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RESUMEN 
El uso de biofertilizantes constituye una vía promisoria para el mejoramiento de las condiciones de crecimiento de las plantas, pues 
con su uso se pretende sustituir parcial o totalmente la aplicación de fertilizantes sintéticos y reducir su efecto contamina nte. En la 
UEB Bioprocesos Cuba 10, perteneciente al ICIDCA, se produce el Icibiop GLU; un biopreparado que se obtiene a partir del cultivo 
sumergido de Gluconacetobacter diazotrophicus en un medio de cultivo industrial mínimo que favorece su crecimiento. Algunos de los 

metabolitos presentes en el caldo de cultivo de esta bacteria fueron extraídos con acetato de etilo e identificados mediante 
cromatografía líquida de alta resolución, acoplado a detector de índice de refracción y espectrómetro de masas. Los resultado s 
revelaron la presencia de ácidos orgánicos y citoquinina, que son compuestos claves en los procesos metabólicos y de señalización 
celular. Los ácidos orgánicos identificados son productos comunes de la fermentación microbiana y  le confieren al bioproducto la 
posibilidad de solubilizar fosfatos y otros micronutrientes. Por otro lado, la detección de la  fitohormona involucrada en el 
crecimiento vegetal, sugiere un potencial rol en la promoción del desarrollo de las plantas. Estos resultados posicionan al I cibiop 

GLU como un biofertilizante capaz de incrementar la productividad agrícola de manera sostenible.  

 

 
Palabras claves: cromatografía, ácidos orgánicos, fosfatos, crecimiento y desarrollo de los cultivos. 

 

 

ABSTRACT 
The use of biofertilizers is a way to improve the conditions of development and growth of plants, with the use of them it is intended to 
partially or totally replace the application of synthetic fertilizers and reduce their polluting effect. At the UEB Bioprocesos Cuba 10, belonging 
to ICIDCA, Icibiop GLU is produced; a biopreparation that is obtained from the submerged culture of Gluconacetobacter diazotrophicus in a 

minimal industrial culture medium that favors its growth. Some of the metabolites present in the culture broth of this bacterium were 

extracted with ethyl acetate and identified by high-performance liquid chromatography, coupled to a refractive index detector and mass 
spectrometer. The results revealed the presence of organic acids and cytokinin, which are key compounds in metabolic and cell signaling 
processes. The organic acids identified are common products of microbial fermentation and give the bioproduct the possibility of solubilizing 
phosphates and other micronutrients. On the other hand, the detection of the phytohormone involved in plant growth suggests a potential role 
in promoting plant development. These results position Icibiop GLU as a biofertilizer capable of increasing agricultural productivity in a 
sustainable way. 

 

 

Keywords: chromatography, organic acids, phosphates, crop growth and development. 
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INTRODUCCIÓN 
Para minimizar la dependencia de los fertilizantes químicos y acorde con la tendencia de encaminar la agricultura 

hacia un entorno sostenible y amigable con el medio ambiente, surgió el uso de biofertilizantes como una 

prometedora alternativa (Kahman y Zhang, 2018). Los mismos constituyen una vía para el mejoramiento de las 

condiciones del desarrollo, permitiendo controlar de manera específica procesos como la producción de 

metabolitos secundarios, el tiempo de crecimiento de las plantas y la disminución de la concentración de agentes 
patógenos, etc., que naturalmente son procesos difíciles de regular en un cultivo convencional (Vega et al., 2016) 

(Alcantara, 2019). 

Los biofertilizantes son todos aquellos productos que contienen microorganismos vivos, con capacidad para 

colonizar la rizosfera o el interior de las plantas, que aplicados al suelo o de manera foliar, pueden vivir asociados 

o en simbiosis con las especies vegetales y ayudarles a su nutrición y protección. Los bioproductos elaborados 

principalmente a base de bacterias pueden sustituir parcial o totalmente la aplicación de fertilizantes sintéticos, y 
reducir su efecto contaminante (Mishra y Dash, 2014). 

Las bacterias promotoras del crecimiento vegetal son importantes para el desarrollo de sistemas agrícolas 
sostenibles (Moreno, 2018). En particular, Gluconacetobacter diazotrophicus es una bacteria fijadora de nitrógeno 

(Kumar et al., 2024) que requiere condiciones microaerobicas para su crecimiento (Chawla et al., 2014). G 

diazotrophicus  ha sido empleado en nuestro país fundamentalmente en la aplicación en gramíneas y viandas 

tropicales, además en hortalizas de raíz donde presentó un efecto positivo en los cultivos de zanahoria y 
remolacha, estimulando el crecimiento de estos (Río, 2016). Resultados similares obtuvieron (Vidal et al., 2017) y 

(Fernández et al., 2019) quienes al inocular las plantas de tomate con G. diazotrophicus obtuvieron un aumento en 

la producción del 45 % en los frutos de primera, componente importante de la calidad comercial del tomate. 

En función de aportar al desarrollo  de los cultivos  y a la agricultura en general, en el Instituto Cubano de 

Investigaciones de los Derivados de la Caña de Azúcar (ICIDCA) se formuló un bioproducto con base en la 
fermentación G. diazotrophicus, registrado bajo el nombre de Icibiop GLU y del cual los estudios en campo 

reportan satisfactorios resultados, obtenidos con su aplicación en hortalizas como el tomate  (Barrios et al., 2024) 

y en la propagación in vitro de yemas axiales para el cultivo de la caña de azúcar (Bernal et al., 2024), 

respondiendo probablemente a la acción sinérgica de diferentes fitohormonas que pudieran estar presentes, las 

cuales actúan en complejas redes de señalización, con efectos interactivos sobre la expresión de las respuestas de 
las plantas al estrés (Schmelz et al., 2003). 

Identificar la composición de los caldos fermentados en cultivo bacterianos es una tarea compleja, necesaria e 

importante que puede abrir nuevas perspectivas para estrategias agrícolas, a la vez que puede permitir la 

optimización de los biofertilizantes a partir del conocimiento de los metabolitos bacterianos que lo componen.  

Para analizar la composición de biopreparados se han utilizado diferentes métodos, incluida la cromatografía 

líquida de alta resolución (HPLC) acoplada a diferentes tipos de detectores con determinada sensibilidad y 

selectividad (Quattrocchi, 1992). Como objetivo de este trabajo se pretende identificar mediante HPLC, algunos 
de los metabolitos resultantes de la fermentación de G. diazotrophicus en determinadas condiciones del cultivo, 

cuya existencia evidencia la acción positiva del biofertilizante Icibiop GLU en las plantas. 

 

MATERIALES Y MÉTODOS 

Preparación del inóculo y condiciones de cultivo 
El Icibiop GLU se obtuvo a partir del cultivo sumergido a escala industrial (5m3) de Gluconacetobacter 

diazotrophicus INICA 166, en un medio compuesto por hidrolizado de la levadura Candida utilis, miel final de caña 

de azúcar y sales trazas. Al inicio de la fermentación se ajustó el valor de pH y se fijaron parámetros importantes 

como aireación, agitación y temperatura. Durante el proceso y en la hora final se controló el crecimiento de la 

bacteria partir de conteo de viables, la pureza y azúcares reductores totales (ART). 

 

Adquisición de datos y métodos analíticos  
Para evaluar el curso del proceso, se tomaron muestras a intervalos regulares y se sometieron a control en el 

laboratorio, mediante los siguientes análisis:  

- Pureza microbiológica por tinción de Gram: El análisis busca identificar y clasificar las bacterias en Gram 

positivas o Gram negativas. El método se basa en identificar el color fijado por los microorganismos luego de que 

los indicadores retenidos y decolorados con una solución de alcohol y acetona. 

- Crecimiento celular estimado por la viabilidad a la hora final del proceso: Este procedimiento se utiliza para 

identificar la cantidad de células en crecimiento/división activa en una muestra. El método de recuento en placa 
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o placa extendida, se cultiva una colonia de bacterias en un medio nutritivo hasta que sea visible y se procede a 

contar el número de colonias en una placa. 

- Consumo de sustrato (ART) estimado por el método de Eynon-Lane: Mediante este método (AOAC 923.09, 

1990) se determinan los ART a partir de la acción de los extremos reductores presentes en la muestra sobre los 

iones cobre de la disolución de trabajo. 

Todos los ensayos fueron realizados por triplicado y los datos que se informan en los resultados representan la 

media aritmética de las determinaciones analíticas. 

 

Preparación de la muestra a partir del caldo fermentado 
Para el trabajo en equipos de cromatografía es necesario utilizar muestras que se encuentren libre de célula, 

además para lograr una identificación clara y precisa, se requiere que los componentes de interés se encuentren lo 

más concentrados posible en la muestra a analizar. Teniendo en cuenta las condiciones de trabajo del equipo, la 

muestra del fermentado se centrifugó a 15 000 min-1 durante 30 min, luego a una alícuota de 5 mL de 

sobrenadante se le ajustó el pH a 3 y se le realizaron extracciones sucesivas con acetato de etilo. El extracto 

orgánico se evaporó hasta sequedad y el residuo se disolvió en 2 mL de fase móvil. La disolución resultante se 

filtró a través de un microfiltro de 0,2 μm y se analizó por HPLC.   

 

Condiciones cromatográficas  
Para identificar la posible presencia de citoquininas en el extracto del cultivo se utilizó el equipo HPLC AB Sciex 

4500Q Trap LC–MS/MS system (Framingham, USA); provisto de una columna ZORBAX RRHD Eclipse plus 

C18 (3.0 × 100 mm id, 1.8 μm; Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA). Se empleó una fase móvil 

compuesta por metanol y ácido acético al 0,1% (v/v). Durante el análisis se ajustaron los parámetros de flujo, 

inyección y gradiente de fase móvil con el objetivo de obtener cromatogramas con un rango de detección 

correcto, valores de resolución y selectividad aceptables y un tiempo de análisis adecuado. 

Se   trabajó con un patrón comercial de 6-bencilaminopurina (Sigma-Aldrich calidad HPLC), con el cual se 

compararon tiempos de retención y valores de las relaciones masa/carga (m/z) de los extractos. Se preparó una 

curva de calibración entre 1 y 100 µg/L. Se inyectaron de 2 µL de la muestra, la que se hizo fluir a 0,4 mL/min.  

Autores como Paredes (2010) han informado acerca de la presencia de ácidos orgánicos en caldos de cultivo de 

esta bacteria. Para su identificación en el extracto del cultivo, se seleccionaron patrones a los que se le prepararon 

disoluciones estandares mixtas de 0,05-10 mg/mL de ácido glucónico, cítrico, oxálico, málico, acético, fórmico y 

butírico, y se obtuvieron las respectivas curvas de calibración para cada componente. 

Se empleó un equipo HPLC Ultimate 3000 con detector de índice de refracción diferencial y una columna 

Aminex®HPX-87H (7,8 x 300 mm). Se utilizó un a fase móvil compuesta por agua y ácido sulfúrico. Se fijó un 

volumen de inyección de 10 µL y la muestra fluyó a 0,6 mL/min durante 30 min. Los patrones se inyectaron 

mezclados en concentraciones conocidas y se calcularon los respectivos coeficientes de correlación y tiempos de 

retención. Para el procesamiento de los cromatogramas se utilizó el  programa de análisis de datos Chromeleon 

(c) Dionex 7.2.4.8179. 

 

Resultados y discusión  

El cultivo sumergido es una técnica que permite la producción eficiente y escalable de metabolitos beneficiosos 

para los cultivos. En este caso, el microorganismo se sumerge en un medio líquido aireado, favoreciendo la 

transferencia de oxígeno y la distribución homogénea de nutrientes. Como resultado, se incrementa la síntesis de 

sustancias que le aportan valor al bioproducto, lo que amplía su potencial para innovar en el manejo agronómico 

con enfoque ecológico. 

El cultivo de la bacteria fue seguido durante el proceso. Los resultados de los análisis de concentración de 

biomasa, ART y pH se muestran en la Tabla 1. Nótese que en el biorreactor se logró un cultivo puro y sin 

contaminación del medio, con un crecimiento de acuerdo a las especificaciones de calidad propuestas; en el orden 
de 109 UFC/mL. Este resultado destaca la elevada concentración de células viables de G. diazotrophicus en el 

caldo de cultivo, lo cual es crucial para garantizar la eficacia del producto final en aplicaciones agrícolas. La alta 

titulación asegura que el producto mantenga su acción en campo, resistiendo el estrés ambiental, la desecación y 

la competencia microbiana.   
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Tabla 1. Control de las variables críticas del proceso 

Hora cero 

 F-5000L 

 

pH 5,70 

Pureza Libre de contaminantes 

ART 76 g/L 

Hora Final 

F-5000L 

pH 4,15 

Pureza Cultivo puro 

Viabilidad  

 
3,05 x109 UFC/mL 

ART 29 g/L 

 

 
El pH presentó un cambio desde 5,70 a 4,15; dicha disminución se puede explicar a partir de asumir que G. 

diazotrophicus tiene un metabolismo oxidativo en el que se producen y liberan al medio ácidos carboxílicos 

(Restrepo et al., 2023) (Nieto et al., 2014), característica fisiológica que fue evaluada y demostrada por Cavalcante 

y Dobereiner (1988) y cuya identificación es parte de este trabajo. En cuanto a la fuente de carbono se consume 

poco más del 60 %, quedando una cantidad considerable a la hora final del cultivo que pudiera contribuir a la 

estabilidad del producto, dado que la presencia de azúcares en el producto final puede prevenir la muerte celular 

durante el almacenamiento.  
Siguiendo el criterio de Pineda (2019) en su estudio de la fermentación de G. diazotrophicus con vinaza como 

fuente carbono, se puede asumir la probabilidad de que existan componentes diferentes a los azúcares reductores 

que le sirvan de fuente de carbono al microorganismo para poder realizar sus funciones vitales, como por ejemplo 

la sacarosa que es un azúcar no reductor.  

El análisis de la muestra analizada por HPLC según los métodos antes descritos, permitieron la identificación de 

6-bencilaminopurina y los ácidos orgánicos, a partir de la comparación de los tiempos de retención con los 

patrones, a la vez que se logró cuantificar sus concentraciones. 

En la curva de calibración que se realizó para la fitohormona patrón representada por la Ecuación 1 se obtuvo un 

coeficiente de correlación de 0,99 y en el cromatograma se comprobó que, para las fracciones de ion 

identificadas, se corresponde el mismo tiempo de retención, 2.91 min, bajo las condiciones antes mencionadas.  

                                             y = 1,32x + 2,53                                                      Ec. 1 

La producción de citoquinina por la bacteria fue determinada mediante HPLC/MS. Esta técnica permitió 

identificarla (Figura 1) y cuantificarla. La detección de esta molécula en el caldo de cultivo sugiere que la bacteria 

puede involucrarse en la producción o modificación de compuestos similares a las citoquininas, lo que podría 

tener implicaciones en su interacción con las plantas, promoviendo el crecimiento y la tolerancia al estrés 
(Schaller et al., 2015). Este hallazgo refuerza la hipótesis de que las bacterias asociadas a plantas, como G. 

diazotrophicus, no solo fijan nitrógeno, sino que también pueden contribuir a la síntesis de fitohormonas o sus 

precursores, capaces de añadir valor bioestimulante al caldo y beneficiar el desarrollo vegetal. La presencia de 6-

bencilaminopurina en la composición del compuesto en estudio podría relacionarse con beneficios tales como 

división celular, la proliferación de yemas axilares, senescencia floral el desarrollo de cloroplastos y la floración, 
(Bieto et al., 2008).  

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 
                             Fig. 1. Señal de 6-bencilaminopurina en la muestra de Icibiop GLU 
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En el análisis por HPLC/MS, las señales correspondientes a la 6-bencilaminopurina (6-BAP) se identifican en el 

espectro de masas en función de su masa molecular, apareciendo, tanto en el patrón como en la muestra, la señal 

principal del ion molecular en m/z 226. Además, también se observan fragmentos en m/z 91 y m/z 65. El 
primero correspondiente a un fragmento que resulta común en moléculas que contienen un grupo bencilo (C₇H₇⁺) 

y el segundo, aunque no es un fragmento directo,  puede ser el resultado de una fragmentación secundaria o 

terciaria de la molécula. La presencia de esta fitohormona se cuantificó con una concentración de 87,3 µg/L. 

Las ecuaciones de las curvas de calibración para los patrones de los ácidos oxálico, cítrico, glucónico, málico, 

fórmico, acético y butírico se obtuvieron con coeficientes de correlación superiores a 0,99. Sus tiempos de 

retención se muestran en la Tabla 2. 

 

Tabla 2. Ecuaciones de las rectas correspondientes a las concentraciones de cada patrón  

Compuesto 
Tiempos de retención 

(min)  
Ecuación de la recta Coef. correlación (R) 

ácido oxálico 6,22 y=1,60x-0,15 0,999 

ácido cítrico 7,59 y=2,31x-0,10 0,999 

ácido glucónico 8,53 y=2,03x-0,10 0,999 

ácido málico 9,09 y=2,76x-0,22 0,999 

ácido fórmico 13,3 y=1,96x-0,55 0,993 

ácido acético 14,57 y=1,25x-0,05 0,999 

ácido butírico 20,74 y=0,85x-0,03 0,999 

        x- tiempo (min), y- índice de refracción (μRIU) 

 

Los ácidos orgánicos tienen la capacidad de aumentar la disponibilidad de fósforo a partir de la acidificación en 

la rizosfera de la planta, formar complejos estables con metales como el aluminio y el hierro. Además, 

incrementan la disponibilidad de micronutrientes, como zinc y magnesio en el suelo al disminuir el pH en la 

rizosfera, o por la quelación de estos micronutrientes. Además de agentes quelantes, los ácidos orgánicos 

desempeñan funciones particulares, aportando mayores beneficios para las plantas (Beltrán, 2014). 

En el cromatograma obtenido a partir del extracto orgánico de la muestra de Icibiop GLU, (Figura 2) se 

identificaron los picos que se corresponden con los tiempos de retención de cada uno de los ácidos trabajados y se 

calculó la concentración en que se encuentran. Los resultados se resumen en la Tabla 3. 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fig. 2. Cromatograma del extracto orgánico de la muestra de Icibiop GLU 
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Tabla. 3. Cuantificación de los ácidos orgánicos identificados 

Metabolito Pico 

Concentración 

(mg/mL) 

Icibiop GLU 

Ácido oxálico 2 0,1 

Ácido cítrico 6 0,9 

Ácido glucónico 7 0,7 

Ácido málico 8 0,8 

Ácido fórmico 15 10,6 

Ácido acético 16 5,3 

Ácido butírico 23 8,3 

 

La Tabla 3 muestra los valores de concentración para cada uno de los metabolitos identificados. Sin embargo, 

hay que tener en cuenta que tanto la producción de estos ácidos como la eficiencia de la acción del bioproducto 

en la solubilización de fosfatos van a depender de la fuente de carbono utilizada, que en el caso de la producción 

de Icibiop GLU es la melaza. En particular, la melaza tiene una composición que varía en dependencia de la 

variedad de caña, tipo de suelo donde se cultiva, almacenamiento y condiciones de procesamiento. También se 

debe considerar el microorganismo, así como las características de los suelos en los cuales realice la acción. 

(Beltrán, 2014). 

La presencia del ácido cítrico y el ácido acético aseguran el control del pH del medio y evitan la hidrólisis de los 

productos cuando son aplicados de manera foliar, funcionan como herbicidas naturales por sus propiedades 

antagónicas similares a las del ácido butírico, que además presenta función antibiótica (Muños et al., 2014). 

Contar con ácido málico en la composición del bioproducto podría garantizar el transporte y el almacenamiento 

del dióxido de carbono además de actuar como acidificante para suelos para solubilizar fósforo insoluble 

(Martínez y Calderón, 2005). El ácido fórmico puede actuar principalmente como conservante, descalcificador, 

repelente contra ácaros y como antimicrobiano fundamentalmente contra los hongos. El ácido oxálico actúa 

como nematicida y su uso se ha comprobado en especies leguminosas como las judías verdes (Villanueva, 2015). 

Mientras que, el ácido glucónico ha sido descrito como el agente más frecuente en la solubilización de fosfatos y 

es producido por la mayoría de las especies bacterianas implicadas en esa función, (Beltrán, 2014). Las 

concentraciones en las que se encuentran estos ácidos no causan riesgo para las membranas celulares de las 

plantas. No obstante, el caldo se puede aplicar diluido en agua para evitar cualquier eventualidad en cuanto a 

fitotoxicidad.  

En el biopreparado evaluado se combinan propiedades fertilizantes, quelatantes y hormonales que resultan muy 

prometedoras para la agricultura, con evidentes ventajas sobre alternativas químicas.  

 

CONCLUSIONES 

Con este trabajo se logró identificar citoquinina y ácidos orgánicos en el bioproducto Icibiop GLU, fruto del 
cultivo en condiciones controladas del Gluconacetobacter diazotrophicus. El cultivo de la bacteria propició una 

elevada titulación de la misma y la producción de metabolitos que coadyuvan al potencial agrícola de un 

biopreparado que asegura tanto la entrega de metabolitos activos como de células viables tanto al suelo como a la 

planta. La presencia de citoquinina podría estimular la división celular y la tolerancia al estrés, mientras que la 

presencia de ácidos orgánicos favorece la solubilización de fosfatos y la quelación de metales. Los resultados 

respaldan la capacidad que tiene la bacteria para producir metabolitos con potencial acción en la agricultura y 

abre nuevas perspectivas para su aprovechamiento en estrategias encaminadas hacia la sostenibilidad. 
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