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Introduccién. La amarantina es la proteina de reserva
mayoritaria del amaranto. Es una globulina 11S que
contiene dos subunidades unidas por un enlace disulfuro,
la basica y la acida. Se modificé la subunidad acida de la
amarantina insertando en la region hipervariable 11l el
péptido antihipertensivo VY (4) y en el extremo carboxilo
terminal de la secuencia se insertd6 el péptido con
propiedades antihipertensivas IPP. Se obtuvieron cuatro
versiones de la proteina, de las cuales la mas exitosa
resulto ser la que contenia ambas modificaciones
ademas de un epitope de seis histidinas justo antes del
péptido IPP (1, 2).

El objetivo de este trabajo consisti6 en encontrar las
condiciones mas adecuadas a nivel matraz y fermentador
para la sobreexpresion de la proteina de interés en dos
cepas de Escherichia coli.

Metodologia . En este trabajo, para establecer las
mejores condiciones de expresion de esta proteina
recombinante, se seleccionaron las cepas Origami (DE3)
y Rosetta (DE3) de Escherichia coli como sistemas de
expresion. Cuatro factores de expresion fueron probados
y comparados a nivel matraz: concentraciéon del inductor
(IPTG), tiempo de acumulacion de la subunidad acida
modificada, concentracién del inéculo y medio de cultivo.
Una vez que se determiné la mejor cepa para
sobreproducir la proteina a nivel fermentador (5 L), se
evaluaron tres factores: temperatura, velocidad de
agitacion v flujo de aire, utilizando un disefio central 2% +
2 compuesto por 10 ensayos. Se determinaron los
rendimientos de cada uno de los ensayos 4 h después de
la induccion (se encuentra la mayor acumulacién de la
proteina de interés). Los datos fueron sometidos a la
metodologia de superficies de respuesta para determinar
cuales o qué combinacion de los factores evaluados
ejercieron algun efecto sobre la produccién de la proteina
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Resultados . Los resultados mostraron que una
concentracion del agente inductor (IPTG) de 0.3 mM es
la mejor para la expresién en ambas cepas. Se encontrd
ademas, que para las cepas probadas el mejor tiempo de
induccién fue después de 3 h. Los resultados sobre la

concentracion del inéculo mostraron que 2.5% de in6culo
es el mejor porcentaje para ambas cepas. En cuanto al
efecto de los cinco medios de cultivo evaluados (LB,
LB+sales, 2TY, 2YT-sales y Terrific), el medio de cultivo
Terrific resultdé ser el mejor para la expresion de la
proteina en las cepas evaluadas. Comparando los
rendimientos de produccion, los resultados mostraron
gue Rosetta produce 3.5 veces mas proteina que la cepa
Origami. Ademas, los resultados de los analisis de
inmunodeteccion confirman que la cepa Rosetta es el
mejor sistema de expresion de la subunidad &cida
modificada de la amarantina. Con base en los resultados
obtenidos a nivel fermentador, se generé un modelo
matematico, el cual demostré ser adecuado para la
prueba de F con un nivel de significancia del 5%. De
acuerdo con el modelo, la temperatura no ejerce ningun
efecto sobre la produccion de la proteina, siempre y
cuando los valores de la velocidad de agitacién y el flujo
de aire sean mantenidos en los valores correspondientes
a los puntos centrales. Los niveles éptimos de los
factores evaluados fueron: temperatura= 28-33 T,
velocidad de agitacion= 300 rpm, vy flujo de aire= 0.1 vvm
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Conclusiones . Pruebas extras demostraron que el
modelo puede explicar de manera satisfactoria los
efectos de los factores evaluados (temperatura, velocidad
de agitacion y flujo de aire) sobre la produccion de la
subunidad &cida modificada de la amarantina en un
fermentador por lote de 5 L.
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