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Resumen
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tiva viable en el contexto de una agricultura ecolégica. En este trabajo
se muestra el estudio realizado para cuantificar el AlA presente en
caldos de fermentacion obtenidos a partir de la bacteria Rhyzobium
sp. 3. Utilizando un procedimiento de analisis de fitohormonas mediante
HPLC desarrollado previamente, se ha puesto a punto un método para
cuantificar AIA usando Acido indol propidnico (AIP) como estandar in-
terno. Se ha utilizado la técnica de supresion i6nica que evita la nece-
sidad de obtener un derivado del compuesto a analizar. La deteccién
se realizé por fluorescencia a una sensibilidad baja. Las muestras de
caldos analizados mostraron un valor medio de AlA en el extracto de
29,0 £ 1,3 mg/mL. El método utilizado resulté ser lineal, sensible, pre-
ciso y exacto en el intervalo de concentracién estudiado, por lo que se
considera adecuado para la cuantificacién de AIA a los niveles encon-
trados en los caldos fermentados.

Palabras Claves: Auxinas, Acido indol acético, AIA, Acido indol pro-
pidnico, AIP, Caldo de fermentacién, Estandar interno, HPLC.

Abstract

Quantification of the indole acetic acid (IAA) content in a microbial
fermentation broth.

The Indole acetic acid (IAA) is a endogenous auxin, present in most
plants. Auxins are plant hormones that regulate many processes of the
plant development and by this reason, their use in Agriculture is very
frequent. As the auxins used are mainly obtained by chemical synthesis,
the microbiological synthesis of these compounds is of great importance
since the application of fermentation broth containing auxins can be a
viable alternative in the context of an ecological agriculture. In this work
we have studied the quantification of the IAA present in fermentation
broth obtained from the bacteria Rhyzobium sp. 3. Using a previously
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developed HPLC procedure to analyse plant hormones, a method to
measure |IAA using Indole propionic acid as internal standard is
proposed. The anionic suppression technique, without the necessity of
derivatization, has been used. The detection was carried out by
fluorescence at low sensitivity. The samples of analysed broth showed
a mean |AA value of 29,0 = 1,3 mg/mL in the extract. The method
proposed was lineal, sensitive, precise and accurate in the studied
concentration interval and therefore it is considered an appropriate
method for the quantification of IAA levels found in the bacteria
Rhyzobium sp.3 fermentation broth.

Key words: Auxins, Fermentation broth, HPLC, IAA, Indole acetic acid,

Indole propionic acid, IPA, Internal standard.

Introduccién

Las fitohormonas son sustancias enddgenas bioacti-
vas presentes en las plantas, que controlan diversos
procesos del desarrollo vegetal. Las aplicaciones prac-
ticas de estos compuestos son muy diversas y su uti-
lizacion actual en Agricultura es frecuente y en con-
tinuo aumento. La industria agroquimica proporcio-
na un amplio repertorio de fitorreguladores que, en
general, se obtienen por sintesis quimica. Por otra
parte, la Agricultura industrial, se enfrenta a una pro-
blematica importante debido a una mayor sensibili-
dad de la sociedad ante los problemas medioambien-
tales y una mayor valoracion de los productos ecolo-
gicos por los consumidores de los paises desarrolla-
dos. Existe por tanto, un interés creciente en desa-
rrollar una Agricultura sostenible que sustituya la uti-
lizacion masiva de plaguicidas, fertilizantes y regu-
ladores del crecimiento sintéticos (analogos a las fi-
tohormonas) por productos naturales.

La sintesis microbioldgica de fitohormonas pue-
de constituir una alternativa viable en el contexto de
una Agricultura ecoldgica sostenible ya que la apli-
cacion de caldos de fermentacion que contengan es-
tos productos reduce el impacto medioambiental y su
obtencidn a escala industrial resulta econdémicamen-
te mas atractiva. La eficacia de estas fitohormonas
de origen bioldogico se ha comprobado en diversos
estudios en los que se ha demostrado que su aplica-
cion produce un aumento en los rendimientos y la
calidad de las cosechas (Frankenberger & Arshad
1995).

Las auxinas son un grupo de compuestos regula-
dores del desarrollo de las plantas que, entre otros
efectos, influyen en el crecimiento, la division celu-
lar y la formacion de raices. Los usos de las auxinas
en la esfera agricola son muy diversos y se aplican
de forma rutinaria en biofabricas, en los cultivos in
vitro de material vegetal y en las plantaciones. La

auxina natural mas importante es el acido indolacéti-
co (AIA) aunque existen otros compuestos denomi-
nados auxinas sintéticas que producen efectos simi-
lares al AIA y se utilizan en la practica agricola con
preferencia al AIA. Algunas auxinas, como el propio
AIA, son sintetizadas por algunos microorganismos
como Azospirillum, Azotobacter, Pseudomonas, Rhy-
zobium, etc. (Patten & Glick 1996).

Una etapa decisiva en la produccion microbiolo-
gica de fitohormonas es la determinacion de su ren-
dimiento, lo que implica la puesta a punto de méto-
dos de separacion y cuantificacion de la hormona
presente en los caldos de fermentacion. La Cromato-
grafia Liquida de Alta Resolucion (High Performan-
ce Liquid Chromatography, HPLC) ha sido el méto-
do de separacion mas empleado en el analisis de los
reguladores del crecimiento, siendo la fase reversa
C18 la mas usada. La mayoria de los métodos de
HPLC empleados para la separacion de indoles y sus
derivados (como el AIA), utilizan sistemas de gra-
dientes y mezclas de metanol, agua y acido acético
como fase movil (Sandberg et al. 1987, Guerrero et
al. 2001). Sin embargo la elucion por gradiente con-
sume tiempo y disolvente para lograr el reequilibrio
de la columna después de cada inyeccion de mues-
tra, lo cual puede evitarse con un sistema isocratico
optimizado (Lebuhn & Hartmann 1993). También se
han utilizado otros métodos cromatograficos como la
Cromatografia en Placa Fina (Fuentes-Ramirez et al.
1993), Cromatografia de Gases (Sandberg et al. 1987)
y sistemas cromatograficos acoplados a Espectrome-
tria de Masas (Meuwly 1991, Prinsen et al. 1997,
Numan & Danielson 2002).

Teniendo en cuenta los altos precios de los re-
guladores del crecimiento en el mercado internacio-
nal y las limitaciones para acceder al mismo que nos
impone el bloqueo econoémico, el Instituto Cubano
de Investigaciones de los Derivados de la Cafia de
Azucar (ICIDCA) ha realizado investigaciones en-
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Relacion de concentraciones AIA/AIP

Figura 1. Recta de Calibrado para la cuantificacion de AIA con estandar interno. A partir de disoluciones de AIA y AlP, se prepararon
muestras conteniendo distintas proporciones de AIA/AIP que fueron analizadas por HPLC. Se representa la relacion de éreas frente a la
relacién de concentraciones del AIA y AIP (AIA/AIP). Se indica la ecuacion de la recta obtenida mediante gjuste lineal por minimos

cuadrados.

Figure 1. Calibrated Straight line for the quantification of AIA with internal standard.

caminadas a desarrollar nuevas tecnologias de pro-
duccioén de fitohormonas. Con el fin de estudiar la
sintesis microbiana de AIA por Rhyzobium sp., re-
cientemente se desarrolld una técnica isocratica de
HPLC para la separacion de indoles (como AIA;
acido indol propionico, AIP; acido indol butirico y
el éster etilico del acido indol acético), basada en la
supresion idnica, ya que los indoles son acidos dé-
biles (Castillo 2004). El objetivo del presente tra-
bajo es establecer una metodologia analitica para
cuantificar el contenido de AIA en los caldos de
fermentacion microbiana. EI método que se propo-
ne consiste en el andlisis de extractos de los caldos
utilizando HPLC con detector de fluorescencia y AIP
como estandar interno.

Materiales y Métodos

Los caldos de fermentacion se obtuvieron a partir de
la cepa de la bacteria Rhizobium sp. 3, procedente de
la coleccion de microorganismos de la facultad de
Biologia de la Universidad de la Habana. Las carac-
teristicas del medio de cultivo y las condiciones de
fermentacion empleadas fueron descritas por Casti-
llo (2004).

Preparaciéon de las muestras

El caldo de fermentacion se centrifugd en frio (4-
10°C) a 8000 rpm durante 20 min. Una alicuota del

sobrenadante de 2 mL se ajustd a pH 2,8 con HCI 1
M y se extrae 3 veces con 2 ml de acetato de etilo de
forma consecutiva. Posteriormente, el extracto se lle-
va a sequedad con corriente de nitrogeno y se redi-
suelve en 1 mL de fase movil. Inmediatamente antes
de la extraccion, a la muestra se adicion6 AIP (utili-
zado como estandar interno en la cuantificacion de
ATIA) hasta alcanzar una concentracion final de 30
mg/mL.

Cromatografia por HPLC del extracto

La separacion cromatografica se realiz6 en forma
isocratica en una columna de fase reversa C18. Como
fase movil se utilizdo una mezcla de metanol-acido
acético 0,5% en una proporcion 60:40 (v/v), previa-
mente desgasificada, a una velocidad de flujo de 0,7
mL/min y a temperatura ambiente. La deteccion se
realiz6 por fluorescencia usando una A de excitacion
de 280 nm y una A de emision de 340 nm. El detec-
tor se mantiene a una sensibilidad baja, con una res-
puesta de 3, ganancia x4 y una frecuencia de mues-
treo de 500 ms. En estas condiciones, los picos co-
rrespondientes a los patrones de AIA y AIP aparecen
claramente separados en el cromatograma (Figura 2).

Cuantificacion del AIA

La cantidad de AIA presente en la muestra se deter-
mino a partir de la relacion de areas de los picos del
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Figura 2. Cromatogramas superpuestos de los patrones 'y la muestra. Cromatogramas obtenidos a partir de una disolucion de patrones de
AlA y AIP (patrones) y de una muestra de caldo después de adicionar AIP (muestra).
Figure 2. Superimposed Chromatograms of the standards and the sample.

cromatograma correspondientes a AIA y AIP, utili-
zando una recta de calibrado.

Para determinar si el sistema de deteccion propor-
ciona una correlacion lineal entre la relacion de areas
y la relacion de concentraciones, se prepard una rec-
ta de calibrado de 6 puntos. Para ello, a partir de di-
soluciones de AIA de concentraciones 0,25; 0,5; 1;
2; 4y 6 mg/mL y de una disolucién de AIP de con-
centracion 2 mg/mL, se obtuvieron disoluciones con
las siguientes relaciones de concentracion AIA/AIP:
0,125; 0,25; 0,5; 1,2 y 3. Cada disolucion se inyectd
por duplicado. La linealidad del sistema en el inter-
valo de concentracion estudiado se comprobo median-
te un analisis de regresion por el método de minimos
cuadrados. Para calcular los limites de deteccion y
cuantificacion, se inyecto6 por triplicado un “blanco”
(fase movil) y disoluciones diluidas de patrones. El
calculo se realizo utilizando la ecuacion

S/N = 2H/h
Donde:
S/N = relacion senal/ruido

H = altura del pico de la disolucion patron desde
la linea base.

h = ruido de la linea base causada por el blanco
(fase movil) medido en la posicion del pico del pa-
tron, en un intervalo que corresponde a 20 veces la
anchura que presenta el pico en la mitad de su altura.

Se considerd como limite de deteccion la concen-
tracion de la disolucion patréon a la cual la relacion
S/N fue igual a 3 y como limite de cuantificacion, la
concentracion de la solucion patrén a la cual la rela-
cion S/N fue igual a 10.

Estudio de la precision de la medida de AIA
a) Repetibilidad

El estudio de repetibilidad del sistema instrumental,
se realizo inyectando en el cromatografo alicuotas de
un mismo extracto 10 veces consecutivas. En los cro-
matogramas obtenidos se calculd la media del area
del pico de interés, la desviacion estandar y el coefi-
ciente de variacion.

b) Precision Intermedia

Alicuotas de la misma muestra de caldo se extraje-
ron 5 veces y cada extracto se inyect6 por duplicado
durante tres dias consecutivos. En los cromatogramas
obtenidos se calculd la media del area de picos, la
desviacion estandar y el coeficiente de variacion para
cada dia, a fin de estudiar la influencia del dia en el
area. Analogamente se calcularon estos parametros (la
media del 4rea, la desviacion estandar y el coeficien-
te de variacion total) en las diferentes extracciones a
fin de evaluar la influencia de la extraccion liquido-
liquido. Se tuvo en cuenta, como criterio de acepta-
cion, el cumplimiento de los parametros de precision
previstos en la Norma Cubana 2001 para los valores
de concentracion empleados.

Estudio de la Exactitud de la medida de
AIA

La exactitud se evalud por el método de adicion del
patron y se utilizdo una muestra representativa del
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caldo con concentracidon similar al valor medio de-
clarado. Se tomaron tres alicuotas de la misma y a
dos de ellas se afiadieron concentraciones conocidas
de un patron de AIA y se analizaron en paralelo.

El porcentaje de recuperacion del patron afiadido
se calculé de acuerdo con la ecuacion

% Recuperacion = [(ce - com)/ca] x 100
Donde:

ce = cantidad ensayada (muestra con patron afia-
dido)

com = cantidad original en la muestra (sin patron
anadido)

ca = cantidad de patron anadido

Reactivos

Acetato de etilo 99,6 %, agua HPLC y Metanol HPLC
99,8 % fueron suministrados por J. T. Baker, el Aci-
do acético glacial 99,8% por Scharlau y los patrones
de AIA y AIP por SIGMA.

Equipamiento

Se utilizé un cromatografo liquido SHIMADZU con
bombas LC-10 AD VP, autoinyector SIL-10 AD VP,
un controlador del sistema SCL-10 A VP y un detec-
tor de fluorescencia RF-10AXL. Se empled una co-
lumna KROMASIL 100 C18 5 mm (25 x 0,4), con
un lazo de inyeccion de 20 ml. Se utiliz6 el software
CLASS-VP (5.03) para la adquisicion y procesamien-
to de los datos.

Resultados y Discusién

Para la cuantificacion del contenido de AIA presente
en caldos de fermentacion, se utilizd un método de
HPLC desarrollado previamente (Castillo 2004), en
el que se usa la técnica de supresion idnica, sin nece-
sidad de obtener un derivado de la sustancia que se
pretende analizar. La eleccion del AIP como estan-
dar interno se basa en la similitud estructural y fun-
cional que este compuesto tiene con respecto al AIA.
También se comprobd que en la muestra del caldo de
fermentacion no esta presente el AIP segin un estu-
dio cualitativo previo realizado por HPLC-Masas
(datos no mostrados). Teniendo en cuenta que los
compuestos inddlicos emiten fluorescencia al ser ilu-
minados, la deteccion se realizé por fluorimetria uti-
lizando las A de excitacion y emision indicadas en
Material y Métodos. A fin de confirmar su idoneidad
como procedimiento para el analisis cuantitativo del
AIA, se estudio la linealidad, la sensibilidad y la pre-

cision del método utilizado segin la Norma Cubana
2001.

Linealidad

Se obtuvo una recta de calibrado con la siguiente
ecuacion: Y = 0,8157 X (R?>=1), donde Y representa
la relacion de areas AIA/AIP y X la relacion de con-
centraciones AIA/AIP. El error tipico del ajuste fue
de 5,5 x 10" y el del valor de la pendiente fue de 6,5
x 1077, La figura 1 muestra la recta de calibrado ob-
tenida.

Sensibilidad

Los limites de deteccion y cuantificacion del AIA que
presenta el método se determinaron a partir de la re-
lacion sefial-ruido. El limite de deteccion fue de 60
pg y el limite de cuantificacion de 300 pg (0,3 ng) de
AIA inyectados.

Precision

Se realizo el estudio de repetibilidad para una mues-
tra que se extrajo y se inyect6 10 veces consecutivas,
obteniéndose un coeficiente de variaciéon (CV) del
1%. La influencia del dia se evalud inyectando el
mismo extracto por duplicado durante 3 dias diferen-
tes, obteniéndose valores de CV entre 1,9 y 2,8%.

La influencia de la extraccion liquido-liquido
como método de preparacion de la muestra, se estu-
di6 realizando extracciones de 5 alicuotas de una
misma muestra de caldo y cada extracto se inyecto
por duplicado consecutivamente. Se evalu6 la media
del area, la desviacion estandar y el coeficiente de
variacion. Se obtuvo un CV medio del 6%.

Exactitud

La exactitud del método se evaluo calculando el por-
centaje de recuperacion de las muestras con sobre-
carga del patron AIA, obteniéndose un valor medio
de recuperacion de 76 * 4%.

La figura 2 muestra los cromatogramas superpues-
tos de los patrones y la muestra (con AIP anadido),
donde se identifica el AIA (analito de interés) y el
AIP (estandar interno).

Las muestras de caldos analizados mostraron un
valor medio de AIA en el extracto de 29,0 + 1,3 mg/
mL.

Los contenidos habituales de AIA de algunos
materiales vegetales son del orden de 20 ng por g de
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peso fresco (esquejes de clavel, Garrido et al. 2002)
y 400 ng por gramo de peso fresco (hipocdtilos de
altramuz, Guerrero et al. 2001). Por tanto, el rendi-
miento obtenido en los caldos de fermentacion per-
mite disponer de disoluciones mas concentradas de
AIA que pueden diluirse o mezclarse con otros prin-
cipios activos antes de su aplicacion agricola.

Conclusiones:

El método puesto a punto para cuantificar el conte-
nido de AIA por HPLC resulté ser lineal, sensible,
preciso y exacto en el intervalo de concentracion es-
tudiado y permite obtener recuperaciones mayores al
70%, por lo cual se considera un método adecuado
para la cuantificacion de AIA a los niveles encontra-
dos en los caldos fermentados a partir de la bacteria
Rhizobium sp. 3.
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