Microencapsulación mediante secado por aspersión, viabilidad y propiedades biológicas de la cepa de Lactiplantibacillus plantarum CB2
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Este estudio evaluó el método de secado por aspersión para estabilizar la cepa probiótica Lactiplantibacillus plantarum CB2, comparando formulaciones libres y microencapsuladas con maltodextrina al 20% p/v. El rendimiento de secado fue mayor en las células libres (72,24%) que en las microencapsuladas (45,00%). El encapsulamiento brindó un efecto termoprotector, reduciendo la pérdida de viabilidad a solo 1,06 log UFC/g, frente a 1,82 log UFC/g en la formulación libre. Ambas presentaciones mostraron excelente estabilidad en vida de estante, manteniendo recuentos celulares estables (9,0 log UFC/g) durante 10 semanas de almacenamiento a temperatura ambiente. En los ensayos in vitro sobre la línea celular IEC-18, las suspensiones celulares no mostraron citotoxicidad, mientras que los polvos secos resultaron biológicamente seguros en dosis bajas y moderadas (hasta 100 µg/mL), además de que la cepa microencapsulada no presentó citotoxicidad en ninguna de las concentraciones ensayadas (100-1000 µg/mL). No se observó citoprotección frente al estrés oxidativo por menadiona. La capacidad antioxidante (método ABTS) presentó valores de IC50 de 1,05 mg/mL (cepa libre) y 1,33 mg/mL (microencapsulada). En conclusión, la microencapsulación con maltodextrina mejora la supervivencia térmica y preserva la estabilidad de L. plantarum CB2, posicionándola como un bioingrediente prometedor para el diseño de alimentos funcionales probióticos. 
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1. Introducción
La hipercolesterolemia (nivel alto de colesterol en la sangre) es un importante factor de riesgo cardiovascular a nivel mundial. Los niveles elevados de colesterol y triglicéridos en plasma son habitualmente tratados farmacológicamente. Sin embargo, los precios elevados y efectos secundarios de los medicamentos promueven la búsqueda de alternativas naturales. En este sentido, numerosos estudios se han centrado en la capacidad de las bacterias del ácido láctico (BAL) con propiedades probióticas han surgido como una estrategia natural para modular la microbiota intestinal, el colesterol sérico a través de mecanismos como la actividad de la hidrolasa de sales biliares (HSB), la asimilación de colesterol y la incorporación a la membrana (Li et al., 2013). Los probióticos se comercializan en distintas presentaciones, como cápsulas y comprimidos, también se encuentran añadida en alimentos y bebidas fermentadas. Para obtener estos beneficios el consumo de los probióticos es fundamental.  
El desarrollo de ingredientes funcionales probióticos requiere procesos de estabilización para garantizar la viabilidad bacteriana en el tiempo. Entre las diversas técnicas de encapsulación, como la emulsión, liofilización, extrusión y el secado por aspersión, este último método es el más utilizado debido a su bajo consumo energético, menor coste, mayor eficiencia de producción, almacenamiento y flexibilidad en el desarrollo de alimentos funcionales (Tao, et al., 2019). El secado por aspersión se utiliza ampliamente para transformar bacterias en polvos con numerosas ventajas como la comodidad de consumo, una vida útil más prolongada y una manipulación segura. Este método atomiza el líquido a alta velocidad en finas gotas para producir polvos secos mediante la inyección de aire caliente y seco (generalmente a una temperatura de 120 a 200 °C) (Reddy et al., 2014). 
Los probióticos se encapsulan con una matriz protectora para resistir el estrés térmico, oxidativo, osmótico y de desecación. Los carbohidratos como la maltodextrina se utilizan por su capacidad para prevenir el estrés térmico y oxidativo durante el almacenamiento. Por otro lado, es comúnmente usada como material de recubrimiento, ya que se absorbe y digiere fácilmente. Además, sus características físico-químicas, como su alta solubilidad, baja viscosidad, ausencia de toxicidad y bajo costo, son factores importantes para su amplio uso como material de encapsulación (Azarpazhooh et al., 2026). 
Por lo expuesto, este trabajo tuvo como objetivo caracterizar y evaluar la funcionalidad biológica de un polvo obtenido por secado por aspersión de la cepa probiótica Lactiplantibacillus plantarum CB2, (aislada de queso de cabra y seleccionada por presentar la enzima HSB y elevada capacidad de asimilación de colesterol) en distintas presentaciones (probiótico libre y microencapsulado con maltodextrina).
2. Desarrollo
Secado y microencapsulación de la cepa CB2 
Se produjeron distintas formulaciones en polvo con los dos tipos de bioingredientes: probiótico formulación libre y microencapsulada.
Preparación de la muestra
Formulaciones libres
Se cultivó L. plantarum CB2 en 400 mL de medio MRS (37 °C, 24 h). Las células fueron recolectadas por centrifugación (10.000 g, 10 min) y lavadas dos veces con buffer PBS. Las mismas se resuspendieron en PBS. 
Formulaciones microencapsuladas
La cepa CB2 se cultivó en 100 mL de medio MRS (37 °C, 24 h). Las células fueron recolectadas por centrifugación (10.000 g, 10 min) y lavadas dos veces con buffer PBS. El pellet celular se resuspendió en la solución del material de pared (100 mL de solución de maltodextrina al 20% p/v). 
Condiciones de secado y caracterización de los polvos
El secado se realizó a una temperatura de entrada de 120 °C y de salida de 60 °C, con un bombeo al 40% y un caudal de 12 mL/min. Los polvos se almacenaron en frascos estériles a temperatura ambiente y se realizaron recuentos durante 10 semanas para determinar la viabilidad en vida de estante. 
Para cada formulación se determinó el rendimiento del secado (RM). 
𝑅𝑀 = (𝑚𝑀𝑐 / 𝑚𝑡) ∗ 100 
Donde mMc y mt corresponden a las masas de sólidos antes y después de la microencapsulación, respectivamente.
En condiciones de esterilidad, se suspendieron 0,1 g de polvo en 1 mL de PBS y se sembraron diluciones seriadas mediante la técnica de la microgota en placas de agar MRS. Posteriormente, se incubaron a 37 °C por 24-48 h.
Ensayo de citotoxicidad
Para los ensayos de citotoxicidad, se sembraron células IEC-18 en placas de 96 pocillos, en cantidades de 5 × 106 células/pocillo. Las células se incubaron por 24-48 h a 37 °C y 5% de CO₂ hasta alcanzar una confluencia del 80%. Finalizada la incubación, se reemplazó el medio de cultivo por los tratamientos. Para ello, los polvos se resuspendieron en el medio de cultivo de la línea celular y se evaluó la citotoxicidad en un rango de concentraciones de entre 100 y 1000 μg/mL (25-1000 en caso de CB2 libre, además de probar con suspensiones celulares de 104-108 UFC/mL) de producto seco. Los mismos se incubaron con las células en estufa durante 24 h a 37 °C y 5% de CO₂. 
Se determinó la viabilidad celular mediante el método de MTT, el cual se midió espectrofotométricamente a 570 nm. El efecto citotóxico se expresó como el porcentaje de viabilidad respecto a las células control (100 % de viabilidad celular). 
Ensayo de citoprotección
La citoprotección de los polvos se evaluará frente al compuesto menadiona (MEN), inductor del estrés oxidativo. Las células IEC-18 (5 × 106 células/pocillo) se incubaron con los polvos resuspendidos en un rango de concentraciones de entre 100 y 1000 μg/mL junto con MEN (35 μM) por 24 h (co-tratamiento).
Se determinó la viabilidad celular mediante el método de MTT, medido espectrofotométricamente a 570 nm. El efecto citotóxico se expresó como el porcentaje de viabilidad respecto a las células control (100% de viabilidad celular). 
Capacidad antioxidante
Se determinó la capacidad antioxidante de los polvos mediante la desactivación del catión radical ABTS•⁺, la cual se midió espectrofotométricamente a 734 nm y se expresó como porcentaje de desactivación del radical (%D). Se evaluaron concentraciones de entre 10 y 500 μg/mL de los polvos obtenidos por secado por aspersión. El %D se calculó para luego expresar la capacidad antioxidante como la concentración inhibitoria mínima o efectiva de polvo capaz de desactivar el 50 % del radical (IC50) en mg/mL.
%𝐷 = [(𝐴𝑏𝑠𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙 − 𝐴𝑏𝑠𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎) / 𝐴𝑏𝑠𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙] ∗ 100
3. Resultados y discusión
Secado y microencapsulación de la cepa CB2 
Se observó un rendimiento de secado elevado para la formulación libre, con un valor de 72,24 %, un valor considerado óptimo para equipos de secado a escala de laboratorio. Con respecto a la condición con maltodextrina como agente microencapsulante, fue de 45,00 %. Cuando la adición de un agente encapsulante disminuye el rendimiento de polvo recuperado, se puede atribuir principalmente a las propiedades reológicas y termofísicas de la solución de alimentación. La adición de maltodextrina incrementa de forma marcada la viscosidad de la suspensión, esto modifica el flujo de la solución lo que propicia que las partículas impacten y se adhieran con mayor facilidad en las paredes internas de la cámara de secado. 
La viabilidad celular de la cepa CB2 se vio afectada debido al secado por aspersión, evidenciando el efecto protector por parte de la maltodextrina. Al evaluar el antes y después del secado, las células libres sufrieron mayor disminución en el número de células (1,82 log UFC/g), mientras que aquellas microencapsuladas con maltodextrina al 20% p/v exhibieron una pérdida de viabilidad de solo 1,06 log UFC/g. Esta diferencia demuestra que la incorporación de maltodextrina disminuye el estrés térmico y la deshidratación. 
Resultados similares se observaron en Jayaprakash et al., 2023, donde emplearon maltodextrina en concentraciones cercanas al 20% para proteger la cepa de Lacticaseibacillus rhamnosus GG de las condiciones adversas de la deshidratación. La disminución de la viabilidad celular luego del secado fue de aproximadamente 1,0 log UFC/g coincidiendo este comportamiento con los resultados obtenidos para la cepa CB2. Por otra parte, las pérdidas asociadas al secado por aspersión sin agentes termoprotectores suelen oscilar entre los 2,0 - 3,0 log UFC/g, nuevamente coincidiendo con nuestros datos.
Respecto al ensayo de vida útil, ambas formulaciones en polvo mantuvieron recuentos estables por durante un período de 10 semanas de almacenamiento a temperatura ambiente (alrededor de 9 log UFC/g). La estabilidad a temperatura ambiente es un factor crítico para el desarrollo de bioingredientes industriales, ya que suprime la dependencia estricta de la cadena de frío para la conservación del producto terminado. 
Ensayo citotoxicidad 
No se observó efecto citotóxico por parte de las suspensiones celulares en todas las concentraciones ensayadas, es decir, que se mantuvieron los niveles de viabilidad en la línea celular IEC-18. 
Por el contrario, los polvos obtenidos tras el secado por aspersión exhibieron un comportamiento que depende de la concentración, tal como se detalla en la Figura 1 para CB2 libre. A concentraciones bajas (25, 50 y 100 µg/mL), la viabilidad de las células IEC-18 se mantuvo en niveles elevados, registrando valores de sobrevida del 89,45%, 83,98% y 78,63%, respectivamente.
Sin embargo, para la concentración de 250 µg/mL la sobrevida celular se redujo al 19,69%. De misma manera, para las concentraciones de 500 y 1000 µg/mL los porcentajes de sobrevida cayeron a 15,53% y 13,25%, respectivamente.


Figura 1. Evaluación de la citotoxicidad in vitro de la cepa L. plantarum CB2 libre en polvo sobre la línea celular IEC-18 mediante el método de MTT.
Ensayo de citoprotección
La evaluación de la capacidad citoprotectora de los polvos frente al daño inducido por la menadiona no evidenció un efecto protector significativo en ninguna de las concentraciones y formulaciones ensayadas. Luego de 24 h de tratamiento, los niveles de viabilidad de las células IEC-18 expuestas a la menadiona y a los polvos (tanto de células libres como microencapsuladas con maltodextrina en el rango de 100 a 1000 μg/mL) permanecieron en valores similares a los del control de daño (células tratadas únicamente con el agente estresor), sin registrarse una recuperación de las células.
Capacidad antioxidante
Las formulaciones en polvo tanto de la cepa libre como la microencapsulada exhibieron valores de IC50 de 1,05 mg/mL y de 1,33 mg/mL correspondientes a 6,53 Log UFC/mL y 6,35 Log UFC/mL, respectivamente, concentraciones con las que se alcanzan a desactivar el 50 % del radical ABTS. 
4. Conclusiones o Consideraciones Finales
El uso de maltodextrina al 20 % p/v como material de pared demostró ser eficaz para disminuir el estrés térmico durante el secado por aspersión, logrando reducir la pérdida de viabilidad celular de la cepa CB2 a solo 1,06 log UFC/g en comparación con los 1,82 log UFC/g registrados en las células libres. Ambas formulaciones garantizaron una elevada estabilidad al almacenamiento a temperatura ambiente por un período de 10 semanas, manteniendo recuentos biológicamente relevantes por encima de los 9,0 log UFC/g. Asimismo, los productos resultaron biológicamente seguros en dosis bajas y moderadas, y conservaron una relevante capacidad antioxidante in vitro. Los resultados de viabilidad, resistencia térmica y estabilidad en el tiempo posicionan estos polvos como matrices prometedoras para la preparación de alimentos funcionales y como vehículos de cepas probióticas como CB2.
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