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Resumen:

Las técnicas actuales de estabilizacion de biocatalizadores por deshidratacion
presentan como principal inconveniente la disminucién de la viabilidad de las
estructuras biol6gicas procesadas. Y entre estas técnicas destaca la liofilizacion a
vacio, cuyo elevado coste de operacion impide su aplicacion a gran escala. Una
alternativa interesante a la liofilizacion es el secado convectivo a baja temperatura. Sin
embargo, se trata de un proceso extremadamente lento. La implementacion de
ultrasonidos de potencia puede considerarse una alternativa no-térmica para su
intensificacion.

Asi, el objetivo de este trabajo fue estudiar la viabilidad del secado convectivo a baja
temperatura asistido por ultrasonidos de potencia en la deshidratacion de levadura de
panificacion (Saccharomyces cerevisiae). El estudio incluye el analisis cinético de la
aplicacion de ultrasonidos y de su repercusion en la viabilidad celular.

Para lograr este objetivo, la levadura se sec6 a baja temperatura (2 m/s, -10°C) con
(US, 75W) y sin (SUS) aplicaciéon de ultrasonidos de potencia, y se liofilizé a vacio
(LF). El efecto de los ultrasonidos sobre las cinéticas de secado se analizé6 mediante
un modelo difusivo y convectivo. La viabilidad de la levadura deshidratada se
determiné a través del cultivo en placa (24 h, medio YPD, 33°C) y del recuento de
Unidades Formadoras de Colonias (UFC). Por dltimo, se llevé a cabo el analisis
microestructural del producto deshidratado mediante el uso de técnicas de tincion.

La aplicacion de ultrasonidos de potencia aceleré el proceso de secado, alcanzandose
reducciones de tiempo de hasta el 80%. El efecto de los ultrasonidos se centr6
principalmente en la mejora de los mecanismos de difusién. La viabilidad celular se vio
afectada por todas las técnicas de deshidratacion, aunque fue significativamente
(p<0.05) mayor en las muestras SUS y US que en LF. Finalmente, el analisis
microestructural revelé que la transicion al estado de latencia y la muerte celular
fueron menores en la levadura SUS y US que en LF.
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Abstract:

Current techniques for stabilizing biocatalysts by dehydration have as main drawback
the viability decrease of the processed biological structures. Freeze-drying is one of the
most common techniques for biocatalyst preservation but it is very costly, which
prevents its use at large-scale. A novel alternative to freeze-drying is low-temperature
convective drying. However, it is an extremely slow technique. The application of power
ultrasound could be considered as a non-thermal way for the process intensification.
Thus, the aim of this work was to determine the feasibility of low-temperature
convective drying assisted by power ultrasound on baker's yeast (Saccharomyces
cerevisiae) dehydration. The study addresses not only the kinetic analysis but also how
ultrasound application affects cell viability.

For this purpose, yeasts were dried at low temperature (2 m/s, -10°C) with (US, 75W)
and without (SUS) power ultrasound application and freeze-dried (LF). The effect of
ultrasound on drying kinetics was analyzed by using a diffusion and convective model.
The viability of dried yeast was determined by plate culture (24 h, YPD medium, 33°C)
and count of Colony Forming Units (CFU). Finally, microstructural analysis of the dried
product was carried out by using staining methods.

The application of power ultrasound accelerated the drying process, achieving drying
time reductions of up to 80%. The effect of ultrasound focused on the internal diffusion.
Cell viability was affected by all the dehydration techniques, but it was significantly
(p<0.05) higher on SUS and US samples than LF ones. Finally, microstructural
analysis revealed that transition to dormancy and cell death were less marked in the
dried yeast by SUS and US than LF.

Key words: preservation, biocatalyst, yeast, ultrasound, freeze-drying.
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1. Introduccion

El término “biocatalizador” se refiere a la minima parte biolégica que posee capacidad
para acelerar una o varias de las reacciones quimicas que tienen lugar durante un
proceso, que produce un determinado compuesto de interés, o que es aplicable en el
area de la medicina y la salud. Enzimas, levaduras, bacterias, microalgas, células
animales, plaquetas, cloroplastos y un largo etcétera quedan englobados bajo un
mismo concepto, y la gran cantidad de aplicaciones que poseen justifica el interés
actual por la posibilidad de mejorar sus condiciones de almacenamiento y viabilidad.
Pero los biocatalizadores son estructuras inestables que, si no son procesadas y
conservadas mediante técnicas y condiciones adecuadas, pueden perder su
funcionalidad. Se hace necesaria por tanto la blsqueda de nuevas técnicas de
estabilizacién, o preservacion, que representen alternativas viables a las técnicas
actuales. Entre los sistemas de estabilizacion de bioacatalizadores, destacan aquellos
que emplean la deshidratacion para conseguir un producto que puede ser reducido a
un polvo estable a temperatura ambiente (Morgan et al., 2006).

1.1 Aplicaciones e importancia de la estabilizacién de biocatalizadores

Desde la industria de alimentos hasta la medicina humana y la veterinaria, pasando
por la agricultura, la industria quimica, la gestién de residuos e incluso la mineria, el
éxito de la aplicacién de los biocatalizadores es indudable (Donev, 2001). Pero es de
tal éxito de donde nace la necesidad de facilitar su almacenamiento, manipulacion y
transporte (Bigetti et al.,, 2012). Por otro lado, la modificacibn genética de
microorganismos Yy otros biocatalizadores da la posibilidad de obtener cepas mejores o
mas aptas a la hora de realizar una determinada funcién. Por lo que conservar estos
logros cientificos se vuelve una necesidad de importancia primordial (Donev, 2001). La
estabilizacién de biocatalizadores no solo permite preservar la viabilidad y el nUmero
de unidades requerido para que puedan llevar a cabo sus funciones. Si no que
también consigue evitar la produccion de mutaciones que pudieran causar cambios
importantes en el genotipo y, con ello, en el fenotipo de interés.

Las técnicas de secado o deshidratacion han sido ampliamente utilizadas para la
estabilizacién de bioacatalizadores durante décadas (Morgan et al., 2006). Asi, existen
colecciones de cultivos microbianos que se almacenan deshidratados para preservar
la gran diversidad de tipos celulares que albergan. Las industrias quimica y
farmacéutica también han encontrado en las técnicas de deshidratacion una manera
muy adecuada de preservar distintos tipos de alimentos y farmacos. Por ejemplo, las
levaduras que se utilizan en muchos procesos fermentativos (vino, cerveza, etc.) se
distribuyen deshidratadas. En los controles de calidad que se llevan a cabo
rutinariamente en las industrias de bebidas alcohdlicas, alimentaria y clinica, se
emplean como control positivo muestras de cepas microbianas de referencia que se
distribuyen deshidratadas para que se puedan transportar facilmente a temperatura
ambiente y posteriormente sean facilmente reconstituidas (Morgan et al., 2006). La
obtencion de productos industriales estandarizados seria imposible sin la
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disponibilidad de cultivos starter testados previamente y conservados deshidratados
en tamafios y envases adecuados (Donev, 2001).

Los anteriores son algunos ejemplos de las posibilidades que brinda la aplicacion de
biocatalizadores estabilizados, pero otras areas emergentes como los alimentos
probidticos y biosensores requieren también la estabilizacion de los microorganismos.
Segun Ivanova et al. (2005) existe actualmente un gran interés por parte de las
industrias alimentaria, quimica y farmacéutica en el uso de productos que contengan
células vivas debido a sus propiedades beneficiosas sobre la salud humana. Pero
estos productos son deshidratados para incrementar su estabilidad durante las etapas
de procesado y comercializacion (Anal y Singh, 2007). El problema es que las técnicas
a las que son sometidos afectan a la viabilidad celular y asi, a su contenido inicial de
microorganismos viables. Por lo tanto, uno de los grandes retos de la industria es la
produccion de cultivos probiéticos viables y estables en grandes cantidades para ser
usados como inéculos o ser introducidos directamente en el producto.

Los biosensores emplean bacterias cuya habilidad para percibir cambios en sus
alrededores permite medir la biodisponibilidad y la toxicidad de las posibles sustancias
contaminantes que existan en el medio (Bjerketorp et al., 2006). Sin embargo, su
funcionamiento a largo plazo depende del mantenimiento de la viabilidad y la actividad
de las bacterias “reporter” que se utilicen. Y aunque actualmente se aplican técnicas
como la liofilizacién, el secado por vacio o la inmovilizacibn sobre polimeros
biocompatibles, la preservacién de las caracteristicas del biosensor a temperatura
ambiente y durante largos periodos de tiempo supone alun un auténtico reto (Belkin,
2003; Nivens et al., 2004).

Una Ultima e interesante aplicacién de la estabilizacibn de biocatalizadores es la
comentada por Wolkers et al. (2002), que ponen de manifiesto la posibilidad y el gran
interés en mantener plaquetas y eritrocitos estabilizados mediante técnicas de
deshidratacién, como la liofilizacién. De esta manera se podria solucionar el problema
existente en los bancos de sangre en cuanto al escaso tiempo de vida, especialmente
de las plaquetas. Que segun la regulacion actual solo pueden permanecer cinco dias
almacenadas (22°C), tras los cuales se deben desechar. Wolkers et al. emplean el
término anhidrobiosis para referirse al estado que puede alcanzar un organismo, tejido
0 célula deshidratado. En la siguiente seccion, se describen brevemente los
mecanismos de tolerancia a la desecacién que pueden desembocar en este estado.

1.2 Mecanismos de tolerancia a la desecacion. ElI papel de la
anhidrobiosis

Aunque describir en detalle los cambios que ocurren a nivel celular cuando un
biocatalizador se somete a deshidratacion no es el objetivo principal de este proyecto,
si que es de interés describir a grandes rasgos los mecanismos que intervienen a nivel
biolégico y bioquimico. Estos mecanismos son de vital importancia, pues de ellos
depende que el bioacatalizador sea viable o no tras la deshidratacion. Esta seccion se
centrard especialmente en los cambios que ocurren en células, pues aunque existen
muchos otros tipos de biocatalizadores, como ya se ha comentado, los estudios
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previos se han centrado especialmente en la descripcion de estos mecanismos a nhivel
celular.

Cuando se aplica una técnica de secado, la eliminacién de la mayoria del agua que
forma parte de un biocatalizador celular provoca una serie de cambios en las
interacciones tanto inter como intra-moleculares de las proteinas, lipidos y el resto de
moléculas que lo componen. Al reducir a un minimo el nimero moléculas de agua, las
proteinas citoplasmaticas y los lipidos de la membrana no pueden establecer puentes
de hidrégeno con ellas. Por eso pasan a formarlos con otras moléculas con las que en
condiciones normales no interaccionan (Wolkers et al., 2002). Asi, las proteinas
establecen puentes de hidrogeno con otras proteinas, lo que puede llevar a la
formacion de agregados que produzcan cambios conformacionales en las mismas
(Prestrelski et al., 1993). En el caso de las enzimas la formacion de estos agregados
supone la pérdida de su actividad (Carpenter et al., 1988). En cuanto a las
membranas, la falta de agua alrededor de la cabeza hidréfila de los fosfolipidos puede
llevar a la transicién desde una fase fluida y biol6gicamente activa en la que se
encuentran, a una fase gel como la que se formaria a baja temperatura (Tetteroo et al.,
1996). En estas condiciones de deshidratacién, puede ocurrir incluso la fusion de
organulos por la union entre membranas lipidicas.

Pero las células no se mantienen pasivas ante una amenaza de este tipo, pues la
seleccién natural ha moldeado su capacidad para tolerar el estrés hidrico. Existen
muchas estrategias cuyo fin es impedir los graves dafios celulares que supone la
eliminacion de agua. Una estrategia coman es el uso moléculas estabilizadoras que
pueden interaccionar de forma reversible con otras que corren un riesgo mayor de
perder su conformaciéon o la estructura que constituyen, como las proteinas o los
lipidos de membrana (Wolkers et al., 2002). De esta manera, si se rehidratara la célula
tras un periodo de deshidratacion, las moléculas seguirian poseyendo su estructura
nativa. Algunos organismos llegan a un estado metabdlico conocido como
anhidrobiosis en el que se potencian los mecanismos de defensa frente a condiciones
extremas de deshidratacion, frio o calor (Klok, 2010). La acumulacién de azlcares a
altas concentraciones es uno de esos mecanismos de proteccion utilizados
(Santivarangkna et al., 2006). Pues estas moléculas pueden reemplazar a las de agua
a la hora de formar puentes de hidrogeno con las moléculas del citoplasma (Figura
1.1). Ademas posibilitan la formacién de una matriz vitrea en la que la movilidad
molecular es baja, como en un sélido. La estabilizacion e inmovilizaciéon de los
componentes del citoplasma protege al organismo de la desecacion (Buitink et al.,
1998).

CH;0H

o CHOH OH
0. HO™™ 0. 0., _OH
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o ) -.,
OH 0 CHz0H HO™ ™ g L OH
OH  OH OH OH
Sacarosa Trehalosa
(o]
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Arbutina

Figura 1.1. Algunos de los azlcares mas utilizados como protectores
frente a la desecacién. Su estructura permite la formacion de puentes
de hidrégeno entre ellos y otras moléculas del citoplasma.
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La introduccién de proteinas en esta matriz vitrea da lugar a una estructura mas
compacta que si solo estuviera formada por azucares, lo que incrementa la estabilidad
de las macromoléculas del citoplasma. Esta estrategia es utilizada por las semillas y el
polen con sus proteinas Late Embryogenesis Abundant (LEA) (Wolkers et al., 2001).

Uno de los biocatalizadores mas utilizados en biotecnologia y en la industria
alimentaria es la levadura Saccharomyces cerevisiae. Este organismo también emplea
los mecanismos de proteccién descritos, y en los Ultimos afios se han llevado a cabo
numerosos estudios que esclarecen cémo llega al estado de anhidrobiosis y qué
factores influyen en ello (Trofimova et al., 2010; Rozenfelde y Rapoport, 2014; Porrata
et al., 2012; Poirier et al., 1999). Asi, existe un gran interés por la posibilidad de
aumentar artificialmente su tolerancia a la deshidratacion. Los formatos en los que se
comercializa S. cerevisiae han sido recientemente descritos por Lezcano (2012). Los
formatos “Levadura seca” y “Levadura instantanea” se distribuyen en forma
deshidratada y son lo que presentan una mayor vida Gtil. En la siguiente seccién, se
describen las técnicas que actualmente se utilizan para su estabilizacion y
preservacion.

1.3 Técnicas actuales de estabilizacion por deshidratacién

Para que una técnica de estabilizacion sea util debe presentar facilidad de manejo,
bajo coste, alta viabilidad de los biocatalizadores procesados y ser factible en cuanto a
produccién industrial. Actualmente, no existe ningin método de deshidratacién que
cumpla con todos estos requisitos, lo que hace que sea de interés la basqueda de
métodos alternativos que complementen a los actuales. A lo largo de esta seccion, se
irdn describiendo las alternativas de estabilizacion existentes y, junto a ellas, las
ventajas y desventajas que presentan. Un aspecto importante a resaltar es que la gran
variedad de biocatalizadores y sus diferencias en cuanto a la resistencia frente a los
distintos métodos de estabilizacion y reactivacion existentes, hacen que no exista una
“receta Unica y eficaz para la estabilizacion” (Donev, 2001). Por ello se puede afirmar
qgue no existen métodos buenos o malos de estabilizacion. Si no que cada
biocatalizador requiere un estudio individual y pormenorizado para determinar la
técnica mas adecuada.

Una primera técnica de estabilizacién, y relativamente novedosa, es la preservacion
por formacion de espuma. Consiste en la formacién de una matriz vitrea de azlUcares a
partir de una suspension en la que se ha introducido el biocatalizador de interés. De
esta manera, el biocatalizador queda inmerso en una estructura con aspecto de
espuma seca y mecanicamente estable (Bronshtein, 1998). Se trata del mismo
principio que se comentaba en la seccién 1.2, pero en este caso la construccion de la
matriz se induce de manera artificial. Lo que se hace en primer lugar es someter la
suspension biolégica a condiciones de vacio y temperatura ambiente para que se
produzca la vitrificacion de los azlUcares y comience la evaporacion del agua. Después
se aplican altas temperaturas (menores a 100 °C) para incrementar la estabilidad de la
matriz 0 espuma y completar la evaporacion del agua restante. En este proceso no es
necesario un paso previo de congelacion, por lo que se evitan los inconvenientes
asociados.
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Ademads, se trata de una técnica que se puede aplicar a grandes volumenes de
suspension biologica, lo que facilita su escalado. Segun Hajare et al. (2006), la
preservacion por formacién de espuma se ha aplicado exitosamente en enzimas, virus
y bacterias. Pero Morgan et al. (2006) sefialan que la desventaja parece encontrarse
en la pérdida de viabilidad de los biocatalizadores procesados, lo que podria
achacarse a la elevada temperatura que se utiliza en la estabilizacion de la espuma.

El secado por spray emplea la atomizacién para generar finas gotas a partir de una
solucion liquida con el biocatalizador. Posteriormente, se provoca la evaporacion
practicamente instantanea de la pequefia gota al hacer incidir una corriente de aire a
alta temperatura (hasta 200°C). Cuando las gotas atraviesan la camara se convierten
en granulos secos (Figura 1.2) (Singh, 2014). La principal ventaja del secado por spray
es que permite generar grandes cantidades de producto a un coste relativamente bajo,
siendo la tobera de atomizacion la parte mas costosa del proceso. Aunque se trata de
una técnica usada generalmente para productos como polimeros, sales inorganicas y
alimentos como la leche o el maiz, recientemente se ha propuesto su uso sobre
organismos probidticos (Silva et al., 2002; Corcoran et al., 2004; Gardiner et al., 2000).
Desmond et al., (2002) encontraron que la viabilidad de Lactobacillus paracasei
estabilizados mediante secado por spray caia en picado a las cuatro semanas de
almacenamiento. También se comprobd que esta disminucién de la viabilidad depende
de la temperatura de secado y de la adiciéon de sustancias protectoras. Silva et al.
(2002) y Gardiner et al. (2000) pusieron de manifiesto que diferentes cepas
bacterianas sometidas a las mismas condiciones de atomizacion presentaban grados
de viabilidad muy diferentes durante su almacenamiento. Otra importante desventaja
de esta técnica es que resulta complejo trabajar con soluciones muy viscosas, pues
dificultan tanto el bombeo de la disolucién a alta presiéon hasta la tobera, como la
atomizacion en si misma.
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Figura 1.2. Esquema de un sistema de secado por spray (Singh, 2014).

El secado convectivo (aire forzado) por aire caliente es el método mas utilizado de
deshidratacién en la industria quimica y de alimentos debido a su simplicidad, alta
productividad y bajo coste. En la industria farmacedutica y biotecnoldgica su utilizacién
esta menos extendida debido al efecto negativo de las altas temperaturas sobre los
materiales bioldgicos. Generalmente, en el caso de la estabilizacion de
biocatalizadores, se utilizan secadores de lecho fluido donde las particulas de producto
a secar se afladen a una camara en la que se hace circular un flujo de aire a alta
velocidad desde la parte inferior a la superior. Este flujo de aire permite que las
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particulas queden en suspension, lo que incrementa los coeficientes de transferencia
de calor y materia, y contribuye a una deshidratacion muy uniforme (Figura 1.3)
(Singh, 2014). Asi, se pueden utilizar temperaturas mas bajas que en el caso de la
atomizacién. Larena et al. (2003) mostraron que el secado en lecho fluido permite una
mayor estabilidad a largo plazo de Penicillium oxalicum en comparacion con el secado
por spray Y la liofilizacién. En estas dos Ultimas los biocatalizadores sufren dafios
durante el proceso. Por un lado, en el secado por spray la temperatura del flujo de aire
gue entra a la camara es muy alta. En la liofilizacién, el dafio que sufren las células se
atribuye mas bien a los largos periodos de tiempo que son sometidas a las
condiciones de vacio y baja temperatura. A pesar del potencial que presenta esta
técnica, hasta el momento no ha sido suficientemente estudiada.
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Figura 1.3. Esquema de un sistema de secado por lecho fluido (Singh, 2014).

La liofilizacion es el método mas utilizado de deshidratacion en la industria
microbioldgica. En este caso, la eliminacion del agua no es por evaporacion si no por
sublimacién (Singh, 2014). Por ello, el primer paso del proceso es la congelacion del
biocatalizador. Con el fin de evitar que éste sufra dafos parece preferible que la
congelacion sea relativamente rapida y que impida la formacion de grandes cristales
de hielo que podrian provocar roturas en las fragiles membranas celulares y disminuir
con ello la viabilidad (Uzunova-doneva y Donev, 2002). Asi, una alternativa muy
interesante es la congelacibn con nitrégeno liquido. Aunque generalmente, los
liofilizadores disponen de sistemas de congelacién convencionales “in-situ”, de esta
manera se evitan los problemas asociados al transporte y la carga de la muestra.
Posteriormente, se aplica vacio para reducir la presion por debajo del punto triple del
agua, asi empieza la eliminacion de la misma por sublimacion. La energia necesaria
para la sublimacién procede de las bandejas del liofilizador, que se mantienen a
temperatura controlada (entre -10 y 20°C). Las condiciones de vacio no solo
mantienen el producto en estado de congelacién sino que también favorecen la salida
de agua del interior del producto, que es recogida en el condensador. De todo lo
anterior se deduce que las principales desventajas de esta técnica son la necesidad de
congelar la muestra de manera previa a su procesado, lo que afecta a la viabilidad de
las células, la necesidad de realizar vacio, que encarece mucho los equipos y dificulta
el procesado en continuo, y los largos tiempos de proceso como consecuencia del
empleo de bajas temperaturas. Pero adem4s, otro posible inconveniente es el riesgo
de contaminacion cruzada. Lo que se debe a la formacién de aerosoles que dispersan
la muestra por el liofilizador (Morgan et al., 2006).
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Figura 1.4. Esquema de un sistema de liofilizacion (Singh, 2014).

La excelente calidad de los productos resultantes de la liofilizacion se debe a que la
ausencia de agua liquida y las bajas temperaturas a las que se desarrolla evitan las
reacciones que pudieran deteriorarlos (Ratti, 2001). Se trata de la gran ventaja de esta
técnica, aun asi se ve ensombrecida por su mayor inconveniente. El elevado coste de
operacion requerido para, sobre todo, que el proceso ocurra en condiciones de vacio
(Nijhuis et al., 1998). Es la razén por la que la aplicabilidad de la liofilizacion se reduce
a productos de elevado valor afiadido como los que se tratan en la industria
farmacéutica y biotecnol6gica (Di Matteo et al., 2003). Se hace necesaria, por tanto, la
busqueda de alternativas que suplan las deficiencias de la liofilizacion y el resto de
técnicas actuales de estabilizacion.

1.4 Nuevas técnicas de estabilizacion por deshidratacion. Aplicacion de
ultrasonidos de potencia en el secado convectivo a baja temperatura y
presion atmosférica

El secado convectivo a baja temperatura y presion atmosférica es una alternativa
interesante a la liofilizacion convencional. En esta técnica se emplean temperaturas
inferiores a las de las condiciones ambientales estandar (unos 20°C), ya sea por
encima del punto de congelacion del producto o por debajo (Ozuna et al., 2014). En el
primer caso, el agua se elimina por simple evaporacién, pues la muestra se expone a
una corriente de aire a baja temperatura y con una humedad relativa baja. Al no ser
necesaria una congelacion previa, se evitan la degradacion y disminucion de viabilidad
gue podria sufrir el biocatalizador. Por otro lado, cuando la temperatura del proceso es
inferior al punto de congelacién del producto, la evaporacion del agua ocurre por
sublimacion. Esta ultima modalidad también se conoce como liofilizaciébn a presién
atmosférica (Di Matteo et al., 2003), y la calidad de los productos resultantes compite
con la de los que se obtienen en la liofilizacion convencional (Alves-Filho et al., 2006;
Santacatalina et al., 2012; Soriano, 2014; Garcia-Pérez, 2007). La principal ventaja de
las técnicas de secado a baja temperatura es que eliminan la necesidad de una
camara de vacio y del equipo auxiliar asociado. Ademas, permiten reducir el impacto
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medioambiental facilmente mediante el uso de algun refrigerante poco contaminante,
como es el CO, (Garcia-Pérez, 2007). Otra ventaja de esta técnica es que al no
requerir condiciones de vacio, se facilita enormemente la produccion en continuo, que
es muy recomendable a escala industrial. Incluso es factible la utilizacién de otros
gases alternativos al aire como el CO, o el N, para evitar la oxidacion durante la
deshidratacion. Sin embargo estas tecnologias presentan un gran inconveniente, y es
el largo tiempo de proceso requerido para deshidratar el producto (Garcia-Pérez et al.,
2012).

El problema se puede solucionar en cierta medida utilizando formas de energia
adicionales como las microondas, la radiacion infrarroja y las ondas de radio, que se
han aplicado a este fin con éxito sobre productos agroalimentarios (Vega-mercado et
al., 2001; Chua y Chou, 2005; Mongpraneet et al., 2002; Chou y Chua, 2001). Estas
formas de radiacién permiten acelerar el proceso de secado gracias al aporte de calor
sensible al producto. Sin embargo, no parece una buena alternativa, ya que existe un
riesgo importante de sobrecalentamiento si el control de la aplicaciébn no es preciso
(Schossler et al.,, 2012). Sobre todo cuando se trata de material sensible como los
biocatalizadores. Los ultrasonidos de potencia se erigen frente a estas técnicas como
una alternativa eficaz. Ya que al tratarse de una tecnologia no-térmica, no producen un
calentamiento significativo en el material (Soriano, 2014; Garcia-Pérez, 2007). Asi, se
evita el efecto del sobrecalentamiento y los dafios que éste pudiera causar sobre la
muestra.

Los ultrasonidos son ondas mecanicas, es decir, requieren un medio para propagarse.
Se consideran ultrasonidos a aquellas ondas acusticas que poseen una frecuencia
superior a 20 kHz, el umbral de audicion del oido humano (Oliucha-Moreno, 2012). Y
como cualquier onda, poseen tres parametros principales que los caracterizan:
intensidad o amplitud, frecuencia y velocidad. Asi, se pueden distinguir por un lado los
ultrasonidos de sefal, también conocidos como de baja intensidad o de alta
frecuencia. Y por otro los ultrasonidos de potencia, que poseen alta intensidad o baja
frecuencia (Awad et al., 2012). Las aplicaciones de los ultrasonidos de sefial se basan
en que algunos de los parametros que caracterizan la onda ultrasénica varian en
funcion de las propiedades fisicas del medio que atraviesa, y de ello se puede extraer
informacion util (Corona et al., 2014). Mientras que los ultrasonidos de potencia se
utilizan para provocar cambios o acelerar la cinética de transferencia de materia
durante un proceso (Oliucha-Moreno, 2012).

A la hora de aplicar los ultrasonidos de potencia en un proceso industrial se requieren
tres elementos fundamentales: generador, transductor y emisor (Figura 1.5). El
generador transforma la sefial eléctrica de la red a la frecuencia deseada. El
transductor convierte la sefial eléctrica de alta frecuencia en vibraciones mecénicas. El
ultimo elemento, el emisor, irradia la energia acustica producida por el transductor al
medio a tratar (Garcia-Pérez, 2007; Soriano, 2014).
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Figura 1.5. Sistema de aplicacion de ultrasonidos. 1. Generador/Amplificador, 2. Transductor
piezoeléctrico, 3. Emisor de placa escalonada (Garcia-Pérez, 2007).

La aplicacion de ultrasonidos en medios gaseosos como el aire presenta algunas
dificultades técnicas. Y la transferencia de energia acustica a la muestra es una de
ellas. Esto se debe a que la diferencia de impedancia acustica entre emisor y aire, y la
absorcion de energia por parte de este Ultimo son elevadas (Garcia-Pérez et al.,
2006). Para solucionar este inconveniente es necesario conseguir una buena
adaptacion de impedancia entre el emisor y el aire, grandes amplitudes de vibracion y
una elevada concentracién de energia (Gallego-Juarez et al., 1999). En los dltimos
afios se han disefiado sistemas que permiten la aplicacién eficaz de ultrasonidos en
medios gaseosos, y con ellos se ha conseguido mejorar el secado convectivo de
algunos alimentos. Estos sistemas difieren en cuanto a la forma del emisor y el modo
de actuaciéon. Pudiéndose distinguir por un lado emisores de placa escalonada
rectangular o circular (Figura 1.6 A) y, por otro, emisores de cilindro vibrante (Figura
1.6 B). Los primeros actdan por contacto directo con la muestra, lo que facilita la
transferencia de energia acustica (Gallego-Juarez et al., 2007; De la Fuente et al.,
2006). Pero presentan como inconveniente la reducida capacidad de adaptacion a los
sistemas de secado convectivo convencionales (Soriano, 2014). Los emisores de
cilindro vibrante constituyen una solucién a este problema, pues actian sin necesidad
de que exista contacto directo con el producto. En este tipo de emisor, son las propias
paredes del cilindro las que irradian energia acustica al medio (Garcia-Pérez, 2007).

Figura 1.6. (A) emisor de placa circular. Este tipo de emisor actla por contacto directo con la
muestra. (B) emisor de cilindro vibrante. En este caso no existe necesidad de contacto entre
el emisor y el producto (Garcia-Pérez, 2007).

Durante el proceso de secado, el transporte de agua desde la muestra esta limitado
por dos resistencias: resistencia interna y resistencia externa. La resistencia interna se
opone al movimiento del agua en el interior del producto a secar. La resistencia
externa controla el movimiento de agua entre la superficie de la muestra y el aire, y
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depende del espesor de la capa limite de conveccion (Mulet et al., 2011). El papel de
los ultrasonidos consiste en aportar la energia necesaria para superar esas
resistencias. Al aplicarlos, se producen una serie de rapidas compresiones y
rarefacciones que hacen que el agua contenida en la muestra salga a la superficie y
pueda contactar con la corriente de aire a baja humedad relativa (Chemat et al., 2011).
Esto ocurre gracias a la generacion de microcanales que facilitan el movimiento de las
moléculas de agua hacia el exterior (Garcia-Pérez, 2007).

Generalmente, la aplicacion de ultrasonidos en medio liquido o ultrasonicacion se
utiliza para inactivar enzimas y microorganismos (Ercan y Soysal, 2013). De hecho, la
mayoria de la bibliografia existente se refiere a su uso para tal objetivo (Piyasena et
al., 2003; Chemat et al., 2011). Pero en este caso la finalidad y las condiciones en las
gue se realiza el proceso son distintas. Pues la estabilizacion de biocatalizadores
busca mantener la viabilidad de la estructura biolégica durante el mayor tiempo
posible. Y ademds, el medio de secado es gaseoso. Por lo que los fenbmenos
responsables de la inactivacion de biocatalizadores como la cavitacion, la formacion
de radicales libres y las altas temperaturas sencillamente no ocurren en la medida en
gque puedan dafiarlos (Earnshaw et al., 1995). Este estudio es, por tanto, una primera
incursidn en un area tan poco explorada como es la aplicacion de los ultrasonidos a
los procesos de estabilizacion de biocatalizadores.
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2. Objetivos

El objetivo general del presente proyecto es determinar la viabilidad del secado a baja
temperatura asistido por ultrasonidos de potencia en la estabilizacion por
deshidratacion de biocatalizadores microbianos, como la levadura Saccharomyces
cerevisiae. Para alcanzar este objetivo general, se plantearon los siguientes objetivos
particulares:

e Determinar la influencia de los ultrasonidos de potencia sobre la cinética de
secado a baja temperatura de la levadura.

e Modelizar las cinéticas de secado para cuantificar la influencia de los
ultrasonidos de potencia en los fenbmenos de transporte de materia durante el
secado a baja temperatura.

e Analizar y comparar la viabilidad de la levadura deshidratada en funcién de la
técnica de secado utilizada.

11
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3. Materiales y Métodos

3.1 Materia prima y tratamiento pre-secado

El biocatalizador empleado en este trabajo es la levadura Saccharomyces cerevisiae
para panificacion. El formato del que se partié para realizar las experiencias fue el de
“Levadura fresca o prensada” (Lezcano, 2012) de la marca Levital (Figura 3.1), que se
adquiri6 en un supermercado local (Valencia, Espafia). Se trata de bloques de
levadura prensada de aproximadamente 25 g que se venden en packs de dos blogues
por unidad. La levadura asi adquirida era almacenada inmediatamente en refrigeracion
a 3°C. La determinacion del contenido en humedad inicial de los blogues se realizé
colocando las muestras en una estufa a 70°C y 0.2 bar hasta alcanzar un peso
constante (72 horas) (AOAC, 1997).

Figura 3.1. Bloques de levadura fresca o prensada.

Cada experiencia de secado se realizé a partir de un Gnico bloque de levadura. Asi,
los bloques se homogenizaron con ayuda de un mortero, tomandose 15 g para las
experiencias de secado, 0.5 g para los ensayos de viabilidad (control) y la muestra
restante para la determinacién del contenido de humedad inicial. De esta manera, se
pudo estudiar el efecto de la técnica de secado sobre la viabilidad sin que los posibles
efectos de la heterogeneidad del bloque comercial interfirieran en los resultados.

Para las experiencias de secado, se colocaron 15 g de levadura fresca homogenizada
en placas Petri estériles (diametro 8.5 cm) y se les afiadié 6 g de agua destilada con el
fin de elaborar una pasta de textura densa similar al sedimento de un cultivo en medio
liqguido de esta levadura. La pasta de levadura presentd una altura de
aproximadamente 3 mm en la placa Petri. Tras envolverla con film de plastico para
evitar cambios en la humedad, se congel6 colocandola a -28°C durante 24 horas, tras
las cuales se inicié el secado. Este procedimiento fue comun a todas las experiencias
de secado realizadas, de manera que los posibles dafios celulares por la congelacion
afectaron por igual a todas las muestras.

A la hora de manipular las muestras, se tuvo especial precaucién en que todos los
utensilios utilizados para cortar o triturar los bloques de levadura se encontraran
esterilizados, o en las condiciones mas asépticas posibles con el fin de evitar
contaminaciones. Para ello, se utilizé un autoclave (P Selecta Presoclave 75) y alcohol
etilico (96°) como agente antiséptico.

12
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3.2 Técnicas de estabilizacion. Condiciones experimentales

En este trabajo se utiliz6 la deshidratacion como técnica de preservacion o
estabilizacibn de la levadura. Se emplearon y compararon tres técnicas de
deshidratacion diferentes: liofilizacion convencional (LF), secado convectivo a baja
temperatura (-10°C) y presion atmosférica sin aplicacion de ultrasonidos de potencia
(SUS), y secado convectivo a baja temperatura y presion atmosférica con aplicacion
de ultrasonidos de potencia (US). Todas las experiencias se realizaron por triplicado.

El secadero convectivo utilizado en las experiencias SUS y US (Figura 3.2) permite de
manera automatica registrar el peso de las muestras a intervalos establecidos por el
usuario (10 minutos). De manera que se puede obtener la cinética de secado y
finalizar el proceso de manera automatica cuando se alcanza una pérdida de peso
establecida, que en este caso se fijo en el 75%. Ademas, permite ajustar la velocidad y
temperatura del aire que se hace circular a través del sistema. Estos parametros se
establecieron en 2 m/s y -10°C respectivamente para todas las experiencias. En la
Figura 3.2 se muestra un esquema de este equipo que se describird con mas detalle
en la seccion 3.3.
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Figura 3.2. Esquema del secadero convectivo utilizado para realizar las experiencias SUS y US (Garcia-Pérez et al., 2012). 1.
Sensor de temperatura y humedad relativa; 2. Resistencia eléctrica; 3. Camara de las bandejas de desecante; 4. Ventilador
centrifugo; 5. Sensor Pt-100; 6. Anemémetro; 7. Tubo retractil; 8. Dispositivo para carga muestra; 9. Mecanismo de
desplazamiento vertical; 10. Cilindro vibrante; 11. Transductor ultrasénico; 12. Médulo de pesada; 13. Intercambiador de calor.

En el caso de las experiencias LF, el liofilizador utilizado (LyoQuest, Telstar, Terrasa,
Espafa) no permite realizar la pesada de las muestras durante la deshidratacion. De
este modo, se realizaron experiencias en “batch” de 24 h con una temperatura del
condensador y de las bandejas de -50 y 0°C, respectivamente. Estas condiciones de
secado permitieron alcanzar el 75% de pérdida de peso de las muestras.
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Las placas Petri destapadas se colocaron en las bandejas del liofilizador dispuestas en
vertical (Figura 3.3).

Figura 3.3. Liofilizador de bandejas.

3.3 Secadero convectivo a baja temperatura
3.3.1 Adecuacion de las muestras

En el caso de las experiencias SUS y US, la colocacion de las Placas Petri se llevo a
cabo mediante un portamuestras especialmente disefiado para esta aplicacion (Figura
3.4). Se trata de un angulo recto de madera que en su parte horizontal dispone de una
plataforma para la colocacion de la Placa Petri. Mientras que su parte vertical se une a
una estructura que queda directamente colgada de la balanza.

Figura 3.4. Portamuestras utilizado en la liofilizacion a presion atmosférica.

La camara de secado consiste en un cilindro vibrante de aluminio excitado
acusticamente en cuyo interior se introduce la placa Petri (Figura 3.5). A través del
cilindro circula la corriente de aire con las condiciones de velocidad y temperatura
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ajustadas por el usuario, en este caso -10°C y 2 m/s. Las dimensiones del cilindro
vibrante son de 120 mm de diametro exterior, 10 mm de espesor y 310 mm de
longitud. Cuando este sistema ultrasénico se excita con una potencia eléctrica de 75
W, es capaz de crear un campo acustico de alta intensidad (hasta 154 dB). El aluminio
empleado en su construccién presenta excelentes propiedades elasticas y menos
problemas térmicos que otros materiales con propiedades similares (Garcia-Pérez,
2007).

Figura 3.5. Camara de secado convectivo con amplificador cilindrico.

3.3.2 Regulacién de velocidad, temperatura, humedad relativa y sistema
ultrasoénico

La corriente de aire que atraviesa el cilindro vibrante es producida por un soplante
(COT-100, Soler y Palau, Espafia). Un anemoémetro (+0.1 m/s; 1468, Wilh. Lambrecht
Gmbh, Alemania) mide la velocidad de esta corriente, y para controlarla se utiliza un
PLC (Programmable Logic Controller, cFP-2220, National Instruments, EE.UU), que
actia mediante un algoritmo PID (Proporcional Integral Derivativo) sobre un variador
de frecuencia (MX2, Omron, Japén). De esta manera se logran el minimo de errores y
la estabilidad necesarios para que el sistema funcione correctamente.

El control de la temperatura se consigue combinando un intercambiador de calor tipo
carcasa y tubos (Area 13 m?, Fimetal, Espafia), y unas resistencias eléctricas (potencia
méxima de 2500 W, 230 V). El primero emplea un fluido refrigerante glicol-agua 45 %
v/v proporcionado por un enfriador (KAE evo-12) que suministra un caudal de 150
L/min a -22°C. Asi, cuando el flujo de aire pasa por el intercambiador de calor
disminuye su temperatura. Como ocurre con la velocidad del aire, la temperatura se
controla mediante el PLC y un algoritmo PID, que actia en este caso sobre las
resistencias eléctricas. Una sonda Pt-100 es la encargada de medir la temperatura del
aire a la entrada de la cAmara de secado.

Se utilizan sensores combinados de humedad relativa y temperatura (KDK,
Galltectmela, Alemania) para medir estas variables en la entrada y salida del
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intercambiador de calor, y a la salida del soplante (Figura 3.2). Y es que para que la
transferencia de agua desde la muestra al aire sea eficaz se debe mantener la
humedad relativa por debajo del 20%. Esto se consigue mediante el uso de bandejas
portadoras de un material desecante (drying beads, 6-8 mm, Rung Rueng Cosulting,
Tailandia) a través de las cuales se hace pasar la corriente de aire. De este modo, se
mantuvo la humedad relativa entre el 5 y 20% durante las experiencias de secado.
Para regenerar el material desecante se seca en una estufa a 250°C durante 5 horas
aproximadamente.

El sistema generador de ultrasonidos se halla compuesto por varios elementos (Figura
3.6). En primer lugar, el generador ultrasonico de potencia (APG-ACO01, Pusonics,
Espafia) es el encargado de generar la sefial eléctrica a la frecuencia de trabajo (21.9
kHz). A continuacion, el amplificador y controlador dinAmico de resonancia
(RMX4050HD, QSC, EE.UU.) toma la sefal eléctrica y la amplifica. La sefial es
acondicionada seguidamente por un adaptador de impedancias (resistencia de 50 a
500 Q e inductancia de 5 a 9 mH, APG-ACO01, Pusonics, Espafia), que la transfiere al
transductor ultrasénico (frecuencia 21.9 kHz, impedancia de 369 Q, potencia maxima
de 90 W). Un amplificador mecanico sirve de puente entre el traductor y el cilindro
radiante, que es el que finalmente irradia las ondas acusticas a la muestra. El
ordenador (PC) permite controlar el sistema generador de ultrasonidos aparte de la
velocidad del aire y la temperatura.
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Figura 3.6. Principales elementos del sistema ultrasonico de potencia (Soriano, 2014).

Por dltimo, el secadero también compone de un modulo de pesaje industrial
(6000+0.01g, VM6002-W22, Mettler-Toledo, EE.UU.) encargado de pesar la muestra y
conectado al PLC mediante un interfaz RS-232.

3.3.3 Sistema de gestion

El sistema de gestién permite iniciar, detener o finalizar el proceso de secado aparte
de controlar las variables que en €l intervienen. Se trata de una aplicacion informatica
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desarrollada en lenguaje de programacién LabView (National Instruments, EE. UU).
Como se observa en la Figura 3.7 A, los médulos de control que aparecen en la
ventana “EXPERIENCIA DE SECADO” posibilitan el ajuste de la temperatura,
velocidad del aire, criterio de finalizacién del proceso e intervalo entre pesadas. Por
otro lado, los indicadores numéricos y graficos muestran las variaciones de
temperatura, velocidad del aire y peso en tiempo real. EI modulo de “MUESTRA”
permite visualizar rdpidamente la variacion de peso sufrida por la muestra y el
porcentaje de peso perdido.

La ventana “CUADRO DE MANDOS” se muestra en la Figura 3.7 B. En ella se puede
observar en primer lugar un esquema del secadero que informa en tiempo real del
valor de las variables principales en distintos puntos del sistema, tales como la
velocidad del aire y la temperatura a la entrada del cilindro, y la humedad relativa del
aire al salir del soplante. En la columna de la derecha se observa el panel “MODULO
SOPLANTE”, en el que se puede ajustar la frecuencia eléctrica y con ella la velocidad
del aire. El “MODULO DE PESADA’ permite tarar la balanza y pesar la muestra
manualmente. Y el interruptor del “MODULO DE RESISTENCIAS” se activa al inicio de
cada experiencia de secado para poder controlar la temperatura.

Al finalizar el proceso, la aplicacién genera un archivo con toda la informacién sobre la
temperatura, humedad relativa, velocidad del aire, fecha, duraciéon y evolucion del
peso de la muestra.
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Figura 3.7. Sistema de gestion. (A) ventana de “EXPERIENCIA DE SECADOQ". (B) ventana
de “CUADRO DE MANDOS.
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3.4 Modelizacién de las cinéticas de secado. Ajuste del modelo.

El modelo empleado para describir matematicamente las cinéticas de secado del lecho
de levaduras, tiene en cuenta tanto la influencia de la resistencia interna como de la
resistencia externa al transporte de agua. Se trata de un modelo difusivo y convectivo,
pues en él se considera que la transferencia de agua desde el producto al aire esta
influenciado por la difusiébn y por el transporte convectivo entre la superficie de la
muestra y el aire. La ecuacion diferencial de difusién para este modelo se obtiene
combinando un balance microscopico de materia en el volumen control con la ley de
Fick (Garcia-Pérez, 2007). La Ecuacion 3.1 muestra la expresion obtenida para una
geometria de lamina infinita, considerando la difusividad efectiva constante, ademas
de la homogeneidad e isotropia de la muestra:

Wp(xt) _ . (62Wp(x,t))

o e, (Ec.3.1)

donde W, es el contenido de humedad local (g agua (w)/g materia seca (ms)); t es el
tiempo (s); x es la direccién de transporte; D, es la difusividad efectiva (m?/s).

La resolucién de esta ecuacion requiere una condicion inicial y dos condiciones de
contorno. En este caso se utiliz6 como condicién inicial el que la humedad de la
muestra a tiempo 0 (W) fuese igual en todos sus puntos (Ecuacién 3.2). Y en cuanto a
las condiciones de contorno, se empleé en primer lugar, aquella que tiene en cuenta la
simetria de la muestra (Ecuacién 3.3). La otra condicién de contorno aplicada es la
gue considera la resistencia externa a la transferencia de materia (Ecuacion 3.4), asi
se considerd que todo el flujo de agua que llega a la superficie del sélido por difusion
se transfiere al aire por conveccion.

Wp(x,0) = W, (Ec.3.2)
OWp(0,Y)
— =0 (Ec.3.3)
oW, (L, t)

t>0; x =L; —Dgpss = K(ayw (L, t) — @aire) (Ec.3.4)

0x
donde ps es la densidad del sélido seco (kg/m®), @are la humedad relativa de la
corriente de aire, K el coeficiente de transferencia de materia (kg w/im?/s) y a,, la
actividad del agua (adimensional). D, describe el movimiento del agua hasta la
superficie de la muestra, y K hace lo propio con el paso del agua a la fase gaseosa.
Ambos constituyen los parametros cinéticos del modelo (Soriano, 2014). Los datos de
desorcion para la levadura S. cerevisiae se tomaron de Luna-Solano et al. (2005) y
fueron contrastados por los presentados anteriormente por Northcote (1953).

La condicién de contorno mostrada en la Ec. 3.4 no permite resolver analiticamente la
ecuacion difusional (Ec. 3.1). Debido a ello se tuvo que aplicar el método numérico de
diferencias finitas implicito mediante un algoritmo programado en MATLAB (The
Mathworks Inc., Massachusetts, USA) (Garcia-Pérez, 2007). De esta manera se pudo
estimar el perfil de humedad de la muestra junto a su valor medio (ambas en funcion
del tiempo de secado), D, y K. Los parametros cinéticos se identificaron en todas las
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cinéticas de secado mediante el ajuste del modelo. Para ello se minimizé la suma de
los errores cuadraticos entre la humedad experimental y la calculada utilizando la
herramienta de optimizacion “fminsearch” disponible en Matlab.

Con el objetivo de evaluar el efecto de la aplicacion de ultrasonidos sobre los
parametros D, y K, se realiz6 ademés un analisis de varianza (ANOVA) (p<0.05) y de
diferencias minimas significativas (LSD, Least Significant Difference) empleando el
software Statgraphics Plus 5.1 (Statistical Graphics Corporation, Warrenton, USA).

Por dltimo, la determinacion de la bondad del ajuste del modelo se evalu6 a partir del
porcentaje de varianza explicada (Ecuacion 3.5) (Lypson y Sheth, 1973) y el célculo
del error medio relativo (Ecuacion 3.6).

SZ
%VAR = [1 - g (Ec.3.5)
y
100 > |Wexp - Wcall
%EMR = Z (Ec.3.6)
N i=1 Wexp

donde S%, es la desviacién estandar de la estimacion; S7 la desviacion estandar de la

muestra; N el nimero de muestras; We,, la humedad media experimental; Wy la
humedad calculada mediante el modelo empleado.

3.5 Tratamiento post-secado

Una vez finalizado el proceso de secado, el producto se homogeniz6 con ayuda de un
mortero para obtener un polvo y se transfirié a un vial de plastico estanco (Figura 3.8).
Este polvo se almacend en refrigeracion (3°C) hasta su caracterizacion, que se realizé
a las 48 horas de la finalizacion de la experiencia de secado.

Figura 3.8. Viales de pléastico conteniendo el biocatalizador en forma de polvo.

La primera prueba de caracterizacion consistio en la determinacion del contenido de
humedad que se realizé de igual modo que para la muestra fresca. Es decir, secando
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el producto a 70°C y vacio durante 48 horas. La caracterizaciéon se completé con el
analisis de viabilidad por recuento de colonias en placas y mediante analisis
microestructural por tincion, técnicas que se detallan a continuacion.

3.6 Andlisis de viabilidad

El cultivo y recuento en placa fue la opcién elegida para llevar a cabo el analisis de
viabilidad. De este modo se compard, la viabilidad de la levadura fresca (Control) y
estabilizada mediante las diferentes técnicas estudiadas (LF, SUS y US).

Para poder llevar a cabo este analisis, primero fue necesario determinar qué dilucién
de la muestra inicial sélida permitia el recuento de las Unidades Formadoras de
Colonias (UFC) ya que es necesario que el numero de UFC por placa esté
comprendido entre 20 y 300 (Breed y Dotterrer, 1916; Nyanga y Nout, 2012). Para ello
se tomaron 0.5, 1 y 1.5 g del blogue de levadura fresca que se diluyeron en 50 mL de
solucion salina (0.85% NaCl y agua destilada). La solucion salina impide los efectos
gue pudiera causar la diferencia de concentracion de iones a ambos lados de la
membrana plasmatica, pues aporta las condiciones isotonicas necesarias para evitar
gue las células estallen. Las mezclas obtenidas se tomaron como punto de partida
(dilucién 1:1) para obtener series de diluciones de hasta 1 parte de muestra inicial en
10° de volumen de solucién isoténica, las diluciones se realizaron en tubos de
microcentrifuga. A continuacion, se realizaron las siembras en placas Petri con medio
YEPD (Yeast Extract Peptone Dextrose) de cada una de las diluciones por triplicado.
Todas las siembras se realizaron con la ayuda de material esterilizado, y sobre la
cabina de flujo laminar (Telstar AH-100, Figura 3.9 A).Tras 24 horas de cultivo en
estufa a 33°C, se pudo determinar que la dilucién 1:10° obtenida a partir de 0.5 g de
bloque de levadura fresca era adecuada para el recuento, que se facilit6 mediante el
uso de un contador de colonias manual electrénico (PBI Brand, 89748) (Figura 3.9 B).

B

\" —_— OO
Telstar T ~

AH-100 Q wovo

Figura 3.9. Métodos para el andlisis de viabilidad. (A) cabina de flujo laminar. (B) contador
de UFC manual electrénico.
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El procedimiento para el analisis de las muestras secas fue idéntico al comentado para
la muestra fresca. En este caso, también se utilizaron 0.5 g de muestra deshidratada y
la dilucion 1:10°,

Se realiz6 un andlisis de varianza para determinar si existieron diferencias
significativas en el niumero de UFC para las distintas técnicas de deshidratacion. Con
el objetivo de establecer grupos homogéneos se determinaron los intervalos de Tukey
(p<0.05) empleando el software Statgraphics Plus 5.1 (Statistical Graphics
Corporation, Warrenton, USA).

3.7 Microscopia 6ptica y métodos de tincidn

Con el fin de visualizar el efecto que las distintas técnicas de estabilizacion
estudiadas ejercen sobre la viabilidad de las células, se us6 el método de tincién para
microscopia éptica recogido en Lange et al. (1993). Este método recibe el nombre de
“tincion vital de levaduras”, siendo su composicién la que sigue para un volumen de
100 mL: 0.02 g Azul de metileno, 2.7 g Potasio dihidrogeno fosfato, 0.024 g Di-Sodio
hidrégeno fosfato dodecahidrato y agua desionizada hasta enrasar. Funciona tifiendo
las células muertas de azul oscuro, pues estas, al no poseer actividad enzimatica son
incapaces de reducir el colorante que ha penetrado en su estructura. Las células vivas,
en cambio, se vuelven refringentes, ya que si pueden eliminar el colorante (Painting y
Kirsop, 1989; Spreutels et al., 2014). A la hora de adecuar las muestras para ser
visualizadas al microscopio, se tomaron 0.5 g de levadura seca o fresca que se
disolvieron en 50 mL de solucién isoténica, y tras homogeneizar se colocé la muestra
con ayuda de un cuentagotas de plastico sobre el portaobjetos. A continuacién se
afadié una gota de tincion vital. Las imagenes se tomaron en un microscopio 6ptico
(200X) (Nikon Eclipse 80i, Nikon, Japdén) (Figura 3.10), que dispone de una camara de
video de alta resolucion conectada a un ordenador.

i

Figura 3.10. Equipo de microscopia Optica utilizado para visualizar las células mediante la

tincion vital de levaduras.
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3.8 Disefio experimental

La Tabla 3.1 resume el nUumero minimo de experiencias y cultivos realizados de cada
tipo de técnica estudiada. Como se observa, tanto de LF como de SUS y US se
realizaron al menos tres repeticiones y se cultivaron 3 réplicas de placas control. De
las muestras secas se cultivaron 9 placas por experiencia. Lo que suma un total de 27
placas por técnica. Por ultimo, se llevd a cabo la tincidon vital de las muestras post-
secado de todas las experiencias.

Tabla 3.1. Resumen del nimero de experiencias, cultivos control, cultivos post-secado y tinciones realizados

LF 1 3 9 Si

LF LF 2 3 9 Si

LF3 3 9 Si

SUS 1 3 9 Si

Sus SUS 2 3 9 Si
SUS 3 3 9 Si

us1 3 9 Si

us us2 3 9 Si

us3 3 9 Si
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4. Resultados y Discusion

4.1 Influencia de los ultrasonidos de potencia en el secado a baja
temperatura de S. cerevisiae

4.1.1 Velocidad de secado

En la Figura 4.1 se muestra la variacion de la velocidad de secado frente al tiempo
para las experiencias realizadas a -10°C con (US) y sin (SUS) aplicacion de
ultrasonidos de potencia. Como se ha comentado en la seccién de introduccion, estas
experiencias pueden considerarse como de liofilizacion a presion atmosférica puesto
gue la baja temperatura establecida (-10°C) mantiene la presién de vapor por debajo
del punto triple (Garcia-Pérez et al., 2012). Se puede observar que la evolucion de la
velocidad de secado fue muy diferente en ambos casos, tal y como se explicara a
continuacion.
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0.25 4
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0.15 -

dw/dt

—e
0.05 S—
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dW/dt

20
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Figura 4.1. Variacién de la velocidad de secado (dW/dt) para las experiencias
SUS y US. La gréfica de US muestra en rojo la tendencia que siguen los

La velocidad de secado inicial fue similar en ambos casos (aproximadamente 0.3 g w/g
ms/s), pero su evolucion durante el proceso fue muy diferente. En el caso de las
experiencias SUS, la disminucioén de la velocidad de secado fue progresiva. Pues en la
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Figura 4.1 no se observa ningun periodo de velocidad de secado constante. Asi, la
eliminacion de agua ocurrié en el periodo de velocidad de secado decreciente. Esto
indica que en la superficie del lecho de levaduras aparecieron zonas secas cuya
extension fue creciendo a medida que transcurria el proceso de secado. En cambio,
en las experiencias US, aparecié un periodo de velocidad de secado constante
durante las primeras 8 horas, y a partir de este momento se aprecia una disminucion
gradual de la misma. Esto se debe a que inicialmente la superficie de la muestra se
encontraba completamente himeda, y la aparicion de las zonas secas se retraso. El
simple andlisis de la velocidad de secado pone de manifiesto que los ultrasonidos
provocaron cambios muy importantes en los mecanismos de transporte de agua
durante el proceso, afectando a los mecanismos controladores de la velocidad de
deshidratacion.

En las experiencias sin aplicacion de ultrasonidos de potencia, el mecanismo
predominante fue la difusion molecular del agua en el lecho de levadura (Garcia-Pérez
et al.,, 2012). El agua presente en el interior de la muestra sale al exterior por el
gradiente de presion de vapor existente entre el interior y la superficie de la misma
(Singh, 2014). Cuando llega a la superficie, tiene lugar un discreto proceso convectivo
debido al gradiente de presion de vapor entre el aire y la superficie de la muestra. Sin
embargo, en las experiencias US, ambos mecanismos coexisten durante el periodo de
velocidad de secado constante. En el cual, el control de la pérdida de agua radica en
la conveccion. Este periodo de velocidad constante continGia hasta que el contenido en
humedad de la muestra se reduce a su punto critico (Singh, 2014). A continuacion la
velocidad de secado comienza a disminuir ya que la velocidad de eliminacién de agua
pasa a estar controlada predominantemente por la difusién.

4.1.2 Cinéticas de secado.

La Figura 4.2 muestra las cinéticas de secado a baja temperatura de levadura con
(US) y sin aplicacion de ultrasonidos (SUS). Tal y como se observa en dicha figura, la
aplicacion de ultrasonidos aceleré de manera drastica el proceso de secado respecto a
las experiencias SUS.
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Figura 4.2. Cinéticas de secado de levadura (2 m/s y -10°C) con (US) y sin
(SUS) aplicacion de ultrasonidos de potencia.
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El tiempo requerido en la experiencia SUS para para conseguir un contenido de
humedad de 1 g w/g ms, fue de 43 horas. En cambio, para las réplicas US, se obtuvo
una media de 8 horas. Esto supone un ahorro del tiempo de secado del 80%, que
incluso se incrementaria para contenidos de humedad mas bajos, tal y como se
observa en la Figura 4.2. La reduccion del tiempo de secado es comparable a la
obtenida por Soriano (2014) al aplicar los ultrasonidos de potencia al secado
convectivo de berenjena (87%). Otros estudios de secado a baja temperatura asistido
por ultrasonidos, como los que se llevaron a cabo en Ozuna et al. (2014), Garcia-
Pérez et al. (2012) y Nakagawa et al. (1996), alcanzaron una reduccion de tiempo de
un 54% en bacalao, un 70% en zanahoria y un 80% en bloques de surimi
respectivamente. Parece ser que la porosidad de la muestra favorece el efecto de los
ultrasonidos (Puig et al., 2012). No existen referencias previas sobre la aplicacién de
esta técnica en el secado de levaduras, ni de otros microorganismos, a baja
temperatura.

Uno de los factores determinantes del éxito de una técnica de secado es su
reproducibilidad, lo que es extensible a cualquier otro proceso industrial. Con el fin de
evaluarla, en la Figura 4.3, se comparan todas las repeticiones efectuadas de las
cinéticas US. Tal y como se observa en dicha figura, la aplicacion de ultrasonidos de
potencia al secado convectivo resulta en una técnica de elevada reproducibilidad, con
muy poca variabilidad entre las distintas réplicas. Al ser una técnica de estabilizacion
rapida, el secado US no presentd problemas en cuanto al control de la humedad
relativa.
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Figura 4.3. Cinéticas de secado de levadura (2 m/s y -10°C) con aplicacion
de ultrasonidos de potencia (US). Se muestran todas las réplicas
efectuadas.

En el caso de las experiencias SUS la reproducibilidad fue mucho menor. Entre otros
factores, la elevada duracion del proceso, de hasta varios dias, complico el
mantenimiento de la humedad relativa por debajo del 20%. Por lo que fue necesario
sustituir el material desecante, en mas de una ocasion, durante el transcurso de la
experiencia. La humedad relativa es un factor muy importante en el proceso de secado
convectivo, ya que no influye Unicamente en el gradiente de presién de vapor entre el
lecho de levadura y el aire., sino también en el contenido de humedad de equilibrio y,
de este modo, en el contenido de humedad de la muestra deshidratada. Es necesario
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indicar que en algunas réplicas SUS, no se puedo alcanzar la pérdida de peso pre-
establecida del 75%, quedando su humedad por encima de las experiencias US y de
las liofilizadas (LF). A efectos de comparacion visual, la Figura 4.4 muestra el
resultado obtenido tras someter la pasta de levaduras a las técnicas LF, SUS y US
durante 24 horas.

Figura 4.4. Pasta de levadura deshidratada en placa durante 24 horas mediante liofilizacion
(LF, A), y secado a 2 m/s y -10°C sin (SUS, B) y con (US, C) aplicacién de ultrasonidos de
potencia. Se muestra el aspecto de la placa y del producto homogenizado.
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En las experiencias LF el resultado fue un producto blanco y quebradizo compuesto
por pequefas fibras. Su estructura porosa facilitd la homogenizacion a un fino polvo. El
valor de la humedad final para estos productos LF fue de 0.02 g w/g ms, un 2% de
agua (base humeda, b.h.). Se trata del menor porcentaje de humedad alcanzado a las
24 h de proceso de entre todas las técnicas estudiadas. Por otro lado, el producto SUS
mostré un color mas oscuro que el de LF y una textura mas compacta. El
pardeamiento observado puede ser consecuencia de la exposicion al aire. En vistas a
una aplicacién industrial, el aire podria sustituirse por un gas inerte, como N, 0 CO,,
con el fin de evitar reacciones de oxidacion. Tras 24 h de secado SUS, la muestra aln
se encontraba muy humeda, por lo que el tamafio del grano no pudo ser reducido al de
LF. La dificultad a la hora de reducirla a polvo se debe a que los granulos se unian y
compactaban por el elevado contenido en humedad. El valor de humedad final tras 24
h de secado fue de 1.5 g w/g ms, (60% b.h.). Por ultimo, en las placas US se pueden
observar fisuras y poros originados por efectos mecénicos debido a la incidencia de
las ondas acusticas en la superficie del lecho. Se observan zonas muy pardeadas, que
coinciden con las partes mas cercanas a las paredes de la camara de secado. Este
pardeamiento mas intenso puede explicarse considerando la gran turbulencia que los
ultrasonidos provocan alrededor de las particulas (Garcia-Perez et al., 2012). Las
partes mas oscuras presentaron una mayor dureza debida, probablemente, al mayor
grado de deshidratacién. La humedad tras 24 h de la pasta US fue practicamente
similar a LF (0.07 g w/g ms, 6% b.h.).

4.1.3 Modelizacién de las cinéticas de secado

En vistas a cuantificar la influencia de los ultrasonidos de potencia sobre los
mecanismos de transporte de materia, se describieron matematicamente las cinéticas
de secado mediante un modelo difusivo y convectivo. El ajuste del modelo a los datos
experimentales permitié identificar la difusividad efectiva (De) y el coeficiente de
transferencia de materia (K). Se trata de los parametros cinéticos del modelo, y
aportan informacion acerca de la importancia que poseen los dos mecanismos
considerados sobre el control de la transferencia de materia: la difusién a través del
interior de la muestra y la conveccién en la superficie. En la tabla 4.1 se muestran los
valores promedio de D, y K obtenidos a partir de las experiencias SUS y US
realizadas.

Tabla 4.1. Modelizacion de las cinéticas de secado mediante un modelo difusivo
y convectivo.

Kx10* (g w/m?/s) 1.72+1.21 2.59+0.30
Dex10" (m?/s) 0.49:0.141 216.33+92.39
VAR (%) 99.2 99.4
EMR (%) 3.4 2.9

D.: difusividad efectiva + desviacién estandar, K: coeficiente de transferencia
de materia + desviacion estandar, VAR (%): varianza explicada, EMR (%): error
medio relativo.
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Los porcentajes de varianza explicada (VAR) junto a los de error medio relativo (EMR)
indican que el ajuste del modelo fue satisfactorio. La VAR superé, tanto en SUS como
en US, el 99%, y el EMR present6 valores inferiores al 10%. La Figura 4.5 A permite
corroborar de manera visual la bondad del ajuste. Tal y como se observa en dicha
figura, el ajuste del modelo a las cinéticas de secado SUS y US es muy preciso, ya
que la curva formada por los datos calculados se solapa con la de los datos
experimentales. Este mismo hecho se pone de manifiesto en la Figura 4.5 B, donde
los valores experimentales y calculados se comparan para una experiencia US.
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Figura 4.5. (A) Modelizacion de cinéticas de secado de levaduras a 2 m/s
y -10°C con (US) y sin (SUS) aplicacién de ultrasonidos. (B) Comparacion
de la humedad experimental y calculada para la experiencia US

No existen datos en la bibliografia sobre difusividad efectiva para levadura en las
condiciones experimentales de este estudio. Sin embargo, Debaste et al. (2008)
modelizaron el secado en lecho fluido de S. cerevisae aproximando la geometria de
las células a la de esferas. De esta manera ,pudieron determinar un valor de
difusividad efectivo medio, para temperaturas comprendidas entre 25 y 38°C, de
3.6x10™** m?s, que es similar al obtenido en este trabajo para las experiencias SUS.
Estos autores también ponen de manifiesto la importancia de la conveccion y difusion
en el proceso de secado. Spreutels et al. (2013) y Spreutels et al. (2014) abordaron la
modelizacién del secado de levadura por diferentes métodos, entre otros la
atomizaciébn a temperaturas comprendidas entre 30 y 60°C. De esta manera
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comprobaron que la temperatura de secado no es un factor importante Unicamente
para la velocidad de secado, sino que también influye en la viabilidad celular. Este
aspecto se tratara en detalle en el siguiente apartado.

Al comparar los valores de D, y K, se pueden observar diferencias significativas entre
las técnicas SUS y US. El mayor efecto de los ultrasonidos recay6 en la De, con un
incremento de hasta tres 6rdenes de magnitud. Como se comenté en la seccién 4.1.1,
el efecto esponja provocado aumenta la transferencia de agua a través de la
estructura del material durante el secado (Ozuna et al.,, 2011). Esto junto con la
creacion de microcanales y poros facilita la salida de agua hacia el exterior. La
produccion de estos fendmenos se ve reflejada en el aumento del valor de D.. En
cuanto al valor de K, resulta compleja su comparacion entre las experiencias SUS y
US. Ello es debido al reducido papel de la conveccidn en las experiencias SUS. Asi, el
valor de K en las experiencias SUS, se podria considerar un mero artefacto
matematico al no ser significativo en el control de la transferencia de materia. En la
literatura previa se reporta la capacidad de los ultrasonidos de potencia para mejorar el
transporte convectivo como consecuencia de la disminucién de la capa limite de
conveccion provocada por las variaciones de presion, velocidades oscilantes y
generacion de microcorrientes en la interfase sélido-gas (Garcia-Pérez, 2007; Ozuna
et al., 2011). Trabajos futuros deben centrarse en esclarecer si existe una mejora de
los procesos de conveccion en el secado de levadura a baja temperatura con
aplicacion de ultrasonidos.

4.2 Influencia de los métodos de estabilizacién sobre la viabilidad
4.2.1 Recuento de UFC

La Tabla 4.2 muestra el contenido de humedad (expresado en base hiumeda y base
seca) tanto de las muestras control (bloque de levadura fresca), como de los productos
resultantes del procesado mediante las distintas técnicas de estabilizacion estudiadas.
Se muestran ademds los resultados del recuento de UFC (valor medio) expresados
por gramo de materia seca de producto, y por gramo de materia total de producto. Se
asume que el producto esta compuesto por levaduras (materia seca) y agua. En la
Figura 4.6, se muestra graficamente, para una mejor comparacion, el resultado del
recuento de UFC por gramo de materia seca en el producto final.
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Tabla 4.2. Resultados obtenidos en el andlisis de humedad y viabilidad del producto fresco y
deshidratado mediante liofilizacién (LF), y secado a 2 m/s y -10°C con (US) y sin (SUS) aplicacion de
ultrasonidos de potencia.

Control [ F [NSUSI s
Humedad (% b.h.) 67 2.2 42.1 9
W (g W/g ms) 2.03 0.02 0.73 0.1
UFC 91 42 122 173
UFC/g ms x 10" 2.77+0.56 0.43:0.14 1.90+0.76 1.90+0.23
UFC/g x 10" 0.91 0.42 1.08 1.73

Humedad (% b.h.): contenido de agua en base himeda, W: contenido de agua en base seca; UFC:
Unidades formadoras de colonias, UFC/g ms: UFC expresado por gramo de materia seca de producto
+ desviacién estandar, UFC/g: UFC expresado por gramo de materia total de producto.
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Figura 4.6. UFC/g ms para las muestras Control, LF, SUS y US (2 m/s y -10°C).
Se muestran valores medios + desviacion estandar expresados en formato de
grafico de columnas. Las letras (a, b y ¢) muestran grupos homogéneos
establecidos mediante intervalos de Tukey (p < 0.05).

En la Tabla 4.2 se observa que el mayor numero de UFC se obtuvo en muestras US
(173 UFC por placa). Las muestras SUS poseen un valor similar (122 UFC). Mientras
que los valores menores de UFC se obtuvieron para las muestras frescas (91 UFC) y
liofilizadas (42 UFC). Estos resultados no son comparables, ya que el contenido de
agua final altera el sentido de los resultados. Debido a ello, es necesario expresar los
resultados por gramo de materia seca. Asi, en la Figura 4.6, se observa que el secado
conllevo una reduccion significativa (p<0.05) de la viabilidad, pues el numero de UFC
para todas las muestras deshidratadas fue inferior al de la levadura fresca. La
influencia negativa de la deshidratacion en la viabilidad celular ha sido reflejada en la
bibliografia previa (Lemetais et al., 2012). La viabilidad alcanzada en estas muestras
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resultdé mucho mayor que la mostrada por Luna-Solano et al. (2005) en el secado de
levadura por atomizacién. Estos autores muestran una viabilidad de 1.26 x10° UFC/g
ms. Sin embargo, Bayrock e Ingledew (1997) obtuvieron valores de viabilidad similares
a los de este trabajo mediante secado en lecho fluido. Las muestras liofilizadas
presentaron una viabilidad significativamente inferior (p<0.05) a las secadas a baja
temperatura SUS y US. EIl alto nivel de vacio que se aplica durante la liofilizacion
puede repercutir de forma negativa en las células debido al estrés mecanico que
conlleva. Miyamoto-Shinonhara et al. (2010) presentaron valores de viabilidad de
5x10® UFC/g ms para muestras liofilizadas de S. cerevisiae. Sin embargo, no se
encontraron diferencias entre las muestras deshidratadas a baja temperatura SUS y
US. Se trata de un resultado muy interesante, pues a pesar del gran efecto cinético
asociado a la aplicaciéon de ultrasonidos, esta técnica no parece tener un impacto
negativo sobre la viabilidad de las células.

El hecho de que la aplicacién de ultrasonidos sea una tecnologia no-térmica, podria
ser la razon de que la viabilidad de las células no se vea alterada en gran medida
respecto a las muestras frescas. Y ello, a pesar de las agresivas roturas y
deformaciones macroscoépicas que sufre la muestra durante el proceso. Sin embargo,
este resultado abre la puerta a una serie de interrogantes que requieren estudios
adicionales. Como son las condiciones de almacenamiento mas adecuadas, la manera
Optima de rehidratacion o el uso de agentes protectores (Hubélek, 2003; Crowe et al.,
2001). Pues como critican Morgan et al. (2006), la mayoria de los estudios realizados
en el area de estabilizacion de biocatalizadores aportan Unicamente resultados
obtenidos justo al término del procesado. Y es que el problema parece ser el largo
periodo de tiempo necesario para obtener datos reales sobre la variacion de la
viabilidad de las células en condiciones de almacenamiento (Miyamoto-Shinohara et
al., 2006). Por lo tanto, sera necesario llevar a cabo experiencias adicionales para
contrastar estos resultados.

4.2.2 Andlisis microestructural

El resultado extraido del recuento en placa en la seccion anterior, muestra que la
viabilidad de las células sometidas al proceso de liofilizacion LF fue menor que la de
las células estabilizadas mediante SUS y US. Sin embargo, es conocido que las
levaduras S. cerevisiae poseen mecanismos de tolerancia a condiciones que la célula
detecta como extremas. La potenciacién de estos mecanismos puede desembocar en
el estado de anhidrobiosis. En este estado, la célula suspende los procesos
metabdlicos hasta que desaparecen las condiciones no aptas para su crecimiento.
Surge por tanto la pregunta sobre si el menor recuento de UFC hallado para las
experiencias LF se debe a la muerte celular o a la entrada de las mismas en estado de
latencia. La baja temperatura y las condiciones de vacio que se emplean en la
liofilizacion convencional podrian ser detectadas por la célula como condiciones no
aptas para reproducirse. Por ello muchas podrian iniciar la transicion hacia la
anhidrobiosis, y esa seria una de las razones del menor nimero de UFC hallado en
LF. Para tratar de responder a este interrogante se realiz6 un analisis microestructural
aplicando técnicas de tincion (Lange et al., 1993). La Figura 4.7 muestra las imagenes
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de las levaduras sin rehidratacion (Directa), y tras un proceso de rehidratacion en
solucidn salina y en ausencia de nutrientes de 3 horas, y 24 horas.
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Figura 4.7. Tincion de levaduras mediante el método de Lange et al. (1993), realizado para todas
las técnicas estudiadas (incluido el Control), y a distintos tiempos de rehidratacion en solucién
salina sin nutrientes (Directa, 3 horas y 24 horas).

Esta tincion funciona de manera que las células vivas pueden eliminar el colorante de
su citoplasma gracias a que poseen actividad enzimatica, por lo que se observan
como refringentes. Sin embargo, las células muertas no pueden eliminar el colorante
que ha penetrado en su estructura, por lo que se tifien y aparecen de color azul
oscuro. Tal y como se observa en la Figura 4.7., en la muestra fresca casi todas las
levaduras aparecen refringentes, es decir son viables. La imagen LF Directa, muestra
casi un 100% de células azules que, segun este método, deberian considerarse
células muertas. Sin embargo, esto entra en conflicto con los resultados del recuento
en placa. Pues el valor de UFC/g ms obtenido indica que no todas las células LF estan
muertas, ya que poseen capacidad para formar colonias. En los métodos SUS y US se
observan células vivas desde el principio, y el nimero no varia con el tiempo de
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rehidratacion. Es interesante el hecho de que en las experiencias SUS y US solo se
haya observado un niamero pequefio de células en estado de latencia. Este nUmero no
variaba incluso tras 24 horas de rehidratacion. Por lo que el efecto de los ultrasonidos
no parece inducir la transicion al estado de anhidrobiosis. Asi, se plantea la posibilidad
de que las levaduras US puedan ser aplicadas directamente sin necesidad de largos
periodos de reconstitucion. Por el contrario, las células LF refringentes aumentan con
el tiempo de rehidratacién. Llegandose a apreciar incluso un aumento del tamafio
celular a las 24 horas. Esto indica que las células han retomado su actividad
enziméatica y han conseguido eliminar el azul de metileno del citoplasma.

El método de tincion se concibié como una forma de analizar y cuantificar la viabilidad
celular del producto deshidratado. Pero los resultados han puesto de manifiesto que
esta influida por el grado de rehidratacién de la célula. En vistas a trabajos futuros, se
considera necesario determinar las cinéticas de crecimiento de la levadura
deshidratada para poder evaluar con mayor rigurosidad las distintas técnicas de
secado, pero a priori y teniendo en cuenta los resultados obtenidos, se considera que
el secado convectivo a baja temperatura asistido por ultrasonidos es una técnica de
enorme potencial para la estabilizacion de biocatalizadores microbianos.

33



5. Conclusiones



CONCLUSIONES

5. Conclusiones

Las principales conclusiones que se extraen de este trabajo son las que se exponen a

continuacion:

e La aplicacion de ultrasonidos de potencia en el secado convectivo a baja
temperatura (2 m/s, -10°C) de levadura de panificacion (Saccharomyces
cerevisae) increment6 de manera drastica la velocidad del proceso.

e La aplicacion de ultrasonidos modificé los mecanismos de transferencia de
materia que controlan el proceso de secado. Su efecto fue principalmente la
mejora de los mecanismos de difusion interna.

¢ El modelo difusivo y convectivo empleado describié de manera satisfactoria las
cinéticas de secado de la levadura.

e Todas las técnicas de deshidratacién estudiadas disminuyeron la viabilidad
respecto a la levadura fresca.

e La viabilidad de la levadura liofilizada fue inferior a la de las deshidratadas a
baja temperatura con y sin aplicacién de ultrasonidos.

e La aplicacion de ultrasonidos no afecté de manera significativa (p<0.05) a la
viabilidad de este biocatalizador.

e El analisis microestructural reveld que la transicién de las células al estado de
latencia y la muerte celular fue menos evidente en la levadura secada a baja
temperatura con y sin aplicacién de ultrasonidos que en las muestras
liofilizadas. Por lo tanto, se puede considerar que el secado convectivo a baja
temperatura es una técnica de estabilizacion no agresiva.

o En base a los resultados obtenidos, se puede afirmar que el secado convectivo
a baja temperatura asistido por ultrasonidos de potencia es una tecnologia que
presenta un enorme potencial de cara a la estabilizacion de biocatalizadores

microbianos.
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