 

la Universidad de San Francisco en Estados Unidos de América 5, y cinco años después, en 1978 la 

primera molécula de rDNA capaz de expresar insulina humana en cepas de E. coli K-12 fue generada 

por David Goeddel y colaboradores en la empresa biotecnológica Genetech (San Francisco, 

California)6. 

La estructura general del DNA recombinante (figura 3) consta de un vector y un inserto. Los vectores 

basados en plásmidos constan de un origen de replicación, un marcador de selección (usualmente 

resistencia a algún antibiótico) y un sitio múltiple de clonación. Vectores con estas características 

son capaces de poder multiplicarse en cualquier célula hospedadora con la maquinaria enzimática 

de replicación. Por otra parte, el inserto puede tratarse de un gen u operón proveniente del mismo 

organismo hospedador (por ejemplo, cuando se trata de la sobreexpresión de genes propios de las 

bacterias) o de otros organismos como plantas, animales u otras bacterias, en cuyo caso se 

denominarán transgenes.  

 

 

 

 

 

 

 

   

Figura 3. Esquema general de las propiedades y aplicaciones de la tecnología del DNA recombinante. 
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Otra gran ventaja de las construcciones de rDNA a través de plásmidos es la propiedad de poder 

controlar el momento de la expresión del gen.  El control sobre el momento de la expresión génica 

está basado en el sistema de regulación del operón lac constituido por los genes lacZ, lacY y lacA, 

uno de los que codifica para la enzima β-galactosidasa la cual cataliza la hidrólisis de la lactosa 

generando como productos de reacción la glucosa y la galactosa y que a su vez también es la enzima 

encargada de la producción de alolactosa (el inductor natural del operón lac) a través de la 

transglicosilación de la D-glucosa y la D-galactosa7. De manera natural E. coli puede utilizar lactosa 

como fuente de carbono cuando la glucosa (fuente preferencial de carbono) no está disponible en 

el medio, sin embargo, esta propiedad metabólica de consumo de lactosa no está siempre activa en 

la célula ya que la proteína represora LacI evita la transcripción del operón. La alolactosa, que es el 

inductor natural, tiene la capacidad de unirse al represor, generar un cambio conformacional en 

este y permitir la transcripción del operón lac. El conocimiento de esta regulación propició el 

desarrollo de moléculas análogas a la alolactosa como el Isopropil β-D-1-tiogalactopiranósido (IPTG) 

[figura 4] que indujeran sintéticamente la expresión del inserto en el vector. 

   

 

 

 

 

 

                                                                                                    

                   

                  

Figura 4. Estructura química de: a) 1,6-alolactosa y  b) Isopropil-β-D-1-tiogalactopiranósido. 

 

En general la capacidad de manipular el DNA, aislar fragmentos de interés, generar construcciones 

estables a través de plásmidos que permitan la replicación y expresión de uno o varios genes, 

aunado a la ventaja que permite el propio sistema de inducir la expresión contribuyó a la creación 

de un nuevo campo de conocimiento biotecnológico denominado Ingeniería de Vías Metabólicas 

(IVM). Los inicios de esta disciplina se remontan al año de 1973 cuando Cohen, Chang y 

colaboradores reportaron la primera E. coli genéticamente modificada resistente a estreptomicina 

y sulfonamida8 y es definida como el mejoramiento de las actividades celulares a través de la 

manipulación de las funciones enzimáticas, de transporte y regulatorias con el uso de la tecnología 

del DNA recombinante 9. En un principio, estas técnicas de biología molecular aplicada a un 

organismo modelo como E. coli permitieron evaluar el impacto que representaban las 

modificaciones genéticas sobre la fisiología microbiana, por ejemplo, el efecto sobre la velocidad de 

crecimiento del cultivo, la producción total de proteínas, la expresión de la proteína de interés, la 

presencia o ausencia de toxicidad; además de la evaluación de los parámetros cinéticos asociados a 

los bioprocesos como la productividad volumétrica, el rendimiento y la velocidad específica de 

consumo de sustrato y formación de producto. La acumulación de estos nuevos conocimientos 

propició que los enfoques respecto a la manipulación genética de la célula se integraran de manera 

a) 1-6-alolactosa b) Isopropil β-D-1- tiogalactopiranósido    

(IPTG) 
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cíclica en el desarrollo de estrategias racionales que permitieran dirigir las funciones celulares hacia 

objetivos como: la producción heteróloga de proteínas, la extensión de uso de sustrato, la 

implementación de vías metabólicas que sinteticen compuestos de interés, el diseño de vías que 

permitan la degradación de agentes xenobióticos, el mejoramiento de aspectos fisiológicos de la 

célula, la eliminación o reducción de subproductos de fermentación o el mejoramiento de los 

valores de rendimiento o productividad de los bioprocesos 10. 

Jens Nielsen, reconocido investigador en el campo de la ingeniería metabólica ha propuesto que el 

ciclo funcional del desarrollo de esta disciplina (figura 5) consiste en tres pasos fundamentales: 

síntesis, análisis y diseño; así como se muestra en el esquema siguiente: 

 

  

Figura 5. Ciclo funcional de la Ingeniería de Vías Metabólicas. 

 

Este esquema de trabajo (figura 5) proporciona versatilidad respecto a los distintos enfoques y 

objetivos de la ingeniería metabólica; por ejemplo, si se desea sintetizar un compuesto químico de 

novo es necesario expresar las enzimas que catalicen las reacciones involucradas en su síntesis, en 

estos casos usualmente la expresión es heteróloga. Si el organismo es un productor nativo del 

compuesto de interés el enfoque de estudio inicial sería el análisis de la vía metabólica que lo 

sintetiza, lo que puede involucrar el tipo de sustrato preferencial, el análisis del flujo de carbono, la 

posibilidad de inhibición de crecimiento o de actividad enzimática por concentración de sustrato o 

formación de producto, la disponibilidad de cofactores enzimáticos, o la formación de subproductos 

de fermentación. Finalmente, después del análisis de datos, en la parte de diseño se integran las 

perspectivas de los proyectos a través de enfoques racionales para futuras modificaciones 

genéticas.  

 

 

Análisis

•Evaluación 
fisiológica/metabólica de las 
modificaciones genéticas 
como:

•Expresión génica.

•Expresión de proteínas. 

•Metabolito de interés. 

•Análisis de flujos.

Diseño

•Con base en los 
análisis se plantean 
perspectivas para 
futuras 
modificaciones. 

Síntesis

•DNA 
Recombinante.

•Técnicas de 
Biología Molecular.
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En Ingeniería de Vías Metabólicas existen distintas estrategias de producción de 

compuestos de interés  

 

Debido a que en un bioproceso están involucradas distintas variables fisiológicas dentro de la misma 

célula que van desde: el tipo de fuente de carbono utilizado, la toxicidad de los sustratos o de los 

compuestos sintetizados, la formación de subproductos de metabolismo, la disponibilidad de 

transportadores que faciliten el movimiento de los metabolitos, el comportamiento de las enzimas 

involucradas en la vía de síntesis o la disponibilidad de cofactores, existen distintas estrategias que 

abordan los esquemas de trabajo en este campo, estas estrategias se describen de manera general 

en el siguiente cuadro: 

 

Estrategia Descripción Limitaciones 

Producción heteróloga de 
proteínas 

Producción de compuestos de 
interés como anticuerpos, 
hormonas 

 
Algunas proteínas pueden ser 
tóxicas para el hospedador o 
pueden estar sujetas a 
modificaciones 
postraduccionales o formar 
cuerpos de inclusión. 
 

Uso de sustrato 

Modificaciones sobre el uso de las 
fuentes de carbono, esto puede 
constar de: 
 
1. Implementación de sistemas 
de transporte alternativo o 
expresión heteróloga de 
transportadores de fuentes de 
carbono baratas. 
 
2. Diseño de co-cultivos en 
medios con distintas fuentes de 
carbono. 
 
3. Modificaciones genéticas sobre 
los sistemas de regulación 
metabólica como el fenómeno de 
represión catabólica. 

 
1.  La expresión funcional de 
transportadores heterólogos 
suele ser complicada11. 
 
2. Es necesario hacer el balance 
del crecimiento de las distintas 
cepas las cuales pueden crecer a 
distintas velocidades específicas. 
 
3. Muchas veces las 
modificaciones genéticas sobre 
los sistemas de regulación 
conllevan a una disminución en el 
valor de la velocidad específica de 
crecimiento. 
 

Implementación de nuevas vías 
de síntesis de compuestos de 

interés. 

El diseño de nuevas vías de 
síntesis generalmente se lleva a 
cabo expresando enzimas 
heterólogas de manera 
simultánea. 

 
La expresión funcional de las 
enzimas puede ser una limitante 
si los genes no están optimizados 
en términos de uso de codones 
preferenciales por el hospedador. 
Adicionalmente se pueden 
presentar efectos tipo “cuellos de 
botella” en el flujo de carbono si 
la actividad de las enzimas 
involucradas en la vía difiere 
significativamente. 
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Reducción de subproductos de 
fermentación. 

 
En algunos bioprocesos puede 
estar involucrada la formación de 
subproductos de fermentación, 
fenómeno que en primera 
instancia desvía el flujo de 
carbono hacia compuestos no 
deseados, estos subproductos 
pueden llegar a ser tóxicos. 
Generalmente la inactivación de 
las enzimas responsables de la 
síntesis de estos productos logra 
solucionar este fenómeno. 
 

En ocasiones la presencia de 
subproductos puede ser esencial 
en la fisiología general de la célula 
y eliminar su síntesis puede tener 
implicaciones negativas sobre las 
funciones celulares. 

Ingeniería de transportadores 

Generalmente consta de la 
sobreexpresión de exportadores 
de producto aunada a la 
eliminación de los importadores 
de este. 

 
Las modificaciones de este tipo 
pueden acarrear fenotipos cuya 
membrana celular se vea 
afectada 11. 

Mejoramiento del rendimiento 
o productividad 

 
Para este objetivo lo que 
comúnmente se hace es 
incrementar la actividad de las 
enzimas involucradas en la vía de 
síntesis a través del incremento 
de las copias de los genes. 

 
Esto puede generar un fenómeno 
llamado carga metabólica que 
frecuentemente ocasiona 
cambios adversos en el 
metabolismo del hospedador. 

Aumento en la disponibilidad de 
cofactores enzimáticos 

 
Suprimir la actividad de enzimas 
no esenciales dependientes de 
NADH o NADPH. 
Redireccionar el flujo de carbono 
hacia las vías de las pentosas 
fosfato para incrementar la 
disponibilidad de NADPH. 
 

Podría tener implicaciones 
negativas sobre la fisiología 
general de la célula, por ejemplo, 
impacto negativo sobre la 
velocidad específica de 
crecimiento. 

Evolución metabólica 

 
Estrategia de cultivo continuo en 
donde se varían las condiciones 
de fermentación con la finalidad 
de lograr los fenotipos deseados. 
 

Experimentos de este estilo 
suelen ser tardados y requieren 
de gran cantidad de recursos para 
mantener fermentaciones 
continuas. 

Cuadro 1. Estrategias generales de desarrollo en el campo de la Ingeniería de Vías Metabólicas. 

 

Como se describe en el Cuadro 1, en IVM se puede abordar una o varias estrategias de acuerdo con 

los objetivos de trabajo planteados. Generar datos experimentales en cada uno de estos rubros 

permite a su vez diseñar estrategias racionales a través de experimentos combinatorios en donde 

se podría evaluar diversos parámetros, por ejemplo: el rendimiento o productividad en la 

producción de cierta proteína recombinante usando distintas fuentes de carbono o una mezcla de 

varias, la disponibilidad de cofactores enzimáticos en una cepa modificada genéticamente y el 

efecto que tiene sobre la producción del metabolito de interés, conocer si la eliminación de la 

actividad de enzimas asociadas a la síntesis de subproductos de fermentación tiene un efecto 

positivo en el flujo de carbono destinado a la formación de los metabolitos deseados, estudiar si el 

número de copias de uno o varios genes tiene efecto en la productividad o rendimiento de la 
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fermentación o si un experimento de evolución adaptativa genera una cepa con fenotipo deseado 

con la capacidad de consumir una fuente de carbono alternativa o resistente a la toxicidad de algún 

compuesto específico. Todos los enfoques en el campo de la IVM ofrecen perspectivas de estudio 

casi infinitas y conforme esta disciplina se desarrolla los esquemas definidos de ciencia básica y 

ciencia aplicada se vuelven cada vez más difusos pues cada enfoque retroalimenta al otro, es decir 

mientras más se sabe sobre los efectos de las modificaciones genéticas en la fisiología de la célula, 

más se puede aprovechar ese conocimiento en la construcción de cepas de producción de 

compuestos de interés.  

 

La Ingeniería Metabólica ha sido una alternativa para la producción de compuestos 

aromáticos: La vía del ácido shikímico.  

 

Se entiende como compuesto aromático a aquella molécula que consta de las siguientes 

características químicas: es una molécula plana, cíclica, cuya estructura debe de contener sólo 

hibridación sp2 de tal manera que se forme un sistema deslocalizado de orbitales tipo π. 

Comúnmente la mayoría de los compuestos aromáticos están constituidos por un anillo de benceno 

o estructuras asociadas.  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Esquema de la estructura química del benceno. 

 

En la figura 6 están representadas las disposiciones posibles de la hibridación sp2 en el anillo 

bencénico. El flujo de electrones que se genera a través de los átomos de carbono da como resultado 

el fenómeno de resonancia química, lo cual contribuye ampliamente a la estabilidad de la molécula.  

La estructura química del anillo bencénico es la base de una gran variedad de compuestos 

denominados aromáticos.  

Se sabe que el metabolismo de E. coli es capaz de sintetizar los tres aminoácidos aromáticos: la L-

Fenilalanina (Phe), L-Tirosina (Tyr) y L-Triptófano (Trp) a través de la denominada vía común de 

síntesis de los aminoácidos aromáticos, también llamada vía del shikimato, la cual está ampliamente 

distribuida en plantas, levaduras, bacterias y algunos parásitos del filo apicomplexa 12 y que se 

constituye por siete reacciones enzimáticas que comienzan con la condensación del fosfoenol 

piruvato (PEP), proveniente de la glucólisis y la eritrosa 4 fosfato (E4P) proveniente de la vía de las 

pentosas y termina con la síntesis de corismato (CHO), precursor común de los aminoácidos antes 

mencionados. En la siguiente figura se detallan las reacciones enzimáticas de esta vía.   
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Figura 7. Esquema simplificado de la vía del ácido shikímico. (Modificado de Maeda, 2012). 

 

 

Reacción Sustrato Gen Enzima Cofactores Producto 

1 

Fosfoenolpiruvato 
(PEP) 

& 
Eritrosa 4-fosfato 

(E4P) 

aroF 
aroG 
aroH 

3-desoxi-D-arabino-
heptulosonato-7-
fosfato sintasa. 
(DAHP sintasa) 

 

Co2+, Mg2+ 
o Mn2+ 

3-desoxi-D-arabino-
heptulosonato-7-

fosfato 
(DAHP) + Pi 

2 
 

DAHP 
 

aroB 
3-deshidroquinato 

sintasa 
Co2+ & 
NAD+ 

3-deshidroquinato + Pi 
(DHQ) + Pa 

3 DHQ aroD 
3-deshidroquinato 

deshidratasa 
- 

3-deshidroshikimato + 
H2O 

(DHS) + H2O 

4 DHS aroE 
Shikimato 

deshidrogenasa 
NADPH 

Shikimato + NADP+ 
(SHK) + NADP+ 

5 SHK 
aroL 
aroK 

Shikimato cinasa 
ATP, Mg2+ o 

Mn2+ 

Shikimato-3-fosfato 
+ADP 

(SHK-3P) + ADP 

6 SHK-3P aroA 
5-

enolpiruvilshikimato-
3-fosfato sintasa 

- 
5-enolpiruvilshikimato-

3-fosfato + Pi 
(EPSHK) + Pi 

7 EPSHK aroC Corismato sintasa FMNH2 
Corismato + Pi 

(CM) +Pi 
Cuadro 2. Descripción general de cada una de las reacciones de la vía del ácido shikímico. 

 
Abreviaciones: Pi, fosfato; NAD+, nicotinamida adenina dinucleótido oxidado; NADPH, nicotinamida 
adenina dinucleótido fosfato reducido; NADP+, nicotinamida adenina dinucleótido fosfato oxidado; 
FMNH2, flavín mononucleótido reducido; ADP, adenosín difosfato; ATP, adenosín trifosfato. 
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En plantas, la vía del shikimato (Cuadro 2) es de particular importancia ya que además de generar 

los aminoácidos aromáticos necesarios en la síntesis de proteínas, la vía también sirve como fuente 

de precursores químicos en la síntesis de lignina destinada a formar parte de la pared celular vegetal 

y en la síntesis de metabolitos secundarios, es decir, metabolitos no esenciales pero relevantes en 

las interacciones ecológicas de la planta y su entorno  como: alcaloides, terpenoides y 

fenilpropanoides, principalmente, los cuales le confieren propiedades de defensa contra 

depredadores o protección contra agentes bióticos (virus o microorganismos patogénicos) y 

abióticos (luz ultravioleta, ozono o sequías) 13. Cabe mencionar que además de su función natural 

en plantas, los metabolitos secundarios también tienen propiedades interesantes en el campo 

industrial y farmacéutico, principalmente.    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Esquema de los principales metabolitos derivados de la vía del ácido shikímico. 

 

Descripción de la diversidad de compuestos naturales derivados de la vía del ácido shikímico en 

plantas. La vía tiene como precursores al fosfoenolpiruvato proveniente de la glucólisis y a la 

eritrosa-4-fosfato, proveniente de la vía de las pentosas fosfato. El corismato, además de ser el 

precursor común del L-Triptófano, la L-Tirosina y la L-Fenilalanina también es precursor en la síntesis 

de filoquinona (vitamina K) y el folato (vitamina B9), las cuales son sintetizadas a través de la acción 

de la ICS: isocorismato sintasa y de la ADCS: aminodesoxicorismato sintasa, respectivamente. 

Los aminoácidos aromáticos: Biosíntesis en E. coli y sus aplicaciones. 
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Como se ha mencionado anteriormente, se sabe que el metabolismo de E. coli también es capaz de 

sintetizar los aminoácidos aromáticos a través de la vía del shikimato, sin embargo, es importante 

señalar que a diferencia de las plantas en donde esta vía sirve como punto de partida en la 

biosíntesis de metabolitos secundarios, en el metabolismo bacteriano esta vía sirve esencialmente 

en la producción de los tres aminoácidos aromáticos a partir del precursor común, el corismato 

(CM). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Esquema de la síntesis de L-tirosina (L-Tyr) y L-fenilalanina (L-Phe) a partir de corismato. 

Abreviaciones: CM, corismato; PRF, prefrenato; 4HFP, 4-hidroxifenilpiruvato; FP, Fenilpiruvato. 

   
Síntesis de L-Tirosina 

Reacción Sustrato Gen Enzima Cofactores Producto 

1’ 
Corismato 

(CM) 

aroQ 
PheAi 
TyrAi 

Corismato mutasa - 
Prefrenato 

(PRF) 

2’ PRF TyrAi 
Prefrenato 

deshidrogenasa 
NADP+ 

4-
hidroxifenilpiruvato 

(4HFP) 

3’ 4HFP TyrB 
4-

hidroxifenilpiruvato 
aminotransferasa 

- L-Tyr 

 
Cuadro 3. Reacciones enzimáticas de la síntesis de L-tirosina a partir de corismato. 
 
iLa enzima corismato mutasa (CM) está fusionada con la enzima prefrenato deshidratasa (PDT) o con 
la prefrenato deshidrogenasa (PDH) las cuales constituyen las formas CM-PDT en la enzima PheA o CM-
PDH en la enzima TyrA en E. coli. 
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Síntesis de L-Fenilalanina 
Reacción Sustrato Gen Enzima Cofactores Producto 

4’ 
Corismato 

(CM) 

aroQ 
PheAi 
TyrAi 

Corismato mutasa - PRF 

5’ PRF PheAi 
Prefrenato 

deshidratasa 
- 

Fenilpiruvato 
(FP) 

6’ FP 
TyrB 
AspC 
IlvE 

Fenilpiruvato 
aminotransferasa 

Piridoxal-
5’- fosfato 

(PLP) 
 

L-Phe 

 
Cuadro 4. Reacciones enzimáticas de la síntesis de L-fenilalanina a partir de corismato. 

 
i La enzima corismato mutasa (CM) está fusionada con la enzima prefrenato deshidratasa (PDT) o con 
la prefrenato deshidrogenasa (PDH) las cuales constituyen las formas CM-PDT en la enzima PheA o CM-
PDH en la enzima TyrA en E. coli. 

 
 

La síntesis de triptófano tiene una vía ligeramente distinta, aunque el corismato sigue siendo el 

precursor común. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura10. Esquema de la síntesis de L-triptófano (L-Trp) a partir de corismato. 

 

  

 

Síntesis de L-Triptófano 
Reacción Sustrato Gen Enzima Cofactores Producto 

1* CM TrpE Antranilato sintasa - Antranilato 
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TrpG (ANT) 

2* ANT TrpD 

Antranilato-5’-
fosforibosil-1-

pirofosfatofosforibosil 
transferasa 

 
 
 

- 
N-(5’-fosforibosil)-

antranilato 
(NFRANT) 

3* NFRANT TrpF 

 
N-(5’-fosforibosil)-

antranilato isomerasa 
 

- 

1-(o-carboxifenilamino)-
1-desoxiribulosa-5-

fosfato 
(1OCFD5F) 

4* (1OCFD5F) TrpC 
Indolilglicerol fosfato 

sintasa 
- 

Indolil-3-glicerol-fosfato 
(IND3P) 

5* IND3P 
TrpA 
TrpB 

Triptófano sintasa PLP 
Triptófano 

L-Trp 
 

Cuadro 5. Reacciones enzimáticas de la síntesis de L-triptófano a partir de corismato. 

 

Relevancia bioquímica de los aminoácidos aromáticos  

 

Los aminoácidos aromáticos son componentes esenciales en la dieta humana, así como compuestos 

de interés farmacéutico y alimentario dadas sus múltiples aplicaciones, por ejemplo: el L-triptófano 

es usado como aditivo alimentario, la L-fenilalanina es empleada en la producción de aspartamo, un 

poderoso endulzantes de bajo índice calórico, mientras que la L-tirosina es empleada como un 

suplemento esencial en la dieta de personas que padecen fenilcetonuria, enfermedad congénita 

caracterizada por la ausencia de la enzima fenilalanina hidroxilasa, lo cual hace que el individuo sea 

incapaz de sintetizar L-tirosina a partir de la L-fenilalanina, lo que representa también una 

incapacidad en sintetizar melanina, que es el pigmento natural de la piel, el cabello y el iris del ojo 
14,15. La relevancia que representa la producción de estos aminoácidos, como se describe en la 

siguiente tabla, ha hecho que se centren esfuerzos para aumentar su producción bacteriana a través 

de enfoques de ingeniería de vías metabólicas y en ese sentido, ejemplos exitosos de aumento de 

la capacidad de síntesis de estos aminoácidos en E. coli se obtienen a través de distintas estrategias 

empleando como principio general el desvío del flujo de carbono hacia la síntesis de los aminoácidos 

aromáticos; una de estas estrategias está basada en el aumento en la disponibilidad de los dos 

precursores de la vía del ácido shikímico, el PEP y la E4P; es sabido que la condensación de estos dos 

metabolitos genera el compuesto DAHP, el cual es el segundo intermediario en la vía del shikimato. 

Para favorecer una mayor condensación del PEP y la E4P a DAHP y por consiguiente un aumento del 

flujo de carbono dirigido a la síntesis de aminoácidos aromáticos es necesario alterar la regulación 

de las enzimas DAHP sintasa codificadas por los genes aroF, aroG y aroH, puesto que cada una se 

encuentra regulada por la concentración intracelular de L-tirosina, L-fenilalanina y L-triptófano 

respectivamente 16, es decir que cuando la enzima censa cierta concentración de estos aminoácidos, 

está ya no sintetiza más DAHP, y por lo tanto disminuye el flujo de carbono hacia la vía del shikimato. 

De las DAHP sintasas involucradas en el metabolismo de E. coli, se sabe que la enzima AroG es la 

que contribuye en un 70% con la actividad de sintasa 17, es por ello que se han realizado 

investigaciones con esta enzima en su versión resistente a inhibición AroGfbr (feedback-inhibition-

resistant) y se ha visto que sobreexpresar esta enzima modificada y la transcetolasa TktA 
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involucrada en la síntesis de E4P aumenta dos veces la disponibilidad de DAHP para la síntesis de 

los aminoácidos aromáticos respecto a las cepas silvestres 18,19. 

 

 

Aminoácido Uso Cantidades de producción 
al año 

(Toneladas por año) 

L-triptofáno Aditivo alimentario, precursor 
del inductor del sueño (4-

hidroxitriptófano serotonina), 
agente de terapia nutricional, 

antidepresivo. 

500-600 

L-fenilalanina Precursor del aspartamo 
(endulzante), intermediario 
en la síntesis de inhibidores 

de la renina, fármacos 
antiinflamatorios o 

inhibidores de proteasas 
codificadas por el virus del 

VIH. 

11000-12000 

L-tirosina Precursor en la producción de 
L-Dopa, suplemento 

alimenticio. 

150+ 

 

Cuadro 6. Principales usos industriales de los aminoácidos aromáticos: L-triptófano, L-fenilalanina y 

L-tirosina. 

 

 

Otra estrategia ampliamente usada es aprovechar la disponibilidad de PEP que no se utiliza en el 

proceso de internalización de glucosa en cepas E. coli con fenotipo PTS-, fenotipo que se caracteriza 

por tener inactivado este sistema de fosfotransferasa de carbohidrato de fosfoenolpiruvato, 

mecanismo responsable de la fosforilación y transporte de carbohidratos como la glucosa, fuente 

de carbono preferencial de E. coli; en una cepa con sistema PTS activo en un medio que contiene 

glucosa, la proteína portadora de histidina y la Enzima I, componentes del sistema, se encargan de 

transferir el grupo fosforilo del PEP a EIIAGlc y EIIBGlc proteínas de membrana encargadas de la 

internalización y transporte de glucosa 20. 
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Figura 11. Esquema general del metabolismo central. 

 

 

Generalidades del metabolismo central, se representan los transportadores de algunas fuentes de 

carbono (glucosa, xilosa y arabinosa) en fenotipos de E. coli  PTS+ y PTS- , así como las estrategias 

más comunes de desvío de flujo de carbono  hacia la síntesis de los aminoácidos aromáticos. 

Abreviaciones: IICBGlc: Permeasa de glucosa integral de membrana; GalP: Permeasa de galactosa; 

XylFGH: Proteínas transportadoras de xilosa; AraFGH: Proteínas transportadoras de arabinosa; Glk: 

Glucosa cinasa; G6P: Glucosa-6-fosfato; F6P: Fructosa-6-fosato; 63P: Gliceraldehído-3-fosfato; PEP: 

Fosfoenolpiruvato; PYR: Piruvato; AcCoA: Acetil-Coenzima A; Ru5P: Ribulosa-5-fosfato; X5P: 

Xilulosa-5-fosfato; S7P: Sedoheptulosa-7-fosfato; R5P: Ribulosa-5-fosfato; F6P: Fructosa-6-fosfato; 

E4P: Eritrosa-4-fosfato; DAHPS: 3-desoxi-D-arabino-heptulosonato-7-fosfato sintasa; DAHP: 3-

desoxi-D-arabino-heptulosonato-7-fosfato; CHO: Corismato; PPA: Prefrenato; PPY: Fenilpiruvato; 

HPPY: 4-hidroxifenilpiruvato; tktA: Transcetolasa; aroGfbr: versión resistente a inhibición de la 

DAHPS; pheA & tyrA: Corismato mutasa; tyrB: Fenilpiruvato aminotransferasa. 

 

 

La relevancia de estos aminoácidos en el campo farmacéutico y alimentario es claro, y en ese sentido 

la ingeniería de vías metabólicas en bacterias con metabolismo relativamente conocido y 

manipulable como lo es E. coli, ofrece una opción bastante atractiva como fuente de estos 

metabolitos de interés, sin embargo, a pesar de que ya se ha demostrado que es posible producir 

este tipo de compuestos, los estudios en este campo continúan con la finalidad de optimizar este 

tipo de bioprocesos, ahondando en el estudio de cuestiones asociadas con la regulación y fisiología 
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bacteriana ahora con los modernos enfoques que ofrecen los campos de la bioinformática, la 

biología de sistemas y biología sintética de la mano de las ciencias “ómicas”. 

 

1.1.2 ANTECEDENTES 
 

Los polifenoles son un grupo diverso de antioxidantes.  

 

El hecho de que se comparta la vía del ácido shikímico tanto en plantas como en bacterias trae 

consigo una gran ventaja per se ya que como se ha visto anteriormente, una gran variedad de 

metabolitos secundarios muy valiosos además de los aminoácidos aromáticos parten de esta vía, y 

si esta vía es compartida con bacterias como E. coli  en la cual su metabolismo y regulación es 

relativamente conocido, aunado a las herramientas ya existentes de manipulación genética con 

implicaciones directas sobre su metabolismo, es posible que la síntesis de algún compuesto en 

particular sea exitosa. En ese sentido los polifenoles representan otro gran grupo de compuestos 

sintetizados por prácticamente todas las plantas ampliamente valorados debido a lo esenciales que 

resultan en la nutrición humana, además de sus propiedades antiinflamatorias, antialergénicas, 

antitrombóticas, cardioprotectoras y vasodilatadoras que en última instancia están relacionadas 

con la actividad antioxidante  dada por el anillo bencénico y los grupos hidroxilos asociados a estas 

moléculas 21. Cabe mencionar que la mayor parte de los antioxidantes provenientes de una dieta 

rica en frutas y verduras son polifenoles 22. Esta gran clase de compuestos se clasifica a su vez en 

distintos subgrupos de acuerdo con su estructura, a continuación, se presenta el Cuadro 7 en donde 

se describen las clases de polifenoles en términos de su número de carbonos. 

 

Clase de polifenol 

Estructura en 
términos de número 

de átomos de 
carbonos 

Estructura química 

Benzoquinonas C6 

                             
o-benzoquinona 

Ácidos hidroxibenzóicos C6-C1 
                         
                 Ácido 3-hidroxibenzóico 

Fenilpropanoides & ácidos 
hidroxicinámicos 

C6-C3 
                

Cumarina 
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Xantonas C6-C1-C6 

            
α-mangostina 

Estilbenos C6-C2-C6 

                    
trans-resveratrol 

Flavonoides e 
Isoflavonoides 

C6-C3-C6 
 

Naringenina 

Ligninas (C6-C3)n 

         
Lignina 

Taninos condensados (C6-C3-C6)n 

 
Taninos condensados 

Cuadro 7. Diversidad de polifenoles y estructura química. 

 

Como se ha mencionado anteriormente, la mayoría de las propiedades farmacéuticas asociadas a 

los compuestos fenólicos están dadas por su actividad antioxidante, la cual en este tipo de moléculas 

es definida por la presencia de los sustituyentes hidroxilos en el anillo aromático, los cuales tienen 

capacidades reductoras a través de la donación de H+ o electrones y por ende la propiedad de 

estabilizar radicales libres químicos, moléculas o fragmentos moleculares que tienen desapareado 

un electrón en un orbital atómico lo cual hace que sean especies químicas altamente reactivas, los 

radicales libres comúnmente conocidos son las especies reactivas de nitrógeno (RNS) y las especies 

reactivas de oxígeno (ROS), particularmente estas últimas como el anión superóxido: O2
-; peróxido 

de hidrógeno: H2O2 o el radical hidroxilo: OH* que se generan por eventos como la fosforilación 

mitocondrial oxidativa, procesos inflamatorios, fagocitosis o por la exposición a agentes 

medioambientales como la luz ultravioleta, el ozono o los contaminantes industriales, resultan de 

gran relevancia puesto que en altas concentraciones causan un desbalance en el equilibrio óxido-

redox de los sistemas biológicos generando una serie de implicaciones negativas en biomoléculas 

fundamentales como los lípidos, proteínas y ácidos nucleicos, fenómeno conocido como estrés 
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oxidativo; y aunque el propio metabolismo celular humano es capaz de sintetizar algunas moléculas 

antioxidantes como el glutatión, ubiquinol y ácido úrico, otra gran fuente de antioxidantes son lo 

que se obtienen a través de la dieta, y en ese sentido los polifenoles, particularmente los ácidos 

hidroxicinámicos representan el mayor aporte de estos compuestos en la dieta 23. 

 

 

El ácido cafeico es un polifenol perteneciente a la familia de los ácidos 

hidroxicinámicos 

 

Los ácidos hidroxicinámicos representan el mayor subgrupo dentro de los compuestos fenólicos 24, 

son de distribución amplia encontrándose prácticamente en todas las plantas como ésteres de 

ácidos orgánicos, especies glicosiladas, compuestos asociados a proteínas o como componentes 

estructurales como parte de los polímeros de la pared celular 25. Este gran grupo tiene como 

precursores comunes a la L-fenilalanina y a la L-tirosina, están compuestos en una estructura de 

nueve carbonos (C6-C3) en donde el C6 representa al anillo aromático y el C3 representa a la cadena 

de fenilpropano cuyo doble enlace puede estar orientado en posición cis o trans 26. El gran grupo de 

los ácidos hidroxicinámicos está conformado principalmente por el ácido: cinámico, ferúlico, p-

cumárico, cafeico, clorogénico y rosmárinico; pueden observarse sus estructuras en la figura 12: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. Principales ácidos hidroxicinámicos. (Modificado de: Alam, et al. 2016.) 

 

Dentro de toda esta gran gama de ácidos hidroxicinámicos, el ácido cafeico (ácido 3,4-

dihidroxicinámico), representa un compuesto particularmente interesante. Diversos estudios han 

comprobado su alta efectividad respecto a otros ácidos hidroxicinámicos como el ácido p-cumárico 

y el ácido ferúlico, en la prevención de la oxidación de la lipoproteína de baja densidad (LDL, Low 

density lipoprotein, por sus siglas en inglés), proteína cuya oxidación está asociada con afectaciones 

cardiacas por endurecimiento causada por la acumulación de lípidos en las paredes arteriales 27. 



25 
 

También se ha evaluado su efectiva capacidad antiinflamatoria y anticoagulante en tejido cardiaco 

murino, sugiriendo propiedades cardioprotectoras 28; así como algunas capacidades 

anticancerígenas en pruebas con líneas celulares HT1080 de fibrosarcoma humano 29 (un tipo de 

cáncer en tejido conectivo), así como sus efectos antivirales in vitro sobre el virus herpes tipo HSV-

1 30. 

Los ácidos hidroxicinámicos, y particularmente el ácido cafeico y sus derivados (figura 13) están 

presentes en prácticamente todas las plantas puesto que son intermediarios en la síntesis de lignina, 

polímero estructural esencial de la pared celular vegetal 31. Se ha reportado concentraciones 

considerables de este compuesto en el café, los arándanos, manzana, papa, orégano, hierbabuena 

y semillas de girasol 32–34. Por lo que representa un antioxidante relevante en la dieta humana, 

además de que sus capacidades antioxidantes son superiores a la de los demás ácidos 

hidroxicinámicos como el ácido sinápico, ácido p-cumárico y ácido ferúlico 35. 

Se ha estudiado la biodisponibilidad de este compuesto en humanos y se ha concluido que el ácido 

cafeico es capaz de absorberse en el intestino delgado hasta en un 95 %, valor significativamente 

mayor que el alcanzado por su derivado, el ácido clorogénico cuyo porcentaje de absorción está 

reportado en un 33 % 36. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13. Estructura química del ácido cafeico y sus derivados. A pesar de que el nombre del 

compuesto “ácido cafeico” puede recordar a la cafeína (1,3,7-trimetilpurina-2,6-diona), ambas 

moléculas tienen diferencias estructurales fundamentales, siendo el primero un fenilpropanoide 

relativo a la familia de los ácidos hidroxicinámicos, mientras que el segundo es un alcaloide derivado 

de la purina 37. El ácido clorogénico es un éster conformado por el ácido cafeico y el ácido quínico 

encontrado en concentraciones significativas en el café 38 el cual se ha visto que en modelos murinos 

es hidrolizado por la microbiota en varios ácidos aromáticos incluyendo el ácido cafeico y el ácido 

quínico 39. Por otra parte el fenetil éster de ácido cafeico (CAPE) es otro derivado del ácido cafeico y 

es un componente activo de los extractos de propóleo 40 (mezcla de resinas vegetales producidas por 

abejas).  
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Además de sus aplicaciones en el campo farmacéutico, el ácido cafeico también ha sido estudiado 

como agente activo en productos cosméticos, que aunque este tipo de productos podría no tener 

la misma relevancia como los alimentarios o farmacéuticos, es un hecho que en décadas recientes 

se ha ido fomentando y ha ido creciendo el interés por el cuidado de la piel y el cabello 

principalmente 41, en este sentido el ácido cafeico se ha estudiado como posible agente 

fotoprotector contra radiación ultravioleta a través de experimentos en donde se observó su 

protección antioxidante sobre la fosfatidilcolina de membranas liposomales, así como su capacidad 

de permear a través del stratum corneum 42 (capa más externa de la epidermis). 

Finalmente, otra aplicación del ácido cafeico fuera del campo alimentario, farmacéutico y cosmético 

es como agente anticorrosivo en la industria acerera. En este campo dadas las tendencias ecológicas 

dentro de los procesos industriales, se ha explorado la posibilidad de utilizar moléculas 

naturalmente disponibles que sean inhibidoras de la corrosión y que además tengan afinidad por 

superficies metálicas; algunos ejemplos de este tipo de compuestos orgánicos utilizados por esta 

industria son el ácido ascórbico 43, el ácido succínico 44 o la cafeína 45. 

El ácido cafeico también se ha estudiado como “agente verde anticorrosivo” y en este sentido se ha 

demostrado tener una eficiencia en la inhibición de la corrosión del acero en condiciones ácidas de 

hasta un 96 % 46. 

 

El ácido cafeico es tradicionalmente extraído a partir de materia vegetal . 

 

Actualmente, la mayor parte de la extracción de este compuesto proviene de materia vegetal. En 

general, para obtener ácido cafeico se requieren grandes cantidades de biomasa (del orden de 

kilogramos) y es necesario el uso de solventes orgánicos. Si bien la obtención de este compuesto es 

exitosa, algunas problemáticas que se presentan son: el uso de solventes no amigables con el medio 

ambiente, bajos rendimientos de extracción y prolongado tiempo de crecimiento de las plantas. En 

el Cuadro 8 se resumen algunos ejemplos y  características de la extracción de ácido cafeico en 

plantas. 

 

Planta 

Cantidad y 
características 

notables de 
extracción. 

Referencia Imagen de la planta 

Echinacea angustifolia 

33.44 gcafeico/Kg(Peso 

seco) 

 

2% Rendimiento de 
extracción. 

 
Biorreactor de 500 L 
Medio Murashige y 

Skoog 
 

1 mes de cultivo 

47 
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Elsholtzia splendens 

 
3.4 gcafeico/Kg(Peso seco) 

 
Extracción con éter 
de petróleo y etil 

acetato 
 

4 % rendimiento de 
extracción. 

 
7 meses de 
crecimiento 

48 

 

Rhaponticum carthamoides 

18 gcafeico/Kg(Peso seco) 

 

Extracción con n-
hexano y metanol. 
6%rendimiento de 

extracción. 
 

3 años de 
crecimiento. 

49 

 

Cuadro 8. Principales fuentes vegetales para la  extracción de ácido cafeico. 

 

Además de su existencia en plantas, se ha determinado la presencia en cantidades considerables de 

este polifenol en otros productos vegetales y aunque ciertamente estos productos no son utilizados 

como materia prima principal para la obtención de ácido cafeico puesto que son alimentos, es 

relevante señalar que su consumo como parte de una alimentación balanceada, contribuye a 

mantener una salud general debido, principalmente, a su poderosa actividad antioxidante. En el 

Cuadro 9 se dan algunos ejemplos de las cantidades de ácido cafeico determinadas por 

cromatografía líquida de algunos alimentos. 

 

Alimento 
Cantidad determinada por 

cromatografía líquida 
Referencia Imagen del alimento 

Salvia (seca) 21 mgcafeico/100g(Peso seco) 
33 

 

Semillas de girasol 8.17 mgcafeico/100 g(Peso seco) 50 
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Vino tinto 1.81 mgcafeico/100 mL 51 

 

Papa 1.62 mgcafeico/100g(Peso seco) 52 

 

Arándano rojo 
americano 

0.38 mgcafeico/100g(Peso seco) 53 

 

Café 0.13 mgcafeico/100 mL 54 

 

Aceite de oliva 0.02 mgcafeico/100g 55 

 
Cuadro 9. Principales fuentes alimentarias de ácido cafeico. 

 

La síntesis bacteriana de ácido cafeico representa una manera alternativa para su 

obtención. 

Teniendo en cuenta el potencial que la ingeniería de vías metabólicas puede tener sobre la síntesis 

de compuestos aromáticos, se ha explorado la posibilidad de producir ácido cafeico de manera 

recombinante en bacterias, particularmente en el organismo modelo E. coli. Y en este sentido, varios 

estudios han demostrado que esta bacteria una vez modificada genéticamente para expresar 

diversas enzimas heterólogas es capaz de producir ácido cafeico. Uno de los primeros reportes en 

donde se identificaron las enzimas asociadas directamente a la biosíntesis de ácido cafeico fue 

detallado por Berner y colaboradores en el año 2006, en este estudio se identificaron los genes 

sam8 y sam5 que codifican para las enzimas tirosina amonio liasa (TAL) y 4-cumarato-3-hidroxilasa 

(C3H) en el actinomiceto Saccharothrix espanaensis 56. La vía de síntesis propuesta en este caso es 

que a partir de la L-tirosina se obtiene ácido p-cumárico por acción de la enzima TAL y que, una vez 

sintetizado este compuesto, la enzima C3H cataliza la conversión de ácido p-cumárico a ácido 

cafeico. La reacción propuesta se representa en la figura 14: 
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Figura 14. Esquema de representación de la biosíntesis de ácido cafeico. Propuesta en Saccharothrix 

espanaensis; los metabolitos aromáticos se representan en este caso en su forma aniónica. 

(Modificado de Berner; et al, 2006). 

 

Este estudio resultó de gran relevancia puesto que se identificaron las enzimas y los sustratos en la 

biosíntesis de ácido cafeico en un microorganismo, fuera de las especies vegetales, lo que abrió la 

posibilidad para explorar la síntesis bacteriana de este compuesto a través de la expresión 

heteróloga de enzimas con la misma actividad en E. coli. Con la dilucidación de esta vía en 

Saccharothrix espanaensis se postuló que la esencia en la biosíntesis bacteriana de ácido cafeico 

está comprendida por la desaminación de la L-tirosina o L-fenilalanina y posterior hidroxilación en 

el anillo aromático de la molécula desaminada. Una vez teniendo clara las reacciones de 

desaminación y posterior hidroxilación de alguno de estos dos aminoácidos aromáticos se probó la 

actividad de algunas TAL como la de Rhodobacter capsulatus 57 y Rhodobacter glutinis 58 y de otras 

enzimas como la C3H con actividad de hidroxilasa como la enzima 4-hidroxifenilacetato-3-

hidroxilasa (4HPA3H) nativa de E. coli 59, también encontrada en Pseudomonas aeruginosa 60 y el 

citocromo P450 de Rhodopseudomonas palustris 61.  

A continuación, se presentan algunos detalles de los principales trabajos en el tema de producción 

bacteriana de ácido cafeico mediada por E. coli bajo distintas condiciones de fermentación.  

 

Enzimas – Organismo 
Genotipo de la E. coli 

productora. 

Condiciones 
relevantes de 
fermentación 

Título de ácido 
cafeico alcanzado 

(mg/L) 

Referencia 

TAL - S. espanaensis 
C3H - S. espanaensis 

Inducción en medio 
LB. 

 
Fermentación en 

medio mínimo 
mineral M9. 

 
Glucosa como fuente 

de carbono. 
 

26°C. 
 

36 h de fermentación. 
 

No reportado 62 

TAL – R. capsulatus 
4HPA3H – E. coli 

Fermentación en 
medio mínimo M9. 

 57 
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ΔtyrR; tyrAfbr-ppsA-
tktA-aroGfbr. 

 
Glucosa y glicerol 
como fuente de 

carbono. 
 

30°C. 
 

48 h de fermentación. 
 

50.2 (En la cepa 
sobreproductora de 

tirosina) 
 

12.1 (En la cepa 
control, no 

sobreproductora de 
tirosina) 

 
 

CYP199A2 (Control & 
mutante F185L) – R. 

palustris 
Pdr – Pseudomonas 

putida 
Pux – R. palustris 

 

Buffer de fosfato de 
potasio. 

 
Glucosa o glicerol 
como fuente de 

carbono. 
 

30°C. 
 

24 h de fermentación. 
20 mM de ácido p-
cumárico añadido. 

 
510 (En la cepa 

control) 
 

2800 (En la cepa 
mutante) 

61 

TAL - R.glutinis 
C3H - S. espanaensis 
ΔpheA ΔtyrR; tyrAfbr-

aroGfbr. 

Varios medios de 
fermentación 

probados: 
 

Medio MOPS. 
(Glucosa o Xilosa 
como fuente de 

carbono). 
 

Medio sintético 
(Glucosa o xilosa) 

 
Medio LB 

(Glucosa o xilosa) 
 

37°C. 
 

7 días de 
fermentación en 

biorreactor. 
 
 
 
 
 

88 (En medio LB, 
glucosa como fuente 

de carbono) 
 

106 (En biorreactor) 

58 

TAL - R.glutinis 
4HPA3H - E. coli 

ΔpheA; tyrAfbr- ppsA -
tktA - aroGfbr. 

Medio mínimo 
mineral M9 

 

3820 (cepa control) 
 

59 
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Glicerol o glicerol y 
glucosa como fuente 

de carbono. 
 

37°C. 
 

72 h de fermentación. 
 

20 mM de ácido p-
cumárico añadido 3 h 

después de la 
inducción. 

 
3mM de ácido p-

cumárico añadido (En 
el caso de la cepa 

control) 
 

766.68 (cepa 
sobreproductora de 

tirosina) 

4HPA3H – P. 
aeruginosa 

Buffer de fosfato de 
potasio. 

 
Glucosa o glicerol 
como fuente de 

carbono. 
 

30°C. 
 

24 h de fermentación. 
 

20 mM de ácido p-
cumárico añadido. 

10200 60 

Figura 15. Principales estudios de síntesis biotecnológica de ácido cafeico. (Modificado de 

Rodrigues; et al, 2015). 

 

Para la producción de ácido cafeico en E. coli, esencialmente se requiere la desaminación de la L-

tirosina o L-fenilalanina y posteriormente la hidroxilación en el anillo aromático, por lo que es 

necesaria la amplificación de desaminasas y de hidroxilasas, sin embargo, también se han explorado 

y desarrollado otras vías de biosíntesis artificial de ácido cafeico que involucran la expresión en E. 

coli de la enzima 4-cumarato-CoA ligasa (4CL) y tioesterasas. En la figura 16 se ejemplifica la vía 

natural de síntesis de ácido cafeico en plantas (indicada en el cuadro punteado), así como otras vías 

artificiales implementadas. 
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Figura 16. Biosíntesis de ácido cafeico (Modificado de Rodrigues, et al., 2015). 

 

Abreviaciones: PAL: Fenilalanina amonio liasa; C4H: Cinamato-4-hidroxilasa; C3H: 4-cumarato-

3hidroxilasa; 4CL: 4-cumarato-CoA-ligasa; 4HPA3H: 4-hidroxifenilacetato-3-hidroxilasa; TAL: 

Tirosina amonio liasa; CYP199A2: Citocromo P450 CYP199A2. La enzima 4CL se ha utilizado de 

Potamogeton crispus y la conversión de Cafeoil-CoA a ácido cafeico es mediada por la enzima 

tioesterasa propia de E. coli 58. 

 

La enzima 4-hidroxifenilacetato-3-hidroxilasa de E. coli está involucrada en el 

metabolismo aromático y puede catalizar ácido p -cumárico a ácido cafeico.  

La enzima para llevar a cabo la conversión de ácido p-cumárico a ácido cafeico que se decidió 

sobreexpresar fue la 4HPA3H la cual es una hidroxilasa propia de E. coli constituida por dos 

unidades, la unidad HpaB que es una monooxigenasa dependiente de FADH2, y la unidad HpaC la 

cual es una flavín óxidoreductasa que utiliza NADH para mantener reducido a la molécula FAD+ la 

cual es requerida por la HpaB para hidroxilar a una gran variedad de compuestos aromáticos 122. 

Esta enzima está involucrada en el metabolismo de compuestos aromáticos en las especies de E. 

coli B, C y W 123,124 y se sabe que esta enzima tiene como sustrato natural al ácido 4-

hidroxifenilacético, 3-hidroxifenilacético y el ácido homoprotocatecúico, y compuestos derivados 

de la fermentación de aminoácidos aromáticos y de la fermentación de residuos vegetales en el 

tracto intestinal de algunos animales. Reportes previos han determinado la capacidad de algunas 

especies de E. coli para crecer en medios de cultivo utilizando ciertos compuestos aromáticos como 

única fuente de carbono. Dentro de estos compuestos se encuentran el ácido fenilacético, el 

hidroxifenilacético, el fenilpropionico, el 3-hidroxifenilpropiónico y el ácido 3-hidroxicinámico, 

también denominado ácido m-cumárico 125. En el Cuadro 10 se resume la capacidad (+) o 

incapacidad (-) de distintas cepas de E. coli de metabolizar los compuestos aromáticos antes 

señalados. 
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 Ácido aromático utilizado como única fuente de carbono 

Cepa Fenilacético Hidroxifenilacético Fenilpropiónico 3HPP 3HCI 

Estructura 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

B - + + + + 

C - + + + + 

K-12 + - + + + 

W + + + + + 

NCTC5928 + - + + + 

Cuadro 10. Capacidad de degradación de algunos ácidos aromáticos por distintas especies de E. 

coli. Abreviaturas: 3HPP, Ácido 3-hidroxifenilpropiónico; 3HCI, Ácido m-cumárico. (Modificado de 

Díaz, et al., 2001 124). 

 

En términos ecológicos es interesante notar que las capacidades de E. coli para metabolizar distintos 

compuestos aromáticos y ser capaz de utilizarlos como única fuente de carbono está asociada al 

nicho de desarrollo de esta bacteria, pues se sabe que E. coli es de los primeros microorganismos 

en colonizar el intestino humano, nicho en donde los aminoácidos aromáticos y los ácidos 

hidroxicinámicos constituyen la mayor fuente de compuestos aromáticos metabolizables por esta 

bacteria 126.  

La caracterización de la enzima 4HPA3H que es la que se utilizó en este trabajo para la catálisis de 

ácido p-cumárico a ácido cafeico surge de la dilucidación del metabolismo aromático en E. coli. Se 

sabe que esta enzima es codificada por el operón hpaBC el cual en E. coli W es parte del cluster hpa 
124. Este operón en E. coli está compuesto por once genes, ocho genes codificantes para enzimas los 

cuales están divididos en dos operones putativos: el operón de hidroxilación del 4-

hidroxifenilacetato/3-hidroxifenilacetato (hpaBC) y el operón de degradación del 3,4-

dihidroxifenilacetato (hpaGEDFHI); dos genes reguladores: hpaR y hpaA, los cuales controlan la 

expresión del operón hpaGEDFHI y del operón hpaBC, respectivamente; y finalmente el gen hpaX el 

cual codifica para una proteína transportadora de las moléculas 4-hidroxifenilacetato y 3-

hidroxifenilacetato 107, en el siguiente cuadro: 
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Figura 17. Representación de la disposición en el cromosoma del operón hpaBC y hpaGEDFHI en E. 

coli W. (Modificado de Díaz, et al., 2001 107). 

Como se muestra en la figura 17, los genes de ambos operones están representados en bloques 

texturizados por líneas, los genes reguladores están representados por bloque negro (hpaR) y 

bloque de líneas verticales (hpaX). Los genes tsr, orf12, orf13 y orf14 son contiguos a estos operones 

de degradación de compuestos aromáticos y están anotados en el genoma de la E. coli ancestral K-

12. Las flechas bajo los nombres de los genes representan la dirección de la transcripción. Las 

señalizaciones para Pr, Pg, Px, Pa1, Pa2 y PBC indican a los promotores de los operones. Entre 

operones se encuentran indicadas las secuencias REP, las cuales son secuencias repetitivas 

palindrómicas extragénicas que podrían estar implicadas en la regulación de la expresión de los 

operones a través del control de la degradación del mRNA 127. El represor HpaR y el activador HpaA 

están representados por un cuadro y un hexágono, respectivamente, si están en negro representan 

a al activador o al represor activo, en cambio, si están en blanco representan a estas moléculas en 

su forma inactiva; el símbolo + o – indican la activación o represión transcripcional, respectivamente. 

Finalmente, las moléculas HPA y HPC representan al hidroxifenilacetato y al 3,4-

dihidroxifenilacetato, respectivamente, los compuestos aromáticos inductores de los operones. 

 

La Vía de degradación del 4HPA y del 3HPA  

A través de la expresión del operón hpaBC y hpaGEDFHI E. coli es capaz de utilizar el ácido 4-

hidroxifenilacético (4HPA) y el ácido 3-hidroxifenilacético (3HPA) como única fuente de carbono y 

catabolizar estos compuestos a metabolitos centrales como el ácido succínico y el ácido pirúvico. A 

continuación, se muestra la vía metabólica propuesta en la degradación de estos ácidos aromáticos.  

 

 

 

 

 

 

Figura 18. Metabolismo del ácido 4-hidroxifenilacético (4HPA) y 3-hidroxifenilácetico (3HPA) en E. 

coli. * 
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* Los metabolitos están indicados en el rectángulo anaranjado y las enzimas están encerradas en el 

rectángulo azul; las abreviaturas son las siguientes: HPC, ácido 3,4-dihidroxifenilacético; CHMS, 

semialdehído 5-carboximetil-2-hidroxi-mucónico; CHM, ácido 5-carboximetil-2-hidroxi-mucónico; 

OPET, ácido 5-oxo-penta-3-ene-1,2,5-tricarboxílico; HHDD, ácido 2-hidroxi-hepta-2,4-dieno-1,7-

dióico; OHED, ácido 2-oxo-hepta-3-ene-1,7-dióico; HHED, ácido 2,4-dihidroxi-hepta-2-ene-1,7-

dióico. La abreviatura de las enzimas son las siguientes: HpaBC, 4-hidroxifenilacetato 3-hidroxilasa; 

HpaD, HPC 2,3-dioxigenasa; HpaE, CHMS deshidrogenasa; HpaF, CHM isomerasa; HpaG, OPET 

descarboxilasa; HpaH, hidratasa; HpaI, HHED aldolasa; Sad, aldehído succínico deshidrogenasa; 

HpaX, Proteína transportadora dehidroxifenilacetato. El exterior e interior celular están indicados, 

respectivamente. 

Como se puede ver en la figura 17, la expresión de los operones hpaBC y hpaGEDFHI a través de 

ocho reacciones enzimáticas el 4HPA y el 3HPA pueden ser metabolizados a metabolitos centrales 

como el ácido pirúvico y semialdehído succínico, sin embargo, este último compuesto requiere de 

la acción de la deshidrogenación mediada por la enzima Sad para convertirse en ácido succínico y 

así ser parte de la vía central de los ácidos tricarboxílicos. Cabe señalar que la enzima Sad no es 

codificada por los operones anteriores 128.  

Es así como se ha descrito el metabolismo de algunas cepas E. coli utilizando 4HPA y 3HPA como 

únicas fuentes de carbono. Reportes previos han demostrado que ninguna de las cepas E. coli 

mostradas en la tabla anterior son capaces de crecer en compuestos como el ácido 2-

hidroxifenilacetato, ácido cinámico, el ácido ortho y para cumárico y los ácidos 

hidroxifenilpropiónicos sustituidos con un grupo hidroxilo en la posición 2 y 4 125, lo cual demuestra 

la especificidad de los operones para ciertos compuestos aromáticos, esto de cierta manera es 

favorable en la producción de ácido cafeico a partir de ácido p-cumárico ya que por los experimentos 

de Burlingame y Chapman se determinó que E. coli no es capaz por si misma de metabolizar el ácido 

p-cumarico 125 y los experimentos de Peppercorn y Goldman concluyeron que E. coli tampoco puede 

utilizar ácido cafeico como fuente de carbono 126; lo cual propicia un escenario ideal para la 

producción de este último compuesto en E. coli. 

 

Las proteínas transportadoras facilitan el movimiento de algunos metaboli tos 

secundarios.  

 

Es sabido que tanto en células vegetales como en células bacterianas existe movimiento de 

moléculas entre las células y su entorno. Muchas veces en estos sistemas de transporte están 

involucrados los metabolitos secundarios, recordemos que este tipo de metabolitos son definidos 

como aquellos compuestos que no están directamente involucrados en el desarrollo y/o 

crecimiento del organismo 63. 

En el caso de plantas, los metabolitos secundarios son transportados entre células vecinas de un 

mismo tejido o de cierto tejido productor a partes remotas de la planta. La vacuola vegetal llega 

ocupar entre un 40 – 90 % del volumen interno de la célula vegetal 64. Y es en la vacuola en donde 

se almacena una gran parte de los metabolitos secundarios; en este orgánulo se han propuesto dos 

principales mecanismos para su transporte: Transporte secundario dependiente del gradiente de 

protones a través de proteínas de membrana de antiporte de H+ y los transportadores dependientes 

de energía asociados a ATP, los llamados transportadores ABC 65 (ATP-binding cassette). Sin 

embargo, en términos generales, tratándose de plantas, los transportadores de metabolitos 
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secundarios han sido clasificados en cuatro grandes familias: los transportadores ABC, los 

transportadores de nitrato (NRT), los transportadores de eflujo de compuestos tóxicos (MATE; 

Multidrug and toxic compound extrusión) y las permeasas de purinas (PUP; Purine permease) 66. 

En el Cuadro 11 se presentan algunos ejemplos de transportadores con relación al tipo de 

compuesto que movilizan. 

 

Transportador 

Tipo de 
compuesto 

que 
transporta 

Especie 
Familia del 

transportador 

Función 
fisiológica 
asociada 

Referencia 

Nt-JAT2 Alcaloide 
Nicotiana 
tabacum 

MATE 

Transporte de 
nicotina hacia 
el interior de 
las vacuolas 

celulares de la 
hoja. 

66 

Nt-MATE1 Alcaloide 
Nicotiana 
tabacum 

MATE 

Transporte de 
nicotina hacia 
el interior de 
las vacuolas 

celulares de la 
hoja. 

67 

NtPDR1 Terpenoide 
Nicotiana 
tabacum 

ABC 
Transporte de 

eflujo de 
diterpenos 

68 

AtABCG40/AtPDR12 Terpenoide 
Arabidopsis 

thaliana 
ABC 

Transporte de 
esclareol 

69 

AtFFT 
Compuestos 

fenólicos 
Arabidopsis 

thaliana 
MATE 

Transportador 
de 

flavonoides 

70 

VVAM1 
Compuestos 

fenólicos 
Vitis 

vinifera 
MATE 

Transporte de 
antocianinas 
aciladas hacia 
al interior de 
las vesículas 

71 

Cuadro 11. Ejemplos de proteínas transportadoras y sus sustratos. 

 

La mayoría de los transportadores bacterianos están asociados a la resistencia a 

antibióticos 

La mayor parte de la investigación en términos de fisiología bacteriana asociada con 

transportadores de metabolitos secundarios está relacionada con sistemas de transporte de eflujo 

que le permite a la bacteria contender con la toxicidad generada por los antibióticos. 

Históricamente, el estudio de los mecanismos bacterianos contra los antibióticos surge debido a la 

problemática de resistencia a los mismos 72. Uno de los mecanismos utilizados por las bacterias para 

sobrevivir en presencia de antibióticos es que, una vez que el antibiótico ha logrado a travesar la 

membrana externa, caracterizada por su baja permeabilidad en el caso de las bacterias gram-
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negativas 73 y ha logrado entrar al citoplasma, este es expulsado hacia al exterior celular a través de 

las denominadas bombas de eflujo, las cuales con básicamente proteínas transmembranales 74. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 19. Esquema general del mecanismo de las proteínas transportadoras.  

A) Los transportadores de la clase ABC aprovechan la energía libre generada por la hidrólisis de ATP 

para expulsar las moléculas fuera de la célula, mientras que los transportadores representados en 

B) son energizados por el movimiento generado por el gradiente electroquímico transmembranal de 

protones H+.  (Esquema modificado de Putman et al. 2000). 

Algunos transportadores pueden ser específicos para ciertas moléculas como es el caso del 

transportador de tetraciclina 75, o bien pueden ser transportadores de una gama más amplia de 

compuestos no necesariamente relacionados en términos estructurales 74 como el transportador 

AcrAB 73. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 20. Esquema que representa de manera general los cuatro tipos de estrategias en bacterias 

para contender con la toxicidad generada por antibióticos 76.  
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El transportador AaeXAB de E. coli  tiene como sustrato al ácido p-hidroxibenzóico.  

 

En el año 2004, Van Dyk y colaboradores reportaron la caracterizaron la expresión y la actividad de 

un transportador de ácidos carboxílicos aromáticos en E. coli (figura 21) encontrado en el operón 

aaeXAB que codifica para un sistema de eflujo transmembranal tripartita del mismo nombre 

AaeXAB y que está regulado por el gen aaeR que codifica para una proteína reguladora de la familia 

LysR, familia de reguladores transcripcionales altamente conservada en bacterias, descritas 

formalmente en especies como E. coli, Salmonella entérica serovar Typhimurium, Rhizobium spp. y 

Enterobacter cloacae 77. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 21. Esquema que representa la regulación transcripcional dependiente de proteínas del tipo 

LysR. El gene lysR se transcribe cuando la proteína LysR es disociada de su promotor. El producto del 

gen lysR se une río arriba del promotor del gen que será transcrito de manera divergente y en el 

momento que la proteína LysR interactúa con el co-inductor (el cual puede ser alguna otra molécula 

o proteína intermediaria en la vía de síntesis de alguna ruta metabólica, la transcripción del gen en 

cuestión es activada78). Esquema tomado de Maddocks et al., 2008 79. 

 

Se sabe que en E. coli el ácido p-hidroxibenzóico es el precursor en la síntesis de ubiquinona a través 

de ocho reacciones enzimáticas descritas en la figura 22:  

 

 

 

 

 

Figura 22. Ruta biosintética de la ubiquinona a partir de ácido p-hidroxibenzóico. Abreviaciones 4-

HB: Ácido p-hidroxibenzoico; OHB: ácido 3-octapropenil-4-hidroxibenzoico; OPP: 3-

octapropenilfenol; Q8: Coenzima Q8; DDMQ8: C1-demetil-C6-demetóxido-Q8; DMQ8: C6-demetóxido-

Q8. Modificado de Aussel et al., 2014 80. 
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La ubiquinona, también denominada coenzima Q8 es una molécula lipídica involucrada en ciclos de 

óxido-reducción en el metabolismo de E. coli, está constituida por un anillo aromático asociado a 

una cadena de polipropileno de extensión variable según el metabolismo de la especie que lo 

sintetiza, en el caso de E. coli esta extensión es de ocho unidades 81. La ubiquinona Q8 en 

procariontes es encontrada en la membrana plasmática de los organismos procariontes y ha sido 

descrita en términos fisiológicos como una molécula esencial en eventos como crecimiento 

aeróbico, la regulación de génica, la adaptación al estrés oxidativo y de varios procesos relacionados 

con fuerza motriz dependientes de protones 82. El precursor de la ubiquinona es el ácido p-

hidroxibenzóico (p-HBA) el cual en la naturaleza es encontrado durante la degradación de ligninas, 

siendo este compuesto un representante mayoritario durante este proceso 83. Van Dyk y 

colaboradores basaron su propuesta de funcionamiento del sistema de eflujo AaeXAB a través de 

experimentos en donde trataron a E. coli con p-HBA y otros ácidos carboxílicos aromáticos y 

determinaron la sensibilidad del sistema a estos compuestos, llegando a la consideración de que 

este sistema puede funcionar como una bomba de eflujo que cuando se llega a una concentración 

crítica en el interior celular, expulsa desde citoplasma a una gran variedad de compuestos 

aromáticos, sirviendo así como una especie de “válvula de alivio metabólico”. En la figura 23 se 

presenta un esquema del modelo operacional propuesto para el sistema AaeXAB. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 23. Modelo del funcionamiento del sistema AaeXAB basado experimentos de cultivos de E. 

coli tratados con pHBA.  

A) Se representa al pHBA como precursor en la síntesis de ubiquinona, este precursor es encontrado 

a bajas concentraciones intracelulares y aunque el gen aaeR se expresa, la forma inactiva de la 

proteína AaeR no permite la expresión del operón aaeXAB. B) En este caso las concentraciones 

intracelulares de pHBA, este compuesto se une a la proteína AaeR de tal manera que pueda 

convertirse en su forma activa y así, promover la expresión del operón aaeXAB cuyo sistema de eflujo 

permitiría la salida de la célula del exceso de pHBA, restaurando así las concentraciones 

intracelulares normales de pHBA. (Modificado de Van Dyk, et al., 2004). 

 



40 
 

 

La proteína TolC está involucrada en múltiples sistemas de eflujo en E. coli.  

 

En el contexto de las proteínas transportadoras en E. coli, TolC se ha convertido en un modelo de 

estudio debido a su participación en múltiples sistemas de eflujo involucrados en transporte de 

diversos tipos de moléculas que van desde proteínas tóxicas como la colicina hasta compuestos 

antibióticos como la vancomicina. 

TolC es un componente proteínico presente en una variedad de sistemas de transporte bacterianos, 

particularmente en los sistemas de transporte tipo I en bacterias Gram-negativas. Por si solo TolC 

no es un sistema de transporte integral de membrana. 

Según sus características y mecanismos de acción, se han descrito al menos cinco clases de sistemas 

de transporte bacterianos. Los del tipo I (figura 24) como TolC y AaeXAB (estudiados en este 

proyecto de tesis) son sistemas de transporte tripartitas, es decir, son complejos multiproteínicos 

en donde un componente está dispuesto en la membrana interna, otro en la membrana externa y 

el último está incorporado en el espacio periplásmico donde sirve de enlace entre los componentes 

de membrana interna y externa. La estructura cristalográfica de TolC (figura 25) se ha determinado 

y se ha visto que esta proteína es un componente de la membrana externa en sistemas de eflujo 

como AcrAB-TolC y EmrAB-TolC que contribuye a la resistencia a sales biliares, detergentes, ácidos 

grasos, solventes orgánicos y ácido nalidíxuco y tiolactomicina, respectivamente.  

 

   

 

 

 

 

 

 

Figura 24. Sistema de excreción tipo I en E. coli. Este esquema representa la secreción de α-

hemolisina del citoplasma al medio extracelular. Los tres componentes del sistema son: la proteína 

de membrana interna HlyB (asociada a la proteína HlyD de la membrana interna), las proteínas de 

fusión (en color rosa y verde) y la proteína de membrana externa TolC. 
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Figura 25. Estructuras cristalográficas generales de TolC y de otras proteínas de membrana externa 

de E. coli. OmpF (Outer membrane protein F), FepA (Ferreinenterobactin receptor precursor) y OmpA 

(Outer membrane protein A). ME: Membrana externa. 

 

 

1.2 Justificación 
 

Dado el potencial farmacéutico y nutracéutico que presenta el ácido cafeico fundamentalmente por 

sus propiedades antioxidantes (superiores a la de otros ácidos hidroxicinámicos) es deseable el 

incremento en su producción con fines de investigación, desarrollo y distribución; sin embargo 

algunas limitantes para su obtención a partir de materia vegetal están representadas por sus bajos 

rendimientos de extracción a partir de materia vegetal debido a la baja concentración que 

naturalmente existe en las plantas debido a su condición de molécula intermediaria en el 

metabolismo de los fenilpropanoides 84 y porque los métodos de extracción involucran el uso de 

altas temperaturas, tratamientos con compuestos derivados del petróleo y extracción con solventes 

como el metanol y acetato de etilo, haciendo del proceso de extracción un evento costoso y 

contaminante en términos ecológicos 48,85. Se ha demostrado ya en estudios previos con una E. coli 

genéticamente modificada que la producción bacteriana de ácido cafeico a partir de su precursor 

inmediato anterior, el ácido p-cumárico es posible, a través de la sobreexpresión de una enzima 

nativa de la propia E. coli, la enzima 4-hidroxifenilacetato-3-hidroxilasa (4HPA3H) codificada por el 

operón hpaBC la cual es capaz de hidroxilar al ácido p-cumárico (ácido 4-hidroxicinámico)  en la 

posición 3 del anillo aromático convirtiéndolo en ácido cafeico (ácido 3,4-dihidroxicinámico).  

Por otra parte, tratándose tanto del precursor como del producto de compuestos aromáticos y 

teniendo el antecedente de que en E. coli  está reportado el sistema de eflujo AaeXAB específico 

para ácidos carboxílicos aromáticos, resulta interesante explorar el efecto que tendría la 
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sobreexpresión o la inactivación de este sistema sobre la capacidad de síntesis de ácido cafeico en 

E. coli, considerando que desde una perspectiva biotecnológica, los mecanismos de transporte 

celular representan objetivos atractivos de análisis puesto que pueden resultar críticos en 

estrategias que estén enfocadas en el mejoramiento de los parámetros de producción de 

compuestos de alto interés biotecnológico como es el caso de los compuestos aromáticos; en este 

caso del ácido cafeico. Son por tales motivos que resulta conveniente el estudio simultáneo de 

mecanismos enzimáticos involucrados en el metabolismo de moléculas aromáticas y en su 

transporte, como lo es la enzima 4HPA3H y el sistema de eflujo de ácidos carboxílicos aromáticos 

AaeXAB, respectivamente en el organismo modelos E. coli enfocado en la producción de un 

compuesto naturalmente valioso como el ácido cafeico. 

 

2 Hipótesis 
 

La inactivación en E. coli del sistema de transporte de ácidos carboxílicos aromáticos AaeXAB evitará 

la salida de ácido p-cumárico del interior celular, aumentando así la disponibilidad de este precursor 

y mejorando los parámetros de producción de ácido cafeico respecto a la cepa control con el sistema 

AaeXAB activo, en un cultivo de medio suplementado con ácido p-cumárico.  

 

3 Objetivos 
 

3.1 General 

 

El objetivo general de este trabajo es evaluar el efecto que tiene el transportador de ácidos 

carboxílicos aromáticos AaeXAB de E. coli sobre la resistencia  a la toxicidad de este tipo de 

compuestos y sobre la capacidad de síntesis de ácido cafeico a partir de la hidroxilación de ácido p-

cumárico en una cepa con fondo genético W3110 que sobreexprese la enzima 4-hidroxifenilacetato-

3-hidroxilasa (4HPA3H). 

 

3.2 Particulares 
 

En tanto los objetivos particulares, derivados del objetivo general anterior son los siguientes:  

 

• Determinar la sensibilidad al ácido p-cumárico y al ácido cafeico a través de la evaluación 

del crecimiento de la cepa E.  coli W3110, E. coli W3110/pTrcaaeXAB, E. coli 

W3110ΔaaeXAB::cat en medios de cultivo con distintas concentraciones de estos ácidos. 

 

• Transformar la cepa E. coli W3110 con el plásmido pTrc/hpaBC el cual codifica para la 

enzima 4HPA3H. 
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• Transformar la cepa E. coli W3110ΔaaeXAB::cat con el plásmido pTrc/hpaBC el cual codifica 

para la enzima 4HPA3H. 

 

• Determinar los parámetros cinéticos de los cultivos de producción bacteriana de ácido 

cafeico con las cepas E. coli W3110/pTrchpaBC y E. coli W3110ΔaaeXAB::cat/pTrchpaBC. 

 

• Determinar el efecto sobre la sensibilidad al ácido p-cumárico y al ácido cafeico en una cepa 

E. coli con la proteína TolC inactivada en medios de cultivo con distintas concentraciones de 

estos ácidos. 

 

4 Materiales y Métodos 
 

Cepas E. coli  utilizadas en este proyecto 

Cepa Genotipo Referencia 

W3110 F-, λ-,(rnnD-rnnE) ATTC 27325 

W3110ΔaaeXAB 

Cepa W3110 con el sistema 
AaeXAB inactivado a través de 

la sustitución en el 
cromosoma por un cassette 

de resistencia a cloranfenicol. 

Vargas-Tah, 2015. 

W3110/pTrcaaeXAB 

Cepa W3110 transformada 
con el plásmido pTrc clonado 
con el operón aaeXAB de la 

especie E. coli W. 

Vargas-Tah,2015. 

W3110ΔaaeXAB/pTrchpaBC 

Cepa W3110 con el sistema 
AaeXAB incactivado y 

sustituido por un cassette de 
resistencia a cloranfenicol, 

transformada con el plásmido 
pTrchpaBC que expresa la 

enzima 4HPA3H. 

Este trabajo. 

W3110/pTrchpaBC 

Cepa W3110 transformada 
con el plásmido pTrchpaBC 
que sobreexpresa la enzima 

4HPA3H. 

Este trabajo. 

W3110ΔtolC::Kma 

Cepa W3110 cuyo gen tolC 
que codifica para la proteína 

des mismo nombre está 
sustituido por un cassette de 

resistencia a kanamicina. 

Este trabajo. 

Cuadro 12. Descripción general de las cepas E. coli utilizadas en este proyecto. 

a En la construcción de este modelo se utilizó como cepa donadora la colección de KEIO mutante en 

tolC. La técnica de transducción de DNA mediada por el fago P1 fue empleada en este proyecto para 

transferir el material genético de la mutante de KEIO a la cepa receptora E. coli W3110. 
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Plásmidos 

Plásmido Características Referencia 

pTrc99A 
Vector de expresión de alto 

número de copias bajo el 
promotor trc 

Este trabajo 

pTrchpaBC 

Vector de expresión bajo el 
promotor trc clonado con los 
genes hpaBC que codifica a la 
enzima 4HPA3H de la especie 

E. coli W 

Este trabajo. 

pTrcaaeXAB 

Vector de expresión bajo el 
promotor trc clonado con el 
operón aaeXAB que codifica 

el sistema de eflujo de ácidos 
carboxílicos aromáticos 

AaeXAB. 

Vargas-Tah. 

Cuadro 13. Descripción general de los plásmidos utilizados en este proyecto. 

 

Criopreservación de cepas.  

La criopreservación de cepas es una manera efectiva de conservar y mantener durante largos 

periodos de tiempo cepas de E. coli. Para ello se utilizan tupos de polipropileno de 1.6 mL en los 

cuales se vierten 800 μL de cultivo saturado de la cepa de interés y 800 μL de glicerol en una 

concentración de 80 % previamente esterilizado. Los componentes se mezclan por inversión y se 

almacenan en un ultracongelador a una temperatura de -70°C. 

 

Extracción de DNA plasmídico por el método de miniprep por lisis alcalina.  

El plásmido pTrchpaBC utilizado en este trabajo fue mandado a sintetizar por la compañía 

GenScript®. Este plásmido se extrajo de la cepa E. coli W3110 a través del protocolo de “Miniprep 

por lisis alcalina” establecido en el Laboratorio de Ingeniería del Vías Metabólicas del Instituto de 

Biotecnología de la Universidad Nacional Autónoma de México. Este método está basado en la 

desnaturalización alcalina selectiva de DNA de alto peso molecular con soluciones cuyo valor de pH 

ronda entre 12 y 12.5; plásmidos de DNA circular unidos de manera covalente y cerrados, 

permanecen en la conformación de doble cadena. La extracción de DNA a través del método de 

“Miniprep por lisis alcalina” permite extraer DNA plasmídico de manera simple y eficiente, además 

de ser lo suficientemente libre de impurezas, lo cual permite su uso en técnicas de biología 

molecular como reacciones de restricción, reacciones en cadena de la polimerasa (PCR) o 

transformación bacteriana. 

 

Transformación de E. coli con DNA plasmídico.  

El proceso de transformación bacteriana por electroporación es un método de alta eficiencia a 

través del cual se introduce DNA exógeno mediante la aplicación de un pulso eléctrico breve e 
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intenso a soluciones bacterianas previamente tratadas en frío para facilitar la apertura de 

microporos en la célula a través de los cuales el DNA plasmídico podrá introducirse. Las múltiples 

transformaciones bacterianas llevadas a cabo durante este proyecto se realizaron siguiendo el 

protocolo establecido en el Laboratorio de Ingeniería del Vías Metabólicas; para introducir los 

vectores y transformar las cepas W3110 y W3110ΔaaeXAB. 

 

Medios de cultivo 

 

Preinóculo. 

 

El preinóculo consiste en reactivar el metabolismo celular bacteriano una vez que la cepa es sacada 

de la condición de críopreservación a una temperatura de -70°C. Para tal fin se tomó una muestra 

de la suspensión bacteriana conservada en glicerol con un asa previamente esterilizada por 

calentamiento y se resuspendió en 4 Ml de medio LB con 4 Μl del antibiótico de selección 

correspondiente en una concentración de 100 mg/Ml en el caso de la carbenicilina (Cb) y de 30 

mg/Ml en el caso del cloranfenicol (Cm) durante 14 h en tubos de ensayo para su incubación a una 

temperatura de 37° y una agitación de 300 rpm. Posteriormente se determinó la densidad óptica 

(D.O) del cultivo y se realizó el cálculo necesario del volumen requerido para el inicio de la 

adaptación de las cepas en medio mínimo mineral M9 en 0.05 D.O. 

 

Inóculo adaptativo. 

 

El inóculo utilizado para evaluar la sensibilidad de las cepas E. coli a distintas concentraciones de 

ácido p-cumárico y de ácido cafeico así como el de las fermentaciones del ácido p-cumárico fue 

primero adaptado en medio mínimo mineral M9. Este inóculo adaptativo se realizó en matraces 

bafleados de 125 mL con 25 mL de medio M9. Para las cinéticas de evaluación de la sensibilidad a 

los ácidos p-cumárico y cafeico la fuente de carbono utilizada fue glucosa en una concentración de 

2g/L, mientras que la fuente de carbono utilizada en las fermentaciones de ácido p-cumárico a ácido 

cafeico fue glicerol en una concentración de 10 g/L. Los componentes del medio mineral M9 por 

litro son los siguientes: Na2HPO4 (6g), KH2PO4 (3g), NaCl (0.5 g), NH4Cl (1g), MgSO4 (2 mM), CaCl2 (0.1 

mM), vitamina B1 (0.01 g) y el antibiótico correspondiente según la cepa. Las condiciones de 

incubación fueron 37°C y 300 rpm durante 16 horas. 

 

Cinética de crecimiento microbiano bajo distintas concentraciones de ácido p-cumárico y de ácido 

cafeico. 

 

La determinación de la sensibilidad de las distintas cepas de E. coli bajo diferentes concentraciones 

de ácido p-cumárico y de ácido cafeico se llevó a cabo en medio mínimo mineral M9 con glucosa 

como fuente de carbono en una concentración de 2 g/L y el antibiótico correspondiente según la 

cepa. Las condiciones de cultivo fueron 37°C y 300 rpm. Partiendo del inóculo adaptativo, las 
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cinéticas de determinación del crecimiento microbiano en esta etapa del proyecto se iniciaron con 

una D.O600 nm de 0.1 en matraces bafleados de 250 mL con 50 mL de medio de cultivo. 

 

Cultivos de producción bacteriana de ácido cafeico a partir de ácido p-cumárico . 

 

Las cinéticas de producción de ácido cafeico a partir de ácido p-cumárico se llevaron a cabo en 

matraces de 250 mL utilizando 50 mL de medio M9 siendo el glicerol en una concentración de 10 

g/L la fuente de carbono. El medio fue suplementado con 4 g/L de ácido p-cumárico, los antibióticos 

correspondientes (Cb o Cm) según la cepa en cuestión y con IPTG como inductor en una 

concentración de 0.1 mM cuando los cultivos llegaron a una biomasa con valor de 0.3 D.O 600. En 

cada tiempo de muestreo se tomó una muestra de 1 mL de cultivo y se centrifugó a máxima 

velocidad (13400 rpm) por 5 minutos, el medio libre de células fue recuperado y conservado a -20°C 

hasta su análisis a través de HPLC. 

 

Métodos Analíticos 

 

Densidad óptica. 

La densidad óptica se determinó en un espectrofotómetro Thermo Scientific® Modelo Genesys 10s 

UV-Visible con una longitud de onda de 600 nm de absorbancia.  El valor de la D.O convertido a 

gramos de peso seco se obtiene usando la siguiente equivalencia 1 D.O600 nm = 0.37 g/L de biomasa 

seca. 

 

Cuantificación de la fuente de carbono y el subproducto de fermentación. 

 

La cuantificación de glicerol y de ácido acético se llevó a cabo de manera cromatográfica a través de 

un equipo de cromatografía líquida de alta presión (HPLC) de la marca Waters® empleando una 

columna Aminex HPX-87H (300 x 7.8 mm; 9 μM), de Bio-Rad®, acoplada a un detector de índice de 

refracción (Waters® 996). La fase móvil utilizada fue H2SO4 5 mM con un flujo de 0.5 mL/min y una 

temperatura de 50°C. Las muestras fueron filtradas con membranas de 0.45 μm. 

 

Cuantificación de ácido p-cumárico y ácido cafeico 

 

La cuantificación de ácido p-cumárico y ácido cafeico se realizó a través de un HPLC Agilent® 1100 

System con un detector de arreglo de diodos, este equipo también cuenta con un detector de UV 

de longitud de onda múltiple. Se utilizó una columna Supelco Discovery C18, La fase móvil utilizada 

consistió de agua con ácido trifluoroacético al 0.1 % y de metanol al 40 % con ácido trifluoroacético 

al 0.1 % a un flujo de 0.5 mL/min y una temperatura de 45°C. La detección para ambos compuestos 

se llevó a cabo a 280 nm. Bajo estas condiciones el tiempo de retención del ácido p-cumárico fue de 
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13.1 minutos y el del ácido cafeico fue de 11.2 minutos. Las muestras analizadas para la detección 

de estos ácidos fueron centrifugadas y los sobrenadantes fueron filtrados con membranas de nylon 

de 0.45 μm. 

 

Parámetros cinéticos y estequiométricos 

- (Tomando una curva estándar de D.O vs. gramos (peso seco), se determinó que 1 D.O 600 nm = 

0.37 gpeso seco/L.)  

 

• Estimación de la velocidad específica de crecimiento. 

La velocidad específica de crecimiento (μ) se determinó durante la fase exponencial de crecimiento. 

Se utilizó un coeficiente de correlación mayor a 0.97 en las pendientes. La ecuación en la fase de 

crecimiento exponencial se caracteriza de la siguiente manera: 

lnN – lnN0= μ (t-t0). (El valor de μ se expresa en términos de h-1). 

• Velocidad específica de consumo de sustrato en la fase exponencial de crecimiento (qs exp). 

                                                                 qs exp = μ/Yx/s exp 

μ = Velocidad específica de crecimiento microbiano. 

Yx/s exp= rendimientro de biomasa con respecto al sustrato durante la fase exponencial. 

 

• Velocidad específica de producción en la fase exponencial (qp exp). 

qp exp = μ * Yp/s exp 

Yp/s exp = rendimiento del producto respecto al sustrato durante la fase exponencial. 

 

• Productividad volumétrica. 

        Qp = g de producto/volumen en L * tiempo del cultivo (en el momento de máxima 

concentración de producto) (g/L*h) 

 

5 RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 

5.1 Evaluación de la sensibilidad al ácido p-cumárico y ácido cafeico de distintas 

cepas E. coli. 
 

En esta primera etapa del proyecto se decidió abordar la pregunta de qué efecto tiene la presencia 

en el medio de cultivo tanto del ácido p-cumárico (precursor) como el ácido cafeico (producto) sobre 

la capacidad de crecimiento de E. colI, considerando que la estrategia de producción de ácido cafeico 

a partir de ácido p-cumárico constará de un solo paso a través de la hidroxilación de este último 

mediada por la actividad de la enzima 4HPA3H de E. coli W sobreexpresada en el fondo genético 

W3110. El fundamento de la evaluación de la capacidad de crecimiento bajo distintas 

concentraciones de ácido p-cumárico y ácido cafeico es determinar la sensibilidad de E. coli a estos 
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ácidos y por ende el nivel de toxicidad que representan, lo cual en última instancia representa una 

limitante importante en el campo de la producción heteróloga de metabolitos especializados de 

plantas como es el caso del ácido cafeico. La evaluación del crecimiento microbiano que se genera 

en el medio de cultivo bajo condiciones de estrés resulta esencial ya que es un parámetro práctico 

de cuantificar el cual refleja el estatus general del metabolismo bacteriano en términos de 

producción de biomasa y de generación y mantenimiento de energía metabólica necesaria para 

mantener esa biomasa 86. En el Cuadro 14 se muestra un cuadro que engloba la información de la 

velocidad específica de crecimiento (μ) de la cepa bacteriana indicada, así como el tipo de ácido con 

la que fue tratada y su concentración en unidades milimolares y en gramos por litro. 

 

Cuadro 14. Resultados de las pruebas de sensibilidad al ácido p-cumárico y al ácido cafeico sobre el 

crecimiento de distintas cepas E. coli. 

 

Como se puede observar en el Cuadro 14, en estas evaluaciones de la sensibilidad de E. coli  a los 

distintos ácidos, se utilizaron cinco cepas distintas: BL21 (DE3), W3110, W3110ΔaaeXAB, 

W3110/pTrcaaeXAB y W3110ΔTolC. En primera instancia se realizó para cada cepa, una cinética de 

crecimiento microbiano sin los ácidos adicionados, en matraz con medio mínimo mineral M9 

adicionado con glucosa como fuente de carbono en una concentración de 2 g/L, incubado a 37° C y 

300 rpm sin ácido p-cumárico ni ácido cafeico adicionado, esto con la finalidad de tener el control 

de referencia del crecimiento particularmente en medio mínimo, el cual es un tipo de medio 

completo en sales  ampliamente usado en el campo de la microbiología debido a que es un medio 

de fácil preparación y que contiene los requerimientos esenciales para soportar el crecimiento 

microbiano a la vez que permite realizar determinaciones cuantitativas del crecimiento con diversos 

sustratos y fuentes de carbono 87 en este caso la glucosa fue la fuente de carbono, la preferencial 

 
Concentración 

utilizada de 
ácidos 

BL21 (DE3) W3110 W3110ΔaaeXAB 
W3110/pTrca

aeXAB 
W3110ΔTolC 

Control 
Sin ácidos 

adicionados 
0.571±0.2 h-1 0.581±0.2 h-1 0.54±0.23 h-1 0.55±0.12 h-1 0.419±0.17 h-1 

Ácido 
cumárico 

2.25 g/L 
 

 (12.5 mM) 

- 0.378±0.11 h-1 0.176±0.07 h-1 - 0.178±0.06 h-1 

4.5 g/L  
 

(25 mM) 

0.35±0.08 h-1 0.35±0.15 h-1 0.044±0.03 h-1 0.29±0.08 h-1 No hubo 
crecimiento 

9 g/L  
 

(50 mM) 

No hubo 
crecimiento 

No hubo 
crecimiento 

No hubo 
crecimiento 

No hubo 
crecimiento 

No hubo 
crecimiento 

Ácido 
cafeico 

4.5 g/L  
 

(25 mM) 

0.13±0.03 h-1 0.12±0.03 h-1 0.12±0.05 h-1 0.12±0.04 h-1 0.123±0.06 h-1 

9 g/L  
 

(50 mM) 

No hubo 
crecimiento 

No hubo 
crecimiento 

No hubo 
crecimiento  

No hubo 
crecimiento 

No hubo 
crecimiento 
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de E. coli  sobre la lactosa o el glicerol 20. En el caso de las cinéticas de crecimiento control, sin los 

ácidos hidroxicinámicos adicionados, se observa que el valor de la velocidad específica de 

crecimiento (μ) en general para todas las cepas rondan entre 0.54 y 0.57 h-1, menos para la cepa 

W3110ΔtolC la cual tuvo un valor relativamente menor con una μ de 0.41 h-1. El valor de la velocidad 

específica de crecimiento en este medio con glucosa como fuente de carbono en una concentración 

de 2 g/L para la cepa W3110 fue de 0.58 h-1, similar al previamente reportado por Varma & Palsson 

en 1994 en un estudio especializado en la caracterización de esta misma cepa 88. E. coli W3110 es 

una cepa derivada de la E. coli  ancestral denominada K-12, elegida por prácticamente todos los 

grupos de investigación en el mundo puesto que ha sido la más exhaustivamente estudiada; a 

diferencia de la cepa parental K-12, la variante W3110 tiene un factor de fertilidad negativo F-, lo 

que significa que no posee los genes que codifican para el pilus sexual requerido durante el proceso 

de conjugación bacteriana  y carece del profago λ 89; el genoma de esta cepa ha sido completamente 

secuenciado 89,90, es fácil de crecer en medio mínimo (es un organismo protótrofo) y tiene un tiempo 

de generación corto. La cepa E. coli   BL21 (DE3) por otra parte es una cepa ampliamente usada para 

la producción de proteínas recombinantes bajo el control de la RNA polimerasa del fago T7 91, a 

diferencia de la cepa W3110, el profago DE3 se integró en un sitio adjunto para proveer a la cepa 

BL21 de una fuente de polimerasa del fago T7 para la producción de proteínas recombinantes. La 

cepa BL21 adicionalmente, posee una baja actividad de las proteasas codificadas por los genes lon 

y ompT lo cual la hace todavía más una cepa adecuada para la sobreexpresión de proteínas 92, 

considerando que la estrategia de producción de ácido cafeico a partir de ácido p-cumárico sería 

mediada por la actividad dada por la sobreexpresión e inducción de la enzima 4HPA3H de E. coli, en 

esta etapa del proyecto se consideró adecuado caracterizar su crecimiento bajo distintas 

concentraciones de estos ácidos hidroxicinámicos. Al igual que con la cepa W3110, el crecimiento 

de la cepa BL21(DE3) se cotejó con lo previamente reportado en medio mínimo con glucosa como 

fuente de carbono siendo el valor de 0.57 h-1 similar a lo reportado por Natarajan y Srienc en el 2000 
93. Los valores de la μ para todas las cepas en medio mínimo son similares, sin embargo, es 

ligeramente menor en el caso de la cepa W3110 con el gen tolC inactivado. La idea de incluir en esta 

serie de experimentos de evaluación de sensibilidad a ácidos hidroxicinámicos a una cepa W3110 

con el gen tolC inactivado se consideró como un modelo de referencia futura en la comparación de 

una proteína que forma parte de diversos sistemas de transporte transmembranal en E. coli con 

sustratos de diversa índole, a diferencia del sistema AaeXAB especializado en el transporte hacia el 

exterior de la célula de diversos ácidos carboxílicos aromáticos. 

TolC es una proteína de membrana externa codificada por el gen del mismo nombre, esta proteína 

está involucrada en aspectos relacionados con la integridad, permeabilidad y regulación de otras 

proteínas de membrana externa en bacterias gram-negativas 94. TolC forma parte de un grupo de 

proteínas denominadas proteínas de eflujo de membrana externa. Se ha visto que esta proteína es 

capaz de asociarse con otros sistemas de transporte transmembranal como los del tipo cassette de 

unión a ATP (sistema de transporte del tipo ABC), los del tipo de resistencia a división por nodulación 

(denominados RND) y los del grupo de facilitadores principales 95 (denominados MF). El valor de la 

μ para la cepa con el gen tolC inactivo fue de 0.42 h-1, el menor de todas las cepas en el cultivo 

control sin los ácidos hidroxicinámicos adicionados, cotejando este resultado con la literatura se 

encontró un estudio en donde se evalúa el impacto que tiene la mutación en tolC sobre la fisiología 

de E. coli  en términos de la integridad de la membrana plasmática, del balance de óxido-reducción 

dado por la relación NADH/NAD+ y del crecimiento bacteriano, en el estudio de Dhamdhere y 

Zgurskaya 96 se reporta el crecimiento en medio mínimo mineral M9 con glucosa como fuente de 

carbono de la cepa E. coli en el fondo genético BW25113 con genotipo: lacIq, rrnBT14, DlacZWJ16, 

hsdR514, ΔaraBADAH33, ΔΔrhaBADLD78 mutada en tolC 97, siendo el valor de la velocidad específica 
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de crecimiento 0.44 h-1, valor muy similar al obtenido en este trabajo pero en la cepa E. coli  con 

fondo genético W3110, el cual fue de 0.42 h-1. En este caso, respecto a la cepa control E. coli   W3110, 

la disminución en la velocidad específica de crecimiento es del 28 %, en el caso del estudio con la 

cepa E. coli BW25113ΔtolC, la disminución del valor de la μ respecto a la cepa parental E. coli 

BW25113 fue de 29 %, coincidiendo prácticamente con el porcentaje de disminución en el fondo 

genético W3110, lo cual sugiere que a pesar de tratarse de fondos genéticos distintos, la simple 

mutación en tolC causa un efecto negativo sobre el crecimiento en medio mínimo con glucosa como 

fuente de carbono, esto previo a la adición de agentes que generen estrés en el cultivo como los 

ácidos hidroxicinámicos. Se sabe que en el genoma de E. coli y de varias enterobacterias el gen tolC  

se encuentra en el locus cromosomal que también contiene a otros dos genes: ygiB,ygiC; los cuales 

presumiblemente se expresan como un solo operón 96. Con base en el análisis de secuencia de los 

aminoácidos de las otras dos proteínas que conforman el operón se determinó a YgiB como una 

lipoproteína de membrana externa la cual contiene un péptido señal tipo II, tipo de péptido em 

donde la secuencia señal forma un bucle a través de la membrana, y el extremo C-terminal de la 

proteína es transferido a través de la membrana mientras que el extremo N-terminal permanece 

del lado citoplasmático 98. De igual manera el análisis de la secuencia de la proteína YgiC (figura 26) 

determinó homología significativa con la enzima glutationil espermidina sintasa, enzima que cataliza 

la síntesis de glutationil espermidina a partir de una molécula de glutatión, una de espermidina y 

una de ATP; esta enzima está involucrada en el metabolismo del glutatión, responsable, entre otras 

moléculas del mantenimiento un ambiente intracelular reductor en E. coli. Sin embargo, la función 

en conjunto de las tres proteínas sobre la fisiología general en E. coli  aún es un aspecto a dilucidar 
96.  

 

 

 

 

 

 

                                  A)                                                                    B) 

Figura 26. Representación diagramática de tolC formando parte de un operón que codifica a un 

sistema de excreción de tetraciclina en E. coli y estructura cristalográfica de TolC. A) Representación 

de tolC siendo parte del operón junto con los genes ygiBC en el cromosoma de E. coli, los números 

que se encuentran flanqueando los genes en este esquema representan su posición en el cromosoma 

(Dhamdhere & Zgurskaya, 201096); B) Esquema de la estructura general cristalizada de TolC 

(Koronakis, et al., 2000 99).  

 

La causa del detrimento en un aspecto tan básico como el crecimiento del cultivo puede deberse a 

que la mutación en tolC genera dos tipos de alteraciones en E. coli según el estudio de Dhamdhere 

& Zgurskaya en el 2010: Compromete la integridad de la membrana plasmática puesto que es una 

proteína requerida por varios sistemas de transporte de eflujo y altera el balance óxido-redox en el 

interior de la célula 96. En términos de la integridad de la membrana, se encontró que las cepas de 

E. coli mutantes en tolC se generaba notablemente la producción de una proteína periférica de 

membrana interna la cual se sabe, es inducida cuando la bacteria censa un estrés sobre la membrana 
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plasmática y cuando se disipa la fuerza protón-motriz dada por el potencial electroquímico de 

protones  100. Otra observación asociada al desequilibrio en la membrana plasmática es la 

producción de proteínas relacionadas con respuesta a estrés, particularmente de proteínas bajo el 

control del regulón SoxRS es cual se sabe, coordina la inducción de al menos otros doce genes en 

respuesta al estrés oxidativo activado por las especies reactivas de oxígeno o de nitrógeno 101. Otro 

aspecto característico de la mutación en tolC en E. coli es la desproporción en la relación de 

NADH/NAD+; según la referencia de Dhamdhere y Zgurskaya (2010), se encontró que la 

concentración de NADH excedía tres veces la de su forma oxidada, algo que en términos 

metabólicos significa un claro desbalance oxido-redox puesto que se ha reportado que altos niveles 

de NADH inhiben enzimas del metabolismo central  como la citrato sintasa y la malato 

deshidrogenasa, enzimas que son compartidas en la vía de los ácidos tricarboxílicos 102. Finalmente, 

otra consecuencia de relevancia dada por altas concentraciones de NADH intracelular en E. coli es 

que este dinucleótido puede actuar como agente reductor del ion Fe3+ en la reacción de Fenton in 

vivo, reacción en donde el NADH forma un complejo con el hierro que deriva en la reducción del 

Fe3+ el cual es quelado por el enlace fosfodiéster de la cadena nucleotídica, resultando en una 

ruptura y por consiguiente daño severo a la molécula de DNA 103. Por lo anterior expuesto y 

cotejando con los datos experimentales sobre la disminución en la capacidad de crecimiento de la 

cepa E. coli W3110ΔtolC respecto a la cepa control W3110 en medio mínimo mineral M9 se podría 

decir que esta sola mutación, al inactivar múltiples sistemas de transporte dependientes de esta 

proteína arquetípica de membrana externa, aún en medio mínimo, genera un estrés tal en la 

membrana plasmática que, acentuado con las disfuncionalidades metabólicas asociadas al 

desbalance óxido-redox previamente reportado en genotipos similares, tiene un impacto negativo 

directo sobre el crecimiento.  

Por otra parte, en la cepa inactivada en el sistema AaeXAB y en la cepa que sobreexpresa este mismo 

sistema, el valor de la velocidad específica de crecimiento, 0.54 h-1 es prácticamente igual al 

crecimiento de la cepa control W3110 con el sistema AaeXAB nativo 0.58 h-1, es decir, sin suprimir 

ni sobreexpresar. En el caso de la cepa W3110ΔaaeXAB, un crecimiento similar a la cepa control 

significaría en primera instancia que la inactivación de este sistema de eflujo no es letal ni representa 

implicaciones fisiológicas sobre el metabolismo de E. coli   que impacten de manera negativa sobre 

el crecimiento bacteriano. Esto es de esperarse ya que, según lo reportado por Van Dyk y 

colaboradores, el sistema de eflujo AaeXAB es activado fundamentalmente sólo en presencia de 

ácidos carboxílicos aromáticos como el ácido p-hidroxibenzóico, el ácido 6-hidroxi-2-naftóico y el 

ácido 2-hidroxicinámico, también llamado ácido o-cumárico, y el medio de cultivo mínimo M9 en 

esta prueba control no contiene compuestos aromáticos de la clase de los ácidos carboxílicos 

aromáticos. La estructura de los compuestos aromáticos reportados como sustrato del sistema 

AaeXAB se muestran en la figura 27: 

 

 

 

 

 

Ácido p-hidroxibenzóico                           Ácido 6-hidroxi-2-naftóico                             Ácido o-cumárico 

Figura 27. Sustratos aromáticos con afinidad al sistema de eflujo AaeXAB. 
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Para el caso de la cepa W3110/pTrcaaeXAB la cual es portadora del plásmido de la serie pTrc que 

codifica el sistema AaeXAB para su sobreexpresión, la velocidad específica de crecimiento con un 

valor μ de 0.55 h-1 no difiere significativamente de la cepa control W3110 cuto valor es de 0.58 h-1. 

Lo cual indicaría que la expresión del plásmido codificante para la expresión del producto del operón 

aaeXAB a través del plásmido pTrc no representa para esta cepa una carga metabólica, efecto que 

se presenta cuando existe una demanda extra de biosíntesis de DNA plasmídico o cuando ocurren 

perturbaciones en los sistemas regulatorios que afecten las vías metabólicas centrales de E. coli   104. 

En este caso, la mínima diferencia en el crecimiento de la cepa W3110/pTrchpaBC y la cepa control 

puede deberse principalmente a dos cosas: las propiedades del sistema de expresión basado en el 

plásmido con promotor pTrc y la naturaleza no toxica del producto del gen aaeXAB. Un aspecto 

importante de la biotecnología moderna implica el desarrollo de técnicas de biología molecular que 

propicien un mejor control sobre la producción de proteínas recombinantes y que evite el efecto de 

la carga metabólica en microorganismos, estos aspectos en general han sido tratados a través del 

desarrollo de técnicas como promotores inducibles como λPL, lacUV5, T7, tac los cuales cuando son 

insertados río arriba del gen de interés, facilitan la regulación de su expresión 105. En este caso la 

sobreexpresión del sistema AaeXAB estuvo bajo el control del promotor trc en el plásmido pTrc, 

este promotor es uno de los promotores sintéticos más usados en los sistemas de expresión en E. 

coli, deriva de los promotores trp y lacUV5, su regulación está basada en el sistema lac. La fuerza de 

los promotores se determina por la frecuencia relativa del inicio de la transcripción, lo cual es 

principalmente afectado por la afinidad de la secuencia del promotor con la RNA polimerasa, en 

este sentido se ha visto que el promotor sintético trc es mucho más fuerte que los promotores de 

los cuales deriva, el trp y el lacUV5 106. Se sabe que la presencia de plásmidos de alto número de 

copias puede acarrear cambios significativos en el metabolismo de las células hospedadoras lo cual 

incluye la denominada carga metabólica asociada al incremento de la demanda de nucleótidos 

dirigidos a la replicación del DNA plasmídico 105. En este sentido los vectores de la serie pTrc, además 

de contener un promotor fuerte, ofrecen la ventaja de poder controlar la expresión del producto 

génico por ser sistemas químicamente inducibles por IPTG, ser de bajo peso molecular (de menos 

de 5 kbp) y ser plásmidos de bajo número de copias. Todas estas características favorecen la 

estabilidad y el mantenimiento del plásmido a través de las generaciones del cultivo bacteriano 

reduciendo significativamente el impacto debido a la carga metabólica que representa la expresión 

de estos sistemas; además de que el producto génico que expresa (el operón aaeXAB) no es tóxico 

puesto que es un producto propio de E. coli. 

 

Una vez teniendo los datos de las cinéticas control, se procedió a realizar cinéticas de 

evaluación del crecimiento de las distintas cepas de E. coli en medio con varias concentraciones de 

ácido p-cumárico y ácido cafeico. La primera serie de experimentos se iniciaron adicionando, desde 

el inicio del cultivo ácido p-cumárico en una concentración 2.25 g/L (12.5 mM). En estos 

experimentos se trabajó con las cepas E. coli W33110, W3110ΔaaeXAB y W3110ΔtolC; en esta etapa 

del experimento no se consideró a la cepa W3110/pTrcaaeXAB la cual sobreexpresa el sistema de 

eflujo AaeXAB teniendo en cuenta que la hipótesis del proyecto está centrada en suprimir su 

actividad y determinar los efectos que esta inactivación tiene sobre la sensibilidad a este par de 

ácidos hidroxicinámicos y sobre la capacidad de síntesis de ácido cafeico. Los resultados entonces 

para las tres cepas anteriores en general demuestran una considerable disminución en el valor de 

la velocidad específica de crecimiento respecto a los valores de la μ en las cinéticas control. Para el 

caso de la cepa W3110, el valor de la μ en el cultivo con 2.25 g/L de ácido p-cumárico fue de 0.37 h-
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1, lo cual representa una disminución del 35 % en la velocidad específica de crecimiento si se 

compara con el cultivo en el cual no se adicionó, ácido p-cumárico; este efecto en la disminución del 

valor de la μ se observó de manera más acentuada en las capas W3110ΔaaeXAB y W3110ΔtolC con 

el sistema de eflujo de ácidos carboxílicos aromáticos AaeXAB y la proteína externa de membrana 

TolC inactivo, respectivamente. El valor de la velocidad específica de crecimiento fue similar para 

ambas cepas, tanto en el caso de la cepa W3110ΔaaeXAB como de la W3110ΔtolC el valor de μ fue 

de 0.17 h-1 significando una disminución del 67.4 % respecto al valor de la velocidad específica de 

crecimiento para la cepa W3110ΔaaeXAB y de 58.5 % para la cepa W3110ΔtolC. Estos valores 

reflejan una evidente afectación para las dos cepas en el crecimiento debida a la presencia de ácido 

p-cumárico, la cual se ve más acentuada en la cepa con el sistema AaeXAB inactivado algo que es de 

esperarse puesto que como se ha demostrado por Van Dyk y colaboradores, este sistema de 

transporte de eflujo transmembranal tiene afinidad por ácidos carboxílicos aromáticos e inactivarlo 

en un cultivo adicionado con ácido p-cumárico significaría bloquear esa bomba de eflujo que estaría 

aliviando el estrés fisiológico que resulta de la elevada concentración intracelular de este ácido 

hidroxicinámico.  

En primera instancia la entrada del ácido p-cumárico y el ácido cafeico hacia el interior de las células 

E. coli está favorecida por la diferencia de concentración entre el interior y el exterior celular ya que 

en un inicio la concentración intracelular de ácido p-cumárico es prácticamente nula ya que por 

naturaleza E. coli no es capaz de sintetizar ni metabolizar el ácido p-cumárico de manera natural 107. 

Ahora bien, el cruce de los ácidos hidroxicinámicos se tiene que llevar a cabo a través de las 

envolturas celulares bacterianas, en este sentido, se sabe que a diferencia de las bacterias Gram 

positivas que solamente tienen la membrana citoplasmática rodeada de la pared celular, las 

bacterias Gram negativas como E. coli además de la membrana citoplasmática poseen  una 

membrana externa compuesta por fosfolípidos y por lipopolisacáridos 73, y que en el espacio que 

existe entre ambas membranas se encuentra una pequeña capa de peptidoglicanos además de 

lipoproteínas y complejos protéicos transmembranales como se muestra en la figura 28: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 28. Comparación de la estructura general de la pared celular entre bacterias Gram-positivas 

y bacterias Gram-negativas. Abreviaciones: C: Proteínas embebidas en la membrana plasmática; BP: 

Proteínas de unión; PPS: Espacio periplásmico; LP: Lipoproteínas; A: Proteínas de membrana externa; 

PP: Porinas; LPS: Lipopolisacáridos. 
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Para que en E. coli pasen los ácidos hidroxicinámicos hasta el citoplasma celular es necesario que 

estos crucen la matriz externa de lipopolisacáridos, la membrana externa, el espacio periplásmico y 

la membrana plasmática. La primera barrera que se presenta es la matriz de lipopolisacáridos la cual 

se ha considerado que favorece una baja permeabilidad para moléculas hidrofóbicas 73, sin 

embargo, se sabe que la membrana externa abundante en su composición de porinas de baja 

especificidad sirve como una especie de malla molecular que evita el paso de moléculas con una 

masa molecular mayor de 600 a 1000 Daltons 108. Finalmente, la membrana citoplasmática, que es 

la última barrera por la cual los ácidos hidroxicinámicos tienen que atravesar, juega un papel crítico 

en el mantenimiento del estatus energético de la célula, la regulación del ambiente intracelular, la 

presión de turgor, y la señalización celular 109, también tiene baja permeabilidad para moléculas 

polares con carga, no así cuando se trata de compuestos apolares como los hidrocarburos cíclicos, 

los cuales se ha visto, pueden a travesar la bicapa fosfolipídica fácilmente 110. En este respecto, tanto 

el ácido p-cumárico como el ácido cafeico al ser de una naturaleza química similar por constar 

esencialmente de una base de anillo aromática (región apolar) unido a una cadena de fenilpropano, 

difiriendo entre moléculas sólo por un sustituyente hidroxilo (región polar) en el anillo bencénico, 

comparten una naturaleza físico-química similar.  

Estos compuestos hidroxicinámicos son parcialmente lipofílicos, característica que hace que en la 

membrana causen cambios significativos que resulten en perturbaciones entre las cadenas de 

acilglicerol de los fosfolípidos, generando así modificaciones sobre la fluidez de la membrana que 

pueden llevar a la expansión de la misma dada por la acumulación de las porciones lipofílicas de 

estos compuestos, este tipo de fenómeno se ha visto también en compuestos que poseen una 

región polar como grupos hidroxilo (-OH) o con moléculas cargadas (por ejemplo compuestos 

aniónicos o catiónicos). 

La toxicidad generada por los compuestos fenólicos es debida principalmente al efecto que tienen 

a nivel de membrana. Se ha deducido una alta correlación entre la toxicidad y la hidrofobicidad de 

estos compuestos 111 a través de observaciones que indican que este tipo de compuestos inducen 

alteraciones en el funcionamiento normal de la membrana plasmática que involucran afectaciones 

también a la integridad de proteínas transmembranales 112. Considerando que las dos funciones 

principales de la membrana plasmática son: ser una barrera protectora transductora de energía 

química que permite la formación de gradientes iónicos esenciales en procesos endergónicos y ser 

una matriz estable para proteínas del tipo ATPasas, transferasas, óxidoreductasas y otras proteínas 

de transporte y señalización 113 responsables de mantener la fuerza de protón motriz a través del 

potencial químico de protones H+ (ΔpH) y del potencial eléctrico (Δp) 114,  

afectaciones en la homeostasis membranal significan disrupciones en procesos como el transporte 

de solutos por alteración de proteínas transportadoras y limitada síntesis de ATP  impactando así en 

el metabolismo general de la bacteria 115. 

 

En estudios anteriores sobre el efecto ácidos fenólicos en membranas bacterianas, se determinó 

que efectivamente la actividad antimicrobiana asociada a estos compuestos está directamente 

relacionada con su efecto negativo sobre la membrana citoplasmática ya que estas moléculas 

decrementan la polaridad de la membrana a la vez que la hacen más permeable 116. Estudios al 

respecto han demostrado que la manera en que alteran la membrana es que una vez que estas 

moléculas están en el medio, difunden de manera pasiva hacia el interior citoplasmático; en este 

proceso algunas de estas moléculas pueden acumularse entre las cadenas acilo hidrocarbonadas de 

los fosfolípidos o dentro del ambiente interior hidrofóbico de la fosfobicapa lipídica de la membrana 
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plasmática 117. Es probable que la despolarización de la membrana ocurra en el momento que 

existan suficientes moléculas acumuladas en la membrana de tal modo que la permeabilidad iónica 

se incrementa y el gradiente transmembranal desaparece 116. 

Otro parámetro que determina alteraciones en la permeabilidad de la membrana plasmática es la 

liberación de iones de potasio K+. En este respecto, un estudio hecho por Borges y colaboradores 

determinó que tanto en bacterias Gram positivas como Gram negativas, incluyendo  E. coli el 

tratamiento con ácidos hidroxibenzóicos y ácidos hidroxicinámicos generaba una liberación de iones 

K+ al medio dos veces más que el tratamiento control sin ácido hidroxicinámico adicionado, siendo 

la concentración de la prueba control de 0.3 μg/mL de iones de potasio, mientras que en la prueba 

con ácido ferúlico adicionado fue de 0.63 μg/mL 118. Otro estudio llevado a cabo en donde se aborda 

el efecto que tiene la presencia de otro ácido hidroxicinámico, en este caso el ácido p-cumárico 

sobre el gradiente de K+ en la membrana de Shigella dysenteriae fue descrito por Lou y 

colaboradores; en este estudio se reveló que la adición de ácido p-cumárico en una concentración 

de 20 μg/mL al medio de cultivo bacteriano generaba un claro eflujo de iones de potasio en este 

organismo Gram-negativo 119.  

El tipo de microorganismo y la composición de su estructura membranal juegan un papel importante 

en la susceptibilidad a ciertas moléculas 120. Un aspecto que también se ha visto, es blanco de 

susceptibilidad de los ácidos hidroxicinámicos es la acidificación del espacio intracelular causada por 

el incremento en la permeabilidad de la membrana lo cual podría generar la desnaturalización de 

proteínas y el escape de algunos componentes celulares de gran relevancia como proteínas, ácidos 

nucleicos o iones inorgánicos como K+ y PO4
3- conduciendo en última instancia a la muerte celular 

121.  

Lou y colaboradores determinaron también que el ácido p-cumárico en una concentración de 160 

μg/mL tiene efecto sobre el DNA genómico bacteriano de Shigella dysenteriae, bacteria Gram-

negativa al igual que E. coli. El efecto que observaron fue que las moléculas de este ácido 

hidroxicinámico se focalizaba en el ambiente hidrofóbico del DNA, intercalándose entre pares de 

bases lo cual tiene efectos negativos directos sobre la replicación y la transcripción del DNA, 

inhibiendo a nivel de DNA las funciones celulares esenciales 119. 

En la tabla de inhibición del crecimiento se observa que cuando se incrementa al doble la 

concentración inicial de ácido p-cumárico pasando de 2.25 g/L (12.5 mM) a 4.5 g/L (25 mM) el efecto 

negativo sobre la velocidad específica de crecimiento se acentúa en todas las cepas E. coli tratadas. 

En la cepa BL21(DE3) y W3110 el valor de la μ fue de 0.35 h-1, lo cual representa una disminución 

del 39% para ambas cepas respecto a la condición control sin ácido p-cumárico añadido. La cepa 

W3110ΔaaeXAB tuvo un valor de 0.044 h-1 lo cual representa una disminución significativa en la 

velocidad específica de crecimiento, con un valor de disminución de 91.85 %; resultado que era de 

esperarse ya que como se ha mencionado previamente la mutación en esta cepa es sobre el sistema 

AaeXAB el cual tiene como sustrato a algunos ácidos carboxílicos aromáticos. Van Dyk y 

colaboradores probaron al ácido o-cumárico como sustrato de este sistema de eflujo. El resultado 

arrojado con este experimento complementa al del tratamiento con 2 g/L de ácido p-cumárico y 

sugiere fuertemente que también este ácido hidroxicinámico, a pesar de estar hidroxilado en la 

posición cuatro y no en la dos en el anillo aromático como el ácido o-cumárico, es sustrato del 

sistema AaeXAB de E. coli.  La cepa W3110/pTrcaaeXAB la cual sobreexpresa el sistema de eflujo de 

ácidos carboxílicos aromáticos, probada en esta concentración de 4 g/L de ácido p-cumárico tuvo 

un valor de μ de 0.29 h-1 lo que significó una disminución del 47.27 % de la velocidad específica de 

crecimiento en comparación con la cinética de crecimiento control sin ácidos adicionados, dato que 
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resulta interesante ya que esta cepa que se esperaba fuera más resistente a altas concentraciones 

de p-cumárico puesto que sobreexpresa su sistema de aflujo resultó tener una μ más baja que la 

cepa control W3110 la cual posee su sistema AaeXAB nativo, es decir, sin sobreexpresar. En este 

sentido se podría descartar el efecto de carga metabólica debida a la sobreexpresión basada en el 

plásmido pTrc puesto que los datos de la cinética control sin ácidos hidroxicinámicos adicionados 

muestran un valor similar en la cepa W3110/pTrcaaeXAB y en la W3110. El hecho de que en la 

cinética de crecimiento con 4 g/L de ácido p-cumárico adicionado se observe que la cepa 

W3110/pTrcaaeXAB tenga un valor menor que la cepa W3110 significaría que el sistema de eflujo 

AaeXAB sobreexpresado en el fondo genético W3110 a través de un plásmido de la serie pTrc no es 

suficiente para mejorar el crecimiento o al menos igualar el de la cepa W3110 sin el sistema AaeXAB 

sobreexpresado. 

Finalmente, el caso más severo sobre el crecimiento en el medio con 4 g/L de ácido p-cumárico se 

observó en la cepa W3110ΔtolC puesto que hubo una inhibición completa del crecimiento Esto 

indica que la eliminación de TolC resulta letal en un cultivo con alta concentración (4 g/L) de ácido 

p-cumárico. Este es un efecto asociado con la concentración de este ácido hidroxicinámico puesto 

que esta misma cepa W3110 ΔtolC con la proteína TolC inactivada es capaz de crecer 

deficientemente en medio con una concentración de 2 g/L de ácido p-cumárico. Lo anterior también 

sugiere que TolC podría estar involucrada en otro u otros sistemas de eflujo de ácido p-cumárico 

independientes de AaeXAB puesto que la cepa inactivada en este sistema fue capaz de crecer bajo 

este mismo tratamiento de 4 g/L.  

Finalmente, los resultados anteriores indican que una concentración de 9 g/L (50 mM) de ácido p-

cumárico resulta letal para todas las cepas estudiadas puesto que en ninguna se reportó crecimiento 

bacteriano. 

 

5.2 El ácido cafeico no es sustrato del sistema AaeXAB de E. coli .  

 

Como se puede notar en el cuadro de evaluación de la sensibilidad para ácidos hidroxicinámicos, la 

determinación del efecto sobre la velocidad específica de crecimiento también se llevó a cabo 

utilizando ácido cafeico en dos concentraciones 4.5 g/L y 9 g/L. La idea de realizar esta serie de 

experimentos fue evaluar qué tan tóxico resulta ser para E. coli este producto de fermentación del 

ácido p-cumárico catalizado por la 4HPA3H. El ácido cafeico un ácido hidroxicinámico el cual sólo 

difiere del ácido p-cumárico por el hecho de tener un grupo hidroxilo en la posición tres del anillo 

aromático. Estos experimentos tenían como objetivo determinar si también es esta molécula 

aromática sustrato del sistema de eflujo AaeXAB. Como se puede observar en la tabla de sensibilidad 

de ácidos hidroxicinámicos sobre E. coli la cepa BL21(DE3) tuvo un valor de la μ de 0.13 h-1, lo cual 

representa una disminución del 77 % en el crecimiento si la comparamos con el crecimiento de la 

cepa BL21(DE3) en medio sin ácidos adicionados. De manera interesante el valor de la velocidad 

específica de crecimiento de las cepas W3110, W3110ΔaaeXAB, W3110/pTrcaaeXAB y W3110ΔtolC 

fue de 0.12 h-1, siendo el porcentaje de disminución respecto al control de 80 ,78, 78 y 71 %. Es 

interesante notar que el porcentaje de disminución en la velocidad específica de crecimiento con 

esta concentración (4 g/L) de ácido cafeico es mayor que el generado por el ácido p-cumárico con 

una concentración igual además del hecho de que en todas las cepas tratadas el valor de la μ es 

similar sugiriendo que no importando el genotipo, el efecto sobre el crecimiento es el mismo para 

todas las cepas, lo cual indicaría que independientemente de que si en una cepa la proteína de factor 
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externo de membrana TolC se encuentra inactivada (cepa W3110ΔtolC) o que si en otra el sistema 

de eflujo de ácidos carboxílicos aromáticos AaeXAB se encuentra sobreexpresado 

(W3110/pTrcaaeXAB) o inactivado (W3110ΔaaeXAB), estas modificaciones no están teniendo 

efecto fisiológico que impacte directamente en el crecimiento bacteriano, ya que si el valor de la μ 

se compara con el de la cepa control W3110, resulta prácticamente el mismo. Estos resultados 

indican fuertemente que la inactivación en tolC no resulta letal para la cepa crecida a esta 

concentración de ácido cafeico y que el sistema de eflujo AaeXAB de E. coli no tiene como sustrato 

al ácido cafeico. Esto es algo muy curioso ya que esta molécula, tratándose al igual que el ácido p-

cumárico de un ácido hidroxicinámico siendo estructuralmente semejantes, el hecho de que posea 

una doble hidroxilación en el anillo aromático ya no la hace sustrato del sistema AaeXAB, reportado 

inicialmente como una “bomba” de eflujo para ácidos carboxílicos aromáticos. Dados los datos de 

la velocidad específica de crecimiento de los cultivos en ácido cafeico, comparados con los de las 

cinéticas en ácido p-cumárico con una concentración de 4 g/L y considerando la similitud de la μ, se 

podría decir que el ácido cafeico para E. coli en general resulta más tóxico que el ácido p-cumárico 

y los sistemas de eflujo dependientes de TolC y el sistema AaeXAB parecen no estar asociados con 

la excreción de ácido cafeico, es decir, que esta molécula no es sustrato de estos sistemas de eflujo. 

  

5.3 Los cultivos para la conversión de ácido p-cumárico a ácido cafeico muestran 

diferencias en los parámetros de producción que están asociados a la inactivación 

del sistema de eflujo de ácidos carboxílicos aromáticos AaeXAB de E. coli .  

 

Una vez llevada a cabo la serie de experimentos de determinación de la sensibilidad de los ácidos p-

cumárico y cafeico, se procedió a realizar cultivos bacterianos adicionados con ácido p-cumárico 

para producir ácido cafeico en un solo paso a través de la actividad de la enzima 4HPA3H de E. coli. 

Estos cultivos se realizaron con una concentración inicial de 4 g/L de ácido p-cumárico con las cepas 

E. coli W3110/pTrchpaBC y E. coli W3110ΔaaeXAB/pTrchpaBC con el objetivo de determinar el 

efecto de la inactivación del sistema AaeXAB sobre la capacidad de síntesis de ácido cafeico.  

 

 

Parámetros cinéticos de producción de ácido cafeico con las cepas E. coli 

W3110/pTrchpaBC y E. coli  W3110/pTrchpaBCΔaaeXAB 

 

Hasta esta etapa del proyecto, dados los resultados de las pruebas de sensibilidad al ácido p-

cumárico y ácido cafeico, se determinó que el sistema de transporte de ácidos carboxílicos 

aromáticos AaeXAB es sustrato de ácido p-cumárico, pero no de ácido cafeico, y que este último 

tiene un efecto más tóxico para E. coli que el ácido p-cumárico. Un escenario que favorecía la 

hipótesis inicial centrada en inactivar la bomba de eflujo AaeXAB con la finalidad de generar una 

mayor concentración intracelular de ácido p-cumárico en una E. coli que sobreexpresara la enzima 

4HPA3H para mejorar los rendimientos de producción de ácido cafeico respecto a una cepa con el 

sistema AaeXAB activo. Para probar esta hipótesis se llevaron a cabo cultivos de producción de ácido 

cafeico a partir de ácido p-cumárico y a continuación se presentan los resultados: 
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Cuadro 15. Parámetros cinéticos de las fermentaciones de ácido p-cumárico a ácido cafeico con las 

cepas E. coli W3110/pTrchpaBC y E. coli W3110ΔaaeXAB/pTrchpaBC. 
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Figura 29. Gráfica comparativa de los parámetros cinéticos de los cultivos de producción de ácido 

cafeico con las cepas E. coli W3110/pTrchpaBC y E. coli W3110ΔaaeXAB/pTrchpaBC. 

 

 

 

Crecimiento bacteriano de los cultivos de producción de ácido cafeico  

 

 

Figura 30. Crecimiento bacteriano de las cepas E. coli W3110/pTrchpaBC y E. coli 

W3110ΔaaeXAB/pTrchpaBC durante los cultivos de producción de ácido cafeico a partir de ácido p-

cumárico. El cultivo se comenzó con una biomasa inicial de 0.1 D.O 600 nm. Los cultivos se indujeron 
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con IPTG 0.1 mM y se les adicionó ácido p-cumárico en una concentración de 4 g/L cuando 

alcanzaron una biomasa de 0.3 D.O.  

 

En la figura 30 se observa que ambas cepas crecen de manera similar durante las primeras 6 horas 

del cultivo, al momento de que se alcanzó una biomasa con valor de 0.3 D.O 600 nm se indujo la 

expresión del plásmido pTrc/hpaBC que codifica para la enzima 4HPA3H propia de E. coli tanto en 

la cepa control, la cepa E. coli W3110 como en la cepa con el sistema AaeXAB inactivo, la cepa E. coli 

W3110ΔaaeXAB. En esta gráfica se observa que el crecimiento antes de la adición del ácido p-

cumárico es prácticamente el mismo para ambas cepas, sin embargo a la hora 6 cuando se indujeron 

ambos cultivos con IPTG y se adicionó el ácido p-cumárico en una concentración de 4 g/L se observa 

una clara diferencia en la velocidad de crecimiento entre las cepas, siendo la mutante en el sistema 

AaeXAB la que se vió mayormente afectada respecto a la cepa control, comportamiento que es 

acorde a los resultados de las pruebas de toxicidad en donde se demostró que la cepa que tiene 

inactivado el sistema de eflujo de ácidos carboxílicos aromáticos AaeXAB resulta ser más sensible al 

ácido p-cumárico. La cepa E. coli W3110/pTrchpaBC muestra un comportamiento típico microbiano 

en términos de crecimiento; a partir de la hora 22 de cultivo alcanza la máxima biomasa la cual se 

mantiene hasta el final del cultivo hasta las 52 h. Sin embargo, el comportamiento de la cepa 

mutante en el sistema AaeXAB, la cepa E. coli W3110ΔaaeXAB/pTrchpaBC muestra un 

comportamiento atípico ya que después de la adición de ácido p-cumárico a las 6 horas del cultivo 

parece alcanzar una fase estacionaria  con una biomasa con valor de 0.5 D.O 600 nm desde la hora 15 

hasta la hora 26 en donde hay un repunte en el crecimiento hasta la hora 52 simulando un efecto 

de crecimiento tipo diáuxico, algo que por supuesto no ocurre en este caso ya que el 

comportamiento estrictamente diáuxico  se presenta en cultivos definidos con dos fuentes de 

carbono en donde las curvas de crecimiento se interpretan como adaptaciones que maximizan el 

crecimiento bacteriano en ambientes multi-nutriente 129 y en las fermentaciones se utilizó 

únicamente glicerol en una concentración 10 g/L como única fuente de carbono. En el caso de la 

cepa E. coli W3110ΔaaeXAB/pTrchpaBC, el repunte en el crecimiento a partir de la hora 26, podría 

interpretarse como una adaptación a la condición de cultivo en fermentación en donde el ácido p-

cumárico (agente que acentúa el detrimento en el crecimiento en esta cepa) está siendo consumido 

(catalizado) a ácido cafeico mediante la enzima que sobreexpresa la 4HPA3H y que, aunque el ácido 

cafeico resulte ser más tóxico que el ácido p-cumárico, la proporción de ambos ácidos 

hidroxicinámicos en ese momento de la fermentación genera un comportamiento en la cepa 

mutante en aaeXAB semejante al tipo diáuxico. Este efecto, en otras palabras, podría estar siendo 

causado por las concentraciones de precursor y de producto más que por el efecto de tener 

presente más de una fuente de carbono.  
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Consumo de la fuente de carbono y producción de ácido acético  

 

 

Figura 31. Consumo de glicerol y producción de ácido acético en la cepa E. coli W3110/pTrchpaBC. 

 

Como es sabido, todas las cepas de E. coli tienen la capacidad de crecer con distintas fuentes de 

carbono dentro de las cuales encontramos el glicerol 130. En este proyecto se decidió utilizar glicerol 

en una concentración de 10 g/L como única fuente de carbono para llevar a cabo las fermentaciones 

de ácido p-cumárico a ácido cafeico por las cepas E. coli W3110/pTrchpaBC y E. coli 

W3110ΔaaeXAB/pTrchpaBC. En la figura 31 se muestra el consumo de glicerol y la producción de 

ácido acético durante la fermentación del ácido p-cumárico de la cepa control, la cepa E. coli 

W3110/pTrchpaBC. Se muestra la producción de ácido acético teniendo en consideración que este 

ácido orgánico es un subproducto de la fermentación aerobia que ocurre esencialmente cuando la 

fuente de carbono es glucosa y esta se encuentra en altas concentraciones en el medio lo cual lleva 

a que el flujo de carbono proveniente de la glucólisis sobrepase la capacidad del ciclo de los ácidos 

tricarboxílicos para oxidar completamente el acetil-CoA producido, este compuesto es entonces 

metabolizado por las enzimas fosfato acetil transferasa (Pta) y acetato cinasa (AckA) las cuales 

convierten el acetil-CoA en acetil fosfato y el acetil fosfato en acetato, respectivamente 131. En la 

gráfica de consumo de glicerol y producción de acetato de la cepa control E. coli W3110/pTrchpaBC 

observamos que la fuente de carbono se consume gradualmente conforme la fermentación avanza, 

pasando de los 10 g/L iniciales a los 2.3 g/L en la hora 34 de fermentación (momento en el que la 

curva de crecimiento alcanza el estado estacionario), a partir de ese momento no parece haber un 

consumo adicional de glicerol, puesto que la concentración de 2 g/L se mantiene hasta el final de la 

fermentación hasta las 56 horas. Respecto a la producción de acetato, observamos que este está 

prácticamente ausente en las primeras horas de fermentación y empieza a acumularse a partir de 

la hora 22 hasta alcanzar su máximo título a la hora 34, siendo la máxima concentración alcanzada 

de 1.7 g/L, la cual se mantiene hasta el final de la fermentación a las 56 horas. Particularmente este 

último resultado de la concentración de ácido acético, concentración que evidentemente es menor 
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a los 4 g/L en donde se sabe que existe efectos negativos sobre el crecimiento de E. coli 132. Otra 

consideración relevante respecto a la producción de acetato es que conforme lo observado por 

Nakano, et al. 1997, a diferencia de los cultivos con altas concentraciones iniciales de glucosa en 

donde la producción de acetato se observa en etapas tempranas de la fermentación, cuando se 

utiliza glicerol como fuente de carbono, el acetato se comienza a producir una vez que el cultivo ha 

alcanzado la máxima biomasa, es decir una vez que se alcanzó la fase estacionaria 132 y en ese 

sentido la producción de acetato por la cepa E. coli W3110/pTrchpaBC asemeja un comportamiento 

similar.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 32. Consumo de glicerol y producción de ácido acético en la cepa E. coliΔaaeXAB/pTrchpaBC. 

En la figura 32 se muestra, de igual manera, el consumo de glicerol y la producción de acetato como 

subproducto de fermentación por la cepa E. coli W3110ΔaaeXAB/pTrchpaBC, mutante en el sistema 

de eflujo de ácidos carboxílicos aromáticos AaeXAB se observa que, en general, al igual que en la 

cepa control, la tendencia en la concentración del glicerol tiende a disminuir conforme la 

fermentación transcurre. Al igual que en el cultivo con la cepa control, se observa que la cepa 

mutante en aaeXAB no consume por completo el glicerol, consumiendo solo 8 de los 10 g/L 

disponibles al inicio del cultivo. La producción de ácido acético, al igual que en el cultivo control, no 

se observa hasta transcurridas 35 horas de cultivo, llegando a una máxima acumulación de 1 g/L al 

final de la fermentación, es decir, hasta las 56 horas de cultivo. La diferencia más notoria entre los 

perfiles de consumo de glicerol y la producción de ácido acético, sin embargo, es la velocidad de 

consumo de la fuente de carbono, el parámetro qs Glicerol en la fase exponencial que mientras para la 

cepa control el valor fue de 1.5, el de la cepa mutante en el sistema AaeXAB fue de 0.18 (g/g*h), es 

decir, la velocidad con la que la cepa mutante E. coli W3110ΔaaeXAB/pTrchpaBC consumió el 

glicerol fue 8.3 veces menor que la de la cepa control, la cepa E. coli W3110/pTrchpaBC. Estos datos 

son congruentes ya que como se puede observar en las gráficas de crecimiento microbiano, el 

comportamiento de la cepa control durante la fase exponencial es mucho mayor que en la cepa 

mutante en el sistema AaeXAB. Algo que puede verse reflejado en el valor de la velocidad específica 

de crecimiento, siendo en el caso de la cepa control de 0.15, y en el de la cepa mutante en aaeXAB 

de 0.07 h-1. Se observa también, además del consumo gradual desde el inicio de la fermentación, a 

partir de la hora 30 y hasta la hora 45 hay un consumo de glicerol pronunciado, consumo que estaría 

asociado esencialmente a la generación de biomasa y al mantenimiento del metabolismo activo de 

la cepa E. coli W3110ΔaaeXAB/pTrchpaBC ya que el fondo genético no está modificado para el 

desvío del flujo de carbono hacia la síntesis de metabolitos aromáticos. Ni de la cepa mutante en 

aaeXAB ni de la cepa control E. coli W3110/pTrchpaBC. 
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Figura 33. Consumo de ácido p-cumárico y producción de ácido cafeico en la cepa E. coli 

W3110/pTrchpaBC. 

 

En la figura 33 se grafica la concentración tanto de precursor como de producto de fermentación 

ácido p-cumárico y ácido cafeico, respectivamente; en el cultivo con la cepa E. coli 

W3110/pTrchpaBC observamos que la concentración de ácido p-cumárico tiende a disminuir 

conforme avanza la fermentación hasta agotarse por completo a partir de la hora 30, mientras que, 

por el contrario, la concentración de ácido cafeico tiende a aumentar conforme avanza la 

fermentación, lo cual es evidencia clara de que la hidroxilasa sobre el ácido p-cumárico por la enzima 

4HPA3H está siendo activa y que la producción de ácido cafeico está asociada al crecimiento del 

cultivo puesto que la acumulación de este metabolito se genera justo en la fase exponencial de esta 

cepa en fermentación. Lo anterior tiene sentido si se considera que el cofactor requerido para la 

hidroxilación del ácido p-cumárico, el NADH está siendo regenerado por el metabolismo central y 

que esa regeneración de poder reductor se lleva a cabo principalmente durante la fase exponencial. 

Es interesante notar que una vez que se alcanza el punto máximo de producción de ácido cafeico, 

este metabolito tiende a degradarse conforme la fermentación avanza y esto se observa ya que una 

vez que se alcanza el título máximo de producción que es de 3.31 g/L a las 26 h, la concentración 

del mismo cae a 2.4 g/L al final del cultivo de producción, después de 56 horas de cultivo. Esta 

tendencia en la disminución en la concentración de ácido cafeico ya ha sido observada por Furuya 

& Kino 60,61 y la causa principal en la degradación de este metabolito podría ser su oxidación mediada 

por la misma 4HPA3H a través de una tercera hidroxilación en el anillo aromático del ácido cafeico 

(figura 34). La hidroxilación del ácido cafeico por la enzima 4HPA3H ha sido observada en un estudio 

hecho por Furuya & Kino 60 a través de procesos fermentativos con cultivos de E. coli que 

sobreexpresan de manera heteróloga la enzima 4HPA3H de Pseudomonas aeruginosa cepa PAO1, 

en sus estudios sobre hidroxilación de derivados de ácidos cinámicos determinaron que la 4HPA3H 

una vez hidroxilado el ácido p-cumárico, continúa teniendo actividad de hidroxilasa sobre el ácido 

cafeico catalizándolo a ácido 3,4,5-trihidroxicinámico. Por tanto, resultaría interesante determinar 

si la misma enzima, pero de E. coli es capaz de realizar tal catálisis. 

 



64 
 

 

 

 

 

Figura 34. Hidroxilación de ácidos hidroxicinámicos mediada por la enzima 4HPA3H de 

Pseudomonas aeruginosa cepa PAO1. (Furuya & Kino, 2014). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 35. Consumo de ácido p-cumárico y producción de ácido cafeico en la cepa E. coli 

W3110ΔaaeXAB/pTrchpaBC. 

 

Por otra parte, en la figura 35 se muestra de igual manera el perfil de consumo de ácido p-cumárico 

y producción de ácido cafeico, pero ahora por la cepa con el sistema de eflujo de ácidos carboxílicos 

aromáticos AaeXAB inactivo, es decir, la cepa E. coli W3110ΔaaeXAB/pTrchpaBC, se observa que en 

general la tendencia de consumo de ácido p-cumárico y de producción de ácido cafeico es similar al 

de la cepa control, sin embargo se observan claras diferencias en la velocidad de consumo del 

precursor y en la velocidad de producción de ácido cafeico, siendo en la cepa mutante en aaeXAB 

unos valores de velocidad de consumo y de producción reducidos respecto a la cepa con el sistema 

AaeXAB activo. (los parámetros cinéticos se determinaron para cada cepa y se discuten más 

adelante).  

Otro aspecto relevante en el perfil de producción de ácido cafeico es que a diferencia de la cepa 

control, el título máximo alcanzado por la cepa mutante en aaeXAB fue de 1.43 g/L en el tiempo 34 

de cultivo. Al igual que en el perfil de la cepa control se observa que una vez llegando a la máxima 

acumulación de ácido cafeico este tiende a degradarse pasando de 1.43 g/L a 0.71 g/L al final de la 

fermentación, esta degradación del ácido cafeico podría deberse principalmente a la oxidación de 

este. 

Por los datos de la fermentación con 4 g/L iniciales de ácido p-cumárico resumidos en el Cuadro 15 

anterior se observa que en términos de la velocidad específica de crecimiento la cepa E. coli 
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W3110/pTrchpaBC crece mejor que la cepa W3110ΔaaeXAB/pTrchpaBC siendo el valor de la μ de  

esta última la mitad de la primera. Este resultado concuerda con los experimentos de sensibilidad a 

distintas concentraciones de ácido p-cumárico en donde se demostraba que el valor de la 

concentración era inversamente proporcional al valor de la velocidad específica de crecimiento. Y 

que el efecto negativo sobre el crecimiento se observó de manera más acentuada en la cepa con el 

sistema AaeXAB inactivo. Sin embargo, al comparar los datos de las pruebas iniciales de toxicidad 

dada por los ácidos hidroxicinámicos observamos que los valores de la μ son distintos a 4 g/L de 

ácido p-cumárico con las cepas utilizadas en fermentación, la cepa E. coli W3110 y E. coli 

W3110ΔaaeXAB, ya que mientras en las pruebas de sensibilidad las cepas alcanzaron valores de la 

μ de 0.35 y 0.04 h-1, respectivamente, en la fermentación el crecimiento fue menor para la cepa E. 

coli W3110/pTrchpaBC obteniéndose un valor de 0.15 h-1, lo cual representa una disminución del 

57.1; caso contrario con la cepa W3110ΔaaeXAB/pTrchpaBC en donde en fermentación resultó 

crecer ligeramente mejor con un valor de 0.07 h-1, siendo que en las pruebas de sensibilidad el valor 

del crecimiento fue de 0.04 h-1. Esta diferencia de valores podría explicarse debido a las diferencias 

en las condiciones de cultivo y en las modificaciones genéticas en las cepas empleadas, ya que si 

bien es cierto que en ambos casos, tanto en las pruebas de sensibilidad de ácido p-cumárico y ácido 

cafeico el medio empleado fue medio mineral mínimo M9, la fuente de carbono fue distinta, siendo 

en estas primeras pruebas glucosa   en una concentración inicial de 2 g/L, mientras que en la 

fermentación la fuente de carbono empleada fue glicerol en una concentración inicial de 10 g/L. 

Esto permitiría explicar la disminución del crecimiento en la fermentación de la cepa E. coli 

W3110/pTrchpaBC ya que es sabido que la fuente de carbono preferencial de E. coli es la glucosa 

sobre el glicerol 133, una disminución en el valor de la μ era de esperarse también en la cepa E. coli 

W3110ΔaaeXAB  por efecto del cambio en la fuente de carbono, sin embargo de manera sorpresiva 

se observó un ligero aumento de la μ pasando de 0.04 en la evaluación del crecimiento del cultivo 

con glucosa 2 g/L a 0.07 h-1 en la producción de ácido cafeico a partir de ácido p-cumárico con 10 

g/L de glicerol como fuente de carbono. Puede que lo anterior sea debido a que la mutación en 

AaeXAB junto con la expresión del plásmido pTrchpaBC, aunado al cambio de la fuente de carbono, 

de manera particular favorezca ligeramente a este fondo genético durante la fermentación del ácido 

p-cumárico. 

Respecto a las fuentes de carbono, la determinación del uso de glucosa en una concentración de 2 

g/L en los cultivos para las pruebas de toxicidad de los ácidos cafeico y p-cumárico tuvo base en la 

consideración de que estudios previos han determinado que la glucosa es la fuente de carbono 

preferencial de E. coli, comportamiento reflejado en el velocidad específica de crecimiento el cual 

es mayor respecto a otros compuestos como la lactosa, el glicerol, el succinato o el acetato 133, con 

el hecho de normalizar el uso de glucosa [2 g/L] en todos los cultivos con distintas concentraciones 

de ácido p-cumárico y cafeico, se descartó de que la variable, fuente de carbono, tuviera efecto en 

el valor del crecimiento bacteriano en las pruebas de sensibilidad con los ácidos hidroxicinámicos.  

La concentración de 2 g/L adoptada en las pruebas de sensibilidad tiene fundamento en estudios 

previos en donde se caracterizó la velocidad específica de crecimiento (μ), la velocidad de consumo 

de glucosa (qs) y producción de acetato (qac) de la cepa E. coli W3110 y de cepas mutantes en el 

sistema PTS 134. En este estudio se determinó que en medio mineral mínimo es suficiente esa relativa 

alta concentración de glucosa inicial (como única fuente de carbono) para favorecer el crecimiento 

bacteriano de la cepa E. coli W3110 a la vez que produce DNA recombinante sin que haya efectos 

adversos por la concentración de acetato, el cual se sabe que es el subproducto predominante de 

fermentación aerobia de E. coli que se manifiesta cuando el flujo de carbono a través de la glucólisis 

excede la capacidad del ciclo de los ácidos tricarboxílicos para oxidar completamente todo el acetil-
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CoA producido 135 y que afecta su fisiología en términos de crecimiento y rendimientos de 

producción cuando E. coli es usada como vehículo para la expresión heteróloga de moléculas de 

interés 136. 

 

Glicerol como fuente de carbono en los cultivos bacterianos  

 

El uso de glicerol como única fuente de carbono durante las fermentaciones bacterianas está basado 

en el hecho de que E. coli tiene la capacidad de crecer en este compuesto el cual es capaz de, como 

cualquier otra molécula apolar, pasar la membrana citoplasmática a través del proceso de difusión 

simple o a través de difusión facilitada mediada por la proteína integral de membrana llamada 

facilitador de glicerol (GlpF) 137. Una vez en el interior celular, el glicerol es metabolizado a glicerol-

3-fosfato por la enzima glicerol cinasa (GlpK), posteriormente en condiciones aerobias es convertido 

en dihidroxiacetona (DHA) por acción de la enzima glicerol 3-fosfato deshidrogenasa (GlpD), el DHA 

es después catalizado a gliceraldehído-3-fosfato (GA3P) por la enzima triosafosfato isomerasa 

(TpiA), finalmente el GA3P es catabolizado a piruvato a través del proceso de la glucólisis, el piruvato 

finalmente como metabolito central entra al ciclo de los ácidos tricarboxílicos 138.   

Otra consideración relevante en el uso del glicerol como fuente de carbono es que este compuesto 

ha aumentado su producción en años recientes debido a que es un subproducto de síntesis durante 

la transesterificación alcohólica de aceites vegetales o de la grasa animal en la producción de 

biodisél 139; y en este sentido el éster generado por este proceso de alcohólisis es glicerol puro en 

una proporción aproximada de 10 % (v/v) 140. Finalmente la concentración 10 g/L iniciales de glicerol 

se adoptaron teniendo en consideración que el facilitador de glicerol GlpF, es un transportador no 

saturable a altas concentraciones de sustrato pues se sabe que sigue siendo activo en medio con 

concentraciones mayores a 200 mM (18.4 g/L) 141.  

Respecto a la velocidad de consumo de la fuente de carbono, indicada en el Cuadro 15 en donde 

aparecen demás parámetros cinéticos como el valor de la qs(glicerol) durante la fase exponencial, 

observamos claramente que la cepa E. coli W3110/pTrchpaBC tiene un valor 10 veces mayor de la 

velocidad específica de consumo de glicerol respecto a la cepa E. coli W3110ΔaaeXAB/pTrchpaBC 

siendo la qs(glicerol) de 1.5 y de 0.18 (g/gpeso seco*h) respectivamente. Estos resultados concuerdan 

en términos de los datos de la biomasa alcanzada durante la fase exponencial del cultivo asociada a 

velocidad específica de crecimiento ya que tanto los valores de la biomasa como el valor de la μ son 

superiores en la cepa control E. coli W3110/pTrchpaBC que en la cepa con el sistema de eflujo de 

ácidos carboxílicos aromáticos AaeXAB inactivado, la cepa E. coli W3110ΔaaeXAB/pTrchpaBC. Algo 

que en última instancia hace sentido con que la cepa mutante en el operón aaeXAB sea más 

susceptible que la cepa control a la concentración de 4 g/L de ácido p-cumárico al inicio del cultivo 

y por lo tanto el crecimiento en la cepa mutante se vea afectado, afectación reflejada a su vez en la 

velocidad específica de consumo de glicerol. 

Es importante señalar que en esta estrategia de síntesis de ácido cafeico en un solo paso a través 

de la biotransformación del p-cumárico mediada por la enzima 4HPA3H nativa de E. coli la fuente 

de carbono no está siendo desviada desde el metabolismo central hacia la síntesis de ácido cafeico 

como usualmente se haría en cepas que parten sustancialmente de las fuentes de carbono 

disponibles tanto para generar biomasa como para sintetizar el metabolito aromático de interés. El 

fondo genético utilizado W3110 en ambas cepas no está genéticamente modificado para redirigir el 

flujo de carbono hacia la síntesis de compuestos aromáticos, es por ello que el medio de cultivo 
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durante las fermentaciones fue suplementado con ácido p-cumárico el cual es el precursor anterior 

inmediato del ácido cafeico y sustrato de la enzima codificada por el operón hpaBC 142. Así, en este 

trabajo, la estrategia de fermentación aeróbica del ácido p-cumárico con ambas cepas está mediada 

por la sobreexpresión de la enzima 4HPA3H la cual es dependiente de poder reductor en forma de 

NADH como cofactor necesario en la hidroxilación, cofactor que es regenerado por el metabolismo 

central activo de E. coli 123.  

Respecto a la velocidad de consumo de ácido p-cumárico representado por la qs(p-cumárico) se 

observa que el valor de este parámetro en la cepa E. coli ΔaaeXAB/pTrchpaBC es superior al de la 

cepa control E. coli W3110/pTrchpaBC siendo los valores de 3.17 y 1.26 (g/gpeso seco*h) 

respectivamente. Esto significa que la cepa mutante en el sistema AaeXAB, E. coli 

ΔaaeXAB/pTrchpaBC estaría consumiendo más rápido el ácido p-cumárico que la cepa con el 

sistema de ácidos carboxílicos aromáticos activo E. coli/pTrchpaBC lo cual tendría sentido ya que se 

demostró por las pruebas de toxicidad que el ácido p-cumárico si es sustrato del sistema de eflujo 

AaeXAB y que su inactivación tiene como consecuencia una mayor sensibilidad a este ácido ya que 

se ve reflejada en una disminución de la velocidad específica de crecimiento respecto a la cepa con 

el sistema AaeXAB activo. El hecho de que la cepa E. coli W3110 ΔaaeXAB/pTrchpaBC pueda 

consumir de manera más rápida el ácido p-cumárico estaría asociado a que al estar inactivado el 

sistema que hace que el ácido p-cumárico salga de la célula, este se concentre más en el interior 

celular respecto a la E. coli W3110/pTrchpaBC que al tener el sistema AaeXAB activo estaría 

expulsando el ácido p-cumárico hacia el exterior. Al tener ambas cepas sobreexpresada la 

hidroxilasa 4HPA3H que cataliza el ácido p-cumárico a ácido cafeico, es de esperarse que el consumo 

sea mayor en la cepa en donde hay mayor disponibilidad de este precursor, o sea en la cepa con el 

sistema de ácidos carboxílicos aromáticos AaeXAB inactivo E. coli W3110ΔaaeXAB/pTrchpaBC y que 

el ácido cafeico esté saliendo por difusión simple a través de la membrana celular resultado del 

aumento en la concentración de este metabolito en el interior celular de E. coli.  

 En términos del rendimiento producto sustrato dado por el parámetro Yp/s calculado en el momento 

de máxima producción de ácido cafeico, es decir en donde la concentración de este metabolito 

aromático fue máxima se observó que en la cepa E. coli W3110/pTrchpaBC fue dos veces mayor que 

en la cepa E. coli W3110ΔaaeXAB/pTrchpaBC siendo los valores del parámetro Yp/s de 0.80 y 0.43 

(gcafeico/gcumárico), respectivamente. Esto en términos biológicos significaría que en el punto de 

máxima producción la cepa que está catalizando de manera más eficiente el ácido p-cumárico es la 

cepa que no está inactivada en el sistema AaeXAB, algo que hace sentido ya que, en el punto de 

máxima producción, al haber una mayor biomasa en el cultivo E. coli W3110/pTrchpaBC que en el 

cultivo de la cepa E. coli W3110ΔaaeXAB/pTrchpaBC la eficiencia de transformación del ácido p-

cumárico en ese punto de la transformación es mayor en la cepa no mutante. Para este parámetro 

se consideró que el fondo genético W3110 no fue modificado con la intención de desviar la fuente 

de carbono del metabolismo central hacia la síntesis de ácido cafeico por lo tanto, tratándose de un 

cultivo con una cepa amplificada en la actividad de hidroxilasa mediada por la enzima 4HPA3H y 

alimentado inicialmente con ácido p-cumárico, en la determinación del Yp/s se consideró como 

sustrato precisamente al ácido p-cumárico y no al glicerol como tradicionalmente se haría con otras 

cepas capaces de desviar el flujo de carbono hacia la síntesis de compuestos aromáticos. 

El máximo título de ácido cafeico alcanzado durante estas fermentaciones con 4 g/L iniciales de 

ácido p-cumárico fue de 1.43 y 3.31 g/L con las cepas E. coli W3110ΔaaeXAB/pTrchpaBC y E. coli 

W3110/pTrchpaBC, respectivamente. Esta diferencia en el título máximo de producción de ácido 

cafeico de la cepa E. coli W3110/pTrchpaBC respecto a la cepa E. coli W3110 ΔaaeXAB/pTrchpaBC 

puede deberse en términos generales a la mayor biomasa alcanzada en el cultivo de la cepa control 
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que en el cultivo de la cepa con el sistema AaeXAB inactivo, aspecto que es importante ya que una 

mayor biomasa significaría mayor cantidad de catalizador o sea, mayor cantidad de enzima 4HPA3H 

disponible para fermentar el ácido p-cumárico a ácido cafeico. En ese sentido es interesante notar 

que en términos volumétricos la cepa control es superior a la cepa mutante en una proporción 2.3 

veces mayor. Esta diferencia en la productividad puede observarse en el parámetro de la 

productividad volumétrica QP que representa los g/L de ácido cafeico en el tiempo de máxima 

producción del cultivo para cada cepa. La cepa E. coli W3110/pTrchpaBC produjo el máximo título 

de ácido cafeico, los 3.31 g/L máximos de ácido cafeico en un tiempo de 26 h de fermentación, 

mientras que la cepa E. coli W3110ΔaaeXAB/pTrchpaBC produjo su título máximo de 1.43 g/L de 

ácido cafeico en un tiempo de 34 horas de fermentación, así el valor de la QP fue de 0.12 y de 0.04 

gcafeico/L*h para la cepa control y mutante, respectivamente.  

Finalmente se calculó el parámetro producto biomasa Yp/x que representa la cantidad de ácido 

cafeico producido por unidad de biomasa, un parámetro que conceptualmente refleja en términos 

estequimétricos la productividad específica del cultivo, y en ese sentido los valores de este 

parámetro Yp/x fueron de 0.98 y de 1.64 (gcafeico/gbiomasa * h) para la cepa control y para la cepa 

mutante en el sistema AaeXAB, respectivamente. Este último parámetro es particularmente 

importante ya que refleja qué tanto se produce ácido cafeico “por célula” y con los datos anteriores 

observamos que la cepa mutante en el sistema AaeXAB, la cepa E. coli W3110ΔaaeXAB/pTrchpaBC 

tiene un rendimiento producto biomasa Yp/x 1.6 veces mayor al de la cepa control E. coli 

W3110/pTrchpaBC. Dato que estaría sugiriendo que la estrategia de la inactivación del sistema de 

transporte de ácidos carboxílicos aromáticos el cual si tiene como sustrato al ácido p-cumárico pero 

no al ácido cafeico estaría contribuyendo a que el sustrato de la enzima 4HPA3H escape de la célula 

a través del sistema AaeXAB lo cual se ve reflejado en un mejor valor del parámetro Yp/x respecto a 

la cepa control el cual si tiene activo este sistema eflujo y que por ende estaría expulsando de la 

célula el precursor del ácido cafeico, sustrato de la hidroxilasa 4HPA3H. Sin embargo este efecto 

positivo reflejado en el rendimiento producto-biomasa en la cepa mutante en el sistema AaeXAB se 

ve contrarrestado con el parámetro del título final y de la productividad volumétrica puesto que con 

la cepa control se obtuvo un máximo título de 3.31 g/L de ácido cafeico mientras que con la cepa 

mutante en el sistema AaeXAB, cepa más sensible a la presencia de ácido p-cumárico en el medio 

(aspecto reflejado notoriamente en la velocidad específica de crecimiento), el máximo título 

alcanzado fue de 1.43 g/L, aspecto que en términos de bioprocesos podría ser optimizable ya que 

el objetivo final de los enfoque de producción heteróloga de metabolitos de interés industrial es la 

obtención de los mejores rendimientos y productividades volumétricas posibles. 
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6 Conclusiones 
 

Evaluando el efecto que tienen distintas concentraciones de ácido p-cumárico y ácido cafeico en la 

cepa en distintas cepas de E. coli las cuales incluyen a la cepa BL21(DE3), W3110, W3110ΔaaeXAB, 

W3110ΔaaeXAB/pTrcaaeXAB y W3110ΔtolC y se determinó en general que, en todas ellas, la 

presencia de estos ácidos hidroxicinámicos en el medio de cultivo afecta negativamente la velocidad 

específica de crecimiento, efecto que está directamente relacionada con la concentración de los 

mismos. 

Se determinó que para la cepa E. coli W3110 el ácido cafeico a una concentración de 4.5 g/L (25 

mM) resulta ser un 34.3 % más tóxico que el ácido p-cumárico puesto que, al comparar el 

crecimiento de los cultivos con la misma concentración de uno u otro ácido, el valor de la μ que 

disminuyó de 0.35 a 0.12 h-1. 

La inactivación del sistema de eflujo de ácidos carboxílicos aromáticos AaeXAB de E. coli vuelve a las 

bacteria 70, 92.4 y 100% más sensibles en presencia de 2.25 (12.5 mM), 4.5 (25 mM) y 9 (50 mM) 

g/L de ácido p-cumárico, respectivamente en comparación a aquellas con el sistema AaeXAB activo. 

Esto indica que, en efecto, el ácido p-cumárico es sustrato de este sistema de eflujo; no así en el 

caso del ácido cafeico ya que se observó que independientemente de que el sistema AaeXAB esté 

activo o no, el efecto inhibitorio sobre el crecimiento fue similar para todas las cepas, con un valor 

de la velocidad específica de crecimiento de  0.12 h-1, lo cual representa una disminución del 

crecimiento del 80 % en 4.5 g/L (25 mM).  

Lo anterior sugiere que, además de que el ácido cafeico resulta ser más tóxico para E. coli, esta 

molécula no es sustrato del sistema de eflujo AaeXAB. Un dato  interesante ya que en lo único que 

es distinto el ácido p-cumárico y el ácido cafeico es que este último posee en su estructura molecular 

una  hidroxilación en la posición 3 del anillo aromático.  

El hecho de que el ácido cafeico no sea sustrato del sistema AaeXAB indicaría la sutileza en la 

especificidad de este sistema de eflujo para los ácidos hidroxicinámicos. 

En general una concentración de 9 g/L (50 mM) tanto de ácido p-cumárico como de ácido cafeico 

resulta en una completa inhibición del crecimiento bacteriano con todas las cepas de E. coli 

trabajadas durante este proyecto.  

Adicionalmente es posible realizar cultivos de producción de ácido cafeico a partir de ácido p-

cumárico con una concentración inicial de 4 g/L del sustrato tanto con la cepa E. coli 

W3110/pTrchpaBC (control) como con la cepa con el sistema de eflujo de ácidos carboxílicos 

aromáticos AaeXAB inactivado (E. coli W3110ΔaaeXAB/pTrchpaBC).  

En términos generales de producción bacteriana de ácido cafeico, el cultivo con la cepa E. coli 

W3110/pTrchpaBC obtuvo una mayor productividad volumétrica respecto al cultivo con el sistema 

de eflujo AaeXAB inactiva (E. coli W3110ΔaaeXAB/pTrchpaBC), siendo los valores de la Qp de 3.31 

y 1.43 g/L, respectivamente.  

Sin embargo, a pesar de la mayor sensibilidad al ácido p-cumárico mostrada por la cepa inactiva en 

el sistema AaeXAB, esta resulto obtener un mejor parámetro de productividad específica de ácido 

cafeico respecto a la cepa con este sistema de eflujo activo, siendo los valores de la qp de 1.64 y 

0.98 g/gDWC*h. 
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7 Perspectivas. 
 

Realizar las pruebas de sensibilidad de ácidos hidroxicinámicos utilizando como fuente de carbono 

glicerol en una concentración de 10 g/L y determinar cómo varía la velocidad específica de 

crecimiento respecto a las pruebas con glucosa como fuente de carbono en una concentración de 2 

g/L. 

Transformar a la cepa E. coli mutante en la proteína externa de membrana TolC, la E. coli 

W3110ΔtolC con el plásmido pTrchpaBC para la sobreexpresión de la enzima 4HPA3H y llevar a cabo 

fermentaciones de ácido p-cumárico para determinar los parámetros estequiométricos y comparar 

los valores con aquellos obtenidos con la cepa E. coli W3110ΔaaeXAB/pTrchpaBC con la finalidad de 

evaluar qué sistema de transporte de membrana resultaría ser más conveniente desactivar en la 

producción bacteriana de ácido cafeico con E. coli.  

Buscar en la literatura referencias sobre transportadores específicos de ácido cafeico (ya sea en 

plantas o en otros microorganismos) y considerar la posibilidad de su sobreexpresión en E. coli 

durante la síntesis de ácido cafeico considerando esta estrategia como una posibilidad para 

contender con la toxicidad mostrada por este ácido hidroxicinámico durante las fermentaciones de 

ácido p-cumárico a ácido cafeico. 

Finalmente, en el campo de los bioprocesos siempre es interesante evaluar distintas fuentes de 

carbono o mezclas de estas durante las fermentaciones. Podrían determinarse, por ejemplo, los 

parámetros de producción con glucosa 2 g/L como fuente de carbono o con glucosa y glicerol en 

distintas proporciones. Además, sería interesante evaluar el comportamiento de la fermentación en 

E. coli con distintos fondos genéticos por ejemplo utilizando la cepa E. coli VH33 la cual es una 

derivada de la cepa W3110 con el sistema PTS-, es decir, inactivando el transporte de glucosa 

mediado por el sistema de fosfotransferasa. También sería interesante probar cinéticas de 

producción de ácido cafeico en otras cepas genéticamente modificadas capaces de desviar el flujo 

de carbono favoreciendo la síntesis de aminoácidos aromáticos, previo a la transformación de estas 

con plásmidos que sobreexpresen las enzimas requeridas en la síntesis de este ácido 

hidroxicinámico.   
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