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@ RESUMEN

La propagacion in vitro constituye una de las tecnologias mas importantes utilizada
para la multiplicacién masiva de diferentes especies vegetales, con alta calidad genética
y fitosanitaria. Estas tecnologias se sustentan en la induccién de procesos fisiologicos
(brotacién, multiplicacién, enraizamiento, etc.) y consisten en técnicas predominantemente
manuales que requieren de un trabajo intensivo y se llevan a cabo en establecimientos
denominados biofabricas, en las que se producen plantas y semillas mejoradas a gran
escala. Unade las actividades gerenciales estratégicas en una Biofabrica es la determinacion
de la capacidad productiva. El objetivo del presente trabajo es definir métodos de analisis
de balance de carga y capacidad de la Biofabrica de cafia de aztcar del INICA Villa Clara
(Cuba), acorde a las caracteristicas y exigencias de las tecnologias de propagacion in vitro.
Se estimo la capacidad productiva en las cabinas de flujo laminar, capacidad en la siembra
manual de plantines en la fase de aclimatizacién ex vitro y capacidad de esterilizacion de
una autoclave vertical. Se definié como punto critico y limitante las camaras de crecimiento,
con capacidad para 500.000 explantes al afio, ya que la demanda anual es de 1.000.000 de
plantas aclimatizadas.

Palabras clave: balance de carga y capacidad de produccion, biofabrica,
propagacion in vitro

f§ ABSTRACT

Load and capacity balance analysis methods in the sugarcane Biofactory of the
INICA Villa Clara

In vitro propagation is one of the most important technologies used for the
massive multiplication of different plant species, with high genetic and phytosanitary quality.
These technologies are based on the induction of physiological processes (sprouting,
multiplication, rooting, etc.) and are predominantly manual techniques that require intensive
work and are carried out in establishments called biofactories in which plants and seeds
are produced upgraded on a large scale. One of the strategic managerial activities in a
biofactory is the determination of the productive capacity. The objective of this work is to
define load balance analysis methods and capacity of the sugarcane biofactory of INICA
Villa Clara (Cuba) according to the characteristics and demands of in vitro propagation
technologies. The productive capacity in the laminar flow cabinets, the capacity in the
manual planting of seedlings in the ex vitro acclimatization phase and the sterilization
capacity of a vertical autoclave were estimated. The growth chambers were defined as a
critical and limiting point, with a capacity for 500,000 explants per year, since the annual
demand is 1,000,000 acclimatized plants.

Key words: load balance and production capacity, biofactory, in vitro propagation.
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8 INTRODUCCION

La propagacion in vitro es un conjunto de técni-
cas y métodos de cultivo de tejidos utilizados para mul-
tiplicar plantas asexualmente de forma rapida, eficiente
y en grandes cantidades. Es conocido que la calidad del
material de propagacion utilizado en los diferentes cultivos
tiene un alto impacto en los rendimientos agricolas, por lo
que la propagacion in vitro constituye una de las tecnolo-
gias mas importantes en la generacion masiva de plantas
con alta calidad genética y fitosanitaria (Pérez et al. 2018;
FAO, 2020).

Las tecnologias de propagacion in vitro se sus-
tentan en operaciones en su mayoria manuales y a la vez
en procesos fisiolégicos con respuestas no totalmente
estandarizadas, siendo ambas caracteristicas elementos
clave para el logro de las metas productivas (Orellana y
Suarez, 2017; Romero, 2019). Teniendo en cuenta lo ante-
rior, una de las actividades gerenciales estratégicas es la
evaluacion de la capacidad productiva de las biofabricas,
ya que de esto se definen las potencialidades reales de las
mismas (Cristofan, 2020).

Existen diversas definiciones sobre capacidad
productiva, en especial la instalada. Una de ellas es la
cantidad de maquinas y equipos que una organizacion po-
see, asi como el potencial de produccién que estos equi-
pos permiten alcanzar (Schroeder, 2011; Paredes, 2013;
Lopez-Calva, 2019).

La produccién masiva de plantas in vitro se rea-
liza a través de diversos procesos y operaciones que tie-
nen diferentes capacidades productivas, considerando un
determinado periodo de tiempo. En la literatura cientifica
consultada estan definidos los métodos para el analisis de
carga y capacidad; sin embargo, las peculiaridades de la
producciéon masiva de plantas in vitro requieren de varian-
tes de estos métodos para poder determinar la situacion
del flujo productivo y en especial, su continuidad en las
biofabricas.

Estos balances son de vital importancia para el
cumplimiento de los planes. Su desconocimiento genera
incumplimientos en la produccién de plantas in vitro y un
inadecuado empleo de los recursos disponibles, que con-
llevan elevados costos de produccion.

El presente trabajo tuvo como objetivo definir los
métodos de andlisis de balances de carga y capacidad
adecuados a las caracteristicas y exigencias de la tecno-
logia de propagacion in vitro. Estas fueron aplicadas en la

biofabrica de cafia de azucar del INICA VC. Se determina-
ron en el proceso las limitantes de la capacidad produc-
tiva y se proponen las soluciones a adoptar, asi como las
medidas correspondientes para el logro de las metas a
alcanzar.

8 CARACTERISTICAS DE LA BIOFABRICA
OBJETO DE ESTUDIO Y PRINCIPALES CON-
CEPTOS SOBRE BALANCES DE CARGA Y
CAPACIDAD

Caracteristicas de la biofabrica objeto de es-
tudio

La biofabrica de cafia de azlcar objeto de es-
tudio dispone de tres areas de trabajo, las cuales estan
adecuadas a las exigencias de las tecnologias de propa-
gacion in vitro que se aplican: preparacion de medios de
cultivo, produccion in vitro y aclimatizacion (Tablas 1, 2 y
3). Cuenta con cuatro especialistas distribuidos en la di-
reccién de la biofabrica, control de calidad, produccién in
vitro y aclimatizacion ex vitro, respectivamente. Laboran
27 trabajadores: seis operarias de cabinas de flujo laminar
(CFL), un auxiliar de CFL, ocho trabajadores en prepara-
cién de medios de cultivo y seis trabajadores en el area de
aclimatizacion ex vitro tipo umbraculo.

Se emplea la tecnologia de propagacion in vitro
via organogénesis mediante Sistema de Inmersion Tem-
poral (Pérez et al., 1998; Georgiev et al., 2014) para la
produccion de plantas in vitro de cafa de azucar. Esta se
combina con la embriogénesis somatica en la Fase O y |,
con la inclusién de un banco de plantas donantes en con-
diciones semi controladas (Bernal et al., 2021) y el estable-
cimiento in vitro, tomando como explante inicial los discos
de hojas colocados en un medio de cultivo especifico para
la regeneracion de plantas in vitro de cafa de azucar.

Esta tecnologia se sustenta en procesos de pro-
duccién masiva de plantas in vitro que garantizan un mini-
mo de variabilidad genética (0.5 %) debidamente avaladas
por los controles de calidad y la valoracién de la satisfac-
cion de los clientes, asi como por la seleccion rigurosa de
los explantes iniciales como principio basico de la propa-
gacion in vitro. Ademas, contemplan la ocurrencia de pér-
didas por contaminacién y mortalidad en el proceso, y de
los productos terminados del 5 %, lo cual se debe tener
en cuenta en la definicion de las cargas de produccion y
su balance con las capacidades productivas instaladas.

Tabla 1. Estructura del area de preparacion de medios de cultivo, procesos y operaciones de la biofabrica.

N Areadetrabajo Locales existentes Procesos

Lavado de frascos

y otros insumos Preparacion de

frascos para

Descontaminacion la produccion

Formulacion de
Preparacion de medios de cultivo

medios de cultivo .
Elaboracion de

medios de cultivos

Coccién y »
para la produccion

esterilizacion

Dosificacion de
medios de cultivo

Principales equipos

Operaciones

Lavaderos (4)
Estantes

Lavado de cajas, frascos, tapas,
platos y tubos de ensayos
Mesa de trabajo Descontaminacion de frascos contaminados
pH metro

Desmineralizador
Conductimetro

Preparacion de soluciones madre
Preparacion de medios de cultivo

Autoclave vertical Esterilizacion

Estufa

Cocina Industrial
Mesa de trabajo

Coccion y dosificacion
de medios de cultivo
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Tabla 2. Estructura del area aséptica, procesos y operaciones de la biofabrica de cana de azucar.

N Areadetrabajo Locales existentes Procesos

Cuarto de siembra

del banco Establecimiento

y conservacion
Camara de in vitro
crecimiento del banco

1 Area Manejo del material
aséptica Cuarto de siembra jo de
in vitro
Céamara de crecimiento D "
para la multiplicacion esarrollo
de las plantas
in vitro

Camara de crecimiento
para el enraizamiento

Principales equipos y otros

Operaciones

Cabina de flujo
laminar vertical
Banco de germoplasma
Estantes

Trabajo en la cabina de flujo laminar
Cabina de flujo

laminar vertical Trabajo con el material vegetal

en la cabina de flujo laminar

Estantes Desarrollo de los brotes in vitro
en multiplicacion
Estantes Desarrollo de las plantas in vitro

en enraizamiento

Tabla 3. Estructura del area de aclimatizacion ex vitro, procesos y operaciones de la biofabrica de cafia de azucar.

N Areadetrabajo Locales existentes Procesos

Edificio de preparacion
y almacenamiento
de insumos

Preparacion
para la siembra
Aclimatizacion

de plantas
Desarrollo de

Umbréaculo . R
la aclimatizacion

_______J Principales conceptos sobre balances de car-
gay capacidad

Para la aplicacion de los métodos de balances
de carga y capacidad se tomaron como ejemplo algunos
de los procesos y operaciones mas importantes en la pro-
duccion. Estos fueron los definidos por Paredes (2013).
Principales conceptos utilizados:

¢ Flujo productivo: Camino que sigue el material
vegetal inicial hasta que se obtiene el producto terminado.
Este debe tener un funcionamiento arménico y balancea-
do de la produccién junto a los recursos materiales y hu-
manos que intervienen

e Carga: Contenido de trabajo (plan de produc-
cion, plan de negocios) que debe ejecutarse en cada pro-
ceso del flujo productivo, condicionado por la capacidad.

e Capacidad: Lo maximo que puede hacerse en
cada proceso que integra el flujo productivo

El flujo de produccién masiva de plantas in vitro
es continuo, sin almacenamiento de la produccion, donde
la materia prima inicial cambia de estado sistematicamen-
te (Orellana y Suarez, 2017; Romero, 2019). Se realizaron
analisis sobre el flujo productivo existente a través del es-
tudio de las capacidades instaladas, aplicando métodos
de andlisis de carga y capacidad en algunos de los proce-
sos mas influyentes en la produccion masiva de plantas in
vitro de la biofabrica objeto de estudio. Para ello se tuvo
en cuenta adecuaciones propias de lo que registra la lite-
ratura cientifica consultada (Chase et al., 2005; Kalenatick
et al., 2006; Naranjo et al., 2019) y generadas por la tecno-
logia de propagacion in vitro.

Durante los estudios los balances de carga y
capacidad de un flujo productivo se presentan tres si-

Principales equipos

Operaciones

Preparacioén de sustratos

Manual PR
para la aclimatizacion de
plantas in vitro
Canteros Operaciones agrotécnicas de las plantas in vitro

Bandejas y platos . L .
Aclimatizacion de plantas ex vitro

tuaciones tipicas: que la carga (plan de produccion) sea
igual que la capacidad productiva instalada (Q = C), de
lo que se concluye que el flujo estda balanceado; que la
carga (plan de produccién) sea menor que la capacidad
productiva instalada (Q < C), de lo que se concluye que
habra una subutilizacion de las capacidades; que la carga
(plan de produccion) sea mayor que la capacidad produc-
tiva instalada (Q > C), de lo que se concluye que la carga
no se podra cumplir (Heizer et al., 2009).

En correspondencia con lo anterior, en la realiza-
cién de los analisis de balances de carga y capacidad se
utilizaron dos enfoques: segun el punto limitante (Teoria de
las restricciones); y segun la demanda del cliente (Filosofia
“Justo a Tiempo”) (llen, 2010; Lépez-Calva, 2019; Cristo-
fan, 2020).

Métodos de calculo de las capacidades pro-
ductivas de la biofabrica

Las capacidades productivas instaladas se cal-
culan a través de un grupo de expresiones de calculo para
los procesos mecanicos y manuales de la biofabrica. (Ta-
blas 4y 5).

Para el caso del célculo de las capacidades pro-
ductivas instaladas de las camaras de crecimientos se es-
tablecen las siguientes expresiones (Tabla 6).

Para el caso del célculo de las capacidades pro-
ductivas instaladas en la fase de aclimatizacion ex vitro se
establecieron las siguientes expresiones (Tabla 7).

Las expresiones que muestran las Tablas 4, 5, 6
y 7 se corresponden con las particularidades de las tec-
nologias de propagacion in vitro y las caracteristicas de la
biofabrica de cafa de azucar del INICA Villa Clara. Las mis-
mas constituyen una variante respecto a lo que definieron
otros autores (Acevedo et al., 2010; Naranjo et al., 2019).
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Tabla 4. Expresiones de calculo de las capacidades productivas instaladas de equipos de la biofabrica.

Expresiones para el calculo
de las capacidades instaladas

Ejemplos de equipos
y procesos manuales

Ce=dxtxhx(1-(m/100))

(en horas / periodo (donde periodo: anual,

mensual, semanal, otros)

P i :
ara equipos Ne = Q/Ce

Autoclave (en numero de equipos del proceso)

vertical

Ctoteg= Ce x Nr x Ne

Cabinas de fluj
abinas de flujo (en unidades fisicas/ periodo)

laminar

AC = (Clim / Cei) x 100
o
(Clim / De) x 100

Definicion de
los términos

Ce = Capacidad unitaria del equipo en el proceso
d = Cantidad de dias laborables en el periodo que se analiza.
t = Numero de turnos de trabajo por dia
h = Numero de horas laborables por dia.
m= % del fondo de tiempo destinado
para las actividades de mantenimiento

Ne= Cantidad de equipo
Q= Carga ( o plan) de produccién en el proceso

Ctoteq= Capacidad total de equipos
Ce = capacidad unitaria de equipo en el proceso
Nr = Norma de rendimiento por trabajador en unidades / dia
Ne=Numero de equipos existente en el proceso

AC= indice de aprovechamiento de las capacidades
productivas del equipo

Clim: Capacidad productiva del proceso limitantes o cuello de botella

De: Demanda de produccion del cliente

Tabla 5. Expresiones de calculo de las capacidades productivas instaladas de procesos manuales de la biofabrica.

Expresiones para el calculo
de las capacidades instaladas

Ejemplos de equipos
y procesos manuales

Co=dxhx(1-(a/100)
(en horas / periodo )

Co=Nr

Cabinas de fluj
abinas de fiujo (en unidades fisicas / dia)

laminar

Proceso de siembra No=Q/Co

Definicion de
los términos
Co= Capacidad unitaria de operario en el proceso
d = Cantidad de dias laborables en el periodo que se analiza

h = Cantidad de horas laborables por dia.
a = % de ausencia planificada

Nr = Norma de rendimiento por trabajador en unidades / dia

No= Cantidad de operario en el proceso
Q= Carga (o plan) de produccion en el proceso

manual de plantas
en la fase de

aclimatizacion Ctotop= Co x Nr x No

(en unidades fisicas / periodo)

Autoclave
vertical

lajl= (Noreq / No) x 100 (en por ciento)

Ctotop= Capacidad total de operarios en el proceso
Co = Capacidad de operario
Nr = Norma de rendimiento por trabajador en unidades / dia
No= Cantidad de operario en el proceso

lajl= indice de aprovechamiento de la jornada laboral de los operarios
en el proceso
Noreq= Cantidad de operarios requeridos en el proceso
No= Cantidad de operario en el proceso
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Tabla 6. Expresiones de calculo de las capacidades productivas instaladas de las camaras de crecimientos y la fase de aclima-
tizacion de la biofabrica.

Area Procesos Definicién de los términos

Procedimiento de calculo

ABF= Area neta del frasco de cultivo

Determinacion del area neta del frasco (ABF) y
NPF= Cantidad de explantes por frasco

el nimero de explantes por frasco de cultivo (NPF)
(en unidades fisicas)

Célculo del area fisica de un estante AFE = Area fisica de un estante
AFE = (A, X ND) A= Area base de un estante

S|
(en unidades de longitud) ND= Bl\ﬁqumero de divisiones por estante

Definicién de cantidad de estantes disponibles (NE) NE= Cantidad de estantes disponibles

(en unidades fisicas)

Determinacion del area total de estantes disponibles AEtotal= Area total ocupada por estantes

Multiplicacién y
Enraizamiento de
las plantas in vitro

Cémaras de
crecimientos

AEtotal= AFE x NE
(en unidades de longitud)

Cantidad de ciclos tecnoldgicos

AFE = Area fisica de un estante
NE= Cantidad de estantes disponibles

Nciclos = Cantidad de ciclos tecnolégicos

en camaras de crecimientos
Nciclos = FTA / Tciclo
(en unidades)

Célculo de la capacidad productiva instalada
CCcrem= ((AEtotal / ABF) x NPF) x Nciclos
(en unidades fisicas)

en camaras de crecimientos
FTA = Fondo de tiempo anual

Teiclo=Tiempo del ciclo tecnolégico
en camaras de crecimientos

CCcrem = Capacidad productiva instaladas
en las camaras de crecimientos
ABF= Area neta del frasco de cultivo
NPF= Cantidad de explantes por frasco
Nciclos = Cantidad de ciclos tecnolégicos
en camaras de crecimientos

Tabla 7. Expresiones de calculo de las capacidades productivas instaladas en la fase de aclimatizacion ex vitro de la biofabrica

Procedimiento de calculo

Determinacion de la cantidad de canteros
disponibles (Ncan), sus dimensiones (Acan),
el area de un contenedor (Acon) y el nimero

de plantas por contenedor (Npcon)

Definicion de los términos

Ncan = Numero de canteros disponibles (en unidades fisicas)
Acan = Area de un cantero (en unidades de longitud)
Acon= Area de un contenedor para la siembra de plantas in vitro
Npcon = Numero de plantas por contenedor

Célculo de la cantidad de ciclo tecnolégico
de las plantas in vitro al afio
Nciclo= (FTA / TC) (en unidades fisicas)

Nciclo= Cantidad de ciclo tecnoldgico de las plantas in vitro al afio
FTA = Fondo de tiempo anual (en dias)
TC= Tiempo del ciclo tecnolégico de las plantas (en dias)

Calculo de la cantidad de plantas in vitro
por ciclo tecnolégico de aclimatizacion
Plci= Q / Nciclo

Calculo de la cantidad de
contenedores por ciclo

Nconc= (Plci / Npcon)
(en unidades fisicas)

Plci= Cantidad de plantas in vitro por ciclo tecnolégico de aclimatizacion
Q= Carga (o plan) de produccién en el proceso
Nciclo= Cantidad de ciclo tecnoldgico de las plantas in vitro al afio

Nconc= Cantidad de contenedores necesarios por ciclo
Plci = Numero de plantas por ciclo tecnolégico de aclimatizacion de plantas in vitro
Npcon = Numero de plantas por contenedor

Célculo de la cantidad de contenedores
para plantas in vitro en un cantero

Ncon-can = (Acan / Acon)
(en unidades fisicas)

Ncon-can= Qantidad de contenedores por cantero disponible
Acan = Area de un cantero (en unidades de longitud)
Acon= Area de un contenedor para la siembra de plantas in vitro

Cdlculo de la cantidad de canteros
para plantas in vitro por ciclo.

Ncanc= Nconc / Ncon-can
(en unidades fisicas)

Ncanc= Cantidad de canteros para plantas in vitro por ciclo
Ncon-can= Cantidad de contenedores por cantero disponible
Nconc= Cantidad de contenedores necesarios por ciclo

Calculo de la capacidad productiva anual
instalada de la fase de aclimatizacién

Caclim = (Nconc x Npcon)) x Nciclo
(en unidades fisicas)

Caclim= Capacidad productiva anual instalada de la fase de aclimatizacién
Nconc= Cantidad de contenedores necesarios por ciclo
Npcon = Numero de plantas por contenedor
Nciclo= Cantidad de ciclo tecnolégico de las plantas in vitro al afio
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Resultados de la aplicaciéon del analisis del
balance de carga y capacidad de la biofabrica objeto
de estudio

Para el desarrollo de este balance de los princi-
pales procesos de la biofabrica objeto de estudio se tuvo
en cuenta un grupo de datos iniciales (Tabla 8) y mediante
expresiones de calculo definidas en acapites anteriores
(Tablas 4, 5,6y 7).

Tabla 8. Datos de entrada para el balance de carga y capaci-

dad de la biofabrica.
Variables Datos

Plan anual de produccion (Q) 1.000.000 plantas aclimatizadas

Dias laborables al afio (d) 270 dias
Duracién de la jornada laboral (h) 8 horas
Numero de turnos diarios de trabajo (t) 1 turno

Se realizé el analisis de la capacidad productiva
en las cabinas de flujo laminar (CFL) en la biofabrica de
cafia de azucar del INICA Villa Clara mediante la Filosofia
“Justo a Tiempo” y se recomiendan las mejores variantes
a desarrollar para cumplir con la produccién y entrega de
material propagado.

Con los resultados obtenidos en las Tablas 9, 10
y 11 se procedié al calculo de las capacidades producti-
vas instaladas. Se determind, ademas, el balance de car-
ga y capacidades, empleando un enfoque segun el punto
limitante (Teoria de las restricciones).

Se tomd como referencias que:

¢ La demanda anual de 1.000.000 millén de plan-
tas in vitro -que para su cumplimiento requiere producir
1.050.000 considerando las pérdidas de produccién plani-
ficadas- se puede satisfacer, ya que existe una capacidad
productiva anual de 5.028.000 de plantas

e Existe subutilizacion de las capacidades pro-
ductivas instaladas ( Q <C), tanto en cabinas de flujo lami-
nar (doble plaza) como de operarias de esos equipos.

A partir de los resultados alcanzados se pueden
tener las opciones siguientes para el personal que labo-
ra en las Cabinas de Flujo Laminar (CFL), pues con solo

cuatro operarios (el 50% de la mano de obra) es suficiente
para cumplir la demanda del afio o plan de produccion. El
resto de puede emplear en otras actividades. A continua-
cioén, se muestran variantes a tener en cuenta para lograr
un adecuado aprovechamiento de la fuerza de trabajo:

I. Seleccionar las cuatro mejores operarias de
CFL para el cumplimiento de la demanda (tanto por su
producciéon como por la calidad) y ponerlas a trabajar en
Cabinas de Flujo Laminar (CFL) independientes.

Il. A Is cuatro operarias de Cabinas de Flujo La-
minar (CFL) sobrante se propone reubicarlas en otras ac-
tividades tales como limpieza de frascos, preparacion de
medios de cultivo y auxiliar de CFL. Este personal también
quedaria para cubrir las CFL ante inasistencia, vacacio-
nes, etc.

En la Tabla 10 se muestran los datos y operacio-
nes para el célculo las capacidades productivas instala-
das en las camaras de crecimiento de la biofabrica.

El anadlisis de la capacidad productiva (Filosofia
“Justo a Tiempo”) en las camaras de crecimientos en la
biofabrica indica que la demanda anual de 1.000.000 de
plantas aclimatizadas no puede satisfacerse. Esto se debe
a que la capacidad de las mismas esta limitada a 509.538
plantas in vitro por afio. Para satisfacer la demanda habria
que incrementar la capacidad de las camaras o construir
otra.

Para cumplir con la produccién demandada, la
direccién de la Bbofabrica debe realizar mejoras al pro-
ceso productivo e introducir cambios en las tecnologias a
emplear para propagar el material vegetal:

e Introducir la embriogénesis somatica como tec-
nologia a aplicar durante la propagacion in vitro de plan-
tas, que genera mayor produccién por m?2 de camaras de
crecimientos.

¢ Realizar estudios de pre inversion con el obje-
tivo de cambiar o modificar los estantes por otros moviles
y con mayor cantidad de pisos que permitan reducir las
areas de pasillos.

e Emplear frascos de cultivo de mayor capacidad
de explantes y menor area ocupada.

e Introducir los Sistemas de Inmersion Temporal.

A continuacién, se muestran en la Tabla 11 los

Tabla 9. Célculo de las capacidades productivas instaladas en cabinas de flujo laminar de la biofabrica de cana de azUcar.

Datos del proceso

Cantidad de cabinas de flujo laminar existentes (CFL)= 4

Capacidades productivas calculadas

2050 horas / afio

Cantidad de operarios (No)= 8

Norma de rendimiento:
(Nr) = 1800 explantes / dia = 300 explantes/ hora

indice de mantenimiento de las CFL:(m) =5 %

indice de ausentismo (a) = 3 %

2 460 000 plantas in vitro / afio

) Cantidad de CFL necesarias = 2
Indice de aprovechamiento del equipo (AC) = 41 %

2095 horas / afio
5.028.000 plantas in vitro /afio

4 operarios

indice de aprovechamiento de la fuerza de trabajo (AJL) = 50%
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Tabla 10. Calculo de las capacidades productivas instaladas en el proceso de camaras de crecimientos de la biofabrica.
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Datos del proceso

=1.05 m?

Area base del estante (A )=

Numero de divisiones de los estantes (ND)= 5
Area neta del frasco (ABF) = 0.09 m
Cantidad de estantes disponibles (NE) = 70
Numero de explantes por frascos (NPF) = 10
Fondo de tiempo anual ( FTA )= 365 dias

Tiempo de ciclo tecnolégico en camaras
de crecimiento (Tciclo) = 21 dias

Capacidades productivas calculadas

Area fisica de un estante= 5.25 m

Area total de estantes disponibles= 368 m

Cantidad de ciclos tecnolégicos en cdmaras de crecimientos = 18

Capacidad productiva instalada camaras de crecimientos =
509 538 plantas in vitro/afio

Tabla 11. Célculo de las capacidades productivas instaladas en el proceso en la Fase de aclimatizacion ex vitro.

Datos del proceso

Cantidad de canteros
disponibles (Ncan)= 30

Area de un cantero (Acan)= 12 m

Capacidades productivas calculadas

Nciclo= (FTA/ TC)
Cantidad de ciclo tecnoldgico de las plantas in vitro / afio = 6

Plci= Q / Nciclo
Cantidad de plantas in vitro / ciclo tecnolégico
de aclimatizacion = 166 667

Area de un contenedor
(Acon) =0.18 m

Numero de plantas por contenedor
(Npcon)= 60

Nconc= (Plci / Npcon)
Cantidad de contenedores / ciclo = 2778

Ncon-can = (Acan / Acon)
Cantidad de contenedores / cantero= 67

Ncanc= Nconc / Ncon-can
Cantidad de canteros / ciclo = 42

Fondo de tiempo anual:
( FTA )= 365 dias

Tiempo de ciclo tecnolégico en fase de aclimatizacién
(Tciclo) = 60 dias

Caclim = (Nconc x Npcon)) x Nciclo
Capacidad productiva anual instalada de la fase
de aclimatizacion = 1 000 080 plantas

resultados del calculo de las capacidades productivas ins-
taladas en la fase de aclimatizacion de la biofabrica.

Se realiz6 el calculo aplicando el enfoque del ba-
lance de carga y capacidad segun la demanda del cliente
(Filosofia “Justo a Tiempo”). El analisis de la capacidad
productiva en la fase de aclimatizacién de la biofabrica de
cafa de azucar de INICA Villa Clara indica:

1. Que la demanda anual de 1.000.000 de plantas
in vitro se puede satisfacer con el area actual, que permite
aclimatizar 1.000.080 plantas in vitro.

2. Existe una adecuada utilizacion de las capaci-
dades productivas instaladas (Q = C).

Como se aprecia, las capacidades productivas
calculadas se sustentan en elementos clave tales como
normas de trabajo de las operarias de cabinas de flujo la-
minar en el proceso de siembra, area del envase de cultivo
que se emplea en la propagacion in vitro para las cama-
ras de crecimiento y area del contenedor de siembra en el
area de aclimatizacion. Por tanto las garantias de la tecno-

logia de propagacién masiva de cafa de azlcar en cuanto
a la estabilidad genética de las plantas y las pérdidas en
los procesos y productos terminados no influyen en estos
valores.

® CONCLUSIONES

El analisis de balance de carga y capacidad en
la biofabrica objeto de estudio demostrd la validez de las
expresiones y procedimientos de calculo, asi como tener
informaciones esenciales para la toma de decisiones para
el cumplimiento de los planes de produccién con la efi-
ciencia requerida.

Del balance de carga y capacidad realizado en
algunos de los procesos (de alta dependencia entre ellos)
de la biofabrica objeto de estudio, se desprende que las
camaras de crecimientos representan la capacidad limi-
tante en el flujo productivo, lo que implica que existe una
sub utilizacién de las capacidades de las cabinas de flujo
laminar y en la fase de aclimatizacién, en correspondencia
con la carga de produccién definida.
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@ ABSTRACT

El presente trabajo tuvo como objetivo analizar alternativas para incrementar
la eficiencia de la fase de establecimiento in vitro en el proceso de micropropagacion
de cafha de azucar. Para ello se estudié el empleo como explante de discos de hojas
inmaduras de cafia de azucar. Se analizaron dos procedencias del material donante
(proveniente de bancos establecidos en campo y de bancos mantenidos bajo condiciones
semicontroladas), asi como diferentes medios de cultivo. Se estudid, también, el efecto
de la posicion de los discos de hojas en el medio de cultivo (vertical u horizontal) y de la
posicion de los discos en el cilindro de hojas sobre la regeneracion de plantas in vitro. El
cultivar utilizado fue C97-445. Se usé material vegetal de ambos bancos de donantes con
el empleo como explantes iniciales de apices caulinares y discos de hojas. Los resultados
indican que utilizar discos de hojas obtenidos de plantas madre procedentes de Bancos
de Donantes en condiciones semicontroladas permite lograr bajos indices de oxidacion
fendlica y contaminacién microbiana y mayor cantidad de brotes. La mejor combinacién de
reguladores de crecimiento en el medio de cultivo fue de 0,5 mg I de kinetina 'y 5,0 mg I-1
de ANA y se demostré que el segmento 4 fue el de mayor nimero de plantas por disco, y
que unido con los segmentos 2 y 3 permitié obtener un total de 55 plantas por cilindro para
el cultivar de cafna de azlcar C97-445 a los 30 dias de cultivo.

Key words: brotes in vitro, cafia de azUcar, condiciones de cultivo, disco de hojas.

 RESUMEN

Alternatives to increase the in vitro establishment efficiency of sugarcane
(Saccharum spp.).

The objective of this work was to analyze alternatives to increase the efficiency
of the in vitro establishment phase in the sugarcane micropropagation process. For this
purpose, the use of immature sugarcane leaf discs as explants was studied. Two sources
of donor material were analyzed (from banks established in the field and from banks
maintained under semi-controlled conditions), as well as different culture media. The effect
of the position of the leaf discs in the culture medium (vertical or horizontal) and the position
of the discs in the leaf cylinder on the regeneration of plants in vitro was also studied. The
cultivar used was C97-445. Plant material from both donor banks was used with the use of
root apices and leaf discs as initial explants. The results achieved indicate that using leaf
discs obtained from mother plants from Donor Banks under semi-controlled conditions
allows achieving low rates of phenolic oxidation and microbial contamination and a greater
number of sprouts. The best combination of growth regulators in the culture medium was
0,5 mg I-1 of kinetin and 5,0 mg I'' of ANA and it was shown that segment 4 had the highest
number of plants per disc. Together with segments 2 and 3, it allowed us to obtain a total
of 55 plants per cylinder for the sugar cane cultivar C97-445 after 30 days of cultivation.

Palabras clave: culture conditions, in vitro shoots, leaf disk, sugarcane.
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8 INTRODUCCION

La cafa de azucar (Saccharum spp.) es uno de
los cultivos mas importantes a nivel mundial. Esta dis-
tribuido en 100 paises sobre un area de 26 millones de
hectéreas de tierras cultivadas, fundamentalmente en las
zonas tropicales y subtropicales, por lo que ocupa el lugar
12 de un total de 161 especies de interés agroindustrial
(Portal Cana, 2022).

En Cuba, la cafia de azucar se encuentra distri-
buida a través de todo el territorio nacional en un area de
416.752,9 ha plantadas. Segun el censo anual del Instituto
de Investigaciones de la Cafia de Azucar (INICA), se en-
cuentran implantados 82 cultivares, 69 de ellos son cuba-
nos y 13 introducidos (Jorge et al., 2022).

La combinacion de métodos de propagacion
convencional con modernas técnicas de propagacion in
vitro constituye una de las estrategias que se emplean en
Cuba para obtener la cantidad de “cafa semilla” necesaria
para satisfacer la demanda de los productores. Perfeccio-
nar el proceso productivo en el laboratorio y su escalado
es primordial, para lo cual se hace necesaria la integracion
de las diferentes fases de la propagacion in vitro (Thorpe,
2014).

La biotecnologia en este cultivo constituye una
herramienta importante para el mejoramiento genético y
la propagacién masiva. Existen dos vias de regeneracién
de plantas in vitro: la organogénesis y la embriogénesis
somatica (Pérez, 1998). La primera permite obtener, en
corto tiempo, gran nimero de individuos idénticos a la
planta original, por lo que resulta indispensable iniciar la
propagacion con plantas madre o donadoras de tejidos
libres de microorganismos patégenos.

Los mayores problemas durante la fase de es-
tablecimiento in vitro son la contaminacién bacteriana y
fungica, presente en la superficie de las hojas y segmen-
tos nodales, asi como la oxidacion fendlica (North et al.,
2012). Esto hace el proceso ineficiente e ineficaz biolégica
y econdémicamente; por lo cual se vuelve necesario reali-
zar cambios en la fase para incrementar la eficiencia.

El establecimiento in vitro con material proce-
dente del Banco de Donantes en condiciones semicon-
troladas reduce las pérdidas por contaminacion microbia-
na (Diaz et al., 2020). El empleo de un nuevo método de
establecimiento in vitro con la regeneracion de plantas de
forma directa a partir de discos de hojas inmaduras sin
formacion de callos permitira la obtencion de mayor nu-
mero de brotes y la disminucién del requerimiento de ma-
terial de partida (Bernal et al., 2021). Teniendo en cuenta
lo anteriormente planteado, el presente trabajo tuvo como
objetivo estudiar diferentes variables para incrementar la
eficiencia en el establecimiento in vitro utilizando como
explante discos de hojas inmaduras de cafa de azlcar.

® MATERIALES AND METODOS

El trabajo se desarrollé en la Complejo Cientifico
Productivo de Biotecnologia del Instituto de Investigacio-
nes de la Cafa de Azucar (INICA VC), perteneciente al Ins-
tituto de Investigaciones de la Cafa de Azucar (INICA), en
el municipio de Ranchuelo, provincia Villa Clara, Cuba.

El material vegetal utilizado fue la porcién apical

de tallos jovenes del cultivar C97-445 de cafa de azucar.
A los cuatro meses de cultivo de los tallos en condiciones
semicontroladas, y suspendido el riego por tres dias, se
tom¢ la parte apical (cogollos) con el auxilio de un cuchillo
desinfectado previamente con etanol al 70%. El material
vegetal fue rapidamente sumergido en agua desminerali-
zada dentro de un frasco plastico y llevado al laboratorio
(Biofabrica), donde se comenzo el proceso de desinfec-
cion (Bernal et al., 2021).

En el laboratorio, a partir de los cogollos, se ob-
tuvieron cilindros de hojas jévenes de aproximadamente
10,0 a 15,0 cm de longitud y 1,0 cm de diametro. Des-
pués, fueron lavados con detergente doméstico (3 a 5 ml
por cada 250 ml de agua) y luego se enjuagd con agua
para eliminar el detergente. La primera desinfeccion se
realizd sumergiendo los cilindros, durante un minuto, en
recipientes estériles que contenian una solucién de etanol
al 70%.

En la cabina de flujo laminar se enjuagé el mate-
rial para eliminar el etanol y luego se lo sumergié en una
soluciéon de hipoclorito de sodio al 3,0% (v/v) durante 20
minutos. Posteriormente se realizaron tres enjuagues con
agua desmineralizada estéril y se colocé el material en un
frasco de cultivo estéril con una solucién de 100 mg I-1 de
acido ascoérbico.

A continuacién, se procedio a la reduccion del
tamano de los cilindros hasta 0,5 cm de diametro y 5,0
cm de longitud. Este fue el explante inicial que se empled
durante el establecimiento in vitro de la cafa de azlcar.

Los medios, frascos y tubos de cultivos utilizados
en este trabajo fueron esterilizados en autoclave vertical a
121°C y 1,2 kg cm de presion. Los platos metalicos para
el trabajo en la cabina de flujo laminar fueron esterilizados
en la estufa a 180°C durante 2 h. El instrumental (pinzas
y bisturies) fue desinfectado en un esterilizador eléctrico
modelo DENT-EQ (Alemania) que permanecié dentro de
la camara de flujo laminar horizontal, donde se realizé el
manejo del material vegetal en condiciones de esterilidad.
Las condiciones de cultivo in vitro para todos los experi-
mentos fueron las descritas por Bernal et al. (2021).

Ensayo 1. Efecto del empleo de plantas madre
de dos procedencias (Banco de Donantes en condicio-
nes semicontroladas y en campo) y diferentes medios
de cultivo en el establecimiento in vitro

El objetivo de este experimento fue comparar el
establecimiento in vitro usando plantas madre desarrolla-
das en condiciones semicontroladas (Banco de Donantes
semicontrolado) y material vegetal proveniente directa-
mente del campo (Banco de Donantes en campo), segun
la metodologia establecida por Jiménez et al. (1997). Se
utilizé como material vegetal inicial 10 cilindros de hojas
de cafa de azucar de aproximadamente 10 cm de longi-
tud por tratamiento.

Los discos de hojas fueron colocados de forma
vertical en dos medios de cultivo (M1 y M2), en tubos de
cultivo de vidrio de un tamafo de 16 x 2 cm, con 10 ml de
medio de cultivo semisdlido. El medio de cultivo basal fue el
compuesto por las sales Murashige and Skoog (1962) (MS)
al 100%, vitaminas Heinz and Mee (1969), 30 g I'' de saca-
rosa y gelificado con 7,0 g I-1 de agar E (BIOCEN, Cuba).
Los reguladores del crecimiento empleados fueron la kine-
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tina (Kin) y el acido naftalen acético (ANA) en sustitucion de
la 6- bencilaminopurina (6 BAP). Los tratamientos fueron:
a) medio basal con Kin 0,5 mg I' + ANA 5,0 mg I'' (M1) y b)
medio basal con Kin 1,0 mg I'" + ANA 5,0 mg I'(M2), segun
lo referido por Kaur and Sandhu (2015) en combinacion con
las dos condiciones de procedencia de las plantas madre.

Como control se emplearon apices caulinares
obtenidos de los cilindros, lo cuales se colocaron en me-
dio de cultivo de establecimiento con 6 BAP segun Jimé-
nez et al. (1997). El pH se ajusté a 5,8 con NaOH (1,0 N) y
HCI (1,0 N), previo a la esterilizacién mediante ebullicion a
100°C durante 4 min.

En todos los tratamientos se evaluaron las si-
guientes variables: 1) nimero de discos de hojas conta-
minados (bacterias y/o hongos) y con oxidacion fendlica o
amarronamiento. Esta evaluacion se realizé a los 15 dias
de cultivo y los datos fueron convertidos a porcentajes. 2)
numero de brotes por discos, nimero de brotes con raices
y numero total de brotes por cilindro. Esta evaluacion se
realiz6 a los 30 dias de cultivo.

Ensayo 2. Efecto de la posicion del explante
en el medio de cultivo y de la posiciéon del disco de
hojas en el cilindro en la regeneracién de plantulas in
vitro

El objetivo de este experimento fue determinar el
efecto de la posicion del disco de hoja en el cilindro y de
la posicién del explante en el medio de cultivo (vertical u
horizontal) en la obtencién de plantas in vitro. Para esto se
dividio el cilindro en cinco segmentos de 0,5 cm de didame-
tro y 1,0 cm de longitud. Se tomé como primer segmento
la parte basal del cilindro (Figura 1) y a partir de este se
numeraron cuatro mas.

Los discos de hojas fueron colocados en frascos
plasticos transparente Magenta® en posicion vertical y

horizontal (Figura 2).

Se emplearon 70 discos de hojas de cafia de
azucar por cada tratamiento. A los 15 dias de cultivo se
evaluo el numero de discos de hojas contaminados (bac-
terias y hongos) y con oxidacion fendlica o amarronamien-
to. A los 30 dias se evalud el nimero de brotes por disco,
numero de brotes con raices, altura (cm) y niumero de ho-
jas de las plantas in vitro.

Figura 1. Material vegetal de cafia de azUcar (Saccharum spp.)
del cultivar C97-445 empleados en la obtencion de discos de
hojas, (A) apice caulinar y cilindro de hojas inmaduras, (B) sec-
ciones del cilindro de hojas para la obtencién de los discos y (C)
numeracion de los discos.

Figura 2. Discos del cultivar de caha de azUcar (Saccharum spp. cv. C97-445) colocados en el medio de cultivo en posicion horizontal

(A) y vertical (B).



Revista Industrial y Agricola de Tucuman (2024) Tomo 101 (1): 13 -22

RI AT '.EEAOC

Analisis estadistico

Los datos originales fueron comprobados para
su ajuste a la normalidad mediante prueba de Bartlett-
test, con su correspondiente Chi cuadrado. El paquete es-
tadistico utilizado fue STATISTICA sobre Windows versién
8.0 del 2007. Para la evaluacioén estadistica de los resul-
tados se utilizé un ANOVA bifactorial de efecto fijo para
la posicion del disco en los dos experimentos evaluados.
La comparaciéon de medias se realizd6 mediante la prueba
multiple de rango de Tukey (p<0.05). Todos los experimen-
tos fueron repetidos dos veces.

8 RESULTADOS Y DISCUSION
) Ensayo 1

Los resultados de este ensayo demostraron la
importancia de las condiciones de cultivo del material do-
nante del explante. Asi, los discos de hojas procedentes
del Banco de Donantes en condiciones semicontroladas
tuvieron, en los dos medios de cultivo utilizados, una res-
puesta significativamente superior para las variables oxi-
dacién fendlica, presencia de contaminacién por micro-
organismos y supervivencia de explantes con respecto al
tratamiento en el que se utilizaron apices provenientes del
Banco de Donantes en campo (Tabla 1, Figuras 3 y 4). No
se observaron diferencias entre los medios de cultivo en-
sayados.

Figura 3. Disco de hojas jovenes de cana de azUcar (Saccharum
spp. cv. C97-445) proveniente del material vegetal cultivado en
el Banco de Donantes semicontrolado, a los tres dias de colo-
cados en medio de cultivo.

Es importante sefialar que la edad del explante
utilizado influyd positivamente en la liberacion de fenoles.
Estos que usamos tenian cuatro meses de edad. Con re-
lacion a este resultado, Muhitch and Fletcher (1985) plan-
tearon que tejidos jévenes son con frecuencia menos pro-
pensos al oscurecimiento sobre la excisidon que otros mas
adultos. Esto fue demostrado en Rosa sp. (L.) cv ‘Paul’.
También, Duhem et al. (1988) informaron que explantes
muy jovenes de café (Coffea arabica L.) son mas propen-
sos a mostrar oxidacion fendlica que aquellos tomados de
tejidos mas viejos.

YUYW | VT '
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Figura 4. Disco de hojas jovenes de cafia de azlcar (Saccharum
spp. cv. C97-445) a los 20 dias de colocados en medio de
cultivo (A) Material vegetal proveniente del Banco de Donantes
en condiciones semicontroladas (B) Material vegetal tomado del
Banco de Donantes en campo.

Tabla 1. Efecto de la procedencia del material vegetal y el medio de cultivo sobre el establecimiento in vitro a partir de discos de hojas
de cafna de azUcar (Saccharum spp. cv. C97-445) a los 15 dias de cultivo.

Procedencia del Kinetina ~ ANA Oxidacién Contaminacion (%) Muertos Vivos
material vegetal (mgL’) (mgL?) explante (%) [:-EtTNiE R T Il I (7 (%) (%)
Banco de Donante semicontrolado 0,5 5,0 0,0a 0,0 0,0 0,0a 0,0b 100a
Banco de Donante semicontrolado 1,0 5,0 0,a 1,6 0,0 1,60 a 0,0b 100 a
" 6
Banco de Donante en Campo 0,3 mg L 52,5¢ 24,8 7,5 32,4 b 20,0a 80,0b

Porcentajes con letras distintas en una misma columna difieren significativamente para p<0.05 segun la Prueba de proporciones (*) Control (n=50).
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Para el caso del durazno (Prunus persica (L.)
Batsch.) cultivar ‘Salcaja’, las pruebas demostraron que
explantes provenientes de material joven fueron menos
susceptibles a oxidarse en comparacién con los de ma-
yor tiempo de formacion, los cuales se vieron altamente
afectados por las heridas ocasionadas al tejido y con ello
se favorecié la oxidacién (Cabrera, 2003). Esto es debido a
que al herir o romper los tejidos se estimula la respiracion;
ademas, el material vegetal de mayor edad se encuentra
altamente lignificado y al momento de realizar los cortes,
estos se vuelven mas dificiles; de este modo se ocasionan
heridas innecesarias como rasgaduras del tejido en el ex-
plante.

En diferentes trabajos se sefiala el empleo de
sustancias antioxidantes durante el proceso de desinfec-
cion y en el medio de cultivo. Fueron empleados acido
ascorbico, acido citrico, carbon activado y polivinilpirroli-
dona (PVP) (Franklin et al., 2006; Lakshmanan et al., 2006;
Sandhu et al., 2016; Ramasamy et al., 2018).

Segun lo informado por North et al. (2012), los
tejidos meristematicos jovenes contienen altos niveles de
fenoles que son liberados al medio de cultivo durante el
establecimiento in vitro. La excrecion de estos compues-
tos estd relacionada con los estreses impuestos al tejido
debido al corte, heridas, reguladores del crecimiento y los
cambios en el ambiente durante el cultivo in vitro.

Lal et al. (2015) indicaron la conveniencia del tra-
tamiento de los explantes de cafia de azucar con antioxi-
dantes antes de ser colocados en el medio de cultivo o

una vez en él. Ademas, la frecuente transferencia de los
explantes a medio de cultivo fresco y el mantenerlos en la
oscuridad durante los primeros siete a diez dias fueron re-
comendados como medidas efectivas en el control de los
efectos adversos de los fenoles durante el establecimiento
in vitro.

En esta misma especie vegetal, Bernal et al.
(2021) demostraron que la combinacién de brotes jovenes
de plantas crecidas en condiciones semicontroladas, con
malla para sombra del 50% y suspension del riego, redujo
la produccion de fenoles por las plantas. Esto pudo ser
debido que en condiciones de luz reducida las plantas tie-
nen menos cloroplastos, lugar donde se sintetizan y acu-
mulan los compuestos fendlicos, los que se encuentran
localizados en las membranas de los tilacoides.

Respecto a las variables nimero de brotes por
disco y nimero total de brotes por cilindro, el material ve-
getal (plantas madre) procedentes de banco de donantes
en condiciones semicontroladas y con el medio de cultivo
M1 superé al resto de los tratamientos con diferencias sig-
nificativas. Con respecto al control (método de cultivos de
apices), el nuevo método desarrollado a partir de disco de
hojas en el medio M1 lo superd en un total de 49,0 = 3,4
brotes in vitro por cilindro (Tabla 2 y Figura 5).

Varios autores como Gill et al. (2006), Joshi et al.
(2013) y Sandhu et al. (2016) informaron la regeneracion
de plantas de forma directa a partir de discos de hojas
inmaduras sin formacion de callos en diferentes cultivares
de cafa de azUcar de la India, Estados Unidos de América

Tabla 2. Efecto de la procedencia del material vegetal y el medio de cultivo sobre el establecimiento in vitro a partir de discos de hojas
de cafna de azUcar (Saccharum spp. cv. C97-445) a los 30 dias de cultivo.

Procedencia del Kinetina ANA N° de Numero de brotes No total de brotes
material vegetal (mg L) (mg L) brotes/disco con raices (%) por cilindro
Banco de Donante semicontrolado 0,5 5,0 13,5+2,5 a 100 49,0+3,4 a
Banco de Donante semicontrolado 1,0 5,0 7,3+1,3 b 100 26,5+2,1b
« 6
Banco de Donante en Campo 0,3 mg L 0 0 1,0£0,5¢c

Medias con letras no comunes dentro de la misma columna difieren estadisticamente segun prueba de Tukey y de proporciones para el caso del porcentaje para
p< 0,05 (n=50) (*Control) MG+EE: Media General + Error Estandar

Figura 5. Comparacion entre discos de hojas y épices en la fase de establecimiento in vitro de la cana de azUcar (Saccharum spp. cv
C97-445) alos 30 dias de cultivo de plantas madres en Banco de Donantes en condiciones semicontroladas. (A) Disco de hojas con
brotes in vitro (B) Discos de hojas con plantas completas (C) Brotes in vitro obtenidos a partir de apices.
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y Australia. Todos obtuvieron como mejor combinacion de
reguladores de crecimiento la kinetina (0,5 mg I'') y el ANA
(5,0 mg I'"). La cantidad de brotes por cilindros vario desde
28 hasta 50 brotes in vitro en dependencia del cultivar. En
todos los casos los materiales vegetales donantes fueron
plantas de cafa de azucar creciendo en campo. Los re-
sultados de esta investigacién coinciden con lo sefialado
por estos autores en el cultivar cubano C97-445. Ademas,
en el presente trabajo también se obtuvieron los mayores
valores en el numero de brotes in vitro por disco (13,5+2,5)
y numero total de brotes in vitro por cilindro (49.0+3.4) con
la combinacién de 0,5 mg I'' de kinetina y 5,0 mg I'' de
ANA en el medio de cultivo.

Los discos de hojas inmaduras procedentes de
plantas cultivadas en condiciones semicontroladas tuvie-
ron una mejor respuesta que los discos provenientes de
plantas creciendo en campo. Estos resultados apoyan la
importancia de la calidad fisiolégica y sanitaria del mate-
rial de partida en el éxito del cultivo in vitro.

Antes de la seleccion de los materiales vegetales
para la propagacion in vitro debe realizarse un pretrata-
miento mediante fungicidas y bactericidas para minimizar
la contaminacion en el cultivo in vitro. Ademas, para au-
mentar las probabilidades de éxito la planta madre debe
cultivarse en condiciones de invernadero para mantener la
fisiologia normal del cultivo, ademas de minimizar la con-
taminacion in vitro (Cassells, 2005).

Al respecto, George and Debergh (2008) refieren
que durante la Fase 0 o preparativa se persigue garantizar
material vegetal de partida de alta calidad genética y fito-
sanitaria, la cual permita disminuir los problemas de con-
taminacién por microorganismos para lograr un esquema
de propagacion in vitro real y repetible.

Segun Rakesh et al. (2011), los explantes toma-
dos de las plantas de campo tienen problemas de conta-
minacién microbiana, ya que lograr la esterilizacién total
es generalmente dificil. El estado fisiologico de la planta
donante, ademas, también influye en la respuesta de los
explantes. Al respecto, Tiwari et al. (2012) refirieron que los

4 -

Altura (cm)
N

explantes de plantas cultivadas en invernadero dan mejo-
res resultados para la propagacion in vitro, ya que la carga
de contaminantes es minima en comparacién con los que
crecen en condiciones de campo.

Estos autores, asimismo, sefialaron que depen-
diendo de las condiciones climaticas durante el afio exis-
ten enormes variaciones con respecto a la respuesta de
los explantes al cultivo in vitro cuando provienen de plan-
tas cultivadas en condiciones de campo.

) Efecto de la posicion del disco de hojas en el
medio de cultivo para la regeneracion de plantas in vi-
tro

En todos los tratamientos se logré la formacion
de brotes (100% de respuesta) independientemente de
la posicién en el medio de cultivo y el nimero del disco.
Respecto a la variable altura los mejores resultados se al-
canzaron en la posicion vertical usando el disco 3, y para
la posicion horizontal con los discos 2 y 3 sin diferencias
significativas entre ellos. No obstante, la posicion vertical
usando el disco 3 y la horizontal con el disco de igual nu-
mero no tuvieron diferencias significativas respecto a la
posicion vertical con el disco 1 (Figura 6). La altura prome-
dio de las plantas estuvo por encima de los 3,0 cm, valor
adecuado para pasar a la siguiente fase (Multiplicacion).

Segun informaron Gill et al. (2006), la formacion
de plantas a partir de discos de hojas inmaduras, indepen-
diente a la posicién en que fueron colocados en el medio
de cultivo para esta fase, fue entre un 75-80% en el culti-
var de cafha de azucar CP88-1762 a los 45 dias de cultivo.
Los resultados obtenidos en la presente investigacion fue-
ron superiores a los informados por estos autores, habién-
dose logrado una respuesta del 100% de los explantes
(discos de hojas inmaduras) para el cultivar C97-445.

Con relacién al numero de hojas, los mayores
resultados se obtuvieron en los tratamientos en posiciéon
vertical con los discos 3 y 4, este Ultimo con un nimero de
hojas similar al disco 5.

b ab
Cc
3 - d
e
1_ I
0 -
1 2z 3 4 5
Vertical Vertical

Vertical Vertical

Vertical

Horizontal Horizontal Horizontal Horizontal Horizontal

Figura 6. Efecto de la interaccion posicion del disco y nUmero del disco de hojas inmaduras para la variable altura de las plantas in
vitro de cafa de azUcar (Saccharum spp. cv C97-445) a los 30 dias de cultivo.
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En la posicion horizontal el mayor niumero de ho-
jas correspondio al disco 2 (Figura 7).

En el caso de la variable nimero de raices, los
mejores resultados solo fueron alcanzados en la posicién
vertical y especificamente con los discos 3 y 5, sin dife-
rencias significativas entre ellos, pero si con el resto de los
tratamientos evaluados. La media del nimero de raices en
ambos tratamientos estuvo por encima de 6 (Figura 8).

Al respecto, Joshi et al. (2013) informaron que la
mejor posicidn del disco de hojas para el nUmero de raices
para tres cultivares de cafia de azucar de Canal Point (Flo-
rida) fue la horizontal. Los resultados de esta investigacion
son contrarios a los informados por estos autores, aunque
cabe aclarar que estos trabajos se realizaron con diferen-
tes cultivares de cafa de azucar. Diversos autores recono-
cen la influencia del genotipo en la respuesta del explan-

te en condiciones in vitro de cultivo, tanto en la cana de
azlicar como en otras especies, lo cual podria explicar las
diferencias reportadas anteriormente (Franklin et al., 2006;
Lakshmanan et al., 2006; Taparia et al., 2012; Joshi et al.,
2013).

Para la variable nimero de brotes in vitro por ex-
plante, la mas importante en la fase de establecimiento in
vitro, los mejores resultados se alcanzaron con el disco 4
para ambas posiciones del explante, sin diferencias signi-
ficativas entre ellas pero si con el resto de los tratamientos
(Figuras 9 y10). Las medias del nimero de brotes fueron
29,0 y 27,5 £6,75 para la posicion vertical y horizontal,
respectivamente.

Joshi et al. (2013) sefialaron que no encontraron
para el numero de brotes diferencias significativas segun
la posicion del disco en el medio de cultivo (horizontal o

5-
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Figura 7. Efecto de la interaccion posicion del disco y nimero del disco de hojas inmaduras para la variable nimero de hojas de las
plantas in vitro de caha de azUcar (Saccharum spp. cv C97-445) a los 30 dias de cultivo.
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Figura 8. Efecto de la interaccion posicion del disco y nimero del disco de hojas inmaduras para la variable nimero de raices de las
plantas in vitro de cafa de azlcar (Saccharum spp. cv C97-445) a los 30 dias de cultivo.
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Figura 9. Efecto de la interaccion posicion del disco y nimero del disco de hojas inmaduras para la variable nimero de brotes in vitro
de cana de azUcar (Saccharum spp. cv C97-445) a los 30 dias de cultivo.

Figura 10. Brotes in vitro de cafia de azlcar (Saccharum spp.
cv. C97-445) obtenidos a partir del cuarto disco del cilindro, a
los 30 dias de cultivo.

vertical) en tres cultivares de cafia de azucar (CP84-1198,
CP88-1762 y CP89-2143). Los resultados obtenidos en el
presente trabajo apoyan lo informado por estos autores.
No obstante, Joshi et al. (2013) encontraron los mejores
resultados para esta variable en el primer disco con dife-
rencias significativas con el resto. Los valores obtenidos
por estos autores fueron 15,5 para CP84-1198; 64,8 para
CP88-1762 y 27,0 para CP89-2143.

Sin embargo, Lakshmanan et al. (2006) refirieron
que en el cultivar de cafia de azucar Q165 los mejores re-
sultados se lograron con los discos 1, 2, 3 y 4 y descarta-
ron los discos 5 y 6. Estos autores sefialaron que estos re-

S

sultados pudieron deberse al transporte polar de la auxina
endogena en el cilindro de hojas. Todo parece indicar que
los segmentos 2, 3 y 4 tienen la concentracion de auxina
enddgena necesaria para inducir la formacion de brotes,
unido a la auxina exdégena del medio de cultivo.

Para los segmentos 5 y 6 la concentracion de la
auxina fue critica, lo cual redujo la cantidad de brotes for-
mados. Para el caso de la presente investigacion, tanto en
el caso del disco 1 (mucha concentracion de auxina endo-
gena) y del disco 5 (baja concentracion de auxina endé-
gena) la concentracién de este regulador de crecimiento
resulto critica para inducir la regeneracion de brotes.

Ademas, a partir por los resultados obtenidos se
pudo inferir que utilizando los discos 2, 3y 4 en el cultivar
C97-445 se alcanz6 un alto numero de brotes (55 por ci-
lindro). Esto permitié un ahorro de medio de cultivo, mano
de obra, tiempo y espacio, lo que hace mas eficiente la
metodologia de establecimiento in vitro de la cafia de azu-
car empleando discos de hojas inmaduras. Es importante
sefalar que en la presente investigacion se utilizé un siste-
ma de regeneracién de plantas directa o de un solo paso,
de féacil repetitividad (Figura 11).

8 CONCLUSIONES

1. El empleo de plantas madre procedentes de un
Banco de Donantes en condiciones semicontroladas per-
mite lograr bajos indices de oxidacion fendlica y contami-
nacién microbiana y una mayor cantidad de brotes a partir
de un cilindro de hojas en comparacion a utilizar plantas
madres procedentes de un Banco de Donantes en campo.

2. La mejor combinacién de medio de cultivo fue
de 0,5 mg I'' de kinetina y 5,0 mg I'" de ANA con los ma-
yores valores en el nimero de brotes in vitro por disco
(18,5+2,5) y numero total de brotes in vitro por cilindro
(49,0+83,4) en el cultivar de cafa de azlicar C97-445, a los
30 dias de cultivo.

3. Se demostrd que el segmento 4 fue el de ma-
yor numero de plantas por disco; unido con los segmentos
2 y 3 permite obtener un total de 55 plantas en el cultivar
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Actualizacion del Protocolo
Fases de la propagacion in vitro en la cana de azucar

Fase0
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Figura 11. Nueva metodologia para la propagacion in vitro de cafia de azlcar (Saccharum spp.) a partir de discos de hojas procedentes
de Banco de Donantes en condiciones semicontroladas.

de cafa de azUcar C97-445.

4. Los resultados obtenidos en este estudio pue-
den aplicarse para la propagacién masiva in vitro de cul-
tivares de cafa de azUcar, logrando reducir el periodo de
tiempo requerido y asegurando los estandares de calidad
del material obtenido.
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@ RESUMEN

La cancrosis tipo B (Xanthomonas citri pv. aurantifolii) se reportd en la
region del litoral, Argentina, en 1927, donde -con infecciones esporadicas- sélo fue impor-
tante en frutos de limén. La introduccién de la cancrosis tipo A (1974), causada por Xantho-
monas citri pv. citri, patotipo mas agresivo de la bacteria, hizo que el tipo B desapareciera
entre los afios 1978 y 1990. En el Noroeste Argentino (NOA), se detectd la cancrosis tipo A
en el aflo 2002 y no se encontraron reportes que evidenciaran la presencia de la cancrosis
tipo B. La Direccién de Informacion Estratégica Fitosanitaria (DIEF), perteneciente al Servi-
cio Nacional de Sanidad y Calidad Agroalimentaria de Argentina (Senasa), considera que la
cancrosis B esta ausente en el pais y asi lo reconocen los principales paises adonde se ex-
portan frutos citricos argentinos, excepto China, que la incluyé entre las plagas de preocu-
pacion para el comercio de citricos. Debido a la presencia de cancrosis tipo A en el NOA'y
a que ambos patotipos producen sintomas similares, nuestros objetivos fueron determinar
la condicion de Xanthomonas citri pv. aurantifolii (cancrosis tipo B) en el NOA y validar
técnicas moleculares de alta especificidad y sensibilidad que permitan diferenciar ambos
patotipos. Para el patotipo B, se ajusté y validé la PCR convencional con una sensibilidad
de 1x10° UFC/m, a partir de colonias puras. Para el patotipo A, se ajusto y validé la PCR
en tiempo real (QPCR) con una sensibilidad de 1x10? UFC/ml, utilizando colonias puras de
la bacteria. Se analizaron 839 muestras de frutos citricos de Tucuman, Salta y Jujuy para
el patotipo B. El 20% de las mismas fueron analizadas ademas para el patotipo A. No se
detecto la presencia del patotipo B en la totalidad de las muestras citricas analizadas, y el
20% analizado con gPCRs result6 positivo para el patotipo A. Los resultados del presente
estudio son una evidencia de la ausencia de la cancrosis tipo B en frutos citricos del NOA
y confirman que la cancrosis presente corresponde al patotipo A. Las técnicas moleculares
ajustadas y validadas constituyen una herramienta para el diagnéstico especifico, sensible
y rapido de cancrosis, ante la presencia de sintomas sospechosos de la enfermedad en
frutos citricos destinados a la exportacién hacia paises con restricciones cuarentenarias.

Palabras clave: enfermedad bacteriana, diagnostico molecular, patotipo.

 ABSTRACT

Absence of Xanthomonas citri pv. aurantifolii, causing B-type citrus canker,
in citrus fruits from Northwestern Argentina

The B-type citrus canker was reported in 1927 in the Northeast of Argentina and it
was important only in lemon fruit with sporadic infections. In 1974 the introduction of the more
aggressive A-type citrus canker (Xanthomonas citri pv. citri) caused the disappearance of
the B-type between 1978 and 1990. In the Northwest of Argentina, the A-type citrus canker
was detected in 2002 and no reports were found that prove the presence of the B-type
citrus canker. The Direccion de Informacién Estratégica Fitosanitaria (DIEF), belonging to
the Servicio Nacional de Sanidad y Calidad Agroalimentaria of Argentina (Senasa) considers
that canker B is absent in the country and this is recognized by the main countries to which
Argentine citrus fruits are exported, except China, which included it among the pests of
concern for the citrus trade. Due to the presence of canker A in the NOA and that both
pathotypes produce similar symptoms, our objectives were to determine Xanthomonas citri
pv. aurantifolii (canker B) condition in the NOA region, and to
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validate highly specific and sensitive molecular techniques that allow the differentiation of
both pathotypes. For pathotype B, conventional PCR was adjusted and validated with a
sensitivity of 1x10% CFU/ml from the pure colonies. For pathotype A, real-time PCR (gPCR)
was adjusted and validated with a sensitivity of 1x10?> CFU/ml, using colonies. A total of
839 samples of citrus fruits from Tucuman, Salta and Jujuy were analyzed for pathotype B.
and the 20% of them were also analyzed for pathotype A. The presence of pathotype B was
not detected in all of the citrus samples analyzed, and the 20% analyzed with gPCRs were
positive for pathotype A. The results of the present study are evidence of the absence of
type B canker in citrus fruits from the NOA and confirm that the canker present corresponds
to pathotype A. The adjusted and validated molecular techniques constitute a tool for the
specific, sensitive and rapid diagnosis of canker in the presence of suspicious symptoms
of the disease in citrus fruits destined for export to countries with quarantine restrictions.

Key words: bacterial disease, molecular diagnostic, pathotype.

8 INTRODUCCION

La cancrosis de los citricos es una enfermedad
causada por la bacteria Xanthomonas citri, la cual pre-
senta diferentes patotipos. Las cepas de Xanthomonas
patdgenas para los citricos se han reclasificado como
especies distintas y difieren en rango de hospedantes e
importancia economica. El patotipo A causa la cancrosis
tipo A o asidtica, que es la mas agresiva y ampliamente
distribuida a nivel mundial. Este patégeno ha sido reclasi-
ficado como X. citri pv. citri (sinénimos X. citri subsp. citri
o X. axonopodis pv. citri) (Stall et al., 1981; Vauterin et al.,
1990; 1995). Se han identificado cepas atipicas de X. citri
subsp. citri, denominadas cepas A* y A%, reportadas en
Asia y en Florida, EE.UU., respectivamente (Verniere et al.,
1998; EFSA PLH Panel, 2014). El patotipo B corresponde
a X. citri pv. aurantifolii (sinénimo X. fuscans subsp. auran-
tifolii), agente causal de la cancrosis tipo B o sudamerica-
na, que fue descripta en Argentina como falsa cancrosis
en 1927-1929 en la region del Noreste Argentino (NEA),
en las provincias de Corrientes y Entre Rios (Schaad et al.,
2005). El patotipo B también fue reportado en Paraguay
y Uruguay (Gottwald, 2000) y comparte el mismo nombre
con el patotipo C, agente causal de la cancrosis tipo C o
de lima, que sélo fue reportada en Brasil (Stall et al., 1981;
Stall and Civerolo, 1991).

En la Argentina, la cancrosis de los citricos fue
reportada por primera vez en 1928 en el litoral, correspon-
diendo al tipo B, que debido a su baja agresividad no se
disperso a otras areas y desaparecio entre los afios 1978
y 1990 con la introduccién en 1974 de la cancrosis tipo A,
que es mas agresiva (Goto et al., 1980; Canteros de Eche-
nique et al., 1985). A partir de ese momento la enfermedad
se volvio endémica en la regién del NEA, luego de que
fallaran los intentos de erradicacion (Canteros et al., 2017).

En el Noroeste Argentino (NOA), se reporto la
cancrosis tipo A en el afio 2002, inicialmente en dos focos,
uno al norte de Salta y otro en la provincia de Tucuman
(Ramallo et al., 2005); y no se encontraron reportes que
mencionen la presencia del patotipo B.

La Direccion de Informacion Estratégica Fitosani-
taria (DIEF), perteneciente al Servicio Nacional de Sanidad
y Calidad Agroalimentaria de Argentina (Senasa), conside-
ra que la cancrosis A esta presente en el pais y que la can-
crosis B estd ausente, tal como lo informa en su portal del
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Sistema Nacional de Vigilancia y Monitoreo de Plagas (SI-
NAVIMO) y asi lo reconocen los principales paises adonde
se exportan frutos citricos argentinos, excepto China, que
incluyé a la cancrosis B entre las plagas de preocupacién
para el comercio de citricos.

La importancia de la cancrosis para la Argentina
es la restriccion a la exportacién de frutas citricas hacia
los principales mercados de destino, como ser la Unién
Europea (UE), donde esta ausente, y los EE.UU., donde
esta presente aunque bajo control oficial. Para estos mer-
cados, en caso de detectar sintomas sospechosos en
etapas previas a la exportacion, existen procedimientos
a seguir que incluyen analisis para identificar la bacteria
causante de la enfermedad. Estos analisis no diferencian
los patotipos de la bacteria, lo cual no es un inconveniente
ya que todos ellos son cuarentenarios en dichos territo-
rios.

Para la exportacién de fruta citrica a China, mer-
cado de reciente apertura y con potencial de crecimiento,
los frutos deben estar libres de cancrosis tipo B, ya que
para dicho mercado solo es cuarentenario el patotipo B
(Senasa, 2004). A tal efecto se requiere disponer de un
procedimiento que pueda diferenciar el patotipo B del pa-
totipo A.

La observacién de sintomatologia no contribuye
a la diferenciacion de los patotipos presentes, ya que es-
tos producen sintomas similares, visualmente indistingui-
bles.

Si bien se han desarrollado varias técnicas de
diagnostico basadas en PCR para la identificacion de ce-
pas de cancrosis de los citricos aisladas en medio de cul-
tivo y de extractos de lesiones en hojas y frutos (Egel et
al., 1991; Cubero and Graham, 2002, 2005; Cubero et al.,
2001; Rademaker et al., 2005; Coletta-Filho et al., 2006;
Park et al., 2006; lbrahim et al., 2015), sus cebadores
no permiten distinguir o detectar todos los patotipos de
Xanthomonas que afectan a los citricos. Los analisis para
patotipos especificos son escasos, como ser los desarro-
llados por Hartung et al. (1993) que s6lo detecta el patoti-
po A; y Fonseca et al. (2019), que permitiria diferenciar el
patotipo A del B.

En este escenario de restricciones a la expor-
tacion de fruta citrica argentina hacia China -la falta de
estudios del patotipo B en el NOA, y el hecho de no dis-
poner hasta el presente de un procedimiento que diferen-
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cie ambos patotipos-, nuestro objetivo fue determinar la
condicién de Xanthomonas citri pv. aurantifolii (cancrosis
B) en el NOA, previo al ajuste y validacién de técnicas mo-
leculares especificas para diferenciar los patotipos A y B.

8 MATERIALES Y METODOS
) Recolecciéon de muestras citricas

Personal de la Estacion Experimental Agroindus-
trial Obispo Colombres (EEAOC) recolectaron muestras
de frutos de limén en la provincia de Tucuman. La distri-
bucién porcentual de las mismas por departamento fue
establecida segun la superficie implantada en cada uno.
Para ello, se tuvieron en cuenta los datos de la campafa
2022, que indican un total de 47.310 ha, distribuidas en 11
departamentos, siendo Burruyacu el de mayor cantidad
cultivada de la provincia con un 34,2%; seguido de Tafi
Viejo con 10,9%; Famailla y Monteros con 9,6% y 9,1%
respectivamente; luego Chicligasta con 8,1%; La Cocha
con 7,4% vy finalmente Lules, Cruz Alta, Juan Bautista Al-
berdi, Rio Chico y Yerba Buena, con porcentajes menores
entre 5,3% a 2,9% (Carreras Baldrés et al., 2022).

Ademas, en el Laboratorio de la Seccién Fitopa-
tologia de la EEAOC se recibieron muestras citricas re-
mitidas por Senasa que provenian de las provincias de
Tucuman, Salta y Jujuy. El nimero de muestras a analizar
fue establecido por la DIEF segun el programa RiIBESS+
en EFSA statistical models.

Todas las muestras de frutos citricos recolecta-
das y recibidas presentaban sintomas caracteristicos de
cancrosis.

Extraccion de ADN

Previo al procesamiento de las muestras, se rea-
lizé la extraccion de ADN de aislados de Xanthomonas
spp., que fueron usados como testigos para el ajuste de
las técnicas moleculares (Tabla 1).

Para la extracciéon de ADN de los aislados bacte-
rianos, se siguieron las metodologias descriptas por Ro-
béne et al. (2020) con algunas modificaciones:

e Shock térmico de suspensiéon bacteriana:
se prepard una suspensién bacteriana (1x108 UFC/ml) mi-
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diendo la densidad 6ptica (DO) a 600 nm en espectrofo-
tometro (GeneQuant pro) a partir de un cultivo puro de la
bacteria, de 24 h de crecimiento en medio liquido Luria
Bertani (LB) cuya composicion es: bacto triptona 10 g/l;
extracto de levadura 5 g/l y NaCl 10 g/I. En un microtubo
de 1,5 ml se colocé 1 ml de la suspension 1x108 UFC/mly
se incub6 durante 2 min a 95°C en bafio térmico y poste-
riormente se almacend en el freezer.

e Extraccién con kit de comercial de suspen-
sion bacteriana mezclada con tejido vegetal citrico: se
peso6 0,1 g de cascara sana de limon, previamente des-
infectado con etanol 96°. Se colocé en una bolsa de ex-
traccion de ADN (Bioreba) y se agregaron 10 ml de buffer
TRIS-HCI (10 mM pH 7,2). Se macerd el material vegetal
con homogeneizador de tejidos (Homex 6, Bioreba AG) y
posteriormente se recuperé el macerado de tejido vegetal
que fue utilizado para preparar la mezcla con la suspen-
sion bacteriana.

A partir de un cultivo puro de la bacteria de 24 h
de crecimiento en LB liquido, se prepard una suspension
bacteriana (1x10° UFC/ml) a una DO a 600 nm. A partir
de la suspensién concentrada y utilizando el macerado de
tejido vegetal, se preparé otra suspension de concentra-
cién 1x108 UFC/m, la cual fue identificada como XccT 108.
Posteriormente, para la extraccion de ADN se siguieron
las instrucciones del manual de uso del kit de extracciéon
comercial Wizard Genomic DNA Purification (Promega).

Para las muestras citricas de campo se realizé la
extraccion de ADN directamente a partir de una lesion de
cancrosis presente en el fruto. Se desinfecto la superficie
del fruto con etanol 96° y se extrajo la lesién con bisturi
que fue cortada en cuatro porciones y colocadas en mi-
crotubo de 1,5 ml. Se agregaron 125 pl de buffer de homo-
genizacion (buffer PBS 0,02 M: tween 20 0,5%; polivinilpi-
rrolidona 2,0%; albumina de suero bovina 0,2%), y se dejé
difundir 30 min a temperatura ambiente. Posteriormente
para la extraccion de ADN se siguieron las instrucciones
del manual de uso del kit de extraccion comercial Wizard
Genomic DNA Purification.

La calidad e integridad del ADN genémico obte-
nido fue evaluada mediante electroforesis en gel de aga-
rosa al 1%, seguida por tincidon con bromuro de etidio (0,5
pg/ml) y visualizada bajo luz UV (Sambrook et al., 1989).
La cantidad se estimd por comparacion con un ADN de
concentracion conocida utilizado como patron.

Tabla 1. Datos de los aislados de Xanthomonas spp. utilizados en el ajuste de las diferentes técnicas moleculares, Seccion

Fitopatologia, EEAOC.

Especies de Identificacié Origen H d Aislado Conservado
Xanthomonas SHpcacion geografico OSpeceId por: en:
- o FDC 1561 (IBSBF 409) Entre Rios, Argentina Citrus limon D. Zagory )
X. citri pv. aurantifolii, Fundecitrus,
patotipo B FDC 1565 (IBSBF 1583)  Entre Rios, Argentina (1990) Citrus fimon B.l. Canteros Araraquara,
FDC 1631 (11122) Entre Rios, Argentina (1994) Citrus limon Sin dato Brasil
Xcc 1 col Tucuman, Argentina Citrus limon C. V. Martinez
X. citri pv. citri, 9 TEEAoq,
patotipo A Xcce 2 col Tucuman, Argentina Citrus limon C. V. Martinez Al:ggnmtﬁqr;
XccT 108 Tucuman, Argentina Citrus limon C. V. Martinez
X. albilineans 2y3 Tucuman, Argentina Saccharum officinarum  R. P. Bertani EEAOQC,
. . Tucuman,
X. axonopodis pv. phaseoli 510-2 Tucuman, Argentina Phaseolus vulgaris S. Mamani Argentina
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Identificacion del patotipo de Xanthomonas
citri por técnicas moleculares

¢ PCR para el patotipo B

Para la puesta a punto de la PCR especifica de
X. citri pv. aurantifolii se sigui6 el trabajo de Fonseca et al.
(2019). Se llevaron a cabo reacciones en un volumen final
de 25 pl, conteniendo 2,0 mM de MgCl,; 1x buffer Taqg (In-
vitrogen); 0,2 mM de cada dNTP; 0,2 uM de cada cebador;
1,25 U/l de Taqg polimerasa; 1 yl de ADN gendémico (entre
50 y 100 ng) y agua libre de nucleasas hasta completar el
volumen final. La amplificacion fue realizada con los ce-
badores XauBm F (5-TCGATCGCACGGACTACTTG-3) y
XauBm R (5"-AAAATGCGGCTCTCCCTCTC-3) que am-
plifican parte de un gen de una proteina hipotética (434
pb). El programa de amplificacion empleado en el equipo
MiniAmp Plus Thermal Cycler (Applied Biosystems) fue:
3 min de desnaturalizacion inicial a 94°C; seguida de 30
ciclos de 45 s a 94°C, 45 s a 59°C, 45 s a 72°C y una ex-
tension final de 5 min a 72°C. Como controles positivos se
utilizaron muestras de ADN de X. citri pv. aurantifolii, iden-
tificados como FDC 1561, FDC 1565 y FDC 1631. Como
controles negativos se utilizaron la mezcla de reactivos sin
la adicién de ADN “NTC” (No Template Control, por sus
siglas en inglés) y ADN extraido de suspension bacteriana
del patotipo A (Xcc 1 col.).

Para evaluar la especificidad de la técnica se uti-
lizaron muestras de ADN de diferentes patdgenos aislados
de citricos pertenecientes al Laboratorio de Fitopatologia,
como asi también de otras especies de Xanthomonas que
afectan a otros cultivos: Candidatus Liberibacter asiaticus
(HLB), Xylella fastidiosa subsp. pauca (CVC), Phomopsis
citri (melanosis), Elsinoe sp. (sarna de los citricos), Phyllos-
ticta citricarpa (mancha negra de los citricos) y Colletotri-
chum sp. (antracnosis), X. axonopodis pv. phaseoli (bacte-
riosis comun del poroto) y X. albilineans (escaldadura de la
hoja en cafa de azUcar).

Se determiné el limite de deteccién (LD) a partir
de ADN bacteriano del patotipo B; para ello, se realizaron
diluciones seriales 1:10, de 1x108 UFC/ml hasta 1 UFC/m
del control positivo (FDC 1565).

e PCR cuantitativo en tiempo real para el pato-
tipo A

Para la deteccion especifica de X. citri pv. citri,
patotipo A, se realiz6 la técnica de PCR cuantitativo en
tiempo real (QPCR) con los cebadores J-RTpth3 (5-ACCG-
TCCCCTACTTCAACTCAA-3), J-RTpth4 (5-CGCACCTC-
GAACGATTGC-3) y sonda TagMan J-Tagpth2 (5-6-FAM/
ATGCGCCCAGCCCAACGC-/TAMRA-3) (sonda  Xcc)
segun Cubero and Graham (2005) con algunas modifi-
caciones. Se agregé un juego de cebador-sonda, COXf
(5'-GTATGCCACGTCGCATTCCAGA-3’), COXr (5-GCCA-
AAACTGCTAAGGGCATTC-3) y COXp (5-HEX/ATCCA-
GATGCTTACGCTGG/BHQ-2A-3) que amplifica para la
citocromo oxidasa vegetal (COX, por sus siglas en inglés)
como control interno para evaluar la calidad y cantidad
de los ADN extraidos (Li et al., 2006). Para la optimiza-
cion de la gPCR se evaluaron diferentes concentraciones
de: sondas Xcc y COXp a 100, 120, 140, 160, 180 y 200
nM; cebadores J-RTpth3/J-RTpth4 y COXf/COXr a 150,
200, 250, 300, 350 y 400 nM. Asimismo, diferentes canti-
dades de ADN (1 pl, 2 pl'y 5 pl de ADN puro) y diferentes
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temperaturas de “annealing” fueron consideradas usando
el termociclador C1000 Thermal Cycler/CFX96 Real Time
System (Bio Rad).

Se llevaron a cabo reacciones en un volumen
final de 25 pl, conteniendo Premix Ex Taqg (Takara) (1x),
sondas, cebadores, ADN y agua libre de nucleasas, hasta
completar el volumen final. Como controles positivos se
utilizaron muestras de ADN de X. citri pv. citri, patotipo
A, identificadas como Xcc 1 col., Xcc 2 col. y XccT 108.
Como controles negativos se utilizaron la mezcla de reac-
tivos sin la adicién de ADN “NTC” y ADN extraido de tejido
vegetal citrico sano.

Para determinar la especificidad de la gPCR se
utilizaron como controles negativos ADN de X. citri pv. au-
rantifolii (patotipo B) y ADN de diferentes patdgenos aisla-
dos de citricos, incluyendo otras especies de Xanthomo-
nas que afectan otros cultivos: Ca. L. asiaticus (HLB), X.
fastidiosa subsp. pauca (CVC), P. citri (melanosis), Elsinoe
sp. (sarna de los citricos), P. citricarpa (mancha negra de
los citricos), Colletotrichum sp. (antracnosis), X. axonopo-
dis pv. phaseoli (bacteriosis comun del poroto) y X. albili-
neans (escaldadura de la hoja en cafa de azucar).

e Curva de calibracién de qPCR con sonda
TagMan

Para determinar si las condiciones de la gPCR
fueron las optimas, se realizé una curva de calibracién a
partir de ADN patotipo A (XccT 108). Se realizaron dilu-
ciones seriales 1:10, de 1x108 UFC/ml hasta 1 UFC/ml, y
se calculd la eficiencia de la reaccion. Cada dilucion fue
sembrada por triplicado.

Asimismo, para determinar el limite de deteccién
(LD) de la gPCR, se realizaron diluciones seriadas 1/10 de
una muestra de ADN extraido a partir de una lesién (1x108
UFC/ml) previamente cuantificada. Cada dilucién fue sem-
brada por triplicado.

¢ Andlisis de muestras de campo

Para poder identificar el patotipo de Xanthomo-
nas citri presente en las muestras de frutos citricos de las
provincias de Tucuman, Salta y Jujuy, se analizaron los
ADN extraidos mediante PCR especifica para la deteccién
de X. citri pv. aurantifolii, patotipo B.

En cada reaccion se utilizé como control positivo
de amplificacion ADN de X. citri pv. aurantifolii (FDC 1565);
como controles negativos se utilizaron un “NTC”, ADN del
patotipo A (Xcc 2 col.) y de X. albilineans 3. Los resulta-
dos fueron analizados por electroforesis en gel de agarosa
1,5% y se visualizaron con luz UV luego de la tincion con
bromuro de etidio. Finalmente, se seleccionaron al azar el
20% de las muestras, con resultado negativo para el pa-
totipo B, que fueron analizadas por gPCR para confirmar
la presencia del patotipo A.

8 RESULTADOS Y DISCUSION

) Recoleccion de muestras citricas

Durante el monitoreo correspondiente a la cam-
pafna 2022 se recolectaron 155 muestras de frutos de li-
mon, provenientes de 11 departamentos de la provincia
de Tucuman. De las cuales 41 muestras pertenecian al
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departamento Burruyacu, 18 a Tafi Viejo, 14 a Famailla, 14
a Monteros, 14 a Cruz Alta, 11 a J. B. Alberdi,10 a Chicli-
gasta, 10 a La Cocha, 10 a Lules, 9 a Yerba Buenay 4 a
Rio Chico.

Adicionalmente, 684 muestras citricas fueron re-
mitidas por Senasa (que incluyeron frutos de limoén, na-
ranja, mandarina y pomelo). De ellas, 507 pertenecieron a
la provincia de Tucuman, 268 muestras del departamento
Burruyacu, 56 de Tafi Viejo, 55 de Juan Bautista Alberdi,
40 de Famailla, 36 de Chicligasta, 16 de La Cocha, 12 de
Lules, 9 de Yerba Buena, 8 de Rio Chico, 5 de Cruz Alta
y 2 de San Miguel de Tucuman. De Salta, 169 muestras
citricas donde 99 pertenecian al departamento Anta, 65 de
Oran, 5 de Metan; y 8 muestras de la provincia de Jujuy, 5
del departamento Santa Barbara y 3 de Ledesma.

Los frutos citricos presentaban lesiones de can-
crosis de 2 a 5 mm de didmetro, consistencia corchosa,

algunas con presencia de un halo aceitoso, con apariencia
caracteristica de la enfermedad (Figura 1).

_ ) Extraccion de ADN

Con las dos metodologias empleadas se lo-
gré obtener ADN a partir de la suspension bacteriana de
tres aislados del patotipo B, tres aislados del patotipo A,
dos aislados de X. albilineans y uno de X. axonopodis pv.
phaseoli.

Se obtuvieron muestras de ADN de un total de
839 lesiones de cancrosis extraidas de los frutos citricos.
El ADN extraido, usando el kit de extraccion comercial,
resultdé de buena calidad e integridad, segun los fragmen-
tos visualizados en gel de agarosa al 1% (Figura 2). Las
cantidades de ADN obtenidas oscilaron entre 100 y 500
ng/pl.

Figura 1. Sintomas de cancrosis en frutos citricos provenientes de las provincias de Tucuman,
Salta y Jujuy, campafia 2022. Seccion Fitopatologia, EEAOC.

T34-7 500 ng/pl
Xce-1 L 100 ng/pl

Xcec34
Xccd1
Xcch4
Xcc62
Xee?1
Xcc94
Xcc104
Xcc108
Xcc107
Xce113
Xce115
Xcc118
Xcc120
Xce125
Xcc138

Figura 2. Fragmentos de ADN extraidos de las lesiones de cancrosis visualizados en gel de agarosa 1%, Seccion Fitopatologia,

EEAOC.
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J Identificacion del patotipo de Xanthomonas
citri por técnicas moleculares

¢ PCR para el patotipo B

Las reacciones de PCR especifica de Fonseca et
al. (2019) lograron amplificar un Unico fragmento de ADN
de aproximadamente 434 pb en el control positivo de X.
citri pv. aurantifolii. EI LD de la PCR para identificar el pa-
totipo B fue de 1 x 10° UFC/ml (Figura 3). La técnica mos-
tré especificidad al no amplificar fragmentos de ADN en
la muestra del patotipo A (Xcc 1 col.), ni en los controles
negativos como ser Ca. L. asiaticus (HLB), X. fastidiosa
subsp. pauca (CVC), P. citri (melanosis), Elsinoe sp. (sar-
na), P. citricarpa (M negra), Phomopsis citri y Colletotri-
chum sp., X. axonopodis pv. phaseoli y X. albilineans 2, ni
en el NTC (Figura 3).

La técnica de PCR desarrollada por Fonseca et
al. (2019) resultd accesible y econémica, y permitié obte-
ner buena calidad de analisis. El ajuste y validacién de la
técnica de PCR para diferenciar el patotipo B del A se rea-
lizd sin mayores inconvenientes. La sensibilidad de la PCR
con un LD de 1 x 10° UFC/ml fue similar al obtenido por
Fonseca et al. (2019), donde su LD fue de 1,5 x 105 UFC/
ml. Otra ventaja de la técnica es que permite la deteccién
de todos los patotipos en la misma reaccion de PCR (PCR
multiplex), donde una muestra puede ser sometida a una
reaccion de PCR con todos los cebadores, reduciendo el
tiempo de obtencion del resultado, lo cual no fue evaluado
en el presente trabajo.

e PCR cuantitativo en tiempo real para el pato-
tipo A

El ajuste, optimizacion y validacién de la gPCR
desarrollada por Cubero and Graham (2005) permitié de-
tectar en forma especifica al patotipo A. Las condiciones
6ptimas de la reaccion fueron logradas al adicionar 1 pl
de ADN a la mezcla constituida por la solucién de Pre-
mix Ex Taq (Takara) (1x); cebadores J-RTpth3, J-RTpth4 y
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COXf/r (400 nM); sondas Xcc (160 nM) y COXp (140 nM) y
agua libre de nucleasas, con un volumen final de 25 pl. El
programa de amplificacion ajustado consistié de un ciclo
inicial a 95°C por 10 min, seguido de 41 ciclos a 95°C por
15 sy 58,6°C a 30 s (hibridacion y extension).

La eficiencia de la reaccion fue de 98% con una
pendiente de -3,370. La precision del ensayo fue alta
(R?=0,999) en las diluciones del control positivo estandar
realizadas basado en el analisis de regresion lineal. El valor
de fluorescencia fue de 10.998, con un umbral de 864,518
(Figura 4). La técnica de gPCR mostré ser especifica para
detectar X. citri pv. citri (patotipo A) ya que no hubo ampli-
ficacién en ninguno de los controles negativos utilizados.
Segun el trabajo de Cubero and Graham (2005), el dise-
flo de los cebadores fue a partir del gen pth, el cual esta
presente en otras Xanthomonas spp, pero se basaron en
resultados previos obtenidos con cepas de los patotipos
A, A%, A*, By C;y también con X. axonopodis pv. citrumelo
(Cubero and Graham, 2002). Si bien los autores reporta-
ron que la técnica es especifica para detectar la bacteria
causante de la cancrosis de los citricos, cualquiera fuese
su patotipo, en el presente trabajo solo se pudo detectar
al patotipo A, los controles correspondientes al patotipo B
no produjeron curvas de amplificacion.

La reaccion usando diluciones del ADN de la
lesion cuantificada mostré alta sensibilidad. El LD de la
gPCR fue de 1 x 102 UFC/ml, correspondiendo a un ciclo
umbral Ct (por sus siglas en inglés-cycle threshold) pro-
medio de 34,98. El valor de fluorescencia fue de 9.901,
con un umbral de 554,667 (Figura 5).

Los coeficientes de correlacién de la curva de
calibracién indicaron una fuerte relacion entre la concen-
tracion de la bacteria y el Ct en la reaccion. Ademas, la
eficiencia de amplificacion fue alta en un amplio rango de
concentracion de la bacteria, arrojando un LD de 1 x 102
UFC/mI, demostrando su alta sensibilidad. El agregado de
un juego de cebador-sonda que amplifica para el COX,
permitié una ventaja adicional para poder evaluar la cali-
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Figura 3. Fragmentos de ADN obtenidos con los cebadores XauBm F/XauBm R en gel de agarosa 1,5%. LD de X. citri
pv. aurantifolii y controles negativos, Seccién Fitopatologia, EEAOC.
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dad y cantidad de los ADN extraidos (Li et al., 2006).

¢ Analisis de muestras de frutos citricos
No se detectd la presencia de la bacteria X. citri

MA 100 pb

Xco 2 col.
X. albil. 3
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Xeo2l
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NTC
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Figura 5. Determinacién del

LD mediante curva de

amplificacion con sonda TagMan para X. citri pv. citri (patotipo
A) a partir de diluciones seriales del ADN extraido de una
lesion cuantificada, Seccion Fitopatologia, EEAOC.

pv. aurantifolii, patotipo B en las 839 muestras analizadas
de las provincias de Tucuman, Salta y Jujuy. El control po-
sitivo FDC 1565 amplificd un fragmento de 434 pb, no asi
los controles negativos utilizados (Figura 6).

XeelOL

Xeelil

Xeo12L

Xee13L

Xec14lL

Xeo15L

Xec16L

FDC 1565 10° v

434 pb

Figura 6. Electroforesis en gel de agarosa 1,5% de PCR con los cebadores XauBm F/XauBm R usando ADN

extraidos de lesiones de cancrosis en frutos citricos, Seccién Fitopatologia, EEAOC.
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Figura 7. Curvas de amplificacion de muestras de ADN extraido de frutos citricos con sintomas de cancrosis
(curvas rojas) y de ADN vegetal utilizado como control interno (curvas verdes), resultados de la técnica de
qPCR para X. citri pv. citri (patotipo A). Seccién Fitopatologia, EEAOC.

Las 168 muestras de ADN de lesiones de cancro-
sis, que representan el 20% de la totalidad de muestras
analizadas y que resultaron negativas para el patotipo B,
produjeron curvas de amplificacion para el patotipo A con
la técnica de gPCR (Cubero and Graham, 2005) (Figura
7). Estos resultados fueron similares a los obtenidos por
Ramallo et al. (2005), basados solamente en muestras de
frutos de limoén de Tucuman; sin embargo, en el presente
estudio se logré ampliar las variedades citricas y las zonas
productoras monitoreadas, confirmando que la bacteria
causante de la cancrosis de los citricos del NOA es Xan-
thomonas citri pv. citri, patotipo A.

8 CONCLUSIONES

Ninguna de las muestras de frutos citricos ana-
lizadas resulté positiva para Xanthomonas citri pv. auran-
tifolii (cancrosis tipo B). Las muestras a su vez resultaron
positivas para Xanthomonas citri pv. citri (cancrosis tipo
A). Estos resultados, sumado a la falta de reportes de can-
crosis tipo B en la regién, sugieren la ausencia del patotipo
B en la regién NOA y confirman que los sintomas de can-
crosis presentes corresponden al patotipo A.

Las técnicas moleculares ajustadas y validas de
PCR convencional para el diagnostico X. citri pv. auran-
tifolii, patotipo B, y la gPCR para la deteccién de X. citri
pv. citri, patotipo A, mostraron una especificidad y sensi-
bilidad adecuadas para realizar un diagnéstico confiable y
especifico en frutos citricos que puede ser utilizada en los
programas de exportacion que lo requieran.

El presente estudio aporta informacion sobre el
patotipo de Xanthomonas citri que afecta al cultivo de ci-

o

tricos en el NOA, y contribuira a las actividades realizadas
en el marco de los programas de exportacion de fruta ci-
trica fresca a China, donde el patotipo A esta presente, y
requiere que la fruta argentina que se exporte a dicho pais
esté libre del patotipo B. Ademas, brindara una herramien-
ta de diagnostico de rutina para analizar las muestras con
destino a otros mercados, donde se considere cuarente-
nario a uno o ambos tipos de cancrosis.
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f§ RESUMEN

El poroto (Phaseolus vulgaris L.) es un cultivo regional para el noroeste
de Argentina (NOA) siendo una alternativa estival importante para zonas semiaridas. Su
rendimiento presenta fluctuaciones a través de los afos, con un promedio de 1172 kg/
ha para las ultimas 10 campafas. Estas variaciones son el resultado de la conjuncion
de diversos factores bidticos y abidticos, siendo de estos Ultimos los mas importantes
en la region la sequia estacional y las altas temperaturas. La obtenciéon de variedades
con alto potencial de rendimiento y amplia adaptacién, permitiria mitigar la problematica
mencionada. El objetivo de este trabajo fue estudiar la adaptabilidad de cinco genotipos
de poroto negro, siete de rojo y cinco de blanco, la mayoria pertenecientes al programa de
mejoramiento del Proyecto Legumbres Secas de la Estacion Experimental Agroindustrial
Obispo Colombres (EEAOC), evaluados en Ensayos Comparativos de Rendimiento (ECR)
durante el periodo 2016-2022, en diferentes localidades del NOA. Considerando los indices
ambientales y por ajuste lineal, se analizé la estabilidad del rendimiento de los genotipos
considerados. Los resultados mostraron que existen genotipos de comportamiento
adaptables en los tres colores analizados. Las variedades de poroto negro lograron mayor
productividad que los otros colores analizados para la zona en estudio, mientras que los
genotipos de poroto blanco presentaron la mas baja.

Palabras clave: ajuste lineal, adaptabilidad y estabilidad, genotipos de poroto.

B ABSTRACT

Evaluation with linear adjustment of black, white and red beans (Phaseolus
vulgaris L.) genotypes for Tucuman and areas of influence

Common bean (Phaseolus vulgaris L.) is grown in northwestern Argentina (NWA),
being an important alternate summer crop for semi-arid areas. Its yield fluctuates over the
years, with an average of 1172 kg/ha for the past 10 seasons. These variations are the
result of the interaction of various biotic and abiotic factors; seasonal drought and high
temperatures which are important factors. Obtaining varieties with high yield potential and
broad adaptation would allow the mitigation of the aforementioned problem. The objective
of this work was to study the adaptability of five genotypes of black, seven red and five
white beans, most of them belonging to the breeding program of the Dry Legumes Project
of the Estacion Experimental Agroindustrial Obispo Colombres (EEAOC) evaluated in
Comparative Yield Tests (ECR) during the period 2016-2022 in different locations of NWA.
Considering the environmental indices and using a linear adjustment, the stability of the
performance of the genotypes considered was analyzed. The results showed that there
were genotypes with adaptable behavior in the three colors analyzed. In the area under
study. Black bean varieties presented higher productivity than the other colors analyzed
while white bean genotypes had the lowest productivity.

Key words: linear adjustment, adaptability and stability, genotype.
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8 INTRODUCCION

El poroto (Phaseolus vulgaris L.) es un cultivo re-
gional para el noroeste de Argentina (NOA) y representa
una importante alternativa estival para zonas semiaridas
donde no es posible la siembra de otros cultivos de vera-
no, como la soja y el maiz.

El rendimiento de este cultivo es muy fluctuan-
te. Segun datos de la Direccion de Produccion Agricola,
en 2021 se sembraron alrededor de 523.000 hectareas de
poroto en el NOA con una produccién de 758.750 t. Esto
significa un rinde promedio de 1450 kg/ha. Sin embargo,
los rendimientos a lo largo de los ultimos 10 afios fueron
muy variables, con un minimo de 664 kg/ha y 1450 kg/ha
como maximo, con un promedio de 1172 kg/ha.

Los bajos rendimientos son el resultado de la
conjuncion de diversos factores bidticos y abidticos en
la region. De estos Ultimos, los mas importantes son la
sequia estacional y las altas temperaturas. Este cultivo
requiere durante su ciclo entre 350 a 400 mm de agua
para lograr una produccién satisfactoria. Con respecto
a las temperaturas, el rango tolerable es de 15 - 29°C y
la temperatura media es de 21°C (Fancelli, 2016). Entre
los factores bidticos se pueden mencionar las enferme-
dades virales como el complejo mosaico dorado-mosaico
enano. Entre las fungicas, la mancha angular causada por
Pseudocercospora griseola la mustia hilachosa producida
por Thanatephorus cucumeris, y entre las enfermedades
de origen bacteriano, la bacteriosis comun (Xhantomonas
axonopodis) es la mas importante en la region.

La obtencién de variedades con alto potencial de
rendimiento, amplia adaptacion y tolerancia a los principa-
les factores bidticos y abidticos es una alternativa factible
para mitigar la problematica mencionada; y es también
uno de los objetivos del Proyecto Legumbres Secas de la
Estacion Experimental Agroindustrial Obispo Colombres
(EEAQC). Para tal propodsito se evallan lineas y nuevas
variedades en diferentes ambientes, con el objetivo de
identificar genotipos sobresalientes, con caracteristicas
agronomicas superiores y mayor productividad que las de
uso actual.

En la seleccion de mejores genotipos es necesa-
rio considerar las caracteristicas agronémicas superiores,
el rendimiento y la adaptacion. Una via para determinar
la adaptacion de genotipos en diferentes ambientes es
mediante estudios de estabilidad del rendimiento (Lopez
Salinas et al., 2011).

Para facilitar la interpretacién de los resultados,
en esta investigacion definimos adaptabilidad como la
capacidad de un genotipo de dar mayores respuestas a
condiciones de mejor calidad ambiental; en tanto que es-
tabilidad del rendimiento se refiere a su capacidad para
proporcionar un comportamiento muy previsible, incluso
con los cambios ambientales (Borém, 2001).

El objetivo de este trabajo fue evaluar, a través
del indice ambiental y el ajuste lineal, el comportamiento
de variedades comerciales y lineas avanzadas de poroto
negro, blanco y rojo en diferentes ambientes.

=

8 MATERIALES Y METODOS

Para el andlisis se utilizaron los resultados de los
ensayos de poroto que conduce el Proyecto Legumbres
Secas de la EEAOC, en diferentes localidades de Tucu-
man y zonas de influencia durante el periodo 2016-2022.
Las localidades de evaluacion fueron: San Agustin (depar-
tamento Cruz Alta, provincia de Tucuman), Los Altos (de-
partamento Santa Rosa, provincia de Catamarca), Pozo
Hondo (departamento Jiménez, provincia de Santiago del
Estero) y Joaquin V. Gonzalez (departamento Anta, provin-
cia de Salta).

Como las localidades no se repitieron todos los
afos del periodo 2016-2022, se consideraron las combi-
naciones Localidad-Afio como ambientes diferentes, que-
dando definidos 12 ambientes de prueba.

Los genotipos evaluados corresponden a varie-
dades vy lineas avanzadas de los Ensayos Comparativos
de Rendimiento (ECR) de cada uno de los colores anali-
zados, teniendo en cuenta para este estudio las que se
repitieron en los 12 ambientes. En la Tabla 1 se presentan
algunas caracteristicas de las 17 variedades y lineas avan-
zadas estudiadas.

Al rendimiento promedio para cada ambiente,
obtenido al promediar el rendimiento de los 17 genotipos,
se lo denomina indice Ambiental (IA), obteniéndose asi 12
IA, uno para cada ambiente de prueba (Loc-Afo). Los in-
dices ambientales se ubicaron en el eje de las abscisas,
ordenados de menor a mayor, y sobre ellos se localizaron
en el grafico los puntos de los valores de rendimiento lo-
grados por esas variedades en cada ambiente. Estos ren-
dimientos se ubicaron en el eje de las ordenadas, también
dispuestos de manera creciente. Asi, para cada ambiente
se obtuvo una nube de puntos, que a su vez sirvieron de

Tabla 1. Principales caracteristicas de las variedades y lineas
de poroto, evaluadas en 4 localidades del NOA, durante el
periodo 2016-2022.

C;:g;ge ‘éae::i(tii?;g Obtentor Categoria
TUC 300 EEAOC variedad
TUC 510 EEAOC variedad
negro TUC 550 EEAOC variedad
TUC 560 EEAOC variedad
TUC 570 EEAOC variedad
Alubia Cerrillos INTA Salta variedad
Leales INTA 10 INTA Leales variedad
blanco BG 91-9 Productor local variedad
BG 91-9 x BG 2-2 Cruza EEAOC linea
CTxBG2-2 Cruza EEAOC linea
TUC 190 EEAOC variedad
T- Anita Cruza EEAOC linea
T-AL Cruza EEAOC linea
rojo T-AR Cruza EEAOC linea
TUC 180 EEAOC variedad
TUC 362 EEAOC linea
TUC 296 EEAOC linea




Evaluacion con ajuste lineal de genotipos de poroto

base para poder realizar el ajuste lineal de los materia-
les. La pendiente de la recta obtenida indicé el comporta-
miento del genotipo, informacién que permitié determinar
la “estabilidad” (pendiente similar o menor a la unidad)
y “adaptabilidad” (valor de la pendiente superior a 1) de
cada material, en funcion de la variacién de su rendimiento
por cada unidad de variacién en el potencial productivo
del ambiente (Figura 1).

En la Tabla 2 se presentan los milimetros de lluvia
acumulados mensuales del periodo enero—junio, fecha de
siembra y cosecha, y los milimetros de lluvia aportados
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durante el ciclo del cultivo.

@ RESULTADOS

_Jindice ambiental

Considerando los IA obtenidos de cada ambien-
te de prueba, se definieron siete ambientes favorables:

JVG 2019, JVG 2018,
SA 2022, SA 2017, SA
2016, SA 2019 y PH

kg/ha
== =-Genotipo Estable
1700 -
Genotipo Adaptable
1200 -
--__‘____‘,---—‘
Qo=
700 A
200 T T T 1
0 500 1000 1500 2000

Indice Ambiental (kg/ha)

Figura 1. llustracion de genotipo estable y adaptable.

fueron SA 2018 y PH 2018, con rendimientos promedio de
690 y 725 kg/ha, respectivamente. Si tenemos en cuenta
el aporte hidrico durante el ciclo del cultivo en cada caso,
el valor estuvo por debajo de los requerimientos del cul-

Tabla 2. Precipitaciones mensuales acumuladas y acumuladas del ciclo del cultivo para cada
uno de los ambientes, evaluadas en cuatro localidades del NOA durante el periodo 2016-2022.

2019; y cinco ambien-
tes desfavorables: LA Ambiente Enero Febrero Marzo Abrii Mayo Junio ';?::lab:’: Z?)(;Z?:I?: mr:l cé::crlinte
2017, JVG 2020, SA
2021, PH 2018 y SA SA 2016 1230 105 52 40 16 26 03-feb 31-may 185
2018. En la Figura 2 se SA 2017 73 200 260 51 29 4 07-feb 09-jun 524
muestr | rendimien-

uestra e re dimie LA 2017 82 169 335 100 31 2 14-feb 22-jun 548
to promedio (IA) para
cada ambiente y los JVG 2018 20-feb 12-jun
milimetros de lluvia re- SA 2018 311 81 50 125 22 0 05-feb 19-jun 280
gistrados durante el ci- PH 2018 256 87 12 63 44 0 14-feb 28-jun 180
clo del cultivo en cada :
caso JVG 2019* 06-feb 10-jun

El rendimiento SA 2019 247 50 160 99 30 5 15-feb 19-jun 297
promedio general fue PH 2019 166 113 173 49 0 0 13-feb 12-jun 222,
1450 kg/ha; por en- JVG 2020* 13-feb  12-jun
cima de este valor se
ubicaron los ambientes SA 2021 76 155 78 34 38 13 05-feb 04-jun 304
favorables y por deba- SA 2022 92 82 84 76 2 5 02-feb 03-jun 244
jo, los desfavorables. - - i - - o
, *La localidad de Joaquin V. Gonzélez no tiene registro de las precipitaciones.

Los IA mas altos co-
rrespondieron a JVG B Rendimiento
2019 y JVG 2018, con 2326 y 1947 ke/ha R Rto. Promedio General (16) ) ]
kg/ha, respectivamente; en ambos bl mm de lluvia aportados durante el ciclo del cultivo m::)O

casos no se contd con los registros
de los aportes de lluvia durante el
ciclo del cultivo. Si consideramos los
siguientes ambientes favorables -SA
2022, SA 2016, SA 2019 y PH 2019-,
los milimetros recibidos por el cultivo
durante su ciclo fueron inferiores a los
requeridos tedricamente (300 mm);
pero si se observa en la Tabla 3 como
fueron las distribuciones de los mm,
en términos generales fueron unifor-
mes siendo importantes los aportes
en el mes de marzo, momento en que
el cultivo para las zonas analizadas
estaba iniciando la etapa reproductiva.

Los ambientes en los que el
cultivo tuvo la menor productividad

500

2000

400

1500

300
1000
200

500 100

VG JVG SA SA SA SA PH LA VG SA PH SA
2019 2018 2022 2017 2016 2019 2019 2017 2020 2021 2018 2018

Figura 2. indices ambientales (columnas verdes representan ambiente favorables,
columnas anaranjadas representan ambientes desfavorables), rendimiento
promedio general y milimetros de lluvia acumulada durante el ciclo del cultivo, en
cuatro localidades del NOA, durante el periodo 2016-2022.
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tivo; ademas, la distribuciéon de las precipitaciones indica
que la misma no acompané en los momentos clave del
cultivo. En el caso de SA 2018 hubo un exceso hidrico en
abril (125 mm), lo cual va en detrimento del rendimiento;
en PH 2018, en el mes de marzo solo ocurrieron 12 mm,
fendmeno que afecto al cultivo en estadio inicio de flora-
cién.

Comportamiento de las variedades por Ajuste
Lineal

¢ Variedades de poroto negro

Para este analisis se tuvieron en cuenta 12 am-
bientes de prueba. Las variedades TUC 570y TUC 510 se
comportaron como adaptables, presentando esta uUltima
la menor productividad cuando la calidad ambiental dis-

3000

minuia. Por el contrario, en mejores condiciones tuvo una
alta productividad con relacion al resto de las variedades.
TUC 560, TUC 550 y TUC 300 presentaron un comporta-
miento estable, ofreciendo TUC 560 la mayor productivi-
dad entre estas en todos los ambientes (Figura 3).

¢ Variedades de poroto rojo

De los siete genotipos de poroto rojo, tres se
comportaron como adaptables y cuatro como estables
(Figura 4). Entre los adaptables, T-AL presentd la mayor
respuesta frente a las diferentes condiciones del ambien-
te, obteniendo el menor rinde en ambientes de baja cali-
dad; y al contrario, a medida que mejoraron las condicio-
nes del ambiente, logré un rendimiento superior al de los
otros seis genotipos evaluados. Los restantes genotipos
de comportamiento adaptable fueron TUC 190 y TUC 180.

2500
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T
500 700 900 1100 1300

T T
1500 1700 1900 2100 2300 2500

Indice ambiental (kg/ha)

% TUC570 B TUC560
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R*=0,6917

> TUuCs510 £ TUC300
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y=0,8821x+432,8
R?=0,7942

y=1,3828x-377,05
R*=0,879

Figura 3. Ajuste lineal de las variedades de poroto negro, en cuatro localidades del NOA, durante el periodo

2016-2022.
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Figura 4. Ajuste lineal de las variedades de poroto rojo en cuatro localidades del NOA, durante el periodo

2016-2022.
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Evaluacion con ajuste lineal de genotipos de poroto

Entre los estables, T-Anita, T-AR, TUC 362 vy
TUC 296, puede mencionarse que T-AR presenté la me-
nor productividad en todos los ambientes, siendo esta una
caracteristica poco deseable en una variedad. TUC 362
presento la mayor productividad en ambientes de baja ca-
lidad y cuando mejoré el ambiente se mantuvo estable, sin
presentar un mayor incremento en el rendimiento.

¢ Variedades de poroto blanco

De las variedades de este grupo solo una pre-
sent6 un comportamiento adaptable: la linea CT x BG 2-2,
la cual en situaciones desfavorables obtuvo una produc-
tividad inferior a las otras variedades, que presentaron un
comportamiento estable. En mejores condiciones, esta
linea superé marcadamente al resto (Figura 5).

Entre las variedades de comportamiento estable,

2500
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Leales INTA 10 presentd la mejor productividad en todas
las condiciones.

Resumen del comportamiento de las 17 varie-
dades evaluadas

En la Figura 6 se observan las 17 variedades ana-
lizadas ubicadas en la gréafica en funcion del rendimiento
promedio (eje de las abscisas) y la pendiente de la ecua-
cion (eje de las ordenadas). El rendimiento promedio fue
de 1450 kg/ha, ubicandose hacia la derecha del mismo
las variedades con mayor potencial de rinde; y hacia la
izquierda, las de menor potencial. Con respecto a la pen-
diente de la recta, por encima de 1 estan las variedades
adaptables y por debajo (menor a la unidad), las estables.

Se observa que las variedades de poroto negro
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R?*=0,7972

y =0,815x +85,766
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R?=0,8695

y=0,9418x-225,44
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Figura 5. Ajuste lineal de las variedades de poroto blanco, en cuatro localidades del NOA, durante el periodo

2016-2022.
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CTxBG2-2 u
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Figura 6. Ubicacion de las variedades de poroto negro (representados por cuadros negros), rojo (representados
por tridngulos rojos) y blanco (representados por cuadros blancos) de acuerdo a su potencial de rendimiento
y a su estabilidad. Durante el periodo 2016-2022 en cuatro localidades del NOA.
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presentan mayor potencial de rendimiento que el resto de
los otros colores analizados, mientras que las variedades
de poroto blanco presentaron los menores rendimientos.
Por otro lado, en los tres colores se encontraron varie-
dades de comportamiento estable y adaptable. En este
sentido, si el objetivo es identificar variedades que asegu-
ren la productividad en el tiempo, las ubicadas en el cua-
drante derecho inferior son las sugeridas (TUC 560, TUC
550, TUC 300 y TUC 362), mientras que las que estan por
encima de estas (TUC 570, TUC 510, TUC 190, T- AL y
T- Anita) son de alto potencial de rendimiento con una res-
puesta diferencial a la mejora del ambiente.

@ CONCLUSIONES

El rendimiento del cultivo de poroto presenta
grandes variaciones en funcién del ambiente.

Puede atribuirse la productividad del poroto en
gran medida al aporte de agua durante el ciclo del cultivo;
sin embargo, en algunos casos esta no llega a explicar
la mayor o menor productividad obtenida, por lo que hay
factores que hacen al ambiente, como las temperaturas
y aspectos del manejo agronémico, entre otros, que no
fueron contemplados en este analisis.

La distribucion de las precipitaciones durante los
meses del cultivo también es un factor que influye en el
rendimiento, ya que el exceso o déficit hidrico en algunas
etapas resulta en detrimento del rinde.

Con respecto al comportamiento de los genoti-

pos, en los tres colores se encontraron genotipos estables
y adaptables.

Las variedades de poroto negro presentaron ma-
yor adaptacion y productividad que los otros colores ana-
lizados para la zona en estudio.

Los genotipos de poroto blanco tuvieron menor
productividad que los otros colores considerados en este
analisis.
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f§ RESUMEN

El uso de biomasa combustible en calderas de vapor de la industria
azucarera requiere evaluar sus caracteristicas fisicoquimicas y energéticas debido
a la variabilidad climatica y el tipo de cafia. Este estudio presenta los resultados de la
caracterizacion de cenizas de bagazo de cafia de azucar y residuos de cosecha (RAC)
de Tucuman, Argentina. Se analizaron 18 muestras provenientes de la variedad de cana
LCP 85-384, a las cuales se les determinaron contenidos de cenizas, cloro (Cl) y azufre (S)
siguiendo normas ASTM. Ademas, se determinaron contenidos de aluminio (Al), calcio (Ca),
hierro (Fe), magnesio (Mg), potasio (K), silicio (Si), sodio (Na) y titanio (Ti), mediante técnicas
de espectroscopia de absorcion atomica (AAS) y espectroscopia de emision atémica
(AES). El contenido de fosforo (P) se determind por colorimetria. En cenizas de bagazo,
los principales componentes fueron: Si (241,1 g/kg), K (42,2 g/kg), Al (38,0 g/kg), Ca (11,0
g/kg) y Fe (7,8 g/kg), equivalentes a %SiO, (54,25%), %Al0, (7,84%), %K,0 (5,29%),
%Ca0 (1,60%) y %Fe,O, (1,2%). En las cenizas de RAC, los elementos principales fueron:
Si (257,5 g/kg), K (119,1 g/kg), Ca (53,3 g/kg), Mg (14,9 g/kg) y Na (5,7 g/kg), equivalentes
a %Sio, (55,09%), %K,0 (14,34%), %CaO (7,46%), %MgO (2,47%) y %Na,0 (0,8%).
Estos resultados serviran como referencia para futuros andlisis y para estimar el posible
comportamiento de las cenizas en las calderas de vapor.

Palabras clave: biomasa, composicion quimica, combustién.

B ABSTRACT

Characteristics of bagasse ash and agricultural residues from sugar cane
harvest (RAC) in Tucuman, Argentina

The use of biomass fuel in steam boilers in the sugar industry requires evaluating
its physicochemical and energetic characteristics due to climatic variability and the type of
cane. This study presents the results of the characterization of sugarcane bagasse ash and
harvest residue (RAC) from Tucuman, Argentina. Eighteen samples from the LCP 85-384
cane variety were analyzed, determining ash, chlorine (Cl), and sulfur (S) contents following
ASTM standards. Additionally, aluminum (Al), calcium (Ca), iron (Fe), magnesium (Mg),
potassium (K), silicon (Si), sodium (Na), and titanium (Ti) contents in ashes were determined
using atomic absorption spectroscopy (AAS) and atomic emission spectroscopy (AES)
techniques. Phosphorus (P) content was determined by colorimetry. In bagasse ash, the main
components were: Si (241.1 g/kg), K (42.2 g/kg), Al (38.0 g/kg), Ca (11.0 g/kg), and Fe (7.8
g/kg), equivalent to %SiO, (54.25%), %Al,0, (7.84%), %K,0 (5.29%), %CaO0 (1.60%), and
%Fe,0, (1.2%). In RAC ashes, the main elements were: Si (257.5 g/kg), K (119.1 g/kg), Ca
(63.3 g/kg), Mg (14.9 g/kg), and Na (5.7 g/kg), equivalent to %SiO, (65.09%), %K, 0 (14.34%),
%Ca0 (7.46%), %MgO (2.47%), and %Na,O (0.8%). These results will serve as a reference
for future analyses and to estimate the possible behavior of the ashes in steam boilers.

Key words: biomass, chemical composition, combustion.
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8 INTRODUCCION

Con el objetivo de mejorar la matriz energética
de los procesos productivos, de manera de volverlos mas
sustentables y amigables con el medioambiente, se ha co-
menzado a tener mayor interés en el uso de la biomasa
como fuente de energia. Actualmente, nuestro pais posee
un gran potencial para el aprovechamiento de diversas
fuentes de biomasa debido a la produccion agricola, fo-
restal y agroindustrial de que se dispone. Se estima una
produccion de biomasa seca proveniente de residuos fo-
resto industrial mayor a 2 t/afio, residuos de plantaciones
(poda, raleo y tala rasa) mayor a 5 t/afo, aprovechamiento
sustentable de bosques nativos de mas de 9 t/afio y resi-
duos agricolas y agroindustriales, superior a 9 t/afo. Esto
hace un total de mas de 25 t/afio, equivalente a 6200 MW
de potencia (Probiomasa, 2020). Si se considera la zafra
2016, la superficie plantada con cafa de azUcar en Tucu-
man fue de 274.180 ha (Fandos et al., 2016), adoptando
un rendimiento conservador para este cultivo de 56,6 t/ha;
y considerando que el 78% son tallos molibles y el 30%
de bagazo en cafa, la cantidad de bagazo anual equival-
dria a 13,24 t/ha cosechada. Asimismo, considerando las
necesidades agronémicas del suelo de acuerdo a reco-
mendaciones técnicas de Tortora et al. (2013) y Fernandez
de Ullivarri et al. (2012), y a la eficiencia de la maquinaria
recolectora/densificadora utilizada (Casen et al., 2012;
2015), se determin6 que el RAC seco factible de recolec-
tar fue de 1.245.283 t, equivalente a 4,69 t/ha para la zafra
2014.

Para lograr un sistema de generacion estable es
importante conocer sobre las tecnologias de combustiéon
y adecuarlas a las necesidades impuestas por el combus-
tible que se desea utilizar. En particular, cuando se trata
de residuos agroindustriales o de cultivos energéticos,
la composiciéon quimica resulta diferente al resto de las
biomasas. Estos combustibles tienen mayor contenido de
minerales, en particular sodio (Na), potasio (K), fésforo (P)
y cloro (Cl); altos contenidos de cenizas de bajo punto de
fusién y alto potencial corrosivo (Melissari, 2012; Prono-
bis, 2005). Segun Feijoo et al. (2015) y Golato et al. (2017),
es factible aprovechar el RAC como combustible adicional
en calderas de vapor de la industria azucarera. No obstan-
te, debido al elevado contenido de cenizas y la mayor can-
tidad de elementos basicos en su composicién elemental,
podrian presentarse bajas temperaturas de fusién en rela-
cion a las cenizas de bagazo. Ademas, podrian ocasionar
un aumento de los depésitos en el hogar de la caldera o
producir problemas de escorificacidon e incrustaciones en
tubos y en partes internas del generador de vapor (Golato
et al., 2022).

En el presente trabajo se muestran los resultados
de una caracterizacién elemental realizada en cenizas de
bagazo y de RAC de cafa de azucar de Tucuman (Argen-
tina) y una comparacion con los resultados encontrados
para estas biomasas de otras regiones del mundo.

8 MATERIALES Y METODOS

Se seleccionaron y procesaron nueve muestras
de bagazo provenientes de ingenios tucumanos y nue-
ve muestras de RAC recolectadas de campos cafieros

S

durante las zafras azucareras 2016, 2017, 2018 y 2019.
Todas las muestras analizadas pertenecen a la variedad
de cafia LCP 85-384. Se determinaron los componentes
mayoritarios de las cenizas, segun Pronobis (2005). Los
metales considerados fueron: aluminio (Al), calcio (Ca),
hierro (Fe), magnesio (Mg), potasio (K), silicio (Si), sodio
(Na), titanio (Ti) y fosforo (P). Ademas, se determinaron
los contenidos de cloro total (Cl) y azufre total (S) en las
muestras de cenizas por ser elementos promotores de la
corrosién y formacion de depdsitos en las superficies de
intercambio de calor (Ojeda et al., 2022).

Determinacién del contenido de cenizas

El contenido de cenizas se determiné en base
seca a partir de las muestras de biomasas recolectadas,
empleando un horno tipo mufla marca ORL. Se trabajé a
550°C, durante ocho horas y hasta alcanzar peso cons-
tante, siguiendo la norma ASTM D 5142 modificada.

Determinacion de cloro en cenizas

Para la determinacion del contenido de Cl se si-
guié la metodologia propuesta en la norma ASTM E 776-87
modificada, segun Gutierrez et al. (2016). La modificacion
a la norma consistié en la realizacién de una valoracion
por precipitacion, usando como indicador una solucién de
dicromato de potasio (K,Cr,0,), como indica el “Standard
Methods” (2012) para la determinacion de cloruros en
agua, en vez de la valoracion potenciométrica establecida
en la norma original.

Determinacién de azufre en cenizas

Para la determinacion del contenido de S se si-
guio la metodologia propuesta en la norma ASTM D 3177-
02, creada originalmente para carbdn mineral. Para ello se
siguié el método B, también llamado “método de lavado
de la bomba”, donde se determind el contenido de S me-
diante la combustion de una muestra de biomasa en bom-
ba calorimétrica, segun Mistretta et al. (2019).

Determinacion de fésforo en cenizas

Para la determinacién del contenido de P se de-
terminé por colorimetria, siguiendo la metodologia SMWW
Part 4500-P-C, propuesta en el “Standard Methods” para
agua y aguas residuales (SM, 2017).

Analisis de metales en cenizas

Las determinaciones de los contenidos de meta-
les se realizaron en el Laboratorio de Andlisis de Metales,
de la Seccion Quimica de los Productos Agroindustriales
de la Estacion Experimental Agroindustrial (EEAOC), me-
diante la técnica de espectrometria de absorcién atémi-
ca (EAA); salvo el K, que se realizé6 por emision atomica
(EEA), basada en la norma ASTM D 3682-01 modificada
para biomasa.

Como punto de partida se procedié a la descon-
taminacién de todo el material utilizado; este fue lavado
con detergente no idnico y enjuagado varias veces con
agua desionizada, para luego ser descontaminado con
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acido nitrico y enjuagado con agua desionizada. La pre-
paracion previa al analisis consistié en digestiones de las
cenizas de las biomasas ensayadas, una por via seca (ce-
nizas carbonatadas) y otra por via humeda (en medio &ci-
do).

Para el analisis de Ca, Fe, Mg, Ky Na se siguié
la metodologia propuesta por Feng et al. (1999). Se pre-
pararon cenizas carbonatadas de las muestras a partir de
0,5 g de las muestras iniciales y se calcinaron dos veces
en mufla a 550°C durante 2 h. Luego se solubilizaron en
acido nitrico y se diluyeron a 50 ml en matraz de vidrio.
Asimismo, para el andlisis del Al, Si y Ti se realizd una
digestion acida. Para ello se pes6 0,1 g de muestra de
ceniza original que se coloco en tubos de tefldn, se agregd
4 ml de acido nitrico concentrado y se calenté en bafio
termostatico entre 95° y 100°C hasta la eliminacion de los
vapores pardos. Posteriormente, se agregé 2 ml de acido
fluorhidrico (HF) al 48%, continuando el calentamiento en
el bafio termostatico por 15 min mas. Se enfrié a tempera-
tura ambiente y se diluy6 a 25 ml en matraz de plastico.

Las concentraciones se determinaron por aspira-
cioén directa en la llama de las muestras digeridas, previa
realizacion de una curva de calibracién donde se esta-
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blecié la relacién Absorbancia-Concentracion del analito.
Para ello, se prepararon soluciones estandares de los me-
tales a partir de estandares comerciales de 1000 mg/L tra-
zables a NIST. Para la estabilizacion de estos estandares
se utilizé acido nitrico. En todos los casos se emplearon
reactivos grado pro-andlisis y agua desionizada de 18,2
MQ cm.

Las absorbancias se leyeron en un espectro-
metro de absorcion atdbmica, marca PerkinElmer, modelo
Analyst 100, empleando las condiciones estandares que
se indican en Tabla 1, segun lo indicado por Golato (2021).

Determinacion de la concentracion de 6xidos
en cenizas

Las determinaciones de los contenidos de los
6xidos mayoritarios en las cenizas de bagazo y de RAC
de cafia de azucar se realizaron segun la estequiometria
de las reacciones de oxidacion de los metales, siguiendo
la norma ASTM D 3682-01, conforme a la concentracion
de metales encontrados en dichas cenizas. La Tabla 2
muestra un resumen de las ecuaciones estequiométricas
supuestas y las formulas utilizadas para las determinacio-

Tabla 1. Condiciones estandares para las determinaciones por EAA y EEA (Golato, 2021).

Metal de"::dg;tl[j:m] Método/Llama fr;rl: ;\;E](:I?nzﬂ:;) {;‘;;’G Se adiciona

Aluminio 309,3 EAA/Nitroso-acetileno 5,10,15y 20 0,1 % de cloruro de potasio

Calcio 422,7 EAA/Aire-acetileno 1,5,2,5y5,0 0,1 % de cloruro de potasio y 0,1 % de cloruro de lantano
Hierro 248,3 EAA/Aire-acetileno 0,25,0,50,1,0y 1,5 Sin adicionales

Magnesio 285,2 EAA/Aire-acetileno 0,25, 0,50 y 1,0 (no lineal) 0,1 % de cloruro de potasio y 0,1 % de cloruro de lantano
Potasio 766,5 EEA/Aire-acetileno 0,1,0,3y0,5 0,1 % de cloruro de lantano

Silicio 251,6 EAA/Nitroso-acetileno 20,50y 100 1,0 % de &cido fluorhidrico (HF)

Sodio 589,0 EAA/Aire-acetileno 0,1,0,3y0,5 0,1 % de cloruro de potasio

Titanio 364,3 EAA/Nitroso-acetileno 10,20y 50 0,1 % de cloruro de potasio

Tabla 2. Ecuaciones utilizadas en la determinacion de %Oxido a
(Golato, 2021).

partir de los elementos mayoritarios encontrados en cenizas

Elemento Peso atémico Peso molecular (6xido) Reaccion estequiométrica %Oxido
mayoritario (metal/no metal) [g/mol] [g/mol] (oxidacion) °
) g PMsio,
silicio (Si) 28,08 60,07 Si +0,2Si0, %Si0, = Si [k—g] TR
g PMay,0.
Aluminio (Al 27,00 102,00 4A+30,52AL0,  %AL0=Al {k—g] 5 PAA 10
. . . . o 9 PMTi02
Titanio (Ti) 47,90 79,90 Ti+0,>TiO, %TiO,=Ti %l PAT 10
-
PMFe,0
Hierro (Fe) 55,8 159,2 4Fe+30,>2Fe,0, %Fe,0,=Fe [%] .ﬁ
PAFe-
) g PMcao
Calcio (Ca) 40,08 56,08 2Ca+0,>2Ca0 %Ca0 = Ca gl PAC—10
o
. g PMmgo
Magnesio (Mg) 24,3 40,3 2 Mg + O0,~> 2 MgO %MgO = Ca kgl PR 10
Mg’
PM
Sodio (Na) 22,08 61,97 4Na+0,52Na,0  %NaO=Na [3] ML?O
Na’
Potasio (K) 39,1 94,2 4K+0,52K0 %K O=K | L], _PMKO
? ° 2 kg)" 2-pAk-10
Fésforo (P) 30,97 141,94 4P+50,52P,0,  %P0,=P [kﬂg} _PMP.O;_
2-PAP-10
Azufre (S) 32,06 80,06 25+30,22S0, %S0. =S {i] _PMso,
s kgl pAs-10
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nes de los porcentajes de 6xidos (%Oxido), a partir de los
elementos correspondientes y de sus pesos moleculares,
considerando una reaccién completa, segun lo indicado
por Golato (2021).

8 RESULTADOS Y DISCUSION

La Figura 1 muestra los resultados obtenidos de
la concentracion de elementos mayoritarios encontrados
en cenizas de bagazo y RAC de cafa de azucar, analiza-
das en el presente estudio. Los valores se encuentran ex-
presados en gramo [g] del elemento por kilogramo [kg] de
ceniza en base seca. La Figura muestra que los elementos
de mayor proporciéon en cenizas de bagazo fueron el Si
(241,1 g/kg), K (42,2 g/kg), Al (38,0 g/kg), Ca (11,0 g/kg) y
Fe (7,8 g/kg); y en cenizas de RAC fueron el Si (257,5 g/kg),

250,0

200,0

150,0

Concentracién g/kg

100,0

50,0

0,0
Si Al Ti Fe

K (119,1 g/kg), Ca (53,3 g/kg), Mg (14,9 g/kg) y Na (5,7 g/
kg). Las concentraciones de Siy Al les infiere a las cenizas
caracteristicas acidas, por lo que es de esperar que las
mismas mantengan iguales propiedades en su estructura
final. Por otro lado, es probable que el elevado contenido
de K, en combinacion con Si, Ca y Mg, influya negativa-
mente en la estructura quimica final de las escorias por su
condicién alcalina, lo que traeria aparejado problemas de
fusibilidad a elevadas temperaturas, segun lo observado
por Nogués et al. (2010).

Comparando las cenizas de ambas biomasas,
es de esperarse que el RAC presente cenizas con carac-
teristicas mas basicas respecto al bagazo, debido a los
mayores contenidos de elementos alcalinos encontrados
en esta biomasa, lo que provocaria menores temperaturas
de fusion en las cenizas, segun lo indicado por Vamvuka et
al. (2017). La Figura 2 muestra las correspondientes con-

Mg Na K S P

B Bagazo B RAC

Figura 1. Concentracién de elementos mayoritarios en cenizas de bagazo y RAC de Tucuman, Argentina. Elaboracién propia.
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Figura 2. Concentracion de 6xidos mayoritarios en cenizas de bagazo y RAC de cafa de azlUcar de Tucuman, Argentina.

Elaboracion propia.
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Figura 4. Composicion quimica de cenizas de RAC de cana de azucar para diferentes regiones del mundo. Elaboracion propia.

centraciones promedio de los elementos mayoritarios (ex-
presados como 6xidos). Ademas, se indica el error tipico
como indice de dispersion para cada elemento analizado.

La Figura 3 muestra una comparacion entre
los 6xidos mayoritarios encontrados en los bagazos de
este estudio en relacién a los informados por otros au-
tores para diferentes regiones del mundo. Es importante
observar que existen diferencias significativas entre los
mismos, incluso para bagazos de nuestra region, segun
puede constatarse con los datos informados por Fogliata
(1995). Este hecho podria deberse a diferencias en la va-
riedad de cafia de azlcar, tipo de cosecha, rendimiento
de la maquina cosechadora, tipo de zona agroecolégica
(suelos diferentes), acondicionamiento de la biomasa para
su estudio, técnicas diferentes de anélisis, etc. No obstan-
te, los valores informados se encuentran en igual orden de
magnitud a los considerados de referencia.

La Figura 4 muestra una comparacién promedio
entre los 6xidos mayoritarios encontrados en RAC de este
estudio en relacion a los informados para otras regiones
del mundo. Aqui también se pueden observar diferencias
significativas entre los parametros analizados por simila-
res causas a las indicadas para bagazo. No obstante, es-
tos resultados se encuentran en igual orden de magnitud
a los tomados de referencia.

@ CONCLUSIONES

Se observé que los principales componentes
en las cenizas de bagazo de cafia de azucar fueron: Si
(241,1 g/kg), K (42,2 g/kg), Al (38,0 g/kg), Ca (11,0 g/kg)
y Fe (7,8 g/Kg); los 6xidos mayoritarios equivalentes fue-
ron: Si0, (54,2%), Al,O, (7,8%), K,O (5,3%), CaO (1,6%) y
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Fe,O, (1,2%). Con respecto al RAC, las cenizas presenta-
ron los siguientes elementos principales: Si (257,5 g/kg),
K (119,1 g/kg), Ca (53,3 g/kg), Mg (14,9 g/kg) y Na (5,7 g/
kg); y los éxidos mayoritarios fueron: SiO, (55,1%), K,O
(14,3%), CaO (7,5%), MgO (2,5%) y Na,O (0,8%). Compa-
rando ambas biomasas, se puede observar que el RAC en
promedio posee 6,8% mas de Si en relacion al bagazo. El
contenido promedio de Al en bagazo fue 8,4 veces mayor
en relacién al RAC (38 g/kg vs. 4,5 g/kg). Estos elementos
(Si y Al) infieren a las cenizas caracteristicas acidas, for-
madoras de estructuras vitreas compuestas por silicatos,
donde la fusibilidad de las mismas dependera de las con-
centraciones de los elementos alcalinos presentes, segun
lo indicado por Chong et al. (2019). Con respecto a los
componentes alcalinos, el RAC presenté 4,84 veces ma-
yores concentraciones de Ca en relacion al bagazo (53,3
g/kg vs. 11,0 g/kg). Los contenidos de Mg en RAC tam-
bién fueron mayores en aproximadamente cuatro veces
(14,9 g/kg vs. 3,7 g/kg); y la concentracién de K en RAC
también resulté mayor en 2,84 veces (119,1 g/kg vs. 42,2
g/kg). Por ello, es de esperarse que la utilizaciéon de RAC
como combustible de caldera tendria menores temperatu-
ras de fusion de cenizas en relacion al bagazo, ya que los
elementos alcalinos infieren a las cenizas la formacion de
eutécticos de bajos puntos de fusion, segun lo indicado
por Vamvuka et al. (2017) en biomasa y lo observado por
Golato et al. (2022a) para bagazo y RAC de Tucuman, Ar-
gentina.

Estos resultados serviran de base de compa-
racién para futuros andlisis de las biomasas estudiadas;
ademas, a partir de los mismos podrian determinarse los
indices de comportamiento de las cenizas que brindan las
relaciones de deposicion tedrica que tendrian en el interior
del hogar de una caldera de vapor, segun Febrero Garrido
(2015) y Pronobis (2005).
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@ RESUMEN

La calidad del bagazo y de los residuos de cosecha de la cafia de azucar (RAC)
como combustibles para calderas de vapor dependen de diferentes factores, entre ellos la
variedad de cafia, el tipo de suelo y cosecha, la época del afio y las condiciones climaticas,
entre otros. Estos parametros infieren comportamientos diferentes en el hogar de un
generador de vapor a lo largo de la zafra. El objetivo del presente trabajo es mostrar los
resultados de un estudio de sensibilidad de los componentes mayoritarios encontrados
en cenizas de bagazo y RAC, provenientes de ingenios azucareros y campos caferos
de Tucuman, Argentina. Se procesaron 30 muestras de bagazo y 30 muestras de RAC
de la variedad de cafia LCP 85-384, durante las zafras de 2016 a 2019. Se analizé la
fusibilidad de las cenizas segun ASTM D-1857 y se determinaron los contenidos de
metales mayoritarios, segun ASTM D 3682-01, SMWW Part 4500-P-C (2017) y ASTM
D 3177-02 modificado. El estudio de sensibilidad de los elementos quimicos se realizé
fortificando muestras de cenizas de bagazo y RAC, utilizando 6xidos comerciales puros.
Los resultados de composiciéon de cenizas se correlacionaron con las temperaturas de
fusion de las mismas. Las cenizas de bagazo en atmdsfera oxidante (AO) presentaron una
correlacion negativa entre DT y %SiO,; el incremento de %K,0 provoco un aumento en la
temperatura de inicio de fusién (DT) hasta el 5,4%; luego disminuyé. En atmosfera reductora
(AR), la correlacion fue negativa entre DT y %SiO,; no se observo influencia del %K,0
en el rango evaluado. Las cenizas fortificadas de RAC mostraron correlaciones positivas
entre DTy %Al,0,, %SiO, y %TiO,, En RAC fortificado bajo AR, el %Ca0, %SO, y %K,0
influyeron negativamente en DT. Estos hallazgos resaltan el impacto de los componentes
de las cenizas en las propiedades de fusibilidad de las mismas, destacando la importancia
de controlar la cantidad de material inorganico en el combustible y las temperaturas de
combustion en el interior del hogar de las calderas de vapor.

Palabras clave: biomasa, composicion quimica, combustion.

Sensitivity of major components in the ash fusibility of bagasse and
agricultural harvest residues (AHR) of sugarcane in Tucuman, Argentina

The quality of bagasse and sugarcane harvest residues (AHR) as fuels for steam
boilers depends on various factors, such as cane variety, soil type, harvest method, time
of year, weather conditions, and more. These parameters influence different behaviors in
a steam generator’s furnace throughout the harvest season. The objective of this study is
to present the results of a sensitivity analysis of the major components found in bagasse
and AHR ashes from sugar mills and cane fields in Tucuman, Argentina. Thirty samples
of bagasse and thirty samples of AHR from the LCP85-384 cane variety were processed
during the 2016 to 2019 harvest seasons. The fusibility of the ashes was analyzed
according to ASTM D-1857, and the major metal contents were determined according
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to ASTM D 3682-01, SMWW Part 4500-P-C (2017), and modified ASTM D 3177-02. The
sensitivity analysis of the chemical elements was performed by fortifying bagasse and AHR
ash samples with pure commercial oxides. The ash composition results were correlated
with their fusion temperatures. Bagasse ashes in an oxidizing atmosphere (OA) showed a
negative correlation between DT and %SiO,; an increase in %K,0 led to a rise in the initial
fusion temperature (DT) up to 5.4%, after which it decreased. In a reducing atmosphere
(RA), there was a negative correlation between DT and %SiO,, with no influence of %K,0
observed within the evaluated range. Fortified AHR ashes showed positive correlations
between DT and %Al,0,, %SiO,, and %TiO,. In AHR fortified under RA, %Ca0, %SO,,
and %K, 0 negatively affected DT. These findings highlight the impact of ash components
on fusibility properties, emphasizing the importance of controlling the amount of inorganic
material in the fuel and the combustion temperatures within the steam boiler furnaces.

Key words: biomass, chemical composition, combustion.

8 INTRODUCCION

Existen diversas biomasas del tipo lignocelulési-
cas de origen residual, provenientes de actividades agri-
colas y procesos agroindustriales, que pueden ser apro-
vechadas para la generacion de energia en calderas de
vapor bagaceras. Entre las mas importantes se encuen-
tran los propios residuos de cosecha de la cafa de azucar
(RAC), ya que presentan buena disponibilidad, cantidad
y caracteristicas respecto a cualquier otra biomasa de la
region (Golato et al., 2017). No obstante, el RAC aun no es
aprovechado totalmente, debido principalmente al eleva-
do costo de inversion necesario para su recoleccion, den-
sificacion, transporte y distribucion (Feijod et al., 2015).
Asimismo, Melissari (2012) y Liu et al. (2013) indicaron la
importancia de redisefiar o adecuar los generadores de
vapor alimentados con biomasas residuales, ya que se
encontrarian sujetos a factores que resultarian relevantes
de analizar, dada la gran variedad de caracteristicas que
presentan las regiones en cuanto a calidad de los suelos,
clima, tecnologia de recoleccién, etc.

Ademads, segun lo observado por Fernandez
Llorente y Carrasco Garcia (2005) y Baxter et al. (1998),
durante la combustion de biomasa en calderas de vapor
existen problemas frecuentes asociados a la existencia de
cenizas con fracciones de componentes inorganicos, que
influyen notoriamente en el proceso de incineracién y que

ieren caracteristicas fisicas y quimicas indesea-
bles, relacionadas con fenbmenos de corrosién, erosion,
deposicion y escorificacion. Estos fenomenos fueron ob-
servados en generadores de vapor de nuestra regién y se
deberian a las caracteristicas que presentan las cenizas
de bagazo y de RAC de cafia de azicar que poseen com-
ponentes &cidos (CA) y basicos (CB), los cuales afectan a
las temperaturas de fusion de las mismas, segun lo obser-
vado por Golato et al. (2023).

Niu et al. (2010) y Melissari (2014) indicaron que
los CA de algunas biomasas lignocelulésicas se encuen-
tran formados por sales de silicio (Si), aluminio (Al) y titanio
(Ti), las que normalmente se identifican como sus corres-
pondientes 6xidos (SiO,, ALO, y TiO,). Del mismo modo,
los CB se encuentran formados por sales de hierro (Fe),
calcio (Ca), magnesio (Mg), sodio (Na), potasio (K) y tam-
bién se identifican como o6xidos (Fe,O,, CaO, MgO, Na,0,

273
K,0). En el caso del fésforo (P), si bien su 6xido (P205) es

e

acido, segun Pronobis (2005), por su comportamiento se
considera en conjunto con los CB.

Las caracteristicas acidas o basicas de las ce-
nizas tienen que ver con su reactividad y capacidad para
formar compuestos acidos o bésicos, dependiendo de
la forma en que aquellas se encuentran, la presencia y la
cantidad de otros componentes quimicos y de la atmds-
fera que las rodea. Algunos metales, como el Al y el Fe,
pueden formar compuestos acidos cuando se oxidan en
presencia de agua o acido sulfurico. El Si puede formar
acido silicico (H,Si0,) en ciertas condiciones cuando es
expuesto al vapor agua y al diéxido de carbono (CO,).
Otros metales, como Ca, Mg, Na y el K, son comUnmente
encontrados en forma de 6xidos o hidroxidos en las ceni-
zas y podrian provocar propiedades basicas en aquellas.

8 MATERIALES Y METODOS

Se procesaron 30 muestras de bagazo y 30
muestras de RAC, provenientes de ingenios y campos
cafieros tucumanos, respectivamente, durante las zafras
azucareras 2016, 2017, 2018 y 2019. Todas las muestras
analizadas pertenecieron a la variedad de cafia LCP85-
384. Las muestras de bagazo fueron tomadas a la salida
de los molinos de cafia, inmediatamente antes del ingreso
del combustible en las calderas de vapor. Las muestras
de RAC se recolectaron aproximadamente a los 15 dias
posteriores a la cosecha de la cafia. Estas se secaron en
estufa eléctrica, marca ORL, con circulacion de aire forza-
do y control automatico de temperatura a 105°C, hasta al-
canzar peso constante. Posteriormente se acondicionaron
a tamafo uniforme (diametro promedio menor a 2 mm),
utilizando un molino de cuchillas, marca Fritsch, modelo
Pulverisette 19. Los estudios de caracterizacion se lle-
varon a cabo en el Laboratorio de Ensayos y Mediciones
Industriales (LEMI) de la Seccién Ingenieria y Proyectos
Agroindustriales y en el Laboratorio de Metales de la Sec-
cion Quimica de los Productos Agroindustriales, ambos
pertenecientes a la Estacion Experimental Agroindustrial
Obispo Colombres (EEAOC) de la provincia de Tucuman,
Argentina.

Se consideraron como mayoritarios los elemen-
tos Si, Al, Ti, Fe, Ca, Mg, Nay K, Py S, cuyos contenidos
se determinaron por espectrometria de absorcién atémica
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(EAA), segun ASTM D 3682-01; salvo los contenidos de
K, que fueron determinados por emisién atémica (EEA); el
P, que se determind por colorimetria, segun SMWW Part
4500-P-C (SM, 2017); y el S, que se realizdé segun ASTM
D 3177-02 modificado (Mistretta et al., 2019). Para el cal-
culo de los correspondientes contenidos de 6xidos en ce-
nizas (SiO,, ALO,, TiO,, Fe,O,, CaO, MgO, Na,0, K,0, SO,
y P,O,), se consider¢ la estequiometria de las reacciones
de oxidacién de los metales indicados, segun Golato et al.
(2023).

Analisis de la fusibilidad de las cenizas

Las determinaciones de fusibilidad de cenizas
se realizaron con un equipo automatizado marca LECO,
modelo AF700, que cumple con la norma ASTM D1857
(ASTM, 2010). Esta define cuatro temperaturas caracte-
risticas: inicial de deformacion (DT), ablandamiento (ST),
semiesfera (HT) y fluidizacién (FT). El equipo se ajusto para
una velocidad de calefaccion de 10°C/min y tiempos de
duracién de ensayo de cuatro horas por cada seis mues-
tras analizadas. Todas las determinaciones se realizaron
en atmosfera oxidante (AO) y en atmosfera reductora (AR).
Las muestras de cenizas se obtuvieron por calcinacion en
mufla eléctrica, marca ORL, a 550°C durante ocho horas,
hasta peso constante.

Sensibilidad de los 6xidos en la fusibilidad de
las cenizas

Para conocer la influencia de las concentracio-
nes de los 6xidos mayoritarios encontrados en las cenizas
de bagazo y RAC sobre la fusibilidad de las mismas, se
realizd una fortificacion de las muestras de cenizas de las
biomasas en estudio, con 6xidos comerciales puros, en
las cuales se tuvo en cuenta iguales relaciones de con-
centracion de los elementos inorganicos mayoritarios
encontrados en las biomasas originales. Luego, se varié

la concentracién de cada elemento en un rango a partir
del promedio de los valores encontrados en las muestras
originales analizadas, considerando un porcentaje aproxi-
mado por arriba y por debajo del mismo, segun la varia-
cién observada en bibliografia para similares biomasas de
otras regiones. En total se formularon 30 muestras fortifi-
cadas por medio gravimétrico, utilizando una balanza ana-
litica marca Shimadzu, modelo AUY 220, con capacidad
maxima de 220 g y resolucién de 0,1 mg.

Posteriormente se realizaron analisis de la fusi-
bilidad de las cenizas fortificadas, y se correlacionaron
los resultados con las composiciones quimicas de estas
muestras haciendo uso de un andlisis estadistico multiva-
riado, siguiendo la metodologia propuesta por Balzarini et
al. (2015), por medio del software de andlisis estadistico
“InfoStat v.2019p”. Para el estudio de sensibilidad se uti-
lizé una matriz de diagramas de dispersion (SPlotM) para
AO y otro para AR. Ademas, se realiz6 un andlisis de com-
ponentes principales (ACP) utilizando un grafico “biplot”
para examinar los datos en un espacio de menor dimen-
sion al espacio original de las variables, y correlacionar las
dependencias de las mismas entre ellas. Para analizar las
correlaciones entre la fusibilidad y los 6xidos en cenizas
se consideraron relaciones cuadraticas entre estos, segin
lo observado por Golato et al. (2021).

® RESULTADOS

La Figura 1 muestra una comparacion de las con-
centraciones de los 6xidos mayoritarios encontrados en
cenizas de bagazo y RAC de cafa de azucar de Tucuman,
Argentina (Golato et al., 2023). EI componente de mayor
proporcion encontrado en las biomasas analizadas fue el
SiO, (mayor al 50%), seguido de K,O y Al,O, en bagazo y
de K,0O, CaO y MgO en RAC. Si bien los CA son mayoria
en las cenizas analizadas, el bagazo presenté una mayor
cantidad (62,43%) en relacién al RAC (56,12%), por lo que

7500
=l B caga: [ Rec
B8 28
84,28 .09
=
=2
E 50
g
o
18,75- . B
14,34
7.48
T84 :
. 119 162 247 -
085 034 0,18 0,58 0.65 03r 077 045 020 gy OB
o004 — o — J—— —_— L —
"L5H02 RADCD wTiO2 WFad0il RO Lo T RNE2D S0 %303 WP2O5

Oxidos mayoritarios

Figura 1. Oxidos mayoritarios en cenizas de bagazo y RAC de cafia de azlcar de Tucuman, Argentina, seguin Golato et al. (2023).
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se espera que las cenizas de estas biomasas presenten
caracteristicas diferentes de fusién. Ademas, los conteni-
dos de K,0 influyen negativamente en la estructura quimi-
ca final de las escorias por su propiedad alcalina, lo que
provocaria menores temperaturas DT en las cenizas de
RAC en relacién a las de bagazo (Golato et al., 2021).

En las Figuras 2 y 3 pueden verse los resultados
del andlisis de fusibilidad de las cenizas de bagazo y RAC
trabajando en AO y AR.

En las Figuras 4 y 5 se observan las concentra-
ciones de o6xidos logradas con las muestras de cenizas
fortificadas de bagazo y RAC formuladas para este estu-
dio. Se puede observar las concentraciones promedio de
los 6xidos en las muestras de cenizas originales de baga-
zo (muestra MOB en Figura 4) y de RAC (muestra MOR en
Figura 5), segun Golato (2021).

En la Tabla 1 se indican los rangos de las con-
centraciones logradas con las cenizas fortificadas de ba-
gazo y RAC a partir del estudio realizado inicialmente por
Golato (2021). Estos rangos representan las zonas en los
que fueron evaluados los diferentes componentes de las
cenizas en relacion a su fusibilidad.

La Figura 6 muestra como los CA afectan la fu-
sibilidad de las cenizas fortificadas de bagazo en condi-
ciones de AO. Se encontr6é que el %Al0, tuvo una co-
rrelacion positiva con DT a bajas concentraciones (hasta
14,2%); luego, a medida que la concentracion aumento
la temperatura disminuy6. En cambio, el %SiO, tuvo una
correlaciéon negativa con DT, ya que su aumento redujo
esta temperatura. Respecto a ST, HT y FT, se observé una
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Tabla 1. Rango de concentraciones de 6xidos logrados con
cenizas fortificadas de bagazo y RAC. Elaboracién propia.

Oxidos Rango de Rango de
mayoritarios concentraciones ) concentraclones;
evaluado en bagazo [%] evaluado en RAC [%]
ALO, 6,71 a 21,68 0,30 a 1,60
Sio, 7,66 a 54,25 48,90 a 62,20
TiO, 0,10 a 0,90 0,34 a 14,03
FeQO3 1,19 a 14,06 0,10a1,10
CaO 1,60 a 13,26 1,702 12,80
MgO 0,65 a 14,55 1,10 a 6,00
Na,0 0,37 a 13,88 0,40 a 1,60
K,0 1,92 29,35 9,50 a 19,40
SO, 0,45 a 3,53 0,00 a 1,00
PO 0,01 28,24 0,10a2,10

disminucion de las mismas hasta 41% de concentracion
de %Si0O, (muestra M6); a partir de ésta la correlacion se
volvio positiva. El %TiO, también tuvo una correlacion po-
sitiva con DT en todo el rango analizado (0,10% a 0,90%).
ST y HT disminuyeron significativamente con el aumento
del 6xido, mientras que FT disminuy6 ligeramente hasta
la mitad del rango (aproximadamente 0,5%), para luego
aumentar ligeramente la temperatura indicada.

La Figura 7 muestra la influencia de los CA en ce-
nizas fortificadas de bagazo para condiciones de AR. Se
encontr6 que el %Al,0, tiene una correlacion positiva con
DT en todo el rango evaluado (6,71% a 21,68%). ST, HT y
FT mostraron una correlacion negativa para este éxido en
bajas concentraciones (hasta 14,2%); luego se torna
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Figura 2. Resultados del andlisis de fusibilidad de las cenizas fortificadas de bagazo de Tucuman, Argentina, trabajando en AO

y AR.
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Figura 4. Variacion de la concentracion de 6xidos mayoritarios en cenizas fortificadas de bagazo para este estudio. Elaboracién
propia.
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Figura 5. Variacién de la concentracion de éxidos mayoritarios en cenizas fortificadas de RAC para este estudio. Elaboracién
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Figura 6. Sensibilidad en AO de CA en la fusibilidad de cenizas
fortificadas de bagazo de cafa de azlUcar de Tucuman,
Argentina. Elaboracién propia.

ron positivas con el aumento de la concentracion de este
oxido. Con respecto al %SiO,, el aumento de éste influy6
negativamente en DT para el rango analizado (7,66% a
54,25%). ST, HT y FT también presentaron correlaciones
negativas para bajas concentraciones de %SiO, (hasta
31%) y aumentos de las temperaturas para concentracio-
nes mayores. En cuanto a %TiO, en cenizas, su influencia
fue similar a la observada en AO, excepto en el caso de
FT, donde se observé una correlaciéon negativa en todo el
rango analizado.

La Figura 8 muestra la sensibilidad de los CA en
la fusibilidad de las cenizas de RAC fortificadas bajo con-
diciones de AO. El %Al,0, presenté una correlacion positi-
va con DT y ST en todo el rango analizado (0,3% a 1,6%),
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Figura 7. Sensibilidad en AR de CA en la fusibilidad de cenizas
fortificadas de bagazo de cafa de azlcar de Tucuman,
Argentina. Elaboracién propia.

no obstante HT presentd una correlacion ligeramente po-
sitiva hasta alrededor de 0,95% del 6xido en ceniza, luego
se tornd negativa. En cuanto al %SiO,, se observaron au-
mentos ligeros en DT y ST en el rango analizado (48,90%
a 62,20%), pero HT mostrd una correlacion negativa. FT
no presento variaciones con el aumento de este 6xido. Por
otro lado, el aumento de concentracién de %TiO2 resul-
t6 en incrementos en DT y ST; y una correlacién negativa
para HT. Aligual que en los casos anteriores, FT no mostré
cambios con el aumento de %TiO,.

La Figura 9 muestra la sensibilidad de los CA en
la fusibilidad de las cenizas fortificadas de RAC bajo con-
diciones de AR. Se observa como DT, HT y FT mantuvie-
ron una correlacion positiva con el aumento de %Al0,,
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Figura 8. Sensibilidad en AO de CA en la fusibilidad de
cenizas fortificadas de RAC de cafia de azUcar de Tucuman,
Argentina. Elaboracién propia.

mientras ST presentd una tendencia a disminuir en el ran-
go analizado. En cuanto al %SiO2, se observaron aumen-
tos ligeros en DT, HT y FT, mientras que ST mostr6é una
correlacion negativa para bajas concentraciones del 6xido
(hasta 55,5%), y aumentos de temperatura para mayores
concentraciones. Por otro lado, el aumento en la concen-
tracién de %TiO, provoco incrementos en DT, HT y FT; y
correlacion negativa de ST para elevadas concentraciones
del 6xido.

La Figura 10 muestra la sensibilidad de los CB
sobre la fusibilidad de cenizas fortificadas de bagazo tra-
bajando en AO. Se observé una correlaciéon positiva entre
DT y la mayoria de los CB en cenizas de bagazo, a ex-
cepcion del %K,0, que presentd un aumento en DT hasta
aproximadamente el 5,4% del 6xido en ceniza; luego la
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Figura 9. Sensibilidad en AR de CA en la fusibilidad de
cenizas fortificadas de RAC de cafa de aztcar de Tucuman,
Argentina. Elaboracién propia.

correlacion fue negativa. En general, ST, HT y FT resultaron
elevadas para bajas concentraciones de CB, a excepcion
también del %K,0, que presenté menores temperaturas
para bajas concentraciones y con correlaciones positivas
con el aumento de la concentracién de este 6xido.

La Figura 11 muestra la sensibilidad de los CB
sobre la fusibilidad de cenizas fortificadas de bagazo tra-
bajando en AR. En general, se observo que el aumento de
los CB provocé incrementos en DT en el rango de con-
centraciones evaluado. No se apreciaron variaciones en
DT con el aumento de %K,O en AR. Para las mayores y
menores concentraciones de CB del rango evaluado, se
observaron las mayores temperaturas ST, HT y FT, con
disminuciones de éstas para concentraciones logradas en
la mitad del rango. Para el caso del %K,0, se observo una

a SN0 Cr— 090 SOOGS0 g AR AR 0 oo WP T —sles g a—evias cong s
5’ w a [ ] a E =] L =]
o | L (= }n] a o oo o L] [=1a)
£
w | - | =} o a | = | & | o
WFe203 Cal TaMgD 5 Na20 K20 WF200 %303
g |- - o oo i
4 Iw w \mﬂé" "“-ﬁ:aﬁ B e i
'i ab & " ot @
| B Fe203 %Cad '-EI'-'I-;O % Na20 BK20 HP205 %303
g L] L] L] o
= lﬂ:- o of| of ol o &
- n
E B e o
)] ae " ge @ [ - oe
%FEEDS n!'\nl.T.Ell:.'l TohMad | foMa20 B K20 %P205 w303
S| * » o ]
2 Mkﬂ&ﬁnﬂn o o Tmele Dﬂgﬁﬁ' *ﬁ'—.‘n‘\ .-}ts,_.vjw
le‘ * .'I & =} o @ _—T_ a & = * L=} L=}
o |® | a° @ p |a & ke \\a . g T

WFed(R Wm0 gD

a0

520 SF0E %S03

Figura 10. Sensibilidad en AO de CB en la fusibilidad de cenizas fortificadas de bagazo de cafa de azlcar de Tucuman,

Argentina. Elaboracion propia.



EEAOC
RIAT

Revista Industrial y Agricola de Tucuman (2024) Tomo 101 (1): 47 - 57

g ™ i} =] a a o a
o ' uil (] ] a %ﬁ‘
E * (=3 a o [-N-] e &
w - a @ a
%Faz03 %Cal | %Mg0 | %Na20 | %K20 | %P205 %503
g - a a 2 & @ ' ase eo
= & - o L W Qﬂ V 00
e _né ‘w@ w \\Lo—*' \W
g 1 i L] e | ¥ ‘; “ 1 i (] b | [+] o ... ot | ..= 1 obﬂ‘
%Fe203 %Ca0 %MgO %MNaz0 k20 WP205 %503
g .| 2 alw
w o' 5 ©
%Fa203 %Ca0 %MQO | %Na20 %K 20 | %ons %503
= b Dy Gy Ty % % a4
= a o8 % Q___,—cb—n-% > .
g . . a % . e s _®F° % o
o e (& & o | ) I &
%Fe203 % Ca0 %MgO %MNaz0 %K20 %P205 %S03

Figura 11. Sensibilidad en AR de CB en la fusibilidad de cenizas fortificadas de bagazo de cafa de azlcar de Tucuman,

Argentina. Elaboracion propia.

correlacion positiva de estas temperaturas con el incre-
mento del éxido en ceniza.

La Figura 12 muestra los resultados del estudio
de sensibilidad de los CB en la fusibilidad de cenizas forti-
ficadas de RAC bajo condiciones de AO. Se observé que
para valores medios de %Fe,O, se obtuvieron temperatu-
ras elevadas de DT y ST, mientras que en los extremos del
rango evaluado (0,10% a 1,10%) se obtuvieron las tempe-
raturas mas bajas. Se encontraron correlaciones negati-
vas entre %Ca0 vy las temperaturas DT y ST. Ademas, se
encontrd una correlacion positiva de HT con el aumento
de este 6xido y no se observaron variaciones en FT con
cambios en la concentracién de CB.

La Figura 13 muestra los resultados del estudio
de sensibilidad de los CB en la fusibilidad de las cenizas
fortificadas de RAC bajo condiciones de AR. Se obser-

v6 que para concentraciones medias de %Fe,O, (0,6%)
y %MgO (3,5%), se obtuvieron las mayores temperaturas
de DT, ST, HT y FT. Ademas, se encontrdé una correlacion
negativa entre %Ca0O y estas temperaturas. Es importante
destacar la correlacion negativa existente entre %K,0 y
DT, ST, HT y FT, ya que a concentraciones elevadas de
este componente, las temperaturas mencionadas regis-
traron valores mas bajos.

La Figura 14 muestra el grafico “biplot” del ACP;
en ella se observa la correlacion negativa del %SiO, res-
pecto a DT en AO. Ademas, muestra la independencia de
este 6xido sobre ST y HT. Mientras tanto, existe un aporte
positivo (principalmente del %AI,0,, %Ca0 y %MgO) so-
bre DT. Se destaca la correlacion positiva de %K,0 sobre
HT, ST y en menor medida sobre FT. Ademas, se observa
la baja influencia en esta atmosfera del %K,0 sobre DT.

o

=

9 Ge5500955000 B EEERGS5E VRS G5 & EETEF € EEEEEEEe—e HHH———8

X

[TH

- Fe203[%)] CaO[%] MgO[%] Na20[%) K20[%) P205[%) SO3(%)]

Q ® & o o °

< o . o

P o s 2h ® ® o® B o 1' W e s

& s §o Bo © = ° ) » 3

7] ° og® ® ..,. 5o °o o °°g
Fe203[%) CaO[%)] MgO[%] Na20[%] K20[%] P205(%) SO3[%]

g ee esssces® T ’_/’,'“ iq\/ \,/ © G OENGED 6D D /b———I

P

E L 1111 ] oo L 1 1 N ]
Fe203[%) CBO[%] MQO[%] NEEOI%] K20[%] P205(%)] 303[%]

o o

% &) g %] (]

P |87 5 Bho .88

| il o L
Fe203[%) CaO[%] MgO[%] Na20[%] K20[%] P205[%) SO3[%]

Figura 12. Sensibilidad en AO de CB en la fusibilidad de cenizas fortificadas de RAC de cafia de azdcar de Tucuman, Argentina.

Elaboracién propia.
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Elaboracién propia.
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Figura 14. Incidencia de 6xidos mayoritarios en la fusibilidad en AO de cenizas fortificadas de bagazo de cafa de azlcar de

Tucuman, Argentina. Elaboracién propia.

La Figura 15 muestra la correlacion negativa del
%3Si0, y %K,0 respecto a DT para cenizas fortificadas de
bagazo trabajando en AR. Se observé que para este tipo
de atmoésfera existen correlaciones positivas entre ST, HT
y FT, en relacién a la concentracion de %K, 0. Estas Ulti-
mas temperaturas resultaron independientes de las con-
centraciones de %Si0,,.

La Figura 16 muestra una correlacion positiva del
%Al,0,, %P0, %Ti,0, %S0,y %Na,0 con DTy ST e inde-
pendencia de %Fezoa, %MgO y %K, respecto a las tempe-
raturas mencionadas para cenizas de RAC trabajando en AQ.
Ademas, se determind una correlacion negativa del %CaO
y %S0, sobre DT y ST. Para los rangos de concentraciones

evaluados de CB, no presentaron influencia sobre FT.
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Figura 15. Incidencia de 6xidos mayoritarios en la fusibilidad en AR de cenizas fortificadas de bagazo de cafia de azucar de

Tucuman, Argentina. Elaboracién propia.
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Figura 16. Incidencia de 6xidos mayoritarios en la fusibilidad en AO de cenizas fortificadas de RAC de cafia de azlcar de

Tucuman, Argentina. Elaboracién propia.

@ CONCLUSIONES

Se demostré que el comportamiento de las ce-
nizas depende principalmente de su composicién, por
lo que resulta imprescindible su caracterizacién quimica
para evaluar el desempefio de éstas en el interior del ho-
gar de una caldera de vapor. En el presente estudio se
encontré que las cenizas de bagazo de cafa de azucar,
trabajando en condiciones de AO, presentaron correlacio-
nes negativas entre DT y %SiO, para el rango de concen-
tracién analizado (7,66% a 54,25%). Las temperaturas ST,

o

HT y FT dependeran de la concentracion de %SiO,. Se
observo que desde 7,66% hasta 20,00% la dependencia
fue negativa; mientras que para mayores concentraciones
(hasta 54,25%), la correlacién fue positiva. Con el aumen-
to de la concentracion de %K,0 en cenizas de bagazo en
AO (entre 1,92% y 3,71% aprox.), se observé una corre-
lacién positiva con DT. Para mayores concentraciones de
%K20 (hasta 9,35%), se observé una correlacion negati-
va para esta misma temperatura. El aumento de %Fe,O,,
%Ca0 y %MgO en cenizas de bagazo trabajando en AR
contribuy6 positivamente en DT, mientras que %K,0 no
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presentd influencia para el rango de concentraciones ana-
lizado (1,92% a 9,35%). Ademas, en AR se encontrd una
correlacion negativa para el %SiO, con respecto a DT y
mostré una influencia positiva de %K,0 en ST, HT y FT.
Las cenizas de RAC trabajando en AO poseen una corre-
lacion positiva entre %ALL0,, %SiO, y %Ti,0O con respec-
to a DT y ST. El %Fe,O, present6 correlaciones variables
en DT y ST segun las concentraciones del éxido (entre
1,19% vy 6,43%, la influencia resulté positiva, mientras que
entre 6,43% y 14,06% fue negativa). Asimismo, para AO
se encontraron correlaciones negativas entre %CaO y las
temperaturas DT y ST. Se encontré una influencia negativa
del %K,0 en las temperaturas DT, ST, HT y FT, operando
en AR. Estos resultados sefialan la influencia de los CB
en las propiedades de fusibilidad de las cenizas de RAC
en condiciones de AR, y subrayan la importancia de con-
siderar las concentraciones de %Fe,0,, %MgO, %CaO y
%K,0 para controlar las temperaturas en los procesos de
combustién y manejo de cenizas.
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@ ABSTRACT

In recent years, different factors have combined to create a favourable scenario
for the expansion of sugarcane in Tucuman province, R. Argentina. This expansion implied
the replacement of other plantations, especially grain crops, which are located mainly to
the east and south of the area traditionally used for sugarcane crops, in regions with a
higher probability of frost and lower rainfall. The zoning of agricultural areas allows for
differential treatments depending on the variables that limit production potential. It requires
information from different years, which can be obtained quickly through remote sensing
and GIS. This paper aimed to distinguish the traditionally sugarcane planted area from
the expansion area in Tucuman province, and to differentiate the production zones (low,
intermediate and high) in both regions. A multi-temporal analysis of categorized images
was conducted using GIS techniques. The thematic layers showing sugarcane crops by
levels production for different years and the productive zoning generated from these layers
were used as a baseline. Thematic coverages of the agrological regions were also used.
The expansion of sugarcane plantations took place to the north, east and south of the
traditional sugarcane area, covering mostly the agrological region of the Chacopampeana
plain and, to a lesser extent, the Deprimida plain and the Pedemonte.

The environmental conditions in the expansion area led to the assumption of lower
yields than in the traditional sugarcane area. However, higher percentages of intermediate
and high production zones were found than in the traditional sugarcane area, which showed
that proper management of the sugarcane crop is a major factor influencing the yield of
sugarcane fields in Tucuman.

GIS analysis produced numerical and geographic information that is useful for
crop statistics and serves as the basis for several studies of agronomic and economic
nature.

Key words: Zoning, Remote sensing, GIS.

§ RESUMEN

Analisis comparativo del nivel productivo en el area canera tradicional y en el
area de expansion en la provincia de Tucuman, Argentina

En los ultimos afios, una serie de factores se conjugaron para crear un escenario
propicio a la expansién del cultivo de cafia de azUcar en la provincia de Tucuman.

La ampliacién del area con cafaverales implicé la sustitucion de otros cultivos,
especialmente de los cultivos de granos, los cuales se localizan principalmente al este y sur
del area tradicionalmente destinada a cultivos de cafia de azucar, en zonas con mayores
probabilidades de ocurrencia de heladas y menores milimetrajes de lluvia.

La zonificacién de las areas agricolas posibilita el tratamiento diferencial de
cada zona de acuerdo a las variables que limitan el potencial productivo. Requiere de la
informacion de distintas campanas, la cual puede ser obtenida rapidamente mediante el
uso de la teledeteccion y los SIG.
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Los objetivos del presente trabajo fueron distinguir el area tradicionalmente destinada al
cultivo de cafia de azUcar del area de expansion en la provincia de Tucuman, y diferenciar
las zonas de produccioén (baja, intermedia y alta) en ambas regiones.

Eltrabajo se realizé mediante un analisis multitemporal de imagenes categorizadas,
empleando técnicas de SIG. Las coberturas tematicas utilizadas como base fueron las
imagenes categorizadas surgidas de las clasificaciones digitales de cafia de azlcar, la
zonificacion productiva generada a partir de dichas capas y las coberturas correspondientes
a las regiones agrologicas de la provincia de Tucuman.

La expansién de los cafaverales se realizé hacia el norte, este y sur del area cafera
tradicional, abarcando mayormente la regién agrolégica de la Llanura chacopampeana y
en menor medida, la Llanura deprimida y el Pedemonte.

Las condiciones ambientales en la zona de expansion, caracterizadas por mayor
probabilidad de ocurrencia de heladas severas, menores precipitaciones y cultivos de
secano, permitian presuponer menores rendimientos que en el area cafiera tradicional. Sin
embargo se constataron mayores porcentuales de zonas de produccion intermedia y alta
que en el area cafera tradicional, lo que puso de manifiesto que el manejo adecuado del
cultivo de cafa de azucar es un factor de gran incidencia en los rindes de los cafiaverales
tucumanos.

Los mapas tematicos generados constituyen una herramienta de gran utilidad
para la eleccion de las practicas agricolas mas adecuadas que aporten a la sustentabilidad
del sistema productivo cafiero. Por otra parte, sirven de base para andlisis posteriores que

incluyan otras variables de tipo ambiental, agronémico o econdémico.

Palabras clave: Zonificacion, Teledeteccion, SIG.

® INTRODUCTION

The sugarcane planted area in the Tucuman
province comprises the agro-ecological regions of
Pedemonte, Deprimida and Chacopampena plains
(Zuccardi and Fadda, 1985). In each of these regions,
the climatic, physiographic and edaphic characteristics
are different, strongly influenced by the mountain range
that runs from south to north, which generates different
conditions and aptitudes for sugarcane crops. One of
the most important variables is water resources: rainfall
volumes, number of rainy days and relative humidity
generally decrease from the west (Pedemonte) to the east
(Fernandez de Ullivarri et al., 2015). In some localities of
the Pedemonte, annual rainfall reaches 1,500 mm, while
in the east of the Tucuman province it averages 700-800
mm (Romero et al., 2015), which in principle would mean a
lower productive potential, especially in drought years.

Another very important factor for sugarcane
production is the occurrence of frost, which can cause
sugar losses of up to 25%, as a result of a reduction in
the quantity, and mainly the quality, of the raw material.
The level of sugar loss is notably different between the
Pedemonte, where even areas with a low probability of
frost can be found, and the east, where they occur every
year and with high degrees of severity (Leggio Neme et al.,
2015).

Both the importance of water for sugarcane
growth, and the intensity of cold spells for defining sugar
losses, mark in principle a differential in the productive
capacity between the west and the east, which led the
sugarcane planted area of Tucuman to lean preferentially
towards the west, over in its 200 years of activity as an
attempt to avoid the negative effects of periods of water

o

deficit and intense cold spells.

The constant changes in crop production
scenarios, mainly of an economic and productive nature,
determine not only variations in the planted area but also
rotations with other agricultural species.

Statistics on the sugarcane planted area in
Tucuman show that in 1965 there were 210,000 ha.
Between 1966 and 1968, 11 of the 27 sugar mills in the
province were closed down. As a result of the deteriorating
economic situation, the planted area was reduced to
135,600 ha in 1968 (Osatinsky, 2012).

There was then a period of stability between 1974
and 1992, with around 250,000 ha planted, until the last
of these years when sugar activity was deregulated at the
national level, causing a new economic crisis, which led to
a reduction in the cultivated area to 183,390 ha by 2001
(Pérez et al., 2019).

In recent years, the implementation of a
national biofuels programme has been a decisive factor
in the expansion of sugarcane crops in the Tucuman
province. The opportunity for growth in sugarcane agro-
industrial activity generated important investments in the
fields, such as modern harvesting machinery, a notable
increase in transport capacity, agrochemical applications,
cultivation and soil preparation equipment, all of which
resulted in a significant improvement in the productivity of
the sugarcane fields by lowering costs and improving the
quality and quantity of material per unit of surface area.

In addition, equipment was incorporated in the
factories to reduce the cost of sugar production and
technology, and capacity for alcohol production was
acquired. It could be said that, as a whole, the agro-industry
undertook a structural change in production that allowed it
to advance in terms of efficiency and sustainability.
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The result of these important changes was an
improvement in the crop’s profitability, associated with
favourable prices, and the possibility of its use for biofuel
production, backed by national law 26.093/06, which
regulates and promotes the production and sustainable
use of biofuels, and law 26.334/08, which promotes
bioethanol production (Molina et al., 2010; Fossati et al.,
2021).

In this process, sugar cane recovered and
surpassed the 250,000 ha cultivated area that it had for
many decades in the 20th century, before the abrupt fall
from 1990 onwards. Thus, in 2021, the net harvestable
area under sugarcane in Tucuman reached 276,400 ha
(Fandos et al., 2021).

The expansion of the area with sugarcane fields
and the replacement of other crops, generated a process
of expansion of sugarcane crops in Tucuman’s grain-
growing area in the last two decades, but mainly in the
periods 2012-2014 and 2018-2020 (Fandos et al., 2020).

It is worth mentioning that the displaced grain-
growing area of the Tucuman province is located mainly
to the east and south of the area traditionally used for
sugarcane crops and generally has a higher probability
of frost occurrence and lower rainfall millimeters. Figure 1
shows the average annual rainfall between the 2012/2013
and 2020/2021 growing seasons in localities belonging
to the traditional sugarcane area (1A) and the traditional
grain area (1B). The overall average for each area is also
added. In both areas, the localities are situated from west
to east and there is a negative gradient towards the east.
If we also take into account that in practically the entire
expansion area sugarcane crops are rainfed (Sanzano,
2014), it can be inferred that the environmental conditions
in the expansion area are not the most appropriate for
achieving high sugarcane yields.

The zoning of agricultural areas enables the

differential treatment of each zone according to the
variables that limit productive potential. It requires
information from different growing seasons, which can
be obtained quickly through the use of remote sensing
and GIS. At the local level, Fandos et al. (2022) carried
out a zoning of the sugarcane area of Tucuman, according
to production levels, using a multi-temporal analysis of
categorised images applying GIS techniques.

This work aimed to differentiate the area
traditionally devoted to sugarcane crops from the
expansion area in the Tucuman province, and to
differentiate the production zones (low, intermediate and
high) in both regions.

8 MATERIALS AND METHODS

The scope of this study includes the area cultivated
with sugarcane in the Tucuman province, Argentina (Figure
2). It comprises the agro-ecologic al regions of Pedemonte,
Deprimida and Chacopampeana plains (Zuccardi and
Fadda 1985). The climate is subtropical with a distinct dry
season and is characterized by warm temperate climatic
conditions, hot and humid summers, and dry winters. The
rainfall regime is monsoonal, with 50% to 60% of the total
rainfall recorded between December and March.

The study was carried out by a multitemporal
analysis of categorised images (Chuvieco, 2008), using GIS
techniques. These categorized images are digital thematic
maps in raster format generated from classifications of the
images acquired by remote sensors. Thematic layers of
sugarcane crops for the 2001 and 2021 growing seasons,
analysed in Fandos et al. (2012) and Fandos et al. (2021)
were used as a baseline. Thematic layers were generated
from multispectral classifications of Landsat 8 OLI and
Sentinel 2A and 2B MSI satellite images, obtained from
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Figure 1. Average annual rainfall between the 2012/2013 and 2020/2021 growing seasons in localities of the traditional sugarcane
planted area (1A) and the traditional grain planted area (1B). Tucuman, Argentina. Source: own elaboration with data taken from
https://agromet.eeaoc.gob.ar
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TUCUMAN PROVINCE,
ARGENTINA

|:| Pedemonte

I:l Deprimida plain

D Chacopampeana plain
- Sugarcane planted area

Figure 2. Location of studied area. Tucuman province, Argentina.

https://catalogos.conae.gov.ar/landsat8/ and  https:/
scihub.copernicus.eu/dhus/#/home, respectively. These
satellite images were geometrically corrected with a
reference system corresponding to the map projection:
Posgar 94, Datum WGS 84. The sensors used are
passive, i.e. they receive energy from an object illuminated
by an external source, usually the sun. Multispectral
classifications were made by analyzing the spectral bands
located in the Red, Near Infrared and Middle Infrared,
where vegetation has its greatest spectral response. The
bands analyzed were 4, 5 and 6 from the Landsat 8 OLI
satellite, and 4, 8 and 11 from Sentinel 2A and 2B MSI.

The coverage with sugarcane zoning area
according to production levels (Fandos et al., 2022) was
also used as a baseline. To obtain this layer, sugarcane
classifications according to production levels between
2011 and 2020 were used as a basis. The layers contained
three categories, according to cultural yield: low, medium
and high. For the analysis, pixels corresponding to the
low, medium and high levels were assigned the values 1,
10 and 100, respectively. For the sugarcane area zoning,
three production zones were considered: low, medium and
high. The assignment of classes to each zone was made
considering the highest value, depending on whether it
was located in the unit, ten or hundred. Classes with no
predominance of values were assigned by prioritising the
lowest production level.

In the present work, the coverage corresponding
to zoning by production levels was updated, incorporating
information on production levels for the 2021 growing
season (Fandos et al., 2021).

The coverage of production zones was then
superimposed with those corresponding to the area

=

occupied with sugarcane crops in 2001 and 2021, which
allowed the differentiation of production zones in the initial
area of the study and in the expansion area.

Subsequently, the coverage of production
zones was superimposed with that corresponding to the
agrological regions of the Tucuman province (Zuccardi and
Fadda, 1985).

The software used was ERDAS Imagine (version
8.4.) and ARC GIS (version 9.0).

® RESULTS AND DISCUSSION

Figure 3 shows the initial sugarcane plantation
area in 2001 and the sugarcane crop expansion area as
surveyed in 2021, with the different production zones
discriminated from one another.

The spatial distribution of the production zones
in the initial sugarcane area and in the area of recent
expansion, according to agrological regions, is shown in
Figure 4.

Figure 4 shows that, although low production
zones are present throughout the sugarcane area, they are
predominant in the central sector of the Deprimida plain.
This may be associated with the presence of a water table
relatively close to the soil surface which suffers lacks of
a defined drainage network in the eastern sector. This
combination leads to the accumulation of excess water,
which is detrimental to the productive quality of the soil
(Sanzano, 2019).

In the Chacopampeana plains, low yields could
be associated with the growing water deficit towards the
east and a low structural stability of the soils due to low silt
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Figure 3. Sugarcane area according to production zones in
the initial sugarcane area of the study (2001) and in the recent
expansion area. Tucuman, Argentina.

contents. This generates conditions conducive to large-
scale surface runoffs that cause moderate to severe water
erosion processes. In the Pedemonte region, low yields
could be related to the lack of adequate management to
mitigate the negative effects of torrential rainfall, which,
together with steep slopes and soils with low water
retention capacity, generates soil losses due to water
erosion (Sanzano, 2019).

The higher percentages of zones with intermediate

A - Initial sugarcane area (2001)

Kilometers

- Low
|:’ Medium
B vion

Production zones

and high production in the expansion area contradict the
theory that meteorological conditions would not be the
most appropriate for achieving high sugarcane yields
(Figure 1). The explanation could be that, in addition to
the physical and chemical aspects of the soil, the yield
of most sugarcane fields in Tucuman is greatly influenced
by aspects related to crop management, which is
conditioned, in turn, by the size of the plots and land
tenure regime. It is exactly crop management what allows
either overcoming physiographic and edaphic limitations,
or simply not taking advantage of environments suitable
for sugarcane growths.

The traditional sugarcane planted area has more
than 200 years of uninterrupted production in general,
while the expansion area has a productive background
mainly in the cultivation of soybeans. It has been shown
that the impact of sugarcane/soybean rotation under
the conditions analysed is very important. There are
precedents that indicate that the rotation of sugarcane
fields with soybean results in improved sugarcane yields
during its life cycle, as well as better conservation of the
soil resources (Giancola et al., 2012). Garside et al. (2001)
indicated that properly managed soybean crops can
improve the yield of the ensuing sugarcane crop cycle by
20% to 30% in the first and second harvests, respectively.

Another factor to consider is new production
technologies, such as green cane harvesting and
management of the cane field with crop residues, which

B - Expansion sugarcane area (2021)

Agrological region

|| Pedemonte

- Deprimida plain
l:l Chacopampeana plain

Figure 4. Spatial distribution of sugarcane production areas according to agrological regions. A: Initial study area (2001). B: Recent

sugarcane expansion area. Tucuman. Argentina.



RIAT EEAOC

Revista Industrial y Agricola de Tucuman (2024) Tomo 101 (1): 59 - 65

have been shown to have an important impact on
production levels, especially in areas with lower water
availability (Fernandez de Ullivarri et al., 2021).

In addition, the incorporation of the mechanical
harvesting system has made it possible to prioritise
harvesting in areas with the greatest presence and
incidence of cold weather on raw material quality. At
this point, it is important to highlight that mechanised
harvesting must be carried out at the optimum speed and
in suitable soil conditions to minimise the risk of damage
to stubble, which can lead to reduced cane longevity
(Fernandez de Ullivarri et al., 2015).

Finally, itis worth mentioning thatinthe sugarcane
expansion area there is a predominance of medium and
large producers, who apply maximum levels of technology
in the management and harvesting of sugarcane. In this
sense, intermediate and high production areas prevail
in the region of the Chacopampeana plain, the northern
and southern sector of the Deprimida plain and the
southern sector of the Pedemonte, coincidentally with
departments where producers or sugarcane companies
have a larger economic scale and a diversified production
base (Benedetti et al., 2019), together with negotiating
power in the market. By contrast, in the traditional zone
a significant percentage is managed by small producers,
mainly in the central sector of the Deprimida plain.
This area is characterized by small-scale sugarcane
production with low technology, family labour (Santillan et
al., 2012) and a high concentration of sugarcane burning
(Carreras Baldrés et al., 2021). It is worth mentioning that
smallholding is a constraint to both the incorporation
of technology and the adoption of good agricultural
practices, as this type of farming is rooted in traditional
monoculture and ancestral cultural practices (Giancola et
al., 2012).

[
CONCLUSIONS

Sugarcane crops expanded towards the north,
east and south of the traditional sugarcane planted
area, covering mostly the agrological region of the
Chacopampeana plain and, to a lesser extent, the
Deprimida plain and the Pedemonte.

The environmental conditions in the expansion
area, characterised by a higher probability of severe frosts,
lower rainfall, and rainfed crops, led to the assumption
of lower yields than in the traditional sugarcane planted
area. However, higher percentages of intermediate and
high production zones were found than in the traditional
sugarcane planted area, which showed that proper
management of the sugarcane crop is a major factor
influencing yields of sugarcane fields in Tucuman.

In some cases, sugarcane field management
makes it possible to overcome physiographic and
edaphic limitations; in other cases, good environments
for sugarcane cultivation are not taken advantage, and
this is greatly influenced by the size of the plots and
the land tenure system, which condition access to new
management technologies.

The thematic maps generated facilitate the
identification of different production zones in the different
agrological regions, which is a very useful tool for choosing

=

the most appropiate and sustainable agricultural practices
for sugarcane production. On the other hand, they serve
as a basis for subsequent analyses that include other
environmental, agronomic or economic variables.
[
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@ RESUMEN

En la actualidad existe una tendencia creciente del uso de energias renovables
para la produccién de energia limpia con el fin de mitigar los efectos del cambio climatico.
El objetivo de este estudio fue caracterizar fisico, quimica y energéticamente el bagazo
de cafia de azucar y el residuo agricola de cosecha de cafia de Tucuman, Argentina.
Se realizé, ademas, una clasificacion de estas biomasas por medio del diagrama de
Van Krevelen y de un diagrama ternario C-H-O. Para ello se analizaron 20 muestras
por duplicado de la zafra 2019, segun normas estandarizadas. Se realizaron analisis
inmediatos, composicion quimica elemental, poder calorifico superior (PCS) y fusibilidad
de cenizas, y se determinaron las relaciones molares, oxigeno/carbono (O/C) e hidrégeno/
carbono (H/C) para la confeccion de los diagramas mencionados. El bagazo mostré menor
porcentaje de cenizas (4,93% base seca) en relacion al RAC (12,36%), mayor contenido de
sélidos volatiles (77,93% base seca) y mayor PCS (17.893 kJ/kg base seca). Las relaciones
molares resultaron en promedio de O/C= 0,89 H/C = 1,83 para bagazoy 0O/C=0,86y H/
C= 1,58 para RAC. Estas relaciones se encuentran dentro de los valores observados en
bibliografia para estas biomasas combustibles. Las biomasas estudiadas se ubican en la
parte superior del diagrama, presentando mayores relaciones O/C y H/C que la madera.
Se recomienda estudiar la cinética de los procesos de pirdlisis y gasificacion de estas
biomasas.

Palabras clave: biomasa lignocelulésica, aprovechamiento energético, biocombusti-
ble, gasificacion, pirdlisis.

Tucuman sugar cane by-products: characterization and classification of
bagasse and RAC according to oxygen and hydrogen indices

Currently, there is a growing trend of using renewable energies for the production
of clean energy, in order to mitigate the effects of climate change. The objective of this
study was to physically, chemically and energetically characterize sugarcane bagasse and
agricultural sugarcane harvest residue, from Tucuman, Argentina. Furthermore, carry out
a classification of these biomasses using the Van Krevelen diagram and a ternary C-H-O
diagram. To do this, 20 duplicate samples from the 2019 harvest were analyzed, according
to standardized norms. Immediate analyzes were carried out, elemental chemical
composition, higher heating value (PCS), ash fusibility and the molar ratios, oxygen/carbon
(O/C) and hydrogen/carbon (H/C) were determined to prepare the diagrams mentioned.
The bagasse showed a lower percentage of ash (4.93% dry basis) in relation to the RAC
(12.36%), a higher content of volatile solids (77.93% dry basis) and a higher PCS (17,893
kd/kg dry basis). The molar ratios resulted in an average of O/C = 0.89 and H/C = 1.83 for
bagasse and O/C = 0.86 and H/C = 1.58 for RAC. These relationships are within the values
observed in the literature for these fuel biomasses. The biomasses studied are located at
the top of the diagram, presenting higher O/C and H/C ratios than wood. It is recommended
to study the kinetics of the pyrolysis and gasification processes of these biomasses.

Key words: lignocellulosic biomass, energy use, biofuel, gasification, pyrolysis.
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® INTRODUCCION

En la actualidad, los combustibles fésiles tienen
un peso significativo en la matriz energética mundial. Se-
gun la Agencia Internacional de Energia (AIE), el 31,49%
de la energia generada a nivel mundial proviene del pe-
tréleo; el 26,88% del carbdn; el 22,84% del gas natural; el
4,95% de energia nuclear y el 13,84% restante, de fuen-
tes de energias renovables (AIE, 2018). Por este motivo
resulta necesario realizar grandes esfuerzos para contra-
rrestar la enorme dependencia de las fuentes de energias
no renovables, grandes generadoras de Gases de Efecto
Invernadero (GEI) que deberan ser reemplazadas paulati-
namente por fuentes de energias limpias y sustentables,
con el objetivo de equilibrar la matriz energética actual.
Una alternativa posible seria el reemplazo de combus-
tibles fosiles por fuentes de energias renovables, entre
las cuales se destacan las biomasas, ya sean de origen
agricola o industrial. La utilizacién, desarrollo y aprove-
chamiento energético de éstas deben ser planteados de
manera estratégica, apuntando a una solucion integral y
tratando de disminuir el consumo intensivo de combusti-
bles fosiles.

Se consideran biomasa “las sustancias organi-
cas que tiene su origen en los compuestos de carbono
formados en la fotosintesis” (Nogués et al., 2010).

En Tucuman- Argentina, mas del 90% de la cafa
de azucar se cultiva en las regiones del Pedemonte, la
Llanura Central o Deprimida y la Llanura Chaco-pampea-
na. Estas regiones, aunque se encuentran a corta distan-
cia unas de otras, poseen caracteristicas de suelo, clima
y relieve muy contrastantes (Digonzelli et al., 2015). La
cosecha de la cafa en la provincia de Tucuman se rea-
liza normalmente entre los meses de mayo y noviembre.
El tipo de cosecha es mecanizada en verde (93,2%) y
mediante el uso de cosechadoras integrales (Digonzelli
et al., 2015). Segun Estacion Experimental Agroindustrial
Obispo Colombres (EEAOC), durante la zafra azucarera
2019 la superficie neta cosechada de cafa de azucar
fue de 275.290 ha, de las cuales se obtuvo un total de
15.150.000 t de cafa de azucar (EEAOC, 2019).

En la provincia de Tucuman se encuentran ope-
rativos 15 ingenios de cafa de azucar, que utilizan el ba-
gazo como subproducto generado durante la molienda
de la cafa de azucar para la obtencién de biomasa com-
bustible. La misma es del tipo lignocelulésica, constitui-
da por fibra, sélidos insolubles, sélidos solubles y agua.
Durante la zafra 2018/2019 se obtuvieron 4.235.162,61 t
de bagazo disponible para energia (EEAOC, 2019).

Otro subproducto de la cafa de azucar para
aprovechamiento energético es el residuo agricola de la
cosecha de cafa de azucar (RAC), biomasa que queda
en campo posterior a la cosecha. Para determinar el RAC
seco factible de ser recolectado se utilizd como base el
coeficiente de biomasa residual promedio entre varieda-
des de 151 kg RAC/t cafa, determinado por Casen et
al. (2015). ElI RAC seco hace referencia a la cantidad de
residuo expresada en peso de materia seca por unidad
de superficie que queda en campo. Si el valor de RAC
factible de recolectar se corrige por el 15% de humedad,
y luego a ese total se lo afecta por el 55%, que es el por-
centaje factible de recolectar por la maquina, se puede
estimar un valor del RAC disponible de 1,27 millones de

o

toneladas (Casen et al., 2015).

Para poder caracterizar una biomasa como
combustible es de vital importancia conocer parametros
fisicos, quimicos y energéticos. Los parametros fisicos,
que son la densidad real y la aparente junto con la fusi-
bilidad de cenizas, influyen en la seleccion y el disefio de
los equipos, el manejo del material y la necesidad de pre-
tratamiento. Los parametros quimicos comprenden el
analisis inmediato (humedad, cenizas, solidos volatiles y
carbono fijo) y el andlisis elemental (carbono, hidrégeno,
nitrdgeno, oxigeno, azufre y cloro), los cuales determinan
el comportamiento de la biomasa durante los procesos
de transformacion quimica y termoquimica. Por ultimo,
el poder calorifico es un parametro energético que deter-
mina la energia quimica del combustible que puede ser
transformada directamente en energia térmica mediante
un proceso termoquimico de oxidacion (combustion), el
cual establece la cantidad de energia aprovechable (No-
gués et al., 2010).

El estudio de las relaciones molares, como el in-
dice de oxigeno e hidrogeno elemental propuesto por Van
Krevelen en 1950 para la clasificacion y representacion
de los combustibles, ha cobrado cada vez més relevan-
cia en el ambito de la bioenergia (Cortés, 2006; Guachi
Cabrera, 2019; Kumar et al., 2019; Van Krevelen, 1950).
Este diagrama es util para definir la calidad de un mate-
rial organico como posible combustible, y su clasificacién
en funcién de esa calidad en relacion a su capacidad de
reaccion y el impacto que provoca en el medioambiente.
El indice de oxigeno e hidrogeno elemental se construye
ubicando en un par de ejes coordenados la relacion mo-
lar O/C (oxigeno/carbono), también denominado indice
de oxigeno, y la relacion molar H/C (hidrégeno/carbono),
también denominado indice de hidrégeno (Jenkins et al.,
1998). La relacion O/C define el grado de reactividad que
tendra la biomasa durante su combustion, mientras que
la relacién H/C ayuda a elegir correctamente un combus-
tible desde el punto de vista energético. Es importante
considerar la relacién O/C, ya que un mayor contenido
de O en la biomasa permitira una combustion mas efi-
ciente con menor consumo de aire para la combustion.
Por su parte, relacion H/C resulta de relevancia para la
generacion de energia y reduccion de las emisiones de
CO,. Una mayor cantidad de C dara lugar un mayor PCl y
por lo tanto una mayor cantidad de CO, (Rojas Gonzalez
y Barraza Burgos, 2012).

En los diagramas ternarios puede representarse
el proceso de conversidon mas conveniente en funcion de
los contenidos de C-H-O obtenidos de un analisis ele-
mental del combustible. Por ejemplo, la carbonizacion o
pirdlisis lenta mueve el producto hacia el carbono me-
diante la formacion de residuo carbono soélido. La piroli-
sis rapida mueve los productos hacia el hidrégeno y los
aleja del oxigeno, lo que implica un producto mas rico
en hidrocarburos. La gasificaciéon con oxigeno mueve el
producto gaseoso hacia la esquina del oxigeno, mientras
que la gasificacion con vapor aleja el proceso de la esqui-
na del carbono. Un proceso de hidrogenacion mueve los
productos hacia el hidrégeno, provocando la formacién
de un gas combustible (Basu, 2013).

El objetivo de este estudio fue mostrar los resul-
tados de las caracteristicas fisicas, quimicas y energéti-
cas del bagazo y el RAC de cafa de azucar de Tucuman,
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Argentina, con especial interés en las determinaciones
de las relaciones O/C y H/C y su clasificacion por me-
dio de diagramas que ayuden a interpretar rapidamente
la calidad combustible, y el proceso termoquimico mas
adecuado para su aprovechamiento en comparacién con
otros tipos de combustibles sélidos.

8 MATERIALES Y METODOS

Las biomasas en estudio fueron bagazo de cana
de azucar proveniente de diferentes ingenios tucumanos
y RAC, recolectados en campo en las diferentes zonas
agroecolodgicas de Tucuman, Argentina. Se recolectaron
20 muestras por cada biomasa analizada y fueron proce-
sadas y caracterizadas en el Laboratorio de Evaluaciones
Energéticas de Biomasa (LEEB), pertenecientes a la Sec-
cion Ingenieria y Proyectos Agroindustriales de la EEAOC.
Todas las determinaciones analiticas se realizaron por du-
plicado.

Inicialmente las muestras se secaron en estufa
a 105°C hasta peso constante y se picaron en un molino
marca FRISTCHER, modelo Pulverisette 19, con malla de
tamizado de 1 mm. En la Tabla 1 se muestran las técnicas
utilizadas y las normas de referencia.

Para el célculo de PCl en base humeda (b.h.) se
utilizé la Ecuacion 1 (Feijoo et al., 2015).

Para la clasificacion de las biomasas en estudio
como combustibles para calderas, segun los indices de
oxigeno e hidrégeno, se utilizd primeramente el diagra-
ma de Van Krevelen y luego un diagrama ternario C-H-O.
Para la construccion del primer diagrama se determinaron
las relaciones molares O/C y H/C para cada una de las
biomasas analizadas, siguiendo la metodologia de refe-
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rencia (Cortés, 2006; Jenkins et al., 1998). Las fraccio-
nes molares de los elementos se determinaron tomando
las fracciones masicas de C, H, y O, obtenidas del ana-
lisis de composicion elemental, y se relacionaron con los
correspondientes pesos moleculares de los elementos
analizados. El diagrama ternario es una herramienta com-
plementaria al diagrama de Van Krevelen, donde las tres
esquinas del triangulo representan al carbono, al oxigeno
y al hidrégeno puros, es decir, 100% de concentracion.
Los puntos dentro del triangulo representan una mezcla
ternaria de estos tres elementos. El lado opuesto a un vér-
tice del triangulo representa una concentracion 0% de ese
componente. De este modo, la composicion elemental de
un combustible queda definida por un punto sobre el area
del tridngulo. Una biomasa combustible estad mas cerca
de los rincones del hidrégeno y del oxigeno, lo que signifi-
ca que la biomasa contiene mas hidrogeno y mas oxigeno
que el carbdn mineral (Basu, 2013).

La Figura 1 muestra la secuencia seguida para el
andlisis y determinacion de los parametros encontrados
en el presente estudio, segun lo indicado en Tabla 1.

Ecuacion 1

PCI=PCSX(1-w)-2442x[9xHxX(1-CZ)x(1-w)+W]Ec.(1)

Donde:

PCI: poder calorifico inferior en base humeda [kJ/kg]
PCS: poder calorifico superior [kd/kg]

H: contenido de hidrégeno, en composicién centesimal.
w: contenido de humedad, en composicion centesimal.
CZ: contenido de cenizas en composicion centesimal.

Tabla 1. Parametros analizados en las muestras de biomasas ensayadas en el estudio. Elaboracion propia.

Anadlisis Procedimiento utilizado
Humedad (w) Estufa ORL, con circulacion de aire forzada ASTM D5142-02 modificada
Analisis Cenizas (C2), Analizador termogravimétrico automatizado
inmediato Solidos volatiles (SV) y con atmosfera controlada, marca LECO, ASTM D5142-02 modificada
Carbono fijo (CF) en modelo TGA701.
base seca (b.s.)
Poder calorifico superior Bomba Calorimétrica automatizada, ASTM D240-00 y ASTM D2015-96.
Andlisis (PCS) en b.s. marca IKA, modelo C500.
energético
Poder calorifico inferior Célculo mediante W, CZ, PCS y Feijoo et al., 2015
(PCI) en base humeda (b.h.) contenido de hidrégeno.
Cloro (Cl) en b.s. Bomba Calorimétrica automatizada, ASTM E 776-87 modificada.
marca IKA, modelo C500.
Andlisis
elemental Carbono (C),
Nitrégeno (N), Analizador de composicién elemental, ASTM D 3176-15 y ASTM D5373-02
Hidrégeno (H), marca LECO, modelo CHONS 628
Oxigeno (O) y
Azufre (S) en b.s.
Andlisis de Temperaturas de inicio
temperatura de deformacion (DT), Analizador de fusibilidad de cenizas con
ge fusibilidad ablandamiento (ST), atmosferas controladas (oxidantes y reductoras), ASTM D1857-94
€ ceniza semiesfera (HT) y de marca LECO, modelo AF 700.
fluidizacion (FT).
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Biomaas en estudio

Secado (estufa a 550°C)
y molienda (tamafno < 1mm)

Analisis inmediato Analisis energético

Analisis de fusibilidad
de cenizas

Analisis elemental

Figura 1. Diagrama de secuencia de los parametros analizados en el presente estudio.

8 RESULTADOS Y DISCUSION

La Tabla 2 informa los resultados promedio de
los analisis inmediatos, elementales, energéticos y los in-
dices de oxigeno e hidrégeno elemental para las muestras
de bagazo y RAC de Tucuman. Ademas, en la Tabla se
muestra una comparacién de los resultados de las bioma-
sas en estudio respecto de los otros valores encontrados
en bibliografia. Se puede observar que de las biomasas
analizadas, la que presentd mayor contenido promedio de
humedad (w) fue el bagazo (51,79%), seguido por el RAC
(15,78%). Cabe destacar que la humedad de un combus-
tible es importante no tan solo desde el punto de vista lo-
gistico para aquellas biomasas que deban ser transporta-
das a granel, sino también debido a la influencia negativa
que genera en el proceso de combustion de las mismas.
El RAC present6 mayores contenidos de CZ (promedio
12,36%) en relacion al bagazo (promedio 4,93%). Un
elevado contenido de cenizas influye en la calidad de la
combustion (menor PCS) y en la cantidad de paradas de
la caldera para su limpieza, ya que habra una mayor pro-
porcién de material inorganico que habra que retirar del
hogar. Con respecto al contenido de sélidos volatiles (SV),
el bagazo presenté la mayor cantidad promedio del mis-
mo (77,93%), mientras que en el RAC fue 9,35% menor
(70,64%). En relacién al carbono fijo (CF), el bagazo pre-
senté un valor medio de 17,14%, muy cercano al obtenido
en RAC (17,00%). En cuanto a los analisis energéticos, el
mayor PCS se obtuvo para el bagazo (17.893 kJ/kg) y un
menor valor para el RAC (16.668 kJ/kg), debido principal-
mente al mayor contenido de material inerte (cenizas) que
acompafa a esta ultima biomasa durante el proceso de
combustion; esto disminuye la cantidad de energia desa-
rrollada por unidad de masa. El mayor PCI fue obtenido
para el RAC (12.726 kJ/kg), seguido del bagazo (6706 kJ/
kg). Esto se debe principalmente al elevado contenido de
humedad que acompana a este Ultimo, que provoca una
disminucion de la cantidad de energia quimica disponible.
Los resultados consignados coinciden con los observa-
dos en bibliografia y valores encontrados en la regién en

zafras anteriores (Bizzo et al., 2014; Cruz et al., 2016;
Zamora Rueda et al., 2019).

Los resultados del analisis de la composicion ele-
mental de las biomasas arrojaron que el bagazo presenté
menores valores del contenido de carbono, lo cual desde
el punto de vista ambiental se traduce en menores emisio-
nes de CO, a la atmésfera. Asimismo, el bagazo presentd
menores contenidos de cloro y azufre, por lo que los gases
producto de la combustién tendrian contenidos mas bajos
de cloruro de hidrégeno y de 6xido de azufre. Estos re-
sultados son semejantes a los informados por Bizzo et al.
(2014), Cruz et al. (2016) y Zamora et al. (2019). En cuanto
a los resultados de las relaciones molares para las bio-
masas estudiadas, los valores para bagazo fueron de O/C
= 0,89 y H/C = 1,83. Para RAC fueron de O/C = 0,86y H
=1,58. Estos resultados coinciden con los observados por
Guachi Cabrera (2019), que indicé valores promedio para
bagazo de O/C = 0,90 y H/C = 1,90. Asimismo, Kumar et
al. (2019) informaron valores promedio de O/C =0,75y H/C
= 1,60 para igual biomasa. No se encontraron relaciones
molares para RAC. Ademas, Kumar et al. (2019) estudia-
ron la relacién H/C para diferentes tipos de biomasa para
ser aprovechada en procesos de pirdlisis. Estos autores
indicaron que el bagazo de cafia de azlcar se encuentra
en una zona apropiada para el desarrollo de este proceso
termoquimico, ya que posee valores adecuados de H/C
y cuenta con una estructura lignocelulésica conveniente.
Los resultados obtenidos de SV (ver Tabla 2) son repre-
sentativos al tipo de biomasas lignocelulésicas evaluadas,
donde poseen en promedio alrededor de 70% de SV, re-
sultando aptas para los procesos termoquimicos. Es im-
portante destacar que la cantidad de materia volatilizada
durante un proceso termoquimico esta relacionada con
el contenido elemental de C, H y O; cuanto mayor sea la
relacién H/C, mayor sera el contenido de volatiles; y éste
disminuird cuando mayor sea la relacién O/C. Asimismo, la
cantidad de volatiles (SV) influye en la degradacion térmi-
ca del combustible y en el desempefio de un determinado
proceso termoquimico, ya sea combustidn, gasificacion
y/o pirdlisis (Guachi Cabrera, 2019; Kumar et al., 2019).
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Tabla 2. Resultados del analisis inmediato, elemental, energéticos y relaciones molares para bagazo y RAC de Tucuman y

comparados con otros autores. Elaboracion propia.

Bagazo RAC
Andlisis Este Bizzo et al. Zamora et al. Este Bizzo et al. Zamora et al.
inmediato trabajo (2014) (2019) trabajo (2014) (2019)
w (%, base humeda) 51,79 52,54 15,78 7,50 16,20
CZ(% base seca) 4,93 5,13 5,77 12,36 82,25 12,51
SV (% base seca) 77,93 80,81 77,21 70,64 10,10 70,81
CF ( % base seca) 17,14 19,18 16,65 17,00 16,69
Andlisis elemental (%, base seca)
o] 42,74 42,61 43,90 43,46 42,50 43,96
H 6,51 5,92 5,80 5,72 6,02 5,41
N 0,19 0,63 0,40 0,69 0,60 0,10
(0] 50,49 50,90 41,20 49,92 50,20 50,46
S 0,19 0,24 0,16 0,25 0,24 0,07
Cl 0,09 0,10 0,14 0,18 0,44 -
Andlisis energético (kJ/kg)
PCS (base seca) 17.893 1.772 17.584 16.668 17.100 16.419
PCI (base humeda) 6.706 6.538 12.726 - -
indice de hidrégeno y oxigeno Guachi Cabrera, 2019 Kumar et al. (2019)
H/C 1,83 1,90 1,60 1,58 - -
O/C 0,89 0,90 0,75 0,86 - -

La Figura 2 muestra en el diagrama de Van Kre-
velen una comparacion entre diferentes combustibles sé-
lidos y el grupo de biomasas en estudio. En el diagrama se
puede observar como los combustibles evaluados quedan
representados en una region tipica para los combustibles
lignocelulésicos, los cuales poseen elevadas relaciones
de O/C y H/C. Las biomasas estudiadas se ubican en la
parte superior del diagrama, presentando mayores rela-
ciones O/C y H/C, por arriba de la madera (0,89 y 1,83
vs. 0,65y 1,50, respectivamente). Desde el punto de vista
ambiental, una menor cantidad de C da lugar a menores
emisiones de CO,, por lo que la combustién del bagazo
tendria menor impacto en el medioambiente en compara-
cién con el RAC. Asimismo, la presencia de un mayor con-
tenido de H en la biomasa implica una mayor formacion de
agua durante la combustion, por lo que a menores valores
de H, mayor sera el PCI del combustible. Este hecho se
refleja en los resultados mostrados en Tabla 2.

Con respecto al indice de oxigeno O/C, se encon-
tré en promedio una mayor relacion para el bagazo (0,89)
respecto al RAC (0,86). Es importante indicar que si bien
un mayor indice de oxigeno implicaria un menor PCS, de-
bido al menor contenido de C, la mayor concentracion de
oxigeno mejora la reactividad del combustible, permitien-
do una combustién mas eficiente. Esto se vio reflejado en
los resultados de PCS obtenidos para el bagazo (17.893
kd/kg) en comparacién con el RAC (16.663 kJ/kg). La ma-
yor reactividad del bagazo se estimo en aproximadamente
3,37% respecto al RAC. Estos resultados verifican que las
biomasas ensayadas son aptas para ser utilizadas en pro-
cesos de conversion termoquimica como la gasificacion y
la pirdlisis. Los resultados coinciden con los observados
por Guachi Cabrera (2019) y Kumar et al. (2019) para bio-
masas del tipo lignocelulésicas.

En la Figura 3 muestra el diagrama ternario C, H,
O para las biomasas en estudio. Las mismas se encuen-
tran dentro del rango propuesto por Basu (2013) y Salda-

rriaga Elorza (2015). Las biomasas de estudio representa-
das en el diagrama ternario se reflejan casi superpuestas
debido a que los valores entre ellas son semejantes: para
el bagazo, 42,74% C; 6,51% Hy 50,49% O; mientras que
para RAC, 43,46% C; 5,72% Hy 49,92% O.

Basandonos en las composiciones elementales
encontradas para el bagazo y RAC de nuestra region y con-
siderando las propiedades generales de los procesos de
combustion, gasificacion y pirdlisis, pueden establecerse
algunas inferencias para aprovechar estos combustibles.
La combustién suele ser mas adecuada para combustibles
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Figura 2. Comparacion en un diagrama de Van Krevelen entre
las biomasas en estudio en relaciéon a otros combustibles
sélidos. Elaboracién propia.
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Figura 3. Diagrama ternario C-H-O de biomasa en estudio. Elaboracién propia.

que contienen principalmente carbono 2 hidrégeno y a la
vez tienen un bajo contenido de oxigeno. Dado que tanto
el bagazo como el RAC tienen contenidos relativamente
altos de oxigeno en comparacién el carbono e hidrége-
no, la combustién podria no ser la opcidén mas eficiente
para aprovechar completamente estos combustibles. Sin
embargo, la combustion directa aun puede ser util para
la generacion de calor en aplicaciones donde se requiera
una fuente de calor directa, como calefacciéon o procesos
industriales. Las biomasas de estudio se encuentran relati-
vamente mas cercano al vértice correspondiente al carbo-
no, por lo que un proceso de pirdlisis lenta seria un camino
conveniente para la produccion de biocarbono.

La gasificacion y la pirdlisis son opciones viables
para aprovechar el bagazo y el RAC como combustibles.
La gasificacion puede convertir la biomasa en una mezcla
de gases sintéticos Utiles debido al contenido de carbono
y oxigeno en ambos combustibles, lo que los hace ade-
cuados para la generacién de energia y la producciéon de
combustibles liquidos sintéticos. Por otro lado, la pirdlisis,
que descompone la biomasa en ausencia de oxigeno o
con una cantidad limitada de este, puede producir una va-
riedad de productos como bio-aceites y biochar, también

gracias al contenido significativo de carbono.

La Tabla 3 muestra los resultados de las tempe-
raturas de fusibilidad de las cenizas de bagazo y RAC
analizadas. Ademas, se exhibe una comparacién de los
resultados respecto a valores informados para zafras an-
teriores. El bagazo present6 los mayores valores de DT y
HT (1120,46°C y 1286,45°C, respectivamente); en relacion
al RAC (1096,20°C y 1224,55°C, respectivamente). Las
temperaturas FT encontradas durante los ensayos resul-
taron mayores a 1500,00°C, siendo esta ultima la maxima
temperatura de trabajo configurada en el equipo analiza-
dor por seguridad del mismo. Para evitar los problemas
asociados a la fusién de los depdsitos formados en las
distintas superficies de una caldera de vapor, se elige
como temperatura limite a DT, a partir de la cual se pro-
ducen fenémenos de ensuciamiento y escorificacién (No-
gués et al., 2010). Los resultados de fusibilidad de cenizas
obtenidos para bagazo y RAC resultaron 6ptimos para el
uso de estos como combustible en calderas de vapor ba-
gaceras. Puede observarse que las temperaturas caracte-
risticas se encuentran en el mismo orden de magnitud que
las observadas anteriormente por los autores (Golato et
al., 2021; Peralta et al., 2014)
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Tabla 3. Resultados de temperatura de fusibilidad de cenizas, en atmoésfera reductora, para bagazo y RAC de Tucuman,

comparadas con zafras anteriores. Elaboracion propia.

Analisis de temperatura de

fusibilidad de cenizas (°C)

Atmosfera Este Peralta et al. Golato et al. Este Peralta et al. Golato et al.
reductora trabajo (2014) (2021) trabajo (2014) (2021)
Temperatura DT 1.120,46 1.081,10 1.081,16 1.096,20 1.054,40 1.054,60
Temperatura ST 1.286,45 1.236,60 1.236,64 1.224,55 1.263,00 1.263,22
Temperatura HT 1.395,35 1.385,40 1.385,45 1.361,00 1.374,40 1.375,22
Temperatura FT >1.500,00 >1.500,00 1.455,88 >1.500,00 >1.500,00 1.436,70

8 CONCLUSIONES

Los resultados determinados para el bagazo y
RAC de cafa de azlcar de este estudio se encontraron
dentro de los valores normales para este tipo de biomasa.
Los resultados de los andlisis fisicoquimicos y energéticos
fueron representativos de las biomasas combustibles ana-
lizadas para las condiciones de las muestras al momento
de los ensayos. Pudo observarse que el bagazo de cafa
de azucar presentd un contenido de humedad de 51,96%,
el cual influyd negativamente en el PCl del combustible
(6706 [kJ/kg]), resultando una disminucion de un 62,52%
en relacion al PCS de la biomasa (17.893 kd/kg). Esto indi-
caria la necesidad de realizar un secado previo del mate-
rial para un mejor aprovechamiento energético.

La clasificacion obtenida por medio del diagra-
ma de Van Krevelen coincide con lo observado por otros
autores para biomasas lignocelulésicas. Se encontraron
relaciones promedio en bagazo de 0,89 y 1,83 para O/C
y H/C, respectivamente; en RAC las relaciones fueron de
1,58 y 0,86. Estos resultados indicarian que el bagazo, al
tener una mayor relacién H/C respecto al RAC (1,83), ofre-
ceria un mejor comportamiento energético y una mayor
contribucion a las emisiones de CO,,.

El bagazo y el RAC tienen composiciones ele-
mentales que sugieren diferentes enfoques para ser apro-
vechados como combustibles. La pirdlisis lenta podria
ser mas conveniente tanto para el bagazo como para el
RAC debido a su mayor cercania al vértice del carbono.
Dado que ambos tienen un contenido relativamente alto
de oxigeno, la combustion directa puede no ser la opcion
mas eficiente pero aun util para la generacion de calor. La
gasificacion parece ser una opcién adecuada para ambos
combustibles, ya que pueden convertirse en una mezcla
de gases sintéticos utiles. La pirdlisis también es viable,
porque podria producir bio-aceites, biochar y otros pro-
ductos utiles debido a la proporcion significativa de car-
bono en ambos combustibles.
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