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RESUMEN

El presente trabajo muestra las nuevas mejoras tecnoldgicas en la produccion de
Vitrocen®MS, con elevada eficiencia productiva y mayores estandares de calidad.
El cambio tecnoldgico consiguié resolver los problemas de sedimentacién de sales,
interrupciones del proceso y la recurrente sustitucion de los estatores en la
deshidratadora que aportaba gastos elevados al costo de produccién del medio de
cultivo. Luego de definir la nueva tecnologia, se realiz6 la produccién de tres lotes
del producto a escala industrial, y su analisis en los laboratorios de control de la
calidad demostré que cumplen con los parametros de calidad establecidos en la
especificacion. Se aprobo la liberacion de los lotes y se emitid el certificado de
acuerdo al sistema de gestién de la calidad ISO 9001:2008, lo que permitira a la
empresa cumplir con la produccion continua del medio de cultivo, la demanda
nacional y satisfacer las necesidades de los clientes. La evaluacion econdmica que
se realizé a la produccién de Vitrocen®MS utilizando la nueva tecnologia resulto
econdmicamente factible y sustentable reportdndose ganancias considerables, lo
que se reflejo en los criterios econdmicos VAN, TIR, ROI y PR determinados. Como
ventaja adicional se evidencid que el precio de venta definido para Vitrocen®MS se
encuentra entre 1 a 4 veces menor que sus similares en el mercado internacional,
por lo que representa una oportunidad para su comercializacidon y la sustitucion de
importaciones.

Palabras clave: medio de cultivo, mejoras tecnoldgicas, Vitrocen®MS.
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ABSTRACT

This paper shows the new technical improvement in the production of VitroCen®MS
with a higher production efficiency and quality standards. The change in the
technology achieved to solve the problem of sedimentation of the salts, process
interruptions and the frequent substitution of the stators in the drying machine,
which is a source of high cost in the production of the culture medium. Following
the definition of the new technology three batches of the product at the production
scale were produced and it was demonstrated by the quality control laboratory that
they accomplished with the established parameters of quality. It was approved the
use of the three batches of product by the quality control certificate according to
the quality system ISO 9001:2008, and it was possible the continuous production of
the culture medium for the national consumption and the satisfaction the customer
needs. The economical evaluation of the VitroCen® MS production by this new
technology is feasible and brings high profit, demonstrated thought the VAN, TIR,
ROI and PR criteria. As an additional advantage it is evident that the price of
VitroCen®MSis 1 to 4 times less than similar products in the international market
which is an opportunity for trade and substitution of imported similar products.

Keywords: cultuve media, technological improvements, Vitrocen®MS.

INTRODUCCION

Cada afio se actualizan varios programas destinados al desarrollo de la produccién
de alimentos, y se aplican novedosas tecnologias que no solo estan orientados a la
agricultura convencional, sino también al campo de la investigacion biotecnoldgica
(Bisang 2003).

La biotecnologia vegetal en Cuba muestra resultados significativos en la obtencidn
de nuevas variedades con mayor rendimiento productivo, resistencia a virus,
enfermedades, sustancias quimicas con efecto plaguicida y herbicidas, asi como al
estrés hidrico, las cuales han sido introducidas en diferentes zonas agricolas de
acuerdo a su interés econdmico(Orozco, Hoyos y col. 2002).

Asimismo, varias instituciones cientificas ejecutan diferentes proyectos de
investigacion con vistas a la proteccion de germoplasma, rescate de especies
endémicas, obtencion de variedades transgénicas y la producciéon de semillas
artificiales (Pifieiro y Villarreal 2005; Pino, Jova y col. 2011).Todos estos
procedimientos estan sujetos a la utilizacién de técnicas especiales para el cultivo in
vitro de los tejidos y o6rganos de las plantas, que requieren para ello de
formulaciones especiales empleadas como medios de cultivo (Rodriguez, Rodriguez
y col. 2004; Gurr y Rushton 2005).

La composicion basica utilizada para cualquier etapa de cultivo y variedad vegetal,
es la base de sales de Murashige y Skoog (MurashigeySkoog 1962). Debido a que
existen pocas firmas comerciales que ofertan este tipo de producto en el mercado y
se presenta a precios muy elevados, la mayoria de los usuarios preparan las
composiciones de modo manufacturado (Ozkaynak and Samanci 2005; Cabrera
Jova, GOémez Kosky y col. 2010). Esta practica trae consigo la incorporacién de un
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conjunto de irregularidades tales como, problemas en la concentracion de las
disoluciones de sales y su deterioro, debido a que se encuentran almacenadas
durante prolongados periodos en refrigeracion, elemento que afecta su estabilidad
quimica (BhatySrinivasan 2002).

Teniendo en cuenta esta problematica, BioCen asume la tarea de desarrollar la
composicion deshidratada de VitroCen®MS, como medio basal para el cultivo de
vitroplantas, sobre la base de su experiencia en la fabricacion de productos
similares conforme a los requisitos que exige las normas de calidad ISO 9001:2008.

El producto VitroCen®MS fue introducido en el afo 1997 y se comercializé durante
mas de 10 afos. Sin embargo, se decide detener su fabricacién por mostrar una
evidente disminucién de su rendimiento productivo y serias afectaciones en la
maquinaria empleada durante la obtencién del polvo.

Las principales causas que influyeron en esta problematica fueron la precipitacion
acelerada de sales al encontrarse en estado de sobresaturacién y no poder
mantener el control de la temperatura a 70°C previo al proceso de deshidratacién
por aspersién. La entrada de un fluido con sélidos cristalinos dispersos trajo consigo
la erosidon de la superficie interior del estator, responsable de garantizar una
adecuada dosificacion del liquido concentrado. La necesidad de sustituir
frecuentemente esta pieza (estator), incurrir en el incremento de los gastos
relacionados con su importacion, la inestabilidad en la concentraciéon final de las
sales en el producto, lo que afectd seriamente su consistencia y calidad, asi como el
extenso periodo de la operacion de secado unido a gastos por concepto de
electricidad y paradas del proceso, dieron lugar a redisefiar nuevamente el proceso
de obtencidén del VitroCen®MS.

MATERIALES Y METODOS
Materiales

El cambio de la tecnologia para la obtencién de VitroCen®MS, requirié del estudio y
evaluacion de las operaciones de mezclado y deshidratacion de la composicion de
sales y para ello se utilizaron los siguientes reactivos y materiales:

Reactivos: se seleccionaron las sales inorganicas, de las firmas Panreac (Espana),
Applichem y Merck (ambas de Alemania), recomendadas en la composicidén original
de Murashige y Skoog (MurashigeySkoog 1962), que aparecen en la tabla 1.
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Tabla 1
Reactivos empleados en la composicion de VitroCergMSs

Componente mgiL Firma
MNHgNOs, amonio nitrato 1650,00 Applichem
KNO3, potasio nitrato 1900,00 Merck
MgSO4 7H O, magnesio sulfato 370,00 Merck
heptahidratado
KHoP Oy, potasio dihidrégeno fosfato 170,00 Applichem
H;BO3, acido boérico 6,20 Merck
MnSO4 Ha O, magnesio sulfato monohidrato  [22,30 Panreac
nS04 TH,0, zinc sulfato heptahidratado 8,60 Applichem
NaxMoO, 2H,0, sodiomolibdatodihidratado  |0,25 Merck
CusS04 5H, 0, cobre sulfato pentahidratado (0,025 Merck
CoCl, 6H,0, cobalto clorurohexahidratado 0,025 Merck
MNaEDTA, acido etilendiaminotetracético sal [37,30 Applichem
sodica
FeS04 7HO, hierro (Il) sulfato heptahidratado|27 80 Merck
Kl, potasio ioduro 0,83 Merck
CaCly 2H,0, calcioclorurodihidratado 440,00 Applichem
Métodos

Evaluacion de la solubilidad de las sales e interaccion de las disoluciones
en la operacion de mezclado

Se estudio la solubilidad en agua de cada una de las sales por independiente a
partir de los datos disponibles en el catalogo del proveedor Merck (Merck 2010). Se
prepararon las disoluciones de cada ingrediente y se mezclaron respetando el orden
recomendado por Musrashige y Skoog (MurashigeySkoog 1962). A la mezcla
formulada se le calculd la concentracion tedrica de sélidos, teniendo en cuenta la
cantidad disuelta por volumen de agua y se evaluaron sus caracteristicas
organolépticas, tales como color y apariencia de la disolucion, con vistas a definir la
interaccidn de las disoluciones sobre la mezcla (Pluma 2012).

Para el estudio de la influencia de la temperatura sobre la homogeneidad de la
mezcla se seleccionaron dos niveles: uno a temperatura ambiente entre 25-30°C y
otro a 70°C, controlada en un bafo termostatado (ThermoHaake, Alemania). La
disolucion de sales se mantuvo en agitacion constante a 16,7s-1(1000 rpm)
utilizando un electroagitador (IKA, Alemania) durante 1h y luego se mantuvo en
reposo hasta el diasiguiente. A la mezcla de sales concentrada se le evaluaron sus
caracteristicas organolépticas, tales como color y apariencia de la disolucién.
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Una vez definidas, en la operacion de mezclado de las sales, las materias primas a
utilizar en cuanto a calidad y cantidad a disolver en agua, garantizando una
concentracidén final entre 20-30% (p/v) de sdlidos disueltos, se fabricd el producto
intermedio de VitroCen® MS, utilizando el método de secado por aspersion
(NiroAtomyzer, Dinamarca). Los parametros de secado utilizados correspondieron a
una temperatura de entrada de aire a la camara de 180°C y en la salida a 90°C.

El polvo obtenido (producto intermedio) se complementa con demas ingredientes
de la composicién en la etapa de homogeneizacion y al producto terminado
VitroCen®MS se le evaluaron los indicadores de calidad definidos en la
especificacion del producto final (Morales 2012; Pluma 2012).

Se evalué la funcionalidad biolégica al producto VitroCen®MS, obtenido a partir de
los cambios tecnolégicos definidos en la etapa piloto, en el Instituto de
Investigaciones del Tabaco (San Antonio de los Bafos, Artemisa, Cuba) y en la
Biofabrica CPD AgroFAR (Santo Domingo, Las Villas, Cuba).

El producto intermedio de VitroCen®MS se fabricoé a nivel industrial en la planta de
produccién de medios de cultivo de BioCen, aplicando las buenas practicas de
manufactura, los procedimientos normativos de operacién (PNO) y las normas
establecidas por el Sistema de Calidad de la institucion, ISO 9001:2008.Se
fabricaron, a escala industrial, tres lotes de aproximadamente 6 kg del producto
intermedio de VitroCen®MS y a partir del peso final del polvo obtenido se
determiné el rendimiento del proceso de secado (R), mediante la expresion:

R__Pn i
TP T 00 (1)

donde
Pn: peso neto total en gramos del polvo obtenido del proceso de secado

Pt peso tedrico total de sales disueltas en la mezcla a deshidratar

Otros parametros evaluados al producto intermedio fueron la apariencia y la
densidad aparente del polvo, que se determind utilizando el método de Sablani y
colaboradores (Sablani, Shrestha y col. 2008) a partir de la relacién de la masa de
polvo3contenida en un cilindro con respecto a un volumen conocido, expresada en
g/mL”.

Se elaboré el producto final VitroCen®MS a partir de la integracion del producto
intermedio obtenido en la etapa de deshidratacion con el resto de los ingredientes
de la composicion. Todos los ingredientes fueron mezclados en homogeneizadores
tipo pantalon (JIV, Espafia) durante un periodo de 2 h en ambientes controlados
con una humedad relativa menor al 50%.

Como parte de la verificacion del disefo los laboratorios de Control de la Calidad de
BioCen realizaron el andlisis de la consistencia entre los lotes, evaluando los
indicadores de calidad definidos en la especificacion del producto (Morales 2012;
Pluma 2012).

Se realizd6 el tratamiento estadistico, comparando los tamafios de cada lote
industrial con respecto al valor medio de seis lotes elaborados por la tecnologia
anterior. Se empled el paquete estadistico "Statistica7", de StatSoft, Inc. (EE.UU.)
y se realizd el analisis del Test de Tukey para un 95% de confianza.
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Con vistas a estimar posibles precios de ventas y comparar con productos similares
en el mercado internacional se determind el costo de produccion de VitroCen®MS,
teniendo en cuenta todas las partidas de costos en cada una de las etapas del
proceso, tanto en moneda nacional (CUP), como en moneda libremente convertible
(CUC). A partir de los valores del costo de produccidn, se establece el precio de
venta del producto, considerando un margen de ganancia para la institucion.

RESULTADOS Y DISCUSION

Comportamiento de la solubilidad de las sales y su interaccion en la mezcla
de las disoluciones

Entre todos los componente del producto VitroCen®MSse identificaron dos sales de
nitrato (NH4NOs y KNOs) con caracteristicas distintivas entre los demas
ingredientes, como cristales fragiles de gran tamano, altamente higroscopicos y por
ende con un elevado contenido de agua. Estas sales no pueden ser tratadas por los
métodos de secado en horno estipulados para la mayoria de los ingredientes que se
emplean en las composiciones de medios de cultivo, ya que se reporta entre sus
propiedades como sustancias comburentes (Merck 2010). Es por ello que ambas
sales son elegidas para ser incorporadas en la mezcla de disoluciones que sera
sometida al proceso de secado por aspersion. Asimismo, otras sales inorganicas
que forman parte del grupo de los macroelementos definidos en la formulacién de
VitroCen®MS, en este caso: el KH,PO, y el MgS04:7H,0, se incorporaron a la
mezcla preparada para deshidratar.

Por otra parte, en la composicion de los medios de cultivo para plantas se
recomienda la incorporacién del hierro en forma de un agente quelante (Fe-EDTA),
con el propdsito de garantizar su disponibilidad en un amplio intervalo de pH
(Borrero-Perelld, 2007), asi como una mayor solubilidad del elemento quimico, que
resulta esencial para el crecimiento celular y la sintesis de la clorofila durante el
cultivo in vitro (Llorente 2000). Se reporta, ademas, el empleo del Fe-EDTA, entre
otros agentes quelantes derivados de acidos policarboxilicos, por mostrar una
mayor estabilidad y mayor eficiencia en el aporte del hierro al formular los medios
de cultivo para plantas (Alvarez-Ferndndez, Garcia-Marco y col., 2005).Este analisis
permitio definir que de un total de 14 ingredientes, seis de ellos fueron
seleccionados para la preparacién de una mezcla de disoluciones a deshidratar por
el método de secado por aspersién para la obtencidon de un producto intermedio.

Se determind el peso de cada ingrediente, respetando la composicién original de
Murashige y Skoog, utilizando una base de cdlculo para 1 kg de producto. La
cantidad total de materia prima se disolvié en un volumen aproximadamente igual
a 3 L de agua, los cuales fueron distribuidos por cada uno de los ingredientes sobre
la base de la formulacion establecida en la tecnologia anterior, garantizando un
concentracion final de 20-30% (p/v) de sdlidos disueltos.

En la tabla 2 se muestran los valores definidos por cada ingrediente a disolver en
un volumen de agua para obtener un lote piloto de 1 kg. Asimismo, se comprobd
que la relacién de la cantidad en gramos entre el volumen de agua para cada
sustancia resultd inferior al valor reportado como limite de la solubilidad de las
sales. Este elemento garantiza que todos los componentes se encuentran disueltos
en la mezcla concentrada de sales.
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Tabla 2
Ingredientes definidos para elaborar el producto intermedio de VitroCen®MS y
cantidad a disolver en un volumen de agua

L Cantidad | Volumen de ' Factorsegun | Solubilidad del
Materia prima

(9) agua (mL) | composicion compuesto (g/mL)?
NHgNO3 320,734 1000 0,321 1,920
Macro- |KNO; 369,33 1300 0,284 1445
elemento MgSO, 7TH,O 71922 200 0,360 0,710
KHaPO4 33,045 200 0,165 0222
Sursiadis Na,EDTA-2H,0 7,205 200 0,036 0,100
FeS04 7TH,O 5404 20 0,270 0400
Total 807,64 2920,00

Referencia: (*)-(Merck 2010)

A partir de los valores que muestra la tabla 2, se determind tedricamente el
porcentaje de sodlidos totales que presentd la mezcla de disoluciones, resultando
aproximadamente de un 22%, por lo que se ajustd a los requerimientos definidos
en los procesos para el secado por aspersion.

La evaluacion organoléptica de la mezcla de las seis disoluciones de las sales que
conforman el grupo de los macronutrientes y el agente quelante resulté ser de color
amarillo claro y totalmente transparente lo que evidencié una total solubilidad de
todos los ingredientes que la conforman.

Una evaluacion de los registros productivos de varios lotes de VitroCen®MS,
elaborados durante varios afios, revelé que al conformar el producto se mezclaban
cuatro grupos de disoluciones de reactivos denominadas: solucién de
macroelementos, solucion del agente quelante y disolucion de microelementos con
sustancias independientes, en ese orden. La experiencia defini6 que la
incorporacion de los micronutrientes y la disminucion gradual de la temperatura
repercutian en la formacién de precipitado de sales que resulté un aspecto negativo
en el proceso. Por ello la definicion de un menor nimero de ingredientes a mezclar,
influyd en la calidad final de la mezcla preparada para deshidratar.

Influencia de la temperatura de trabajo en la estabilidad de la disolucion
concentrada de sales

Los resultados del disefio experimental utilizando dos niveles de temperatura sobre
la composicién de sales reflejaron que no hubo formacién de precipitados en
ninguno de los dos niveles de temperatura. La variante expuesta a temperatura
ambiente durante 24h, permanecié sin cambios organolépticos en cuanto a
coloraciéon y apariencia de la solucién, sin embargo la variante preservada a
temperatura de 70°C, mostré un cambio en su coloracion siendo mas oscura, lo
cual podria estar dado a la oxidacién del hierro presente favorecido por la
exposicion al ambiente.Estos resultados demostraron que las temperaturas de
trabajo (ambiente y 70°C) a la que fue expuesta la mezcla de sales no influyeron
sobre la formacién de precipitados. Por ello, se infiri6 que la presencia de los
microelementos en la composicion, de acuerdo a la tecnologia anterior, en
correspondencia con la gradual disminucion de la temperatura, fue la causa
principal de la formacién de precipitados insolubles, que una vez que se originaban
el proceso su redisolucion resultaba irreversible. Estos elementos, no sdlo dieron
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lugar al deterioro de la calidad final del producto, por inconsistencia de su
composicion original en cuanto a la cantidad de gramos de sustancia que requiere,
sino ademas al deterioro de la maquinaria, en particular del estator de la maquina
de secado.De esta forma quedd instituido como cambio tecnoldgico la elaboracion
de una mezcla de sales conformada por las cuatro sustancias del grupo de
macroelementos y dos del agente quelante, sin necesidad de mantener un control
de la temperatura de trabajo previa al proceso de secado por aspersion.

Resultados del lote piloto de VitroCen®MS

La mezcla de sales conformada por un total de seis ingredientes se deshidraté en la
maquina de secado por aspersion y se obtuvo un polvo beige claro, homogéneo y
fluido. El producto intermedio se envasd en un frasco hermético con el propdsito de
protegerlo de la humedad del ambiente, ya que se caracteriza por ser altamente
higroscépico. La operaciéon de secado de la mezcla de sales se realizd
satisfactoriamente, de modo continuo y sin interrupciones, debido a que el flujo
constante de alimentacion del producto y la temperatura de entrada a la camara del
aire definida en el proceso de secado, contribuyeron a la distribucion de la
transferencia de calor y masa idonea para la obtencion del polvo final. De este
modo queda establecido como parametros de secado la utilizacién de una
temperatura de entrada del aire a 180°C, el control a la salida de 90°C y una
concentracién de la mezcla a deshidratar de aproximadamente el 22% (p/v).

Al polvo obtenido se le adicionaron los demas componentes del medio de cultivo de
acuerdo a la proporcién establecida en su féormula original, una vez tratadas cada
una de las sustancias que conforman los microelementos asi como otras sustancias
independientes, por métodos de tamizado para lograr una mejor distribucién de
particulas lo que garantiza una mayor homogeneidad del polvo. Reunidos todos los
componentes del producto VitroCen®MS, se mezclaron en homogeneizadores
rotatorios por un periodo de 2 horas.

El producto final (lote piloto) obtenido reflej6 entre sus caracteristicas fisico-
quimicas y organolépticas ser un polvo beige claro, homogéneo, fluido, sin
presencia de particulas extrafias. Su preparacién con agua desionizada (0,43 g/L),
demostrd que es facilmente soluble, transparente y sin precipitados, caracteristicas
favorables y conformes a los parametros de calidad establecidos en su
especificacion final. La pérdida por desecacion determinada al medio de cultivo
resulto inferior al 7%, lo que resulta un requisito de calidad critico para este tipo de
producto altamente higroscopico. Los valores bajos de humedad posibilitan una
mayor estabilidad de la composicion deshidratada durante su conservacion,
evitando la interaccion quimica y la degradacion de sus ingredientes.

La evaluacion funcional de VitroCen®MS(Lote piloto: 101) reflejé la calidad final del
producto obtenido, lo que se evidencid al preparar los medios de cultivo y comparar
sus resultados con las composiciones que se utilizan tradicionalmente. Se destaco
que la apariencia del medio preparado con el producto procedente del cambio
tecnolégico, resultd facilmente soluble y traslicida a pH 5,23, mientras que con el
producto anterior a pesar de que se disuelve totalmente se obtiene una solucion
ligeramente turbia, debido a la baja solubilidad de algunas sustancias, las cuales no
se encuentran disponibles durante la etapa de cultivo.

Estos resultados se consideran satisfactorios a la vez que garantizan el objeto de la
Institucion destinada a la obtencién de variedades de tabaco con alta calidad y el
logro de nuevas variedades con caracteristicas relevantes para la exportacion.
Entre otras actividades a destacar, el empleo de la nueva composicion de
VitroCen®MS, asegura trabajos de investigacion destinados a la busqueda de
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variedades con resistencia a enfermedades, la conservacién de especies de alto
rendimiento y el mantenimiento de bancos de germoplasma que integre toda la
coleccion de variedades de mayor interés econémico (Garcia, Mena y col.2002).

Por otra parte, el lote piloto de VitroCen®MSse evalud en los laboratorios de
AgroFar, evidencidandose resultados satisfactorios en el desarrollo de brotes de
platanos variedad CENSA 34 A-05-11-40, en la etapa de micropropagacion. Durante
un periodo de 23 dias de cultivo se comprobd que el coeficiente de multiplicacion
resultd de igual comportamiento con respecto al obtenido utilizando el medio de
cultivo de referencia (tecnologia anterior). Se evidencié ademas, que el nuevo
producto formulado no afecta las caracteristicas fenotipicas del material vegetal
durante la etapa de cultivo alcanzando un 93% de crecimiento los brotes. Estos
elementos evidencian la funcionalidad bioldgica del producto obtenido por la nueva
tecnologia.

Resultados de la evaluacion de la reproducibilidad de los lotes industriales
del producto intermedio

Los elementos de cambio definidos durante la etapa piloto, para la fabricacion del
producto intermedio de VitroCen®MSse introdujeron a escala industrial. Las
modificaciones relacionadas con las operaciones de mezclado de las sales y el
secado por aspersion resultaron satisfactorias y similares a los resultados obtenidos
en la etapa piloto. En la tabla 3 se muestran los valores del peso final registrado
para cada lote del producto intermedio y el valor del rendimiento obtenido de la
operacion de secado.

Tabla 3
Cantidad de polvo obtenido v rendimiento por lote
del producto intermedio

Lote Peso neto (kg) Peso tedrico (kg) Rendimiento
2013-1 6,211 80,90
2013-2 6,404 7677 8342
2013-3 6,544 85,24

Promedio 6,38 83,19
DE 0,10 2,18

DE- desviacion estandar

Los valores que se registraron en cuanto a la cantidad de polvo por lote,
demostraron la consistencia en cuanto a los rendimientos obtenidos para cada
producto intermedio, durante la etapa de secado por aspersion. Los resultados
alcanzan cifras por encima de un 80%, lo que resulta eficiente para este tipo de
proceso. La evaluacion de la calidad del polvo obtenido en el proceso de
deshidratacion mostrd un color de blanco a beige, sin presencia de particulas
extrafias, asi como una apariencia fina, homogénea y fluida. A su vez, el polvo
demostré ser altamente soluble en agua desionizada y la solucidon resultod
transparente e incolora, aspecto que refleja la total solubilidad de sus
componentes.Por otra parte se determind la densidad aparente del polvo y sus
valores resultaron favorables y en el intervalo establecido para este tipo de
producto (tabla 4).
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Tabla 4

Resultados de la densidad aparente del producto intermedio

Masa de polvo contenida | Volumen de agua contenido

No.
en el recipiente (g) en el recipiente (mL)
1 4208 7042
2 41,488 70,83
3 42,226 7058
Promedio (DE) 41,933 (0,39) 70,705
Densidad aparente’
0,593
(g/mL3)

DE- Desviacion estandar; (*)- Requisito de calidad 0,400-0,600 g/mL?

El indicador de la densidad aparente del polvo resulta un elemento critico en el
proceso de secado y en la estabilidad final del producto. Una de las razones es que
los polvos con baja densidad generalmente son altamente porosos, caracteristica
que favorece la absorcion de la humedad del ambiente, acompanada por la
propiedad higroscopica que posee el producto (Zhurbenko, Rodriguez-Martinez y
col. 2008). Este aspecto provoca serias dificultades durante su proceso de
almacenamiento ya que da lugar a la compactacién, oxidacion y formacion de
estructuras solidas, que traen consigo cambios fisicos y quimicos sobre el disefio
original del producto (Ayala-Aponte, Serna-Cock y col.2009).

A su vez, otro elemento negativo es que el polvo de baja densidad queda retenido
en el interior de la cdmara de secado y al estar sometido a altas temperaturas por
un periodo de tiempo superior ocurre un deterioro de sus propiedades y
caracteristicas fisicas y quimicas, elementos que repercuten en su estabilidad y
funcionalidad biolégica (Fuchs, Turchiuli y col. 2006).

Los valores obtenidos de la densidad del polvo del producto intermedio
VitroCen®MS, resultaron aceptables y dentro del intervalo establecido en los
requisitos de calidad de los productos deshidratados obtenidos en BioCen, ello
posibilita que el producto final pueda ser envasado en las presentaciones
comerciales de 100 y 500 g, lo que resulta un aspecto importante sobre todo para
conservar el disefio del envase que ofrece la empresa.

Resultados de la produccidén a escala industrial de VitroCen®MS

La formulacion final de VitroCen®MSse conformd a partir de la homogeneizacion
del producto intermedio y demas ingredientes que integran la composicién: KI,
H3BO3, MnSO4-4H20, ZnSO4-7H20, NazMOO4'2H20, CUSO4'5H20, COC|26H20 Yy
CaCl,-2H,0, después de ser tratados por tamiz de 0,150 mm(Retsch, Alemania),
para lograr una mejor distribucidén de las particulas. Los tres lotes industriales se
codificaron como: 3000001, 3000002 y 3000003.

La evaluacion de los principales indicadores de calidad de los tres lotes fabricados
posibilitd comprobar los parametros de fabricacion y demostrar la consistencia
entre los lotes, siendo la apariencia, el color del polvo y la pérdida por desecacién
conforme con lo establecido en la especificacién del producto, lo que evidencian la
reproducibilidad de los lotes fabricados con resultados satisfactorios.
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Un analisis estadistico a los datos obtenidos en cuanto al tamafio de cada lote,
reflejé que existe una reproducibilidad de los tres lotes fabricados, una vez que se
comparo con la media de los seis lotes fabricados utilizando la tecnologia anterior
(tabla 5).Los resultados demuestran que existen diferencias significativas de los
tamanos correspondientes a los tres lotes obtenidos a partir del cambio tecnoldgico,
con respecto al valor promedio de los seis lotes elaborados con la tecnologia
anterior. Se evidencid que no se reportan diferencias significativas entre los lotes
3000001, 3000002 y 3000003 entre si, lo que demuestra la consistencia vy
reproducibilidad entre los tres lotes introducidos con la nueva tecnologia.

Tabla 5
Comparacion del tamafio de los lotes obtenidos por ambas tecnologias
Tukey HSD test; rendimiento Sales MS

, Lote: Lote:
Anterior
Lote Lote:3000001M=6,9065 3000002 3000003
M=6,5350
M=7,1300 M=7,2930
Anterior 0039745 0003030 | 0,000758"
Lote
0,039745" 0,404060 0,081028
3000001
Lote
0,003030* 0,404060 0,640037
3000002
Lote
0,000r58* 0,081028 0,640037
3000003

* Se marcan diferencias significativas a p < ,05000

Los resultados de la pérdida por desecacién, que se muestra en la figura 1,
muestran valores inferiores al 7% lo que resulta un requisito de calidad
fundamental para este tipo de producto altamente higroscépico. Los bajos valores
de humedad permiten una mayor estabilidad del producto durante su conservacion,
evitando la interaccion quimica y la degradacion de sus componentes (Zhurbenkoy
Rodriguez-Martinez 2009).
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Requisito £7%

8
Pérdiga

3000001 3000002 3000003

Fig. 1 Pérdida por desecacion de los tres lotes industriales de VitroCen®MS

Establecimiento documental del cambio tecnolégico del producto

La introduccion de los tres lotes a escala industrial de VitroCen®MSposibilitd la
aprobacién técnica del cambio tecnoldgico propuesto, que consiste en dos etapas
fundamentales (figura 2). La primera etapa comprende las operaciones de mezcla
de soluciones de seis sales inorgdnicas que retnen los componentes del grupo de
macroelementos y el agente quelante, asi como la operaciéon de secado por
aspersion de la solucién concentrada. El producto intermedio obtenido posee la
mayor parte de los sodlidos, reflejado en un 89% del total que posee la composicién
final.
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Fig. 2 Esquema tecnoldgico de la produccién de VitroCen MS

Entre los elementos mencionados anteriormente, se destaca la presencia del
nitrogeno, el potasio y el fésforo en correspondencia con las necesidades que
requieren las vitroplantas durante el cultivo.El nitrdgeno presente en la composicion
en forma de amonio y nitrato tiene un importante papel debido a que favorece el
desarrollo de los érganos vegetativos y particularmente los foliares. Es reconocido
su participacion en la estructura proteica y los acidos nucleicos, asi como en
compuestos tan importante como las clorofilas y las enzimas del grupo de los
citocromos que intervienen en la fotosintesis y la respiracion (Kothari, Agrawal
ycol.2004; Zalewska, Lema-Ruminska y col.2007).Por otro lado, el contenido de
fésforo y potasio, que posee la formulacion, tiene un papel esencial en las etapas
tempranas de iniciacion de los cultivos y particularmente el fosforo, participa en las
diferentes transformaciones de las sustancias organicas que sintetiza la planta,
ademas de que actia como transportador de energia en la sintesis de proteinas
celulares no solo como parte de la molécula, sino como parte integrante del ATP
(adenosintri-fosfato). Varios estudios han demostrado su intervencién en el proceso
de division celular en los tejidos meristematicos, en los cuales existe un crecimiento
activo (Rodriguez, Rodriguez y col. 2004; Pino, Jova y col.2011).

Igualmente, la presencia del potasio en la composicion contribuye de manera
fundamental en el control del potencial osmoético de las células y por consiguiente
en la eficiencia de varios procesos tales como la fotosintesis y la transpiracion en
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las plantas. Otro de sus principales roles es su influencia en el crecimiento vegetal,
aumentando el desarrollo de los tejidos y ofreciendo mayor rigidez y firmeza a los
cultivos (Borrero-Perellé 2007; Ayala-Aponte, Serna-Cock y col. 2009).

La segunda etapa productiva abarca las operaciones de preparaciéon del resto de los
ingredientes de la composicion mediante el tamizado de las sales, que constituyen
aproximadamente el 11% de la composicion total del producto y su posterior
homogeneizacién con el producto intermedio para conformar el medio de cultivo
VitroCen®MS. Dentro de este grupo de ingredientes a incorporar se relnen los
pertenecientes al grupo de microelementos con la presencia de iones de Cu, Co, Zn,
Mn, B, I, entre otros que tienen una influencia notable en varios procesos
fisiologicos, entre ellos, la respiracion, el metabolismo del nitrogeno y Ila
fotosintesis, donde participan principalmente como co-factores enzimaticos de tales
procesos (Kothari-Chajer, Sharma y col.2008).

El cambio tecnoldgico fue aprobado, asi como todos los documentos técnicos
exigidos por el Sistema de Calidad de Biocen que reunen los procedimientos de
todas las operaciones descritas para la producciéon del medio de cultivo.

Analisis economico

El analisis econdmico (Valiente, 2014) demostré que el producto resultante es
factible econdmicamente ya que su alto valor agregado posibilita que la produccion
sea sostenible, ademas de representar una fuente de sustitucion de importaciones
al pais.

La demanda actual de VitroCen®MSen el 2014 destinada al mercado nacional esta
planificada en 140 kg/afio, por lo que las utilidades en sélo un ano de trabajo serian
suficientes para sustentar los gastos incurridos en el proyecto, asi como los costos
de la produccion del producto.

Un analisis comparativo de los precios del mercado internacional con respecto a
productos similares que se comercializan por las firmas: Sigma-Aldrich (EEUU),
TitanBiotech LTD (EEUU) y HiMedialLaboratories (India) demostrdé que la Base de
Medio Murashige y Skoog (MS) se comercializa en presentaciones destinadas a la
preparacion de 10 y 50 L de medio de cultivo. La figura 3 representa los valores de
los precios de venta de cada una de las firmas seleccionadas en comparacion con el
valor de 5,5 CUC correspondiente a 10 L del medio de cultivo BioCen preparado
(VitroCen®MS), el cual resulté entre 1 y 4 veces mas econdmico que los demas
productos.

25
20
15 7,2
10 | I
5
0 -
Sigma-Aldrich Titan Biotech HiMedia BioCen
LTD Laboratories

Fig. 3 Analisis comparativo de los precios de ventas de varios productos

comerciales para preparar 10 L de medio de cultivo
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Estos resultados evidencian que el producto VitroCen®MS, de produccion nacional
posee ventajas competitivas evidentes para entrar en el mercado no sélo en Cuba,
sino al internacional, lo cual lo convierte en una fuente de ingresos favorables para
la empresa.En un analisis particular acerca de los precios que ofrece la firma
HiMedia de la India, a pesar de aparentar ser similares a los precios del producto
VitroCen MS, no se considera conveniente para los paises de América, debido a que
debe tenerse en cuenta recargos de gastos por concepto de flete y transportacion,
que incrementan los precios finales del medio de cultivo. Igualmente, los productos
ofertados por las demas firmas, que pertenecen a Estados Unidos y la
comercializacion con Cuba se veria limitada, y al recurrir a proveedores
intermediarios su valor alcanzaria niveles superiores, lo cual no resultaria factible.

CONCLUSIONES

1. La reduccion de compuestos en la etapa de mezclado de disoluciones posibilita la
obtencion de un producto intermedio que garantiza la solubilidad total de todos los
ingredientes, lo que aumenta la eficiencia en la operacion de secado por aspersion
y aporta al producto final una calidad superior.

2. La introduccién a nivel industrial del cambio tecnolégico de VitroCen®MS resulta
conforme de acuerdo a las exigencias del Sistema de Calidad de BioCen vy los lotes
producidos muestran consistencia en todos los indicadores de calidad evaluados.

3. La produccion nacional del medio de cultivo VitroCen®MSsiguiendo la nueva
tecnologia resulta sostenible, consistente, econdmicamente factible y su empleo
constituye una solucion para la estandarizacion de las formulaciones destinadas a la
micropropagacion de plantas y su obtencién con una mayor calidad.

RECOMENDACIONES

1. Realizar lotes de mayor tamafio (100 L) con el fin de obtener una mayor
produccion y satisfacer demandas superiores del producto VitroCen®MS.

2. Aumentar el estudio de funcionalidad bioldgica en otras empresas del pais que se
dedican a la produccién de vitroplantas.
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