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La levadura Kluyveromyces marxianus cultivada en lactosuero representa un sistema con
potencial de valorizacién funcional. Este trabajo evalu6 su secado por aspersion mediante
encapsulacién proteico-polisacarida basada en WPC y pectina. La formulaciéon con
trehalosa y extracto de levadura mejoro la viabilidad post-secado respecto a las celulas libre,
alcanzando una supervivencia del 23,83 % y preservando parcialmente la viabilidad celular
y respaldando su potencial desarrollo como producto probiotico.
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INTRODUCCION

La levadura K. marxianus destaca en la biotecnologia
industrial 'y alimentaria debido a su rapido
crecimiento,  termotolerancia y  versatilidad
metabdlica para asimilar diversas fuentes de carbono
(BILAL et al.,, 2022). Esta capacidad le permite
desarrollarse con éxito en sustratos no convencionales
como melazas, hidrolizados vegetales o lactosuero.
Este ultimo representa un medio compatible y de bajo
costo que, ademas de permitir la valorizacién de un
subproducto agroindustrial, contribuye a mitigar el
impacto ambiental derivado de su alta carga organica
y demanda biolégica de oxigeno (DREZEK et al.,
2023; TESFAW et al., 2021).

Mas alla de la aptitud industrial de K. marxianus, la
levadura posee un reconocido potencial probidtico
respaldado por ensayos que demuestran capacidades
de autoagregacion, formacién de biopeliculas,
adhesion a células intestinales y resistencia a
condiciones gastrointestinales simuladas de pH &cido
y sales biliares (MACCAFERRI et al., 2012). Por
ejemplo, la cepa K. marxianus B0399 exhibe efectos

inmunomoduladores in vitro como la reduccién de
citoquinas proinflamatorias, mientras que el analisis
genémico de la cepa DMKU3-1042 revela genes
especificos de respuesta a la desecacién y tolerancia
térmica (LERTWATTANASAKUL et al.,, 2015;
MACCAFERRI et al., 2012). Estos atributos
funcionales se complementan con antecedentes
favorables de seguridad para la especie: K. marxianus
se encuentra incluida en la lista QPS de EFSA para su
evaluacion en aplicaciones alimentarias y/o de
alimentacion animal, mientras que la FDA ha emitido
una carta no questions para biomasa de K. marxianus
inactivada por calor de una cepa especifica (FDA,
2025; EFSA, 2026). Estos antecedentes respaldan el
interés biotecnoldgico de la especie.

En el presente estudio se evalud una cepa en particular,
K. marxianus UP810, la cual ha sido investigada
previamente por el GiiB por su potencial como
levadura probidtica en el ambito de la nutricion
animal, posiciondndose como un candidato de interés
estratégico. En ensayos previos realizados sobre
terneros in vivo se han identificado propiedades
probidticas asociadas a una reduccién sostenida del
colesterol y modulacion de proteinas plasmaticas. A
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su vez, la cepa demostré una notable tolerancia a
condiciones gastrointestinales simuladas, requisito
indispensable para su supervivencia antes de colonizar
el nicho intestinal, asi como una significativa
capacidad de co-agregacion con patdgenos,
alcanzando un 63,79 % con Escherichia coli y un
50,68 % con Salmonella Typhimurium. Estos
indicadores sugieren un potencial prometedor para la
exclusion competitiva de patdgenos en el tracto
digestivo veterinario.

No obstante, la traslacién de estas aptitudes bioldgicas
desde el laboratorio hasta las raciones animales exige
obtener un producto tecnolégicamente viable. El
secado por aspersion (spray drying) surge como la
alternativa mas eficiente y escalable para generar
formulaciones en polvo, aunque el estrés térmico y
osmético del proceso compromete severamente la
supervivencia celular, haciendo de la preservacion de
la viabilidad durante el secado y almacenamiento un
desafio critico que usualmente requiere el disefio de
matrices poliméricas de encapsulacion (OLIVEIRA et
al., 2024).

En este ambito, las revisiones globales sobre la
proteccion de levaduras exponen limitaciones
fisicoquimicas en los enfoques previos. Al analizar el
uso de polimeros como el quitosano combinados con
coberturas proteicas de suero, se reporta que los
valores de pH acido provocan la protonaciéon del
quitosano; esto no solo altera la dindmica de la matriz,
sino que activa su accién antimicrobiana inherente,
comprometiendo la viabilidad de las propias levaduras
encapsuladas  (OLIVEIRA et al, 2024).
Adicionalmente, existe un vacio en el desarrollo de
matrices disefiadas exclusivamente para el sector
veterinario y, dado que la tolerancia al estrés térmico
y al transito digestivo es estrictamente cepa-
dependiente, resulta inviable generalizar los hallazgos
de la literatura para nuevos aislamientos.

Como la tolerancia al estrés térmico y osmotico
presenta una alta variabilidad fenotipica entre
diferentes aislamientos, no siempre es posible
extrapolar los resultados de la bibliografia a nuevos
materiales bioldgicos. Por lo tanto, se vuelve
fundamental evaluar el comportamiento especifico de
K. marxianus UP810 en nuevas matrices de
proteccion, justificando este estudio para desarrollar
un sistema compatible y fijar un precedente robusto
para esta cepa.

El objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto
de matrices basadas en coacervados y adyuvantes
sobre la viabilidad possecado de K. marxianus UP810.
Para ello, se realizaron cultivos en lactosuero, se
cosecho la biomasa obtenida y se aplicaron estrategias

de encapsulacion como proteccién celular frente al
proceso de deshidratacion. EIl estudio permiti6
identificar una condicion preliminar favorable de
formulacion y  secado, contribuyendo  al
aprovechamiento y valorizacion biotecnolégica del
lactosuero, y a la obtencion de un producto estable con
potencial funcion probidtica.

MATERIALES Y METODOS
Microorganismo y condiciones de activacion

Se utilizé una cepa de K. marxianus UP810 licenciada
por UNL-CONICET a la empresa UpBio S.A.S. Para
su activacién, se inoculé un medio de -cultivo
compuesto por 20 g/L de lactosa y 10 g/L de extracto
de levadura. El escalado de biomasa se realizd de
forma secuencial en Erlenmeyers, iniciando en un
volumen de 100 mL hasta alcanzar los 500 mL. En
todos los estadios de reactivacion se mantuvo un
volumen de llenado equivalente al 20 % de la
capacidad total del recipiente, garantizando una
adecuada transferencia de oxigeno mediante agitacion
orbital constante.

Produccién de biomasa

Una vez verificada la fase de crecimiento exponencial
de la levadura, se procedio a la preparacion del cultivo
en un sistema operado en modalidad batch. Para ello,
se empled una botella de vidrio borosilicato de 2 L
cargada con agua destilada, equipada con un agitador
magnético y un sistema de difusion de aire, la cual fue
esterilizada en su conjunto mediante autoclave.
Posteriormente, y bajo condiciones asépticas, se
incorporé lactosuero en polvo comercial (Yeruva
S.A.), asumiendo una carga microbiana nativa
despreciable frente al inéculo hasta alcanzar un
volumen final de 1,8 L con una concentracion de 62,5
g/L (6,25 % plv), seleccionada para equiparar la carga
de lactosa presente de forma natural en el lactosuero
liquido. Finalmente, el sistema fue inoculado para
iniciar el proceso fermentativo.

Tras 24 horas de fermentacién, se determind la
concentracion celular mediante recuento en cdmara de
Neubauer, fijando como criterio de aceptacién una
densidad superior a 1x108 células/mL. La biomasa
total fue cosechada por centrifugacion y el sedimento
himedo resultante (barro de levadura) fue pesado para
su posterior acondicionamiento.



Preparacion de la matriz base de encapsulacion y
acondicionamiento

La encapsulaciéon de la biomasa de K. marxianus
UP810 se realiz6 mediante coacervacion compleja en
un sistema ternario compuesto por concentrado de
proteina de suero (WPC) y pectina como polimeros
encapsulantes, e incluyendo lactosa como agente
protector. Las concentraciones finales de los
componentes en la matriz base, previo a la induccién,
fueron de 1,0 % p/v de WPC, 0,25 % p/v de pectina,
2,5 % plv de lactosa y una carga de biomasa celular
equivalente al 12,5 % p/v, expresada como biomasa
himeda.

La transicién de fase y formacién de las capsulas se
indujo por el descenso controlado del pH hasta un
valor critico de 3,3, mediante la adicién de &cido
citrico al 10 % p/v. Tras un periodo de maduracién y
equilibrio térmico a ~4 °C durante 12 horas, la fase
inferior concentrada (coacervado que contiene las
células encapsuladas) se separ6 por decantacion del
sobrenadante acuoso y se reservé como alimentacion
para el proceso de secado por aspersion.

Disefio  experimental vy
tratamientos adyuvantes

preparacion  de

Con el proposito de realizar un ensayo de screening
tecnoldgico preliminar para evaluar el efecto de la
encapsulacién y de la incorporacion secuencial de
diferentes agentes de carga y termoprotectores sobre
la viabilidad celular post-secado, se definieron seis
condiciones experimentales. La levadura sin
encapsular se utilizd6 como control de células libres
frente al proceso de secado (sC), mientras que la
levadura encapsulada Gnicamente en la matriz WPC-
pectina-lactosa se  consider6 como  control
encapsulado (C). A partir de esta condicion se
incorporaron adyuvantes de manera secuencial.

Las condiciones evaluadas se definieron de la
siguiente manera:

e sC: levadura sin encapsular, utilizada como
control del efecto del secado por aspersion sobre
células libres.

e C: levadura encapsulada en la matriz base WPC-

pectina-lactosa, sin adicion posterior de
adyuvantes.
e C+M: matriz base complementada con

maltodextrina como agente de carga.

e C+M+L: matriz base complementada con
maltodextrina y leche en polvo descremada.

e C+M+L+T: matriz base complementada con
maltodextrina, leche en polvo descremada y
trehalosa como agente termoprotector y
estabilizante frente a la deshidratacion.

e C+M+L+T+E: matriz base complementada con
maltodextrina, leche en polvo descremada,
trehalosa y extracto de levadura como aditivo
nutricional complementario.

Los componentes adyuvantes se prepararon
individualmente en soluciones concentradas justo
antes del proceso de secado, asegurando su correcta
homogeneizacion y ajustando su pH a un rango de
3,3-3,5, equivalente al de la matriz de las capsulas,
para evitar la desestabilizacion del coacervado.
Posteriormente, las soluciones de adyuvantes
correspondientes a cada tratamiento se incorporaron y
mezclaron suavemente con la suspensién de capsulas
en una relacion estandarizada 1:1 (v/v), previo al
secado por aspersion.

Secado por atomizacién (spray drying)

El secado de la fase concentrada se llevé a cabo en un
secador por aspersion a escala de laboratorio (Yamato
Spray Dryer ADL311S, Japon), facilitado por el
Departamento de Tecnologia de Alimentos de la
Facultad de Ingenieria Quimica (FIQ-UNL, Santa Fe,
Argentina). Las condiciones operativas del equipo se

mantuvieron constantes bajo los siguientes pardmetros
de control:

e Temperatura de entrada del aire: 120 °C

e Temperatura de salida del aire: 60 °C

e Presion del aire de atomizacion: 0,15 — 0,20 MPa

e Flujo del soplador: 3 m3/min

e Caudal de alimentacion: 2,5 mL/min
Caracterizacion del polvo obtenido

Las muestras en polvo deshidratadas fueron evaluadas
en funcidn de tres variables de respuesta:



e Humedad residual: determinada analiticamente
mediante balance de masa gravimétrico por
desecacion.

e Rendimiento del proceso: calculado como la
relacion porcentual entre los solidos secos
recuperados y los solidos totales alimentados al
sistema.

e Viabilidad celular post-secado: cuantificada
mediante recuento microbioldgico utilizando la
técnica de siembra por gota en superficie. Los
resultados se expresaron en unidades formadoras
de colonias por gramo de producto seco (UFC/qg).
La supervivencia pos-secado se calcul6 como el
cociente entre las UFC recuperadas después del
secado y las UFC presentes en la alimentacién
antes del secado, expresado como porcentaje

RESULTADOS Y DISCUSION
Mecanismo propuesto de ensamblaje electrostatico

A partir de las propiedades de carga de los
componentes a pH 3,3, se propone un modelo
conceptual de interacciones electrostaticas para
explicar la formacion de la matriz protectora (Figura
1). Tedricamente, el proceso se regiria bajo un
mecanismo de coacervacién compleja y ensamblaje
electrostatico capa sobre capa, viéndose favorecido
por las caracteristicas superficiales de los materiales
bajo las condiciones operacionales del ensayo. A este
valor de pH, la pared celular de K. marxianus exhibe
una carga neta negativa debido a la ionizacion de los
grupos funcionales (como fosfatos y carboxilos) de
sus componentes de pared. Esta condicion permitiria
el establecimiento de interacciones electrostaticas
directas con el WPC, dado que el pH de trabajo se
encuentra por debajo del punto isoeléctrico promedio
de las proteinas del suero (~4,5-5,2), el WPC adquiere
una carga neta positiva, actuando tentativamente como
una primera capa de recubrimiento acoplada a la
superficie celular. Por su parte, la pectina (con carga
neta negativa) se incorporaria en la periferia de este
complejo al interactuar con los grupos positivos
remanentes del WPC, generando una red de
coacervado capaz de conferir rigidez estructural al
sistema y atrapar moléculas neutras hidrofilicas como
la lactosa.

Matriz de Encapsulacion
de Coacervado Complejo \ &

Lactosa
(molécula neutra)

Pared Celular

WPC
(carga neta +) —>

Pectina
(carga neta -)

Interacciones
Electrostéticas
Directas

Figura 1. Esquema conceptual propuesto de las
probables interacciones electrostaticas entre la
levadura y los polimeros encapsulantes. Generada
por 1A,

Rendimiento del proceso y humedad residual

El rendimiento del proceso de secado por aspersion
para las capsulas de K. marxianus UP810 se ubic6 en
un promedio del 52,79 %. En este tipo de operaciones,
balancear la recuperacion de polvo sin comprometer
la supervivencia de las células representa un desafio
técnico complejo, debido a que los fenébmenos de
termoplasticidad de los azucares, como la lactosa
presente en la matriz, suelen generar pérdidas por
adherencia en las paredes de la cAmara.

Por su parte, los polvos obtenidos exhibieron una
humedad residual de 6,87 %. La eleccion de 120 °C
como temperatura de entrada se fundament6 en
ensayos preliminares de  screening, donde
temperaturas  inferiores  resultaron en  una
deshidratacion insuficiente y humedades residuales
elevadas, mientras que temperaturas superiores
afectaron drasticamente la viabilidad celular. Bajo la
condicién seleccionada de 120 °C, el sistema alcanzo
un compromiso adecuado. Controlar este valor es
fundamental debido a que una alta humedad residual
compromete la estabilidad fisica del polvo durante el
almacenamiento, asimismo, la composicién vy
concentracion de los aditivos utilizados como
materiales de pared modifican la estructura de la
matriz durante el proceso, influyendo directamente en
la transferencia y retencion de agua en las particulas
finales (PUDZIUVELYTE et al., 2025).

Efecto de la encapsulacion y de los adyuvantes
sobre la viabilidad post-secado

La evaluacién de la supervivencia celular post-secado
(Figura 2) reflej6 marcadas tendencias de variacion
entre las distintas formulaciones analizadas. La
levadura sin encapsular (sC) presentd una viabilidad
residual de 0,17 %, lo que evidencia la elevada
sensibilidad de las células libres frente a las



condiciones combinadas de estrés térmico vy
deshidratacion propias del secado por aspersion.

La aplicacion de la matriz base de coacervado (C)
incremento la viabilidad hasta 1,58 %, equivalente a
una mejora relativa cercana a 9,3 veces respecto de sC.
Este resultado sugiere que la matriz base (WPC-
pectina-lactosa) funcioné como una barrera fisica
inicial que atenué parcialmente el dafio por
deshidratacion celular. Esta proteccidn se potencié de
forma moderada pero progresiva mediante la adicion
secuencial de maltodextrina (C+M, 3,89 %) y leche en
polvo descremada (C+M+L, 4,27 %). De acuerdo con
Broeckx et al. (2016), la incorporacion de estos
adyuvantes combina proteinas y carbohidratos de alto
peso molecular que mejoran las propiedades de
transicion vitrea de la corteza de la particula durante
la atomizacion; esto restringe la velocidad de
transferencia de calor hacia el ndcleo celular durante
los primeros estadios del secado, lo cual podria
contribuir al incremento gradual observado en la
viabilidad residual.

El incremento mas marcado en la supervivencia se
observé con la incorporacion de trehalosa en el
sistema (C+M+L+T), alcanzando una viabilidad de
14,9 %. Mecanisticamente, la eficacia de la trehalosa
radica en su capacidad para formar puentes de
hidrégeno directos con las cabezas polares de los
fosfolipidos en ausencia de agua, previniendo la
transicion de fase de cristal liquido a gel, un fendmeno
critico de letalidad celular por colapso de membrana.
Este fendmeno de estabilizacion de membranas por
azUcares ha sido reportado ampliamente en bacterias
lacticas (GAGNETEN et al., 2024) y otros
microorganismos expuestos a deshidratacion, no
obstante, en este disefio secuencial, dicho efecto
protector se potencia al montarse sobre la barrera
fisica y el control de la transicion vitrea previamente
aportados por la maltodextrina y la leche en polvo
descremada.

Finalmente, el tratamiento completo C+M+L+T+E
alcanzo6 la mayor supervivencia registrada, con una
viabilidad post-secado de 23,83 %. EIl notable
incremento en el tratamiento C+M+L+T+E es
compatible con un efecto protector acumulativo de la
matriz completa enriquecida. En esta formulacion
final, las propiedades estructurales y termoprotectoras
de los adyuvantes previos se complementarian con la
incorporacion de extracto de levadura, el cual
aportaria compuestos nitrogenados, vitaminas y otros
factores nutricionales de rapida disponibilidad
capaces de favorecer la reparacion de células dafiadas
subletalmente durante la etapa de rehidratacion. En
conjunto, los resultados demuestran que la viabilidad
alcanzada responde a una estrategia de optimizacién

incremental, donde la maxima proteccion depende de
la complementariedad e integracion de todos los
componentes de la matriz.

C+M+L+T+E 23.83
C+M+L+T 14.9
C+M+L 4.27
C+M 3.89
C 158
sC 0.17
0 5 10 15 20 25 30

Viabilidad post-secado %

Figura 2. Porcentaje de viabilidad para los diferentes
tratamientos post-secado. C: levadura encapsulada;
M: maltodextrina; L: leche en polvo; T: trehalosa; E:
extracto de levadura; sC: levadura sin encapsular.

CONCLUSIONES

De las experiencias de cultivo en sistema aireado de
laboratorio se concluye que el lactosuero resulta un
sustrato adecuado y de bajo costo para obtener
biomasa de K. marxianus UP810.

Respecto del disefio “capa sobre capa” implementado
con concentrado de proteina de suero y pectina, los
resultados indican que el sistema funciond
adecuadamente a nivel fisico, contribuyendo a
estabilizar la suspensién y a favorecer la recuperacion
de polvo en el secador, alcanzando un rendimiento del
52,79 %.

Durante la etapa de puesta a punto del proceso de
secado por aspersion, se observo que una temperatura
de entrada de 120 °C permitid alcanzar un
compromiso adecuado entre la eficiencia de
evaporacion y la preservacion de la viabilidad celular.
A partir de los ensayos preliminares de screening, se
constatd que temperaturas inferiores dificultaron la
remocion eficiente de agua, mientras que temperaturas
superiores incrementaron el dafio térmico sobre las
células de levadura.

La humedad residual obtenida, de 6,87 %, indica que
las condiciones seleccionadas permitieron una
deshidratacion efectiva del material. Estos resultados
sugieren que la estabilidad del proceso no depende
Unicamente de la temperatura del aire de entrada, sino
también de la velocidad de remocion de agua desde las
particulas durante el secado, ya que la exposicion
prolongada a un ambiente de alta humedad y



temperatura puede comprometer la supervivencia
celular.

La supervivencia post-secado obtenida para el
tratamiento C+M+L+T+E, de 23,83 %, refuerza la
importancia de una estrategia de proteccion
combinada. La matriz externa de encapsulacion
actuaria como una primera barrera fisica frente al
estrés térmico y de deshidratacion, mientras que la
incorporacion de trehalosa y extracto de levadura
podria contribuir a la estabilizacion de estructuras
celulares y a la recuperacion de células subletalmente
dafiadas durante la rehidratacion. En conjunto, estos
resultados sugieren que la mayor viabilidad alcanzada
no depende de un unico mecanismo de proteccion,
sino de la integracién entre la matriz encapsulante y
los adyuvantes incorporados.
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