
ESTABILIZACIÓN Y SOBREVIVENCIA 
DE SUSPENSIONES DE Sinorhizobium meliloti. EFECTO 
DE LA CONCENTRACIÓN DE EXOPOLISACÁRIDOS

GRACIELA S. LORDA; MARÍA D. PASTOR y A.P. BALATTI.1

Recibido: 05/03/01 
Aceptado: 30/08/01

RESUMEN
En este trabajo se estudió la obtención de suspensiones de Sinorhizobium meliloti considerando 

el efecto de la aeración de los cultivos sobre la formación de exopolisacáridos celulares y su relación 
con la estabilización de las cepas en estudio. Se utilizaron dos cepas caracterizadas como Lq 51 y Lq 
22 que fueron aisladas en nuestro laboratorio. Las experiencias de obtención de los cultivos fue 
realizada en la escala de frascos agitados bajo distintas condiciones de aeración (175 a 650 m l02/l.h). 
Se determinó que la influencia de la aeración es variable y depende de cada cepa, alcanzándose 
concentraciones de polisacáridos del orden de 7 a 10 g/1. La sobrevivencia de los cultivos a los 6 meses 
con esa concentración de polímero fue del orden de 5 a 7 x 108 cél/ml, mostrando las células en ensayos 
de nodulación, que mantenían su capacidad de fijación de nitrógeno. Es de destacar que, si bien 
todavía es necesario realizar ensayos con mayor número de cepas, los resultados obtenidos en este 
trabajo podrían ser considerados en el desarrollo de inoculantes líquidos en razón de la buena 
estabilización de las suspensiones celulares.
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STABILIZATION AND SURVIVAL OF Sinorhizobium meliloti INFLUENCE OF THE 
EXOPOLYSACCHARIDE CONCENTRATION

SUMMARY
In this work the obtention of Sinorhizobium meliloti suspensions was studied considering the 

influence of aeration on the exopolysaccharides formation. Our purpose was to study the relationship 
between exopolysaccharides concentrations, stabilization and survival rates of strains. Strains used 
were Lq 51 and Lq 22, isolated in our laboratory. The experiments were performed in Erlenmeyer 
flasks at 28?C, in a rotary shaker at 250 rpm and 2.5 cm of stroke, under different aeration rates (175 
to 650 m l02/l.h), established using different volumes of culture. It was determined that the influence 
of aeration is variable and depends on each strain. The polysaccharide concentrations obtained were 
of the order of 7 to 10 g/1. After six months, survival rates were of the order of 5 to 7xl08 cell/ml, 
keeping the strains their symbiotic properties. The results obtained show that it is possible to apply 
this technique to liquid inoculant production due to the good stabilization rates of the Sinorhizobium 
meliloti suspensions.
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INTRODUCCION s o n  c o n d ic io n e s  in d isp en sa b les  para  lo g rar
La sobrevivencia y estabilidad de suspensiones preparados de alta eficiencia. La hipótesis de trabajo

de m icroorganism os en inoculantes líquidos, planteada en estas investigaciones considera la
manteniendo las cepas sus propiedades simbióticas, obtención de suspensiones de S. meliloti con alta
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concentración celular y de polím ero. El objetivo se 
refiere a establecer condiciones tecnológicas que 
aseguren la form ación de suspensiones celulares 
con alto contenido de exopolisacárido, a fin de ase
gurar la obtención de cultivos que presenten largos 
períodos de viabilidad conservando las cepas sus 
propiedades sim bióticas. Si bien existen antece
dentes sobre la producción de polisacáridos extra- 
celulares a partir de cepas de S. m eliloti (Van Wor- 
kum, 1998) donde se m enciona fundam entalm ente 
la com posición del medio de cultivo, en los experi
mentos de este trabajo, utilizando un medio base, 
se realizan estudios considerando principalm ente 
la influencia de la aeración de los cultivos en rela
ción a la form ación de biom asa, exopolisacáridos 
celulares y propiedades fisiológicas de las cepas, 
especialm ente en lo referente a su capacidad sim 
biótica.

MATERIALES Y MÉTODOS

Microorganismos
Se utilizaron dos cepas de Sinorhizobium meliloti, 

Lq 22 y Lq 51, que han sido aisladas en los laboratorios 
del Instituto, caracterizadas por técnicas electroforéticas 
(multilocus isoenzimático) (Grassano et a l , 1996). 
Fueron mantenidas en un medio que contenía manitol, 
extracto de levadura, agar y sales (Cuadro N° 1, Medio 
1). Los tubos fueron mantenidos en bolsas de polietileno 
(Balatti, 1996) y mantenidas a 5°C.

M edios de cultivo
La composición del medio base (Medio 1) se 

describe en el Cuadro N° 1 (Balatti, et al.\ 1991).

Inoculo
El medio de cultivo para los inóculos fue similar al 

utilizado en los procesos, excepto que la fuente de 
carbono y los factores de crecimiento fueron al 50% de 
la concentración. El volumen transferido al medio proceso 
fue de alrededor del 10% del volumen del mismo. En 
todos los casos, la concentración inicial de microor
ganismos fue del orden de 108 cél/ml.

M étodos analíticos
El crecimiento bacteriano fue determinado por medio 

de recuento de células viables, aplicando el método de 
Koch (1981).

La velocidad de absorción de oxígeno (VAO) fue 
medida por medio del método del sulfito (Cooper et al, 
1944)

La demanda celular de oxígeno fue medida en 
un respirómetro de Warburg a 28 °C (Umbreit, et a l, 
1972).

La concentración de sacarosa fue determinada por el 
método de la antrona para carbohidratos totales (Manual 
of Methods for General Bacteriology, 1981).

La formación y cantidad de exopolisacárido fueron 
determinados de acuerdo a la precipitación con etanol 
según el método de Hebbar, et a l  1992 y a medidas de 
viscosidad empleando un viscosímetro Ostwald, a 21°C.

Condiciones de operación
Los estudios fueron conducidos en escala de agitador 

rotatorio operando a 250 rpm y 2,5 cm de excentricidad. 
Se trabajó con frascos Erlenmeyers de 500 ml con 
diferentes volúmenes de medio de cultivo: 100, 150, 
200,250 y 300 ml, a los efectos de determinar diferentes 
condiciones de aeración.

Las condiciones de proceso fueron seleccionadas de 
acuerdo a las velocidades de transferencia de oxígeno en 
relación al valor de demanda celular de oxígeno de los 
cultivos.

Para todos los ensayos, la esterilización se llevó a 
cabo a 121°C durante 20 minutos.

La tem peratura de crecim iento fue de 28°C.

Preparación de inoculantes líquidos acuosos
Los inoculantes líquidos fueron preparados utilizando 

diferentes concentraciones de células y de exopolisa
cárido, adicionados de 0,3 g/1 de KH2P 0 4 y 0,6 g/1 de 
Na,HP04, para regular el pH y 0,5M de sacarosa para 
regular la presión osmótica. (Marquis, 1994).
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RESULTADOS
Los valores de dem anda celular de oxígeno pa

ra las diferentes cepas de Sinorhizobium meliloti 
utilizadas, fueron de 130 m l 0 2/l.h para la cepa Lq 
22 y de 140 m l 0 2/l.h para la cepa Lq 51.

En el Cuadro N° 2 se muestran los valores de 
velocidad de absorción de oxígeno (VAO) corres
pondientes a diferentes condiciones de aeración. Las 
mismas fueron alcanzadas em pleando distintas 
relaciones de volumen de líquido a volumen de frasco.

Como se puede apreciar en el Cuadro N° 2 existe 
una amplia gam a de valores de aeración com 
prendidos entre 650 y 175 m l0 2/l.h.

La producción de biom asa y formación de po- 
lisacárido estuvieron relacionadas con la aeración 
de los medios de cultivo. En las Figuras 1 y 2 se 
muestran los resultados obtenidos en agitador rota

torio utilizando la cepa Sinorhizobium m eliloti Lq 
51, desarrollada en el m edio 2 (Cuadro N° 1). En la 
Figura 1 se muestran los resultados obtenidos para 
altas condiciones de aeración (VAO: 529 m l0 2/
1 .h). La m áxim a concentración de células y de poli- 
sacárido fueron obtenidas a las 48 h de proceso, 
alcanzando valores de 6 x 109 cél/ml y 10,54 g/1, 
respectivamente. En la Figura 2 se presentan los 
resultados obtenidos utilizando bajos valores de 
aeración, correspondientes a un valor de VAO de 
323 m l0 2/l.h Se muestra que la concentración 
máxima de células fue de lx lO 9 cél/ml y la con
centración de exopolisacárido de 2 g/1. Las Figuras 
3 y 4 corresponden a los resultados obtenidos en 
agitador rotatorio utilizando la cepa de Sinorhizo
bium meliloti Lq 22 y el m edio de cultivo N° 2 
(Cuadro N° 1). La Figura 3 corresponde a un pro
ceso desarrollado a altos valores de agitación (VA O : 
529 m l0 2/l.h). La concentración de m icroorga
nismos fue del orden de 9 x l0 9 cél/ml a las 36 h de 
proceso, mientras que el máximo valor de exopo
lisacárido alcanzó 4,57 g/1 a las 72 h de proceso. En 
condiciones de baja aeración (VAO: 323 m l 0 2/ 
l.h), la máxima concentración de células estuvo en 
el orden de 9 x l0 9 cél/ml (Figura 4), siendo la 
concentración m áxima de exopolisacárido de 7,32 
g/1. El Cuadro N° 3 muestra la sobrevivencia de las 
suspensiones de Sinorhizobium meliloti de las ce
pas Lq 51 y Lq 22 con diferentes concentraciones 
iniciales, ajustadas en su pH y presión osmótica.

En el Cuadro N° 3 se observa que, en general, 
aquellas suspensiones estabilizadas que contenían 
mayor concentración de polisacárido presentaban 
a los 6 meses de edad, mayores valores de sobrevi
vencia.
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El Cuadro N° 4 muestra el contenido de nitrógeno 
y el peso seco de plantas que corresponden a expe
rimentos en cámara climatizada utilizando las suspen
siones obtenidas con ambos microorganismos en 
similares condiciones de aeración (529 mi 0 2/l.h).

DISCUSIÓN
Las cepas en general presentaron bajos valores 

de dem anda celular de oxígeno, no superiores a 
140 m l 0 2/l.h que corresponden a un valor específico 
de aproxim adam ente 30 m l 0 2/g.h. En cuanto a los 
valores de aeración de los Erlenm eyers, variando el 
volumen se pudo obtener un amplio rango de V A O , 
las que estuvieron com prendidas entre 650 a 175 
m l0 2/l.h, que está por encima, en su m ayor parte, de 
los valores del consum o de las cepas empleadas.

Si se analizan los resultados obtenidos en las 
Figuras 1 ,2 ,3  y 4, surge que la respuesta del cultivo 
de diferentes cepas de,Sinorhizobium meliloti bajo 
diferentes condiciones de aeración es variable. Es 
evidente que las cepas presentan un metabolismo 
diferente según las condiciones operativas, que 
para éstos ensayos está directam ente relacionada

con los niveles de aeración. Si se considera el 
Cuadro N° 3 surge que las suspensiones celulares 
estabilizadas en su pH y presión osmótica mostraron 
mayor sobrevivencia aquellas que contenían mayor 
concentración de polisacárido. Es evidente que la 
concentración de polím ero obtenido ejercía un 
efecto favorable sobre la estabilidad y sobrevivencia 
de las células y que perm itían alcanzar concentra
ciones, a los 6 meses que estaban por encim a de 
6x108 cél/ml. Por otra parte, es de destacar, que los 
ensayos de nodulación de plantas con suspensiones 
de ambas cepas y con variable concentración de 
polisacárido, demostraron que los microorganismos 
mantenían su capacidad sim biótica com o lo indi
can los significativos valores de peso de planta y 
contenido de nitrógeno, con respecto a los lotes sin 
nodular. Si bien estos estudios han perm itido es
tablecer una relación entre el contenido de biomasa, 
la concentración de polisacárido y estabilización 
celular, todavía es necesario realizar más experi
mentos con otras cepas a fin de poder confirm ar los 
resultados obtenidos. Los realizados en este trabajo 
muestran la posibilidad de utilizar esta técnica para 
la preparación de inoculantes líquidos, desarro
llando las células en un medio de cultivo con un 
contenido variable de exopolisacárido, que influiría 
positivam ente sobre la estabilización celular como 
lo dem uestran los resultados obtenidos a los 6 
meses de sobrevivencia.

CONCLUSIONES
Estos resultados muestran que, para incrementar 

la concentración de exopolisacárido del medio de 
cultivo, es importante considerar la cepa utilizada y 
el nivel de aeración empleado. Los estudios han 
permitido establecer condiciones, para diferentes 
cepas, que permiten alcanzar diferentes concen
traciones de exopolisacárido en el medio de cultivo, 
que tiene un efecto favorable sobre la estabilización 
y sobrevivencia de los microorganismos. N o  obstante 
ello, todavía sería necesario establecer el com por
tamiento de más cepas de S. meliloti.
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