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Detalle de magaya y borra
de fermentacion.

Introduccion

La magaya es el subproducto que se
obtiene del prensado de manzana en la
industria sidrera. Su caracterizacion nutri-
cional revela la presencia significativa de
carbohidratos, compuestos principalmen-
te por sacaridos insolubles como la celu-
losa, hemicelulosa y ligninas, ademas de
pectina (Pando Bedrinana et al,, 2023).
Sin embargo, los microorganismos utili-
zados en procesos biotecnolégicos a
menudo no pueden aprovechar estos
carbohidratos complejos. Por tanto, para
convertir este subproducto en una fuente
de carbono fermentable o materia prima
de bajo costo, se requieren tratamientos
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que liberen azlcares simples (Hijosa-Val-
sero et al. 2017).

Las lias o borras de fermentacion se
forman como subproducto al finalizar las
etapas de fermentacion y maduracion de
la sidra, y estan compuestas principal-
mente por microorganismos, fragmentos
de material vegetal y particulas insolu-
bles. Lo que destaca notablemente en las
borras son sus elevados porcentajes de
fibra alimentaria y proteinas (Rodriguez
Madrera et al., 2016). Subproductos simi-
lares de la industria vinicola se han utiliza-
do con éxito como fuente de nutrientes
en la formulacion de medios de fermen-
taciéon econdémicos (Bustos et al., 2004).
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La utilizacién de medios derivados de
subproductos en la biotecnologia no solo
fomenta la sostenibilidad ambiental, sino
que también disminuye la dependencia
de recursos naturales adicionales. Ade-
mas, esta estrategia de aprovechamiento
contribuye a la rentabilidad de los proce-
sos de produccion biotecnoldgica.

El objetivo principal de este estudio
fue evaluar diversas metodologias para
transformar tanto la magaya como las bo-
rras en nutrientes de bajo costo para la
formulaciéon de medios de cultivo y fer-
mentacion. El objetivo subyacente es
abrir nuevas oportunidades y promover la
utilizacion eficiente de ambos subproduc-
tos en el campo de la biotecnologia.

Metodologia

Las harinas de magaya se obtuvieron
de la molienda de magayas secas estabi-
lizadas (evaporacién en horno, 60°C du-
rante 48 horas) y las borras en forma de
polvo de la estabilizacién mediante liofili-
zacion de borras de fermentacion.

Para caracterizar ambos subproduc-
tos, se evaluaron sus contenidos de azu-
cares en el caso de las magayas y de pro-
teina bruta en el caso de las borras. Los
perfiles de azlcares fermentables de las
harinas de magaya se obtuvieron me-
diante extraccion con una solucién de
etanol y agua (80:20), asistida por ultra-
sonidos con una relacion sélido/liquido
de 1/170 y un tratamiento de 1,5 minutos
a una amplitud del 50%. La fase liquida
resultante se llevé a sequedad en rotava-
por, se reconstituyd en agua (5 mL) y se
analizd utilizando cromatografia liquida
de alta resolucion (HPLC) con deteccion
de indice de refraccion. Para cuantificar
los niveles de proteina bruta en las borras
liofilizadas, se aplicé el método Kjeldahl
(AOAC, 2005).

— La obtencion de azucares fermentables
de las harinas de magaya se efectud
utilizando agua como solvente verde, y
se procedi6 a la evaluacién de distintos
métodos de extraccion, que incluyeron:

» Tratamiento M1. Maceracién en estu-
fa (5 relaciones sélido/liquido extrac-
tante; 40°C, 300 rpm, 24 h).
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» Tratamiento M2. Extraccion asistida
por ultrasonidos (solido/liquido ex-
tractante 1/25; 100% Amplitud, 4
tiempos).

 Tratamiento M3. Autohidrdlisis en au-
toclave (sélido/liquido extractante
1/25; 134°C, 22 min).

 Tratamiento M4. Autohidrdlisis en au-
toclave (solido/liquido extractante
1/10; 134°C, 22 min) seguida de hi-
drdlisis enzimatica (Cellulase SAEOO
20, 50°C, 72 h, 180 rpm, pH= 5,0).

Los azlcares extraidos se cuantifica-
ron en los sobrenadantes de las mezclas
(5.000 rpm, 10 min) mediante HPLC.

—La extraccién de nitrégeno a partir de la
borra en forma de polvo se realizé utili-
zando el agua como solvente, mediante
los siguientes métodos:

 Tratamiento B1. Autohidrélisis en au-
toclave (solido/liquido extractante
1/5; 121°C, 15 min).

 Tratamiento B2. Autohidrolisis en au-
toclave (sélido/liquido extractante
1/5; 121°C, 15 min) y sonicacién (40
kHz, 30 min).

» Tratamiento B3. Extraccion mecanica
(sélido/liquido extractante 1/5; sus-
pension/bolas vidrio 1/2; 3 ciclos de
10 min a 1.970 rpm + 10 min a -
20°0).

El contenido de aminoacidos y otros
compuestos de nitrégeno se determina-
ron en los sobrenadantes de las mezclas
(5.000 rpm, 10 min) a partir del indice
formol.

Todos los ensayos se realizaron por
duplicado.

Obtencién de azucares

Se trabajo con una mezcla de diez ha-
rinas procedentes de magayas de mez-
clas de variedades asturianas sometidas
a un prensado rapido (prensas neumati-
cas e hidraulica vertical). La caracteriza-
cién de las harinas mostrd la presencia
de azlcares fermentables, incluyendo sa-
carosa, glucosa y fructosa, en un rango
que vari6 entre el 11% y el 20% (Figura
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Figura 1.-Caracterizacion
de subproductos de la
industria sidrera. A:
Contenido de azlcares
fermentables de 10
magayas; B: Contenido
de proteina bruta de 10
borras.

fructosa y glucosa en estas harinas osci-
laba entre 2,6 y 5,0.

En la Tabla 1 se resumen las concen-
traciones de azlcares obtenidas con los
distintos métodos de tratamiento de la
harina de magaya.

En el método de maceracion (M1), la
relacion entre sélido y liquido extractante
estuvo condicionada por la solidificacion
de la mezcla. La presencia de pectina,
azlcares, acidez, una baja proporcion de
agua y la temperatura de incubacion fa-
vorecieron la formacién de un gel. Se
ensayaron distintas relaciones harina y
agua (entre 1/5y 1/100) observando por
un lado, la coagulacion cuando se utiliza-
ban bajas proporciones de agua (1/5 y
1/10); y por otro, concentraciones re-
ducidas de azlcares a medida que se
aumentaba la proporcién de agua. La
relacion 1/25 permitio extraer 21 g de
azlcares totales por cada 100 g de ha-
rina, obteniendo un medio con una rique-
za en azucares fermentables de 8,8 +
0,03 g/L y una relacion Fructosa/Glucosa
de 2,9.

Con el objetivo de mejorar los rendi-
mientos de extraccion y reducir significa-
tivamente la duracién del proceso, se
evalud la aplicacion de ultrasonidos a la
mezcla (tratamiento M2). Los efectos me-
canicos generados por la cavitacion indu-
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cida provocan la disrupcion de paredes
celulares aumentando la permeabilidad
de los azucares, facilitando que éstos se
transfieran al agua. Se ensayaron cuatro
tiempos de extraccién (900, 450, 90 y
45 segundos) obteniendo concentracio-
nes de azlcares similares en todos los
casos. Este método incrementd un 5% el
porcentaje de azlcares extraidos con
respecto a la maceracion durante 24h,
manteniendo la relaciéon Fructosa/Gluco-
sa del medio y reduciendo el tiempo de
extraccion.

El tratamiento térmico de la mezcla
harina magaya y agua, denominado auto-
hidrolisis, implica el uso del agua bajo
condiciones presurizadas, para hidrolizar
las paredes celulares y las macromolécu-
las. Este método (tratamiento M3) produ-
jo concentraciones y proporciones de
azucares fermentables similares a las ob-
tenidas mediante maceracién. Cuando se
aplicé una hidrdlisis enzimatica después
de la autohidrdlisis (tratamiento M4), la
eficiencia de extraccion mejoré (33 g de
azucares totales/100 g de harina). La en-
zima celulasa descompone la celulosa y
polimeros relacionados en moléculas
mas pequenas y azucares fermentables,
principalmente glucosa. Esta ultima meto-
dologia incrementa el tiempo de extrac-
cion, pero permite obtener un medio con
una riqueza en azucares totales de 33 =
0,8 g/L modificando la relaciéon Fructo-
sa/Glucosa a 0,9.
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Tratamiento

M1 1/25 magaya:agua
1/25 magaya:agua
1/50 magaya:agua
1/50 magaya:agua
1/100 magaya:agua
/100 magaya:agua

M2 1/25 magaya:agua, 100A, 15 min
1/25 magaya:agua, 100A, 15 min
1/25 magaya:agua, 100A, 7,5 min
1/25 magaya:agua, 100A, 7,5 min
1/25 magaya:agua, 100A, 1,5 min
1/25 magaya:agua, 100A, 1,5 min
1/25 magaya:agua, 100A, 45 seg
1/25 magaya:agua, 100A, 45 seg

M3 1/25 magaya:agua

1/25 magaya:agua

M4 1/10 magaya:agua

1/10 magaya:agua

Obtencion de nitrégeno

Los ensayos de obtencién de nitrége-
no se realizaron con una mezcla de polvo
liofilizado de diez borras, con concentra-
ciones de proteina bruta que variaban en-
tre el 15% y el 23% (Figura 1B).

Los contenidos de aminodacidos ex-
presados en nitrégeno asimilable obteni-
dos con cada método de extraccion se
representan en la Figura 2.

Cuando la mezcla borra y agua (1/5)
es sometida a un ciclo de esterilizacion
(tratamiento B1), que promueve la desna-
turalizacién de proteinas y la desorganiza-
cion de las cubiertas celulares de los mi-
croorganismos, se detecta un contenido
de nitrogeno en el medio de 234 + 0,2
mg/L. Al combinar este tratamiento tér-
mico con un proceso de sonicacion a ba-
ja frecuencia (tratamiento B2), indicado
para facilitar la rotura celular y la libera-
cion de los contenidos citoplasmaticos,
los niveles de nitrégeno se triplican, al-
canzando 685+ 0,9 mg/L. Este ultimo
tratamiento resulté ser el mas efectivo
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Sacarosa  Glucosa Fructosa fe?rﬁgﬁigf)fes
@/ @/L @/L @/
0,3 2,2 6,3 8,8
0,3 23 6,3 8,8
0,2 11 3,1 4,4
0,2 11 3,1 s
0.2 0,6 1,6 2,3
02 0,6 16 23
09 2,2 6,9 10,0
10 22 6,9 10,1
10 X 7.0 10,3
10 2,2 6,9 10,1
10 29 71 10,3
10 29 6,8 10,0
09 2,0 6,4 94
1,0 2,1 6,8 )
0,4 2,2 6,6 9.2
0,4 23 67 93
0,6 175 15,1 33,1
0,6 177 15,4 33,8

entre los ensayados realizados y ha sido
aplicado a lias de vino en la bioproduc-
cién de manitol (Hijosa-Valsero et al.,
2021).

Segun muestra la figura, la utilizacion
de perlas de vidrio (tratamiento B3) con el
proposito de danar fisicamente las célu-
las, romper sus paredes celulares y libe-
rar los contenidos celulares fue el trata-
miento que menor concentracion de
aminodcidos proporciond. A pesar de
que la rotura celular mediante el uso de
perlas es una técnica con aplicaciones
generalizadas, su eficacia es variable y
esta condicionada por una serie de facto-
res, incluyendo el tipo de célula, la con-
centracion celular, la relacion células/per-
las, entre otros (Avramia & Amariei,
2022).

Formulacion de medios de cultivo
y de fermentacion

Se describen a continuacién dos apli-
caciones evaluadas utilizando los nutrien-
tes obtenidos de ambos subproductos.
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Relacion/ g azucar/

Fructosa 100 g harina

Glucosa magaya
2,9 21,0
2,9 21,2
2,8 17,6
2,8 17,6
2,8 20,8
2,7 20,9
3,2 25,1
3,1 25,2
3,2 25,7
3,1 25,3
3,2 25,8
3,1 24,9
3,2 23,4
3,2 247
2,9 22,0
2,9 22,4
09 33,1
09 33,8

)

Tabla 1.-Azlcares

fermentables obtenidos
de harina de magaya con

distintos métodos de
extraccion.
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Figura 2.-Promedio de
nitrégeno asimilable
obtenido de borra con
distintos métodos de
extraccion.
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Figura 3.-Evolucion de la
absorbancia de las cepas
CECT-8146 y CECT-7088.

Nitrégeno asimilable (mg/L)

230,72 236,32 -

TRATAMIENTO B1

El caldo de cultivo, obtenido mediante
el tratamiento M4 a partir de harina de
magaya, se caracterizO por contener ni-
veles de glucosa (17,6 g/L) comparables a
los presentes en medios comerciales am-
pliamente utilizados en microbiologia y
biotecnologia, como el MRS (Man, Rogo-
sa, and Sharpe) o el YPD (Yeast, Peptone,
Dextrose), para el cultivo de bacterias lac-
ticas y levaduras respectivamente. Sin
embargo, presentd cantidades limitadas
de nitrégeno asimilable.

Una de nuestras experimentaciones
consistié en evaluar el crecimiento de dos

TRATAMIENTO B2

TRATAMIENTO B3

cepas de bacterias lacticas adquiridas en la
Coleccion Espanola de Cultivos Tipo (CECT
8146 y CECT 7088) en dos medios de cul-
tivo. Uno de los medios, comercial, fue
MRS recomendado por la CECT como 6p-
timo para el crecimiento de dichas cepas.
El segundo medio consistié en el caldo ob-
tenido mediante el tratamiento M4 a partir
de harina de magaya, al cual se le adiciono
extracto de levadura y sulfato de mangane-
SO en las mismas concentraciones que las
del medio comercial de referencia.

Los resultados se representan grafica-
mente en la Figura 3. En el medio MRS,
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ambas cepas alcanzaron mayores densi-
dades celulares que en el medio alterna-
tivo elaborado a partir de magaya. Sin
embargo, los recuentos microbioldgicos
obtenidos después de 24 horas de creci-
miento en el medio alternativo 2,71*10% y
3,14*107 ufc/mL para las cepas CECT-
8146 y CECT-7088 respectivamente, su-
peran incluso las concentraciones celula-
res tipicas de los in6culos utilizados en
procesos biotecnoldgicos.

En la otra experimentacion, se evalud
la viabilidad de sustituir el nitrdgeno obte-
nido a partir de la borra (tratamiento B2)
como una alternativa al extracto de leva-
dura en el proceso de produccion de ma-
nitol mediante métodos biotecnoldgicos.
Este compuesto posee multiples aplica-
ciones, como edulcorante en la industria
alimentaria, diurético en medicina y po-
tenciador de la absorcién de ciertos me-
dicamentos. Para esta evaluacion, se utili-
zaron inoculos obtenidos en el medio
alternativo mencionado previamente y un
caldo rico en azlcares, proveniente de
manzanas descartadas en los llagares por
su nivel de podredumbre. Este caldo se
suplementd tanto con extracto de levadu-
ra como extracto de borra (tratamiento
B2).

La Figura 4 muestra los cambios en
los niveles de azucares y polialcoholes
detectados en el biorreactor utilizando la
cepa CECT-8146. Los resultados desta-
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can, en primer lugar, que el indculo obte-
nido en el medio alternativo al MRS co-
mercial demostrd ser adecuado para lle-
var a cabo la obtencion de manitol
mediante un proceso biotecnoldgico. En
segundo lugar, aunque la utilizacién del
extracto de borra supone alargar el tiem-
po del proceso biotecnolégico, el ciclo
de vida se considera satisfactorio ya que
se logra la obtenciéon de manitol a partir
de subproductos. Estos resultados, re-
queriran investigaciones adicionales para
optimizar el proceso de produccion de
manitol a partir de estos subproductos de
la industria sidrera.

Conclusiones

Este estudio confirma la posibilidad de
utilizar los subproductos de la industria si-
drera para obtener azlcares y nitrégeno,
asi como para la produccion de com-
puestos beneficiosos, como el manitol.
Estos resultados abren la puerta a nuevas
areas de investigacion y aplicaciones in-
novadoras en los sectores de la alimenta-
cién y la biotecnologia.
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Figura 4.-Evolucion de las
concentraciones de
azucares y polialcoholes
durante la transformacion
de la fructosa a manitol
en medios de cultivo
suplementados con
extracto de levadura y
extracto de borra. Ambos
procesos se llevaron a
cabo a una temperatura
de 30°Cy un pH de 5,0.
Los resultados son el
promedio de dos
experimentos.
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Manitol: obtencion en
biorreactor y
cristalizacion.
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