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Introduccidn. Recientemente se desarrolld6 una vacuna La variaciéon de pH del medio en la cinética permaneci6é estable

candidata de origen vegetal contra a-Syn basada en una proteina
guimérica que comprende la subunidad B de la enterotoxina
termolabil de E. coli y tres epitopos especificos de a-Syn (LTB-
Syn) (1). Se transformé genéticamente el antigeno LTB-Syn en
callos de D. carota (zanahoria) con Agrobacterium y se indujeron
respuestas humorales cuando se administr6 por via oral en
ratones (2). Sin embargo, existe la necesidad de desarrollar
enfoques préacticos que incrementen la produccién de la proteina
LTB-Syn mediante cultivos en suspension celular de D. carota.
En este sentido, los modelos factoriales y el método de superficie
de respuesta (MSR) se han utilizado para la optimizacion en la
composicion de los medios de cultivo como una manera atractiva
para aumentar la produccién de proteinas recombinantes (3,4).
El objetivo de este trabajo es disefiar y optimizar las condiciones
del medio de cultivo con células en suspension de D. carota para
incrementar la produccion de la proteina LTB-Syn.

Metodologia. Se optimiz6 el medio de cultivo para incrementar
la produccion de biomasa y proteina LTB-Syn utilizando
estrategias de disefios factoriales en cultivos de suspension de la
especie D. carota. Se utiliz6 el modelo de Plackett—Burman (PB)
con el fin de determinar qué factores nutritivos y fisicos son los
mas influyentes sobre el crecimiento celular y produccion de la
proteina. Para obtener las condiciones nutritivas Optimas del
medio de cultivo se utiliz6 in silico la metodologia de superficie de
respuesta (MSR). Con los resultados de PB y MSR optimizado,
se realizd6 experimentalmente una cinética de crecimiento en
matraz con la linea MSRZ4 de D. carota. Los cultivos se
mantuvieron a 120 rpm, en luz constante (24umol/m?/s) a 25°C
por 24 dias. Se evaluaron los parametros cinéticos de crecimiento
por triplicado (peso fresco y seco, , td, variacion de pH, consumo
de azucares y produccién de proteina).

Resultados. Los disefios factoriales de PB mostraron siete
factores esenciales para el medio de cultivo, pero solo tres tenian
mayor significancia (inéculo, urea, y pH) sobre la produccion de
biomasa y proteina de interés. En la fase de optimizacién con
MSR utilizando el disefio Box-Behnken se analizaron las
condiciones Optimas estimadas en el medio de cultivo para tener
la maxima produccién de biomasa: inéculo 9.97g/L, urea 3g/L y
pH 5.0. Una vez validado el modelo con el medio de cultivo MSR
se realizé la cinética de crecimiento en matraz, en donde se
obtuvo 17.9 g/L de biomasa en peso seco a los 15 dias, con un
tiempo de duplicacion de 6 dias (u= 0.12 d), dos dias menos que
en los cultivos en medio MS estandar.
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entre 5.1 y 5.6 desde el dia 9 al 24. El consumo de azucares se
observd que durante los primeros 6 dias de cultivo se fue
hidrolizando la sacarosa a glucosa y fructosa, teniendo una
preferencia por la glucosa y después por la fructosa hasta su
consumo total entre los dias 12 y 15 (Figura 1).
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Fig. 1 Curva de crecimiento de la linea MSRZ4 de D. carota en
matraz. (a) variacion de pH, (b) consumo de azlcares.

Se observé que la maxima produccion de la proteina LTB-Syn
estaba a los 15 dias del cultivo, obteniéndose 5 veces mas los
rendimientos de la proteina respecto al medio MS estandar
(Tabla 1).

Tabla 1. Rendimientos de biomasa y proteina LTB-Syn de la linea
MSRZ4 de D. carota en matraz

i Biomasa LTB-Syn Yeix©
Sistema
(9L PS)  (ug/lg PS)  (HgP/gX)
Matraz (medio MSR) 17.9 2.83 0.16
Matraz (medio MS estandar) 15.4 0.92 0.03

Conclusiones. Los modelos experimentales estadisticos
permitieron incrementar los rendimientos de biomasa y proteina
LTB-Syn a nivel de matraz.
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