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RESUMEN

La levadura seca activa (LSA), producto ampliamente utilizado en la industria, alimentacién y recientemente en el area de la
salud, presenta efectos adversos durante el proceso de secado. Ante esto, la implementacién del secador de lecho fluidizado
se presenta como una opcién al permitir el uso de bajas temperaturas de secado. Aunque este equipo es utilizado en varios
paises, su uso en Colombia todavia no estd ampliamente difundido, ya que hay pocas industrias dedicadas a la produccién de
levadura. Por todo lo anterior, en el presente trabajo se evaluaron los paradmetros de la produccién de LSA en el secador de
lecho fluidizado de la Universidad Icesi. Para esto, se realizaron pruebas experimentales donde se evaluaron de manera
cualitativa factores como el flujo de aire, la velocidad de alimentacién, entre otras. Una vez definidos los parametros
principales, se optimizé la temperatura de salida del aire y el tiempo de secado utilizando un modelo de segundo orden para
los resultados de un disefio experimental 3x4, con niveles de 30, 35y 40 °C y 5, 20, 30 y 40 minutos respectivamente. El
modelado para la humedad tuvo un coeficiente de correlacién (R2) de 97,75%, mientras que el de viabilidad fue de 75,40% lo
que permitié la optimizacién de la humedad por debajo del 9% y con una viabilidad mayor al 65%. Se defini6 ademas un
protocolo para el proceso de secado de levadura fresca. Finalmente, se evalu la estabilidad de la LSA a condiciones gastricas

para su uso como probiético.
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1. Introduccién

La levadura, Saccharomyces cerevisiae es un hongo
unicelular del grupo ascomicetos, utilizada por su capacidad
de esponjar el pan, obtener etanol mediante la fermentacién
alcohdlica y recientemente por el efecto beneficioso en la
salud cuando es usado como probiético (Vital & Larralde,
2016). Esta levadura es producida industrialmente
mediante cultivo aerdbico en estrategia de lote alimentado
y acondicionada posteriormente a través de operaciones de
centrifugacion, filtracién y secado, hasta llegar al producto
final como Levadura Seca Activa (LSA), con un porcentaje de
humedad por debajo del 9% y con un porcentaje de
viabilidad mayor al 65% (Norma Técnica Colombiana
1807). Es un producto altamente avaluado por su capacidad
de mantener sus caracteristicas en periodos de hasta 12
meses a temperatura ambiente (Dobbs et al.,, 1982), lo que
supera en creces la vida util de 40 dias de le levadura fresca
(Fleishmann, 2021) y los problemas asociados a su
transporte y almacenamiento (Soltani et al,, 2020). Por esto
mismo, el proceso de secado ocupa un lugar importante
dentro del proceso productivo de esta levadura.

A pesar de lo anterior, el proceso de secado tiene efectos
adversos en la levadura como es la permeabilizacién de la
membrana debido a remocién del agua intracelular,
oxidacién y desnaturalizacién de proteinas, lo que puede
causar la muerte celular, afectando finalmente en la calidad
del producto (Akbari etal., 2012; Soltani et al,, 2020), ya que
la levadura es sensible a las altas temperaturas donde la
viabilidad es la principal variable afectada. Sin embargo,
existe una metodologia que permite el uso de bajas
temperaturas de secado y que puede minimizar dichos
efectos en la levadura: el secador en lecho fluidizado.

Esta tecnologia es usada en gran nimero de aplicaciones
industriales debido a su gran capacidad de carga, bajo costo
de inversién y mantenimiento, facil operacién y alta
eficiencia térmica. La operaciéon consiste en reducir la

humedad de materiales sélidos haciendo uso de un flujo de
aire con una velocidad apropiada para generar un
movimiento vigoroso de la masa de sélido, produciendo la
expansion de las particulas sélidas para aumentar el area de
intercambio de masa con el aire (Diaz, 2014). De igual forma,
la relativa facilidad en la adecuacién de las velocidades y
temperaturas de operacion permiten una alta flexibilidad en
los sé6lidos huiimedos, para los que se puede emplear la
biomasa de microorganismos, como la levadura fresca, que
son sensibles a altas temperaturas.

Aunque este equipo es utilizado en varios paises para el secado de
levadura, su uso en Colombia todavia no esta ampliamente difundido,
ya que hay pocas industrias dedicadas a la producciéon de este
microorganismo (Riveros, 2007). Se sabe que las primeras empresas
biotecnolégicas de Colombia surgen en 1996 en actividades de
biologia molecular y que posteriormente incursionaron en la
micropropagacién de cultivos y en el desarrollo de levaduras. De
modo que a partir del 2010 se generaron mas solicitudes de patentes
en biotecnologia industrial (76%) pero que comparados con otros
paises latinoamericanos es relativamente bajo, pues presenta el
menor numero de solicitudes por cada millén de habitantes. Esto
genera la necesidad de verificar la informacién relacionada a la
operacion del secador de lecho fluidizado para ser parte de la vision
del pais al 2032 que es ser reconocidos como lideres en desarrollo,
produccién y exportaciéon de productos de alto valor agregado
(Espinosa et al., 2017).

Por lo anterior, y en busqueda de aprovechar que la
Universidad Icesi cuenta con dicho equipo, se propone
evaluar los parametros para la produccién de LSA,
Sacccharomyces cerevisae, en el secador de lecho fluidizado.
Asi pues, se evaluaron los parametros principales del secado
de la levadura fresca y luego se optimizé la temperatura de
salida del aire y el tiempo de secado para garantizar la maxima
viabilidad, por encima de un 65%, manteniendo una humedad entre
6% y 8%, parametros sugeridos por la NTC-1807. Al final, se evaludé
la estabilidad de la LSA a condiciones gastricas.



2. Materiales y métodos

2.1. Levadura
Se utilizé levadura fresca marca Fleischmann con una
humedad inicial de 67% y una viabilidad de 99,8%.

2.2. Secador

Se utiliz6 un secador de lecho fluidizado disefiado por DIDA
CONTROL SAS (Ver Fig. 1) con un volumen de 100L y una
masa maxima de cargue inicial de 3kg.
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Figura 1. (a) (Izquierda) Secador de lecho fluidizado. El
ventilador centrifugo permite la entrada de aire seco (69,99%
humedad relativa) al sistema, el cual pasa por una seccién de
calentamiento en donde alcanza la temperatura deseada y pasa
a la caAmara de secado en donde esta el lecho. Después de pasar
por la cimara de secado el aire cargado de humedad se dirige
por la tuberia de conduccién hasta el ciclon en donde se separan
las particulas pequeiias del aire de salida para evitar la
contaminacién del ambiente de trabajo (Riveros, 2007). (b)
(Derecha)Alturas de alimentacién a la secciéon de secado
respecto al soporte del material a secar.

2.3. Evaluacion de las condiciones de secado

Se realizaron 13 pruebas experimentales para la produccién
de LSA (200g aprox.) en el secador de lecho fluidizado de la
Universidad Icesi. En los experimentos se evalud la altura de
alimentacién entre 1 y 2 (Fig. 1), el tipo de malla a final del
extrusor (Fig. 2), la velocidad de alimentacién de 10 y 40
g/min y el flujo de aire entre 130 y 180 pies cubicos por
minuto, cfm, respecto a cémo se forma la fluidizacién.
Ademas, se estudi6 las temperaturas de salida del aire de 30
a 60°C y los tiempos de secado desde el minuto 0 hasta los
80 de forma cuantitativa con los datos de viabilidad y

humedad.

Figura 2. Piezas de extrusion. Tamafio de la pieza 3.4 cm.
Tamafio de poro: 1mm. Nimero de poros: A: 200 aprox., B: 61, C:
37,D:19.

2.4. Optimizacién de las condiciones de secado

Una vez definidos los parametros principales del proceso, se
pasé a optimizar la temperatura de salida del aire y el
tiempo de secado, para lo que se utiliz6 un modelo de
superficie de respuesta basado en un disefio experimental
3x4 donde los niveles para la temperatura fueron 30, 35y
40 °C y para el tiempo fueron 0, 5, 20, 30 y 40 min, con una
réplica. Las variables de respuesta fueron la viabilidad y la
humedad de la LSA, parametros criticos la calidad del
producto. Los datos que se obtienen sirvieron de base para
la generacién de un modelo de regresién cuadratico (Ec. 1)

en el software de andlisis estadistico Minitab y se
optimizaron los dos factores evaluados para maximizar la
viabilidad, por encima de un 65%, manteniendo una
humedad entre 6% y 8%, parametros sugeridos por la NTC-
1807.
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Ecuacién 1. Ecuacién general para modelo de regresion de
segundo orden donde X es el factor evaluado y 8 es el coeficiente
que describe el impacto del factor en la variable de respuesta.

2.5. Evaluacioén de la estabilidad de la LSA a condiciones
gastricas

Para la medicién de la estabilidad de la LSA a condiciones
gastricas se utilizé la metodologia de Durand & Panes
(2002) modificada de la siguiente manera:

Se suspendi6 1g de LSA en 50 mL de solucién salina al 0.9%
p/v. Una vez homogenizada esta solucién se llevé a baifio
maria a 37°C por 10 minutos. La suspensién generada se
utiliza para la elaboracién de 5 unidades experimentales por
duplicado, con un total de 10 tubos de ensayo de 5mL de
solucidén. Cada tubo de ensayo se centrifugd a 4500 rpm por
4 minutos a 20°C para retirar el sobrenadante. El proceso a
condiciones gastricas se realizé en un intervalo de 2 horas
para analizar la variacién de la viabilidad. Se adicion6é 5mL
de HCl al 0,1M a cada ensayo y después de ser
homogenizados se llevaron al bafio maria a 37°C. Cada
ensayo se saco segun el tiempo de rotulacién (0, 30, 60, 90,
120 min). Para detener la simulacién se centrifugaron a las
mismas condiciones anteriormente descritas y se retira el
sobrenadante para ser reemplazado con 5ml de solucién de
buffer fosfato al 0.1M con un pH 7.0. Finalmente, se
determiné las Unidades Formadoras de Colonia (UFC) para
lo cual se tomé 10uL de la muestra para realizar la dilucién
en serie en un tubo Eppendorf para un volumen total de 1mL
y segun la dilucién se sembré 100uL en las cajas Petri con
medio PDA.

2.6. Mediciones
2.6.1. Viabilidad

La viabilidad celular se midié utilizando el método de
tincién de azul de metileno (0.025 % p/v) en camara de
Neubauer (Griffin et al,, 2008).

2.6.2. Humedad

La humedad se midi6 en termobalanza (MA-160 de
Sartoriuos) a 135°C hasta que el peso permanecié
invariable.

3. Resultados y Analisis

El factor clave al secar la levadura fresca es reducir el
contenido de agua a un nivel suficiente para aumentar la
vida util y evitar cualquier dafno al microorganismo que
reduciria su viabilidad, ya que es indeseable desde la
perspectiva de la calidad del producto (Soltani et al., 2020).
Teniendo esto en cuenta, para la obtencién de LSA, se
evaluaron diferentes factores respecto a co6mo se forma la
fluidizacién (Datos no mostrados). Dichos resultados
permitieron llegar al disefio de experimentos con un
proceso de secado estandarizado, ya que nunca se habia
desarrollado un protocolo (ver Anexo 1) del paso a paso del
secado de la levadura fresca en el secador de lecho



fluidizado del Departamento de Ingenieria Bioquimica. Los
datos obtenidos (Fig. 3) se utilizaron para la optimizacién de
la temperatura de salida del aire y el tiempo de secado
cumpliendo con la NTC-1807. Finalmente, se evalud la
estabilidad de la LSA a condiciones gastricas con el objetivo
de probar su uso como probiético.

El objetivo de las pruebas fue encontrar el conjunto de
condiciones que aseguraran la formacién del lecho
fluidizado. Para esto, se determiné que el puerto 1 (ver Fig.
1b) propicia la formacion del lecho fluidizado en tanto que
hay una mayor distancia entre la salida del material y la base
del secador durante el cual se puede generar el
fraccionamiento de los fideos o espaguetis de levadura
fresca generados por su salida a través del extrusor, ya sea
por accion del aire que fluye en direccién contraria a su
caida o por las interacciones que tiene con los fideos de
levadura aledafios. También se determiné que la pieza de
extrusién mas adecuada es la “a” respecto a las demas (ver
Fig. 2), ya que su gran cantidad de poros promueve la
interaccién entre los fideos de levadura que salen de la tolva
de alimentacién promoviendo su ruptura, lo que resulta
importante para la formacién del tamafio de particula
adecuada para el proceso de fluidizacion. De igual forma, se
definié la velocidad de alimentacién en 40 g/min,
correspondiente a la velocidad de rotacién del motor de
alimentacion de 60 Hz, puesto que permite la formacién de
este fendmeno; las velocidades menores a esta hacian que el
secado de la levadura no fuera homogéneo y se formaran
agregados de mayor tamano, reduciendo la posibilidad de la
formacioén del lecho fluidizado.

El flujo de aire, por su parte, fue una de las principales
variables de las que dependi6é la formacién del lecho
fluidizado, puesto que su valor permitié la elevacién del
material por encima de la base del secado, aumentando el
area de transferencia entre las particulas de levadura y el
aire. El rango en el que se manejo6 esta variable se encuentra
entre 130 y 170 cfm, ya que no puede mantenerse constante
durante el proceso de secado pues las caracteristicas de las
particulas de levadura varian en el tiempo. Es decir,
inicialmente cuando la humedad de la levadura es del 69%
se requiere de un mayor flujo de aire (170cfm) para
incorporarlas al lecho, alrededor de unos 15 minutos, donde
su peso comienza a disminuir y resulta necesario disminuir
el flujo de aire (130cfm) evitando asi el arrastre del material
a través de la tuberia de salida.

Al mismo tiempo se evalud el rango de temperaturas de
salida del aire y de tiempo de secado cualitativamente. Se
realizaron pruebas a 45 y 60 °C por 80 minutos en las que se
obtuvieron productos de un color palido, caracteristico de la
levadura, con una viabilidad por debajo del 50% y una
humedad menor al 4%. Esto coincide con los resultados
obtenidos por Soltani et al. (2020) que indican que
temperaturas superiores a 40 °C son perjudiciales para la
levadura, ya que su supervivencia disminuye rapidamente
debido a la desnaturalizacién de proteinas. Por otra parte,
las pruebas tuvieron una duracién de 80 minutos donde se
tomaron muestras cada 10 minutos, en las que se determiné
que el porcentaje de humedad no variaba significativamente
después de los 40 minutos de operacién mientras que su
viabilidad si lo hacia de forma significativa.

De lo anterior se determinaron, entonces, los niveles de los
dos factores a evaluar (temperatura de salida del aire y
tiempo de secado) definiéndose asi un disefio experimental
3x4, los datos obtenidos se muestran en la Figura 3. Se
puede observar que la humedad “a” después de los 30

minutos varia muy poco y que a temperaturas de 35y 40°C
la humedad estd por debajo del 10%. Por otra parte, la
viabilidad “b” disminuye después de los 20 minutos
independientemente de la temperatura, sin embargo, a 30°C
la perdida de viabilidad es menor respecto a la de 40°C.
Aunque la temperatura de salida del aire a 40°C permite el
porcentaje  de humedad deseado si afecta al
microorganismo después de 30 minutos de secado;
mientras que a 30°C la viabilidad no disminuye
drasticamente con el tiempo, pero la humedad estd por
encima del 10%.
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Figura 3. (a) (Superior) Datos de humedad respecto al tiempo
para diferentes temperaturas de operacion. (b) (Inferior) Datos
de viabilidad respecto al tiempo para diferentes temperaturas
de operacion.

El modelo cuadratico se generdé a partir de los datos
obtenidos en el disefio experimental, software de analisis
estadistico Minitab, para la viabilidad (Ec. 2) y humedad
(Ec.3) respecto el tiempo de secado y la temperatura de
salida del aire. Ademads, se generaron los graficos de
superficie (Fig.4) donde se puede ver en la Figura 4.a que el
factor que mas afecta la humedad es el tiempo de secado
mientras que en la Figura 4.b los dos factores influyen en la
viabilidad de la levadura. A partir de este modelado se
optimizaron las variables de respuesta con el objetivo de
cumplir con los requisitos fisicoquimicos de la NTC-1807
donde se puede obtener una viabilidad del 74.53% y una
humedad del 6.99% con una temperatura de salida del aire
de 34.6°C por 31,9 minutos de secado.

Viabilidad = 1.11 — 0.0075T + 0.00060t + 0.00012T?
+ 0.000093¢t? — 0.000320Tt

Ecuacion 2. Modelo de regresion de segundo orden para
la viabilidad en funcion del tiempo (t) y la temperatura

(T).

Humedad = 0.994 — 0.0144T — 0.03590t + 0.00018072
+ 0.000574t% — 0.000074Tt



Ecuacion 3. Modelo de regresion de segundo orden para
la humedad en funcion del tiempo (t) y la temperatura

(7).

(a) Humedad (b) Viabilidad
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Figura 4. (a) (Izquierda) Modelo para la humedad respecto al
tiempo y la temperatura de operacion (Rz = 0.9775). (b) Modelo
para la viabilidad respecto al tiempo y la temperatura de
operacion (R2 = 0.7540)

Una de las variables que hay que tener en consideracién
sobre los datos obtenidos de la optimizaciéon es el
coeficiente de correlacion (R2) de los modelos generados
con los datos de secado. Si bien para el modelo de la
humedad se tiene una buena prediccién de los valores reales
con el modelo, el pequeiio valor del coeficiente de
correlaciéon para el modelo de viabilidad genera que, al
menos para esta variable, el resultado de la optimizacién no
sea tan confiable. Esto se corrobora con el resultado del
proceso de secado realizado a las condiciones dptimas
determinadas anteriormente, para las que se obtuvo una
humedad del 7.70% y una viabilidad del 67.06%, lo que
indica un error del 10% para ambas variables contra sus
respectivas predicciones.

La Figura 5 muestra la diferencia entre la levadura fresca “A”
y la levadura seca “B” donde se puede observar que el color
es diferente de forma que la fresca es mas clara respecto a la
seca. También se puede decir que su textura es diferente, ya
que la fresca es suave y facil de desmenuzar mientras que la
seca es duray se presenta en muchas particulas de diferente
forma y tamafo. Microscépicamente se observé una
disminucién del tamafio de las células después del proceso
de secado, lo que corresponde con el estado de
anhidrobiosis al que entra la levadura para poder sobrevivir
a largos periodos sin agua. Rapoport et al, (2019) explica
este fendmeno principalmente porqué la disminucién del
tamaifio celular que se debe a una reaccién protectora de la
membrana plasmadtica, la cual se pliega fuertemente
disminuyendo considerablemente el volumen y la superficie
celular.

Figura 5. (A) Levadura fresca (B) Levadura seca activa,
después de 35 minutos de secado.

La LSA tiene muchos usos industriales, pero recientemente
como probidtico, ya que cumplen diferentes funciones en el
hospedero como es la liberacion de metabolitos que
previenen el crecimiento de patégenos y regulan la
movilidad intestinal. En los animales mejora el estado de
salud lo cual produce mejor digestibilidad, ganancia en peso
y mayor indice de conversién alimentaria (Gutiérrez et al.,
2013). Con el objetivo de probar dicha informacién se
evaluo la estabilidad de la LSA, mediante una simulacién a
las condiciones gastricas por 2 horas donde se determin6 las
UFC cada media horas. Los resultados se muestran en la
Figura 6, donde se observa que el tiempo de exposicién tiene
un mayor efecto sobre la viabilidad de las células, ya que a
la hora de ser expuesto a un pH de 1.6 hubo una disminucién
del 39%, y después de dos horas ya habia una disminuciéon
de la viabilidad del 77%. Esto se acerca a lo que manifiesta
Sudarez (2019) que cuando la levadura pasa a través del
tracto gastrointestinal donde se ve expuesta a un pH inferior
a 2 por una hora o mas su tasa de efectividad se reduce a un
75% debido a que el microorganismo muere.
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Figura 6. Efecto de condiciones gastricas en levadura seca.

4. Conclusiones

El procedimiento realizado en el presente trabajo funge
como precedente para futuros procesos y practicas de
secado de la levadura empleada en secador de lecho
fluidizado al generar un protocolo de secado, determinar
una metodologia de determinacién de condiciones 6ptimas
de operacién y dilucidar el comportamiento de sus
propiedades a través del proceso de secado. En relacién con
esto, se encontré que, partiendo de una levadura fresca con
viabilidad de 99.8% y humedad del 67% se lograba una LSA
que cumplia con los requisitos de humedad y viabilidad
indicados en la NTC 1807 si se empleaba una temperatura
de salida del aire de 34.6 °C durante un periodo de 31.9
minutos, siendo el tiempo de secado la variable que mas
afectaba. Por ultimo, el presente estudio hace una incursién
en la aplicabilidad de la LSA como probiéticos al identificar
el comportamiento de la viabilidad de este producto
respecto al tiempo de exposicién a condiciones gastricas, lo
que puede servir como referencia al evaluar la estabilidad
de levadura microencapsulada, suplementada o fortificada a
las mismas condiciones.

5. Anexo1

5.1. Protocolo de la produccién de levadura seca
activa en secador de lecho fluidizado

5.1.1. Montaje

1. Se coloca 1000g de gel de silice en el
desecador previamente secada en el horno de
conveccién a 130°C por 24 horas.



2. Se escoge el extrusor que tiene 200 poros
aproximadamente y una distancia muerta de
8mm (Fig.2.A).

3. Semonta el tornillo sin fin en primer puerto de
alimentacién (Fig.1.b).

5.1.2. Carga
4. Se pesan 250g de levadura fresca marca
Fleischmann.

5. Se tritura manualmente la levadura y se
dispone en la tolva de alimentacién.

6. Se aumenta paulatinamente el flujo de aire
desde 50 cfm hasta 180 cfm.

7. Se enciende el control de temperatura de
salida del aire a 30°C.

8. Una vez se alcance la temperatura de salida
del aire se activa el control del dosificador en
60hz que permite que la levadura pase por el
extrusor fino a una tasa de 50 g por minuto
aproximadamente.

9. El tiempo de secado se considera desde el
momento en el que comienza a salir el
material a través del extrusor por 40 minutos.

5.1.3. Descarga

10. Se cambia el
recolectar la LSA.

11. Se aumenta la velocidad del ventilador al
maximo, 60Hz, con lo que la LSA es arrastrada
por la corriente de aire y recolectada en el
saco.

12. Se detiene el control de temperatura de salida
del aire.

13. Se disminuye paulatinamente la velocidad del
ventilador hasta 5 Hz para apagarlo.

14. Finalmente se realizalalimpieza del equipo en
sitio.

saco del separador para
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