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RESUMEN

Con la finalidad de analizar el comportamiento ante la roya parda (Puccinia melanocephala Sydow and P.
Sydow), en areas de la Estacion Territorial de Investigaciones de la Cafia de Azucar (ETICA), Centro Oriental,
se llevd a cabo un experimento con los cultivares de cafia de azucar C1051-73, C132-81, C266-70, C323-
68, C86-12, C86-503, C86-56, C88-380, C90-530, C0997, SP70-1284 y los patrones de reaccién conocida,
PR980 (grado 1), Ja64-11 (grado Il), C334-64 (grado lll), My5514 y Ja60-5 (grado 1V) y B4362 (grado V). Las
evaluaciones se realizaron en las cepas de planta y primer retofio a las edades de tres, cuatro, cinco, seis y
nueve meses en las hojas +1, +3 y +5. Los parametros evaluados fueron: largo y nimero de pustulas, tamafno
de la pustula mayor, y area ocupada por pustulas. A los datos obtenidos se les realizaron analisis de varian-
zas y la prueba de Tukey para detectar las diferencias entre los cultivares. Se utilizé el paquete estadistico
SPSS, asi como las interacciones principales aditivas y multiplicativas (Modelos AMMI). Existen diferencias
en todos los factores analizados (cultivar, hoja y momento de evaluacién) y en las variables analizadas (ta-
mano de pustula mayor y area ocupada por pustula). Los patrones de resistencia mantuvieron el comporta-
miento esperado y el mayor porcentaje de cultivares se comporté como resistente.

Palabras clave: AMMI, cultivares, enfermedades, Puccinia melanocephala, pustulas.

ABSTRACT

With the purpose to analyze the behavior of a group of sugarcane cultivars in the presence of brown rust
(Puccinia melanocephala Sydow and P. Sydow) in the area of the Territorial Sugarcane Research Station
Oriental Center Camaguey, it was carried out an experiment with the sugarcane cultivars C1051-73, C132-81,
C266-70, C323-68, C86-12, C86-503, C86- 56, C88-380, C90-530, C0997, SP70-1284 and the patterns of
well-known reaction PR980 (I grade), Ja64-11 (Il grade), C334-64 (lll grade), My5514 y Ja60-5 (IV grade) y
B4362 (V grade). The evaluations were made at the plant and ratoon shoot at the ages of three, four, five, six
and nine months in the leaves +1, +3 y +5. The evaluated parameters were: length and the number of pustu-
les, size of the biggest pustule, and the occupied area by pustules. It was made an analysis of variance and
Tukey’s test to find the differences between the cultivars. The statistical packet SPSS such as the main addi-
tive and multiplicative interactions (AMMI Models) were used. There are differences in every analyzed factors
(cultivar, leaf and evaluation moment) and in the analyzed variables (TPM and occupied area by pustule). The
resistance patterns kept the expected behavior and the biggest cultivars percentage behaved like resistant.
Key words: AMMI, cultivars, diseases, Puccinia melanocephala, pustules.



INTRODUCCION

La roya de la cafia de azucar, producida por el hongo Puccinia melanocephala Sydow and P.
Sydow, es una de las enfermedades de mayor importancia que afecta a este cultivo, segun Chinea
et al. (1). El ambiente donde se desarrolla el cultivo de la cafa de azucar esta constituido por nu-
merosos factores y su combinacion contribuye a la formacion de diferentes condiciones de desa-
rrollo y produccion, lo que determina el comportamiento especifico de los cultivares. Asimismo, las
enfermedades estan fuertemente determinadas en su desarrollo y distribucion, por las variaciones
edafoclimaticas locales, apunta Xavier et al. (2).

A mediados de la década del 2000 se informaron ataques intensos de la enfermedad en diferen-
tes provincias del pais con sintomatologia atipica. Por ello, se hace necesario intensificar la vigilan-
cia y tener en cuenta que, nacionalmente, aun se plantan cultivares susceptibles. Por estas razones
nos propusimos los objetivos de evaluar y comparar la reaccidén de un grupo de cultivares de cana
de azucar y de los patrones de resistencia a roya parda en las condiciones de Camaguey, mediante
el uso de variables cuantitativas y poner en funcionamiento un sistema que permita una evaluacion
eficiente de la enfermedad en el Esquema de Obtencién de Variedades, utilizando los modelos de
interacciones principales aditivas y multiplicativas (AMMI, por sus siglas en inglés) en la clasificacion
de genotipos y definir los momentos 6ptimos de evaluacion.

MATERIALES Y METODOS

El estudio se realiz6 en areas de la ETICA, de Camaguey, sobre un suelo pardo con carbonatos.
Los cultivares estudiados fueron: C1051-73, C132-81, C266- 70, C323-68, C86-12, C86-503, C86-
56, C88- 380, C90-530, Co997 y SP70-1284. Se utilizaron, ademas, los patrones PR980 (AR), Ja64-
11 (R), C334-64 (MR), My5514 y Ja60-5 (S) y B4362 (AS).

Se empled un disefio de bloques al azar, con tres réplicas. Las evaluaciones se realizaron a los
tres, cuatro, cinco, seis y nueve meses de edad, en las cepas cafa planta y primer retofo, en las
hojas +1, +3 y +5. Se analizaron 2 cm? del tercio central de cada hoja (Tamayo et al.(3), se tuvo en
cuenta la cantidad de pustulas (CPUST), el largo de la pustula mas frecuente (LPUST), el tamafo
de la pustula mayor (TPM) y el porcentaje del area ocupada por pustulas (PAPUST). Para el proce-
samiento estadistico se utilizé el paquete estadistico SPSS versién 10 y los modelos AMMI del ta-
bulador de datos EXCEL. Se realizaron analisis de varianza factoriales para detectar las diferencias
entre los distintos factores de variacion y, con posterioridad, la prueba de Tukey, para la formacion
de los grupos.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados de la décima de Tukey reportan la formacion de grupos en los parametros TPM y
porcentaje de area ocupada por pustulas (cm?) en planta y primer retofio (tabla 1). El cultivar B4362
alcanz6 el mayor tamafio de pustulas, en correspondencia con su nivel de susceptibilidad, y se
diferencié significativamente del resto en ambas cepas. Los cultivares que presentaron menores ta-
manos de pustulas y que son catalogados como mas resistentes corresponden a C132-81, Co997,
C266-70 y C1051-73. Los genotipos C90-530, C86-56, SP70-1284 y C86-503 se encuentran en un
grupo intermedio, mientras que C86-12 formd un grupo independiente. Resultados similares han
sido obtenidos por otros autores como (Tamayo et al. (4), quienes encontraron la formacién de gru-
pos similares.



Tabla 1. Comparacion de las medias aportadas por los genotipos para el parametro TPM
y el porcentaje de area ocupada por pustulas

Planta Retofio Planta Retofio
Porciento Porciento Porciento Porciento
o | Sewen | ey | Sede o | Seden | vew | dedrea
tulas tulas tulas tulas
C90-530 | 0.05ab| 0.016a 0.000 a 0.000a |C86-503 (0.22ab| 0.130a [0.818d| 0.470a
C132-81 0.00 a 0.000 a 0.010 a 0.003a |C88-380| 1.20c | 0.920bc [ 0.900d | 0.440a
Co997 0.00 a 0.000 a 0.040 a 0.012 a Ja60-5 | 1.72d 1.610d 1540e | 1.510a
PR980 0.00 a 0.000 a 0.050 a 0.020a |C334-64 | 1.25¢c 1.130¢c 2.000f | 2.050 bc
C266-70 0.00 a 0.000a |[0.120ab| 0.050a |C323-68| 1.27c 0.610b |[2440g| 2.220c
Jab4-11 0.07ab| 0.002a |[0.170ab | 0.050a My5514 | 2.20e | 1.260cd | 2.650g| 1.83bc
C86-56 0.06 ab| 0.020a |[0.220ab | 0.090 a B4362 | 5.26f 4560e |5.510h 8.11d
C1051-73 | 0.00 a 0.000 a 0.43 bc 0.450 a Sx 0.24 0.33 0.25 0.45
SP70-1284 | 0.15ab | 0.070 a 0.68 cd 0.410 a E.S 13.08 18.7 10.2 18.9
C86-12 0.30b 0.150 a 0.817d 0.400 a

Letras desiguales difieren p <0.01 Prueba de Tukey, Sx desviacion tipica.

Al analizar los porcentajes de pustulas se pudo constatar que los menores correspondieron a:
C90-530, C132-81, C0997, C266-70, C1051-73, SP70-1284, C86-12 y C86-503. Las mayores afec-
taciones correspondieron a B4362. Se puede observar que el resto de los patrones utilizados se
comportan conforme a su reaccion: PR980 (Altamente resistente), Ja64-11 (Resistente), C334-64
(Moderadamente resistente), My5514 y Ja60-5 (Susceptibles).

La utilizacion de este parametro (Porcentaje de pustulas por centimetro cuadrado) nos permite dis-
poner de un resultado mas confiable, pues esta sustentado sobre las observaciones contables que
no dependen de la apreciacién del observador y que, sin lugar a dudas, no introduce errores que
surgen cuando las mediciones son realizadas por diferentes evaluadores.

Al analizar el area ocupada por pustulas en los distintos momentos de evaluacion (tabla 2), se ob-
serva que en la cepa de cana planta, las evaluaciones a los 6 y 9 meses de edad, poseen resultados
similares, por lo que podemos inferir que con uno de ellos es suficiente.

En las condiciones de este estudio, las mayores afectaciones en la provincia de Camaguey ocu-
rren antes de los tres meses de edad, momento en que se manifiestan con mayor claridad los signos
tipicos de la roya parda y disminuyen progresivamente la sintomatologia. Otros autores exponen
que las afectaciones por roya parda comienzan desde muy temprano, antes de los primeros seis
meses de edad, segun refiereTarazona (5).

Tabla 2. Comparacion de los momentos de evaluacién y hojas evaluadas
en las cepas de planta y retofio para el porcentaje de area ocupada por pustulas

Momento de | PAPUST PAPUST . PAPUST PAPUST
o ~ Hoja evaluada ~
evaluacion | en planta | en retofio en planta en retofo
3 meses 1.82d 259e +1 0.31a 0.72 a
4 meses 1.06 ¢ 1.40d +3 0.79b 1.02b
5 meses 0.65b 0.74 c +5 1.27 c 145¢
6 meses 0.24 a 0.43b SXx 0.33 0.45
9 meses 0.19a 0.16 a C.V (%) 18.7 18.9
SXx 0.33 0.45
C.V (%) 18.7 18.9
Letras desiguales difieren al p < 0.01 Prueba de Tukey, Sig. Significacion.
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Al analizar el comportamiento de las hojas evaluadas (tabla 2) se aprecia que los mayores por-
centajes de afectacion correspondieron a la hoja +5, aunque existe un valor intermedio en la hoja +3.

La representacion grafica de los efectos principales en las diferentes hojas, para el caracter Por-
centaje de area ocupada por pustulas en las abscisas y el valor del CP1 en las ordenadas (figura
1), muestra la interaccion Genotipo x Ambiente (G x E), descrita en términos de susceptibilidad dife-
rencial de los cultivares frente a la roya parda. Los patrones B4362, My5514, Ja60-5 y C334-64 ma-
nifiestan afectaciones de mayor a menor, en el orden sefialado. El porcentaje mayor de individuos
se comportd como resistente.Segun la representacion grafica del modelo AMMIZ2, los vectores cuyo
punto final se encuentra mas alejado del origen de coordenadas, contribuyen relativamente mas a la
interaccidon que aquellos cuyos vectores finalizan mas proximos al origen (figura 2). Los puntos cu-
yas direcciones de vectores coinciden tienen un patrén de interaccion similar. De acuerdo con estas
consideraciones, se pueden agrupar los momentos de evaluacion en tres grupos, uno formado por
las primeras evaluaciones en la hoja +5, otro con las segundas evaluaciones en la hoja +5, y otro
grupo formado por las evaluaciones cuartas y quintas en cualquiera de sus hojas.

Figura 1. Representacion Biplot del
nivel de respuesta de los cultivares
para el caracter Porcentaje de area
ocupada por pustulas.

Figura 2. Representacion Biplot
para el caracter Porcentaje de
pustulas por centimetro cuadra-
do relacionado con los momentos
de evaluacion: E1: evaluacion 3
meses; E2: evaluaciéon 4 meses;
E3: evaluacion 5 meses; E4: evalu-
acion 6 meses; E5: evaluaciones 9
meses; H1: hoja +1; H3: hoja +3;
H5: hoja +5.



CONCLUSIONES

1.

En la localidad de Camaguey el 81 % de los cultivares que se estudiaron se comportaron
como resistentes y presentaron las mayores afectaciones por roya parda a la edad aproxima-
da de tres meses.

. Los modelos AMMI permitieron graficar el comportamiento de los genotipos estudiados, asi

como la interaccion Cultivar Momento de evaluacion y mostrar la mayor interaccion con las
observaciones 1y 2 en la hoja +5 y las 4 0 5 en cualquiera de sus hojas.
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RESUMEN

El trabajo se realizd con el objetivo de estudiar la influencia de la interaccién genotipo x ambiente en el
cultivo de la cafa de azlcar, cosechado en cepas de cafia planta y de primer retofio, en tres periodos de
zafra. Fueron evaluadas las variables t cafia ha, porcentaje de pol en cafia y t pol ha?, mediante analisis
de Varianzas bifactoriales de efectos fijos, en cada periodo de cosecha. Se empled para esto el paquete
estadistico Statgrafhics-plus-5,0 y, posteriormente, el andlisis GGE biplot para determinar el comportamiento
y la estabilidad de los cultivares evaluados. Los resultados demostraron existencia de interaccion genotipo
X ambiente para las variables t cafia ha' y de t pol ha? en los tres momentos de cosecha, mientras que en
la variable porcentaje de pol en cana solo fue significativa en el periodo final de cosecha. En la produccion
de cafa por area, los genotipos que resultaron estables y de alta produccion variaron en dependencia de los
momentos de cosecha, de forma mayoritaria fueron C97-445, C95-416 y C86-12. Para el porcentaje de pol
en cana, los cultivares de mayor contenido azucarero y estables en el periodo final de zafra resultaron ser:
C97-445, C95-416 y C86-156.

Palabras clave: cepas, comportamiento, cultivares, estabilidad, localidades.

ABSTRACT

The work was carried out with the objective of studying the influence of the genotype x environment interac-
tion in the cultivation of sugarcane at different harvest times, in multi-environmental studies; composed of 21
field experiments in three localities harvested in plant and first shoot cane strains in three harvest periods. The
variables t cane ha?, percentage of pol in cane and t pol ha* were evaluated by means of bifactorial variance
analysis of fixed effects in each harvest period. For this, the statistical package Statgrafhics-plus-5,0 was used
and later the GGE biplot analysis to determine the behavior and stability of the evaluated cultivars. The results
demonstrated the existence of genotype x environment interaction for the variables t cane ha* and t pol ha*
at the three harvest moments, while in the variable percentage of pol in cane it was only significant in the final
harvest period. In the sugarcane production by area, the genotypes that were stable and of high production
varied depending on the harvest times, mostly C97-445, C95-416 and C86-12. For the percentage of pol in
sugarcane, the cultivars with the highest sugar content and stable in the final harvest period were: C97-445,
C95-416 and C86-156.

Key words: strains, behavior, cultivars, stability, localities.

INTRODUCCION

El comportamiento diferencial de genotipos en diferentes ambientes (interaccién genotipo x am-
biente, G x A), ha demostrado que reduce el progreso en la seleccién y complica la identificacion de
cultivares superiores en ensayos regionales (1).



Diversos estudios de interaccion genotipo x ambiente (IGXE), en cultivares de cafa de azulcar,
reiteran su importancia y significacion, que apunta a la necesaria evaluacion multiambiental de los
nuevos genotipos durante el programa de mejoramiento genético y posterior a su liberacion en plan-
taciones comerciales (2).

En este sentido se han desarrollado técnicas estadisticas asistidas por graficos de doble repre-
sentacion (biplot), que permiten visualizar el patron de comportamiento de los genotipos, para esti-
mar su eficiencia, la capacidad de discriminacion y representatividad de las localidades de prueba;
como es el caso del biplot, obtenido del modelo de Regresion de sitios (3), que ha sido utilizado para
estimar las interacciones genotipo x ambiente en diferentes cultivos (4).

Un elemento a considerar en la zafra azucarera son los momentos de cosecha porque definen
determinados ambientes especificos; al respecto Jorge et al. (5), sefialaron que en el cultivo de la
cafa de azucar, en Cuba, existen tres etapas bien definidas (inicial, intermedia y final) y que exis-
ten pocos trabajos donde se tenga en cuenta este factor, como causa de variacion en los estudios
de variedades, segun expresan (6), (7), (8), por lo que resulta importante conocer la influencia que
ejercen las diferentes etapas de zafra y los sitios de prueba en las respuestas productivas de los
genotipos.

El objetivo de este trabajo es estudiar el comportamiento de la interaccién genotipo x ambiente
en tres localidades de pruebas, en diferentes momentos de cosecha, con seis cultivares de cafa
de azucar en Cuba.

MATERIALES Y METODOS

El trabajo se desarrollé en tres sitios de prueba de la red experimental del Instituto de Investiga-
ciones de la Cana de Azucar (INICA), estos fueron: Localidad 1, Espartaco, provincia de Cienfuegos
(suelos Pardos sin carbonatos); Localidad 2, Guayos, provincia de Sancti Spiritus (suelos Pardos
con carbonatos) y Localidad 3, Palma Soriano, provincia de Santiago de Cuba (suelos Pardos con
carbonatos).

En cada localidad se estudiaron seis cultivares de la cafia de azucar: C95-416, C97-445 (de re-
ciente incorporacion al proceso productivo), comparadas con las variedades comerciales C323-68,
C86-12, C86-156 y C90-469.

Se plantaron siete experimentos de campo en cada localidad (tabla 1), entre septiembre de 2009
y febrero de 2010, a los que se le realizaron 14 cosechas (siete en cafia planta y siete en retofio),
durante el periodo de noviembre de 2010 y mayo de 2012. Los estudios fueron conducidos, segun
las Normas y Procedimientos para el Mejoramiento Genético de la Cafia de Azucar en Cuba (9).

Tabla 1. Fecha de plantacion y cosecha de los experimentos en cada localidad
Fecha de Cosechas cafia planta Cosecha retofio
plantacion Fechas Edades Fechas Edades
Sept. 2009 Nov.-Dic. 2010 |14-15 meses | Nov.-Dic. 2011 12 meses
Nov. 2009 Ene.-Feb. 2011 | 14-15 meses |Ene.-Feb. 2012 |12 meses
Ene. 2010 Mar.- Abr. 2011 | 14-15 meses | Mar.-Abr. 2012 |12 meses
Feb. 2010 Mayo 2011 15 meses Mayo 2012 12 meses

Exptos. x localidad

R IN[(N|N

Se evaluaron tres momentos de cosecha en cada cepa: momento 1, corresponde con las eva-
luaciones realizadas de noviembre a enero (inicio de zafra); momento 2, con las evaluaciones de
febrero a marzo (periodo medio de zafra); y momento 3, con la informacién de abril a mayo (periodo
final de zafra), para totalizar 21 ensayos de campo, con 42 cosechas.
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Se utilizé la informacion de las variables del comportamiento agricola y azucarero de los cultivares
estudiados en las cepas de cafia planta y primer retofio (t cafia ha?, porcentaje pol en cafia y t pol ha:
1), las que fueron evaluadas en los tres momentos de cosecha, en todas las localidades de estudio.

Los datos originales de las variables de cosecha, fueron analizados respecto a su normalidad y
homogeneidad de varianza, mediante pruebas de Chi cuadrado y Bartlett-Box F y en ningun caso
se hizo necesaria su transformacién. Se realizaron analisis de varianzas bifactoriales de efectos fijos
en cada momento, se tomaron como fuentes de variacion los genotipos, los ambientes (localidades
X cepas) Y la interaccion genotipo x ambiente, donde fue usado el modelo simple de analisis de la
IGXE (10) y el paquete estadistico Statgrafhics-plus-5,0.

Para el estudio de la estabilidad y la adaptabilidad fenotipica, se utilizé el modelo estadistico mul-
tivariado de efectos principales de los genotipos mas efectos de la interaccion genotipo-ambiente,
también llamado modelo de Regresion de sitios (SREG) o GGE (del inglés, Genotype main effect
plus Genotype-by-Envioroment interacction). En este modelo los efectos principales de los geno-
tipos se envian al residual junto con la interaccién genotipo x ambiente, para modelarlo de forma
multivariada, mediante analisis de componentes principales (11).

RESULTADOS Y DISCUSION

Periodo inicial de zafra (momento 1)

En las variables t cafia ha' y t pol ha, se presentaron diferencias altamente significativas para
la interaccion genotipo x ambiente. Esto demostré que los cultivares estudiados presentaron un
comportamiento diferenciado a través de los ambientes que fueron evaluados (tabla 2); aspecto que
corrobora lo sefialado por Gordon et al. (12), con relacién a que la evaluacién de los genotipos a
través de distintos ambientes, es una de las practicas mas usadas para la recomendacion de nue-
VoS cultivares comerciales a los productores caferos y se corresponde con los resultados obtenidos
en Cuba por varios investigadores, entre ellos, Gonzéalez (13), Rodriguez (14) y Delgado (8). La no
significacidén de la Interaccion genotipo x ambiente para el porcentaje de pol en cana; pudo estar
relacionada conque, cinco de los seis cultivares estudiados, se definen como de alto contenido
azucarero (8), razon por la que la variabilidad de este caracter, en la poblacion objeto de estudio, a
inicios de zafra puede ser reducida.

Tabla 2. Analisis de Varianza factorial para el periodo inicial de la zafra (momento 1)

= GL t cafia ha' Porciento de pol en cafia t pol hat
CM Sig. CM Sig. CM Sig.

Genotipos 5 6198.72 * 1.15 n.s 172.90 *x
Ambientes 5 42349.40 ** 113.17 *x 1197.20 *x
G xA 25 4473.86 *x 3.55 n.s 106.05 *x
Error 270 502.74 - 2.95 - 19.00 -
Media - 91.68 + 7.47 - 16.69 = 0.57 - 17.01+£1.38 -

FV. Fuentes de variacion. G.L. Grados de libertad. CM. Cuadrados medios. Sig. Significacion.

G x A. Interaccidn genotipo x ambiente.

En la figura 1 se observa la representacion biplot del modelo de Regresién de sitios con las re-
laciones entre los ambientes de prueba y los genotipos. En sus dos primeros componentes extrajo
71.5 % de la variabilidad total de los datos, contenido en los efectos de los genotipos mas la inte-
raccion genotipo x ambiente para el rendimiento agricola (t cafia ha'). Este porcentaje es adecuado
para mostrar las relaciones entre ambientes, genotipos y entre estos, por medio de los diferentes bi-
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plots que se pueden obtener con el modelo (15). Las localidades se separaron con buena definicién,
cada una de ellas con sus dos ambientes perfectamente relacionados (cafia planta y primer retofio),
ya que presentaron angulos agudos entre ellos, lo que indica correlacion positiva. Las cafias plantas
alcanzaron mayores rendimientos agricolas que sus respectivos retofios.

Figura 1. Habilidad discriminatoria de genotipos de los ambientes de prueba, mediante el analisis
GGE Biplot, en el periodo inicial de la zafra, a partir de las t cafia ha* (TCHA).

Figura 2. Clasifica d 6n de los genotipos en los ambientes de prueba
en la variable t cafia ha (TCHA), en el periodo inicial de la zafra.
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Los cultivares mas productivos (figura 2), fueron C97-445, C323-68 y C95-416, el primero y el terce-
ro fueron estables, al igual que C90-469, con la diferencia que la produccion de esta ultima, fue baja.

En la figura 3 se observa la representacion biplot del modelo de Regresion de sitios (GGE), para
el rendimiento de azucar por area (t pol ha' o TPHA), en el plano de las dos primeras componentes.
El vector ambiental del GGE biplot explico el 71.7 % de la variacion total.

Figura 3. Habilidad discriminatoria de genotipos de los ambientes de prueba, mediante el
analisis GGE Biplot, en el periodo inicial de la zafra, a partir de las t pol ha* (TPHA).

Figura 4. Clasificacion de los genotipos en los ambientes de prueba, en la variable
t pol ha! (TPHA), en el periodo inicial de la zafra.
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Los dos ambientes de cosechas (cafa planta y primer retofio), en las tres localidades, se separaron
y mostraron relacion, ya que presentaron, en todos los casos, angulos agudos entre ellos, lo que indica
correlacion positiva Los cultivares mas productivos fueron C97-445, C323-68 y C95-416, las dos ultimas
fueron las mas estables; al igual que C86-12 y C90-469, pero con producciones mas bajas (figura 4).

Los resultados obtenidos en el rendimiento agricola (toneladas de cafia por hectareas, t cafia ha*
o TCHA) y en el rendimiento de azucar por area (toneladas de pol por hectareas, t pol ha' o TPHA),
coinciden con lo informado por Gabriel (16), cuando definié las primeras aplicaciones del biplot en
analisis de datos agricolas.

Periodo medio de zafra (momento 2)

De igual forma que en el momento 1 en las variables t cafia ha' y t pol ha' también se encon-
traron diferencias altamente significativas para la interaccion genotipo x ambiente en el momento 2
(tabla 3) y el porcentaje de pol en cafia tampoco resulté significativo para esta interaccion, lo que
pudo estar influido por la menor variabilidad que presenta el caracter en este periodo, ya que los
cultivares alcanzan su mayor concentracion de sacarosa durante este (17).

Tabla 3. Analisis de Varianza factorial para el periodo medio de la zafra (momento 2)

PV GL t cafa hat Porciento de pol en cafa t pol hat
CM Sig. CM Sig. CM Sig.
Genotipos 5 2517.64 *x 3.52 n.s 102.99 *x
Ambientes 5 19618.40 ** 103.89 ** 506.77 *x
GxA 25 1931.21 *x 1.69 n.s 71.42 *x
Error 180 254.66 - 1.55 - 14.46 -
Media - 104.36 £ 6.51 - 18.57 £ 0.51 - 19.30 £ 1.55 -
FV. Fuentes de variacion. G.L. Grados de libertad. CM. Cuadrados medios. Sig. Significacion.

G x A. Interaccion genotipo x ambiente.

Figura 5. Habilidad discriminatoria de genotipos de los ambientes de prueba, mediante el
andlisis GGE Biplot en el periodo medio de la zafra, que parte de las t cafia ha* (TCHA).
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En la figura 5 se mostré la representacion biplot del modelo de Regresion de sitios (GGE), para
el rendimiento agricola (t cafia ha* o TCHA), en el plano de las dos primeras componentes, en que
el vector ambiental del GGE biplot explicé el 84.2 % de la variacion total.

Los cultivares mas productivos fueron C95-416 y C86-12; ambos estables, al igual que C97-445,
C323-68 y C86-156, pero con rendimientos agricolas mas bajos que las dos anteriores (figura 6).

Figura 6. Clasificacién de los genotipos en los ambientes de prueba, en la variable
t cafla ha* (TCHA), en el periodo medio de la zafra.

Figura 7. Habilidad discriminatoria de genotipos de los ambientes de prueba,
mediante el andlisis GGE Biplot en el periodo medio de la zafra,
gue parte de las t pol ha (TPHA).
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En la figura 7 se observa la representacion biplot del modelo de Regresion de sitios (GGE), para
el rendimiento de azucar por area (t pol ha' o TPHA), en el plano de las dos primeras componentes.
El vector ambiental del GGE biplot explicé el 87.4 % de la variacion total, que se corresponde con

la variacion total de la IGXE.
La estabilidad de los cultivares en los ambientes de prueba en la variable t pol ha* en el periodo

medio de la zafra, fue similar a la descrita en la variable t cafia ha* (figura 8).

Figura 8. Clasificacion de los genotipos en los ambientes de prueba, en la variable
t pol ha-1 (TPHA), en el periodo medio de la zafra.

Periodo final de zafra (momento 3)
En el periodo final de la zafra (momento 3 de cosecha), se encontraron diferencias significativas

en la interaccion genotipo x ambiente, en las tres variables evaluadas (tabla 4), que indica que los
genotipos estudiados presentaron un comportamiento diferenciado, a través del conjunto de am-
bientes de prueba.

Tabla 4. Analisis de Varianza factorial para el periodo final de la zafra (momento 3)

= GL T cafia ha' Porcelzinégﬁd: ke T pol ha'

CM Sig. CM Sig. CM Sig.

Genotipos 5 1662.92 *x 1.44 n.s 58.06 **
Ambientes 5 8939.12 *x 189.75 *x 157.86 *x
G xA 25 958.41 *x 2.28 *x 32.84 *x

Error 180 128.04 - 1.06 - 6.61 -

Media - 93.74 + 4.60 - 18.22 + 0.42 - 16.89 £ 1.05 -
FV. Fuentes de variacion. G.L. Grados de libertad. CM. Cuadrados medios. Sig. Significacion.

G x A. Interaccion genotipo x ambiente.

El comportamiento especifico del porcentaje de pol en cafia, pudo estar relacionado con las
condiciones especificas de la cosecha en los meses de abril y mayo (fuera del periodo éptimo de
maduracién), que pertenecen al inicio de la primavera cuando se incrementan las precipitaciones y
aumentan, de forma significativa, las temperaturas del aire, la humedad relativa y la evapotranspira-
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cion; condiciones que afectan notablemente la acumulacion de sacarosay, a las que las variedades
comerciales responden, de forma diferencial (19) (8).

En la figura 9 se aprecio la representacion biplot del modelo de Regresion de sitios (GGE), para
el rendimiento agricola (t cafia ha! o TCHA), en el plano de las dos primeras componentes el vector
ambiental del GGE biplot, explicé el 90,1 % de la variacion, que se corresponde con la variacion de
la IGXE.

Figura 9. Habilidad discriminatoria de genotipos de los ambientes de prueba, mediante el
andlisis GGE Biplot, en el periodo final de la zafra, que parte de las t cafa ha* (TCHA).

Figura 10. Clasificacion de los genotipos en los ambientes de prueba en la variable
t cafla ha* (TCHA), en el periodo final de la zafra.
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Los ambientes se separaron diferenciadamente; pero aparecen relacionados, por un lado, las
cafas plantas de las tres localidades y, por otro, los retofios de estos sitios de prueba que, de igual
forma coincidieron. No hubo relacion entre los ambientes de cafia planta y sus respectivos retofios,
es decir bien separados estadisticamente (con angulos de unién igual o superior a 90°).

Los cultivares mas productivos y estables fueron C97-445, C90-469, C95-416 y C86-12 (figura 10).

En la figura 11 se pudo observar la representacion biplot del modelo de Regresion de sitios
(GGE), para el contenido azucarero (porcentaje de pol en cafia o PPC), en el plano de las dos pri-
meras componentes. El vector ambiental del GGE biplot explicé el 80.1 % de la variacion total.

Figura 11. Habilidad discriminatoria de genotipos de los ambientes de prueba,
mediante el analisis GGE Biplot, en el periodo final de la zafra,
gue parte del porcentaje de pol en cafia (PPC).

Figura 12. Clasificacion de los genotipos en los ambientes de prueba en la variable
porcentaje de pol (PPC) en cafia, en el periodo final de la zafra.
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Los ambientes se diferenciaron, excepto la cafia planta y retofio de la localidad de Espartaco.
La localidad de Guayos (2), mostro el mayor poder discriminativo de genotipos, sobre todo por los
resultados de la cosecha de primer retofio, al igual que el caso de la localidad Palma Soriano (3),
gue también se destaco por los resultados en igual cepa.

La figura 12 reflejo que el cultivar C97-445, resulté el de mayor productividad y los de mayor esta-
bilidad, con elevado contenido azucarero fueron: C97-445, C95-416 y C86-156, resultaron estables
también, pero con valores inferiores en esta variable, los cultivares C90-469 y C86-12.

Los resultados para el rendimiento de azucar por area (t pol ha! o TPHA) tuvieron semejanzas
con las t cafia ha™.

CONCLUSIONES

El comportamiento de los genotipos evaluados en los ambientes de prueba, presento diferen-
cias altamente significativas en la interaccion genotipo x ambiente, en las variables t cafia ha*
y t pol ha, en los tres momentos de cosecha. La variable porcentaje de pol en cafia, solo fue
significativa en el momento tres de cosecha.

Los ambientes mas discriminativos de genotipos para el rendimiento agricola, fueron las ca-
fas plantas de las tres localidades, en los tres momentos de cosecha. Para el contenido
azucarero, resulté ser el primer retofio de la localidad 2 (Guayos), en la etapa final de zafra.
En la produccién de cafa por area, los genotipos estables y de altos rendimientos, variaron
segun los momentos de cosecha, de forma mayoritaria fueron C97-445, C95-416 y C86-12.
En el porcentaje de pol en cafa, resultaron ser C97-445, C95-416 y C86-156.
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RESUMEN

En Cuba esta en desarrollo un programa para la construccion de varias plantas bioeléctricas que requieren
grandes volumenes de biomasa. El objetivo de este trabajo es analizar los distintos riesgos e impactos am-
bientales que tienen el manejo y almacenamiento de biomasa cafiera. Se realizaron diagnésticos en patios
de almacenamiento y busqueda bibliografica para facilitar la clasificacion de los riesgos, su manifestacion y
establecerse el origen y las consecuencias de los impactos. El polvo de bagazo que se genera, constituye un
riesgo para las vias respiratorias, provoca afecciones oculares y molestias en la piel. Las particulas entre 3
y 10 micras, al penetrar en los pulmones transportan esporas de actinomicetos responsables de la bagazosis,
por lo que se debe contar con los medios de proteccion necesarios. Existen riesgos de incendios que exigen
un sistema de proteccion que incluya los dispositivos para detectar y monitorear la temperatura de la pila 'y los
equipos y medios de extincion. Los riesgos asociados a equipos de manejo y transporte de biomasa se deben
a fallas de maniobrabilidad en la conduccion del vehiculo, ya que los cargadores operan entre 10 y 20 m de
altura y los camiones y sus remolques alcanzan mas de 25 m de largo. Otros riesgos estan asociados al ruido,
emanacion de vapores, contaminacion por las aguas de drenaje de las pilas y el mal olor en los patios de alma-
cenamiento. Los riesgos y efectos ambientales del uso de la biomasa cafiera deben evaluarse cuidadosamente
y tener en cuenta la dimensién de los impactos, antes de extender su uso a gran escala.

Palabras clave: almacenamiento, bioeléctrica, biomasa cafiera, medioambiente, riesgos.

ABSTRACT

A program for the construction of several bioelectric plants that require large volumes of biomass is ca-
rrying up in Cuba. The purpose of this paper is to analyze different risks and environmental impacts during
handling and storage of sugarcane biomass, Diagnoses were made in storage yards and a bibliographic
search was performed, which facilitated the classification of risks and their manifestation, establishing the
origin and consequences of impacts. The generation of bagasse dust causes respiratory risks, eye conditions
and skin discomfort. The particles between 3 and 10 microns, when entering the lungs, carry spores of acti-
nomycetes that are responsible for bagassosis, so that it is necessary the use of means of protection. There
are fire hazards that require a protection system including devices for detection, pile temperature monitoring
and extinguishing equipment. The risks associated with biomass handling and transportation means are due
to maneuvering failures in driving the vehicle, since the loaders operate between 10 and 20 m high and the
trucks and their trailers reach more than 25 m long. Other risks are associated with noise, vapor emission,
contamination by pile drainage water and bad smell in storage yards. The risks and environmental effects of
the use of sugarcane biomass should be carefully evaluated, taking into account the dimension of impacts,
before extending their use on a large scale.

Key words: bioelectric plants, environment, risks, sugarcane biomass, storage.
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INTRODUCCION

Los temas de la contaminacion ambiental y el andlisis de los riesgos han tenido una mayor aten-
cion por parte de todos los sectores (social, industrial, gubernamental, entre otros) en los ultimos
afos en Cuba, ya que para alcanzar los objetivos propuestos se requiere garantizar la sostenibilidad
de los procesos productivos. Debido a la accion humana se esta modificando la composicién quimi-
ca y fisica de la atmoésfera, se experimentan un rapido deterioro de los materiales, afectaciones al
medioambiente y a la salud humana (1); por tanto, los efectos econdmicos, ambientales y sociales
del uso de la biomasa deben evaluarse cuidadosamente. Las bondades de la biomasa para la ge-
neracion de energia eléctrica deben sopesarse cuando se analizan profundamente sus riesgos e
impacto ambiental (2).

Las centrales termoeléctricas de biomasa vegetal han alcanzado un auge a nivel internacional
(3) y en Cuba existe un programa para el cambio sostenido de la generacion de energia eléctrica, a
partir del uso del bagazo y los residuos agricolas de la cafia (RAC) (4).

El almacenamiento prolongado de grandes cantidades de biomasa cafiera para la generacion de
energia, fuera de zafra, presenta retos diferentes a los asociados con el almacenamiento en peque-
fia escala, tipico de los ingenios para cogenerar. Entre los desafios se incluyen la pérdida de valor
del combustible, la combustion espontanea, el manejo del bagazo y una variedad de impactos sobre
el medioambiente y la salud de los trabajadores (5). Por otra parte, los riesgos a la seguridad ocu-
pacional y a la salud dependen de las caracteristicas de la biomasa, el disefio de planta y, también,
del manejo, procesamiento y almacenamiento de esta (6).

En Cuba se ha acumulado experiencia en el manejo y almacenamiento de grandes cantidades
de bagazo, en plantas de pulpa y en plantas de tableros. En la literatura especializada son escasos
los trabajos sobre los riesgos e impacto ambiental del uso de la biomasa cafera con fines energé-
ticos (7,8); por lo que, al constituir una experiencia nueva para el pais, no se tienen completamente
identificados los riesgos y las regulaciones ambientales vigentes que le son aplicables, por lo que se
requieren mas evidencias y trabajos de investigacion en este campo (2).

El objetivo de este trabajo es analizar algunos riesgos e impactos del manejo y almacenamiento
de grandes cantidades de biomasa cafera con fines energéticos, para proponer las medidas de
mitigacion correspondientes.

Materiales y métodos

Se realizaron diagnosticos tecnoldgicos por parte de los autores, en patios de almacenamiento,
en papeleras de Cuba en 2014 y de Colombia en 2012, se revisaron informes internos del ICIDCA,
relacionados con el tema y se hizo una busqueda bibliografica; todo ello facilité la clasificacion de
los riesgos y sus manifestaciones; se establecio el origen y consecuencia de los impactos a la salud
humana y al medioambiente. EI muestreo de la pila se hizo por el método de triangulacion por lade-
ras y se emplearon las normas TAPPI. El nivel de presion sonora se midié con un sonémetro digital
marca EXAIR, con rango de 20 a 130 dB y la temperatura de la pila se midié con un termopar de la
marca Eutechnics 4500, con laminas (Fe-Cu, Ni) y rango de 40 °C a 150 °C. Se analiz6 el molino
pica-paja del centro de limpieza en seco, del ingenio Manuel Fajardo.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los riesgos asociados al manejo y almacenamiento de la biomasa cafera se pueden clasificar de
acuerdo con el agente causante, como se muestra en la tabla 1.
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Tabla 1. Clasificacion de los riesgos y sus manifestaciones

Riesgos Manifestaciones
Ruido y vibraciones; condiciones termo-higrométricas (temperatura,
Fisico- ambientales | humedad); radiaciones no ionizantes (exposicion a radiaciones sola-
res en patios de almacenamiento).
Quimicos Emangciones. gaseqsas de la combustién; emanaciones de vapores
(reacciones bioquimicas del bagazo almacenado).
Hongos (enmohecimiento de polvos de origen vegetal); particulados
Bioldgicos. (micro-particulas de polvo de bagazo y RAC); enfermedades transmi-
tidas por el hombre o animales.
Topograficos. Riesgos por pendientes, cambios de nivel, zanjas, canales.
Mecanicos Magquinaria y equipos (desgaste, falta de mantenimiento).
Transporte Se producen choq,ue§, vuelcos Ie incendiqs de medios de transporte
por desperfectos técnicos y por imprudencias.
Eléctricos Generados por motores, conductores, paneles de energia.
Orden y limpieza; trabajo en las alturas; condiciones microambienta-
Del puesto
les.
. Inundaciones, tormentas, tornados, huracanes, descargas eléctricas y
Del ecosistema . . :
lluvias sostenidas e intensas.

El ruido se origina por los camiones de carga, los equipos pesados de manejo del bagazo, por los
conductores de banda y otros equipos. En la tabla 2, se reportan valores del nivel de ruido medido,
a diez metros de la fuente generadora.

Tabla 2. Fuente de ruido en el manejo y almacenamiento de biomasa cafiera
Fuente de emision Camion | Cargador Triturador Tractor | Conductor
Nivel de ruido dB(A) 82.4 82.1 87.0 80.0 80.0

Los valores de presion sonora asociados al ruido de los distintos equipos no rebasan la norma
( NC-19-01-04) (9) de 85 dB (A) para un tiempo de exposicion de 8 horas, excepto el ventilador de
tiro inducido y el molino triturador de RAC, con 85y 87 dB (A), respectivamente. Como medida pre-
ventiva los trabajadores involucrados deben usar tapones auditivos y orejeras, que debe atenuarles
entre 10-30 decibeles.

Las vibraciones se transmiten al cuerpo a través de los asientos de vehiculos, estructuras, pisos y
el suelo, provocando dolores abdominales y lumbares, trastornos visuales y problemas con el equi-
librio. Los equipos de manejo y transporte de la biomasa producen vibraciones de baja frecuencia
admisibles, segun la norma (NC 19-01-05) (10), pero los molinos de martillos picadores de los RAC
generan vibraciones de alta frecuencia (de 1 a 80 Hz), mas riesgosas. Para enfrentar la exposicion
a radiaciones solares, los trabajadores utilizaran el casco, la camisa de mangas largas y la solera.
La generacion de gases de combustion por equipos de transporte y manejo de la biomasa cariera,
al igual que la combustién del bagazo, son focos de emisiones de gases de efecto invernadero. Uno
de los impactos de mayor incidencia econdémica, laboral y medioambiental es el incendio de las pilas
de bagazo, por lo que se debe contar con un sistema de proteccién contra incendio (11). El fuego
se puede producir accidentalmente en cualquier area, debido a violaciones de las instrucciones la-
borales como: fumar en areas prohibidas, no cumplir las medidas de seguridad al realizar trabajos
de mantenimiento y no utilizar mata-chispas en los equipos de manipulacién y transportacion de
biomasa con motores de combustion interna.
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Debe ejecutarse el monitoreo de la pila, como se muestra en la figura 1 y en la tabla 3, para pre-
decir la ocurrencia de autocombustion y la calidad del bagazo.

Figura 1. Muestreo de la pila de bagazo.

Tabla 3. Resultados del muestreo de la pila de bagazo

Ladera Punto de | Humedad | Temperatura | Cenizas oH Solubilidad
muestreo (% wiw) (°C) (%) NaOH (%)
3 Superficie 57.11 43.5 7.94 4.28 32.33
Interior V 53.80 48.0 5.14 4.53 30.45
Interior H 55.20 48.3 5.85 4.95 29.73
2 Superficie 74.52 35.9 5.52 6.00 30.52
Interior V 44.20 67.1 4.85 5.32 33.25
Interior H 51.18 63.8 5.36 5.73 30.91
1 Superficie 48.83 45.2 5.79 5.91 28.13
Interior V 56.60 54.3 5.85 5.44 29.78
Interior H 54.98 53.7 4.16 5.50 31.02
Control 53.2 - 6.09 5.33 30.94

V: en el plano vertical del muestreo; H: en el plano horizontal del muestreo.

La pila muestreada después de tres meses de almacenamiento, con una altura de 18 m, conte-
niendo 35 000 t (bh) de bagazo no mostré evidencias de peligro de incendio, segun los modelos de
riesgos de Macaskill (12), ni tampoco deterioro de la calidad del bagazo, corroborado por los bajos
niveles de solubilidad en sosa al 1 %.

En caso de incendio de la pila, debe evacuarse al personal hacia zonas contrarias al viento, por el
arrastre del humo; activarse el sistema contra incendio y solicitar los servicios de los bomberos. Al extin-
guir el fuego, mediante el riego con agua, se corre el riesgo de contaminacion de las fuentes de abasto de
agua con el drenaje de la pila, por lo que deben tomarse medidas de proteccion en este sentido.

El manejo, almacenamiento y reclamo de la biomasa cafiera genera contaminacién por polvo,
a partir de distintas fuentes como se observa en la tabla 4, ocasionando riesgos de enfermedades
respiratorias, afecciones oculares y molestias en la piel. Este material particulado se encuentra dis-
perso en la atmosfera y puede mantenerse suspendido por largo tiempo. En la NC 111:2002 (13)
se establecen las regulaciones para la vigilancia de la calidad del aire, las de mayor riesgo son las
particulas en suspensiéon entre 3 y 10 ym de diametro. Se establece como patrén primario para las
particulas en suspension una carga de 140 pug/m3. La carga resultante en un ingenio donde se apila
bagazo es de 150 ug/m? (7). Estas particulas favorecen el desarrollo y transportacion del termo-Ac-
tinomiceto sacchari, causante de la bagazosis (14) que, al penetrar en los pulmones, provocan la
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formacion de tumores cancerigenos (15). Este polvo presenta un riesgo de explosion ante la cer-
cania de una fuente de ignicién, como en el caso de usar equipos de soldadura y corte de metales.

Tabla 4. Fuentes de generacion de polvo, a partir de la biomasa cafiera
Fuente Manifestacién Medidas de mitigacién

Plantar cortinas de arboles
y montar barreras de con-
tencién de polvo.

Levantamiento de nubes Uso de espejuelos protec-

Erosion de la pila

Pila a granel :
por el viento

Recoleccién y picado

de polvo por los equipos tores y filtro de aire para
de los RAC en el campo P b quip y ) P
recolectores los trabajadores.
Preparacion de los RAC | Generacion de polvo en los | Colocar sistema de extrac-
en pacas en el patio molinos picadores cion de polvo en la nave

Uso de medios

Se arrastra polvo por el s
de proteccion.

Carga del bagazo viento y se adhieren parti-
en camiones culas de bagazo a las rue-

g Limpieza del vehiculo antes
das de vehiculos

de abandonar el area

Transportacion del bagazo Generacion de polvo Cubrir la carga de los
en camiones por arrastre del viento camiones con carpas

Generacion de polvo
por arrastre del viento

Transportadores de banda Techar los transportadores

Formacion de la pila
mediante descargadores

Colocar bajante de descar-

Generacion de nube S
ga para minimizar la altura

. de polvo .
de cinta P de la caida del bagazo
. Orientar la rampa de
Acarreo del bagazo con el Generacion de nube . mpa ¢
: la pila en la direccion
cargador formando la pila de polvo

de los vientos.

Se montan barreras de
contencion de malla plasti-
ca sobre la cerca perimetral

Desbroce de la pila

Generacion de nube
por cargadores frontales

de polvo , )
para el reclamo del bagazo. P del patio en sentido contra-
rio al arrastre del polvo.
Tolvas de reclamo Al descargar el camion Colocar proteccion
de bagazo se genera polvo de cortinas de goma
Desintegracion Generacion de polvo Colocar sistema de extrac-
de las pacas de bagazo en las desempacadoras cion de polvo en la nave

Debido al polvo también se afecta la maquinaria, los interruptores eléctricos y la instrumentacion,
por lo que deben hacerse frecuentes limpiezas de estos dispositivos. A los trabajadores de las areas
de manejo y almacenamiento de biomasa cafiera, se les exige un chequeo médico con cierta perio-
dicidad.

La contaminacion odorifera o por malos olores, en actividades industriales, provoca malestar,
molestias respiratorias, alteraciones psicologicas y de otra indole, aunque los olores no lleguen a
ser toxicos. Hasta donde se conoce, no existe en nuestro pais legislacion que regule o limite las
emisiones de olor, de manera que las entidades involucradas deben mitigar su efecto.

El bagazo fresco no produce ningun olor agresivo; sin embargo, cuando se almacena de forma
inadecuada puede producir mal olor, debido a su descomposicion por la fermentacion alcohdlica, ya
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que en su etapa final genera acido acético que puede impactar en los trabajadores y en los nucleos
poblacionales cercanos a la planta.

En cuanto a los riesgos por pendientes, debe tenerse en cuenta que las pilas a granel se cons-
truyen, fundamentalmente, en forma de cufia, con una inclinacion entre de 27 y 30°, mediante la
formacion con cargador frontal. En el caso de camiones de menor envergadura, que transportan el
bagazo subiendo la pila marcha atras, es conveniente la revision diaria del sistema de frenos para
garantizar la operatividad del vehiculo a mayores alturas y restringir pendientes entre 10 y 18°.

Los riesgos mecanicos de maquinaria y equipos, en el manejo y preparacion de la biomasa ca-
fiera, se deben a fallas mecanicas causadas por desgaste, falta de mantenimiento e imprudencias
de los operadores.

En cuanto a los riesgos asociados al transporte, se deben extremar las medidas en la conduc-
cion del vehiculo por parte de su conductor, ya que los tracto-camiones alcanzan una longitud de
unos 25 metros junto con su remolque, lo que constituye un foco potencial de accidentes, espe-
cialmente en vias de mayor densidad de trafico. Los paises que utilizan esta tecnologia establecen
importantes regulaciones de vialidad para minimizar estos riesgos.

Los riesgos generados por la electricidad estan asociados, fundamentalmente, a fallas en moto-
res eléctricos de los conductores de bagazo. En el disefio del patio, los conductores eléctricos y las
lineas de alta tension, deben estar alejados de la pila de bagazo.

En el almacenamiento en pacas, las pilas pueden alcanzar la altura de hasta 10 metros y dificultar
el trabajo del gruero y sus auxiliares, que genera riesgos y exige un gran nivel de concentracion y de
pericia para evitar accidentes. En el almacenamiento a granel, las variantes que mas se manejan,
en la practica, son pilas chiquitas con altura de la cresta de 10 m (16) y pilas grandes de 20 m de
altura, ambas en forma de cufia, mediante cargadores frontales. En Cuba se acumulé una amplia
experiencia en la formacion de este tipo de pilas de 20 m de altura y de hasta 50 000 t bh (tonelada
de bagazo humedo), en la industria del papel. Se han dado casos en que los cargadores se han
desplomado desde la cima de la pila. Se ratifica, entonces, la importancia del mantenimiento adec-
uado, la revision técnica diaria y la conduccién con cautela y precision del equipo.

Cuando llueve fuerte, la superficie de la pila, hasta menos de un metro de profundidad, se lava
y genera un efluente con arrastres de sdlidos disueltos, provocando un incremento en la demanda
qguimica y biolégica de oxigeno, que también contiene fenoles, taninos, entre otros y constituyen un
riesgo potencial de contaminacién de los reservorios de agua adyacentes.

El area de almacenamiento debe contar con un plan de respuesta ante las emergencias, asi
como un plan de prevencion de riesgos, para lo cual se requiere la capacitacion y preparacion de
todo el personal que labora en el area.

CONCLUSIONES

Se clasificaron los riesgos, también sus manifestaciones en el manejo y almacenamiento de la
biomasa cafiera. Asimismo, se identificaron sus origenes y consecuencias. Finalmente, se propusie-
ron medidas para su mitigacion.

Los principales riesgos estan asociados a: incendio de la biomasa, a la generacion de polvo cau-
sante de la bagazosis, ruido y vibraciones en los molinos picadores de RAC, emanacion de vapores,
contaminacion por las aguas de drenaje de las pilas y mal olor en los patios de almacenamiento.
Otros riesgos estan relacionados con equipos de manejo y transporte de biomasa, debido a la gene-
racion de gases de efecto invernadero y a fallas de maniobrabilidad, ya que los cargadores operan
entre 10 y 20 m de altura, y los camiones y sus remolques alcanzan méas de 25 m de largo.
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La politica de seguridad y salud ocupacional y de proteccion del medioambiente, correspondiente
al manejo y almacenamiento de la biomasa cafiera se formulara por los directivos de la bioeléctrica
y sera de conocimiento de los trabajadores. El area de almacenamiento debe contar con un plan de
prevencion de riesgos, para la que se requiere la capacitacion y preparacion de todo el personal.
Los riesgos y efectos ambientales del uso de la biomasa cafiera deben evaluarse cuidadosamente
y tener en cuenta la dimension de los impactos, antes de extender su uso a gran escala.
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RESUMEN

Rhodotorula pertenece al grupo de las levaduras productoras de pigmentos, tales como B-caroteno,
y-caroteno, toruleno y torularhodina. Los carotenoides tienen grandes aplicaciones en la industria de los
alimentos y piensos, asi como en los productos para la salud y los cosméticos, estos han generado un valor
en el mercado que se espera que alcance mas de 2 mil millones para 2022. Debido a la creciente demanda
y a la preocupacion por la seguridad alimentaria, se ha incrementado la busqueda de estrategias de produc-
cion de carotenoides de origen natural, favoreciendo la fermentacion microbiana. Esta revision resume las
propiedades bioldgicas de los carotenoides y los diferentes métodos de ingenieria metabdlica aplicados para
mejorar la produccion de estos pigmentos a partir de Rhodotorula. Los enfoques practicos para mejorar los
rendimientos de carotenoides han sido facilitados por los avances en el trabajo de mejoramiento genético de
las cepas, asi como en la optimizacion de medios y condiciones de fermentacion
Palabras clave: Rhodotorula, levaduras oleaginosas, carotenoides, -Caroteno.

ABSTRACT

Rhodotorula is a group of pigment-producing yeasts well known for its intracellular biosynthesis of carote-
noids such as B-carotene, y-carotene, torulene and torularhodin. The great potential of carotenoids in appli-
cations in food and feed as well as in health products and cosmetics has generated a market value expected
to reach over $2.0 billion by 2022. Due to growing public concern over food safety, the demand for natural
carotenoids is rising, and this trend significantly encourages the use of microbial fermentation for natural ca-
rotenoid production. This review covers the biological properties of carotenoids and the most recent findings
on the carotenoid biosynthetic pathway, as well as strategies for the metabolic engineering methods for the
enhancement of carotenoid production by Rhodotorula. The practical approaches to improving carotenoid
yields, which have been facilitated by advancements in strain work as well as the optimization of media and
fermentation conditions, were summarized respectively.

Key words: Rhodotorula, oleaginous yeast, carotenoids, B-Carotene.

INTRODUCCION

Rhodotorula es un género de levadura unicelular pigmentada, que pertenece al phylum Basi-
diomycota, familia Cryptococcaceae, subfamilia Rhodotorulodae (1). Se han informado 164 especies
del género Rhodotorula, incluidas R. glutinis, R. toruloides, R. mucilaginosa, R. graminis, entre otras
variedades. Son levaduras saprofitas ubicuas y pueden encontrarse en diferentes habitats, tales
como aire, tierra y estiércol, asi como en los cuerpos de animales, plantas y algunos organismos in-
feriores. Las células de Rhodotorula son polifiléticas, con apariencia subglobosa, ovoide, elipsoidal y
alargadas. La reproduccion es asexual y, generalmente, ocurre a través de brotes multilaterales (2).
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Una de las caracteristicas mas notables de Rhodotorula es la biosintesis de carotenoides de
forma natural. El 90 % de los carotenoides producidos son torularhodina, toruleno, v-caroteno y
B-caroteno (3). En la tabla 1 se muestran algunos ejemplos. Este género tiene la capacidad de
producir altas concentraciones de lipidos (que se acumulan en condiciones limitantes de nutrientes,
como un mecanismo de almacenamiento de carbono) y de enzimas importantes. Estos productos
son fundamentales para la industria: los lipidos y compuestos derivados de lipidos, que son buenos
sustitutos del petréleo en la produccién de combustibles y productos quimicos, las altas actividades
enzimaticas de la L-fenilalanina amoniaco-liasa y la D-aminoacido oxidasa hacen a esta levadura
necesaria para la industria quimico-farmacéutica (4).

Los carotenoides han sido reconocidos en todo el mundo como aditivos alimentarios y suplemen-
tos nutricionales, por sus funciones biologicas, tales como: el efecto antioxidante, la mejora de la
respuesta inmune, los efectos preventivos contra enfermedades cardiovasculares, enfermedades
oculares y cancer, respectivamente (5,6).

Hoy en dia, los carotenoides son usados como aditivo alimentario en EE.UU, Australia y Nueva
Zelandia. Estadisticamente, el mercado global de carotenoides alcanzé los 1.5 mil millones en el
2017 y deberé incrementarse hasta los 2.0 mil millones para el 2022, con un aumento de 5.7 % du-
rante este periodo (7). Actualmente, mas del 90 % de los carotenoides comerciales son producidos
por sintesis quimica; sin embargo, la produccion a partir de levadura es natural y organica, ademas
de las ventajas adicionales como el tiempo de produccién mas corto, amigable con el medioambiente
y facil escalado en los procesos de fermentacion.

Tabla 1. Comparacion de la capacidad de diferentes microorganismos para producir carotenos

CEIIEHTIL Carotenoides
Microorganismo Sustrato mg/g peso ma/L Ref.
seco celular 9
Rhodotorula glutinis Glucosa 0.11 0.63 (3)
Rhodotorula graminis Glucosa 0.16 1.47 (3)
Rhodotorula toruloides Glucosa 0.12 1.31 (3)
Rhodotorula toruloides Glucosa 0.28 27.5 (48)
Suspension celular | Rhodotorula paludigenum | Glucosa 0.40 2.99 (47)
de R. toruloides, el
color naranja-rosa Rhodotorula roseus Glucosa 0.08 0.63 (3)
esta asociado con :
los carotenoides Rhodotorula salmonicolor Glucosa 0.35 0.61 (3)
producidos. Rhodotorula rhodozyma Glucosa 0.21 1.48 (46)

La biomasa de Rhodotorula puede ser usada como fuente proteica de alta calidad y como un
valioso aditivo para piensos animales. Este género tiene la capacidad de crecer a diferentes tem-
peraturas y pH (8). Utiliza diversas fuentes de carbono y energia, por ejemplo, monosacaridos que
incluyen hexosas y pentosas; oligosacaridos tales como sacarosa, maltosa, celobiosa, trehalosa,
rafinosa y melezitosa; alcoholes como etanol, glicerol, manitol y sorbitol; acidos organicos como
acetato, lactato, succinato, citrato y acidos grasos de cadena larga, asi como acido D-galacturdnico
(9). Se han demostrado la robustez de Rhodotorula en términos de resistencia contra inhibidores
derivados de la biomasa lignocelulosica (10,11) y la efectividad con varias fuentes de nitrogeno tales
como el amonio, nitrato, cadaverina, aminoacidos y péptidos pequefios (12).
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A pesar que las potencialidades biotecnologicas de este microorganismo fueron descubiertas
desde la década de 1950, la mayoria de los trabajos para el desarrollo de bioprocesos y aplica-
ciones se han llevado a cabo en la ultima década, que coincide con la primera publicacién de su
secuencia genémica, seguida de la generacion de herramientas genéticas.

Esta revision presenta el Rhodotorula como un microorganismo industrial emergente, empleado
para la producciéon de una gran variedad de productos relevantes para la industria, entre los cuales
se encuentran los carotenoides, por lo que en este estudio se revisaron las vias de biosintesis de
los carotenoides por Rhodotorula y las estrategias para su produccion.

Via de biosintesis de los carotenoides en Rhodotorula

Se han estudiado las vias biosintéticas de los carotenoides en un grupo de especies del Rhodotor-
ula, se ha demostrado que R. minuta, R. glutinis, R. graminis, R. mucilaginosa y Rhodotorulasp po-
seen perfiles de carotenoides analdgicos con los -caroteno, y-caroteno, toruleno y torularhodina,
gue representan los principales carotenoides en todas estas especies. Estos enfoques permitieron
llegar a la conclusion de que el género Rhodotorula posee una via biosintética de carotenoides idén-
tica o conservada (figura 1) (13).

Figura 1. Via
biosintética de
los carotenoides
en especies del
Rhodotorula,
elaborada por
Tang et al. (13).

Se ha descrito que esta ruta metabdlica sigue una cascada de condensaciones consecutivas de
unidades isoprenoides en fitoeno, el primer carotenoide incoloro de la via. El fitoeno se deshidroge-
na continuamente y el doble enlace conjugado se extiende hasta la formacién en licopeno.

Existen dos rutas de ciclacion independientes que conducen a dos vias, una los y-caroteno o toruleno como
producto intermedio, que puede convertirse, ademas, en 3-caroteno y torularhodina, respectivamente.

Principales carotenoides y su fisiologia en Rhodotorula

B-caroteno y y-caroteno
El B-caroteno es uno de los pigmentos mas conocidos, por haber sido ampliamente utilizado en
medicamentos, productos para la salud, aditivos alimentarios, cosméticos, aditivos para piensos y
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otros productos en otras industrias. También ha sido aprobado como aditivo alimentario y alimenticio
por sus funciones duales como colorante y por su uso nutritivo, en mas de 50 paises.

Estructuralmente, el -caroteno es un caroteno liposoluble de color amarillo-anaranjado, con 11
dobles enlaces conjugados y 2 grupos retinilos (anillo de B-ionona). Es este gran numero de dobles
enlaces lo que se une a su cadena y anillos de polieno, que lo hace propenso a ser oxidado por los
radicales libres. Y esta propiedad le otorga una alta actividad antioxidante y permite sus amplias
aplicaciones como alimentos y piensos (13). Para fines médicos y en la salud, el B-caroteno se ha
prescrito por via oral para la prevenciéon de cancer, tumores y enfermedades cardiovasculares. Den-
tro de los pigmentos de las cepas del Rhodotorula, el B-caroteno representa, aproximadamente, el
70 % de los carotenoides totales (14).

El y-caroteno es el isobmero del 3-caroteno, estructuralmente contiene 11 dobles enlaces conjuga-
dos, un doble enlace no conjugado y un grupo retinilo. Funcionalmente, y-caroteno tiene actividad
de vitamina A (aunque menos que [B-caroteno), gracias a su unico grupo retinilo (15). Se forma por
ciclacion de licopeno, a través de la reaccion enzimatica catalizada por licopeno ¢-ciclasa.

Toruleno y Torularhodina

El torularhodina se aislé por primera vez en la década de 1930, a partir del Rhodotorula (16).
Bonner et al. informaron el descubrimiento de toruleno de R. rubray, lograron la sobreproduccién de
este metabolito (equivalente al 76 % de los carotenoides totales) aplicando un mutante de R. rubra
(17). No fue hasta la década de 1990 que el toruleno y torularhodina fueron considerados como
sustancias potencialmente valiosas (18).

El toruleno se deriva de la sustraccién de 2H de y-caroteno, con la formacion de un doble enlace
extra en el carbono 13C; es decir, 13 dobles enlaces, mientras que se forma la torularhodina del
toruleno, mediante la sustitucion de un grupo metilo con un grupo carboxilo (14 dobles enlaces). Am-
bos carotenoides contienen anillos con la estructura de $-ionona, que es el esqueleto de la vitamina,
ambos pueden ser posibles precursores de la vitamina A. En comparacion con el B-caroteno, el tor-
uleno y la torularhodina han demostrado mayor actividad antioxidante, gracias a la existencia de un
doble enlace conjugado en el carbono 13C (19). Este doble enlace extra dotd a la torularhodina de
una mayor capacidad para eliminar los radicales de perdxido de hidrégeno y una mayor resistencia
a la degradacion del sustrato, en comparacion con el de 3-caroteno (20).

Ademas de la actividad antioxidante, se han demostrado propiedades anticancerigenas in vivo de
dos carotenoides. En los experimentos de actividad anticancerigena en comparacion con el licope-
no, tanto el toruleno como la torularhodina inhibieron el crecimiento del cancer de préstata de forma
mas significativa, por la induccion de la apoptosis en células tumorales (21). Ademas, se confirmo
gue ambos incrementaron la actividad protectora en las células del estroma prostatico, por dafio por
estrés oxidativo (22). La actividad antimicrobiana de estos dos carotenoides también ha sido infor-
mada. Se ha demostrado su empleo en la prevencion de infecciones, particularmente en implantes,
productos y preparaciones médicas que requieren productos naturales antimicrobianos. Ademas, la
torularhodina es uno de los pocos carotenoides con funcién de acido carboxilico.

Estrategias para mejorar la produccion de carotenoides por Rhodotorula

BlUsqueda de cepas nativas productoras de carotenoides

Varios grupos de investigadores se han enfocado en la busqueda para satisfacer la creciente
demanda de carotenoides naturales, el desarrollo y la utilizacion de cepas carotenoides de alto ren-
dimiento. Hasta ahora Phaffiarhodozymaes, la levadura pigmentada mas utilizada para la produc-
cion de carotenos a gran escala, por ejemplo, astaxantina.
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El Rhodotorula se ha evaluado para la produccion de carotenoides, particularmente para la pro-
duccién de mezclas de carotenoides en mayores cantidades. Por ejemplo, una cepa nativa de R.
mucilaginosa CRUB 0138, fue aislada en el lago patagénico de gran altitud Toncek, la cual produce
carotenoides a una concentracion de 234 + 7 ug/g, después de 4 dias de incubacion, cuando la
concentracion inicial de glucosa se ajusté al 1 % (23). Se logré un rendimiento de carotenoides de
33.2 mg/g, a partir de R. glutinis, cepa aislada de las aguas residuales de refineria, cuando se cultivo
en un medio que contenia lactosa de suero como fuente de carbono y nitrogeno (24). La levadura
Rhodotorula sp cepa KF-104 aislada a partir de residuo vegetal, produce una mezcla de carotenoi-
des, tales como los B-caroteno, y-caroteno, toruleno y torularhodina, respectivamente (25).

Evaluacion de las condiciones de cultivo para la produccion de carotenoides

Varios estudios han tratado de mejorar la produccion de carotenoides en Rhodotorula mediante
la optimizacion de condiciones de cultivo. Se ha evaluado el efecto del pH del medio de cultivo so-
bre la produccion de carotenoides y lipidos por R. toruloides, con uso de citometria de flujo. Se ha
demostrado que el pH 6ptimo para la produccién de biomasa y lipidos es de 4, mientras que el pH
Optimo para los carotenoides es de 5 (26).

Dias et al. (27) informaron que el cultivo por lotes con alimentacion controlada por pH era una
estrategia para aumentar la produccion de carotenoides (0.29 g/Lh) (27). Otro trabajo analizé la im-
portancia de los componentes del medio de cultivo sobre la produccion de lipidos y caroteno, por la
metodologia de superficie de respuestas y observé un aumento del 10 % (p/v) en la produccion de
carotenoides (28).

La biosintesis y la acumulacion de carotenoides también pueden ser regulados por la incidencia
de la luz, mas especificamente por la fotoinduccion, que puede mejorar los rendimientos de carot-
enoides al promover el crecimiento y la densidad celular, asi como elevar la actividad de las en-
zimas involucradas en la biosintesis de carotenoides. Zhang et al. (29) informaron que la irradiacion
causaba mejoras significativas de la biomasa y produccion de carotenoides de R. glutinis (29). En
general, la oxidacién inducida por la luz o los dafios por la radiacion, puede limitar el crecimiento
de algunas especies, particularmente aquellos microorganismos que carecen de una adecuada
produccion de las sustancias fotoprotectoras intracelulares. Sakaki et al. (30) demostraron la mejora
del rendimiento de carotenoides facilitada por la luz blanca débil, ya que se produjo un aumento de
180 % de torularhodina y 14 % de B-caroteno, a partir de R. glutinis (30).

La temperatura es otro factor importante que afecta la biosintesis de carotenoides, puede afectar
la propagacion de cepas productoras de carotenoides e influye en su proporcion. Se ha descrito
gue las concentraciones relativas de carotenoides producidos por R. glutinis son diferentes cuando
se han cultivado a 4 °C y a 25 °C (31). Se encontré que a 25 °C, toruleno y torularhodina repre-
sentaron aproximadamente, el 30 % de los carotenoides totales respectivamente, mientras que a
5 °C, la proporcion de B-caroteno aumentd a un 64 %, en contraste con el contenido de los otros
dos carotenoides disminuyo significativamente (31). Buzzini y Martini destacaron que en R. glutinis,
a temperatura mas baja (25 °C), se favorecio la sintesis de p-caroteno y toruleno, mientras que a
mayores temperaturas (30 ~ 35°) se incrementd la produccién de torularhodina (32).

Se ha demostrado que muchos iones metalicos (Ba,*, Fe,*, Mg,*, Ca,*, Zn,* y Co,*) son capaces
de afectar la carotenogénesis del Rhodotorula, posiblemente porque la actividad de las enzimas
en las vias de biosintesis es regulada por estos cationes. Buzzini et al. sefialaron que los iones
metalicos podrian afectar selectivamente el perfil de carotenoides de R. graminis DBVPG 7021, y
se demostré que Al,* y el Zn,* promovieron la produccion de B-caroteno y y-caroteno, mientras que
Zn," y Mn,* inhibieron la produccion de toruleno y torularhodina (33).

Ademas, la composicion de solventes exdgenos, quimicos 0 agentes naturales pueden afectar
los carotenoides de diversas maneras. Kim et al. informaron que el contenido de B-caroteno en
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R. glutinis aumentd en un 35 % cuando se afiadié fenol a los medios de cultivo y, en contraste,
se observé una disminucién en torularhodina cuando la concentracion de fenol fue elevada (34).
Squina y Mercadante evaluaron la adicion de 5 ymol de difenilamina en el cultivo de R. rubray R.
glutinis, logrando un incremento de los carotenoides, sin embrago provoco disminucién significativa
de la relacion de torularhodina/ toruleno. Es de destacar que para ambas cepas, la acumulacion de
B-caroteno se favorecié al aumentar la suplementacion de difenilamina (a una concentracién mayor
de 10 umol). La biosintesis de carotenoides se inicia en la fase de logaritmo tardio y en la fase de
estacionaria, tipico del metabolismo de los metabolitos secundarios (35).

Mejora de la sintesis de carotenoides por mutagénesis

La mutagénesis fisico-quimica o de insercion para mejorar la produccion de carotenoides ha sido
menos estudiada. Las mutagénesis fisico-quimica, tal como la mutagénesis por plasma a tempera-
tura ambiente (ARTP) y nitrosoguanidina (NTG), se han aplicado para seleccionar la cepa mutante,
basada en el color de la colonia; por ejemplo, se logré producir 0.75 mg de carotenoides/g en condi-
ciones de limitacion de nitrégeno (36). Lin et al. modificaron el perfil de produccion de carotenoides,
al crear una biblioteca de mutantes de insercion por trasformacién mediada por Agrobacterium tu-
mefaciens (ATMT). Los tres mutantes seleccionados por cambio de color mostraron un aumento de
2.4 veces los carotenos, un aumento de nueve veces en toruleno, y un aumento de 1.7 veces en
B-caroteno (37).

Tabla 2. Produccién de carotenoides por diferentes cepas de Rhodotorula, tratadas por varios métodos
de mutagénesis

Microorganismo Mutagénesis Carotenoides Control Tratamiento Ref.
mg/g | mg/Limg/g| mg/L
R. glutinis NCIM 3353 Radiacién UV Total 012 | 22 | 29| 33 | (43)
de carotenos
R. rubra GED8 NTG Total 0.187 | 2.67|0.64| 812 | (46)
o . de carotenos
R. glutinis RG6 Alta pres('a';hl':?r‘ma“ca B-caroteno | - |6.34| - | 10.01 | (44)
R. glutinis NR-98 Ultra alta presion /baja | o oieng | - |6.03| - | 17.36 | s
energia del ion nitrégeno
. UV, etil metano sulfonato
R. acheniorum (EMS), y NTG B-caroteno 2.31 | 40.6 (10.69| 262.12 | (47)

Bhosale et al. obtuvieron un mutante de R. glutinis NCIM3353 mediante radiacion UV, con el cual
se incrementd el rendimiento de produccion de B-caroteno en 120 veces en comparacion con el de
la cepa nativa (38). Del mismo modo, Wang et al. lograron aumentar el rendimiento en un 57.89 %
de B-caroteno en R. glutinis cepa mutante RG6p, mediante el uso de cinco ciclos repetidos de alta
presion hidrostatica (39). Se mejoré significativamente el rendimiento de carotenoides en R. muci-
laginosa cepa RM-1, mediante la mutagénesis, utilizando la implantacion del ion N*con 10 keVy 2,0
x 10 ion*%/cm? (40). Se logré aumentar en 3 veces la biosintesis de carotenoides por la combinacion
de diferentes estrategias de mutagénesis, a través de UV, EMS y NTG (41). Se evalu6 en R. glutinis
el efecto de diversos métodos de mutagénesis, y se evidencié que la irradiacion de UV mejoro la
produccion de pigmentos en comparacion con la mutagénesis con azida de sodio (42).

La ingenieria metabdlica se ha utilizado para cultivar y separar carotenoides, normalmente acu-
mulados dentro de las células de cultivos de R. toruloides. Lee et al. declararon que el transportador
de membrana de resistencia a farmacos pleiotrépicos PDR10 de Saccharomyces cerevisiae, permi-
tio la exportacion de carotenoides al medio de cultivo y la separacién de lipidos intracelulares (43).
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La aplicacion de nuevas herramientas bioldgicas para modificar las rutas de los carotenoides de R.
toruloides pudieran aumentar la produccion de este metabolito.

Empleo de sustratos de bajo costo para la produccién de carotenoides

El costo de los componentes de los medios es un tema crucial en cualquier proceso biotecno-
l6gico. El precio de las fuentes de carbono y nitrégeno pueden representar hasta el 70-85 % del
costo total del bioproceso. Por lo tanto, el empleo de fuentes de carbonos baratas pudieran hacer,
en principio, un proceso econémicamente factible (44).

La levadura R. toruloides puede crecer, naturalmente, en una amplia gama de fuentes de carbono
y presenta una buena tolerancia a compuestos inhibidores encontrados en sustratos no refinados,
tales como los materiales lignoceluldsicos y los residuales de destileria del alcohol (45). Para la pro-
duccidn de carotenoides por fermentacion de Rhodotorula, la forma mas econdmica de la reduccion
de costos es utilizar materias primas agroindustriales y subproductos, en lugar de usar componen-
tes definidos como se encuentran en medios comerciales (46). La tabla 3 resume los ejemplos de
produccion de carotenoides con materias primas de bajo costo. Como se muestra, la produccion de
carotenoides depende de los componentes de medios, tales como las fuentes de carbono y nitroge-
noy la proporcién de minerales y otros componentes. Un aumento en el rendimiento puede lograrse,
simplemente, mediante la optimizacion de los medios de cultivo.

Tabla 3. Produccion de carotenoides por diferentes cepas de Rhodotorula,
cultivada en sustratos de bajo costo

Control Tratamiento
Microorganismo Sustratos Carotenoides Ref.

mg/g | mg/L|mg/g| mg/L
R. glutinis CCY20-2-26 Suero B-caroteno 0.48 [17.93| 1.03 | 45.68 | (48)
R. glutinis ATCC 4054 Salvado de arroz [-caroteno 1.23 - 3.2 - (49)
R. glutinis MT-5 Residuales de plumas| — Carotenos | 5 76 | 69 | 647 | 92 | (50)

de pollo totales
R. mucilaginosa CCY20-7-31 Papa [-caroteno 0.16 | 4.31 | 1.86 | 55.91 | (51)
R. mucilaginosa NRRL-2502 | Aceite de algodon c?(;?;?ensos - | 395| - | 576 | (52
R. aurantiaca Residuales de glicerol| [-caroteno 0.34 - 1.08 - (53)
. Carotenos

R. glutinis Melazas totales 4.5 - - - (54)

Existe un interés, tanto académico como industrial, en las investigaciones relacionadas con las
levaduras Rhodotorula, esta combinacion puede brindarnos un salto importante en las aplicaciones
biotecnoldgicas. El desarrollo de herramientas para su ingenieria, esta generando una gran expan-
sion del numero de laboratorios, en todo el mundo, que usan Rhodotorula.

CONCLUSIONES

Rhodotorula es bien conocido por sus potencialidades, en la produccion de carotenoides, estos
compuestos no solo sirven como excelentes colorantes, sino también se presentan como un grupo
de productos naturales utilizados en multiples aplicaciones. Estos han sido empleados en alimentos,
medicinas, productos de salud, cosméticos y aditivos para piensos. El crecimiento poblacional y la
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preocupacion por la seguridad alimentaria instan al suministro de carotenoides de origen natural, y
la produccion de carotenos por fermentacién microbiana sobre otras opciones, a pesar de que no
es aun la via mas rentable.

Elaborar estrategias para la produccion de carotenoides, a partir de Rhodotorula, es una realidad,
debido a la disponibilidad y potencialidad de las herramientas de ingenieria genética y metabdlica.
Ademas de la experiencia y el desarrollo industrial, a base de los sistemas con levaduras.
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RESUMEN

El extracto de cana rico en n-octacosanol es utilizado en la industria farmacéutica. Existe un limitado cono-
cimiento del proceso de produccién utilizando la cuticula de la caia. El objetivo de este trabajo es determinar
la influencia del tamano de particula y el tiempo de agitacion sobre la eficiencia del proceso. Se planificd un
disefio experimental factorial 22 completamente al azar, con tres réplicas, los factores de estudio fueron el
tamano de particula 2 y 7 mm y un tiempo de agitacién de 24 y 72 h. El analisis de varianza muestra diferen-
cia significativa en el tamano de particula 95 % de confianza. El analisis de regresion para los datos ajusta
el modelo matematico empirico SDT = 296.633 — (3.56667*TP) + (0.0236111*t) + (0.0125*TP*t) que permite
calcular un valor éptimo de 293 SDT, cuando el proceso es operado con un tamafo de particula de 2 mmy
un tiempo de agitacién de 72 h.

Palabras clave: cera, cafa, particula, agitacion, maceracion.

ABSTRACT

The cane extract rich in n-octacosanol is used in the pharmaceutical industry. There is limited knowledge
of the production process using the cuticle of the sugar cane. The objective of this work is to determine the
influence of the particle size and the time of agitation on the efficiency of the process. A factorial 22 experi-
mental design was planned completely randomly, with three replicates, the study factors were particle size 2
and 7 mm and a time of agitation of 24 and 72 h. The analysis of variance shows significant difference in 95%
confidence particle size. The regression analysis for the data, fits the empirical mathematical model SDT =
296.633 - (3.56667 * TP) + (0.0236111 * t) + (0.0125 * TP * t) that allows to calculate an optimal value of 293
SDT, when the process is operated with a particle size of 2 mm and a stirring time of 72 h.

Key words: wax, sugar cane, particle, agitation, maceration.

INTRODUCCION

Segun datos del Instituto Nacional de Estadistica y Censos (INEC), las enfermedades cardiovas-
culares ocupan las primeras causas de muerte en el pais, produciendo mas de 15.000 defunciones
al ano. Estas enfermedades van de la mano con el aumento de colesterol en la sangre. El nivel de
colesterol en sangre se reduce con farmacos de origen quimico cuyo principio activo son las esta-
tinas, las cuales pueden tener efectos colaterales probados, como dafios musculares, hepaticos y
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diabetes tipo Il. Se sugiere como alternativa el uso de fitofarmacos para tratar dichas patologias,
como el policosanol del cual se han realizado estudios que demuestran que reduce el colesterol en
la sangre y no presenta ningun efecto secundario (1).

Actualmente en el mercado se puede encontrar una serie de productos de origen quimico que se
utilizan para los mismos efectos, los cuales, si bien producen un resultado positivo en poco tiempo,
los efectos secundarios son notables, es decir cura una cosa pero dana a otra. Mientras que el PPG
(policosanol) por ser 100 % natural, no tiene efectos secundarios y puede ser consumido perenne-
mente obteniendo los resultados deseados a partir del tercer o cuarto mes de tratamiento (2).

La cana de azucar, al igual que otras plantas, sintetiza lipidos, parte de los cuales recubren el
tallo en forma de una pelicula cérea, lo cual constituye un mecanismo de defensa que regula el
intercambio con el medio, por lo tanto, esta propiedad se la puede utilizar como alternativa para la
obtencion de un nuevo producto, en la mayoria de los casos de mayor valor agregado e importancia
econdmica que el azucar (3).

Por esto se ha investigado la oportunidad de extraer la cera y los metabolitos presentes en la
cuticula de la cafa, el cual es un recurso degradable que se presenta dentro de las plantas de caia,
como una fuente alternativa de nuevos compuestos, debido a su poca investigacion como un recur-
so viable para la generacion de nuevas lineas de produccion diferentes a las lineas tradicionales de
generacion de energia en su mayor parte y aplicaciones de menor uso (4, 5).

Sin embargo, existe limitado conocimiento con respecto al proceso de produccién de policosanol
a partir de la cera de cafa de azucar, debido a que en la actualidad no se cuenta con los parametros
optimamente definidos como tiempo, tamano de particula, relacion solventes y temperatura, lo cual
no ha permitido el desarrollo de tecnologias eficientes para el aprovechamiento de la cera que se
encuentra en la cuticula o tallo de la cafa de azucar.

El propdsito del estudio es determinar la influencia del tamano de particula y tiempo de agitacion
en la produccion de un extracto a partir de la cuticula de cafia de azucar, mediante analisis de pro-
cesos quimicos, que permitan el maximo aprovechamiento de las materias primas.

MATERIALES Y METODOS

Se investigo a escala de laboratorio la produccion de cera a partir de bagazo de cafia de azucar.
El trabajo experimental se realiz6 en el laboratorio de Biociencia del Centro Ecuatoriano de Biotec-
nologia y Ambiente (CEBA), localizado en la ciudad de Ibarra, a 2200 metros sobre el nivel del mar
y con una temperatura promedio de 18 °C.

Material vegetal
Como materia prima se utilizo la cafia de azlcar de la empresa Ingenio Azucarero del Norte (IAN-
CEM), ubicada en la ciudad de Ibarra.

Disefio experimental y analisis estadistico

Se establecio como unidad experimental una muestra de 10 g de cuticula de bagazo de cafay se
definieron como factores de estudio el tamafio de particula entre 2y 7 mm y el tiempo de maceracion
entre 24y 72 horas. Se establecieron como parametros de operacion una temperatura ambiente de
18 °C, un pH de 7.2 un grado de agitacion de 140 rpm y se mantuvo una relacion de hidromédulo
1:5. La variable de respuesta seleccionada fue los sélidos disueltos Totales (SDT) medidos en ppm.
Se utilizo el software estadistico Statgraphics Centurion, para crear un disefio experimental factorial
estandar 22, con tres réplicas, completamente aleatorio, dando un total de 12 tratamientos.
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Procedimiento

Se procedio a la extraccion de la cuticula de cafia de forma manual raspando la cafia con un cu-
chillo de acero inoxidable (figura 1), las muestras de cuticula fueron secadas en un horno a 55 °C
hasta 13 % de humedad y molidas en un molino manual, se tamizaron en tamanos de 2y 7 mm. Se
pesaron muestras de 10 g de cuticula en una balanza gramera de marca ACCULAB y se llenaron
frascos de vidrio de 250 ml con las muestras, se ajusto el hidromddulo con alcohol al 60 % (figura 2).
Las muestras se maceraron en zaranda orbital de marca CEBA a 140 rpm y temperatura constante
de 18 °C. Las muestras maceradas se filtraron en con una bomba de vaci6 a través de un filtro te
papel de 40 micras. Las mediciones de soélidos solubles totales se realizaron con un medidor multi-
propésito de la serie Combo HI 98129, marca HANNA. Las muestras fueron conservadas en frascos
de plastico para posteriores estudios de estabilidad.

Figura 1. Extraccion de la cuticula de la cafia de azucar.

Figura 2. Proceso experimental para la obtencion de extracto de cuticula de cafa.

RESULTADOS Y DISCUSION

En la tabla 1, se presenta la matriz de resultados experimentales. Como se puede observar se
logra un minimo de SDT de 274 ppm, cuando se trabaja con una particula de 7 cm y 24 h de ma-
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ceracion y un maximo de 292 ppm con 2 mm de tamafno de particula y 24 h de maceracion, esto es
debido principalmente a la mayor area de transferencia de masa en la particula mas pequefia.

Tabla 1. Matriz de resultados experimentales para obtencion
de extracto de cuticula de cafia

Experimento | Tamafio particula, mm | Tiempo, h | SDT, ppm
1 2 24 292
2 7 24 274
3 7 72 281
4 2 72 294
5 2 72 293
6 7 72 278
7 7 24 275
8 2 24 290
9 7 24 274
10 2 72 292
11 7 72 280
12 2 24 290

Analisis de varianza
En la tabla 2, se presenta los analisis de varianza realizado a la variable SDT del proceso de ob-
tencién del extracto de cafia. En este caso, 3 efectos tienen un valor-P menor que 0.05; indicando

Tabla 2. Andlisis de varianza para solidos disueltos totales (SDT)

Fuente Suma de cuadrados | Gl Cuadrado medio | Razén-F | Valor-P
A:tamafio particula 660.083 1 660.083 678.94 | 0.0000
B:tiempo 44.0833 1 44.0833 45.34 0.0005
AB 6.75 1 6.75 6.94 0.0388
Bloques 4.167 2 2.08333 2.14 0.1985
Error total 5.833 6 0.972222

Total (corr.) 720.917 11

que son significativamente diferentes de cero con un nivel de confianza del 95.0 %.

Modelo matematico empirico
El modelo matematico empirico generado a partir del andlisis de regresion se muestra en la
ecuacion:

SDT = 296.633 - 3.56667*Tamano particula + 0.0236111*Tiempo + 0.0125*Tamano particula*Tiempo

En la figura 3, se presenta el diagrama de Pareto estandarizado para SDT, lo cual corrobora que
existe diferencia significativa entre el tamafo de particula y el tiempo de maceracién y la correlacion
tamano / tiempo.

Optimizacion de respuesta
Utilizando el modelo matematico se calculé que el 6ptimo de los SDT esta en 293.0 ppm cuando
se opera el proceso con un tamafio de particula de 2 mmy 72 h de maceracion dinamica.
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Revelo (6 2013) estudio el proceso de obtencion de cera por lixiviacion de la cachaza durante 4
horas con etanol al 96 °G y una temperatura de 70 °C, a presion atmosférica, agitando a 700 rpm
durante 2.5 h y sefalé la importancia del tamano de particula y el tiempo para obtener una eficiente
extraccion coincidiendo con este trabajo. Por otra parte, Rebollar (3) no considero el tamafio de par-
ticula de la cuticula de cafa ignorando una posible influencia de su area superficial para la extrac-
cion del PPG. Existe un limitado conocimiento sobre el proceso de produccidn de extractos de cafa
utilizando la cuticula, la mayoria de los trabajos cientificos se han centrado en el uso de la cachaza
y el bagazo.

Figura 3. Diagrama de
pareto estandarizado
para SDT.

Como se observa en la figura 4 a medida que incrementa el tiempo y disminuye el tamafo de
particula se logra un éptimo en el valor del intervalo estudiado.

Figura 4. Superficie de respuesta
para la obtencion de SDT conside-
rando el tamafio de particula y el
tiempo de extraccion.

CONCLUSIONES

A partir del modelo matematico empirico se calculé un 6ptimo de SDT en 293 ppm cuando se
trabaja con 2 mm de tamaro de particula y 24 h de maceracién dinamica, estableciendo que el ta-
mafio de particula de la cuticula de la cafia es de alta importancia para el proceso de produccién de
extracto de cafia a partir de la cuticula.
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RESUMEN

En el presente trabajo se analizé el comportamiento de las variables ambientales: agua, energia, conta-
minantes gaseosos, ruido, residuales liquidos y residuales solidos, durante la produccion de la Furvina, en
correspondencia con la hormativa vigente y la metodologia establecida por la autoridad ambiental. Se aplico
la metodologia desarrollada por Conesa para la evaluacion de impactos ambientales. Al analizar los flujos
contaminantes, se determind que las variables ruido y concentracion promedio de las inmisiones de NO, no
comprometen la salud y el desempefio laboral del personal. En el caso de los residuales liquidos, después
del tratamiento, cumplen con los parametros establecidos en la NC 27:2012, para ser vertidos al alcantarilla-
do; ademas, los residuos solidos generados se almacenan y se transportan segun lo descrito en la Licencia
Ambiental para el Manejo de Desechos Peligrosos en el pais. La evaluacion de impactos ambientales permi-
tié conocer que las acciones mas impactantes y los factores mas impactados son la generacién de residuos
liquidos y la salud y seguridad de los trabajadores y la poblacion aledafia, respectivamente.

Palabras clave: variables ambientales, evaluacién del impacto, residuales liquidos, residuales sélidos, eva-
luacion del desempefio ambiental.

ABSTRACT

In the present work, the behavior of the environmental variables water, energy, gaseous pollutants, noise,
liquid waste and solid waste in the production of Furvina was analyzed in accordance with current regulations
and the methodology established by the environmental authority. The methodology developed by Conesa for
the evaluation of environmental impacts was applied. When analyzing the pollutant flows it was determined
that the noise variables and the average concentration of NO, immissions do not compromise the health
and work performance of the personnel. In the case of liquid waste, it was determined that after treatment
they comply with the parameters established in NC 27: 2012, to be discharged to the sewer system and the
solid waste generated is stored and transported as described in the environmental management license.
Of hazardous waste in the country. The environmental impact assessment allowed to know that the most
impactful actions and the most impacted factors are the generation of liquid waste and the health and safety
of the workers and the surrounding population respectively.

Key words: environmental variables, impact evaluation, liquid waste, solid waste, environmental performan-
ce evaluation.

INTRODUCCION

La industria farmacéutica se distingue por ser generadora de residuos. La prevencion en la gene-
racion de estos residuos, su adecuada gestion y la aplicacion de las buenas practicas ambientales,
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suponen importantes beneficios para las empresas, tanto de caracter econdmico, como de posicio-
namiento estratégico en el sector industrial (1, 2).

Los contaminantes generados en la fabricacion de los ingredientes farmaceuticos activos (IFA) y
productos terminados, tienen un impacto ambiental muy diferente de una industria a otra, pues de-
penden de los procesos utilizados y de la naturaleza de los productos fabricados en cada instalacion
industrial. Por otra parte, hay que identificar la cantidad de residuos y emisiones por cada actividad
(3,4, 5, 6).

El mayor impacto ambiental de la industria farmacéutica tiene lugar sobre el medio acuoso. El
impacto sobre la atmosfera y los residuales solidos no deben ser olvidados para lograr evitar la con-
taminacion y viabilizar los procesos, con reduccion en el consumo de las materias primas (7, 8, 9).

La industria farmacéutica tiene importantes retos en relacion con la generacion de residuos, deri-
vados de sus actividades, consecuente con el cumplimiento de las obligaciones establecidas en las
normas del medioambiente (10, 11).

El Centro de Bioactivos Quimicos (CBQ) de la Universidad Central Marta Abreu de Las Villas
(UCLV), tiene el objeto social de investigar, producir y comercializar, de forma mayorista, productos
con accion biologica, obtenidos por sintesis quimica, para ser utilizados en la salud humana, veteri-
naria y en la esfera agricola.

En el CBQ, para la produccion de la Furvina, se requiere analizar el comportamiento de las va-
riables ambientales: agua, energia, contaminantes gaseosos, ruido, residuales liquidos y residuales
sélidos, en correspondencia con la normativa vigente y la metodologia establecida por la autoridad
ambiental y aplicar la metodologia desarrollada por Conesa, para la evaluacion del impacto ambien-
tal (12).

MATERIALES Y METODOS

El andlisis del comportamiento de las variables ambientales en la produccion de la Furvina toma
como referencia la metodologia propuesta por el CITMA (Metodologia para la ejecucion de los diag-
nésticos ambientales para la obtencién del Reconocimiento Ambiental Nacional (13). Para conocer
el comportamiento de las variables ambientales se cont6 con el sistema de informacion que existe
en el centro.

En la caracterizacion de la variable ambiental agua se tuvo en cuenta la fuente de suministro, la
descripcion de la red de suministro interno de la entidad (cantidad de depdsitos, bombas y material
de las tuberias). Se verificd el estado de la red hidraulica: estado de las tuberias y accesorios y la
existencia de salideros.

Se monitorea la calidad del agua potable que entra al centro y el agua purificada que se obtiene
usando como fuente de alimentacion el agua potable, segun establecen las normas NC 827:2017
Agua potable. Requisitos Sanitarios. Obligatoria (14) y la Farmacopea Europea (Ph. Eur. 7™ Edi-
cién) (15). Para el sistema agua existe el programa preventivo que asegura su estado de control
y establece el programa de seguimiento de los atributos de calidad criticos y de las condiciones
operativas que incluyen la calibracion de instrumentos criticos en correspondencia con el Anexo 06
de la Regulacién No. 16-2012 Buenas Practicas Ingenieras para la Produccién de Aguas de Uso
Farmacéutico (16).

Los resultados de la evaluacion del agua se reflejan en los registros de resultados emitidos por
la Unidad de Aseguramiento de la Calidad para el agua potable y por el laboratorio de Control de
Procesos para el agua purificada.
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Respecto a la variable energia se refleja la empresa suministradora de la energia y se cuantifica
el consumo de la energia eléctrica en el emplazamiento fisico implicado con la produccion de la
Furvina.

En los locales de trabajo, se determinaron, por la Empresa GEOCUBA Villa Clara — Santi Spiritus,
los contaminantes gaseosos en el ambiente laboral. Se utilizé el método de estudio establecido por
la NC 872: 2011 Seguridad y Salud del Trabajo. Sustancias Nocivas en el Aire de la Zona de Tra-
bajo (17). Evaluacion de la Exposicion Laboral. Requisitos Generales, en el apartado 6. Requisitos
generales de los métodos e instrumentos para la medicidon de las concentraciones de las sustancias
nocivas. Las muestras fueron tomadas in situ en la zona respiratoria de los trabajadores expuestos.

Para la mediciéon de los gases se utilizé un equipo Aeroqual, de la serie 500, de Nueva Zelandia,
de tecnologia GSS (Semiconductor GAS Sensible), GSE (Gas Sensible Electroquimico) y Nefelo-
metros. En correspondencia con las sustancias emitidas, sobre las cuales existe certeza de su pre-
sencia en el ambiente laboral, se le acoplaron los sensores de: Didxido de Nitrégeno (NO,), Sulfuro
de Hidrogeno (H,S) y Compuestos Organicos Volatiles (VOC). Se midi6 el NO, y los VOC en el
taller de produccion del Producto Intermedio G-0 y las cantidades de sulfuro de hidrégeno (H,S) en
el taller de Furvina (G-1). En el laboratorio de Control de la Calidad se midi6 la cantidad de dioxido
de nitrogeno (NO,), durante la técnica de determinacion de metales pesados a la Furvina.

La caracterizacion de la variable ambiental ruido se realizo por la Empresa GEOCUBA, de Villa
Clara — Santi Spiritus. Para la ejecucion de las mediciones se utilizd6 un Sonémetro integrador mar-
ca SOLO 01 dB Stell, con filtro de valoracion A, de nacionalidad francesa, calibrado por intercompa-
racion, considerando la determinacion automatica (por microprocesador).

El monitoreo se efectud en horario diurno, durante el desempefio de cada una de las etapas del
proceso y en los puntos donde se ubican las principales fuentes generadoras de ruido, (18, 19, 20).
Los resultados de las mediciones se comparan con la NC 871: 2011 Seguridad y Salud en el Traba-
jo- Ruido en el Ambiente Laboral- Requisitos Higiénico Sanitarios Generales.

Para el andlisis de la generacion de residuales liquidos se precisa la caracterizacion de los princi-
pales parametros fisicos, quimicos y microbioldgicos. Los valores del residual tratado se comparan
con la NC 27: 2012 Vertimiento de aguas residuales a las aguas terrestres y al alcantarillado. Espe-
cificaciones. Obligatoria (21). Se describen las practicas de manejo de los lodos generados por el
tratamiento y se precisa la autorizacion de la autoridad ambiental y sanitaria.

Se reflejan los tipos y las cantidades totales de residuos sélidos generados por lotes de Furvina
producidos mediante el pesaje de los residuos. Se describen las practicas de coleccion, almacena-
miento, transportacién y disposicion final en la entidad receptora.

Se identificaron las actividades principales en la produccién de la Furvina, para proceder a la
identificacion y evaluacion de los impactos ambientales. Se revis6 cada actividad y se determinaron
las que causan un efecto positivo o negativo en el medioambiente.

Con la relacion causa-efecto entre aspectos e impactos ambientales y con el modelo matematico
para fines predictivos se realiza la valoracién cualitativa, para el estudio se utilizé la matriz de im-
portancia de Conesa, (13). La importancia (I) de cada impacto se determina de manera cualitativa a
traves de la ecuacion.

| = [3I+2EX+MO+PE+RV+SI+AC+EF+PR+MC]
En la ecuacion, el signo corresponde al caracter del impacto: (+) si es beneficioso y (-) si es per-
judicial de las acciones que actuan sobre los factores ambientales, | representa la intensidad, EX la

extension, MO el momento, PE la persistencia, RV la reversibilidad, Sl la sinergia, AC la acumula-
cion, EF el efecto, PR la periodicidad y MC la recuperabilidad.
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Los valores de importancia que se obtienen varian entre 13 y 100. De acuerdo con la calificacion
el impacto se cataloga como Irrelevante (0 < | < 25), Moderado (25 <1 < 50), Severo (50 <1< 75)0
Critico (75 =1).

Para cada factor ambiental se establece una medida de importancia relativa al entorno, expresa-
da en Unidades de Importancia (UIP); la asignacion de los valores de UIP se realiz6 a partir de valo-
res estandarizados de la metodologia de Conesa (13). La ponderacion de los factores ambientales
se baso en la consulta a expertos.

RESULTADOS Y DISCUSION

A continuacion se exponen los resultados de la caracterizacion de las variables ambientales en la
produccion de la Furvina, en el Centro de Bioactivos Quimicos.

Caracterizaciéon de la variable ambiental agua

La entidad cuenta con un suministro de agua potable, abastecida por la Universidad Central
Marta Abreu de Las Villas y, esta, a su vez, se abastece de la Presa Minerva, por una tuberia de
diametro 150 mm, que luego es reducida a diferentes diametros como son Y%, 1%, 2 y 4 pulgadas,
respectivamente, por lo que se puede decir que la red se encuentra en serie. El sistema que bom-
bea agua potable para el consumo y para el uso en la produccién cuenta con dos bombas del tipo
Electrobomba Ribalta: modelo 1.5 DK-20. Las bombas cuentan con una carga disefio de 20 m, ca-
pacidad de succién de 4 m y una capacidad maxima de 180 L/min, segun declara el fabricante. Las
bombas estan conectadas en paralelo y succionan el agua de la cisterna hasta el hidropresor.

En el area de produccion hay dos cisternas, una abastece el sistema de retorno y el sistema de
incendio y la otra abastece a la planta de produccién para la obtencién de agua purificada. Las redes
de suministro interno no presentan salideros y los materiales de las tuberias son hierro fundido y
hierro galvanizado.

Al agua potable que se destina al consumo de los trabajadores y que se usa como fuente de ali-
mentacion para obtener agua purificada se le realiza monitoreo cuatro veces al aiio, como minimo,
(fuente superficial) en el punto de entrada a la cisterna de agua potable y los resultados de las deter-
minaciones se comparan con los limites maximos admisibles NC 827: 2017 (14). Como se observa
en la tabla 1, hay un cumplimiento de las determinaciones Sélidos Totales Disueltos, Dureza Total
(como Carbonato de Calcio), Cloruro, Cobre, Hierro, Sodio y Zinc.

Tabla 1. Caracteristicas fisicas y componentes quimicos que pueden afectar la calidad organoléptica del
agua potable, asi como los limites maximos admisibles (LMA) y su cumplimiento segun la NC 827: 2017

Caracteristicas UM LMA | Valor experimental | Cumplimiento
Solidos Totales Disueltos mg/L 1000 157 Cumple
Dureza Total (como Carbonato de Calcio) mg/L 400 57.81 Cumple
Cloruro mg/L 250 0.01 Cumple
Cobre mg/L 2.0 0.019 Cumple
Hierro mg/L 0.3 0.07 Cumple
Sodio mg/L 200 15.17 Cumple
Zinc mg/L 5 0.183 Cumple

Como se observa en la tabla 2 hay cumplimiento de las determinaciones de los componentes
inorganicos: Calcio, Plomo, Cromo total, Manganeso y Magnesio y, respecto al Niquel, Cadmio y
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Amoniaco, los valores estan por encima de los limites maximos admisibles, pero en un valor muy
pequeno. El pretratamiento con el filtro de zeolita elimina estos componentes inorganicos, como se
observa en la declaracion de conformidad del lote AP222017, tablas 3y 4.

Tabla 2. Componentes inorganicos que influyen sobre la salud. asi como los limites maximos
admisibles (LMA) y su cumplimiento segun la NC 827: 2012

Componente LMA (mg/L) Valor experimental (mg/L) Cumplimiento
Calcio 200 11.88 Cumple
Plomo 0.05 < 0.001 Cumple
Cromo total 0.05 < 0.001 Cumple
Niquel 0.02 0.03 No cumple
Cadmio 0.005 0.008 No cumple
Manganeso 0.1 0.005 Cumple
Magnesio 150 25.46 Cumple
Amoniaco No presencia <0.25 No cumple
Procedencia Planta produccién CBQ Cédigo interno AP222017
Tipo de muestra Agua potable Etiqueta de la muestra | Salida filtro
Fecha de muestreo 2017/10/30 Fecha de recepcion 2017/10/30
Fecha de inicio experi- |2017/10/30 Fecha de culminacion | 2017/11/16
mental del ensayo

Tabla 3. Caracteristicas fisicas y componentes quimicos que pueden afectar la calidad organoléptica
del agua potable asi como los limites maximos admisibles (LMA) y su cumplimiento, segun la NC 827: 2017

Caracteristicas UM LMA Valor experimental | Cumplimiento
olor - inodora Inodora Cumple
pH U 6.5-8.5 8.04 Cumple
Soélidos Totales Disueltos mg/L 1000 128.4 Cumple
Dureza Total (como carbonato de calcio) | mg/L 400 50,36 Cumple
Cloruro mg/L 250 48,13 Cumple

Tabla 4. Componentes inorganicos que influyen sobre la salud, asi como los limites maximos
admisibles (LMA) y su cumplimiento, segun la NC 827: 2017

Componentes LMA (mg/L) Valor experimental (mg/L) Cumplimiento
Niquel 0.02 0.004 Cumple
Hierro 0.3 0.04 Cumple
Calcio 200 19.78 Cumple

Cromo total 0.05 0 Cumple
Magnesio 150 37.97 Cumple
Cobre 2.0 0.02 Cumple
Zinc 5 0.09 Cumple
Plomo 0.05 0.005 Cumple
Manganeso 0.1 0.01 Cumple
Sodio 200 41.63 Cumple
Cadmio 0.005 0.001 Cumple
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El agua purificada cumplié con las especificaciones que establece la Farmacopea Europea (15):
pH a 25 °C, entre 5.0 — 7.0, conductividad eléctrica a 25 °C maximo 5.1 uS/cm; materia oxidable —
contenido de oxigeno maximo 0.4 mg/L y microbiolégico menos o igual a 100 UFC/mL. El agua pu-
rificada cumple con los atributos clave de calidad como se establece en el programa de seguimiento
de los atributos de calidad criticos; por tanto, puede ser utilizada para el lavado de la cristaleria,
preparacion de soluciones y medios de cultivo, en la produccion de la Furvina.

Caracterizacion de la variable ambiental energia

La empresa suministradora de la energia en el Centro de Bioactivos Quimicos es la Empresa
Eléctrica de Villa Clara. Los consumos de portadores energéticos se controlan a través del regis-
tro, como practica sistematica. Se lleva la bitacora de energia que facilita los controles diarios de
consumo. En cada una de las areas existen los Procedimientos Normalizados de Operacion para el
Funcionamiento y Cuidado de cada uno de los equipos en las diferentes operaciones.

En el area de produccion de la Furvina existe un metro contador para todo el emplazamiento fisi-
co. El consumo eléctrico en el afio 2019 fue de 42 781 kW-h / afio, ligeramente inferior al consumo
de los afios 2017 y 2018 que fue de 46 315 kW-h / afio y 50 965 kW-h / afio, respectivamente, debido
a una menor producciéon de Furvina. EI consumo de energia eléctrica por equipos, para la produc-
cion de la Furvina, se comporta favorablemente con relacién a lo planificado.

Caracterizacion de la variable ambiental calidad del aire

La calidad del aire interior se refleja en el resultado del monitoreo en el ambiente de trabajo. En el
Informe Técnico Monitoreo de variables ambientales (ruido y gases), del grupo empresarial GEOCU-
BA del afio 2019 (Informe Técnico: 2019). Las inmisiones de NO, en el taller de produccion del Produc-
to Intermedio (PI) G-0, durante el proceso de sintesis de G-O, no revelaron contaminacion en el area
de trabajo, segun los limites admisibles de exposicion laboral establecidos en la NC 872: 2011 (17).

Las mediciones de las inmisiones de H,S durante la sintesis del IFA Furvina en el afio 2019
reflejan una concentracion inferior a la CPA establecida en la NC 872: 2011 (17). Se aprecia un
comportamiento similar en las concentraciones de este compuesto en el area de trabajo, en el afio
2018.

Se determiné la concentracion promedio de las inmisiones de NO, durante la ejecucion de la
técnica analitica Determinacion del contenido de metales pesados en el 2-bromo-5-(2-bromo-2-ni-
trovinil)-furano (IFA Furvina), que se realiza en el laboratorio de Control de la Calidad. Al comparar
los valores con la Concentracion Promedio Admisible (CPA) y la Concentracion Maxima Admisible
CMA), en el aire de la zona de trabajo, segun NC 872: 2011(17), se observé que no existe contami-
nacion por didxido de nitrégeno en la zona de trabajo, comportamiento similar al del afio 2018.

En el taller de produccion del Producto Intermedio (PI) G-0 desde el afio 2015 se realiza el proce-
so de lavado de los gases nitrosos, mediante una columna absorbedora rellena, lo cual favorece la
calidad del aire en el ambiente de trabajo.

Caracterizacion de la variable ambiental ruido

Para las mediciones de ruido realizadas en el Taller del Producto Intermedio G-0 (I) se tuvieron
en cuenta las fuentes generadoras, asi como la operacion continua del sistema de extraccion. No se
realizaron mediciones en el Taller del Producto Intermedio G-0 (Il) porque no existen fuentes gene-
radoras de ruido en esta area.

En el taller del Producto Intermedio G-0 (I) se observaron valores que sobrepasaron el Limite
Méaximo Admisible (LMA) de 60 dBA en todas las areas muestreadas, estos valores obtenidos no
comprometen la salud y el desempefio laboral del personal, ya que los niveles sonoros estan condi-
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cionados al uso de los equipos instalados, que no se mantienen encendidos de manera continua en
la jornada laboral de 8 h, sino que su funcionamiento varia entre 15 y 20 minutos.

En el Taller G-1 (I) existe gran incidencia del sistema de extraccion, esto unido a la utilizacion de la tec-
nologia instalada hizo que se obtuvieran valores superiores a los normados para este tipo de actividad.

En el taller G-1 (ll) se obtuvieron los mayores valores acusticos durante el proceso de tamizado,
con incidencia del vibrador del tamiz y el aire acondicionado. A pesar de ello, es significativo precisar
que esta actividad es de corta duracion (5 min) por lo que la exposicion no compromete la situacion
acustica de la zona de trabajo y se considera aceptable.

La evaluacion de las mediciones se realiz6 mediante la comparacion del Nivel Sonoro Equivalen-
te Continuo (Leq.), a partir de los valores medidos con el maximo admisible, segun establece la NC
871: 2011 (22).

Teniendo en cuenta los términos y definiciones que aparecen en la norma cubana, se establece
que para el Nivel Sonoro Equivalente Continuo, el maximo admisible es de 85 dB (A); por lo que al
sobrepasarse este valor existe riesgo de dafio auditivo para los trabajadores expuestos durante ocho
horas de trabajo. La norma también establece los criterios de evaluacion, segun el tipo de actividad
desarrollada y especifica para cada caso el nivel sonoro equivalente continuo (Leq., en dB (A)), que
garantiza condiciones seguras de trabajo para cada tarea o actividad.

Teniendo en cuenta las caracteristicas del proceso, el Limite Maximo Admisible (LMA) se correspondio
con los parametros establecidos de 60 dB (A) para 8 h, por lo que no existe riesgo de dafio auditivo.

Caracterizacion de la variable ambiental residuales liquidos

Los residuales liquidos pasan a la Planta de Tratamiento de Residuales y, una vez que cumplen
con los parametros establecidos en la NC 27:2012 (21), se vierten al alcantarillado. El Laboratorio de
Control de Procesos realiza el analisis al agua residual tratada. El agua residual cumple con las espe-
cificaciones que establece la norma pH, entre 6.0 — 9.0; conductividad eléctrica a 25 °C <4000 pS/cm;
Demanda Quimica de Oxigeno (DQO) < 700 mg/L y temperatura < 50 °C.

Caracterizacion de la variable ambiental residuales liquidos sélidos

En la Planta de Produccion, los residuos solidos, estan constituidos, principalmente, por la torta
que se recoge en la etapa de purificacion del Producto Intermedio G-0 y por la obtencién de la Furvi-
na. La torta contiene carbén, impurezas, papel de filtro y un pequeno porciento de alcohol, G-0 y G-1.

El almacenamiento y disposicion final de los residuos sélidos de la Planta de Produccion apa-
recen en el Plan de Manejo del CBQ y estan aprobados en la Licencia Ambiental para el Manejo
de Desechos Peligrosos en el pais, No. 28/2018 y se otorga la Licencia Ambiental para el Manejo
integral de desechos peligrosos.

Aspectos e impactos ambientales

Después de identificar las acciones y los factores del medio que son impactados por el pro-
ceso, la matriz de importancia nos permite obtener una valoracién cualitativa.

Los resultados de la matriz de importancia permiten ordenar, jerarquicamente, las acciones
mas impactantes y los factores ambientales mas impactados, segun las importancias absolutas
y relativas. Las acciones impactadas en orden decreciente, son: generacién y emisiones de residuos
liquidos, accidentes quimicos, generacion y emisiones de residuos gaseosos, generacion y emisio-
nes de residuos sdlidos, almacenamiento de productos quimicos, consumo de agua, consumo de
aceite térmico, emisiones de ruidos, consumo de materia prima, consumo de energia eléctrica.

Los factores ambientales en orden decreciente son: salud y seguridad de trabajadores y pobla-
cion aledana, aguas superficiales y subterraneas, aire, suelos, fauna y flora.
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La metodologia utilizada para la evaluacion del impacto demostro que las acciones mas impac-
tantes y los factores mas impactados son la generacion de residuos liquidos y la salud y seguridad
de los trabajadores y poblacion aledafia.

CONCLUSIONES

Al analizar los flujos contaminantes en la produccion de la Furvina en el Centro de Bioactivos
Quimicos, se determind, que las variables ruido y concentracion promedio de las inmisiones de NO,,
no comprometen la salud y el desempefio laboral del personal.

En el caso de los residuales liquidos se determiné que después del tratamiento cumplen con los
parametros establecidos en la NC 27:2012, para ser vertidos al alcantarillado ; ademas, los residuos
sélidos generados se almacenan y se transportan segun lo descrito en la Licencia Ambiental para el
Manejo de Desechos Peligrosos en el pais.

La aplicacion de la metodologia desarrollada por Conesa para la evaluacion de impactos am-
bientales permitié conocer que las acciones mas impactantes y los factores mas impactados son
la generacién de residuos liquidos y la salud y seguridad de los trabajadores y poblacion aledafia,
respectivamente.
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ABSTRACT

Yacon (Smallanthus sonchifolius), a root crop of South American origin, is considerably rich in health-
related substances, such as antioxidants and fructooligosaccharides (FOS). To increase the productivity,
biochemical value of yacon plants and their resistance to diseases, modern biological preparations, such as
growth regulators era recommended. In this work, the influence of biological preparations — Albite (Russia)
and Lebame (Cuba) on the growth and development of yacon’s plants, as well as the content of pigments
and antioxidants in the leaves were studied. The use of growth regulators Albite and Lebame, and the use of
phytolamp had a positive impact on the increasing intensity of the photosynthetic apparatus and leaf growth
biomass of plants yacon.

Key words: yacon, Smallanthus sonchifolius, Albite, Lebame, phytolamp, growth regulators, active compounds.

RESUMEN

Yacon (Smallanthus sonchifolius), tubérculo de origen sudamericano, es considerablemente rico en
sustancias relacionadas con la salud, como antioxidantes y fructooligosacaridos (FOS). Para aumentar la
productividad, el valor bioquimico de las plantas de yacdn y su resistencia a enfermedades, son recomendadas
preparaciones biologicas de reguladores de crecimiento. En este trabajo se estudio la influencia de los
biopreparados: Albite (Rusia) y Lebame (Cuba) en el crecimiento y desarrollo de las plantas de yacén, asi
como el contenido de pigmentos antioxidantes en las hojas. El uso de los reguladores de crecimiento, Albite
y Lebame, tuvo un impacto positivo que incremento la intensidad del aparato fotosintético y el crecimiento de
la masa foliar de las plantas de yacon.

Palabras clave: yacon, Smallanthus sonchifolius, Albite, Lebame, fitolampara, reguladores de crecimiento,
compuestos activos.

INTRODUCTION

Yacon (Smallanthus sonchifolius) is a root crop native to the Andean region, that has been
introduced and cultivated in Russia its capability to adapt to different climatic regions, altitudes and
soils (Caetano (1) and Gins (2)). Yacon yields fruit-like tubers, crunchy and juicy with a relatively
sweet taste, that are usually consumed raw or cooked as a sweet, juicy vegetable (Gins, (3)).

Yacon is also considered a functional food due to its chemical composition, that are beneficial to
human health (Caetano (1), Gins (3) and de Moura (4)). These health benefits are associated with
phenolic compounds, antioxidants and health promoting carbohydrates. The antioxidant capacity
of yacon was evaluated between 23 and 136 pmol/g trolox equivalent of the dry matter, and total
phenolic compounds represent 0.79 % to 3.08 % of the dry matter (Caetano (1) and Khajehei (5)).
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Carbohydrates’ content in yacon roots is dominated by inulin and fructooligosaccharides (FOS),
and their health benefits are heighted by studies, that show, that they can reduce glycemic index,
body weight and the risk of colon cancer (Caetano (1), Khajehei (5) and de Almeida (6)). They
are classified as prebiotic food that resist digestion and absorption in gastrointestinal tract (small
intestine); are fermented by the gut (large intestine) microbiota, and stimulates the growth and activity
of beneficial bacteria in the lower-gut towards a healthier composition (Caetano (1), de Moura (4)
and Dwivedi (7)). Studies also show that the composition of FOS and other bioactive compounds is
influenced by the cultivar (de Almeida (6)), thus highlighting the importance of breeding cultivars with
higher content of FOS, phenolic compounds and antioxidants.

Due to the benefits of yacon’ bioactive compounds and their dependency to cultivars’ characteristics,
it is crucial to gain better understanding of these health benefits, and breeding methods of bioactive
compounds rich yacon plants.

The present study aims to use of growth regulators Albite and Lebame, and the use of phytolamp
had a positive impact on the increasing intensity of the photosynthetic apparatus and leaf growth
biomass of plants yacon.

MATERIALS AND METHODS

Research and field experiments were carried outin 2017 - 2018 years in the All-Russian Research
Institute of Vegetable Breeding and Seed Production (VNIISSOK) and in the Agricultural Technology
Institute People’s Friendship University in open and protected ground. Phenological observations and
biometric measurements and the others analyses were carried out in accordance with the guidelines
for the study of green crops, developed in VNIISSOK.

RESULTS AND DISCUSSION

Comparison of biometric characteristics of yacon plants from 10/03/2017 to 30/03/2018 under
different growing conditions (different doses of nutrition and under the influence of different light rays)
(Table 1).

Table 1. Biometric characteristic of yacon plants from 25/11/2017 to 30/03/2018
under different growing conditions

. Under Under the | Control under
elEnErE phytolamp | white lamp daylight
Control - - 22+15
Height. cm Lebame 20£15 16+1.3 2717
Albite 29+1.7 29+1.7 44 + 3.5
Control - - 7+5.3
Number of Lebame 7+45 6+34 7+45
leaves
Albite 7+5.0 7+5.0 7+5.0
Control - - 6+45
Leaf blade Lebame 9+65 7+50 645
width. cm
Albite 10+ 8.5 7+45 6+45
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Based on the data obtained in this table, we can make the following conclusion:

1. The tallest plants themselves were obtained using the optimal dose of Albite, especially when
using daylight.

2. The largest number of leaves was obtained at optimal dose of Albite, especially under fluores-
cent light and phytolamp.

3. Width of the leaf blade of plants more imposing was obtained under phytolamp and at the op-
timal dose of Albite.

Table 2. The content of photosynthetic pigments in the leaves of the yacon when grown
in different types of lighting and biological products

L Chlorophyli Carotenoid CCA,H,0 | CCA,C,H.OH
mr/r
Yacon control 1.12 0.41 0.54 0.61
Yacon control + Lebame 1.39 0.45 0.57 0.66
Yacon + white lamp + Lebame 1.71 0.54 0.67 0.78
Yacon + phytolamp + Lebame 1.95 0.66 0.74 0.79
Yacon control + Albite 1.15 0.38 0.56 0.63
Yacon + white lamp + Albite 1.43 0.46 0.60 0.72
Yacon + phytolamp + Albite 1.79 0.56 0.72 0.79

* standard deviation did not exceed 5 % of the average.

As follows from the experimental data obtained earlier and now, the radiation spectrum of irradia-
tors equipped with white light lamps, it is advisable to optimize the led emitters taking into account the
activation of biosynthesis of biologically active substances and antioxidants, as well as depending on
the type, variety and stage of development.

The exposure of plants yacon light phytotolamp significantly increases the content of photosyn-
thetic pigments and hydrophilic low molecular weight antioxidants in the leaves in comparison with
fluorescent lamps and fluorescent light (control).

Ascorbic acid is a strong antioxidant and is found in products of plant origin, which is a set of all
low-molecular metabolites with antioxidant activity involved in the protective and regulatory reactions
of the cell. The results observed that plants with higher concentrations of ascorbic acid were flooding
(Table 3).

Table 3. The content of ascorbic acid in the leaves of the
yacon when grown in different types of lighting and biologi-
cal products

The main function of the antioxidant
metabolome in the cell is to neutralize the
active forms of oxygen and free radicals

STl e e TR tha.t occur ir! Iargg quantit?es under the
action of abiogenic and biogenic stres-
Yacon control 12.32 sors, and the formation of resistance to
Yacon control + Lebame 14.08 oxidative stress.

Yacon + white lamp + Lebame 17.60 The results observed that the plants
Yacon + phytolamp + Lebame 19.36 treated with al and Lebame turned out
Yacon control + Albite 17.60 to be producers of high concentration
Yacon + white lamp + Albite 22.88 of ascorbic acid in comparison with the
Yacon + phytolamp + Albite 19.36 control, and according to Gins M. S, (3),
especially those who grew up under the

phytolamp.
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CONCLUSSIONS

Albite, in a concentration of 5 ml per 1 liter, has a stimulating effect on increasing the intensity
of the photosynthetic apparatus of the leaves, the growth of plant biomass, the further pro-
cesses of growth and development of plants, and can be used as an element of progressive
technology of cultivation of yacon.

Lebame, in a concentration of 10 ml per 1 liter, has a stimulating effect on increasing the con-
centration of ascorbic acid.

Use phytolamp is more effective in stimulating plant growth because phytolamp emit blue and
red spectrums of light of great intensity, while the fluorescent lamp also has light of both spec-
tra, but most of the light is generated by the blue spectrum.
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RESUMEN

Se evaluod el efecto de la agitacion a 300 y 500 rpm sobre el crecimiento de Bacillus megaterium MS941
(PRFBm1) y la produccién de una variante truncada de la enzima destranasacarasa DSR-F-ASP-AGBD de
145 kDa, en fermentacién discontinua, en un biorreactor con medio 2XYT, se mantuvo constante el suministro
de oxigeno en 30 %. Al trabajar con una agitacién de 300 rpm, el crecimiento microbiano fue dos veces mayor
en comparacion con la condiciéon a 500 rpm. Igualmente, la producciéon de DSR-F-ASP-AGBD se favorecié y
se obtuvieron valores de 49,87 UIl.L* en la fraccion celular y 124,6 Ul.L** en la fraccién sobrenadante.
Palabras clave: dextranasacarasa, fermentacion, velocidad de agitacion, DSR-F-ASP-AGBD.

ABSTRACT

The effect of agitation at 300 and 500 rpm on the growth of Bacillus megaterium MS941 (pRFBm1) and
the production of a dextransucrase truncated variant enzyme DSR-F-ASP-AGBD of 145 kDa, in discontinuous
fermentation in a bioreactor with 2XYT medium, keeping the oxygen supply constant at 30 %, was evaluated.
When working with an agitation of 300 rpm the microbial growth was 2 fold higher compared to the condition
at 500 rpm. Likewise, the production of DSR-F-ASP-AGBD was favored, obtaining values of 49, 87 IU.L! in
the cellular fraction and 124,6 IU.L? in the supernatant fraction.

Key words: dextransucrase, fermentation, stirring rate, DSR-F-ASP-AGBD.

INTRODUCCION

B. megaterium ha adquirido un creciente interés para la produccion de proteina extracelular (1,2).
En comparacion con otros hospederos mas reconocidos como Escherichia coli y Bacillus subtilis,
Bacillus megaterium exhibe muchas ventajas que lo posicionan a la vanguardia de nuevos proyec-
tos investigativos. Tal es el caso de la produccion de proteinas recombinantes, donde se han obte-
nido buenos rendimientos (3-6).

Las dextranasacarasas son enzimas extracelulares, que pueden encontrarse también asociadas
a la célula (7), producidas por bacterias pertenecientes al género Leuconostoc y se emplean para
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sintetizar varios tipos de glucanos con diferentes tamafos y estructuras (8); por ejemplo, la dextrana
gue es un polimero ampliamente usado en la industria farmacéutica y de los cosméticos (9,10).

Adicionalmente, cuando se trabajan procesos microbianos el mezclado del fluido afecta la
fisiologia celular y la produccion de metabolitos (11), por ello es necesario evaluar las mejores
condiciones que garanticen buenos resultados. De ahi que el objetivo de este trabajo sea la
evaluacion preliminar del crecimiento de la cepa B. megaterium MS941 (pRFBm1), que porta el
gen que codifica para la variante truncada de la enzima dextranasacarasa DSR-F-ASP-AGBD, y su
produccion en fermentaciones discontinuas, a dos velocidades de agitacion.

MATERIALES Y METODOS

Microorganismo empleado

La cepa utilizada para todos los estudios es Bacillus megaterium MS941_(pRFBm1), perteneciente
a la Coleccién de Cultivos Microbianos del ICIDCA, que esta modificada genéticamente para la
produccion de una variante truncada de la enzima dextranasacarasa DSR-F-ASP-AGBD de 145
kDa, inducida por la presencia de xilosa en el medio de cultivo. Es una cepa deficiente de la proteasa
alcalina NprM (1), con resistencia a la tetraciclina portada por el plasmido pRFBm1.

La cepa es mantenida en glicerol al 15 % (v/v), a -80 °C. Generalmente, durante el desarrollo de
los experimentos se mantiene mediante siembras periddicas en placas de LB agar, con tetraciclina
cuya composicion consiste en extracto de levadura (5 g.L?), triptona (10 g.L?), NaCl (10 g.LY) v
tetraciclina (10 pg.mL™); todos los componentes, a excepcion del antibiético, fueron esterilizados a
121 °C, durante 20 minutos. La tetraciclina fue afiadida al medio estéril a partir de una solucién a
10 000 pg.ml?en alcohol absoluto. Posterior a una incubacion a 37 °C, durante 24 horas, se conser-
varon los cultivos en refrigeracion, a temperaturas entre 2y 5 °C.

Preparacion de los inéculos

A partir de una placa con medio LB agar con tetraciclina se transfiere una colonia a un matraz de
500 mL de capacidad nominal, que contiene 50 mL de medio 2XYT (Extracto de levadura 10 g.L*;
Triptona 16 g.L*; NaCI 5 g.L* y tetraciclina de 10 pg.mL™*, preparado en Tris-HCI 100 mM, pH 6.4)
durante 16 h, a 37 °C y 175 rpm.

Crecimiento de B. megaterium MS941 (pPRFBm1) y produccion de enzima dextranasacarasa
(DSR-F-ASP-AGBD)

Se evalu6 el comportamiento de la cepa B. megaterium MS941 (pRFBm1), en cuanto a crecimiento
microbiano y produccion de la enzima dextranasacarasa DSR-F-ASP-AGBD, en modo de operacion
discontinuo. Se inocularon los fermentadores BIOSTAT C Plus de 10 L de capacidad nominal, con
volumen efectivo de 5 L, con una relacion de inoculacion de 1 % (v/v).

La fermentacion se llevo a cabo en medio 2XYT, durante 24 h, se mantuvo el pH a 6,5y la tem-
peratura en 37 °C, hasta el momento de realizar la induccién, que queda establecida cuando el
cultivo alcanza valores de densidad optica a 600nm (DO, ), entre 0.3y 0.4. La induccién consiste
en la adicién de xilosa, a una concentracion de 0.5 % (v/v), a partir de este momento se disminuye
la temperatura hasta 25 °C hasta la hora final del proceso. La saturacion de oxigeno se mantuvo
en 30 % y se evaluo el efecto de la agitacion a 300 y 500 rpm en el crecimiento microbiano y la
produccion de la enzima dextranasacarasa
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Determinacion del crecimiento
El crecimiento de la cepa B. megaterium MS941 (pRFBm1) se determiné mediante la medicion
de la densidad oOptica a 600 nm, en espectrofotometro

Determinacién de materia seca gravimétrica (MSG)

Se tomo6 una muestra por triplicado del caldo fermentado y se centrifugé a 10 000 x g, durante 10
minutos, para separar la biomasa producida. Se lavo esta biomasa con agua destilada y se centri-
fugd nuevamente. La biomasa se colocé en la estufa a 105 °C por un tiempo de 24 h, para garantizar
la sequedad total de la muestra.

Los resultados se expresaron como ganancia neta de biomasa, que se determina por la diferen-
cia entre las horas finales e iniciales de la fermentacion.

Electroforesis en geles de poliacrilamida

Para la deteccion cualitativa de la presencia de la enzima dextranasacarasa DSR-F-ASP-
AGBD se emple6 un sistema XCellSureLock™ Mini-Cell, con geles (3-8 % Bis Tris Gel). Utilizando
antioxidante, tampéon de corrida, agente reductor y tampon de carga NuPAGE (Invitrogen). El
tampon de carga se prepard con el agente reductor y, posteriormente, se mezclé con la muestra
en proporcién 1:3, respectivamente. Se aplicaron en el gel 25 puL de muestra y la electroforesis se
llevé a cabo durante, aproximadamente, 1 h a 150 Volts. Al finalizar, para detectar formaciéon de
dextrana, el gel fue sometido a 3 lavados, durante 20 minutos en agitacion orbital con una solucién
tampon de 50 mMNaAc (pH 5.4), Triton X-100 0.1 % (v/v), CaCl, 0.05 g.L*, posteriormente se
sumergid en una solucion de sacarosa al 10 % (p/v) en el mismo tampén y se incubd a 30 °C
durante toda la noche; se visualizd, a simple vista, la aparicion de bandas de dextrana de color
blanco. Para colorearlas se empled el reactivo de Schiff. En todas las corridas electroforéticas
se incluy6 el patron de proteinas de alto peso molecular (PageRulerPrestainedProteinLadder,
ThermoScientific).

Determinacion de actividad enzimatica dextranasacarasa

Las fracciones celulares se suspendieron en una solucién tampoén acetato de sodio 50 mM (pH
5.4), CaCl,0.05 g.L*, Tritdbn X-100 0.1 % (v/v) y se mantuvieron en congelacion a -20 °C hasta el
momento de realizar el andlisis.

Las reacciones enzimaticas se ensayaron a 40 °C, en tampon acetato de sodio 20 mM (pH 5.4),
CaCl,a0.05 g.L*, Triton X-100 0,1 % (v/v) y una solucion de sacarosa a 100 g.L*, en un volumen to-
tal de reaccion de 5 mL. Se determind la fructosa liberada, mediante Kit enzimatico ENZYTEC (12).

Se define como 1 unidad internacional (Ul) la cantidad de enzima que cataliza la liberacién de 1
pumol de fructosa, en un minuto, bajo las condiciones ensayadas.

Procesamiento estadistico de los resultados

Los resultados fueron procesados, primeramente, por el programa Microsoft Excel 2010. Los
valores de ganancia neta de biomasa, adicionalmente fueron analizados mediante ANOVA Simple,
con el empleo del programa Statgraphics Centurion version XVL.II.

RESULTADOS Y DISCUSION

En estudios anteriores se ha evaluado la temperatura del proceso y se ha establecido como la
mejor condicién la combinacién entre 37 y 25 °C, empleada en este trabajo para la produccion de
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DSR-F-ASP-AGBD recombinante, sin producir graves afectaciones en el crecimiento celular (datos
no mostrados).

Se conoce que la agitacion es un parametro que garantiza la homogeneizacion en el biorreactor,
tanto de nutrientes como de la temperatura y el pH fijado, durante el proceso. Pudiera pensarse que
a mayor agitacion se veran favorecidas las respuestas de interés, en este caso, crecimiento micro-
biano y produccién de enzima. Sin embargo, una agitacion excesiva puede resultar inconveniente
para ambas. En este sentido, hay autores que refieren que la agitacion puede crear fuerzas de corte
gue producen cambios morfoldgicos, asi como variaciones en el crecimiento de algunos microorga-
nismos (13). Por ello, es necesario estudiar las condiciones Optimas en cada caso.

En la figura 1 se presentan las curvas de crecimiento de la cepa B. megaterium MS941 (pRFBm1)
ante las velocidades de agitacion evaluadas (300 y 500 rpm), medidas como el incremento en la
densidad oOptica a 600 nm. Se observa que el microorganismo alcanza mayores valores de densi-
dad optica cuando la agitacion en el fermentador se mantiene en 300 rpm. Para ambas condiciones
de trabajo, durante las 3 primeras horas el cultivo se mantiene en fase de adaptacion. Luego se
comporta con un discreto incremento hasta la hora 8 0 10 y, a partir de entonces, se perfila la fase
exponencial, la cual se hace mas evidente para la condicién de 300 rpm, sin haber concluido esta,
al menos durante las 24 horas del estudio.

Figura 1. Crecimiento de B. megaterium MS941
(pPRFBm1) en cultivo discontinuo, a 300 y 500 rpm,
manteniendo la saturacion de oxigeno en 30 %.

El resultado anterior es corroborado con la determinacion de la materia seca gravimétrica, ex-
presada en la figura 2 como la ganancia neta de biomasa, la cual contempla la diferencia entre la
hora final e inicial del cultivo. En este caso la ganancia neta de biomasa, al trabajar en la condicién
de 300 rpm, duplica a la que se obtiene a 500 rpm, por lo que es favorable la disminucion de la
agitacion en este proceso.

Figura 2. Representacion de la ganancia
neta de biomasa expresada sobre la base
de la materia seca gravimétrica.

Adicionalmente, los valores medios de la ganancia neta de biomasa, expresados en base seca
fueron analizados mediante un procedimiento de ANOVA Simple, para detectar o no la existencia de
diferencias significativas entre ellos. En la figura 3, se presenta el grafico de medias, correspondien-
te a dicho analisis. Segun estos resultados se puede plantear que existen diferencias significativas
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entre las condiciones de agitacion evaluadas, con un valor-P menor que 0.05 (0.0001), con un nivel
de confianza de 95 %, al aplicar la prueba de multiples rangos, con el método de diferencia minima
significativa (LSD) de Fisher.

Figura 3. Grafico de medias,
con empleo del método de
LSD de Fisher.

Segun Potumarthi et al. (14), el crecimiento y la produccion de proteasas alcalinas en Bacillus
licheniformis NCIM-2042, se afectaron al trabajar a velocidades de agitacion por encima de 300 rpm,
al cabo de 72 horas de cultivo, incluso cuando se evaluaron diferentes niveles de aireacion en el
mismo sistema (1, 2y 3 vvm) (14).

En la figura 4 se muestra el zimograma para ambas fracciones celulares (biomasa y sobrena-
dante). La fraccion biomasa (figura 5A) se emple6 10 veces concentrada, razoén por la cual la banda
correspondiente es mas intensa que las que se obtienen para la fraccion sobrenadante (figura 5B).
Resulta evidente la degradacion proteolitica sufrida por la DSR-F-ASP-AGBD, en la fraccion sobre-
nadante (figura 5B), a pesar de que la cepa empleada carece de la proteasa extracelular NprM (1).
Malten et al. (5) encontraron el mismo fendmeno al emplear este hospedero para producir la dex-
tranasacarasa DSR-S. Es de destacar la deteccién de una banda a la altura de los 65 kDa, para la
fraccion biomasa, cuando se trabaja a 300 rpm y 30 % de pO, (linea 1 figura 5A) y una banda a la
altura de los 50 kDa en la fraccion sobrenadante, al trabajar a 500 rpm y 30 % de pO,; para ambos
casos, la aparicion de dichas bandas demuestra la presencia activa de lo que pudiera ser una dex-
tranasacarasa de menor peso molecular, aunque es necesario demostrar dicha teoria.

Figura 4. Zimograma para las fracciones
biomasa (A), concentrada 10 veces Yy
sobrenadante (B) con agitacion a 300 y 500
rpm y el porciento de saturacion de oxigeno
(pO,) al 30 %. La linea M representa el patron
de peso molecular en ambos geles. Linea 1,
biomasa de condicion 300 rpm y 30 % pO.,,.
Linea 2, biomasa de condicion 500 rpm y 30
% pO,. Linea 3, sobrenadante de condicion
300 rpmy 30 % pO,, y, linea 4, sobrenadante
de condicion 500 rpm y 30 % pO,,.
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La figura 5 muestra la cuantificacion de la actividad enzimatica en las fracciones biomasa y so-
brenadante, para las condiciones de agitacion evaluadas en este estudio. En el caso de la fraccion
biomasa, la actividad detectada se corresponde con la enzima asociada a la pared celular de la cepa
de B. megaterium MS941 (pRFBm1).

Figura 5. Actividad enzimatica dextranasacarasa DSR-F-ASP-AGBD, expresada en
UI.L? para las fracciones biomasa y sobrenadante con agitacién a 300 y 500 rpm
y el porciento de saturacion de oxigeno (pO,) al 30 %.

Tal y como se muestra en la figura, a la condicién de agitacién de 300 rpm, se consiguen mayores
valores de actividad enzimatica DSR-F -ASP-AGBD, tanto en la fracciéon asociada en la biomasa
como en el sobrenadante. En el caso de la fraccion biomasa los niveles de enzima expresados en
UI.L* son casi dos veces superiores a 300 rpm. Sin embargo, para la fraccion sobrenadante, la su-
perioridad de esta condicion resulta mas bien ligera.

Conviene destacar que el modo de fermentacion por lotes no es el mas comunicado en la litera-
tura para la obtencion de enzimas dextranasacarasas, sino que los mejores resultados son informa-
dos al emplear sistemas de fermentacidn incrementados. Tal hecho es demostrado por Malten et al.
(5), que emplean un cultivo discontinuo incrementado para alcanzar elevadas densidades celulares
(80 g.L1) y, por consiguiente, detectan mayores actividades enziméaticas (28600 U.L?) en un siste-
ma, a partir de B. megaterium MS941, produciendo la dextranasacarasa DSR-S, a pesar de trabajar
a 500 rpm y 37 °C, durante, 36 horas de cultivo.

A pesar de que los niveles de enzima obtenidos asociados a la biomasa son inferiores (2.5 veces)
a los del sobrenadante, al trabajar a 300 rpm, estos ultimos no se consideran del todo positivos,
lo que coincide con informes de Hollman et al. (15), los cuales consideran que el tamafo de esta
proteina (180 kDa) puede dificultar su secrecién al medio de crecimiento, a pesar de que la variante
truncada de DSR-F (DSR-F-ASP-AGBD) es mas pequefa (145 kDa), este mismo hecho pudiera
también estar limitando la secrecion al sobrenadante de la enzima.

CONCLUSIONES

El aumento de la agitacién en el proceso de fermentacion discontinuo, bajo las condiciones de
estudio, afecta el crecimiento de la cepa B. megaterium MS941, tanto como a la produccion y secre-

61



cion de la enzima dextranasacarasa DSR-F-ASP-AGBD, por lo que se considera conveniente tra-
bajar a velocidades de agitacion de 300 rpm. Las mayores concentraciones de enzima se obtienen
en la fraccion sobrenadante, aunque se detecta la enzima asociada a la biomasa. Estos resultados
sugieren emprender nuevos estudios para determinar la velocidad de agitacion 6ptima para el cre-
cimiento de la cepay la produccién de la enzima de interés; asi como la relacién de este parametro
con la aireacion del sistema.
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RESUMEN

La produccion de aguardiente se ha visto afectada en las fabricas debido a la elevada concentracion de
alcoholes superiores en destilados. En este trabajo se determinaron alcoholes superiores totales en destila-
dos tanto a nivel industrial como a nivel de laboratorio. EI método empleado fue la cromatografia de gases.
Fueron evaluadas 9 muestras de destilados para el andlisis a nivel industrial y 4 muestras de destilados a
nivel de laboratorio, formuladas con 4 mieles tributarias. Estas ultimas fueron identificadas como: I, II, lll y IV
(Proceso (mezcla de mieles), Ifrain Alfonso, Melanio Hernandez y Uruguay), de acuerdo con el ingenio de
procedencia de las mieles tributarias. Los alcoholes superiores 1-propanol y 2-metil-1-butanol, se detectaron
en una menor cuantia en los destilados industriales, este hecho nos advierte sobre la necesidad de su cuan-
tificaciéon mediante la cromatografia de gases.

Palabras clave: alcoholes superiores, destilados, cromatografia de gases.

ABSTRACT

Production of spirits has been affected in factories due to high concentration of higher alcohols in distillates
products. In this work, total higher alcohols were determined in fermentations both at industrial level and at
laboratory level. Method used was gas chromatography. Ninedistillates samples were evaluated for analysis
at industrial level and four distillates samples at laboratory level formulated with four tributary molasses. These
molasses were identified as [, Il, Il and IV (Process (mixture of molasses), Ifrain Alfonso, Melanio Hernandez
and Uruguay) according to origin of tributary molasses. Higher alcohols 1-propanol and 2-methyl-1-butanol
were detected to a lesser extent in industrial distillates, this fact warns us about the need for their quantifica-
tion by gas chromatography.

Key words: higher alcohols, distillates and gas chromatography.

INTRODUCCION

En la fermentacion alcohdlica son producidos junto con el etanol, muchos compuestos denomi-
nados mayoritarios. Entre éstos, algunos de los mas importantes resultan los alcoholes superio-
res:1-propanol, 2-metil-1-propanol, 2-metil-1-butanol y 3-metil-1-butanol, separados en las colum-
nas rectificadoras en forma de aceite de fusel (alcoholes con méas de dos atomos de carbono) (1). En
una segunda etapa de destilacion las concentraciones de esos compuestos pueden ser controlados
en sus intervalos de concentracion para que los productos finales clasifiquen como alcoholes o
aguardientes (2).

En el proceso de transformacion de azlcares en alcohol, elevadas concentraciones de melazas
o siropes pueden afectar la supervivencia de levaduras que tienen diferentes tolerancias a las con-
centraciones de azucares y de etanol y no pueden realizar la fermentacion en tal medio. Los azu-
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cares empleados en la fermentacion suelen ser: dextrosa, maltosa, sacarosa y lactosa (azucar de
la leche). El nUmero de levaduras es contado en el laboratorio, o en la industria, mediante camaras
de conteo de Neubauer (3).

Se ha demostrado que dentro de los factores que pueden determinar la composicion de la frac-
cion aromatica (especialmente los alcoholes superiores) de fermentaciones derivadas de jugos y
melazas provenientes de la fabricacién de azucar de cafa (4), se encuentran: la cepa Saccha-
romyces cerevisiae empleada, y la relacidon carbono-nitrégeno, especificamente nitrdgeno aminico
y amoniacal presentes en el medio de fermentacion.

La cuantificacién del etanol producido en la fermentacion no solamente nos informa sobre la
biosintesis del metabolito primario mas importante de esta fermentacion, sino también nos permite
realizar importantes calculos que evaluan de forma integral la eficiencia de un sistema: rendimientos
en fermentacion en base a azucares suministrados y/o consumidos, indice de consumo de miel y
productividad del sistema.

Para evaluaciones que incluyan la fraccion aromatica, de igual forma los valores de los compo-
nentes mayoritarios, deben referirse al grado alcohdlico de la fermentacién de la cual provienen,
pues la generacion de estos, esta estrechamente relacionada con la sintesis de etanol.

El objetivo de este trabajo es determinar la concentracion de alcoholes superiores totales en des-
tilados, tanto a nivel industrial como a nivel de laboratorio.

MATERIALES Y METODOS

Deteccidn de alcoholes superiores totales en destilados a nivel industrial

Fueron evaluadas 9 muestras de destilados de destilerias del Grupo Empresarial AZCUBA,
procedentes de diversas regiones del pais (tabla 1), colectadas en la campafia 2014-2015. Estas
muestras procedieron de destilerias con diferentes esquemas tecnolégicos, en cuanto a importantes
parametros operacionales en el area de fermentacion (disponibilidad de sistemas de enfriamiento,
capacidades instaladas para la propagacion desde el laboratorio, volumen efectivo de operacion en
la sala de fermentadores, asi como el tipo de materia prima que procesan durante la campafia (jugo
de filtros, miel B, miel final o mezcla de estos sustratos).

Estos fermentados fueron destilados segun el procedimiento descrito en la norma para grado al-
cohdlico (5) determinando asi su grado alcohdlico por densimetria digital y alcoholes superiores por
el método cromatografico descrito.

Deteccidn de alcoholes superiores en destilados obtenidos a nivel de laboratorio

Fueron analizados fermentados a nivel de laboratorio (300 mL) realizados segun metodologia de
Fundora (6), formuladas con 4 mieles tributarias de la Destileria “Paraiso” colectadas en la campafia
2014-2015. Las muestras fueron identificadas como |, Il, Il y 1V, de acuerdo con el ingenio de pro-
cedencia de las mieles tributarias.

Estos fermentados fueron igualmente destilados, segun el procedimiento descrito en la norma
para grado alcohdlico (5) y se determiné asi su grado alcohdlico, por densimetria digital y, alcoholes
superiores, por el método cromatografico descrito.

Método cromatografico

Se empled un cromatdgrafo de gases modelo GC-17A (SHIMADZU, Japén, Kioto) con columna
capilar CP—WAX 10 (60 m. x 0.25 mm d.i. 0.25 pum espesor de pelicula) con detector de llama (FID) y
equipado con inyector automatico. El gas portador que se us6 fue el hidrégeno 128 kPa; el volumen
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Tabla 1. Fermentados a partir de fermentadores finales de destilerias.
Grupo empresarial AZCUBA. Campafa 2014-2015
Descripcion tecnolégica. Area fermentacion

Muestras | Destileria/Provincia _ . . . Volumen
Enfriamiento | Propagacion* | Materia prima .
operacional

. Jugos de filtro,
HDu VEB Herlperto Presente Ausente mezcla mieles B 101 m3
Duquesne / Villa Clara y final

MH1 UEB M. Herqqndez/ Presente Presente Miel final 258 m?®
Sancti Spiritus

MH2 UEB M. I.—Iern,gndez / Presente Presente Miel final 258 m?®
Sancti Spiritus

MH3 UEB M. I.—|ern,gndez/ Presente Presente Miel final 258 m?®
Sancti Spiritus

MH4 UEB M. I.—|ern,gndez/ Presente Presente Miel final 258 m?®
Sancti Spiritus

UEB H. Molina /

HMo Ausente Ausente Miel B 179 m?3
Mayabeque
JRa UEB J. Rabi/ Ausente Ausente Miel final 131 md
Matanzas
ACo UEB A. Colina / Presente Presente Miel B 180 m?®
Granma
AGu UEBA. %Jr:taesras /'Las Ausente Presente Miel final 210 m?®

* Posean o no capacidades instaladas para la propagacion de levaduras a partir de laboratorio con cepas
seleccionadas (Presente), o en su defecto (Ausente) propagan a partir de levaduras secas activas comerciales.

de inyeccion fue de 1pl Split 1:25 y las temperaturas de la columna: 40 °C por 10 min 40 °C a 70 °C
a 5 °C/min, del inyector150 °C y del detector 250 °C.

Como patrones se utilizaron acetaldehido, acetal, acetato de etilo, metanol, 1-propanol, 1-bu-
tanol, 2-metil-1-propanol, 2-metil-1-butanol, 3-metil-1-butanol y como estandar interno 1-pentanol,
reactivos de la firma Sigma-Aldrich, EE.UU, con una pureza superior a 99 %. Estas son firmas
productoras regidas por sistemas de gestion de la calidad certificados, segun las normas I1SO, con
certificado de pureza vy libre de otras impurezas de congéneres del etanol. El agua para el analisis
cumplié con la norma (7).

RESULTADOS Y DISCUSION

Alcoholes superiores en destilados industriales

La técnica desarrollada por cromatografia de gases fue aplicada a destilados industriales, co-
lectados en 9 destilerias del sistema AZCUBA, durante la campana 2014-2015. En la figura 1, de
manera representativa, se muestran los cromatogramas superpuestos de dos de los destilados, en
los que se pudieron identificar los compuestos presentes, mediante su comparacion con los iden-
tificados en los cromatogramas de cada una de las concentraciones de la curva patron elaborada.
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Figura 1. Cromatogramas superpuestos de los destilados con los congéneres y alcoholes superiores
identificados, incluyendo los tiempos de retencion.

También se pudieron cuantificar cada uno de estos compuestos, mediante el método del estandar
interno, que tiene como ventaja que compensa las pequefias variaciones que se producen en la res-
puesta cromatografica, durante la realizacion de los experimentos y ambos (patron y componente)
sufren las mismas desviaciones en la misma extension, este método considera la diferencia que
existe entre las respuestas especificas de cada componente. La tabla 2 refleja la cuantificacion de
componentes volatiles mayoritarios en los 9 destilados industriales, obtenidos por destilacion simple
de fermentados.

Tabla 2. Componentes volatiles mayoritarios en muestras de destilados industriales.
detectados mediante cromatografia de gases expresados en g/100 L AA

2-metil- . .
o acetal- | acetato | Meta- | 1-pro- 2-metil 3-metil-

Destilerias | johido |deetilo| nol panol 1-pnrg|pa- 1-butanol | 1-butanol | €T ol
H. Duquesne 4.9 19.3 3.0 46.2 69.1 52.0 296.5 492.8 | 463.8
M. Hernandez 17.2 14.3 2.0 79.2 109.6 71.3 293.8 590.2 | 553.9

H. Molina 14.6 16.0 0.7 60.3 180.8 79.6 355.8 707.7 | 676.5
J. Rabi 5.1 16.0 1.9 58.4 62.6 33.8 209.4 387.2 | 364.2
A. Colina 6.8 12.6 0.1 41.6 79.3 48.1 272.5 461.0 | 4415

A. Guiteras 15.9 36.6 12.1 | 91.1 80.2 36.1 169.8 441.8 | 377.1

M.Hemandez | g, 332 | 1.3 | 1078 | 605 43.2 209.1 | 461.2 | 420.6
(2015)
M. Hernandez

2015 sulfato 15.6 9.1 2.0 43.7 56.6 40.0 152.1 319.1 | 2924
F4 grado 4.9
M. Hernandez
2015 sulfato 5.9 5.3 3.6 40.5 54.6 33.6 136.4 279.9 | 265.0
F6 grado 4.8

Leyenda: AST (alcoholes superiores totales: suma de1-propanol, 2-metil-1-propanol, 2-metil 1-butanol
y 3-metil-1-butanol). CT (congéneres totales: suma de todos los componentes).
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Alcoholes superiores en destilados obtenidos a nivel de laboratorio

La fraccién de alcoholes superiores totales (AST) representd en estos destilados un 93 % de la
totalidad de componentes volatiles mayoritarios cuantificados.

La contribucion porcentual individual dentro de la totalidad de congéneres detectados se refleja
en la figura 2,en la que se grafican los valores promedio obtenidos para cada componente mayori-
tario.

Figura 2. Contribucion porcentual de congéneres dentro de la fraccion aromatica,
determinada por cromatografia de gases en los destilados.

Pudieron considerarse representativos los aportes de los alcoholes 3-metil-1-butanol, 2-me-
til-1-propanol, 1-propanol y 2-metil-1-butanol (en orden descendiente de contribucién) y resulto sig-
nificativo el aporte del 3-metil-1-butanol, que representé cerca del 50 % de la contribucion en la frac-
cion aromatica, hecho que fija su incidencia sobre la determinacion de alcoholes superiores totales.

Aunque los alcoholes 1-propanol y 2-metil-1-butanol se detectaron en una menor cuantia en los
destilados industriales, se consideraron representativos dentro de la fraccién (>10 %). Los com-
puestos acetal, 2-butanol y 1-butanol que se presentan en la curva patrén no fueron detectados bajo
las condiciones cromatograficas que establece el analisis.

Teniendo en cuenta la composicion mayoritaria de la fraccion de alcoholes superiores sobre los
congéneres totales (figura 2), se muestran solo los resultados para estos componentes, al ser eva-
luados los fermentados a nivel de laboratorio, por cromatografia gaseosa.

El experimento demostro que la miel tributaria puede ser un factor que incida sobre la formacién
de los alcoholes superiores totales determinados cromatograficamente (AST): sumatoria de alcoho-
les 3-metil-1-butanol, 2-metil-1-propanol, 1-propanol y 2-metil-1-butanol. Se detectaron tres grupos
de homologia para (AST), entre las mieles ensayadas: destaco la miel I, como la de menor sintesis
(217.23 g/100 L AA) y las mieles Ill y IV con concentraciones significativamente mayores (por enci-
ma de 350.00 g/100 L AA).

Al particularizar sobre la contribucion individual de los alcoholes fusel en esta sumatoria (AST);
resulté que, de forma proporcionada, la miel | mostré valores significativamente menores para cada
uno de los compuestos contribuyentes, con respecto a las otras 3 mieles evaluadas (figura 3), con-
trastando con que la miel 11l propicié una mayor formacion de cada uno de los alcoholes superiores
cuantificados.
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Figura 3. Contribucién de alcoholes fusel mayoritarios en la fraccion de alcoholes su-
periores totales, en fermentaciones a nivel de laboratorio con 4 mieles tributarias a
Destileria M. Hernandez. Letras diferentes denotan diferencias significativas.

Tanto el 1-propanol como el 2-metil-1-butanol mostraron idénticos patrones para las cuatro mie-
les, en cuanto a los grupos de homologia, de acuerdo con el analisis estadistico realizado. La com-
posicion porcentual de estos alcoholes, detectada en fermentaciones a menor escala, se correspon-
di6 con el patron observado a nivel industrial en destilerias del Grupo Empresarial AZCUBA.

Estos resultados, en cuanto a la fraccién de alcoholes fusel en la composicion de destilados a
nivel de laboratorio, evidenciaron la sensibilidad y precision de la técnica cromatografica para la de-
teccion del perfil de sintesis de alcoholes superiores en este tipo de matrices.

Debemos comentar que las fabricas que producen aguardiente para formulacion de rones, como
por ejemplo la Destileria M. Hernandez, a la cual tributan estas mieles, poseen un esquema produc-
tivo que evalla, de forma preliminar, los vinos fermentados al terminar cada fermentador y solo se
destinan a la columna de destilacion para aguardiente los fermentados que cumplan con los requi-
sitos normados.

La cuantificacion por cromatografia gaseosa del alcohol 1-propanol posee un importante valor
analitico teniendo en cuenta que llegd a representar aproximadamente un 14 % de la fraccion de
congeéneres totales en los destilados (figura 2).

Conocer la concentracion del 1-propanol es determinante dentro de los parametros de calidad
para aguardientes cubanos, segun la Resolucion del MINAL No. 135/01 (8), que sefala dentro de
los requisitos tecnoldgicos para los destilados de fermentados de jugos y mieles finales obtenidas,
a partir de la produccion de azucar de cafa cultivada y procesada en Cuba, que la relacién entre
alcoholes superiores debe comportarse segun:

3-metil-1-butanol < 2.5 (2-metil-1-propanol + 1-propanol)

En cuanto al cumplimiento de esta premisa, las 4 mieles tributarias mantuvieron este criterio para
el perfil aromatico, que solo puede dilucidarse a través de técnicas cromatograficas.
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CONCLUSIONES

Los alcoholes 1-propanol y 2-metil-1-butanol se detectaron en una menor cuantia en los des-
tilados industriales pero se consideraron representativos dentro de la fraccion (>10 %), de ahi
la necesidad de su cuantificacion empleando la cromatografia gaseosa.

El experimento demostrd que la miel tributaria puede ser un factor que incida significativamen-
te sobre la formacién de los alcoholes superiores en la fraccion aromatica de los destilados.
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RESUMEN

La Unidad Empresarial de Base (UEB) Bioprocesos Cuba 10, del Instituto Cubano de Investigaciones de
los Derivados de la Cafia de Azucar (ICIDCA), tiene entre sus prioridades la creacion de bancos de células
gue le permitan el mantenimiento y conservacion, a largo plazo, de los microorganismos que se utilizan para
la investigacion, desarrollo y produccién de bioproductos. Asi se garantiza el material biolégico necesario
para el sostén de estas lineas de trabajo, con ese objetivo se realizé el estudio que se expone. Para estable-
cer los bancos de cepas del Rhizobium sp 3 y Lactobacillus rhamnosus LB/103-1-5 en glicerol, se utilizo el
método de conservacién por congelacién 6 criopreservacion a -70 ‘C y el método alternativo de conservacion
en suelo estéril, a temperatura ambiente, se seleccioné para la cepa Rhizobium sp. El estudio se inicié con
la ejecucion de los protocolos de trabajo, definidos para las cepas objeto de estudio, su aplicacion permitio la
conservacion adecuada de las cepas Rhizobium sp 3 y Lactobacillus rhamnosus LB/103-1-5, para mantener
las propiedades de viabilidad, homogeneidad y pureza de los bancos establecidos. Se obtuvo una mejor res-
puesta en los bancos de células crioconservados con un 20 % de glicerol (criopreservante) a -70 °C, también
se pudo corroborar la eficacia del método de conservacion en suelo estéril para la cepa Rhizobium sp 3.
Palabras clave: Rhizobium, Lactobacillus, conservacion, glicerol.

ABSTRACT

The Basic Business Unit Bioprocesos Cuba 10, ICIDCA, has amonyg its priorities the creation of cell banks
that allow the long-term maintenance and conservation of microorganisms used for research, development
and production of bioproducts. In this way, the biological material necessary to support these lines of work is
guaranteed, with that objective the study that is exposed was carried out. To establish the Rhizobium sp 3 and
Lactobacillus rhamnosus LB / 103-1-5 strains banks in glycerol, the freezing or cryopreservation method was
used at -70 ° C and the alternative method of conservation in sterile soil at room temperature, was selected for
the Rhizobium sp. The study began with the execution of the working protocols defined for the strains under
study and the application of these methods allowed the adequate conservation of the Rhizobium sp 3 and
Lactobacillus rhamnosus LB / 103-1-5 strains, maintaining the properties of viability, homogeneity and purity
of established banks. It was obtained a better response in the banks established with 20 % glycerol (crypre-
servative) at -70 ° C, as well as the efficacy of the conservation method in sterile soil for the Rhizobium sp 3
strain.

Key words: Rhizobium, Lactobacillus, conservation, glycerol.
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INTRODUCCION

La conservacion de microorganismos de interés industrial es una técnica basica en todo el proce-
so0. La conservacion ha de estar encaminada al mantenimiento de las cepas altamente productivas
durante largos periodos de tiempo sin que se produzcan cambios fenotipicos, especialmente en las
caracteristicas relacionadas con la produccion de los metabolitos secundarios de interés (1).

Los tres objetivos que hay que alcanzar para conservar correctamente las cepas microbianas en
los laboratorios de microbiologia son: que el cultivo a conservar sea puro y evitar que se produz-
can contaminaciones durante el proceso de conservacion; que durante el tiempo de conservacion
sobrevivan, al menos, el 70 u 80 % de las células y, por ultimo, que estas células permanezcan ge-
néticamente estables (1,2).

Con el fin de dar respuesta a estas necesidades se han desarrollado, a través de los anos, di-
ferentes métodos para el mantenimiento y conservacién de organismos como bacterias y hongos,
entre los que se encuentran la liofilizacion, congelacion, transferencia periddica, suspension en
agua destilada estéril, en capa de aceite mineral, desecacion en papel de filtro, desecacion en suelo,
arena, silicagel, entre otros; con los que se busca detener el crecimiento de las células microbianas
sin causar pérdida de viabilidad. Ademas de mantener la estabilidad y pureza de los organismos
preservados (3-5). Por otro lado, la eleccion de un método u otro depende del tipo de microorganis-
mo a preservar, del tiempo que se deseen mantener conservados los cultivos, de los recursos del
laboratorio, asi como el entrenamiento del personal encargado (6,7).

Sobre la base de estos aspectos y la disponibilidad técnica que existe en la UEB Bioprocesos
Cuba 10, se realiz6 un estudio de varios métodos de conservacion para garantizar la disponibilidad
del material biol6gico que se utiliza en la investigacion, desarrollo y produccién de dos bioproductos:
BIOENRAIZ y PROBICID.

Para la produccion del BIOENRAIZ®, se parte de la cepa Rhizobium sp, cepa autoctona aislada
de suelos de cafia de azucar y seleccionada de un total de 23 cepas. El BIOENRAIZ® es un bioes-
timulante cuyos componentes activos son los AlA, producidos por la bacteria Rhizobium sp. Este
ejerce una accion positiva sobre la formacién de las raices y favorece la germinacién, se utiliza
como fitohormona en los procesos de enraizamiento en viveros de reproduccidén por esquejes o
vitroplantulas, sustituye al quimico Actiguard de Novartis, a otras hormonas de Abbot, Ecoscience
y Bayery, al indolacético y otros indoles que hoy se importan en forma de reactivo, para ser usados
en las biofabricas (8).

El PROBICID, se define como un aditivo alimentario microbiano, que beneficia al animal hospe-
dero, mejorando el balance microbiano del tracto gastrointestinal (TGI), que eleva el sistema inmu-
ne, participa activamente en la supresién de patdgenos, mejora la asimilacién de alimentos poco
digeribles y disminuye las sustancias téxicas, influye en la conversion eficiente del alimento para el
crecimiento y/o la produccion, y contribuye, ademas, a una significativa disminucion de la morbilidad
y mortalidad (9).

Por la necesidad de contar con métodos de conservacion que garanticen la preservacion de estas
cepas, dada su importancia econdmica, la disponibilidad del equipamiento, la conservacion de las
cepas y sus caracteristicas se seleccioné el método de conservacion por congelacién o criopreser-
vacion a -70 ‘C. Heckly, citado por Perry (10), indica que ante estas bajas temperaturas, la viabilidad
celular es casi independiente del periodo de almacenamiento; ademas, se cree que los individuos
criopreservados, siguen siendo genéticamente estables. Esto ha sido respaldado en los resultados
reportados por diferentes autores: Alfonso et al. (11), Parra et al. (12), Arencibia et al. (1), entre otros.

Como método alternativo se eligié la conservacion en suelo estéril, a temperatura ambiente, para
lo cual se selecciond la cepa Rhizobium sp. El estudio se inicié con la ejecucién de los protocolos de
trabajo, definidos para las cepas objeto de estudio.
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Para el mantenimiento de un banco como este, los cultivos deben permanecer puros y homogeé-
neos. Los criterios para evaluar el método seleccionado fueron la viabilidad y pureza microbiana. Lo
expuesto anteriormente, constituye el objetivo de este trabajo.

MATERIALES Y METODOS

Cepas objeto de estudio
* Rhizobiumsp 3
» Lactobacillus rhamnosus LB/103-1-5.

Confeccion de los bancos de cepas

Para la confeccién de los bancos de cepas del Rhizobium sp 3 en glicerol, se partié de un cultivo
fresco crecido en placas con medio agar YMA, incubado a 30 °C, por 48 horas. De las placas cre-
cidas se tomaron la mayoria de las colonias, para ser inoculadas en medio YMA liquido. EIl cultivo
se creci6 en zaranda a 30 °C, con una agitacion de 150 r.p.m., durante 16 h. Al cultivo crecido, una
vez verificada su pureza, le fue afadida una soluciéon de glicerol al 20 y al 30 %, para el estudio de
los bancos, a diferentes concentraciones de glicerol y se distribuyeron en alicuotas de 1 mL por vial,
que se almacenaron a —70 °C.

El banco de cepas del Rhizobium sp 3 en suelo estéril, método de conservacion alternativo selec-
cionado, se elabor6 a partir de un cultivo fresco crecido en placas con medio agar YMA, incubado a
30 °C, entre 48 y 72 horas. De las placas crecidas se tomaron la mayoria de las colonias, las cuales
fueron descargadas en agua desmineralizada estéril. Una vez verificada la pureza por tincion de
gram, se distribuy6 en alicuotas de 1 mL en tubos con 3 g de tierra estéril, los cuales fueron incu-
bados a 30 °C, por 10 dias. Al concluir el periodo de incubacion los tubos fueron almacenados a
temperatura ambiente.

Los bancos de cepas del Lactobacillus rhamnosus LB/103-1-5 en glicerol, fueron confeccionados
a partir de la siembra del microorganismo en medio agar MRS, incubado a 37 °C, de 48 a 72 horas.
De las placas crecidas se tomaron la mayoria de las colonias para ser inoculadas en caldo MRS,
incubadas a 37 °C, por 16 horas. Al cultivo crecido, una vez verificada su pureza, le fue afiadida
una solucion de glicerol al 20 y 30 %, para el estudio de los bancos a diferentes concentraciones de
glicerol y se distribuyeron en alicuotas de 1 mL por vial, que se almacenaron a —70 °C.

Para la recuperacién de los microorganismos crioconservados, se tomo un criovial de cada cepa
bacteriana, sometido a una temperatura de 37 °C, en bafio serolégico, con agua destilada, hasta su
descongelacién por, aproximadamente, cinco minutos (13).

En la realizacién de los estudios de estabilidad de los bancos, se tomé como tiempo de referencia
un afio y se controlo para evaluar la eficacia del método de conservacion en estudio, mediante la
medicion de la purezay la viabilidad de cada banco.

Evaluacion de la eficacia del método de conservacién

Como variables de respuesta seleccionadas para evidenciar la efectividad de estos métodos y
evaluar si los organismos conservaban sus caracteristicas fenotipicas, genotipicas y el potencial
industrial, se utilizaron las pruebas de viabilidad y pureza.

Verificacion de la viabilidad de los bancos
La verificacion de la viabilidad de los bancos se llevdé a cabo mediante diluciones seriadas de
10?1 hasta 10, en solucion salina (NaCl 0.9 %) y se sembraron en los medios especificos, segun el
método descrito por Pérez et al. (14).
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Las placas se incubaron a la temperatura de 30 °C, durante el tiempo definido para cada microor-
ganismo; despueés de este tiempo se contaron las colonias y se calculo la viabilidad de los bancos.
El nimero de viables se definié como la cantidad de unidades formadoras de colonias (UFC), con-
tadas en cada traza (nmero de colonias promedio) multiplicada por 10 (volumen de la alicuota) y
por el inverso del factor de dilucién, para definirlas como UFC/mL. Las especificaciones de calidad
de los bancos se definieron para una viabilidad limite, en un orden por debajo de la viabilidad de
partida del banco creado.

Verificacion de la pureza microbiolégica, mediante crecimiento en placa de medios
indicadores

Para la verificacion de la pureza se toman viales de cada uno de los bancos transfiriendo su conte-
nido a un tubo con 9 mL de caldo triptona soya, que se incuba a 35 * 2 °C, durante 7 dias. Posterior-
mente, se llevan a cabo diluciones seriadas en solucion salina peptonada y se realiza la siembra en
superficie, en placas con medio agar triptona soya, que se incuban en posicion invertida a 35 + 2 °C,
durante 72 horas. A las placas crecidas se les realizé tincion de Gram, segun describiéo Kuneman et al.
(15) y se analizaron por inspeccion visual al microscopio estereoscépico.

Como criterio de pureza microbioldgica se tomo la morfologia de las colonias y sus habilidades
de crecimiento en los diferentes medios de cultivo, asi como la homogeneidad de las células por
tincion de Gram.

RESULTADOS Y DISCUSION

Estudio de estabilidad de los bancos de cepas del Rhizobium sp 3
Los resultados del control establecido para los bancos de cepa del Rhizobium sp 3 en glicerol, a
diferentes concentraciones, se muestran en la tabla 1.

Tabla 1. Comportamiento de la viabilidad y pureza de la cepa Rhizobium sp 3
conservada en glicerol al 20 y al 30 %

. 20 % Glicerol 30 % Gilicerol
Dias Pureza Pureza
(Ufc/ml) (Ufc/ml)

0 2.50E+10 Cultivo puro 1.60E+10 Cultivo puro
15 1.90E+10 Cultivo puro 1.55E+10 Cultivo puro
30 1.60E+10 Cultivo puro 1.05E+10 Cultivo puro
45 1.48E+10 Cultivo puro 1.15E+10 Cultivo puro
60 1.40E+10 Cultivo puro 1.20E+10 Cultivo puro
90 1.30E+10 Cultivo puro 1.10E+10 Cultivo puro
120 2.00E+10 Cultivo puro 1.55E+10 Cultivo puro
150 2.10E+10 Cultivo puro 1.25E+10 Cultivo puro
180 2.15E+10 Cultivo puro 1.60E+10 Cultivo puro
210 2.05E+10 Cultivo puro 1.50E+10 Cultivo puro
240 2.20E+10 Cultivo puro 1.35E+10 Cultivo puro
270 2.25E+10 Cultivo puro 1.55E+10 Cultivo puro
300 2.20E+10 Cultivo puro 1.60E+10 Cultivo puro
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Los controles realizados para ambos bancos confirmaron que el método de conservacion se-
leccionado cumple con los indicadores establecidos, lo cual corrobora los resultados reportados
por Diaz Alcantaras (16). En la figura 1 se puede observar que para los dos bancos estudiados la
viabilidad se mantuvo en el mismo orden en que estos fueron creados, que es un indicativo de la
efectividad del método.

Figura 1. Viabilidad de la cepa del Rhi-
zobium sp 3 conservada en glicerol (20
y 30 %), por periodo de un afio.

Mediante el uso del software Statgraphics Centurion se realizé un analisis estadistico para de-
terminar si existen diferencias significativas entre los porcentajes de glicerol aplicados. Para ello
se realiz6 una comparacion de lineas de regresion UFC mL versus tiempo (dias) por porciento de
glicerol.

De este analisis se obtuvo el modelo ajustado de regresion lineal para describir la relacion entre
UFC mL, tiempo en dias y porciento de glicerol. La representacion grafica de las ecuaciones del
modelo ajustado para cada porciento de glicerol se muestra en la figura 2.

Figura 2. Modelo ajustado de los
bancos de cepa del Rhizobium sp 3 a
diferentes niveles del criopreservante
empleado (glicerol al 20 y 30%).

El valor-P obtenido, para el modelo ajustado, fue de 0.0003 (menor a 0.05), lo que indica que
existe una relacion estadisticamente significativa entre las variables, con un nivel de confianza del
95.0 %.

El analisis ANOVA para variables (tabla 2), permite evaluar la significancia estadistica de los
términos en el modelo. Dado el valor-P para los interceptos es menor que 0.01, existen diferencias
estadisticamente significativas entre los interceptos para los diferentes porcentajes de glicerol, con
un nivel de confianza del 99 %.
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Tabla 2. ANOVA adicional para variables segun el orden de introduccion

Fuente Cﬁ‘;&“rz ggs Gl C‘ﬁg&?go Razén-F |  Valor-P
Tiempo dias | 3.8499E19 | 1 | 3.8499E19 | 4.79 0.0394
Intercepto | 1.92794E20 | 1 | 1.92794E20 | 24.01 0.0001
Pendientes | 4.39354E18 | 1 | 4.39354E18 | 0.55 0.4673
Modelo 2.35686E20 | 3

Por el analisis realizado, se concluye que existen diferencias estadisticamente significativas, para
los diferentes porcentajes de glicerol aplicados en los bancos de cepa de Rhizobium sp 3; el banco
donde se aplicé un 20 % de glicerol, tuvo una mejor respuesta en cuanto a los niveles de viabilidad,
durante el tiempo de estudio (1 afio).

Conservacioén del Rhizobium sp 3 en suelo estéril
En relacion con el estudio del banco de Rhizobium sp 3 en suelo estéril, método alternativo selec-

cionado, sus resultados se muestran en la tabla 3.

Tabla 3. Comportamiento de la viabilidad y pureza

de la cepa Rhizobium Sp 3 conservada en suelo estéril Como se puede Observar’ en el Seguimiento

Dias Suelo estéril Pureza realizado al banco (figura 3), se logré mante-
(UFC/mL) ner en el mismo orden la viabilidad, durante el
0 3.90E+08 Cultivo puro tiempo fijado para el estudio, lo que indica que
30 3.80E+08 Cultivo puro el método de conservacion empleado es eficaz.
90 3.35E+08 Cultivo puro Estos resultados se comprobaron mediante los
120 3 25E+08 Cultivo puro ensayos realiza_do_s_ en relacié_n con la pureza y
180 3.10E+08 Cultivo puro los niveles de viabilidad obtenidos.
240 3.30E+08 Cultivo puro
300 3.10E+08 Cultivo puro

Figura 3. Viabilidad de la cepa del Rhi-
zobium sp 3 conservada en suelo estéril
por periodo de un afio.

Estudio de estabilidad de los bancos de cepa del Lactobacillus rhamnosus LB/103-1-5
Los resultados obtenidos del control establecido para los bancos de cepa del Lactobacillus rham-
nosus LB/103-1-5, a diferentes porcentajes de glicerol como agente crioprotector, se exponen en la
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tabla 4 y en la figura 4. Como se puede observar, se logré obtener un elevado nivel de supervivencia
para ambos bancos, lo que indica la efectividad del método de conservacion y confirma los resulta-
dos reportados por Brizuela (9) en la conservacion del Rhizobium a -70 °C

Tabla 4. Comportamiento de la viabilidad y pureza de la cepa Lactobacillus rhamnosus
LB/103-1-5, conservada en glicerol al 20y 30 %

Dias ZO(ETFS};:SOI Pureza Bo(lj/oFg/I'rgE;OI Pureza
0 1.50E+09 Cultivo puro 1.00E+09 Cultivo puro
15 1.40E+09 Cultivo puro 1.00E+09 Cultivo puro
30 9.00E+08 Cultivo puro 1.00E+09 Cultivo puro
60 1.60E+09 Cultivo puro 1.20E+09 Cultivo puro
90 1.30E+09 Cultivo puro 1.10E+09 Cultivo puro
120 8.90E+08 Cultivo puro 9.70E+08 Cultivo puro
150 1.50E+09 Cultivo puro 9.50E+08 Cultivo puro
180 1.10E+09 Cultivo puro 9.00E+08 Cultivo puro
210 1.10E+09 Cultivo puro 8.90E+08 Cultivo puro
240 1.20E+09 Cultivo puro 1.10E+09 Cultivo puro
270 1.40E+09 Cultivo puro 1.10E+09 Cultivo puro
300 9.50E+08 Cultivo puro 8.00E+08 Cultivo puro
330 5.30E+08 Cultivo puro 5.90E+08 Cultivo puro
360 7.90E+08 Cultivo puro 4.10E+08 Cultivo puro

Figura 4. Viabilidad de la cepa
Lactobacillus rhamnosus LB/103-
1-5 conservada en glicerol (al 20
y 30 %), por periodo de un afo.

En el anadlisis estadistico realizado para determinar si existen diferencias significativas entre los
porcentajes de glicerol aplicados, se ejecutdé una comparacion de lineas de regresion UFC mL ver-
sus tiempo (dias) por porciento de glicerol. La representacién grafica de las ecuaciones del modelo
ajustado para cada valor de porciento de glicerol se muestra en la figura 5.



Figura 5. Ajuste del modelo para la
conservacion de la cepa Lactobacillus
rhamnosus LB/103-1-5 a los porcen-
tajes de glicerol empleados (glicerol al
20 y 30%).

El valor-P obtenido, para el modelo ajustado, fue de 0.0014 (menor a 0.05), lo que indica que
existe una relacion estadisticamente significativa entre las variables, con un nivel de confianza del
95.0 %.

El analisis ANOVA para variables (tabla 5), permite evaluar la significancia estadistica de los tér-
minos en el modelo. Dado que el valor-P para los interceptos es menor que 0.05, existen diferencias
estadisticamente significativas, entre los interceptos para los diferentes porcentajes de glicerol con
un nivel de confianza del 95 %.

Tabla 5. ANOVA Adicional para variables, segun el orden de introduccion

Suma Cuadrado i
Fuente Gl . Razon-F Valor-P
de cuadrados medio
Tiempo dias 6.81373E17 1 6.81373E17 13.91 0.0010
Interceptos 3.54375E17 1 3.54375E17 7.24 0.0128
Pendientes 1.11296E16 1 1.11296E16 0.23 0.6379
Modelo 1.04688E18 3

Del andlisis realizado se puede concluir, que existen diferencias estadisticamente significativas,
para los diferentes porcentajes de glicerol aplicados en los bancos de cepa de Lactobacillus rham-
nosus LB/103-1-5; el banco donde se aplico un 20 % de glicerol tuvo una mejor respuesta en cuanto
a los niveles de viabilidad obtenidos en el tiempo estudiado (1 afio).

CONCLUSIONES

Segun los resultados del estudio realizado, se pueden plantear las siguientes conclusiones:

1. Se establecieron y controlaron los bancos de cepa del Rhizobium sp y Lactobacillus rham-
nosus LB/103-1-5, con el método de conservacion de congelacién a -70 °C y como agente
criopreservante el glicerol al 20 y al 30 %.

2. Se establecio el banco de cepa del Rhizobium sp en suelo estéril como método de conserva-
cion alternativo.

3. La eficacia de los métodos de conservacion empleados, se midié mediante el empleo de los
ensayos de viabilidad y pureza en los bancos objeto de estudio, por un periodo de un afio.

4. La viabilidad de los bancos objeto de estudio se mantuvo por encima del valor establecido
para el control de calidad y el cultivo puro.
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Se demostrd que existen diferencias estadisticamente significativas para los dos niveles de
glicerol aplicados, en los bancos de cepa de Rhizobium sp 3 y el banco donde se aplico un
20 % de glicerol, tuvo una mejor respuesta en cuanto a los niveles de viabilidad obtenidos en
el tiempo estudiado.

En los bancos de cepa Lactobacillus rhamnosus LB/103-1-5, se obtuvieron diferencias esta-
disticamente significativas para los diferentes porcentajes de glicerol aplicados, el banco don-
de se aplicé un 20 % de glicerol tuvo una mejor respuesta en cuanto a los niveles de viabilidad
obtenidos en el tiempo estudiado.

Se pudo comprobar que el método de conservacion en suelo estéril de la cepa Rhizobium sp 3
fue eficaz y se mantuvo la pureza del banco y la viabilidad en el mismo orden en que se creo.
Los resultados de este estudio demuestran que los métodos de conservacion empleados para
las bacterias estudiadas son eficaces, ya que permiten obtener bancos de células estables,
segun los criterios evaluativos establecidos.
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RESUMEN

Todas las organizaciones repercuten sobre el medio ambiente y generan un impacto ambiental. Hoy en
dia la sociedad demanda que estas se impliquen en su cuidado y la respuesta la constituyen los Sistemas de
Gestion Ambiental, como una oportunidad para mejorar su comportamiento.

En este trabajo se resume la implementacion del Sistema de Gestion Ambiental, integrado al Sistema de
Calidad-Inocuidad en Bodegas Vigia y se toma como base la elaboracion de un Plan de Accion Ambiental, en
el que se identifican y evaluan los aspectos e impactos ambientales que se generan del proceso productivo
del Ron Vigia y las medidas de mitigacion necesarias que garanticen una gestién acorde con las politicas y
estrategias ambientales del sector azucarero y del pais.

Para la obtencion de informacién se realizé una revision documental de los procedimientos del area. Se
evaluo la disposicion de los residuos y se tuvo en cuenta su clasificacion, asi como el tipo de tratamiento
empleado en cada caso.

Palabras clave: medio ambiente, impacto ambiental, programa ambiental.

ABSTRACT

All organizations have an impact on the environment, generating an environmental impact. Nowadays
society demands that these be involved in their care and the response is the Environmental Management
Systems, as an opportunity to improve their behavior.

This paper summarizes the implementation of the Environmental Management System, integrated into the
Quality-Safety System at Bodegas Vigia, based on the preparation of an Environmental Action Plan where
the environmental aspects and impacts generated by the process are identified and evaluated. productive of
the Ron Vigia and the necessary mitigation measures that guarantee a management according to the envi-
ronmental policies and strategies of the sugar sector and the country.

To obtain information, a doco h4;.5umentary review of the procedures of the area was carried out. The
disposal of waste was evaluated taking into account its classification, as well as the type of treatment used in
each case.

Key words: environment, environmental impact, environmental program.

INTRODUCCION

Todas las organizaciones, como consecuencia de su actividad, repercuten sobre el medio am-
biente y generan, en mayor o menor medida, un impacto ambiental. En la actualidad, la sociedad
demanda a las organizaciones que se impliquen en su cuidado y la respuesta a estas exigencias la
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han visto en los Sistemas de Gestion Ambiental, como una oportunidad para mejorar su comporta-
miento (1).

La implantacion de un sistema de gestion ambiental permite a la organizacion identificar aquellos
aspectos ambientales derivados de su actividad que puedan tener un impacto sobre el medio am-
biente y, en consecuencia, establecer las acciones pertinentes para actuar sobre ellos y minimizar
Su impacto.

» Aspecto ambiental: elemento de las actividades, productos o servicios de una organizacion que
puede interactuar con el medio ambiente.

* Impacto ambiental: cualquier cambio en el medio ambiente, sea adverso o beneficioso, como re-
sultado total o parcial de los aspectos ambientales.

El Instituto Cubano de las Investigaciones de los Derivados de la Cafa de Azucar (ICIDCA), ha
trazado una Estrategia Ambiental en aras de incluir la dimension ambiental en su gestion empre-
sarial. Es interés de la alta direccion integrar el Sistema de Gestion Ambiental (SGA) al Sistema de
Gestion Calidad-Inocuidad (SGCI), certificado desde el afno 2011, con alcance a la produccion de
ron en Bodegas Vigia.

Es objetivo fundamental de este trabajo la implementacion del Sistema de Gestion Ambiental en
Bodegas Vigia, segun la NC ISO 14001:2015 (2), tomando como base la elaboracion de un Plan
de Accidon Ambiental en el que se identifican y evaluan los aspectos e impactos ambientales que se
generan del proceso productivo del Ron Vigia y las medidas de mitigacién necesarias, que garanti-
cen una Gestion Ambiental acorde con las politicas y estrategias ambientales del sector azucarero
y del pais.

MATERIALES Y METODOS

Se consultaron documentos como: Guia para la implementacion de la NC-ISO 14001, Metodolo-
gia para la ejecucion de los diagnosticos ambientales en el marco del proceso de obtencion del Re-
conocimiento Ambiental Nacional (RAN) del Centro de Informacion, Gestion y Educacion Ambiental
(CIGEA) (3) y conferencias impartidas por el Grupo de Trabajo Estatal de Bahia de La Habana (4).
Como técnicas de investigacion para recopilar la informacion se emplearon las siguientes:
+ La observacion y revision documental: levantamiento de campo, tomando evidencias graficas
y la revision de la documentacion técnica elaborada por el area.

+ ElI'método analisis estadistico e historico: técnicas analiticas utilizadas en la determinacion de
los parametros de control evaluados para comprobar la eficiencia de la gestion integrada de
los residuales liquidos.

Se realiz6 una auditoria interna por parte de auditores del ICIDCA, para evaluar la implementa-
cion del sistema.

Identificacion de los aspectos ambientales

Para llevar a cabo la identificacion de los aspectos ambientales se consideraron los elementos
que dependen de la gestion empresarial. El caracter significativo se establecié de acuerdo con cri-
terios ambientales tales como: escala, severidad, duracion del impacto, tipo, tamafio, frecuencia de
su aspecto ambiental asociado.
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Para determinar la magnitud de los impactos ambientales, se realizdé una evaluacion por el mé-
todo cualitativo y se tuvo en cuenta la probabilidad de ocurrencia de estos y su severidad o conse-
cuencia sobre el medio ambiente.

A partir de los valores obtenidos en la evaluacién cualitativa de la magnitud de los impactos am-
bientales, se procedio a su tipificacion; ademas, se realizé una valoracion general de éstos para su
gestion posterior, segun se ilustra en la tabla 1.

Tabla 1. Tipificacion de los aspectos e impactos ambientales
Escala cualitativa | Valor | Tipificacion (+, -) | Valoracion general (aspectos e impactos negativos)

Paro de la actividad para tomar las acciones correcti-

Muy Alto 5 Severo vas inmediatas que requieren de inversion para mitigar
el impacto.

Acciones inmediatas para mitigar y minimizar el impac-

Alto 4 Importante to, se requiere de inversion para la recuperacion de los

aspectos ambientales afectados a largo plazo.
Acciones preventivas y correctivas para la prevencion

Medio 3 Moderado o .
0 mitigacion del impacto.
Bajo 2 Tolerable Acciones preventivas para la prevencion del impacto.
Muy Bajo 1 Trivial No se requiere accion especifica.

RESULTADOS Y DISCUSION

En el mes de octubre de 2018, se realiz6 una auditoria interna a todos los procesos que con-
forman el SGCI del ICIDCA 'y se incluy6 la revision del cumplimiento de los requisitos de la horma
de medio ambiente para verificar el estado de la implementacion y su funcionamiento en Bodegas
Vigia. A partir de los resultados de la auditoria, se determinaron oportunidades de mejora para la
ejecucion de acciones necesarias, con vistas a la implementacién del Sistema de Gestion Ambien-
tal, segun la NC 1SO14001:2015.

Partiendo de la informacién recopilada en la Revision Ambiental Inicial (RAI) y con la participacion
de las personas familiarizadas con las actividades, se realiz6 un andlisis de todas las etapas del
proceso productivo del Ron Vigia (figura 1) con la finalidad de identificar los impactos ambientales.
Fue necesario determinar los aspectos ambientales asociados a dichos impactos, con el objetivo de
poder mantener un control sobre estos.

Figura 1. Etapas del proceso productivo del ron Vigia.

Se elaboro un plan de accion ambiental (figura 2), que recoge toda la informacion de la evaluacion
realizada. Este programa esta dirigido a la mejora continua del desempefio ambiental de Bodegas
Vigia y no solo a la solucion de los problemas existentes, constituye una descripcion documentada

82



de los medios que la empresa destina a lograr los objetivos y metas ambientales y cada una de las
acciones contempladas en él esta subordinada a las metas ambientales declaradas. También, se
definieron los recursos necesarios para la implementacion, las fechas de cumplimiento y las perso-
nas responsables de cada accidn propuesta.

Figura 2. Plan de accién ambiental.

Se pudo identificar un total de 25 aspectos relacionados con: las emisiones al aire, vertidos al
agua (6), descargas al suelo, el uso de la energia y los residuos; cuya clasificacion resulté entre
moderadas y tolerables. Se definieron un total de 30 acciones que deben ser controladas a través
de los 10 indicadores establecidos, que se analizaran para poder interpretar lo que esta ocurriendo
y tomar decisiones que contribuyan con el mejoramiento del desempefio en Bodegas Vigia y facilitar
la integracién de la gestion ambiental con otros procesos.

Se modificaron los documentos del SGCI para incluir los requisitos de la norma NC-ISO
14001:2015. Entre dichos documentos se encuentran cuatro procedimientos (Higiene del personal,
Preparacion y respuesta ante emergencias y Control de la Produccién y Trazabilidad, Ambiente de
trabajo, acceso, saneamiento, reglas de seguridad y control de plagas) y 3 registros asociados a
dichos procedimientos. Se defini6 el cronograma de capacitaciones para la formacion del personal
en temas medioambientales y en los cambios realizados a la documentacion.

CONCLUSIONES

Los datos recopilados en la etapa de identificacion y evaluacion de los impactos ambientales,
constituyeron una fuente importante para la elaboracion del Plan de Accién Ambiental, que sirvio de
guia para la implementacion del Sistema de Gestion Ambiental en Bodegas Vigia, segun la NC ISO
14001:2015 y contribuir a su mejor desempefio ambiental.

De los 25 aspectos ambientales identificados y evaluados ninguno resulto significativo y se defi-
nieron un total de 30 acciones que deberan ser controladas a través de los 10 indicadores estable-
cidos.

La integracion de ambos sistemas de gestion se evitd la duplicidad de documentos y permitié
racionalizar el uso de los recursos, mantener politicas y objetivos organizacionales integrados y
mejorar la imagen de la empresa.

Se definid el cronograma de capacitaciones para la formacion del personal en temas medioam-
bientales, toma de conciencia de los directivos y trabajadores y en los cambios realizados a la do-
cumentacion.
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