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PRODUCTION
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RESUMEN

Se realizaron cultivos de Corynebacterium
diphtheriae en un biorreactor New Brunswick
de cinco litros con el objetivo de hacer un
estudio de prefactibilidad tecnoldgica. Se
determind por fermentacion el perfil cinético
de: biomasa, consumo de sustrato, produccion
de toxina, oxigeno disuelto y variacion del pH;
finalmente se evaluaron los coeficientes
tecnoldgicos de rendimientos: biomasa/
sustrato; toxina/sustrato; toxina/biomasa;
productividad e intensidad del proceso de
produccién de toxina diftérica con la
tecnologia de fermentacidon. Las condiciones
de cultivo fueron: cepa C. diphtheriae PW8
79 LA11, medio de cultivo Mueller -Stainer
4L./vaso de 5L, 0,5 % inoculo, 1,7 % de
maltosa, 0,3% de fosfatos, 1,25% de cloruro
de calcio, incubacién a 35C durante 48 horas,
agitacion de 900 rpm y aireaciéon 1 VVM. En
cuanto a los perfiles cinéticos de fermentacion
se observo que la biomasa tiende a
estabilizarse entre las 24 y 36 horas de cultivo
y simultdneamente aumenta el consumo de
sustrato y la produccién de toxina, mientras
que el pH aumenta gradualmente durante el
tiempo de cultivo. La comparacion de los
coeficientes tecnolégicos obtenidos en
fermentacién, cultivo agitado en erlermeyer
y estdtico en placas de Povitsky mostré que
la fermentacién es una alternativa para la
produccién de toxina diftérica, ya que la
productividad aumenté considerablemente
debido al corto periodo de cultivo, pues de
168 horas en cultivo estatico se pasa a 48 horas
en fermentacion.

Palabras claves: Productividad/ factibilidad
tecnoldgica/ biorreactor/toxina diftérica

SUMMARY

This study was developed to find out the
technological feasibility of fermentation culture of
Corynebacterium diphtheriae in a bioreactor for
production of diphtheric toxin. The fermentation
process was studied in a S New Brunswick
biorreactor. The following parameters were
measured: biomass production, substrate
consumption, toxin production, dissolved oxygen
and pH variation during fermentation. The
following indicators of the fermentation process
were calculated: biomass/substrate, toxin/substrate,
toxin/biomass , toxin produced/hour (productivity).
C.diphtheriaePW8 79 LA11 strain was used. The
composition of the growth media was: 4L of
Muller- Stainer medium, 0,5% inoculum,1,7%
maltose, 0,3% phosphate, 1,25% calcium chloride.
The conditions of incubation were: 35C, 48 hours,
agitation at 900 rpm and aereation 1 VVM. The
results showed that biomass production levels
occurred between 24 and 36 hours of fermentation.
Substrate consumption, toxin production and a pH
increased simultaneously. It was concluded that
fermentation is a useful process for the production
of diphtheric toxin compared to the traditional static
system. Fermentation is easier to control and the
same yield of toxin is obtained in 48 hours instead
of 168 hours in the static system.

Key words: Productivity/ technological feasibility/
biorreactor/diphtheric toxin
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INTRODUCCION

La difteria es una enfermedad infecciosa exclusiva del
hombre, especialmente de la poblacién infantil, causada
por la invasion local de Corynebacterium diphtheriae al
tejido nasofaringeo, produciendo una exotoxina (Collier
1975). La difteria es inmunoprevenible gracias a la
vacuna existente, se trata del Toxoide Diftérico que se
obtiene a partir del cultivo estatico (en placas de Povitsky)
de C. diphtheriae . Después de cosechar, el cultivo se
centrifuga y filtra, el filtrado se detoxifica con formol para
su conversion a toxoide, el cual conserva el poder
antigénico de la toxina original. El producto es luego
purificado, concentrado, esterilizado, adsorbido con
hidréxido de aluminio y dosificado. EIl producto terminado
cumple con las normas establecidas por la Organizacion
Mundial de la Salud (Germanier 1984; Mendoza 1993;
Plotkin et al. 1994).

En Colombia el Instituto Nacional de Salud (INS) lleva
acabo la importante tarea de producir, para el pais, las
vacunas toxoide diftérico y tetédnico (Td) y la triple
bacteriana: Difteria, Pertussis y Tétanos (DPT), para lo
cual es necesario hacer cultivos de C. diphtheriae y
obtener a escala industrial toxina diftérica para su
posterior detoxificacién, teniendo en cuenta la baja
capacidad actual de produccién es necesario pensar en
aumentar la escala de produccion, cultivando C.
diphtheriae por la tecnologia de fermentacion.

La fermentacion en términos de biotecnologia es aplicada
a cultivos puros bajo un equipo con controles que permita
la produccion a gran escala. La fermentacion es
considerada una tecnologia fundamental y vital que
integra la biotecnologia moderna. En vacunas la
tecnologia de fermentacion utiliza procesos continuos o
discontinuos cuyas condiciones deben ser disefiadas con
el objeto de optimizar la produccién celular o de un
producto en particular (Ward 1989).

La produccion a nivel industrial de toxina diftérica es un
proceso complejo y delicado que depende de muchos
factores, entre los cuales se destacan principalmente la
concentracién de hierro y glucosa, rata de crecimiento
bacteriano y cepa bacteriana; es importante tener en
cuenta que los resultados experimentales pueden variar
con el uso de diferentes lotes de medio de cultivo (N-Z
Amina) aunque permanezcan iguales todas las demas
condiciones de cultivo (Righelato y Van Hemert 1969;
Stainer et al. 1968).

En el presente trabajo se hizo un estudio preliminar de
prefactibilidad tecnolégica para la produccion de toxina
diftérica por fermentacién mediante la evaluacién de los
coeficientes tecnolégicos: biomasa/sustrato; toxina/
sustrato; toxina/biomasa; productividad e intensidad del
proceso.
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MATERIALES Y METODOS

La primera etapa consistié en estandarizar las técnicas
de peso seco para la determinacion de biomasa y
determinaciéon de azlcares totales, expresados como
maltosa, por modificacion del método colorimétrico de
antrona (Montoya 1983). Luego se determiné el perfil
cinético de biomasa, consumo de sustrato, produccion
de toxina, oxigeno disuelto y variacién del pH de C.
diphtheriae cultivado en un biorreactor New Brunswick
de cinco litros. Finalmente se compararon los
rendimientos del proceso de produccién de toxina diftérica
en cultivo estatico, en cultivo agitado en erlermeyery en
el fermentador.

Cepa

Corynebacterium diphtheriae PW8 79 LA11. Mantenida
liofilizada en ampolletas. La ampolleta se reconstituyo
con 1,5 mL de medio liquido casamino al 10% y 0,5 mL
sembrados en agar Loeffler (tubo inclinado) durante 24
horas a 35simbolo 176 \f «<Symbol» \s 10C; el crecimiento
fue utilizado como inéculo para la semilla.

Semilla

El cultivo se realiz6 en 100 mL medio Mueller- Stainer
en erlenmeyer de 500 mL con tapén de gasa, se le
adicioné 1,7% de soluciéon maltosa monohidrato al 50%,
antes de sembrar. El crecimiento del microorganismo
en un tubo de agar Loeffler era el indculo para la semilla.
Luego de incubar durante 24 horas a 35°C y a 250 rpm
se evaluaba la pureza del cultivo mediante tinciéon de
Gram. Se utilizaron semillas con recuentos de 65 - 70 X
107 UFC/mL. La preparacion tanto del medio como de
los reactivos aparecen reportadas por Stainer (1968).

Condiciones de cultivo

En fermentacion se mantuvieron constantes las siguientes
condiciones: 4L medio de cultivo: Muller-Stainer/vaso del
fermentador con una capacidad para 5L, el porcentaje
de in6culo fué de 0,5% de semilla, la temperatura de
incubacion de 35°C, tiempo de incubacién 48 horas,
velocidad de agitaciéon de 900 rpmy aireacion: 1 vwm. El
equipo utilizado fue Bioflo I1l Batch/Continous Fermentor
- New Brunswick Scientific.

Antes de sembrar al medio se le adicion6 1,7% de
solucién de maltosa monohidrato al 50%; solucion de
fosfatos al 0,3% y solucion cloruro de calcio: 1,25%
(Bauers y Ziv. 1976; Fass et al. 1989; Mueller y Miller
1940; Plotkin et al. 1994; Righelatoy Van Hemer 1969).
Una vez estéril el fermentador se hizé la calibracién del
sensor de oxigeno (segin manual del equipo) a 35 °C,
se drend el agua del vaso (con la cual se esteriliz) y se
cargé el fermentador con medio y maltosa. Luego se
adiciono el cloruro de calcio, se ajust6 el pH, alrededor
de 7,2, con NaOH 10N, posteriormente se adicioné la
solucién de fosfatos y se verificé que el pH estuviera en



EVALUACION DE LA FERMENTACION EN...

7,2 = 0,2, por ultimo se adicioné el inéculo cuando el
medio alcanzé los 35°C.

Toma de muestras y analisis

Se tomaron muestras asépticamente, bajo cabina de
flujo laminar con material estéril, en los tiempos
establecidos (ver tabla 1). De cada muestra se realizd
tincion de Gram para observar la morfologia del
microorganismo y verificar la pureza del cultivo. Se midié
pH, se determin6 biomasa, concentracién de maltosa y
titulo de toxina. Las muestras se dispensaron en tubos
tapa rosca, se centrifugaron a 4000 rpm durante 30
minutos y se congelaron hasta el momento en que se
iban a procesar.

Para la cuantificaciéon de toxina se tomoé el sobrenadante
(toxina) y se procedi6 a realizar la floculacién de Ramon
(Carpenter 1965 y WHO. 1985). La cantidad de toxina
se expresa en Lf/mL que significa la cantidad de toxina
que al ser mezclada con una Unidad Internacional de
antitoxina da una floculacién de Ramon en el menor
tiempo. El tiempo de floculacién (en minutos) tomado
desde el comienzo de la reaccion hasta que aparece el
fléculo se denomina Kif.

Curva de peso seco o biomasa seca

La determinacion de biomasa por la técnica de peso
seco se realizé por diferencia de pesos, utilizando
frascos ampolla de vidrio tipo | secos y una suspension
concentrada del microorganismo. Las absorbancias se
leyeron a 540 nm. Los valores de absorbancia y de
pesos de biomasa seca fueron tabulados, se hizo una
regresion lineal, se obtuvo la ecuacion de la recta patron.

Consumo de sustrato

El método de antrona habia sido reportado para
determinaciones de glucosa (Montoya, 1983) porlo que
fue necesario hacer una modificaciéon para determinar
la maltosa monohidrato consumida por el
microorganismo. La modificacién consistié en encontrar
la longitud de onda de lectura y ajustar los tiempos de
reaccion. La longitud de onda fue 625 nm y el tiempo
de reaccién de 35 minutos.

Las muestras se centrifugaron a 4000 rpm por 30
minutos, se tomo el sobrenadante que era mantenido a
-20°C hasta el momento de ser procesado, luego se
descongelé y se adicion6 acido perclérico 0,1N volumen
a volumen, se dej6é en hielo (minimo 4 horas), las
muestras tratadas se centrifugaron a 8000 rpm durante
20 minutos, se hizo dilucion del sobrenadante 1/50 con
agua destilada y se tomé 1 mL para adicionarle 5 mL de
reactivo de antrona, se agité muy bién y se dejé
reaccionando en bafo seroldgico a ebullicién durante
35 minutos, a temperatura ambiente se leyo
absorbancia a 625 nm.

RESULTADOS

Tabla 1. Resultados promedio de mediciones de
ensayos en fermentacion.

Muestra | Tiempo | Morfologia | Biomasa | pH | OD | Concentracion | Toxina Kf
No. Incubacién /L (%) maltosa (Lf/mL) | (minutos)
(horas) aL
1 0 - 1,426 |(7,03| 71,4 10,501 ND
2 6 pequefio 1,724 |7,14| 60,1 8,014 ND
3 12 pequena 2,1585 |7,24| 55,8 7,972 ND
4 18 normal 2,4250 |7,21| 48,2 7,142 ND
5 24 normal 2775 |7.47| 326 6,767 ND
6 30 normal 2,883 |7,58| 233 6,183 5 20
7 36 normal 3,027 (7,74 171 3,754 15 15
8 42 grande 3,0945 |7,76( 17,6 1,513 25 15
9 48 grande 3,1340 (7,99 29 1,149 65 10

ND : No determinada
ANALISIS DE RESULTADOS

Al observar los valores de biomasa (Tabla 1) y al realizar
la curva de crecimiento se evidencia que no hay un
periodo de adaptaciéon del inéculo, sino que el
microorganismo continda en fase logaritmica, hacia las
36 horas de cultivo comienza la fase estacionaria y asi
permanece hasta las 48 horas, con lo cual se confirma
que la toxina diftérica es un metabolito secundario (Grafica

1).

El medio de cultivo Muller-Stainer es un digerido
pancreatico de caseina al cual debe adicionarse una
solucién de minerales, vitaminas y fosfatos, solucién de
L-cistina y como fuente energética se adiciona maltosa
monohidrato que es degradada lentamente por el
microorganismo evitando la acumulacién de acido lactico,
propidénico y acético (Germanier, Rene 1984). EI
consumo neto de maltosa monohidrato por el
microorganismo durante las 48 horas de cultivo fue de
9,352 g/L (Grafica 2). En el momento en que comenzé
la produccion de toxina 30 - 36 horas el consumo de
maltosa aumenté (Tabla 1).

El pH presenta un aumento gradual que esta
posiblemente relacionado con el aumento de biomasa
en el cultivo (Tabla 1). Se supone que durante el
crecimiento hay liberacién de amoniaco (NH3) y otros
metabolitos a partir de algunos aminoacidos y la formacién
gradual de CO» vy otros acidos a partir de la maltosa, la
cual parece ser oxidada completamente. Si estos dos
procesos toman lugar uniformemente hay poco cambio
en el pHy por tanto, el resultado es bueno (Mueller 1940).
En los resultados obtenidos el pH no se mantuvo
constante sino que aumento lo cual puede significar que
la maltosa fue suministrada en cantidad adecuada,
diminuyéndose la formacion de acidos, con una continua
liberacion de amoniaco por parte del microorganismo
(Gréfica 3).

65



REVISTA COLOMBIANA DE BIOTECNOLOGIA

66

Grafica 1. Perfil Cinetico Biomasa - Toxina
De C. diphtheriae En Fermentacion
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Grafica 2. Perfil Cinetico De Sustrato
- Toxina De C.diphtheriae En
Fermentacion
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Grafica 3. Perfil Cinetico De Ph - Toxina
De C. diphtheriae En Fermentacion
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En cuanto al oxigeno disuelto se observdé un mayor
descenso entre las 18 y 36 horas (Tabla 1) que
corresponde a la etapa final de la fase exponencial y a
toda la fase estacionaria, con tendencia a incrementarse
hacia el final del cultivo lo cual indica que hacia las 48
horas la actividad microbiana disminuye notablemente
(Gréfica 4).

Es interesante destacar el cambio morfolégico,
especialmente de tamafo, que presenta el
microorganismo durante el tiempo de cultivo en el
fermentador: en la fase inicial del cultivo vy
aproximadamente hasta las quince horas es muy
pequeno, presentando una morfologia similar a la
cocobacilar, entre las 18 y 36 horas aumenta de tamafo,
mostrando su morfologia tipica bacilar encurvada, hacia
el final del cultivo se observa una morfologia degenerada
bacilos largos y anchos en los que se observan grandes
granulos metacromaticos. A pesar del cambio
morfolégico, durante todo el tiempo conserva su arreglo
caracteristico en “letras chinas”. Figura 1.

Los valores presentados en la Tabla 2 corresponden a
los rendimientos: biomasa/toxina, sustrato/biomasa y
sustrato/toxina y a los valores de productividad e
intensidad del proceso. Los valores de rendimientos
tienen dos aplicaciones utiles e importantes: primero, en
analisis econémicos preliminares al escalado, y segundo,
porque suministra las relaciones estequiométricas del
proceso, por lo cual se pueden predecir valores finales,
aproximados, conociendo los iniciales.

Los resultados de rendimientos muestran que la agitacion
favorece el rendimiento toxina/biomasa y desfavorece
biomasa/sustrato y toxina/sustrato, no por mucha diferencia,
lo cual esta indicando que en fermentacion se consume
mayor cantidad de sustrato tanto para la formacion de
biomasa como para la produccién y/o liberacion de toxina.
Teniendo en cuenta el perfil cinético de biomasa-toxina se
puede apreciar que el mayor consumo de sustrato se registra
en el momento que se detecta toxina en el medio. Este
resultado también lleva a pensar la posibilidad de que el
metabolismo microbiano en un cultivo agitado se realiza a
mayor velocidad que en estatico lo que implica un mayor
desgaste energético para la bacteria.

En cuanto a la productividad del proceso de produccion
de toxina diftérica se encontré que en cultivos realizados
en erlermeyer con agitacion, la productividad aumenté 3,5
veces con relacién a la productividad de los cultivos
estaticos. La mayor productividad en cultivo agitado se
debe posiblemente a las condiciones homogéneas que
ofrece éste sistema.

Al aumentar la escala de trabajo en agitacion, empleando
el fermentador, la productividad aumenté 12,5 veces con
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Tabla 2. Coeficientes tecnolégicos evaluados en los sistemas de cultivo de estudio.

COEFICIENTES CULTIVO |CULTIVO CULTIVO ECUACION UTILIZADA PARA

TECNOLOGICOS ESTATICO |ERLERMEYER |FERMENTADOR | EL CALCULO DEL COEFICIENTE TECNOLOGICO
Biomasa/Sustrato biomasa final- biomasa inicial

(g biomasa/qg sustrato) 0.5 0.28 0.19 sustr. inicial - sustr.final
Toxina/Sustrato toxina final - toxina inicial

(Lf/q sustrato) 12,20 10,98 7.08 sustr. inicial - sustrat. final
Toxina/Biomasa toxina final - toxina inicial

(Lf/ g biomasa) 24 .91 38,56 36,05 biomasa final - biomasa inicial
Productividad tox. final - tox. inicial x volumen* tiempo de cultivo
(Lf/hora) 120,53 437.5 5416.6

Intensidad tox. final - tox. inicial x 1000
(Lf/L*hora) 401.8 1458.3 1354.2 tiempo de cultivo

Las ecuaciones para los calculos de los coeficientes tecnoldgicos fueron tomadas de Aldana-Ballén (1996).

*Volumen de trabajo

Observaciones sobre los resultados de la tabla 2:

- Rendimiento biomasa/sustrato: en cultivo estatico se produce el doble de biomasa/sustrato que en cultivo agitado, siendo

menor la produccién de biomasa por fermentacion.

- Rendimiento toxina/biomasa: los coeficientes en cultivo agitado son mayores que en cultivo estético, lo cual implica que hay
mayor produccién de toxina/g de biomasa en cultivo agitado; sin embargo, no es estadisticamente significativa la  diferencia

entre los tres sistemas evaluados.

respecto a cultivos en erlernmeyer. El aumento en
productividad se debe al aumento en el volumen de
trabajo ya que la cantidad de toxina producida/mL fue
similar en los cultivos de erlernmeyer y fermentador en
el mismo tiempo de cultivo.

Comparando cultivo estatico con la fermentacion en

términos de Lf/mL producidas unidad de tiempo se
obtienen titulos promedios muy similares en siete y dos
dias respectivamente ( 67,5 Lf/mL/ 7 dias y 65 Lf/mL/ 2
dias). Al escalar y optimizar el proceso de produccion
de toxina diftérica por fermentacion se podrian lograr
rendimientos muy ventajosos a nivel industrial.

En cuanto a la productividad e intensidad se puede decir

que estos dos coeficientes tecnoldgicos se ven
favorecidos por la agitacién, lo cual se debe en primer
lugar, a que el tiempo de cultivo en agitacién es de tan
s6lo 48 horas, mientras que en estatico es de 168 horas,
y en segundo lugar a que en los tres sistemas de cultivo
la produccién de toxina es similar. Aparentemente la
relacion superficie/volumen no afecta la producciéon de
toxina diftérica, los valores de superficie volumen fueron:
placa de Povitsky (estatico): 9,5 X 10° m?/mL ;
erlernmeyer 1L (agitado):2,6 X 10° mZ/mL y fermentador
0,53 X 10”°> m%/mL.

Durante las 48 horas del proceso de fermentacion el
cultivo consumié 9,35 g/L de maltosa, con una produccién
de biomasa y toxina de 1,708 g/L y 65 Lf/mL
respectivamente.
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Figura 1. Cambio morfolégico de C. diphtheriae cultivado por fermentacion. a) reportado como morfologia pequeia
semejante a la cocobacilar; b) reportado como bacilos finos encurvados y de apariencia caracteristica del género
y c) reportado como bacilos largos y anchos encurvados, morfologia degenerada.
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CONCLUSIONES

Teniendo en cuenta el conjunto de coeficientes
tecnolégicos metabolicos determinados en el estudio
resulta evidente que el cultivo de C. diphtheriae por
fermentacion se podria constituir en una alternativa
apropiada para la produccién industrial de toxina
diftérica, porque aunque el consumo de sustrato es
superior en la fermentacién, que en el estatico éste se
suministra en la misma cantidad en ambos procesos.

Ademas por funcionalidad a nivel industrial, el sistema

de fermentacion ofrece mayores ventajas: régimen mas
sencillo y seguro de operacién y el corto tiempo de
cultivo.

Con estos resultados se establece que el cultivo de C.
diphtheriae sumergido podria ser una excelente
alternativa de produccién de toxina diftérica, y teniendo
en cuenta que el objetivo es la producciéon a escala
industrial resulta mas funcional trabajar con un
fermentador que con erlermeyer. Sin embargo seria
relevante continuar con la evaluacién de todos los
aspectos involucrados en la produccién industrial de la
toxina por fermentacion.
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