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“EMPAQUES BIOACTIVOS DE LIBERACIÓN ESPECÍFICA EN EL COLON Y SU 

APLICACIÓN EN PRODUCTOS LÁCTEOS FUNCIONALES”

RESUMEN

Lactobacillus casei fue entrampado en cápsulas elaboradas con alginato de sodio (A), 

pectina de bajo metoxilo amidada (P), y mezclas de A-P (relaciones 1:2, 1:4, 1:6), 

mediante la técnica de extrusión. Se determinaron el diámetro, la esfericidad y las 

propiedades texturales de las cápsulas, así como la sobrevivencia de Lb. casei

entrampado durante el almacenamiento de yogur y bajo condiciones gastrointestinales 

simuladas (CGS). La eficiencia de entrampamiento de Lb. casei y el diámetro de las 

cápsulas aumentaron cuando la proporción de P y la concentración total de biopolímeros 

se incrementaron. Los resultados del Análisis de Componentes Principales indicaron que 

la sobrevivencia de Lb. casei durante el almacenamiento de yogur, estuvo correlacionada 

positivamente con el diámetro y las propiedades texturales de las cápsulas; mientras que 

la sobrevivencia de Lb. casei después de la exposición a jugos gástricos simulados y sales 

biliares de manera secuencial, estuvo correlacionada positivamente con la esfericidad de 

las cápsulas. Las cápsulas elaboradas con las mezclas A-P en relaciones de 1:4 y 1:6, 

proporcionaron significativamente mejor protección a Lb. casei entrampado bajo todas 

las condiciones estudiadas. 

Palabras clave: probióticos; encapsulación; entrampamiento; alginato; pectina de 

bajo metoxilo amidada; yogur; condiciones gastrointestinales simuladas.
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ABSTRACT

Lactobacillus casei was entrapped in beads made with sodium alginate (A), amidated 

low-methoxyl pectin (P), and blends of A-P (1:2, 1:4, 1:6 ratios) by the extrusion 

technique. Diameter, sphericity and textural properties of the beads and the survivability 

of entrapped Lb. casei during yoghurt storage and in simulated gastrointestinal 

conditions (SGC) were determined. Entrapment efficiency of Lb. casei and diameter of the 

beads increased as the proportion of P and the total biopolymers concentration 

increased. The results of Principal Component Analysis showed that the survivability of 

Lb. casei during yoghurt storage, and in simulated gastric juice, was positively correlated 

with the diameter and all the textural properties of the beads; while survivability of Lb. 

casei after exposure to simulated gastric juice and bile salts was positively correlated 

with the sphericity of the beads. The beads made with A-P blends in 1:4 and 1:6 ratios 

provided a significant better protection to the entrapped Lb. casei under all conditions 

studied.

Keywords: probiotics; encapsulation; entrapped; alginate; amidated low methoxyl 

pectin; yoghurt; simulated gastrointestinal conditions
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1.- INTRODUCCIÓN

En la actualidad, la población prefiere prevenir que curar enfermedades (Talwalkar y 

Kailasapathy, 2004). La dieta es una buena estrategia para mantener una salud óptima a 

través de la vida y prevenir las enfermedades crónico-degenerativas que la población va 

presentando cuando la edad avanza, tales como desórdenes gastrointestinales, 

enfermedades cardiovasculares, cáncer, osteoporosis (Liu, Fishman, Kost y Hicks, 2003).

En este sentido, la divulgación de los beneficios a la salud que tiene el consumo de las 

bacterias probióticas sobre enfermedades cardiovasculares, urogenitales, trastornos

digestivos por Helicobacter pylori, cáncer, alergias, entre otras (Ouwehand y Vesterlund, 

2003), ha impulsado a grandes progresos y el número de alimentos incorporados con 

probióticos que son puestos a disposición de los consumidores es mayor cada vez (Anal y 

Singh, 2007).

Los probióticos son considerados como “microorganismos vivos que confieren un 

beneficio a la salud del huésped cuando son administrados en cantidades adecuadas” 

(Araya, Morelli, Reid, Sanders, Stanton, Pineiro y Ben-Embarek. 2002). Como 

microorganismos probióticos se utilizan sobre todo, aunque no exclusivamente, 

bacterias de los géneros Lactobacillus y Bifidobacterium (Lourens-Hattingh y Viljoen, 

2001, Tannock, 2002). 

Tradicionalmente, el yogur es elaborado utilizando Streptococcus thermophilus y Lb. 

delbrueckii spp. bulgaricus como cultivos iniciadores; éstos sin embargo, no son 

habitantes naturales del intestino, por lo que se incorporan cepas probióticas como Lb. 

casei, Lb. acidophilus o ambos (Shah, 2000).

El número de bacterias probióticas disminuye como resultado de la acción del 

procesamiento y condiciones de almacenamiento del alimento que las contiene, y al ser 
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ingeridas, debido a la acción ejercida por jugos gástricos y sales biliares., de esta manera 

se demerita su efecto benéfico al consumidor. Se ha señalado que las bacterias 

probióticas muestran pobre sobrevivencia en leches fermentadas y yogur, como 

consecuencia de su baja tolerancia a la exposición de medios muy ácidos y aireados 

(Muthukumarasamy, Allan y Holley, 2006).

La microencapsulación ha sido reconocida como una alternativa para proteger 

microorganismos de ambientes de alta acidez durante el almacenamiento de los 

alimentos que los contienen, así como de las condiciones que enfrentan durante su 

tránsito a través del tracto gastrointestinal (Sun y Griffiths, 2000; Anal y Singh, 2007). La 

microencapsulación es un proceso por el cual las células son retenidas dentro de una 

matriz encapsulante o membrana. 

Entre los materiales encapsulantes ampliamente utilizados, se encuentra el alginato, 

heteropolisacárido lineal de ácido D-manurónico y ácido L-gulurónico, extraído a partir 

de diferentes especies de algas, que es barato, de uso simple y biocompatible. Cápsulas 

de alginato (1-3 µm de diámetro) conteniendo bacterias, pueden ser formadas usando la 

técnica de extrusión (Krasaekoopt, Bhandari y Deeth, 2003). No obstante, los geles de 

alginato son susceptibles a desintegración en presencia de exceso de iones 

monovalentes, agentes quelantes (Ca2+) y ambientes químicos hostiles (Smidsrod y 

Skjak-Braek, 1990). 

Algunos autores han informado que los alginatos pueden formar complejos fuertes 

con otros poli-electrolitos, tales como pectina (también un poliuronato), mediante 

asociaciones cadena-cadena y la formación de hidrogeles tras la adición de cationes 

divalentes (por ejemplo, Ca2+), (Pillay y Fassihi, 1999a; Fang, Al-Assaf, Phillips, Nishinary, 

Funami y Williams, 2008). La formación de tales complejos mejora la estabilidad química 

y mecánica de las cápsulas de alginato, y consecuentemente también la capacidad de 

entrampamiento (Pillay y Fassihi, 1999b). 
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Se ha informado que el tamaño de partícula de las cápsulas influye de manera 

importante sobre la sobrevivencia de los microorganismos probióticos. Sheu, Marshall y 

Heymann (1993), encontraron que la sobrevivencia de Lb. bulgaricus entrampado en 

cápsulas de alginato adicionadas en postres congelados, fue significativamente mayor en 

aquellas cápsulas con 30 -102 µm de diámetro, en comparación con la observada en 

cápsulas con un diámetro de 15 µm. 

Estos autores indicaron también que un diámetro medio de las cápsulas de 30 µm fue 

deseable, debido a que cápsulas más grandes causaron una textura granulosa en el 

helado; mientras que aquellas más pequeñas no proveyeron suficiente protección a las 

bacterias encapsuladas. La adición de Bifidobacterium longum en cápsulas de -

carragenina, a yogur en una concentración de 10 % (p/v), causó una respuesta 

desfavorable hacia su consumo, debido a la textura granulosa resultante (Adhikhari, 

Mustapha y Grün, 2003). 

Por su parte, Hansen, Allan-Wotjas, Jin y Paulson (2002), establecieron que cápsulas 

de alginato deberían tener un diámetro de al menos 100 µm, para prevenir la reducción 

en la viabilidad de Bifidobacterium bajo la acción de jugos gástricos simulados.

Chandramouli, Kailasapathy, Peiris y Jones (2004), encontraron que la viabilidad de las 

células en las cápsulas de alginato incrementa con un incremento en el tamaño de la 

cápsula y la concentración de geles.

Con base en lo expuesto, los objetivos de este trabajo fueron: a) Entrampar Lb. casei 

en cápsulas elaboradas con alginato de sodio (A), pectina de bajo metoxilo amidada (P), y 

mezclas de A-P en relaciones 1:2, 1:4, 1:6, por la técnica de extrusión, y b) Determinar las 

posibles interrelaciones entre la composición y las propiedades morfológicas y 

mecánicas (diámetro, esfericidad y propiedades texturales) de las cápsulas; así como las 

posibles interrelaciones entre las propiedades morfológicas y físicas de las cápsulas con 

la sobrevivencia de Lb. casei entrampado durante el almacenamiento de yogur y en 

condiciones gastrointestinales simuladas.
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2. ANTECEDENTES

2.1. Microorganismos probióticos

2.1.1. Definición

Ferdinand Vergin introdujo en 1954 el término “probiótico”, al comparar, en un 

escrito titulado “Anti- und Probiotika”, los efectos deletéreos de los antibióticos y otras 

sustancias antimicrobianas sobre la flora, con los efectos favorables (“Probiotika”) de las 

bacterias benéficas. Este concepto se fue variando a través de la historia, y si bien se han 

dado muchas definiciones, la que se emplea en la actualidad es la establecida por la FAO: 

Los probióticos pueden ser considerados como “microorganismos vivos que, al ser 

administrados en cantidades adecuadas ejercen una acción benéfica sobre la salud del 

huésped” (Araya, Morelli, Reid, Sanders, Stanton, Pineiro y Ben-Embarek, 2002).

En otras palabras, el consumo de probióticos podría impactar positivamente el 

balance de la microflora intestinal. No hay duda que bajo condiciones normales, un 

adulto saludable tiene en balance la microflora intestinal, pero la dieta, los antibióticos, el 

estrés y los desórdenes gastrointestinales pueden causar cambios significativos en el 

balance natural del adulto, causando un decremento en el número de los beneficios que 

otorgan las bacterias probióticas (Hoover, 1993). La ingesta de suplementos y/o 

alimentos con probióticos tiene como objetivo reparar las deficiencias en la microflora 

intestinal y lograr obtener un efecto protector (Lavermicocca, Valerio, Lonigro, De 

Angelis, Morelli y Callegari, 2005).
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2.1.2. Probióticos y la microflora normal del intestino humano

La microflora normal del tracto digestivo humano constituye un ecosistema 

altamente complejo, dependiente de la fisiología del hospedero y de las interacciones 

entre bacterias. Parecería ser que dentro de un organismo vivo, las bacterias se han 

adaptado a las condiciones de cada segmento del tracto digestivo, recreando y 

manteniendo allí una atmósfera anaeróbica (Blaut, 2002). Como las condiciones 

medioambientales evolucionan a lo largo del circuito intestinal, se observan poblaciones 

bacterianas específicas que difieren de cada segmento a otro del tracto digestivo. El pH 

es de 6.4 en el colon ascendente, sube en el colon transverso y se hace neutral en el colon 

descendente. 

La variedad de pH dentro del colon es un factor importante que determina la 

naturaleza de la flora microbiana en el tracto gastrointestinal. Se ha estimado que el 

tracto gastrointestinal del adulto tiene cerca de 1014 bacterias viables de más de 500 

especies, aunque cuantitativamente predominan de 10 a 20 géneros; por ejemplo: 

Bacteroides, Lactobacillus, Clostridium, Fusobacterium, Bifidobacterium, Eubacterium, 

Peptococcus, Peptostreptococcus, Escherichia y Veillonella (Isolauri, Kirjavainen y 

Salminen, 2002).

La microflora del estómago humano está predominantemente compuesta de

bacterias gram positivo, acido-resistentes y anaerobias, incluyendo estreptococos y 

lactobacilos y varios fungi. En el individuo sano, el estómago y el duodeno están poco 

colonizados (entre 101 y 104 células ml-1), puesto que las condiciones ácidas y 

variaciones de pH del estómago (pH en el rango de 2.5 a 3.5) son poco favorables 

(Tannock, 1995, 2002), al igual que el tránsito, que deja poco tiempo para que las 

bacterias se adhieran.

El intestino delgado conforma una zona de transición entre el estómago y el colon; en 

esta parte, estreptococos y lactobacilos están presentes en concentraciones de 106-107 
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células ml-1; la motilidad del intestino y el efecto inhibitorio de las sales biliares son los 

factores que mayormente previenen el sobre-crecimiento de las bacterias en el intestino 

delgado. La población bacteriana aumenta en las zonas más alejadas del intestino 

delgado (entre 104 y 108 células ml-1) (Liu, Fishman, Kost y Hicks, 2003). 

El colon es la región más colonizada, las bacterias dominantes incluyen anaerobias: 

Bacteroides, Eubacterïm, Peptosneprococ y Clostridium, que forman el 99% de la 

microflora total (cerca de 400 especies), con concentraciones máximas que pueden 

alcanzar hasta 1012 células g-1 esencialmente a nivel del ciego, que es un punto de intensa 

fermentación. Algunas especies subdominantes (106-108 células g-1) incluyen Eschenchia 

coli, Lactobacilli, y Streptococci.

Otras especies muestran fluctuaciones en la proporción y presencia en la microflora 

total y aún más a nivel del colon. La complejidad de la población microbiana en el tracto 

gastrointestinal tiene una influencia significativa sobre la bioquímica, fisiología, 

inmunología y resistencia a enfermedades del hospedero. Esta microflora del colon 

obtiene su energía mediante la fermentación de sustancias que no son digeridas por el 

intestino delgado, tales como di-, tri- u oligo- sacáridos y polisacáridos (Liu, Fishman, 

Kost y Hicks, 2003). 

Aunque el papel de la microflora normal no está completamente entendido, es 

ampliamente aceptado que algunas bacterias del intestino tienen beneficios a la salud;

un ejemplo de ello es lo que se ha denominado la "resistencia a la colonización" o “efecto 

de barrera”, en referencia al mecanismo que utilizan las bacterias ya presentes en el 

intestino para mantener su presencia en ese medio y evitar la colonización de esas 

mismas zonas intestinales por microorganismos patógenos. Por consiguiente, cabe 

suponer que la manipulación alimentaría de la microflora intestinal con objeto de 

aumentar el número relativo de "bacterias probióticas" podría contribuir al bienestar del 

huésped. (Gibson y Roberfkoid, 1995).



Ofelia Sandoval Castilla 2. Antecedentes

Empaques bioactivos de liberación específica en el colon y su aplicación en productos lácteos funcionales 7

T
ab

la
 1

: B
en

ef
ic

io
s 

d
e 

lo
s 

p
ro

bi
ót

ic
os

 a
 la

 s
al

u
d

 d
el

 s
er

 h
u

m
an

o 
y 

p
ro

b
ab

le
s 

m
ec

an
is

m
os

 s
u

b
ya

ce
n

te
s

M
ec

an
is

m
o 

d
e 

ac
ci

ón
 d

e 
lo

s 
p

ro
b

ió
ti

co
s 

p
ro

p
u

es
to

A
lt

er
ac

ió
n 

de
 l

a 
po

bl
ac

ió
n 

o 
de

 l
a 

ac
ti

vi
da

d 
de

 l
a 

m
ic

ro
flo

ra
 in

te
st

in
al

Li
be

ra
ci

ón
 

de
 
-

ga
la

ct
os

id
as

a 
en

 
el

 
in

te
st

in
o 

de
lg

ad
o

Tr
an

sl
oc

ac
ió

n,
 e

fe
ct

o 
ba

rr
er

a

M
od

ifi
ca

ci
ón

 d
e 

la
 p

ob
la

ci
ón

, d
e 

la
 a

ct
iv

id
ad

 d
e 

la
 

m
ic

ro
flo

ra
 o

ra
l o

 d
e 

su
 c

ap
ac

id
ad

 p
ar

a 
ad

he
ri

rs
e

A
bs

or
ci

ón
 

de
l 

m
ut

ág
en

o,
 

es
ti

m
ul

ac
ió

n 
in

m
un

it
ar

ia
, i

nh
ib

ic
ió

n 
de

 la
 p

ro
du

cc
ió

n 
Ca

rc
in

óg
en

a 
de

 la
 m

ic
ro

flo
ra

 in
te

st
in

al
Ex

cl
us

ió
n 

co
m

pe
ti

ti
va

, 
tr

an
sl

oc
ac

ió
n/

ef
ec

to
 

ba
rr

er
a,

 r
es

pu
es

ta
 in

m
un

it
ar

ia
 fa

vo
re

ci
da

A
ct

iv
id

ad
 a

nt
ip

at
og

én
ic

a 
po

r 
di

ve
rs

as
 c

ep
as

 d
e 

Lb
. 

ac
id

op
hi

lu
s

In
te

ra
cc

ió
n 

co
n 

la
s 

cé
lu

la
s 

in
m

un
it

ar
ia

s

Po
nd

er
ac

ió
n 

de
 la

 r
es

pu
es

ta
in

m
un

it
ar

ia

A
ct

iv
id

ad
 a

nt
im

ic
ro

bi
an

a,
 e

xc
lu

si
ón

 c
om

pe
ti

ti
va

A
ct

iv
id

ad
 a

nt
ip

at
og

én
ic

a,
 e

xc
lu

si
ón

 c
om

pe
ti

ti
va

D
es

co
nj

ug
ac

ió
n 

de
 lo

s 
ác

id
os

 b
ili

ar
es

In
hi

bi
ci

ón
 d

e 
la

 p
ro

du
cc

ió
n 

de
 e

nd
ot

ox
in

as
 p

or
 la

 
m

ic
ro

flo
ra

 in
te

st
in

al
Co

m
po

ne
nt

es
 

ce
lu

la
re

s 
o 

pé
pt

id
os

 
de

 
la

 
fe

rm
en

ta
ci

ón
 q

ue
 a

ct
úa

n 
co

m
o 

in
hi

bi
do

re
s 

de
 l

a 
en

zi
m

a 
de

 c
on

ve
rs

ió
n 

de
 la

 a
ng

io
te

ns
in

a 
A

lt
er

ac
ió

n 
de

 
la

 
flo

ra
 

di
ge

st
iv

a 
su

sc
ep

ti
bl

e 
de

 
in

flu
en

ci
ar

 la
 d

eg
ra

da
ci

ón
 d

el
 o

xa
la

to

P
ro

b
le

m
a 

d
e 

sa
lu

d 
so

b
re

 e
l q

u
e 

p
u

ed
en

 a
ct

u
ar

 lo
s 

p
ro

b
ió

ti
co

s
Sí

nd
ro

m
e 

de
l 

co
lo

n 
ir

ri
ta

bl
e,

 
es

tr
eñ

im
ie

nt
o,

 
di

ar
re

a 
no

 
pa

tó
ge

na
, 

hi
nc

ha
zó

n,
 f

la
tu

le
nc

ia
s,

 c
al

am
br

es
, 

m
al

 a
lie

nt
o 

de
 

or
ig

en
 d

ig
es

ti
vo

In
to

le
ra

nc
ia

 a
 la

 la
ct

os
a

A
le

rg
ia

 
(e

cz
em

a 
at

óp
ic

o,
 

al
er

gi
a 

a 
la

 
le

ch
e,

 
po

lia
rt

ri
ti

s 
re

um
at

oi
de

)
Ca

ri
og

en
ec

id
ad

Ca
rc

in
og

en
ic

id
ad

, m
ut

ag
en

ic
id

ad
, t

um
or

D
ia

rr
ea

s 
as

oc
ia

da
s 

a 
lo

s 
an

ti
bi

ót
ic

os
, d

ia
rr

ea
s 

po
r 

Ro
ta

vi
ru

s, 
co

lit
is

 p
or

 C
. d

iff
ic

ile
, d

ia
rr

ea
s 

no
so

co
m

ia
le

s
H

el
ic

ob
ac

te
r 

py
lo

ri

In
m

un
om

od
ul

ac
ió

n 
(e

st
ad

o 
in

m
un

it
ar

io
, 

re
sp

ue
st

a 
a 

la
s 

va
cu

na
s)

In
fla

m
ac

ió
n 

in
te

st
in

al
, c

ol
it

is
 u

lc
er

os
a,

 e
nf

er
m

ed
ad

 d
e 

Cr
oh

n,
 

po
uc

hi
ti

s
Cr

ec
im

ie
nt

o 
ex

ce
si

vo
 d

e 
la

s 
ba

ct
er

ia
s 

in
te

st
in

al
es

V
ag

in
os

is
, i

nf
ec

ci
on

es
 u

ri
na

ri
as

R
ed

uc
ci

ón
 d

e 
la

 c
ol

es
te

ro
le

m
ia

En
do

to
xe

m
a 

as
oc

ia
da

 a
 u

na
 c

ir
ro

si
s

H
ip

er
te

ns
ió

n

Cá
lc

ul
os

 r
en

al
es

Fu
n

ci
ón

Co
n

fo
rt

d
ig

es
ti

vo

D
ef

en
sa

O
tr

as



Ofelia Sandoval Castilla 2. Antecedentes

Empaques bioactivos de liberación específica en el colon y su aplicación en productos lácteos funcionales 8

2.1.3. Beneficios a la salud atribuidos a los probióticos

Los efectos benéficos de los probióticos sobre el ser humano, consisten principalmente 

en la reducción de uno o varios factores de riesgo de enfermedad o bien en la mejora de 

sus funciones fisiológicas. Cada especie, e incluso cada cepa, ofrecen un beneficio para la 

salud más o menos acentuado. Entre los efectos que se han identificado se encuentran los 

mencionados por Kullcami y Reddy (1994); Gardiner, Bouchier, O´Sullivan, Kelly, Collins, 

Fitzgerald (2002); Sanders (2003) listados en la Tabla 1. 

2.2. Bacterias probióticas 

2.2.1. Criterios para la selección de microorganismos probióticos

El impacto que tienen los probióticos adicionados a alimentos depende de la 

habilidad del cultivo para sobrevivir hasta la fecha límite de consumo y de colonizar y 

crecer en el intestino del consumidor. Para mejorar los beneficios potenciales de la 

ingesta de microorganismos probióticos, se ha sugerido que éstos cumplan ciertos 

criterios:

 Ser habitantes originales del intestino humano

 No ser patógenos, ni generar sustancias toxicas para el huésped

 Ser capaces de sobrevivir y metabolizar en el ambiente intestinal

 Ser capaces de adherirse al epitelio intestinal

 Tener la capacidad de ejercer un efecto benéfico en el huésped

 Resistir los ácidos biliares

 Resistir los ácidos estomacales y sus enzimas proteolíticas

 Soportar cambios bruscos de pH (González y Gómez, 2004).

Los grandes retos que se enfrentan son mantener la viabilidad de los probióticos en 

los alimentos hasta su consumo y mejorar su resistencia a las condiciones del tracto 
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gastrointestinal antes de llegar al colon; sin embargo, su sensibilidad a condiciones 

ácidas y aireadas hace difícil su cultivo, sobrevivencia en alimentos y durante su tránsito 

a través del tracto gastrointestinal.

La cantidad mínima de probióticos, recomendada por diversos institutos de 

investigación y asociaciones de productos lácteos para asegurar un efecto benéfico sobre 

la salud del consumidor, es del orden de 107 microorganismos viables g-1 de alimento 

(Lopez-Rubio, Gavara y Lagaron, 2006).

Tabla 2. Bacterias probióticas reconocidas y comúnmente usadas en la industria 

alimentaria. 

Lactobacillus sp. Bifidobacterium sp. otros

Lb. acidophilus 

Lb. casei

Lb. gasseri

Lb. crispatus

Lb. helveticus

Lb. rhamnosus

Lb. cellobiosus

Lb. johnsonii

Lb. fermentum

Lb. lactis

Lb. plantarum

Lb. reuteri

Lb. brevis

B. bifidum 

B. adolescentis

B. animalis

B. infantis

B. thermophilum

B. longum

B. breve

B. lactis

B. essensis

B. laterosporus

Enterococcus. faecalis, Ent. Faecium, Ent. 

Francium

Streptococcus cremoris, St. salivarius, St. 

diacetylactis, St. intermedius

Lactococcus lactis

Leuconostoc mesenteroides

Pediococcus acidilactici

Saccharomyces boulardii

Escherichia coli Nissle

Propionibacterium

Los microorganismos encontrados en los diferentes productos comerciales son 

reconocidos por sus efectos benéficos (Isolauri, Juntunen, Rautanen, Sillanaukee y Koivu., 

1991; Gibson y Roberfroid, 1995; Boyle y Tang, 2006), sin embargo al no entregar la 
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dosis recomendada, no se logra el beneficio al hospedero. En la tabla 2 se listan algunas 

bacterias consideradas como probióticos de acuerdo a Senok, Ismaeel, y Botta (2005); 

Parvez , Malik, Kang y Kim (2006) y Shah(2007).

2.2.2. Lactobacillus casei 

Lactobacillus casei es un microorganismo gram positivo encontrado en el tracto 

reproductivo e intestinal de los humanos y animales (Kandler y Weiss, 1986). Lb casei

tiene forma de bacilos cortos y coreniformes con dimensiones de 0.7-1.1×2.0-4.0µm 

(Figura 1); frecuentemente con tendencia a formar cadenas, pero sin movimiento. Lb 

casei puede ser distinguido por su capacidad de crecer en sustratos de gluconato, malato 

y pentitoles (Lee, 1999). El crecimiento de estos microorganismos ocurre a una 

temperatura de 15 °C, pero no a 45 °C, siendo las temperaturas óptimas de 30 a 37 °C. Lb. 

casei es aerotolerante, pero su crecimiento óptimo se alcanza bajo condiciones 

microaerofílicas o anaerobias.

Lb. casei es considerada como una bacteria heterofermentativa facultativa, debido a 

su capacidad para fermentar hexosas por la vía Embden-Meyerhof, hasta ácido láctico, 

ácido acético, etanol y ácido fórmico, bajo limitantes de glucosa. Lb. casei también puede 

fermentar pentosas hasta ácido láctico y ácido acético por la vía de fosfocetalosa 

inducible (Axelsson, 1998) y puede utilizar citrato como fuente de energía. Lactobacillus 

casei ss. casei, cepa utilizada en este estudio, presenta un buen crecimiento en caldo MRS 

(DE MAN, ROGOSA Y SHARPE) y agar MRS, a una temperatura de incubación de 37 °C 

durante 3 días o bien a 30 °C por 5 días (Merck, 1994).

Lb casei es frecuentemente encontrado en ecosistemas alimenticios, tales como 

leche, quesos, leches fermentadas, vegetales frescos y fermentados y carne Erdoğrul y 

Erbilir (2006), debido a que además de sus beneficios a la salud del consumidor, su 
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actividad metabólica genera sabores característicos y ejerce un efecto preservativo sobre 

los productos fermentados (Gobbetti, 1999).

Figura 1. Lactobacillus casei

Se han estudiado diferentes cepas de Lb. casei con funciones probióticas; y han 

encontrado que algunas de ellas mostraron capacidad de adherencia y colonización en el 

duodeno (Minelli, Benini, Marzotto, Sbarbati, Ruzzenente, Ferrario, Hendriks y Dellaglio, 

2004); por ejemplo, la cepa Shirota de Lb. casei moduló la composición y actividad 

metabólica de la flora intestinal (Tuohy, Pinart-Gilberga, Jones, Hoyles, McCertney y 

Gibson, 2006), además mostró eficacia frente a infecciones intestinales en niños 

producidas por rotavirus (Matsuzaki, 1998); Lb. casei ASCC 292 removió el colesterol a 

través de diferentes mecanismos en la presencia de fructooligosacaridos (FOS) 

prebióticos y maltodextrina (Loing y Shah , 2005), Lb. casei DN-114 001 redujo los 

episodios de diarrea en niños después de 6 meses de consumo (Pedone, Arnaud, 

Postaire, Bouley y Reinert, 2000).

Por lo mencionado anteriormente, se hace necesario asegurar que Lb. casei sobreviva 

en los sistemas alimenticios a los que se incorpore y de esta manera ejerza los 

potenciales beneficios al huésped.



Ofelia Sandoval Castilla 2. Antecedentes

Empaques bioactivos de liberación específica en el colon y su aplicación en productos lácteos funcionales 12

2.2.3. Adición de probióticos en alimentos y factores que afectan su sobrevivencia 

A partir del reciente interés en los probióticos, diferentes alimentos han sido 

propuestos como acarreadores de microorganismos probióticos (Stanton, Gardiner, 

Lynch, Collins, Fitzgerarld y Ross, 1998) para que los consumidores puedan ingerir una 

alta cantidad de células viables y así poder obtener el efecto terapéutico. Algunos 

alimentos que han sido utilizados para incorporar probióticos se muestran en la Tabla 3.

La dieta-sustrato es uno de los factores más importantes para regular la colonización 

de microorganismos en el tracto gastrointestinal, debido a que el alimento actúa como un 

amortiguador para las bacterias a través del estómago y puede contener otros 

ingredientes funcionales que pueden interactuar con los probióticos y alterar su 

funcionalidad. 

Existe un obvio potencial efecto sinérgico cuando prebióticos y probióticos son 

combinados apropiadamente, pues los primeros promueven el crecimiento y la actividad 

de los segundos. Muchos alimentos contienen prebióticos de forma natural, muchos 

otros pueden ser fortificados durante la manufactura para incrementar la eficiencia de 

los efectos benéficos (Dinakar y Mistry, 1994; Kailasapathy y Rybka, 1997; Bomba, 

Jonecova, Koscova, Nemcova, Gancarcicova y Mundronova, 2006). 

Originalmente, la ingesta de probióticos está asociada con los alimentos lácteos 

considerados vehículos ideales para la liberación de bacterias probióticas en el tracto 

gastrointestinal (Ross, Fitzgerald, Collins, y Stanton, 2002), no obstante, la fortificación 

de sistemas alimenticios diferentes a su fuente original y suplementos alimenticios 

puede llevar a la reducción en la eficiencia funcional debida a la exclusión del potencial 

sinérgico con los productos lácteos, por lo que, la selección del alimento es un factor 

importante para fortificar con probióticos (Ranadheera, Baines, Adams, 2009).
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Además Vinderola, Bailo, y Reinheimer (2000), encontraron que 3 % (p/p) de grasa 

láctea en yogur ejerce un efecto inhibitorio para B. bifidum BBI en comparación con 

yogur descremado (0.2 %); Birollo, Reinheimer y Vinderola (2000) concluyeron que la 

alta concentración de azúcares en yogur con “dulce de leche”, es un factor inhibitorio 

para lactobacilos. No solo la composición química, sino también la estructura física de los 

alimentos es importante en el crecimiento, la sobrevivencia y eficiencia funcional de los 

probióticos (Kailasapathy, Harmstorf, y Phillips, 2008; Ranadheera, Baines y Adams; 

2009).

Las propiedades fisicoquímicas de los alimentos acarreadores usados para la 

liberación de probióticos, son factores significativos que influencian la sobrevivencia de 

los probióticos y mejoran su efecto funcional (Kailasapathy y Chin, 2000). Además es 

importante que estos productos alimenticios sean parte de la dieta diaria normal, y 

mantengan un nivel mínimo terapéutico (107 ufc g-1), para mejor eficiencia en efecto 

benéfico regulador (Vinderola y Reinheimer, 2003; Gardiner, Bouchier, O´Sullivan, Kelly, 

Collins y Fitzgerald, 2002).

2.3. Destino del tránsito de los probióticos en el colon.

2.3.1. Fisiología del tracto gastrointestinal y sobrevivencia de probióticos

El tracto gastrointestinal es un tubo digestivo muscular, cuya función es la digestión de 

alimentos y absorción de nutrientes, electrolitos y fluidos, y previene la absorción de 

sustancias potencialmente tóxicas. Para llevar a cabo estas funciones, el tracto digestivo 

está diferenciado en órganos que poseen características únicas (Schneeman, 2002):

Estómago. Su función principal es la digestión de los alimentos proteicos a partir 

de la secreción de aproximadamente 2.5 l de jugos gástricos cada día en el estómago a un 

pH entre 1.5 a 3.5 en ayuno y el peristaltismo, por lo que constituye un mecanismo de 
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defensa sumamente importante. Cuando los probióticos son administrados en individuos 

sanos, se enfrentan al estrés por alta acidez en el estómago. Los resultados de algunos 

estudios sobre el efecto del pH gástrico sobre los probióticos han sido informados. 

Fernández, Boris y Barbés (2003), estudiaron dos cepas humanas Lb. acidophilus UO 001 

y Lb. gasseri UO 002 que presentaron sobrevivencia en condiciones gástricas (pH 2 y 

presencia de pepsina). 

Berrada, Lemeland, Laroche, Thouvenot y Marine Piaia (1991), observaron el 

comportamiento de dos cepas de bifidobacterias al ser expuestas a ambientes gástricos 

simulados, una de ellas sobrevivió muy bien (>80%) al ser sometida 90 min a pH 3; 

mientras que la otra no sobrevivió. Pochart, Marteau, Bouhnik, Goderel, y Rambaud

(1992), encontraron pérdida en la viabilidad de bifidobacterias contenidas en leches 

fermentadas, al ser expuestas a soluciones de pH de 1.0 y 2.0 por 3 h. Carteris, Kelly, 

Morelli y Collins (1998), concluyeron que mientras la mayoría de las cepas de 

lactobacilos fueron resistentes a sales biliares, mostraron una pérdida de viabilidad tras

la exposición a jugos gástricos (pH 2.).

Intestino delgado. El intestino delgado lleva a cabo la digestión enzimática y 

absorción. La motilidad intestinal y el efecto inhibitorio de las sales biliares son los 

factores más importantes para los hospederos en la prevención del sobre-crecimiento en 

el intestino delgado. Las sales biliares, una compleja solución acuosa de componentes 

orgánicos e inorgánicos secretados por el hígado del humano, es inhibidor de muchos de 

los microorganismos que ingerimos. 

La resistencia a las sales biliares es considerado como uno de los principales 

criterios de selección de microorganismos probióticos. Cada especie y entre cepas de 

bacterias probióticas existe variación en la tolerancia a las sales biliares (Gopal, Prasad, 

Smart, y Gill, H.S., 2001). Normalmente, los resultados de estudios in vitro pueden 

predecir la situación in vivo, donde existen condiciones fisiológicas más complejas; sin 

embargo, la comparación de resultados a partir de diferentes estudios es difícil por 
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existir variaciones en los factores tales como medios y preparación de cultivos, 

condiciones de evaluación, entre otros. 

Los probióticos deberían llegar a lo largo del intestino, y específicamente al colon, 

intactos y viables; sin embargo, cuando los probióticos (Lb. acidophilus y 

Bifidobacterium) son ingeridos, se reduce su actividad y viabilidad, en parte por las 

condiciones ácidas del estómago y por la bilis (Lankaputhra y Shah, 1995), retardando su 

colonización. Es necesario proteger a las bacterias probióticas para que sobrevivan en 

dosis terapéuticas y ejerzan sus efectos benéficos sobre el balance de la microflora 

intestinal. La protección de probióticos por encapsulación ha sido propuesta para 

mejorar su viabilidad en productos lácteos y en el tracto gastrointestinal (GI).

2.4. Microencapsulación

La microencapsulación es definida como una tecnología de empaque de materiales 

sólidos, líquidos o gases, con el objetivo de impedir su pérdida, al protegerlos de la

reacción con otros compuestos presentes en el alimento, o para impedir que sufran 

reacciones de oxidación por la luz u oxígeno (Fanger, 1974; Popplewell, Black, Norris y 

Porzio, 1995). 

Las enzimas y las células animales o vegetales también pueden ser encapsuladas, 

permitiendo que los sustratos y productos entren y salgan de la cápsula. El tamaño de las 

cápsulas puede variar desde 1 µm a 1 mm, dependiendo de los materiales y métodos 

usados en su preparación (Anal y Sing, 2007). Las cápsulas obtenidas pueden liberar su 

contenido a tasas controladas bajo condiciones específicas (Anal y Stevens, 2005; Anal, 

Stevens y Remuñán-López, 2006; Kailasapathy y Masondole, 2005). 

En la actualidad, la encapsulación tiene grandes aplicaciones en el área de las 

industrias de los aditivos alimentarios, de los productos químicos, agroquímicos, 
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farmacéuticos y en la acuacultura (Wong, 1998). La encapsulación se utiliza para 

proteger, estabilizar y liberar específicamente los bioactivos (Champagne y Fustier, 

2007), pudiendo obtenerse productos alimenticios con mejores características 

sensoriales y nutricionales (Reineccius, 1991 y Popplewell, Black, Norris y Porzio, 1995). 

Se han preparado microcápsulas de probióticos usando diferentes materiales de pared

(Capela, Hay, y Shah, 2006), incluyendo polisacáridos naturales (Wong, 1998) y 

diferentes métodos. 

La encapsulación de diferentes células, incluyendo bacterias probióticas, ha sido una 

práctica común que extiende la vida de anaquel de los cultivos, los protege de la 

incidencia de bacteriófagos e incrementa su viabilidad y estabilidad en la producción, 

almacenamiento (O´Riondan, Buckle y Conway, 2001) y confiere protección adicional en 

procesos de secado por liofilización y durante la rehidratación (Krasaekoopt, Bhandari y

Deeth. 2003); además de permite un sinfín de aplicaciones biotecnológicas (Kim, Baek, 

Yoon, Y.H. 1996).

2.4.1. Métodos de encapsulación

La selección del método de encapsulación para una aplicación en particular, 

considera factores como: tamaño medio de la partícula requerido, propiedades 

fisicoquímicas del agente encapsulante y de la sustancia a encapsular, aplicaciones para 

el material encapsulado, mecanismo de liberación deseado y costo. Métodos, tales como 

secado por aspersión, por congelamiento y por lecho fluidizado, extrusión, coacervación 

y método electrostático, se utilizan para el encapsulamiento de bacterias probióticas 

(Tabla 4).
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Tabla 4. Propiedades de algunos métodos para la encapsulación de probióticos

Tecnología Características Beneficios Problemas

Partículas 

geladas

Células entrampadas en 

una matriz gelada: sistema 

de base biopolímeros 

(alginato, pectina) 

Pueden ser usadas en la 

producción de biomasa 

en fermentación y 

pueden secarse al aire

Bajo rendimiento en la 

producción de biomasa, 

partículas >50 mm.,

pueden afectar la textura 

del alimento 

Las partículas geladas 

pueden ser recubiertas con 

una doble capa (quitosano). 

La alta carga celular (>1011

ufc/g) en las cápsulas de 

pectina ó alginato, pero no 

para otros biopolímeros

Muchas metodologías 

pueden ser utilizadas

El secado en frío es 

barato. Las células se 

liberan en el intestino. 

El acarreador mantiene 

las propiedades de los 

bioactivos

Las partículas deben ser 

soluble en ambientes que 

contienen compuestos 

quelantes (fosfatos, 

citratos) 

Protección 

coloidad 

Cubiertas verdaderas, 

donde las células en una 

cubierta en polvo (de base 

lipídica) es atomizada. Alta 

carga celular (>1011 ufc/g). 

Es ampliamente utilizada 

comercialmente

Alta protección a 

periodos de exposición 

cortos en ácidos, 

humedad y oxígeno. 

Pueden adicionarse 

capas múltiples para 

controlar la liberación y 

ajustar la densidad 

Hay separación de fases 

en bebidas si las 

coberturas son lipídicas. 

La liberación de células 

es lenta a baja 

temperatura

Secado por 

aspersión 

Es atomizada una 

suspensión del bioactivo y 

material protector, creando 

gotas muy finas que son 

secadas con aire caliente. 

Las células son cubiertas de 

forma individual con los 

materiales de pared. La 

carga de células media en el 

polvo es 1010–1011 ufc/g 

Existe variedad de 

materiales de pared 

disponibles. Rápida 

liberación de células en 

disolución. Hay poco 

efecto sobre la textura 

de alimentos y bebidas 

si las partículas son 

disueltas.

Son utilizadas altas 

temperaturas en el 

proceso que pueden 

afectar la viabilidad de 

los probióticos y función 

de los bioactivos. Cortos 

periodos de protección 

hasta la disolución de las 

partículas.
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2.4.2 Método de Extrusión

El método de extrusión consiste en preparar una dispersión de biopolímeros 

adicionada de los microorganismos a encapsular, la cual es extruida a través de la aguja 

de una jeringa, para formar gotas que caen libremente a una disolución en la que 

gelifican y endurecen posteriormente (Figura 2). La disolución contiene cationes de Ca2+, 

en forma de CaCl2. 

Figura 2. Método de encapsulación por extrusión.

Las gotas gelifican instantáneamente, atrapando las células en una matriz 

tridimensional. Las concentraciones de biopolímeros y de CaCl2 pueden variar, para 

alginato de 0.6 a 2 % (p/p); mientras que para CaCl2 de 0.05-1.5 M. El tamaño 

aproximado de las cápsulas es de 2-5 mm de diámetro, pero puede controlarse, 

dependiendo de la aplicación. El tamaño y la esfericidad de las cápsulas depende de la 

viscosidad de la dispersión de biopolímeros Smidsrod y Skjak-Braek (1990), del 
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diámetro del orificio de la aguja y de la distancia entre la jeringa y la disolución de CaCl2

(Krasaekoopt, Bhandari y Deeth, 2004).

La composición química del alginato también influye en el tamaño de la cápsula; 

pequeñas cápsulas resultan de alginatos con bajo porcentaje de ácido L-gulurónico 

(Martinsen, 1989). Este método es el más popular, simple, de bajo costo y asegura la 

viabilidad de las células. Varios investigadores (Chandramouli, Kailasapathy, Peiris, y 

Jones, 2004; Lee, Cha, y Park, 2004; Sheu, Marshall, y Heymann, 1993) han estudiado los 

factores que afectan la preparación de cápsulas por este método tales como 

concentraciones de alginato y de CaCl2, tiempo de endurecimiento de las cápsulas y 

concentración celular.

Las aplicaciones del método de encapsulación por extrusión han ido 

incrementándose en la industria de los alimentos, debido a la protección de los 

materiales encapsulados ante factores como calor y humedad, lo que permite mantener 

su estabilidad y viabilidad. Aunque la cobertura de los probióticos encapsulados mejora 

la sobrevivencia, la adición de capas adicionales, puede afectar el tamaño de la cápsula. 

Cápsulas grandes en alimentos fermentados, tales como yogur, son indeseables, debido a 

que afectan la textura y la sensación bucal del producto. Cápsulas de menos de 100 µm 

de diámetro son deseables; mientras que aquellas con diámetros mayores de 0.1mm son 

detectadas en la boca (Mortazavian, Razavi, Ehsani y Sohrabvandi, 2007). 

Hansen, Allan-Wojtas, Jin y Paulson (2002), reportan que cápsulas muy grandes de 

alginato de calcio (> 1mm) causan una textura granulosa cuando se adicionan a 

alimenticios; en contraste, cápsulas muy pequeñas, de tamaño menor a 100 µm, no 

confieren protección significativa a las bacterias encapsuladas, en comparación con 

células libres, al someterlas a fluidos gástricos simulados. Estos estudios indican que las 

bacterias probióticas deben ser encapsuladas en un rango de tamaño particular. 
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2.4.3 Materiales utilizados para encapsulación

Existe una amplia variedad de materiales para encapsulación de bacterias 

probióticas; entre ellos se incluyen aceites hidrogenados, ceras, maltodextrinas, 

almidones (de maíz, arroz, trigo y papa)(O´Riondan, Buckle y Conway, 2001); alginato de 

sodio, celulosa, carragenina y goma arábiga, quitosano, carboximetilcelulosa (CMC), 

gelatina y pectina (Sultana, Godward, Reynolds, Arumugaswamy, Peiris y Kailasapathy, 

2000; Yánez, Salazar, Chaires, Jiménez, Márquez y Ramos, 2002; Krasaekoopt, Bhandari y 

Deeth, 2004, 2006), (Tabla 5). 

El diseño de vehículos de liberación de bioactivos en el colon debe vencer algunos 

obstáculos que se presentan durante su ingesta; primero, necesitan mantenerse intactos 

cuando atraviesan el tracto gastrointestinal superior, con el fin de proteger a los 

bioactivos de la degradación química y enzimática, y segundo, ellos deben ser capaces de 

liberar al bioactivo al llegar al colon, de forma controlada, manteniendo su efectividad 

terapéutica (Liu, Fishman, Kost y Hicks, 2003; Anal, Bhopatkar, Tokura, Tamura, y 

Stevens, 2003; Anal y Stevens, 2005; Liu, Fishmany Hicks; 2007).

Para la administración oral de probióticos, las cápsulas tienen que ser transportadas 

a través de ambientes con diferentes condiciones, frecuentemente: el bajo pH y la 

presión mecánica constante en el estómago; el ataque por proteasas en el intestino 

delgado; la microflora de digestión en el colon y la variación del tiempo de residencia en 

los diferentes segmentos del tracto gastrointestinal (GI). 

Las estrategias para la liberación de probióticos en el tracto GI, pueden abordarse con 

base en el tiempo de tránsito de la boca al colon, variaciones de pH y tipos de enzimas a 

través del tracto GI. No puede considerarse la liberación de una dosis de probióticos en 

un tiempo específico, debido a que son ignoradas variaciones en cada individuo. La 

estrategia más probable consiste en el desarrollo de un sistema de liberación en 

respuesta a la estimulación del ambiente local, tal como pH y enzimas. 
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Tabla 5. Materiales utilizados para la encapsulación de bacterias probióticas 

Biopolímeros Bacteria Método Aplicación

Carragenina Lactobacillus Cápsulas Producción de biomasa 

Carragenina St. thermophilus Cápsulas Producción de biomasa

Carragenina / goma 
de tragacanto

Lb. bulgaricus 
B. infantis / 

Cápsulas Producción de biomasa

Carragenina / goma 
de tragacanto

Bifidobacterium Cápsulas Producción de biomasa

Alginato/glicerol Bifidobacterium Cápsulas Producción de biomasa

Alginato Lactobacillus 
Bifidobacterium

Cápsulas Estabilidad en ácidos

Celulosa B. pseudolongum Cápsulas Estabilidad en ácidos y bilis

Alginato/ 
laurilsulfato de 
sodio 

Lb. delbrueckii Cápsulas Producción de biomasa

Carragenina /goma 
de tragacanto

Lb. casei Emulsificación Estabilidad en ácidos

Gelatina/tolueno-2-
4-diisocianato 

Lb. lactis Cápsulas Producción de biomasa

Alginato Lactobacillus Cápsulas Estabilidad en ácidos

Alginato Lb. acidophillus Compresión 
directa 

Estabilidad en ácidos

Alginato B. breve Emulsificación Estabilidad en ácidos

Proteína de suero B. Longum Micronización Estabilidad en ácidos

Alginato/quitosano Bifidobacterium Cápsulas Estabilidad en almacenamiento 
y ácidos 

Alginato/pectina/
proteína de suero 
de leche 

Bifidobacterium Cápsulas Estabilidad en almacenamiento 
y ácidos 

Almidón y almidón 
resistente a la 
digestión

Bifidobacterium y 
Lactobacillus

Cápsulas Estabilidad en almacenamiento 
y ácidos 

Almidón de maíz
ceroso 

Bifidobacterium Cápsulas/
emulsificación 

Estabilidad en almacenamiento 
y ácidos 

Alginato/almidón Lactobacillus 
Bifidobacterium 

Cápsulas Estabilidad en almacenamiento 
y ácidos

Fuente: Anal y Singh (2007).
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La formulación de matrices recubrientes con polímeros sensibles al cambio de pH, 

insolubles en ambientes ácidos y solubles en medios con un pH igual o mayor a 6. Tales 

sistemas se supone preservan los bioactivos dentro de la matriz y los liberan cuando 

llegan al colon. El pH del tracto GI en cada individuo está sujeto a variaciones internas y 

externas tales como salud, situaciones físicas y emocionales, dieta, estrés (Liu, Fishman, 

Kost y Hicks, 2003).

Alginato 

El alginato es un biopolímero natural, extraído de algas y está compuesto de dos 

unidades monoméricas, ácido -1-4 -D-manurónico (M) y ácido -1-4 L gulurónico (G)

(Figura 3). El alginato es ampliamente usado en la industria por su capacidad para 

retener agua, para gelificar, así como por sus propiedades viscoelásticas y estabilizantes 

(Draget, 2000). 

Se ha usado como material de pared debido a que no es tóxico, tiene un precio bajo y 

es seguro al ser usado en los alimentos (Song Cho y Park, 2003). Recientemente los 

alginatos han sido utilizados como matriz encapsulante de bioactivos, tales como 

bacterias, con la finalidad de lograr su liberación controlada (Draget, Skjåk-Bræk, y 

Smidsrød, 1997).

De acuerdo con Braccini y Prez (2001), la gelación es resultado de las interacciones 

específicas y fuertes entre los iones calcio y los bloques de ácido galacturónico y ácido 

gulurónico para pectina y alginato respectivamente (Figura 4). La formación del gel es 

dependiente del origen, la composición y arreglo de bloques de ácido gulurónico (G) en 

el alginato, debido a los sitios de enlace preferentes para los iones divalentes de Ca+2; 

este arreglo determina las propiedades funcionales, tales como la fuerza del gel, la 
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reactividad al calcio, y la tolerancia al calcio (Hoefler, 2004, Krasaekoopt, Bhandari y 

Deeth, 2004).

Fuente: Braccini y Prez (2001).

Figura 3. Estructura química de cadenas de (a) galacturonato y (b) guluronato

Cuando dos cadenas de bloques G se alinean lado a lado resulta un hueco en forma 

de diamante, el cual tiene la dimensión ideal para acomodar en su interior un ion calcio, 

formándose una estructura dimérica. El modelo de caja de huevo (“egg-box model”) 

(Figura 4) es usado para explicar las propiedades gelificantes de los alginatos al 

reaccionar con sales cálcicas (Braccini y Prez, 2001). 
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Un alginato con alto porcentaje de bloques G produce un gel con mayor fuerza que la 

mostrada por un gel obtenido a partir de alginato con mayor porcentaje de bloques M, 

pero se requiere de un control más exacto en la cantidad de calcio añadida al sistema. En 

contraste, un alginato con alto porcentaje de bloques M es más tolerante a variaciones en 

la cantidad de calcio presente en el sistema y el gel tiene menos probabilidades de

presentar sinéresis (Hoefler, 2004).

Fuente:Braccini y Prez (2001).

Figura 4. Formación de geles de alginato con sales cálcicas, modelo “egg-box” (caja de 

huevos). 

La conformación del ácido gulurónico en el alginato otorga un alto grado de 

coordinación con el calcio, de este modo forma geles más rígidos que son menos 

propensos al desgaste y a la erosión. Si se incrementa el contenido de ácido manurónico, 

los geles son más suaves, más elásticos, pero menos porosos y estos se disuelven 

fácilmente (Tønnesen y Karlsen, 2002). 

La composición química del alginato influye también sobre el tamaño de la cápsula; 

pequeñas cápsulas son obtenidas a partir de alginatos de bajo contenido de ácido 
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gulurónico (Martinsen, Skjak-Braek y Smidsrod, 1989). Pillay y Fassihi (1999b) 

encontraron que la liberación de un fármaco (diclofenaco de sodio) a partir de cápsulas 

de pectato de calcio, fue más rápida que aquellas observadas en cápsulas preparadas con 

alginato de calcio y mezcla de alginato-pectato de calcio, posiblemente porque la adición 

de pectato a alginato convirtió las matrices en más frágiles. A bajo pH, el ácido alginico es 

formado a partir de alginato y modifica la capa gelada comenzando la erosión de la 

cápsula.

Pectina

La pectina es un polisacárido natural que en recientes años ha ganado importancia. 

Los beneficios de la pectina son cada vez más apreciados por los investigadores y los 

consumidores, por ser biodegradable. Debido a sus propiedades gelantes, la pectina es 

empleada ampliamente en la industria de alimentos. Además, la pectina se ha usado 

como acarreador de drogas a nivel gastrointestinal, en forma de tabletas, cápsulas 

geladas o películas (Sriamornsak, 2003). La pectina es comercialmente extraída a partir 

de la piel de los cítricos y de las pomáceas, bajo condiciones ácidas o alcalinas.

La pectina consiste principalmente en unidades de ácido galacturónico y ésteres de 

metilo que forman cadenas lineales. Estos ácidos urónicos tienen grupos carboxilo, 

algunos de los cuales se encuentran naturalmente presentes como metil éster y, otros 

son tratados con amonio para producir grupos carboxilamida (Figura 5). El grado de 

esterificación debajo del 50 %, produce una gama de pectinas de bajo metoxilo. La 

pectina, posee carga eléctrica negativa a pH neutro. (Sriamornsak, 2003).

El valor de pK aparente de la pectina (pH a 50 % de disociación) varía con el grado de 

esterificación; a 65 % de esterificación el pK es de 3.55, mientras que a 0 % de 

esterificación el pK aparente de la pectina es de 4.10. Además de los segmentos de ácido 
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galacturónico, la pectina contiene azúcares neutros, como ramnosa, arabinosa, galactosa 

y xilosa, al lado de la cadena principal. La distribución global de de grupos hidrofílicos e 

hidrofóbicos de la molécula de pectina determina su solubilidad (Sriamornsak, 2003).

Fuente: Sriamornsak (2003).

Figura 5. (a) Segmento repetido de la molécula de pectina y sus grupos funcionales: 

(b) carboxilo; (c) ester y (d) amida.

La propiedad más destacada de las pectinas es su habilidad para formar geles en la 

presencia de iones Ca+2. La asociación de las cadenas de pectina (bloques de 

galacturonato) a través de iones Ca+2, conduce a la formación de una red tridimensional 

de pectato de calcio. La estructura resultante tiene forma similar a la de “caja de huevo” 

(Figura 4); aunque de acuerdo con Braccini, y Prez (2001), y Sriamornsak, (2003), 

además de la formación de enlaces iónicos, las pectinas amidadas promueven 

asociaciones entre dímeros a través de enlaces de hidrógeno e interacciones 

electrostáticas) (Figura 6). 
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Figura 6. Modelo de la gelación de las pectinas de bajo metoxilo amidadas mostrando 

interacciones entre residuos de ácido galacturónico y, enlaces hidrógeno entre residuos 

de ácido galacturónico amidado (Sriamornsak, 2003). 

Los factores decisivos para la formación de geles son la concentración de pectina, tipo 

de pectina, sólidos solubles, rango de pH y la concentración de sales amortiguadoras y de 

cationes divalentes en la formulación (Draget, 2000). Un balance adecuado entre la 

concentración de pectina y de calcio, conduce a la formación de geles con textura óptima. 

El exceso de calcio puede producir un gel menos elástico y quebradizo, con tendencia a la 

sinéresis o a la precipitación. 

Las pectinas amidadas han sido desterificadas con amonio; parte de los grupos éster 

son reemplazados por grupos amida, modificándose así sus propiedades gelantes, en 

comparación con las presentadas por las pectinas ácidas. Las pectinas amidadas pueden 

formar geles en independencia relativa del contenido de sólidos solubles y rango de pH; 

además con pequeñas concentraciones de calcio, la pectina comienza a formar enlaces y 

Iones calcio

Residuos de ácido galacturónico metilado

Residuos de ácido galacturónico 

Residuos de ácido galacturónico amidados
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si la concentración incrementa, puede formarse un gel (Pérez, Mazeau, du Penhoat, 

2000).

Debido a sus propiedades gelantes, de formación de películas, propiedades ligantes, 

bio-compatibilidad y no toxicidad, la pectina es un biopolímero útil para construir 

vehículos de liberación, en forma de geles, matrices tridimensionales, películas y micro o 

nano-partículas. Diferentes bioactivos pueden ser incorporados en los sistemas 

mencionados, con alta eficiencia de entrampamiento y mediante procedimientos simples. 

Las modificaciones químicas de las pectinas además mejoran su funcionalidad para 

algunas aplicaciones específicas. Los derivados de pectina poseyendo una densidad de 

carga alta (grupos amino primarios positivos o grupos carboxilo negativos), son capaces 

de penetrar a profundidad en tejidos, y así prolongar el tiempo residual para incorporar 

los activos y mejorar su penetración (Pérez, Mazaeu y du Penhoat, 2000). 

Se ha sugerido a las pectinas como materiales para construir acarreadores para la 

liberación oral de bioactivos a nivel gastrointestinal, debido a que atraviesa intacta el 

tracto gastrointestinal superior y es degradada por la microflora del colon (Liu, Fishman 

y Hicks, 2007). La pectina puede competir con otros polisacáridos en sistemas de 

liberación controlada, como quitosano, alginato, dextrano, inulina y derivados de 

carboximetilcelulosa o (hidroxipropil)metilcelulosa.

Para sistemas encapsulantes involucrando iones calcio, la liberación de bioactivos es 

más rápida cuando la matriz está compuesta de pectinas con alto grado de amidación; 

por ejemplo, un tiempo de 6 h con 24 % de amidación y un tiempo de liberación de 8 h 

para pectinas con 13 % de amidación. La presencia de iones calcio decrece la liberación 

de bioactivos cuando las cápsulas están constituidas por pectinas de bajo metoxilo, en 

contraste, los iones calcio incrementan la liberación de bioactivos cuando las cápsulas 

están formadas por pectinas de alto metoxilo (Wakerly, Fell, Attwood y Parkins, 1997).



Ofelia Sandoval Castilla 2. Antecedentes

Empaques bioactivos de liberación específica en el colon y su aplicación en productos lácteos funcionales 31

Las moléculas de pectato de calcio (pectina de bajo metoxilo + calcio), son menos 

hidrofílicas y más grandes que las pectinas de bajo metoxilo sin entrecruzar con calcio, 

consecuentemente, presentan una liberación de bioactivos más lenta. Otro factor que 

influye en la liberación de bioactivos es la hidratación de la matriz encapsulante. El 

pectato de calcio es más sensible a los fenómenos de erosión si la fuerza iónica del gel es 

baja. Mientras un gel resultante a partir de pectinas de bajo metoxilo entrecruzado con 

calcio no es erosionado, las pectinas de alto metoxilo, llegan a hidratarse en la presencia 

de iones calcio y la matriz encapsulante se erosiona, llevando a la liberación prematura 

de bioactivos (Wakerly, Fell, Attwood y Parkins, 1997).

2.4.4 Resistencia de biopolímeros a condiciones gastrointestinales

En ambientes ácidos, la pectina permanece como agregados macromoleculares; 

mientras que en soluciones neutras, los agregados de pectina tienen a disociarse y 

expandirse. La pectina además, es resistente a las proteasas y a las amilasas que se 

encuentran activas en el tracto gastrointestinal, pero es digerida por un gran número de 

bacterias que forman parte de la microflora del colon (Sinha y Kumria, 2001; Vandame, 

Lenourry, Charrueau y Chaumeil, 2002). Debido a las propiedades mencionadas, es muy 

posible que la pectina pueda cumplir la función de vehículo de bioactivos de origen 

proteico, de la boca al colon. 

Un obstáculo a vencer para la aplicación de pectina en la liberación específica de 

bioactivos en el colon, es el hecho de que la pectina se hincha (aumenta su volumen) 

considerablemente en condiciones fisiológicas. Los bioactivos con alta solubilidad en 

condiciones fisiológicas, pueden exhibir liberación prematura debido a que los poros de 

la matriz recubriente se expanden. El uso de pectina en combinación con otros 

biopolímeros para formar estructuras más estables, es una estrategia que pudiera 
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resolver este problema (Semdé, Amighi, Devleeschouwer y Moës, 2000; Kwabena y Fell, 

2001; Turkoglu y Ugurlu, 2002). 

2.4.5. Encapsulación de organismos probióticos 

Debe existir un millón de organismos probióticos por gramo de producto alimenticio, 

para que se liberen en cantidad suficiente en el colon y ejerzan los beneficios esperados 

en el ser humano. Sin embargo, la sobrevivencia de los organismos probióticos tales 

como Lactobacillus y Bifidobacterium es baja en presencia de ácidos y sales biliares 

(Lankaputhra y Shah, 1995), aunque es esencial que sobrevivan al tránsito en el intestino 

para que se multipliquen en el colon.

Durante la encapsulación de probióticos para su uso en alimentos, los organismos 

son cubiertos con un material de pared no tóxico, biopolímerico. Este material protege a 

los probióticos durante el procesamiento de los alimentos, ante factores como 

temperaturas extremas, excesiva exposición a luz, bajo pH y exposición al oxígeno, los 

cuales pueden afectar la viabilidad de los microorganismos. Los geles de alginato de 

sodio mejoran la viabilidad de los organismos probióticos debido a que permiten la 

difusión de nutrientes, mientras protegen a las células de factores de estrés (Talwalkar y 

Kailasapathy, 2003).

La microencapsulación ha mostrado que reduce la muerte de las células causada por 

la toxicidad al oxígeno (Talwalkar y Kailasapathy, 2003; Talwalkar y Kailasapathy, 2004). 

Los probióticos se encuentran aglomerados en el centro de las cápsulas creando regiones 

anaerobias (Beunink, Baumgärtl, Zimelka y Rehm, 1989). Ravula y Shah (2001) 

encontraron que la sobrevivencia de Lb. acidophilus y Bifidobacterium encapsulados en 

cápsulas alginato de calcio y adicionados en helado de yoghurt, mejoró 3 ciclos log, en 
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comparación a la mostrada por células libres, además Lb. acidophilus mostró mayor 

tolerancia a pH 2.5.

Sultana, Godward, Reynolds, Arumugaswamy, Peiris y Kailasapathy (2000) 

investigaron la actividad de Lb. acidophilus y B. infantis encapsuladas en alginato y 

evaluaron su sobrevivencia en condiciones gastrointestinales simuladas, sales biliares y 

pH ácido (2.0, 3.0 y 4.0) a 37 °C por 3 h, sin mostrar incremento en la sobrevivencia 

debido a la encapsulación; sin embargo, durante el almacenamiento de yogur (8 semanas 

a 4 °C), las bacterias encapsuladas mostraron mayor sobrevivencia que las células libres.

Existen muchos otros agentes o materiales de pared útiles para encapsular bacterias 

entre los que se incluyen a las gomas gelana-xantana (Sun y Griffiths, 2000). Cuando los 

agentes son combinados con cloruro de calcio, una matriz gelada se forma, creando una 

cubierta apta para proteger a los probióticos (Shah y Ravula, 2000). Los métodos de 

extrusión y de emulsión son los dos más utilizados para la encapsulación de probióticos;

a pesar de que muestran una sobrevivencia 80-95 %, tienen sus limitaciones. 

En el caso del método de emulsión, a pesar que  produce cápsulas en promedio más 

pequeñas que las obtenidas por el método de extrusión, el rango en tamaño es amplio y 

la morfología poco esférica (Krasaekoopt, Bhandari y Deeth, 2004), además por el 

método de emulsión, en las cápsulas permanece un residuo oleoso que puede ser 

inconveniente para la aplicación a alimentos bajos en grasa (Kailasaphaty, 2002). Estos 

métodos han sido mejorados mediante la aplicación de capas extra de diferentes 

materiales, un ejemplo es el Krasaekoopt, Bhandari y Deeth (2004) y Krasaekoopt, 

Bhandari y Deeth (2006) quienes encontraron una mejora en la sobrevivencia de Lb. 

acidophilus y Lb. casei en condiciones ácidas y biliares al utilizar una cubierta extra de 

quitosano sobre la cápsula de alginato.

Lb. acidophilus entrampado en cápsulas elaboradas a partir de mezclas de soya y 

goma arábiga, proteína de suero de leche y goma arábiga y proteína de soya con goma 
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arábiga, mostró resistencia a pH de 1, concentración de bilis de 1-4% y condiciones de 

almacenamiento de 5°C durante 15 semanas (Mosilhey, 2003). Koo, Cho, Hun, Baek y 

Park (2001), observaron que Lb. casei en cápsulas de alginato, alginato/quitosano

almacenadas a 4° C; mostraron similar estabilidad que las células no encapsuladas, no así 

a 22 °C, donde las cápsulas de doble capa fueron las más estables.

Song, Cho y Park (2003), encapsularon Lb. casei utilizando un sistema de emulsión 

con alginato al 1% p/v, e informaron que las células encapsuladas mantuvieron su 

viabilidad durante 4 semanas a 4° C, mientras que la viabilidad de las células no 

encapsuladas decreció 3 ciclos logarítmicos después de 6 semanas de almacenamiento. 

Con las bacterias probióticas encapsuladas, pueden diseñarse aplicaciones de 

liberación controlada como una alternativa para resolver los problemas que enfrentan la 

industria de alimentos. Los desafíos son la selección apropiada del método de 

encapsulación y el material encapsulante; lograr entrampar una alta carga celular; 

mantener la viabilidad de las células, y para aplicaciones en alimentos controlar el 

tamaño de la cápsula para no afectar negativamente las propiedades sensoriales.
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3.- JUSTIFICACION

Estudios realizados en décadas pasadas, revelaron que la ingestión de 

microorganismos probióticos, confiere un amplio rango de beneficios terapéuticos a los 

seres humanos. El estilo de vida y alimentación actuales, hace necesario suplementar la 

dieta humana con dosis adecuadas de microorganismos probióticos para restablecer el 

balance de la microflora intestinal y ayudar a mantener una buena salud digestiva.

Los alimentos más utilizados como vehículos de probióticos, en una dosis 

recomendada de 106 - 107 ufc g-1, han sido el yogurt y las leches; sin embargo, los 

probióticos son afectados por las condiciones de procesamiento del alimento, y después 

de ser ingeridos, también por los cambios de pH originados por el jugo gástrico, así como 

por la acción de las sales biliares en el tracto digestivo 

Considerando la importancia de mantener cuentas altas de probióticos viables, es 

esencial aplicar métodos para conservar su viabilidad y funcionalidad, tanto en el 

alimento que los contenga, como a través de su paso por el tracto gastrointestinal (GI). 

Una alternativa para lograr lo mencionado, la constituye el entrampamiento de los 

probióticos en cápsulas preparadas a partir de biopolímeros. 

La protección física conferida por las cápsulas a los probióticos durante su exposición 

a factores adversos, depende de las propiedades químicas y físicas de las primeras; no 

obstante poco se ha estudiado acerca del efecto de la composición química sobre las 

propiedades físicas de las cápsulas (morfología, tamaño, textura), así como de la posible 

relación entre estas propiedades físicas y la sobrevivencia de los probióticos a diferentes 

condiciones adversas.



Ofelia Sandoval Castilla 4. Objetivos

Empaques bioactivos de liberación específica en el colon y su aplicación en productos lácteos funcionales 36

4.- OBJETIVOS

4.1. Objetivo General

Los objetivos generales de este trabajo fueron: a) Entrampar Lb. casei en cápsulas 

elaboradas con alginato de sodio (A), pectina de bajo metoxilo amidada (P), y mezclas de 

A-P en relaciones 1:2, 1:4, 1:6, por el método de extrusión, y b) Determinar las posibles 

interrelaciones entre la composición y las propiedades morfológicas y mecánicas 

(diámetro, esfericidad y propiedades texturales) de las cápsulas; así como las posibles 

interrelaciones entre las propiedades morfológicas y físicas de las cápsulas con la 

sobrevivencia de Lb. casei entrampado durante el almacenamiento de yogur y en 

condiciones gastrointestinales simuladas.



Ofelia Sandoval Castilla 4. Objetivos

Empaques bioactivos de liberación específica en el colon y su aplicación en productos lácteos funcionales 37

4.2. Objetivos Específicos 

1. Establecer los parámetros experimentales óptimos de naturaleza de material, 

relación de material de pared/material a encapsular para la elaboración de cápsulas.

2. Entrampar Lb. casei en cápsulas utilizando mezclas de biopolímeros alginato (A) y 

pectina (P) por el método de extrusión y evaluar el rendimiento y la capacidad de 

inclusión

3. Estudiar la morfología y tamaño de las cápsulas a través de Microscopia de luz y 

Microscopía Electrónica de Barrido. 

4. Determinar las propiedades mecánicas (dureza, cohesividad, elasticidad, resiliencia, 

masticabilidad) de las cápsulas al modificar la relación A-P.

5. Evaluar la sobrevivencia de Lb. casei entrampado, en yogur, durante el 

almacenamiento (20 días a 4 °C). 

6. Evaluar la sobrevivencia de Lb. casei entrampado, en condiciones gastrointestinales 

simuladas.

7. Determinar la posible relación entre diámetro, esfericidad y propiedades texturales 

de las cápsulas con su composición química y con la sobrevivencia de Lb. casei en el 

almacenamiento de yogur y en condiciones gastrointestinales simuladas.
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5.- HIPÓTESIS

Variaciones en la composición biopolimérica (alginato, pectina) rendirán cápsulas 

con propiedades físicas distintas; estas últimas a su vez, afectarán el grado de protección 

que las cápsulas conferirán al probiótico Lb. casei, al ser incorporado en yogur y al ser 

expuesto a condiciones gastrointestinales simuladas. 
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6.- MATERIALES Y MÉTODOS

6.1. Ubicación del trabajo

La encapsulación de Lb. casei 81LYO, la evaluación de su sobrevivencia durante el 

almacenamiento de yogur durante 20 d, y a condiciones gástricas simuladas, se 

realizaron en el Laboratorio de Bioprocesos de la Universidad Autónoma Metropolitana 

Iztapalapa. La elaboración del yogur se llevó a cabo en el Laboratorio de Investigación en 

Tecnología de Alimentos del Departamento de Preparatoria Agrícola y el análisis de 

textura de las cápsulas se llevó a cabo en el Laboratorio de Reología de Alimentos del 

Departamento de Ingeniería Agroindustrial, ambos laboratorios pertenecientes a la 

Universidad Autónoma de Chapingo. El estudio de microestructura de las cápsulas por 

Microscopía Electrónica de Barrido se efectuó en el Laboratorio de Servicio Académico 

del Instituto de Ciencias del Mar y Limnología de la Universidad Nacional Autónoma de 

México. 

6.2. Materiales utilizados

Cultivo liofilizado de Lb. casei 81 LYO y cultivos lácticos de inoculación directa 

Streptococcus salivarius subsp. thermophilus y Lactobacillus delbrueckii subsp bulgaricus

(MY800) (Danisco, Dange Saint Romain, Francia), medio de cultivo agar MRS para 

lactobacilos (Merck. 10660) y caldo MRS para lactobacilos (Merck. 10661) (Merck, 

Darmstadt, Alemania), peptona de caseína (DIBICO S. A. de C. V., México), alginato de 

sodio (A) de bajo peso molecular FD 175, 60.5 % ácido gulurónico (G) y pectina de bajo 

metoxilo (P) LM-106 AS–YA, 28 % esterificación y 20 % amidación (CP Kelco, Lille 

Skensved, Dinamarca); extracto de bilis de porcino (B8631, Sigma-Aldrich Co., St Louis, 

Missouri); ácido ascórbico, cloruro de calcio, cloruro de sodio, etanol absoluto y ácido 
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clorhídrico, todos grado analítico (Laitz, S. A. de C. V., México). Leche entera y leche 

descremada en polvo NIDO® (Nestlé, S. A. de C.V., México), glutaraldehído al 2.5 % 

(v/v); buffer de cacodilatos (0.1 M, pH 7.2-7.3). (Electron Microscopy Sciences, 

Washington, EUA.).

6.3. Cultivo de Lb. casei y preparación del concentrado celular

6.3.1. Crecimiento de Lb. casei

La determinación de la curva de crecimiento de Lb. casei se realizó por triplicado, 

utilizando como medio de cultivo caldo MRS estéril (121 °C, 15 min), no adicionado y 

adicionado con ácido ascórbico (0.1 g L-1) para proveer un ambiente anaerobio (Song, 

Cho, y Park, 2003). El cultivo liofilizado de Lb. casei (0.025 g) se inoculó en 50 mL de 

medio de cultivo y se colocó en incubación a 37 °C. Se tomaron lecturas en unidades Klett 

cada 2 h mediante un fotocolorímetro (Klett-Summerson, Klett MFG. Co. NY, EUA.). Las 

unidades Klett posteriormente se convirtieron a unidades de densidad óptica (D. O.= 1 

unidad Klett*0.002). Al mismo tiempo el número de células de Lb. casei presente en los 

cultivos se determinó por triplicado por recuento en placa usando agar MRS adicionado 

con ácido ascórbico (0.5 g L-1). Lo anterior con el fin de relacionar las unidades de D.O. 

con el número de células de Lb. casei. A partir de estos datos, se construyó la curva de 

crecimiento de Lb. casei y con ello se determinaron las fases de crecimiento, y tiempo de 

cosecha con la finalidad de encapsular células en etapa final de crecimiento logarítmico 

(Sheu y Marshall, 1993).
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6.3.2. Obtención de células de Lb. casei a encapsular

Las células de Lb. casei a encapsular fueron obtenidas por medio de su cultivo en 

caldo MRS estéril durante 22 h de incubación a 37°C; este tiempo de incubación permitió 

que el microorganismo se encontrara en fase logarítmica tardía de crecimiento. El cultivo 

fue cosechado y centrifugado (1000×g, 20 min) (centrífuga Damon/Iec División IEC PR-J, 

Internacional Equipment Co., EUA) (Shin, Lee, Pestka y Ustunol, 2000); se lavó por 

duplicado con solución de NaCl (0.9 % p/v) estéril y resuspendió en agua peptonada (0.1 

g 100 ml-1) estéril, para obtener un concentrado celular (CC). 

La cuenta celular de Lb. casei presente en el CC (9.72 ± 0.1 log UFC ml-1) se 

determinó por triplicado mediante recuento en placa usando agar MRS adicionado con 

ácido ascórbico (0.5 g L-1). Todas las placas fueron incubadas a 37 °C durante 72 h, tras lo 

cual se realizó el conteo de las colonias formadas y registraron como unidades 

formadoras de colonia (UFC) ml-1 (Hughes y Hoover, 1995; Ravula y Shah, 2001; 

Corcoran, Stanton, Fitzgerald y Ross, 2005).

6.4. Preparación de dispersiones de biopolímeros

Se llevó a cabo un estudio preliminar para determinar las concentraciones mínimas 

de A y P en dispersión acuosa, tales que resultaran en cápsulas mecánicamente estables, 

obteniéndose las siguientes cifras: 0.5 g 100 g-1 para A y 2 g 100 g-1 para P. A partir de 

esas cifras se prepararon cinco dispersiones de A y/o P (Tabla 6), utilizando agua 

destilada estéril (121 °C, 15 min) a 25 °C y agitación moderada (600 rpm) mediante un 

equipo caframo (modelo RZR1, Cole-Parmer, Vernon Hills, IL, EUA). Las dispersiones 

fueron hidratadas 24 h, bajo temperatura de refrigeración (4 °C) para evitar crecimiento 

microbiano. 
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6.5. Encapsulación de Lb casei

6.5.1. Elaboración de cápsulas por el método de extrusión

Para la elaboración de las variaciones de las cápsulas, se mezcló concentrado celular 

de Lb. casei (CC) con cada una de las dispersiones de biopolímeros (Tabla 6), en una 

relación volumétrica de 1:9, obteniendo así suspensiones celulares (SC). El número de

células de Lb. casei contenido en todas las SC fue 8.83 ± 0.15 log ufc ml-1, determinado 

mediante incubación a 37 °C por 48 h, placas de agar MRS. Las cápsulas se formaron por 

el método de extrusión (Krasaekoopt, Bhandari y Deeth, 2003; Muthukumarasamy, Allan 

y Holley, 2006), para lo cual se adicionó por goteo una parte de la SC respectiva a diez 

partes de disolución de CaCl2 (pH 5.61 ± 0.02) estéril, usando una jeringa con una 

capacidad de 5 ml y una aguja 30G ½, 8 mm de longitud

Tabla 6. Concentraciones de alginato y pectina presentes en las dispersiones 

acuosas usadas para la preparación de las cápsulas conteniendo Lb. casei

Código de la 

dispersión/cápsulaa

Alginato de sodio (A)

g 100 g-1

Pectina de bajo metoxilo (P)

g 100 g-1

A0P2 0.0 2.0

A0.5P0 0.5 0.0

A0.5P1 0.5 1.0

A0.5P2 0.5 2.0

A0.5P3 0.5 3.0

a AX PY: código de las variaciones de cápsulas, donde A: alginato de sodio; x subíndice: g 

de A·100 g-1 de suspensión celular de Lb. casei-dispersión de biopolímeros; P: pectina de 

bajo metoxilo amidada; y subíndice: g de P·100 g-1 de suspensión celular de Lb. casei-

dispersión de biopolímeros.
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Las cápsulas obtenidas se dejaron reposar en la disolución de CaCl2, durante 12 h (5 

± 1 °C), para su completa solidificación. Las cápsulas se cosecharon por filtración a través 

de una malla de acero inoxidable de 0.19 mm (Fiicsa, S. A. de C. V., México), se enjuagaron 

y posteriormente fueron mantenidas en solución peptonada estéril (0.1 g 100 ml-1) a 4 °C 

(Krasaekoopt, Bhandari y Deeth, 2004) hasta su caracterización. Las variaciones de 

cápsulas fueron preparadas por triplicado aplicando un diseño experimental 

completamente al azar y fueron identificadas con los mismos códigos de las dispersiones 

de biopolímeros mostrados en la tabla 6.

6.5.2. Caracterización de cápsulas conteniendo Lb. casei

Rendimiento. El rendimiento de cápsulas conteniendo Lb. casei se registró como la 

cantidad de cápsulas (g) obtenidas a partir de 100 g de suspensión celular de Lb. casei-

dispersión de biopolímeros. 

Tamaño. El diámetro medio de veinte cápsulas de cada variación se determinó 

después de 1 d de su elaboración, utilizando el analizador de imágenes Imagen-Pro Plus 

versión 6.0 (Media Cybernetics, Silver Springs, MD, EUA), a partir de las micrografías 

obtenidas con la cámara digital a 4 (Rasband, 2007). 

Morfología. La morfología de las cápsulas fue observada en un microscopio de 

contraste de fases Olympus BX45 (Olympus Optical Co. LTD, Japón). Micrografías a una 

magnificación de 4 fueron tomadas a veinte cápsulas seleccionadas de forma aleatoria, 

con una cámara digital Camedia C-3030 (Olympus Optical Co. LTD, Japón). Las 
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micrografías fueron analizadas mediante el software de análisis de imágenes ImageJ 

versión 1.4, para determinar la esfericidad de las cápsulas (Rasband, 2007).

Propiedades texturales. Las diferentes variaciones de cápsulas se sometieron a 

Análisis de Perfil de Textura Instrumental (Beaulieu, Savoir, Paquin y Subirade, 2002;

Pillay y Danckwerts, 2002; Bourne, 2002) utilizando un texturómetro Stable Micro 

Systems modelo TA-XT2i (Texture Technologies Corp., White Plains, NY, EUA), equipado 

con una celda de carga de 5 kg. Para garantizar una reproducibilidad buena de la prueba, 

debido a la naturaleza particulada de las cápsulas, se utilizó una sonda cilíndrica de 

aluminio con área de contacto relativamente grande (35 mm de diámetro). Cada 

medición se llevó a cabo a temperatura ambiente (20 ± 2 ºC) sobre 30 g de cada 

variación de cápsulas; estas últimas colocadas sobre una placa de vidrio debajo de la 

sonda. La detección automática del contacto de la sonda con las cápsulas, se realizó con 

una fuerza de contacto de 0.005 N (Artignan, Corrieu y Lacroix, 1997). 

En todos los casos, las muestras de las cápsulas se comprimieron 30 % utilizando dos 

ciclos de compresión a velocidad del cabezal de 0.5 mm s-1. Las propiedades texturales 

primarias de dureza, cohesividad, elasticidad y resilencia (relación entre las áreas bajo la 

curva de compresión y descompresión) (Choonara, Pillay, Singh, Khan y Ndesendo, 

2008) fueron obtenidas utilizando el software del equipo Texture Expert para Windows 

versión 3.2. La determinación de las propiedades texturales de cada variación de 

cápsulas se realizó por triplicado.

Microestructura. Las cápsulas fueron fijadas en una disolución de glutaraldehído al 2 

% v/v en buffer de cacodilatos (0.1 M, pH 7.2) durante 6 h; se deshidrataron en 

disoluciones de etanol de concentraciones crecientes (50, 60, 70, 80, 90 y 100 %), 

permaneciendo 30 min en cada una. Posteriormente, las muestras se secaron a punto 

crítico en un CPA II Technics Critical Point Dryer (Tousimis, Rockville, MD, EUA). Cada 

cápsula se fracturó con el objetivo de exponer la estructura interior; luego se montaron 

en soportes de aluminio y finalmente se cubrieron con una capa fina de oro en un Fine 
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Coat Ion Sputter JFC 1100 (Jeol Ltd., Akishima, Japón). Las cápsulas fracturadas se 

observaron en un microscopio Electrónico de Barrido (MEB) (JEOL Scanning Electron 

Microscope JMS-035, Jeol Ltd., Akishima, Japón), operado a 20 kV, a una amplificación de 

1 000  para examinar la morfología superficial e interna de la capsula y a 10 000  para 

examinar la ubicación de las bacterias en la cápsula. 

6.5.3. Recuento de Lb. casei encapsulado

Para el recuento de células viables, fue necesario solubilizar las cápsulas y así liberar 

las células de Lb. casei encapsulado. Una suspensión de 1 g de cápsulas en 9 ml de buffer 

de fosfatos (0.1M, pH 7.2) (Sheu y Marshall, 1993), se agitó suavemente a temperatura 

ambiente durante 10 min. A partir de esta suspensión se realizaron las diluciones 

decimales necesarias para hacer el recuento de Lb. casei. El número de células viables en 

la suspensión fue determinado por recuento en placa utilizando agar MRS con incubación 

a 37 °C por 48 h.

6.5.4. Eficiencia de encapsulación

La eficiencia de entrampamiento se expresa como el porcentaje de células viables 

entrampadas por la técnica de extrusión. Este parámetro fue calculado mediante la 

siguiente ecuación:

Eficiencia de entrampamiento = A/B × 100

Donde A = ufc de Lb. casei g-1 de cápsulas × g de cápsulas 100 g-1 de SC y B = ufc de 

Lb. casei 100 g-1 de SC antes del encapsulamiento (Reid, Vuillemard, Britten, Arcand, 

Farnworth y Champagne, 2005).
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6.6. Sobrevivencia de Lb casei encapsulado en yogur

6.6.1. Elaboración de yogur bajo en grasa

Se preparó yogur de acuerdo al método descrito por Sandoval-Castilla, Lobato-

Calleros, Aguirre-Mandujano y Vernon-Carter (2004), a partir de lotes de 1 L de leche 

rehidratada conteniendo 15 g de grasa L-1 y 120 g de sólidos totales L-1, en cuya 

formulación se usaron cantidades adecuadas de leches en polvo entera y descremada. La 

leche se adicionó con 60 g de azúcar L-1; pasteurizó (85 °C, 20 min); enfrió (45 °C); 

inoculó con un cultivo láctico liofilizado MY800 (0.03 g L-1, conteniendo Lb delbrueckii ss. 

bulgaricus y St. ss. thermophilus e incubó a 45 °C hasta alcanzar una acidez de 90 °D. El 

yogur formado se refrigeró a 4 °C durante 24 h, después de lo cual se sometió a agitación 

moderada, utilizando un equipo CAFRAMO (modelo RZR1, Cole-Parmer, Vernon Hills, IL, 

EUA), para romper la estructura de gel y lograr un cuerpo fluido. 

6.6.2. Enumeración de Lb. casei encapsulado en yogur

Cien gramos de yogur se colocaron por cuatruplicado en botellas de vidrio estériles e 

incorporaron con 10 g de la variación de cápsulas respectiva, mediante agitación suave. 

Las muestras se almacenaron a 4  0.5 °C y la viabilidad de Lb. casei se determinó 

durante 20 días, a intervalos de 5 días. Las cápsulas de removieron del yogur por 

filtración y se lavaron con solución salina estéril. Las células de Lb. casei se liberaron de 

las cápsulas como ya se mencionó y se enumeraron por recuento en placa utilizando agar 

MRS con incubación a 37°C durante 48 h.
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6.6.3. Tasa de sobrevivencia

A partir de los datos del número de células de Lb. casei viables (UFC g-1 de cápsulas), 

se calculó la tasa de sobrevivencia, dividiendo la población viable final entre la población 

viable inicial. Los datos de tasa de sobrevivencia de las réplicas  independientes se 

consideraron como de una sola réplica y se ajustaron a una cinética de decaimiento de 

primer orden de la forma:

))((
1)(

tCC
dt

tdC
as

D




donde D es la media del tiempo constante de decaimiento, asC es el valor que la 

tasa de sobrevivencia alcanza asintoticamente (esto es, el valor en el cual la tasa de 

sobrevivencia se estabiliza). Entre más grandes sean los valores de D and asC , la matriz 

de entrampamiento es más estable. Estos parámetros fueron estimados por medio de un 

procedimiento de mínimos cuadrados, con la versión integral de la cinética de 

decaimiento, denominada: asD CtAtC  )/exp()( 1  . Aquí 1A es una constante de 

integración.

6.7. Sobrevivencia de Lb casei encapsulado a condiciones gastrointestinales 

simuladas

6.7.1. Sobrevivencia de Lb casei encapsulado a jugo gástrico simulado 

Para determinar la sobrevivencia de Lb. casei a jugo gástrico simulado, se colocó 1 g 

de cada variación de cápsulas, preparadas recientemente, por triplicado, en tubos 
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conteniendo 9 ml de solución gástrica simulada estéril (pH de 3.0) con ácido clorhídrico

0.1 N. Las muestras se incubaron a 37 °C durante 3 h en un baño de agua con agitación 

(Precision 360 Scientific Orbital, West Cortland St., Chicago, IL, EUA) (Hughes. y Hoover, 

1995). Después de este periodo, las cápsulas se filtraron y enjuagaron con solución salina 

estéril  e inmediatamente se determinó el número de células viables de Lb. casei por el 

procedimiento descrito en el punto 6.5.3 (Sheu y Marshall, 1993).

6.7.2. Sobrevivencia de Lb casei encapsulado a jugo gástrico y sales 

biliares 

Para determinar la sobrevivencia de Lb. casei a jugo gástrico simulado y sales 

biliares, de manera secuencial, se colocó 1 g de cada variación de cápsulas, preparadas 

recientemente, por triplicado, en tubos conteniendo 9 ml de solución gástrica simulada 

estéril (pH de 3.0) con ácido clorhídrico 0.1 N. Las muestras se incubaron a 37 °C durante 

3 h en un baño de agua con agitación (Precision 360 Scientific Orbital, West Cortland St., 

Chicago, IL., EUA) (Hughes. y Hoover, 1995).

Posteriormente, las cápsulas se filtraron, enjuagaron con solución salina y colocaron 

en tubos conteniendo 9 ml de extracto de bilis de porcino (B8631, Sigma-Aldrich 

Chemical Co., St Louis, MO, EUA) al 1 % p/v (la concentración máxima de sales biliares en 

el intestino humano es de 2 %), y pH 6.4. Las muestras se incubaron a 37 °C por 3 h con 

agitación suave (Carteris, Kelly, Morelli y Collins, 1998; Sun y Griffiths, 2000; Madureira, 

Pereira, Truszkowska, Gomes, Pintado y Malcata, 2005). Al finalizar el periodo de 

incubación, se determinó el número de células viables de Lb. casei por el procedimiento 

descrito en el punto 6.5.3. (Sheu y Marshall, 1993). Células sin encapsular en la misma 

concentración, se sometieron a las mismas condiciones gastrointestinales simuladas que 

las variaciones de capsulas y sirvieron como control (Mosilhey, 2003).
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6.8. Análisis estadístico

Los datos se sometieron a análisis de varianza de clasificación simple y cuando fue 

pertinente a comparación de medias de Tukey. La significancia establecida fue p ≤ 0.05. 

Un Análisis de Componentes Principales A (ACP) se llevó a cabo sobre las propiedades de 

las cápsulas (diámetro, esfericidad y propiedades texturales) y los valores de 

sobrevivencia de Lb. casei e yogur y a condiciones gastrointestinales simuladas. El 

análisis de datos se realizó mediante el software Statgraphics Plus (Statistical Graphics 

Corp., Manugistics, Inc., Cambridge, MA, USA).
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7. RESULTADOS Y DISCUSIÓN

7.1. Curva de crecimiento de Lb. casei

La curva de crecimiento de Lactobacillus casei (Figura 7) determinada usando caldo 

MRS sin la adición de ácido ascórbico, mostró que el final de la fase logarítmica de 

crecimiento ocurrió a las 27.5 h de incubación, seguida comenzó la fase estacionaria.

Cuando la determinación de la curva de crecimiento para Lb. casei se realizó usando 

caldo MRS adicionado con ácido ascórbico (0.05 % p/v), el tiempo requerido para 

alcanzar la finalización de la fase logarítmica se redujo de 27.5 a 24 h (Figura 7). Lb. casei

es un microorganismo microaerotolerante, que sólo tolera pequeñas concentraciones de 

O2, por lo tanto la adición de ácido ascórbico al medio de cultivo, favorece y acelera su 

crecimiento. Talwalkar y Kailasapathy (2004), mencionaron que el ácido ascórbico 

mantiene un potencial redox bajo, necesario para la viabilidad de las bacterias 

probióticas. 
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Figura 7. Curva de crecimiento de Lb. casei en caldo MRS no adicionado de ácido 

ascórbico (――) y en caldo MRS adicionado con ácido ascórbico (― ―), a 37°C.
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El potencial redox del medio de cultivo se mantiene bajo debido a que el ácido 

ascórbico disminuye el potencial redox del medio de cultivo al secuestrar el oxígeno 

disuelto en éste. Dave y Shah (1997), informaron que la adición de ácido ascórbico en 

una concentración de 0.025 % p/v incrementó la sobrevivencia y la viabilidad de Lb. 

acidophillus. En este estudio se decidió cosechar a Lb. casei 81 LYO a las 20 h de 

incubación, momento en el que el microorganismo llegó a la fase logarítmica tardía de 

crecimiento; en este lapso de incubación se obtuvo una elevada concentración de células, 

útiles para realizar la microencapsulación.

En diversas investigaciones, se han encapsulado microorganismos cuando éstos han 

alcanzado las fases logarítmica o estacionaria. Adhikari, Mustapha y Grün (2003),

cosecharon Bifidobacterium longum B6 en la parte final de la fase logarítmica de 

crecimiento (24 h de incubación), momento en el cual obtuvieron una población 

numerosa, así como buenos resultados en la encapsulación. Sheu, Marshall y Heymann

(1993), cosecharon Lb. bulgaricus L2, al inicio de la fase estacionaria de crecimiento, 

después de 15 a 16 h de incubación, a una temperatura de 37 °C. Por su parte, Reid, 

Champagne, Gardner, Fustier y Vuillemard (2007), cosecharon Lb. rhamnosus R011, 

cuando este microorganismo alcanzó la fase estacionaria de crecimiento. 

7.2. Morfología, diámetro y rendimiento de las cápsulas

7.2.1 Morfología

Los valores de esfericidad de las cápsulas variaron entre 0.90 y 0.95 (Tabla 7). Las

cápsulas A0P2, mostraron significativamente menor esfericidad que las cápsulas A0.5P0, 

A0.5P1, y A0.5P2, pero una esfericidad comparable a la de las cápsulas de A0.5P3, a pesar que 

estas últimas exhibieron un pequeño apéndice vermiforme (Figura 8). Estos resultados 

indican que el alginato contribuyó en mayor extensión a la esfericidad de las cápsulas 

que la pectina. Pillay y Fassihi (1999b), informaron que comprimidos (“pellets”) de 



Ofelia Sandoval Castilla Resultados y discusión

Empaques bioactivos de liberación específica en el colon y su aplicación en productos lácteos funcionales 52

alginato de calcio tuvieron forma esencialmente esférica; en contraste, aquellos 

formados con pectato de calcio y alginato-pectato de calcio tuvieron una geometría 

parecida a disco, atribuyendo este fenómeno a las diferencias que ocurren en el 

entrecruzamiento de los biopolímeros durante la formación de los comprimidos.

Figura 8. Micrografías representativas de las variaciones de cápsulas, obtenidas en un 

microscopio de contraste de fases: (a) A0P2; (b) A0.5P0; (c) A0.5P1; (d) A0.5P2 y (e) A0.5P3. AX

PY: códigos de las variaciones de cápsulas, donde A: alginato de sodio; x subíndice: g de 

A·100 g-1 de suspensión celular de Lb. casei-dispersión de biopolímeros; P: pectina de 

bajo metoxilo amidada; y subíndice: g de P·100 g-1 de suspensión celular de Lb. casei-

dispersión de biopolímeros. La barra de escala equivale a 0.5 mm.

Díaz-Rojas, Pacheco-Aguilar, Lizardi, Argüelles-Monal, Valdez, Ribaudo y Goucoolea 

(2004), establecieron que cápsulas de alginato-pectato de calcio pierden esfericidad 

conforme incrementa la proporción de pectina de linaza en la formulación, como 

a b c

ed
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consecuencia de la estabilidad mecánica débil de la red de pectato de calcio comparada 

con las obtenidas en las redes de alginato de calcio.

Tabla 7. Valores medios (± DE) de las características físicas, rendimiento y 

eficiencia de encapsulamiento de las cápsulas.

Código

de cápsula a

Diámetro

(mm)

Esfericidad

(0-1)

Rendimiento

(g de cápsulas·

100 g-1 de SC)

Eficiencia de

encapsulamiento

(%)

A0P2 0.93±0.06bc 0.90±0.05a 69.5±2.5b 68.8±2.5b

A0.5P0 0.71±0.07a 0.94±0.03b 52.9±3.6a 54.3±3.7a

A0.5P1 0.88±0.04b 0.94±0.03b 64.4±0.5b 64.1±0.5b

A0.5P2 0.89±0.08b 0.95±0.02b 77.3±2.4c 77.9±2.4c

A0.5P3 0.97±0.07c 0.93±0.03ab 80.8±1.1c 79.2±1.1d

a AX PY: código de las variaciones de cápsulas, donde A: alginato de sodio; x subíndice: g 

de A·100 g-1 de suspensión celular de Lb. casei-dispersión de biopolímeros; P: pectina de 

bajo metoxilo amidada; y subíndice: g de P·100 100 g-1 de suspensión celular de Lb. casei-

dispersión de biopolímeros. a, b, c, d, Diferentes superíndices en la misma columna indican 

que las medias difieren significativamente (p≤0.05). 

7.2.2 Diámetro

El diámetro, de igual manera que la esfericidad, fue afectado por la composición en

biopolímeros de las cápsulas. Los valores del diámetro de las cápsulas variaron de 0.71 a 

0.97 mm (Tabla 7). Las cápsulas de A0.5P0 mostraron significativamente menor diámetro 



Ofelia Sandoval Castilla Resultados y discusión

Empaques bioactivos de liberación específica en el colon y su aplicación en productos lácteos funcionales 54

que aquellas formuladas con pectina sola o en combinación con alginato (Tabla 7). Al 

parecer, todas las variaciones de cápsulas fueron lo suficientemente grandes para lograr 

encapsular una buena carga celular (Tabla 7) para su protección en contra de factores 

ambientales detrimentales, pero probablemente no fueron lo suficientemente pequeñas 

para que su presencia en la boca no fuera detectada.

Anal y Singh (2007) mencionaron que un reto importante a vencer para la 

encapsulación de probióticos, lo constituye el gran tamaño de las células microbianas 

(típicamente 1-4 µm). Esta característica limita la carga celular en cápsulas pequeñas o

cuando se producen cápsulas grandes, las propiedades texturales y sensoriales de los 

productos a los que son adicionadas pueden verse afectadas negativamente. 

Muthukumarasamy, Allan y Holley (2006), encontraron que cápsulas grandes (2-4 mm) 

elaboradas por la técnica de extrusión, fueron capaces de proteger mejor a Lactobacillus 

reuteri, que aquellas cápsulas más pequeñas (20-1000 µm) obtenidas por la técnica de 

emulsificación. Chandramouli, Kailasapathy, Peiris y Jones (2004), evaluaron la 

sobrevivencia de Lactobacillus encapsulado en alginato sometido a condiciones gástricas 

simuladas, y encontraron que la viabilidad incrementó conforme aumentó el tamaño de 

la cápsula de 200 a 1000 µm. 

7.2.3 Rendimiento

El rendimiento de las cápsulas (g cápsulas por 100 g-1 de SC), varió de 50.9 a 80.0, 

dependiendo de la concentración total de biopolímeros en SC (Tabla 7). A la más alta 

concentración de biopolímeros correspondió el mayor peso de cápsulas obtenidas.
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7.2.4 Microestructura de las cápsulas

La baja firmeza de las cápsulas al deshidratarse a punto crítico, originó matrices muy 

porosas, débiles y frágiles para manipular en Microscopia Electrónica de Barrido (MEB), 

por lo que se observaron algunas cápsulas colapsadas (Figura 9 y 10), algunas más 

fracturadas asimétricamente y algunos fragmentos a través de los cuales fue posible 

observar la estructura interna de las matrices poliméricas. Adicionalmente algunas de las 

cápsulas que se mantuvieron íntegras fueron fracturadas manualmente para poder 

observar su estructura interna (Figuras 9, 11 a 15). Mediante la técnica MEB fue posible 

apreciar las modificaciones causadas en el arreglo estructural de las cápsulas, al variar la 

composición biopolimérica de su pared.

En general, las diferentes variaciones de cápsulas presentaron una matriz de 

polisacáridos porosa (Figuras 11 a 15), debido a la hidratación de la matriz durante la 

gelación de los biopolímeros. La pared de todas las variaciones de cápsulas mostró una 

estructura más densa que el resto de la cápsula, con poros muy pequeños y ausencia de 

bacterias en su exterior, tal y como puede observarse en las cápsulas A0.5P1 (Figura 10).

La estructura interna de las capsulas en general, fue abierta y porosa y contuvo una 

elevada carga celular (Figuras 9 a 15); observaciones similares fueron informadas por 

Sheu y Marshall (1993), Sultana, Godward, Reynolds, Arumugaswamy, Peiris y 

Kailasapathy (2000) y Allan-Wojtas, Hansen y Paulson (2008).

La mayor compactación de la pared de las cápsulas puede atribuirse a su contacto 

directo con la disolución de cloruro de calcio. De acuerdo con Reid, Vuillemard, Britten, 

Arcand, Farnworth y Champagne (2005) una estructura más compacta puede ser 

formada a altas concentraciones de iones calcio; pudiendo así explicarse la apariencia 

diferente entre la superficie y el centro de las cápsulas. Además, la velocidad de gelación 

de la superficie de las cápsulas es más rápida, casi instantánea, que en el interior, por la 

alta concentración de iones calcio; mientras que la gelación en el centro de las cápsulas

depende de la tasa de difusión de los iones calcio y su concentración en el gel (Allan-

Wojtas, Hansen y Paulson, 2008).
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También se observaron diferencias en la apariencia de la matriz interna de las 

cápsulas, de acuerdo a su composición; así, las cápsulas A0.5P0, elaboradas sólo con A

(Figura 11) y las cápsulas A0P2 formuladas sólo con P (Figura 12) mostraron matrices 

internas más porosas que aquellas exhibidas por el resto de las cápsulas A0.5P1, A0.5P2, 

A0.5P3, elaboradas a partir de mezclas A-P (Figuras 13 a 15). Asimismo, las matrices 

internas de las cápsulas constituidas por mezclas A-P, fue más densa conforme 

incrementó la concentración de biopolímeros en la formulación (Tabla 8). 

Las observaciones expuestas parecen indicar que aumentos en la concentración de 

biopolímeros de las cápsulas, mediante la incorporación de mayores concentraciones de 

P, resultaron en la formación de matrices internas con una estructura más compacta. Una 

mayor concentración de biopolímero resulta en una estructura capsular más compacta y 

de menor porosidad; no obstante, existe un límite de concentración máxima de 

biopolímero a usar, como resultado de las dificultades que implica el manejo de 

dispersiones con altas viscosidades en el método de extrusión. 

La porosidad de la matriz encapsulante es un factor importante, que afecta la 

viabilidad de las bacterias cuando son sometidas a ambientes adversos, tales como el 

tracto gastrointestinal; esta propiedad puede ser controlada por las características del 

biopolímero (peso molecular, contenido y distribución secuencial de ácido gulurónico o 

galacturónico), cinética de gelación y concentración de iones divalentes, para formar 

estructuras geladas menos porosas, las cuales pueden proteger mejor a las bacterias 

(Thu, Bruheim, Espevik, Smidsrød, Soon-Shiong y Skjåk-Bræk, 1996; Allan-Wojtas, 

Hansen y Paulson, 2008).

En todos los casos, la estructura interna de las cápsulas reveló la presencia de micro-

cavidades o poros distribuidos de forma irregular, en los que se encontró la presencia de 

células de Lb. casei (Figuras 11 a 15). Hansen, Allan-Wojtas, Jin y Paulson (2002) y 

Sultana, Godward, Reynolds, Arumugaswamy, Peiris y Kailasapathy (2000), observaron

que la matriz de alginato de cápsulas conteniendo bacterias fue marcadamente más 

porosa que aquella de cápsulas ausentes de bacterias. Estos autores explicaron que 
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posiblemente la presencia de bacterias interrumpió la gelación del biopolímero en su 

vecindad inmediata, originando cavidades internas en las cápsulas.

El grado de entrecruzamiento es un parámetro que regula varias propiedades de las 

cápsulas, tales como la dinámica de erosión de la matriz, hinchamiento y liberación de 

bioactivos a través de los poros generados por entrecruzamiento (Pillay y Danckwerts, 

2002). Hansen, Allan-Wojtas, Jin, y Paulson (2002), encontraron que la alta porosidad de 

la red de alginato en cápsulas que contenían bacterias limitó su efecto protector ante 

jugos gástricos simulados a pH 2.0 y 3.0, así como durante el almacenamiento de las 

cápsulas en leche a 4°C durante 16 días. 

Figura 9. Micrografía MEB representativa de una cápsula (A0.5P0) fracturada, p: pared 

interna de la cápsula, c: centro de la cápsula. Ampliación 2500 .

p

c
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Figura 10. Micrografía MEB representativa de una cápsula (A0.5P1) fracturada, p: pared 

exterior de la cápsula, c: centro de la cápsula. Ampliación 500 .

Figura 11. Micrografía MEB representativa de la estructura interna de una cápsula 

(A0.5P0). Ampliación 5000 .

p

c
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Figura 12. Micrografía MEB representativa de la estructura interna de una cápsula 

(A0.5P2). Ampliación 5000 .

Figura 13. Micrografía MEB representativa de la estructura interna de una cápsula 

(A0.5P1). Ampliación 5000 .
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Figura 14. Micrografía MEB representativa de la estructura interna de una cápsula 

(A0.5P2). Ampliación 5000 .

Figura 15. Micrografía MEB representativa de la estructura interna de una cápsula 

(A0.5P3). Ampliación 5000 .
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7.3. Propiedades texturales de las cápsulas

La composición en biopolímeros y su concentración, afectaron las propiedades 

texturales de las cápsulas. Los resultados obtenidos indican que las cápsulas de alginato 

(A0.5P0) mostraron valores significativamente menores de dureza, elasticidad, y 

resiliencia que aquellos mostrados por las cápsulas formuladas con pectina (A0P2), pero 

tuvieron valores comparables (p > 0.05) de cohesividad (Tabla 8). Las cápsulas A0.5P1 y 

A0.5P2 exhibieron valores intermedios en las propiedades texturales de dureza, 

elasticidad y resiliencia que aquellos mostrados por A0.5P0 y A0.5P2, pero la cohesividad de 

las cápsulas de A0.5P2 fue considerablemente mayor (p ≤ 0.05) que aquella de las 

cápsulas A0P2.

Tabla 8. Valores medios (± DE, n=9) de las propiedades texturales de las 

variaciones de cápsulas 

Código

de cápsulaa

Dureza

(N)

Cohesividad

(Relación)

Elasticidad

(Relación)

Resiliencia

(Relación)

A0P2 1.11±0.08 c 0.84±0.01a 0.99±0.01b 0.58±0.01c

A0.5P0 0.45±0.01a 0.82±0.01a 0.89±0.02a 0.44±0.01a

A0.5P1 0.68±0.05b 0.81±0.02a 0.90±0.01a 0.46±0.01a

A0.5P2 0.76±0.03b 0.87±0.01b 0.99±0.03b 0.55±0.02b

A0.5P3 2.08±0.20d 0.89±0.01b 0.99±0.03b 0.64±0.02d

a AX PY: código de las variaciones de cápsulas, donde A: alginato de sodio; x subíndice: g 

de A·100 g-1 de suspensión celular de Lb. casei-dispersión de biopolímeros; P: pectina de 

bajo metoxilo amidada; y subíndice: g de P·g-1 de suspensión celular de Lb. casei-

dispersión de biopolímeros. a, b, c, d. Diferentes superíndices en la misma columna indican 

que las medias difieren significativamente(p≤0.05). 
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Las cápsulas A0.5P3 presentaron los valores más altos (p ≤ 0.05) de dureza y 

resiliencia. Los resultados expuestos indican que existieron diferencias en las reacciones 

de entrecruzamiento de las redes poliméricas de alginato de calcio, pectato de calcio y 

alginato-pectato de calcio; las cuales resultaron en diferentes respuestas mecánicas a la 

deformación. Adicionalmente, puede inferirse que el diseño de cápsulas con diferentes 

propiedades texturales puede lograrse a través de variaciones en las relaciones de A y P. 

7.4. Eficiencia de encapsulamiento de Lb. casei

La eficiencia de encapsulamiento de Lb casei en las variaciones de cápsulas varío 

entre 54.3 y 79.2 % (Tabla 7). Las cápsulas elaboradas sólo con alginato (A0.5P0) 

mostraron significativamente menor eficiencia de encapsulamiento que aquellas 

observadas en el resto de las variaciones de cápsulas (Tabla 7). Las variaciones de 

cápsulas A0.5P2 y A0.5P3 presentaron las eficiencias de entrampamiento de células más 

altas y entre ellas no existió diferencia significativa (Tabla 7). A pesar de que en todos los 

casos la SC tuvo la misma carga celular inicial (8.83 ± 0.15 log ufc ml-1 SC), la carga 

celular en las cápsulas A0.5P0 (8.56 ± 0.03 log ufc g-1), fue significativamente menor que 

aquellas (8.88 ± 0.03 a 8.92 ± 0.01 log ufc g-1) obtenidas en el resto de las cápsulas. 

Reid, Vuillemard, Britten, Arcand, Farnworth y Champagne (2005) relacionaron la 

eficiencia de encapsulamiento con dos factores que afectan las cuentas teóricas de ufc en 

las cápsulas: (1) La pérdida de células en la disolución de CaCl2, y (2) la pérdida de 

viabilidad de las células en las mismas cápsulas. La eficiencia de encapsulamiento 

incrementó significativamente conforme la concentración de biopolímeros aumentó, 

debido a que mayores pesos de cápsulas fueron obtenidos 100 g-1 de SC (Tabla 7).

Sultana, Godward, Reynolds, Arumugaswamy, Peiris y Kailasapathy (2000), informaron 

de mejoras en la eficiencia de encapsulación de Lb. casei en cápsulas de alginato,

conforme la concentración de biopolímeros incrementó por la adición de almidón 
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resistente Hi-maíz en porcentajes en peso de 0 a 2. Kailasapathy, Perera y Phillips 

(2006), observaron eficiencias de encapsulación para enzimas de sabor de menos del 60

% en cápsulas de alginato-almidón Hi-maíz. Los valores de eficiencia de encapsulación 

obtenidos se encontraron entre los informados por Pillay y Fassihi (1999a) para 

diclofenaco de sodio en comprimidos de alginato-pectato de calcio (84.94 %) y en 

comprimidos de alginato de calcio puro (49.94 %).

7.5 Sobrevivencia de Lb. casei encapsulado en yogur

La composición y la concentración de biopolímeros en las cápsulas afectó la 

sobrevivencia de Lb. casei en yogur. La sobrevivencia de Lb. casei encapsulado durante el 

tiempo de almacenamiento de yogur, fue mayor al 90 % en las variaciones de cápsulas 

elaboradas con pectina y alginato-pectina; en contraste, la sobrevivencia de Lb. casei 

disminuyó hasta aproximadamente el 40 % de la carga inicial en las cápsulas A0.5P0, 

preparadas sólo con alginato (Tabla 9). Las células de Lb. casei contenidas en las cápsulas 

A0P2 preparadas sólo con P, mantuvieron su número durante el tiempo evaluado y 

mostraron mayor sobrevivencia que la exhibida por las células contenidas en las 

cápsulas A0.5P0, formuladas sólo con A, a cualquier tiempo de almacenamiento (Tabla 9).

Los valores de sobrevivencia de Lb. casei contenido en las cápsulas formadas por 

alginato-pectina A0.5P1 y A0.5P2, fueron ligeramente mayores al 100 % durante el tiempo 

de almacenamiento del yogur (Tabla 9). Después de 20 días de almacenamiento a 4 °C, el 

número de células viables de Lb. casei se mantuvo en el rango de concentración 

terapéutica (107 ufc g-1) en el yogur (Krasaekoopt, Bhandari y Deeth, 2006), 

independientemente de la composición de las diferentes variaciones de cápsulas.
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Tabla 9. Valores medios (± DE, n=9) de viabilidad y sobrevivencia de Lb. casei

encapsulado, durante el almacenamiento de yogur

Días

Códigoa

de cápsula

Log ufc de Lb. casei g-1 cápsulas y sobrevivencia (%)

0 5 10 15 20

A0P2 8.92±0.01A 8.90±0.01A 8.90±0.02A 8.86±0.01A 8.90±0.07A

(95.8±2.2)bA (96.4±3.5)aA (87.6±2.7)cA (97.3±5.3)bA

A0.5P0 8.56±0.03A 8.36±0.04B 8.31±0.09B 8.20±0.04C 8.15±0.03C

(63.9±6.4)cA (58.3±13.2)bAB (43.8±4.2)dB (39.6±2.5)cB

A0.5P1 8.92±0.02B 8.93±0.03B 8.92±0.02B 8.99±0.04A 8.97±0.04AB

(100.3±3.4)bA (100.0±4.1)aA (116.4±3.6)aAB (111.9±11.4)abB

A0.5P2 8.89±0.02C 8.93±0.03A 8.90±0.02AB 8.91±0.01AB 8.98±0.05A

(111.0±6.2) aAB (102.6±4.1)aB (103.6±1.9)bB (120.1±4.9)aA

A0.5P3 8.88±0.03B 8.93±0.04B 8.90±0.02 B 8.92±0.01B 8.97±0.02A

(95.76±2.2)bA (96.36±3.5)aA (87.58±2.7)cA (97.27±5.3)bB

a AX PY: código de las variaciones de cápsulas, donde A: alginato de sodio; x subíndice: g 

de A·100 g-1 de suspensión celular de Lb. casei-dispersión de biopolímeros; P: pectina de 

bajo metoxilo amidada; y subíndice: g de P·g-1 de suspensión celular de Lb. casei-

dispersión de biopolímeros. a, b, c, d. Diferentes superíndices en la misma columna indican 

que las medias difieren significativamente (p≤0.05) entre variaciones de cápsulas. A, B, C, D, 

Diferentes superíndices en la misma fila indican que las medias difieren 

significativamente (p≤0.05) durante el tiempo de almacenamiento.

Los datos experimentales y los datos ajustados de viabilidad y tasa de sobrevivencia 

de las células de Lb. casei encapsuladas e incorporadas a yogur, se muestran en la figura 

17 para las cápsulas A0.5P0 y en la figura 18 para las cápsulas A0.5P3. El resto de las 

variaciones de cápsulas mostraron una tendencia similar a aquella exhibida por las 

cápsulas A0.5P0 y A0.5P3.
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Figura 16. Tasas de sobrevivencia y modelos ajustados para Lb. casei contenido en 

las cápsulas A0.5P0 e incorporado en yogur almacenado durante 20 días a 4 °C.
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Figura 17. Tasas de sobrevivencia y modelos ajustados para Lb. casei contenido en las 

cápsulas A0.5P3 e incorporado en yogur almacenado durante 20 días a 4 °C.
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Para las diferentes variaciones de cápsulas, los resultados obtenidos para el tiempo 

de decaimiento medio constante y el valor de estabilización asintótica alcanzado son 

mostrados en la Tabla 10. La adición de P mejoró la sobrevivencia de las células de Lb. 

casei, incrementándose tanto el tiempo de decaimiento medio constante, como el valor 

de la estabilización asintótica (Tabla 10).

Tabla 10. Parámetros resultantes del ajuste de los datos experimentales para la  

tasa de sobrevivencia Lb. casei encapsulado en yogurt almacenado 20 días a 4 °C. 

Código

de cápsula a
A0.5P0 A0.5P1 A0.5P2 A0.5P3 A0P2

D (días) 6.03±2.7 18.15±3.4 32.15±4.1 37.8±8.4 31.15±7.1

asC (%) 38.44±0.9 48.12±3.9 56.23±5.1 57.17±8.3 51.13±6.2

a AX PY: código de las variaciones de cápsulas, donde A: alginato de sodio; x subíndice: g 

de A·100 100 g-1 de suspensión celular de Lb. casei-dispersión de biopolímeros; P: 

pectina de bajo metoxilo amidada; y subíndice: g de P·100 g-1 de suspensión celular de 

Lb. casei-dispersión de biopolímeros. D : Tiempo de decaimiento medio constante. asC

: Valor al cual la tasa de sobrevivencia se convierte en asintótica.

Al parecer, el uso de 2 % de P sóla o entre 2 y 3 % combinada con 0.5 % de A, tendió 

a exhibir cuentas óptimas de Lb. casei, las cuales fueron superiores al requerimiento 

terapeútico de 107 ufc g-1 en yogur (Krasaekoopt, Bhandari y Deeth, 2006), después de 

20 días de almacenamiento a 4 °C. Sin embargo, la ausencia de alginato en las variaciones 

de cápsulas A0P2 tuvo un efecto negativo en la capacidad de sobrevivencia de Lb. casei, en 

comparación con la sobrevivencia observada en las cápsulas A0.5P2 y A0.5P3. Esto sugiere 

que ambos, P y A, inducen una especie de efecto sinérgico en la consolidación de la 

matriz encapsulante.



Ofelia Sandoval Castilla Resultados y discusión

Empaques bioactivos de liberación específica en el colon y su aplicación en productos lácteos funcionales 67

Las células contenidas en las cápsulas A0.5P0, mostraron los valores más bajos de 

tiempo de decaimiento medio constante ( D ) y de estabilización asintótica ( asC ), en 

comparación con el resto de las variaciones de cápsulas (Tabla 10). Se ha informado que 

el factor principal que influye en la sobrevivencia de las bacterias probióticas es el 

incremento en el contenido de ácido del yogur después de la fermentación y durante el 

tiempo de almacenamiento, el cual es denominado “sobreacidificación” o 

“postacidificación” (Shah y Jelen, 1990). 

Los resultados obtenidos indican que las cápsulas de alginato-pectina mejoraron la 

sobrevivencia de Lb. casei en yogur, probablemente debido a la lenta tasa de difusión de 

los compuestos producidos durante la fermentación de yogur, tales como ácidos y 

peróxido de hidrógeno, que inhiben su crecimiento (Krasaekoopt, Bhandari y Deeth,

2006). Los valores de pH de los yogures variaron entre 4.64  0.0 al día 0 y 4.48  0.01 al 

día 20 y en un día en particular no exixtieron diferencias significativas entre los valores 

de pH de los yogures. 

Adhikari, Mustapha y Grün (2003), informaron valores y variaciones de pH similares, 

para yogures conteniendo Bifidobacterium longum encapsulado en -carragenina, 

durante 30 días de almacenamiento, y también encontraron que la carga celular no 

declinó. Investigaciones previas han demostrado el efecto protector ejercido por la 

encapsulación de bacterias probióticas cuando éstas fueron expuestas a condiciones 

adversas, encontrando que las bacterias exhibieron una sobrevivencia significativamente 

mayor que aquellas células no encapsuladas cuando fueron sometidas a bajo pH (Lian, 

Hsiao y Chou, 2003; Picot y Lacroix, 2004; Pimentel-González, Campos-Montiel, Lobato-

Calleros, Pedroza-Islas y Vernon-Carter, 2009).
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7.6 Sobrevivencia de Lb. casei encapsulado a condiciones gastrointestinales 

simuladas.

La sobrevivencia de las células encapsuladas después de la exposición secuencial a 

condiciones ácidas y sales biliares, decreció significativamente en todos los casos. Sin 

embargo, la composición de la matriz encapsulante proporcionó diferentes grados de 

protección a las células de Lb. casei, resultando en valores de sobrevivencia

significativamente diferentes (Figura 19). 

1E -3

0.01

0 .1

1

10

100

A
0 .5

P
1

S
o

b
re

vi
ve

n
ci

a
 d

e
 L

b
.c

a
se

i (
%

)

A
0 .5

P
0

A
0 .5

P
2

A
0.5

P
3

A
0
P

2 lib res

Figura 18. Efecto de la exposición a jugos gástricos simulados y sales biliares sobre la 

sobrevivencia de Lb. casei encapsulado en las diferentes variaciones de cápsulas y células 

libres. AX PY: código de las variaciones de cápsulas, donde A: alginato de sodio; x

subíndice: g de A·100 g-1 de suspensión celular de Lb. casei-dispersión de biopolímeros; 

P: pectina de bajo metoxilo amidada; y subíndice: g de P·100 g-1 de suspensión celular de 

Lb. casei-dispersión de biopolímeros. Las barras de error representan la desviación 

estándar de las medias(n=9).

Los resultados indicaron que las matrices binarias alginato-pectato de calcio de 

las cápsulas, proveyeron una mejor protección contra las sales biliares a Lb. casei, que las 

matrices de las cápsulas constituidas por uno de los biopolímeros. Kim, Jun, Lee, Kim, 

Lee, Kim y Paik (2006), reportaron que B. polyfermenticus en cápsulas de alginato-
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metilcelulosa (6:1) mostraron una mayor sobrevivencia a la exposición a jugos gástricos 

y sales biliares que la mostrada por cápsulas de alginato solo. 

La figura 19 muestra el número de células viables de Lb. casei contenido en las 

distintas variaciones de cápsulas después de su exposición secuencial por 6 horas a 

condiciones ácidas y sales biliares. Puede observarse que al encapsulamiento de Lb. 

casei, resultó en un mayor número de células sobrevivientes, en comparación con el 

obtenido para el caso de células de Lb. casei libres expuestas a condiciones 

gastrointestinales simuladas. 
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Figura 19. Efecto de la exposición a jugos gástricos simulados y sales biliares sobre la 

viabilidad: inicial ( ) y final ( ) de Lb. casei encapsulado y células libres. AX PY: código de 

las variaciones de cápsulas, donde A: alginato de sodio; x subíndice: g de A·100 g-1 de 

suspensión celular de Lb. casei-dispersión de biopolímeros; P: pectina de bajo metoxilo 

amidada; y subíndice: g de P·100 g-1 de suspensión celular de Lb. casei-dispersión de 

biopolímeros. Las barras de error representan la desviación estándar de las

medias(n=9).

Además, la adición de P tuvo un afecto benéfico adicional en la reducción de la tasa 

de decaimiento de las células de Lb. casei encapsuladas. Es interesante señalar que la 
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ausencia de A en la formulación de las cápsulas redujo en alguna extensión el efecto 

protector, sugiriendo que ambos, A y P, conforman una matriz encapsulante más 

estructurada y más resistente al efecto de ácidos y sales biliares. En la figura 19 puede 

apreciarse que precisamente la formulación de las cápsulas A0.5P3 permitió la mayor 

sobrevivencia de células de Lb. casei, y en consecuencia la mayor protección a 

condiciones gastrointestinales simuladas. 

Además las cápsulas A0.5P3 estuvieron relacionadas con mayor protección a células 

de Lb. casei incorporadas a yogur, durante el tiempo de almacenamiento de este último 

(Tabla 10). Sultana, Godward, Reynolds, Arumugaswamy, Peiris y Kailasapathy (2000),

informaron que la sobrevivencia de células de Lb. casei entrampado en cápsulas de 

alginato-almidón decreció 2 log ufc g-1 después de su incubación en condiciones 

gastrointestinales simuladas durante 3 h a 37 °C. 

7.7. Interrelación entre la sobrevivencia de Lb. casei encapsulado en yogur y 

condiciones gastrointestinales simuladas y las propiedades físicas y texturales de 

las cápsulas

Se aplicó un Análisis de Componentes Principales (ACP) a la sobrevivencia de Lb. casei

encapsulado en yogur y en condiciones gastrointestinales simuladas, la esfericidad, el 

diámetro y las propiedades texturales de las cápsulas, con el fin de establecer las 

relaciones principales existentes entre estos parámetros y obtener la distribución de las 

variaciones de cápsulas en este espacio bidimensional. El primer componente principal 

explicó el 58.5 % de la varianza total y en éste la sobrevivencia de Lb. casei en yogur y en 

condiciones gástricas simuladas, estuvo correlacionada positivamente con el diámetro y 

todas las propiedades texturales (dureza, elasticidad, cohesividad y resiliencia) de las 

cápsulas (Figura 21). El segundo componente principal explicó el 20.2 % de la varianza 

total y en éste la sobrevivencia de Lb. casei después de exposición secuencial a jugo 
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gástrico simulado y sales biliares, estuvo correlacionada positivamente con la esfericidad 

de las cápsulas (Figura 21). Los dos componentes principales claramente distinguieron 

las propiedades de las cápsulas en términos de su composición. 

Figura 20. Análisis de componentes principales de las propiedades texturales de las 

cápsulas y sobrevivencia de Lb. casei en el almacenamiento de yogur y en condiciones 

gástricas simuladas. AX PY: código de las variaciones de cápsulas, donde A: alginato de 

sodio; x subíndice: g de A·100 g-1 de suspensión celular de Lb. casei-dispersión de 

biopolímeros; P: pectina de bajo metoxilo amidada; y subíndice: g de P·100 g-1 de 

suspensión celular de Lb. casei-dispersión de biopolímeros. Las barras representan la 

desviación estándar de las medias(n=9). 
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La posición de las cápsulas elaboradas con alginato (A0.5P0) y pectina (A0P2) en el 

espacio bidimensional, permitió establecer que P contribuyó en mayor extensión a la 

obtención de cápsulas con tamaños relativamente más grandes y con altos valores de 

dureza, elasticidad, cohesividad y resiliencia más elevados; mientras que A afectó 

positivamente la esfericidad de las cápsulas. 

A partir de la posición de las cápsulas en el espacio bidimensional (Figura 21), es 

claro que las cápsulas elaboradas con mezclas binarias de alginato-pectina protegieron 

las células de Lb. casei encapsuladas en una mayor extensión, que aquellas cápsulas 

preparadas con los biopolímeros solos. Las variaciones de cápsulas A0.5P1 y A0.5P2, 

tuvieron forma esférica, y propiedades texturales intermedias. Las cápsulas A0.5P3

mostraron las propiedades texturales más altas y la menor esfericidad, y fueron las que 

proporcionaron mejor protección a Lb. casei encapsulado en yogur, durante el tiempo de 

almacenamiento. 
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8. CONCLUSIONES

El uso de mezclas de alginato–pectina permitió la obtención de cápsulas que 

proporcionaron mejor protección a Lb. casei encapsulado contra factores ambientales 

adversos, en comparación con el efecto protector proporcionado por cápsulas 

elaboradas con alginato o pectina solos. 

Las propiedades texturales, las propiedades físicas y la eficiencia de 

encapsulamiento de las cápsulas alginato-pectina fueron afectadas por la concentración 

total de biopolímeros y la relación de ambos biopolímeros utilizada. Aumentos en la 

concentración de biopolímeros resultaron en cápsulas con mayor eficiencia de 

encapsulamiento. Las relaciones de alginato-pectina 1:2 y 1:4 proporcionaron cápsulas 

más esféricas, con propiedades texturales intermedias; un incremento en la relación 

alginato-pectina a 1:6, proporcionó cápsulas con las propiedades texturales más elevadas 

y menor esfericidad, las cuales protegieron mejor a Lb. casei encapsulado contra 

exposición secuencial a jugo gástrico simulado y sales biliares, y en yogur durante el 

tiempo de almacenamiento. 

La selección de un tipo de cápsula para el encapsulamiento de Lb. casei debería 

realizarse en términos de las propiedades deseadas en las cápsulas, tales como tamaño, 

esfericidad, sobrevivencia en yogur con el tiempo de almacenamiento y/o sobrevivencia 

en jugo gástrico y sales biliares. 

El tiempo de decaimiento medio y la tasa de sobrevivencia asintótica constante son 

parámetros importantes para entender la pérdida de viabilidad de las células de Lb. casei

durante el almacenamiento de yogur. La sobrevivencia a ácido y a sales biliares de Lb. 

casei encapsulado, disminuyó significativamente (p  0.05) en todas las variaciones de 

cápsulas, pero las cápsulas A0.5P3 proporcionaron la mejor protección.
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a b s t r a c t

Lactobacillus casei was entrapped in beads made with sodium alginate (A), amidated low-methoxyl pectin
(P), and blends of A–P (1:2, 1:4, 1:6 ratios) by the extrusion technique. Diameter, sphericity and textural
properties of the beads and the survivability of entrapped Lb. casei in yoghurt and in simulated gastroin-
testinal conditions were determined. Entrapment efficiency of Lb. casei and diameter increased as the
proportion of P and the total biopolymers concentration increased. Principal Component Analysis showed
that the survivability of Lb. casei in yoghurt, and in simulated gastric juice, was positively correlated with
the diameter and all the textural properties of the beads, while survivability after exposure to simulated
gastric juice and bile salts was positively correlated with the sphericity of the beads. The beads made
with A–P blends in 1:4 and 1:6 ratios provided a significant better protection to the entrapped Lb. casei
under all conditions studied.

� 2009 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Nowadays people prefer preventative rather than curative ap-
proaches toward diseases (Talwalkar & Kailasapathy, 2004). Diet
is a good strategy for maintaining optimum health throughout life
and preventing early onset of chronic diseases such as gastroin-
testinal (GI) disorders, cardiovascular disease, cancer, osteoporo-
sis, as well as promoting healthier ageing (Liu, Fishman, Kost, &
Hicks, 2003). In this sense the claimed numerous health benefits
of probiotic bacteria have led to their incorporation into a wide
variety of foods, including dairy products as yoghurt, cheese, ice
cream, and dairy desserts (Anal & Singh, 2007). Probiotic can be
considered as being ‘‘live microorganisms which, when adminis-
tered in adequate amounts, confer a health benefit on the host”
(Araya et al., 2002). This definition has been recently adapted
by Health Canada (2009) in their guidelines for foods. The micro-
organisms mainly incorporated into foods are lactobacilli and bif-
idobacteria (Lourens-Hattingh & Viljoen, 2001). Traditionally,
yoghurt is manufactured using Streptococcus thermophilus and

Lb. delbrueckii spp. bulgaricus as starter cultures. These yoghurt
organisms are claimed to offer some health benefits; however,
they are not natural inhabitants of the intestine. Therefore for
yoghurt to be considered as a probiotic-carrying food, Lb. casei,
Lactobacillus acidophilus or both are incorporated as dietary ad-
juncts (Shah, 2000). The number of viable bacteria taken orally
is decreased due to action of processing and storage conditions
of the food containing them, and to the action of gastric juice
and bile salts. Probiotic organisms have poor survivability in
yoghurt and fermented milk as they do not tolerate exposure to
highly acidic and aerated media (Muthukumarasamy, Allan, &
Holley, 2006). Microencapsulation has been recognized as an
alternative for increasing microorganism resistance to low acid
environment during their storage and/or transit through the GI
tract (Anal & Singh, 2007; Sun & Griffiths, 2000). It is a process
by which cells are retained within an encapsulating matrix or
membrane. The most widely used encapsulating material is
alginate, a linear heteropolysaccharide of D-mannuronic acid and
L-guluronic acid extracted from various species of algae, which
is cheap, simple to use and biocompatible. Alginate beads
containing bacteria (1–3 lm size) can be formed using the extru-
sion technique (Krasaekoopt, Bhandari, & Deeth, 2003). However,
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alginate gels are susceptible to disintegration in the presence of
excess monovalent ions, Ca2+-chelating agents and harsh chemi-
cal environments (Smidsrod & Skjak-Braek, 1990). Some authors
have reported that alginates can form strong complexes with
other natural polyelectrolytes such as pectin (also a polyuronate)
by undergoing chain–chain association and forming hydrogels
upon addition of divalent cations (e.g., Ca2+) (Fang et al., 2008;
Pillay & Fassihi, 1999a), improving the mechanical and chemical
stability of the alginate beads, and consequently improving the
effectiveness of encapsulation (Pillay & Fassihi, 1999b).

Bead particle size is an important factor regarding the surviv-
ability of probiotics. Sheu, Marshall, and Heymann (1993) found
that the survival of entrapped Lactobacillus bulgaricus in alginate
beads and added to frozen desserts was significantly higher when
beads size fell in-between 30 and 102 lm, than when beads had
a diameter of 15 lm. These authors indicated that a mean diam-
eter of 30 lm was desirable, because large beads might cause
coarseness of texture of ice milk, whereas small beads did not
provide sufficient protection of the bacteria. Adhikari, Mustapha,
and Grün (2003), reported that when microcapsules were added
to yoghurt at 10% (w/v), there was an unfavorable consumer re-
sponse due to the resultant grainy texture. On the other hand,
Hansen, Allan-Wojtas, Jin, and Paulson (2002), reported that
alginate capsule should have a diameter of at least 100 lm to
prevent a reduction in Bifidobacterium viability in simulated gas-
tric juices. Therefore, probiotics should be entrapped within a
limited range of bead sizes to for successful incorporation into
foods to minimize problems associated with cell viability and
food texture.

The objectives of this work were to entrap Lactobacillus casei in
beads made with sodium alginate (A), amidated low-methoxyl
pectin (P), and blends of A–P (1:2, 1:4, 1:6 ratios) by the extrusion
technique, and to determine the possible relationships between
the diameter, sphericity and textural (hardness, cohesiveness,
springiness, and resilience) properties of the beads with the surviv-
ability of entrapped Lb. casei in yoghurt and in simulated gastroin-
testinal conditions.

2. Materials and methods

2.1. Materials

The biopolymers low molecular weight sodium alginate FD 175,
60.5% guluronic acid content (A) and amidated low-methoxyl pec-
tin LM-106 AS–YA, degree of esterification 28%, degree of amida-
tion 20% (P) were purchased from CP Kelco (Lille Skensved,
Denmark). Calcium chloride, sodium chloride, hydrochloric acid,
and ascorbic acid, which were of analytical grade, were purchased
from Quimica Laitz, S.A. de C.V. (Mexico City, Mexico). Bacto pep-
tone, Lactobacilli de Man Rogosa Sharpe (MRS) broth and agar
were obtained from BD DIFCO Becton Dickinson and Company (De-
troit, MI). All water used in the experiments was double distilled
and deionized.

2.2. Bacteria, culture conditions and preparation of cell concentrate

A lyophilized culture of Lb. casei LBC81 LYO (Danisco, Dange
Saint Romain, France) was cultured for 22 h at 37 �C in sterile
MRS broth added with ascorbic acid (0.1 g 100 ml�1) to provide
an anaerobic environment. Cells were harvested at the late log
phase by centrifugation (Hermle Z323 k, Hermle Labortechnik,
Germany) at 1000g for 20 min (Shin, Lee, Pestka, & Ustunol,
2000), washed twice with sterile saline solution (0.9 g of NaCl
100 ml�1) and re-suspended in peptone water (0.1 g 100 ml�1),
obtaining a cellular concentrate (CC) of 9.72 ± 0.1 log cfu ml�1.

2.3. Bead forming procedure

A preliminary study was carried out in order to formulate and
prepare mechanically stable beads with uniform diameter of
approximately 100 lm to 1 mm (Hansen et al., 2002) using A, P,
and blends of both in different ratios. To this end, the initial at-
tempt was to determine the concentration of A and P alone that
would yield gel beads by the extrusion technique used in this work,
with the characteristics mentioned above. The minimum biopoly-
mers concentrations that provided beads that were mechanically
stable and with the desired diameters were 0.5 g of A and 2 g of
P 100 ml�1. Therefore five different beads variations were prepared
from aqueous dispersions of A and/or P as follows: A0.5P0 (0.5 g A
100 ml�1), A0P2 (2 g P 100 ml�1), A0.5P1 (0.5 g A + 1 g P 100 ml�1),

A0.5P2 (0.5 g A + 2 g P 100 ml�1), and A0.5P3 (0.5 g A + 3 g P
100 ml�1). The samples were hydrated 24 h before being stored
until use at 4 �C to minimize bacterial growth. Afterwards the bio-
polymers dispersions were sterilized at 121 �C for 15 min, cooled
to 4 �C, and blended with the CC in a volume ratio of 9:1, obtaining
the cell suspensions (CS). The number of cells of Lb. casei contained
in the all of the CS was 8.83 ± 0.15 log cfu ml�1, determined incu-
bating at 37 �C for 48 h in MRS agar plate.

The beads were formed by dripping one part of the respective
CS suspension to ten parts of sterile 0.5 M CaCl2 solution (pH
5.61 ± 0.02) using a 0.8 mm (30½ G) needle (Muthukumarasamy
et al., 2006). The beads were allowed to stand for 12 h at 5 ± 1 �C
for hardening in CaCl2 solution. The capsules were harvested by fil-
tration through a stainless steel mesh of 0.19 mm, and then rinsed
and subsequently kept in, sterile peptone solution (0.1 g 100 ml�1)
at 4 �C (Krasaekoopt, Bhandari, & Deeth, 2004). Beads variations
were prepared by triplicate in a completely randomized experi-
mental design and were identified with the same codes of the bio-
polymers dispersions from which were prepared.

2.4. Entrapped Lb. casei enumeration

For quantitative measurements of cell viability, it was necessary
to solubilize the beads to release the encapsulated Lb. casei cells.
One gram of beads was suspended in 9 ml phosphate buffer
(0.1 M, pH 7.2) (Sheu & Marshall, 1993), followed by gentle shaking
at room temperature (20 ± 2 �C) for 10 min. Numbers of viable cells
in the suspensions were then determined by plate counting using
MRS agar with incubation at 37 �C for 48 h. Entrapment efficiency
was calculated as described Reid et al. (2005), as follows:

Entrapment efficiency ¼ A=B� 100

where A = cfu of Lb. casei g�1 of beads � g of beads 100 ml�1 of CS,
and B = cfu of Lb. casei 100 ml�1 of CS before entrapment
(108 cfu ml�1 in all the cases). Afterwards, all the cfu g�1 data were
transformed to log cfu g�1 data for making the manuscript more
reader friendly.

2.5. Morphology and diameter of the beads

The morphology of the beads was observed in an Olympus BX45
phase contrast microscope (Olympus Optical Co., Ltd., Japan).
Micrographs, at a magnification of 4�, were taken to beads ran-
domly selected with a digital camera Camedia C-3030 (Olympus
Optical Co., Ltd., Japan). Twenty micrographs of each beads varia-
tion were analyzed with ImageJ software version 1.4 to determine
sphericity (Rasband, 2007). The diameter of each bead variation
was measured using the Imagen-Pro Plus version 6.0 software
(Media Cybernetics, Silver Springs, MD, USA), after 24 h of elabo-
rated (Rasband, 2007).
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2.6. Textural properties of the beads

The different beads variations were subjected to Texture Profile
Analysis (TPA) (Bourne, 2002) using a Stable Micro Systems Textu-
rometer model TA-XT2i (Texture Technologies Corp., White Plains,
NY, USA) equipped with a 5 kg load cell. In order to guarantee good
test reproducibility, due to the particulate nature of the beads, a
cylindrical steel probe with a large contact area (35 mm in diame-
ter) was used to overcome this problem. Each measurement was
carried out at room temperature on 30 g of each bead variation
placed on a fixed bottom glass plate under the probe. The auto-
matic detection of the contact by the probe with the beads was car-
ried out with a contact force of 0.005 N (Artignan, Corrieu, &
Lacroix, 1997). In all cases the samples were compressed 30%,
using two compression cycles at a constant crosshead velocity of
0.5 mm s�1. The primary textural properties of hardness, cohesive-
ness, springiness, and resilience (ratio between the areas under the
compression and decompression curves) (Choonara, Pillay, Singh,
& Ndesendo, 2008) were obtained using the equipment‘s Texture
Expert Software for Windows Version 3.2.

2.7. Survival of entrapped Lb. casei in yoghurt

Entrapped Lb. casei was added to low-fat yoghurt containing
15 g of milk fat l�1, prepared according to the procedure proposed
by Sandoval-Castilla, Lobato-Calleros, Aguirre-Mandujano, and
Vernon-Carter (2004). One hundred ml of low-fat yoghurt placed
into sterile glass bottles were added with 10 g of each variation
of beads, followed by gentle stirring. The samples were stored at
4 �C, and the viability of Lb. casei was determined during 20 days,
at intervals of 5 days. The beads were removed from yoghurt by fil-
tration and washed with sterile saline solution. Lb. casei cells were
released from the beads as described above, and enumerated by
plate counting using MRS agar with incubation at 37 �C for 48 h.

The experimental viable cell data (cfu g�1) for each beads vari-
ations were converted into survival rate by dividing the final viable
population with the initial viable population. The converted data
from the independent runs were considered as a sole run and fitted
by means of a first-order decaying kinetics of the form
dCðtÞ

dt ¼ 1
sD
ðCas � CðtÞÞ, where sD is the mean decaying time constant

and Cas is the value that the survival rate achieves asymptotically
(i.e., the value at which the survival rate is stabilized). The larger
the value of sD and Cas, the more stable the trapping matrix. These
parameters were estimated by means of a least-square procedure
with the integral version of the decaying kinetics; namely,
CðtÞ ¼ A1 expð�t=sDÞ þ Cas. Here, A1 is integration constant.

2.8. Survival of entrapped Lb. casei in simulated gastric juice and bile
salts

For determining the survival of Lb. casei in simulated gastric
juice, 1 g of each freshly prepared bead variations was placed sep-
arately in test tubes containing 9 ml of simulated gastric solution

(pH 3.0) with 0.1 N HCl. Samples were incubated at 37 �C for 3 h
in a Precision Scientific 360 orbital shaker bath (West Cortland
St., Chicago, Illinois). The beads after having been exposed to sim-
ulated gastric juice, were filtrated, washed with sterile saline solu-
tion and deposited in tubes containing 9 ml of a sterile solution
(1 g100 ml�1) of porcine bile extract (B8631, Sigma–Aldrich Chem-
ical Co., St. Louis, Missouri), and pH 6.4. The beads–bile salt blends
were incubated at 37 �C for 3 h with gentle agitation (Madureira
et al., 2005). At the end of the incubation period the beads were
immediately used for enumeration of viable cells after depolymer-
ization of beads in phosphate buffer (0.1 M, pH 7.2), followed by
plating using MRS agar at 37 �C for 48 h (Sheu & Marshall, 1993).

2.9. Statistical analysis

In all of the assays, three independent experiments were carried
out for each bead variation and the mean was constituted by three
replicates for each sample. The experimental data was subjected to
Simple Classification Variance Analysis and whenever it was ade-
quate to Tukey’s test. The significance was established at
p 6 0.05. Principal Component Analysis (PCA) was performed on
the beads properties (diameter, sphericity, and textural properties)
and in simulated gastrointestinal conditions. Data analysis was
done using Statgraphics Plus software (Statistical Graphics Corp.,
Manugistics, Inc., Cambridge, MA, USA).

3. Results and discussion

3.1. Morphology, diameter, and yield of the beads

Biopolymer composition influenced both the diameter and the
sphericity of the beads. Sphericity values of the beads varied be-
tween 0.90 and 0.95 (Table 1), with the A0P2 beads showing signif-
icant lower sphericity than the A0.5P0, A0.5P1, and A0.5P2, but
comparable to that of the A0.5P3 beads, with the latter exhibiting
a small vermiform appendix. These results indicate that alginate
contributed to a larger extent to the sphericity of the beads than
pectin. Pillay and Fassihi (1999b) reported that calcium-alginate
pellets had essentially spherical shape, while calcium-pectinate
and calcium-alginate–pectinate pellets were disc-like in geometry,
attributing this phenomenon to differences in crosslinking occur-
ring in each case during pellets forming. Diaz-Rojas et al. (2004) re-
ported that pectin–alginate beads lost sphericity as the proportion
of linseed pectin in the formulae increased, as a consequence of the
weaker mechanical stability of the linseed calcium-pectinate net-
work compared to that from calcium-alginate. Diameter values of
the beads varied between 0.71 and 0.97 mm (Table 1). The A0.5P0

beads showed significantly lower diameter than the beads formu-
lated with P alone or combined with A (Table 1). Thus, our beads
seem to be sufficiently large for achieving good cell loading and
their protection against detrimental environmental factors, but
they are probably not sufficiently small so that their presence in
the mouth is not detected. Anal and Singh (2007) stated that an

Table 1
Physical characteristics, yield, and entrapment efficiency of the alginate–pectin beads (means ± SD).

Beads codea Diameter (mm) Sphericity (0–1) Yield (g of beads�100 ml�1 of CS) Entrapment efficiency (%)

A0P2 0.93 ± 0.06bc 0.90 ± 0.05a 69.5 ± 2.5b 68.8 ± 2.5b

A0.5P0 0.71 ± 0.07a 0.94 ± 0.03b 52.9 ± 3.6a 54.3 ± 3.7a

A0.5P1 0.88 ± 0.04b 0.94 ± 0.03b 64.4 ± 0.5b 64.1 ± 0.5b

A0.5P2 0.89 ± 0.08b 0.95 ± 0.02b 77.3 ± 2.4c 77.9 ± 2.4c

A0.5P3 0.97 ± 0.07c 0.93 ± 0.03ab 80.8 ± 1.1c 79.2 ± 1.1c

a,b,c,d Different superscripts within the same column indicate that the means differ significantly (p 6 0.05).
a AX PY: codes of beads variations, where A: sodium alginate; X subscript: g of A�100 ml�1 of Lb. casei-biopolymer suspension; P: amidated low-methoxyl pectin; Y

subscript: g of P�100 ml�1 of Lb. casei-biopolymer suspension.
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important challenge for cell encapsulation is the large size of
microbial cells (typically 1–4 lm). This characteristic limits cell
loading for small capsules, or when large capsules are produced,
textural and sensorial properties of food products to which they
are added can be affected negatively. Muthukumarasamy et al.
(2006) found that larger capsules (2–4 mm) made by the extrusion
technique were better able to protect Lactobacillus reuteri than
smaller emulsified capsules (20–1000 lm). Chandramouli, Kailasa-
pathy, Peiris, and Jones (2004) reported that the viability of encap-
sulated Lactobacillus in simulated gastric condition, increased with
increased alginate capsule size (200–1000 lm).

The yield of the beads (g beads 100 ml�1 CS) varied from 50.9 to
80.0 depending on total biopolymers concentration in CS (Table 1).
The higher the total biopolymer concentration the higher the
weight of beads obtained.

3.2. Beads texture

The textural properties of the beads were affected by the bio-
polymers composition and concentration. Our results indicate that
the alginate beads (A0.5P0) showed significantly lower hardness,
springiness, and resilience than those presented by pectin beads
(A0P2), but had comparable (p > 0.05) cohesiveness values (Table
2). The A0.5P1 and A0.5P2 beads displayed intermediate textural
properties values of hardness, springiness, and resilience than
those showed by A0.5P0 and A0.5P2, but regarding cohesiveness
A0.5P2 beads showed higher (p 6 0.05) values than the A0P2 beads.
The A0.5P3 beads presented the highest values (p 6 0.05) of hard-
ness and resilience. These results indicate that differences existed
in the crosslinking reactions between calcium-alginate, calcium-
pectinate, and calcium-alginate–pectinate polymeric networks,
which resulted in different mechanical responses to deformation.
Moreover, it may be inferred that by varying the ratios of A and
P the design of beads with different textural properties and phys-
ical properties can be achieved.

3.3. Entrapment efficiency of Lb. casei in beads

The entrapment efficiency of Lb. casei into the beads variations
varied between 54.3 and 79.2%. The beads made with only alginate
(A0.5P0) showed significantly lower entrapment efficiency than
those achieved in the rest of the beads variations (Table 1). The
A0.5P2 and A0.5P3 beads variations displayed the highest cell entrap-
ment efficiencies which were non-significantly different between
themselves (Table 1). Despite that in all cases the CS had the same
initial cell load (8.83 ± 0.15 log cfu ml�1 CS), the cell load in the
A0.5P0 beads (8.56 ± 0.03 log cfu g�1) was significantly lower than
those (8.88 ± 0.03 to 8.92 ± 0.01 log cfu g�1) obtained in the rest
of the beads. Reid et al. (2005) linked the efficiency data to two fac-
tors affecting the theoretical cfu counts in the beads: (1) cell losses
in CaCl2 solution and (2) viability losses in the beads themselves.
Entrapment efficiency increased significantly as the total biopoly-
mers concentration of the beads increased because a higher weight

of beads was obtained 100 ml�1 of CS (Table 1). Sultana et al.
(2000) reported improvements in the encapsulation efficiency of
Lb. casei in alginate beads as the biopolymer concentration was in-
creased by addition of Hi-maize resistant starch in percentages of
weight from 0 to 2. Kailasapathy, Perera, and Phillips (2006) re-
ported encapsulation efficiencies of flavourzyme of less than 60%
in alginate–Hi maize starch beads. Our entrapment efficiencies fell
in-between those found by Pillay and Fassihi (1999a) for diclofenac
sodium in calcium-alginate–pectinate pellets (84.94%) and in pure
calcium-alginate pellets (49.94%).

3.4. Survival of entrapped Lb. casei in yoghurt

The experimental data and the fitted data of the viable and sur-
vival rates of entrapped cells incorporated into yoghurt are shown
in Fig. 1a for the A0.5P0 and in Fig. 1b for the A0.5P3 beads, respec-
tively. All of the rest of the beads variations showed similar trends
to those displayed by the A0.5P0 and A0.5P3 beads variations. The fit-
ting correlation was of at least 0.88 in all cases when a first-order
decaying kinetics model dCðtÞ

dt ¼ 1
sD
ðCas � CðtÞÞ was used. For the dif-

ferent beads variations, the results obtained to mean decaying time
constant, and the achieved asymptotic stabilization value are
shown in Table 3. The addition of amidated low-methoxyl pectin
improved the survival of cells of Lb. casei by increasing both the
mean decaying time constant and the achieved asymptotic stabil-
ization value (Table 3). It is apparent that the use 2% pectin on its
own or between 2 and 3% combined with 0.5% alginate, tended to
display optimal counts of Lb. casei, which were above the therapeu-
tic requirement of 107 cfu g�1 in yoghurt (Krasaekoopt, Bhandari, &
Deeth, 2006), after 20 days of storage at 4 �C. However, the absence
of alginate in the bead variation (A0P2) had a negative effect in the
survival capacity of Lb. casei, compared to beads variations A0.5P2

and A0.5P3. This suggests that both pectin and alginate induce a sort
of synergic effect in the consolidation of the trapping matrix. The
entrapped cells in the pure alginate bead (A0.5P0) showed the low-
est mean decaying time constant ðsDÞ and asymptotic stabilization
value ðCasÞ in comparison to the rest of the beads variations. It has
been described that the main factor affecting the survival of probi-
otic bacteria is the increasing acid content of yoghurts after fer-
mentation and during storage, which is called ‘‘over-
acidification” or ‘‘post-production acidification” (Shah & Jelen,
1990). Thus, our results imply that alginate–pectin beads provided
and improvement in the survivability of Lb. casei probably due to
the slow diffusion rate of growth-inhibiting compounds produced
during fermentation of yoghurt such as acids and hydrogen perox-
ide (Krasaekoopt et al., 2006). The pH values of our yoghurts ran-
ged between 4.64 ± 0.0 at day 0 and 4.48 ± 0.01 at day 20, and in
a given day non-significant pH differences existed between the yo-
ghurts. Adhikari et al. (2003) reported similar pH values and their
variation for yoghurt containing encapsulated Bifidobacterium lon-
gum in j-carrageenan over a 30 days storage period, and also
found that cell enumeration did not decline. Previous researchers
have demonstrated the protective effect exerted by encapsulation

Table 2
Textural properties of the beads variations (means ± SD, n = 9).

Beads codea Hardness (N) Cohesiveness (Ratio) Springiness (Ratio) Resilience (Ratio)

A0P2 1.11 ± 0.08c 0.84 ± 0.01a 0.99 ± 0.01b 0.58 ± 0.01c

A0.5P0 0.45 ± 0.01a 0.82 ± 0.01a 0.89 ± 0.02a 0.44 ± 0.01a

A0.5P1 0.68 ± 0.05b 0.81 ± 0.02a 0.90 ± 0.01a 0.46 ± 0.01a

A0.5P2 0.76 ± 0.03b 0.87 ± 0.01b 0.99 ± 0.03b 0.55 ± 0.02b

A0.5P3 2.08 ± 0.20d 0.89 ± 0.01b 0.99 ± 0.03b 0.64 ± 0.02d

a,b,c,d Different superscripts within the same column indicate that the means differ significantly (p 6 0.05).
a AX PY: codes of beads variations, where A: sodium alginate; X subscript: g of A�100 ml�1 of Lb. casei-biopolymer suspension; P: amidated low-methoxyl pectin; Y

subscript: g of P�100 ml�1 of Lb. casei-biopolymer suspension.
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of probiotic bacteria when they are exposed to adverse conditions
and they showed that bacteria exhibited a significantly higher sur-
vival than non-entrapped control cells to low pH (Lian, Hsiao, &
Chou, 2003; Picot & Lacroix, 2004; Pimentel-González, Campos-
Montiel, Lobato-Calleros, Pedroza-Islas, & Vernon-Carter, 2009).

3.5. Survival of entrapped Lb. casei in simulated gastrointestinal
conditions

Entrapped cells survivability in bile salts after exposure to acid
conditions significantly decreased in all of the cases. However,
beads matrix composition provided different degree of protection
to the entrapped cells, resulting in significantly different surviv-
ability (Fig. 2b). These results clearly indicate that the binary cal-
cium-alginate–pectinate beads matrices provided a better
protection against bile salts to Lb. casei than the beads matrices

made with either biopolymer on its own. Fig. 2a shows the number
of viable cells and the corresponding standard deviation for the dif-
ferent formulations under sequential acidic and bile salts condi-
tions after 6 h exposure. It can be observed that by providing Lb.
casei with a covering matrix greater number of surviving cells were
achieved. Besides, the addition of pectin has a further beneficial ef-
fect by reducing the decaying rate of cells. Interestingly, the lack of
alginate in the beads variations reduces to some extent the protec-
tive effect, suggesting that both alginate and pectin make-up a
more structured trapping matrix that is more resilient to the ef-
fects of acids and bile salts. Similar results are also observed in
Fig. 2b for the survival rate of cells under the same conditions,
indicating that the formulation A0.5P3 offers the best protective
conditions. It is interesting to observe that this bead variation
was also the best one under storage conditions, suggesting that a
protective matrix offering good storage conditions also presents
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Fig. 1. Survival rates and fitted models for entrapped Lb. casei incorporated into yoghurt stored 20 days at 4 �C: (a) in A0.5P0; and (b) in A0.5P3 beads variations, respectively.

Table 3
Parameters resulting from the fitting of experimental data for the survival rate of entrapped Lb. casei in yoghurt stored for 20 days at 4 �C.

Beads codea A0.5P0 A0.5P1 A0.5P2 A0.5P3 A0P2

sD (days) 6.03 ± 2.7 18.15 ± 3.4 32.15 ± 4.1 37.8 ± 8.4 31.15 ± 7.1
Cas (%) 38.44 ± 0.9 48.12 ± 3.9 56.23 ± 5.1 57.17 ± 8.3 51.13 ± 6.2

a AX PY: codes of beads variations, where A: sodium alginate; X subscript: g of A 100 ml�1 of Lb. casei-biopolymer suspension; P: amidated low-methoxyl pectin; Y
subscript: g of P 100 ml�1 of Lb. casei-biopolymer suspension.sD: is the mean decaying time constant.Cas: is the value at which the survival rate achieves asymptotically.
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Fig. 2. Effect of the exposure to simulated gastric juice and bile salts conditions on the: (a) initial (h) and final ( ) viability; and (b) survival rates of Lb. casei entrapped in the
different beads variations. AX PY: codes of beads variations, where A: sodium alginate; X subscript: g of A�100 ml�1 of Lb. casei-biopolymer suspension; P: amidated low-
methoxyl pectin and Y subscript: g of P�100 ml�1 of Lb. casei-biopolymer suspension. The error bars represents standard deviation of the means (n = 9).
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good protective conditions under aggressive simulated gastric
juices and bile salts conditions. Sultana et al. (2000) informed that
survival cells of Lb. casei entrapped in alginate–starch beads de-
creased 2 log cfu g�1 after their incubation in simulated high acid
gastric conditions and high bile during 3 h at 37 �C. The binary
blends tested in this work may help in providing additional protec-
tion to entrapped Lb. casei cells against simulated gastrointestinal
conditions.

3.6. Interrelationship between survivability of entrapped Lb. casei in
yoghurt and simulated gastrointestinal conditions and the physical
and textural properties of the beads

Principal Component Analysis (PCA) was applied to the surviv-
ability of entrapped Lb. casei in yoghurt and simulated gastrointes-
tinal conditions, the sphericity and diameter, and the textural
properties of the beads in order to establish the main relationships
existing among these parameters and how the beads variations
were distributed in this space. The principal first component ex-
plained 58.6% of the total variance and in which the survivability
of Lb. casei in yoghurt, and in simulated gastric juice, was positively
correlated with all the textural properties (hardness, springiness,
cohesiveness, and resilience) and with the diameter of the beads
(Fig. 3). The second principal component explained 20.2% of the to-
tal variance and in which the survivability of Lb. casei after expo-
sure to sequential incubation in simulated gastric juice and bile
salts was positively correlated with the sphericity of the beads
(Fig. 3). The two main components clearly distinguished the prop-
erties of the beads in terms of their composition (Fig. 3). The posi-
tion kept by the beads made with alginate (A0.5P0) and pectin
(A0P2) in the bi-dimensional space allowed us to establish that P
contributed to a larger extent to the obtention of relatively larger
sized beads with higher values of hardness, springiness, cohesive-
ness, and resilience, whereas A positively influenced the sphericity
of the beads.

From the position kept by the beads in the bi-dimensional
space, it is clear that the beads made with binary blends of algi-
nate–pectin protected the entrapped Lb. casei cells to a greater ex-
tent than those made with only alginate or pectin. The A0.5P1 and
A0.5P2 beads variations had spherical shape, and intermediate tex-
tural properties. The A0.5P3 bead variation displayed the highest
textural properties and lowest sphericity, and was the one that
provided the best protection to the entrapped Lb. casei in yoghurt
during storage time.

4. Conclusions

The use of alginate–pectin binary blends permits the obtention
of beads which improve the protection to entrapped Lb. casei
against adverse environmental factors than those made with algi-
nate or pectin on their own. The textural properties, the physical
properties and the entrapment efficiency of the alginate–pectin
beads are greatly affected by the total biopolymer concentration
and the ratio used between both biopolymers. High total biopoly-
mers concentration yields beads with greater cell entrapment effi-
ciency. Alginate–pectin ratios between 1:2 and 1:4 provided beads
that were more spherical, with intermediate textural properties;
an increase in the alginate–pectin ratio to 1:6 provided beads with
the highest textural properties and lowest sphericity, which pro-
tected best the entrapped Lb. casei against sequential exposure to
gastric juice and bile salts, and in yoghurt during storage time.
Thus, the selection for a given type of bead for entrapping Lb. casei
must be done in terms of the functional properties desired from
the beads in terms of initial cell entrapment, survivability in yo-
ghurt with storage time or survivability in gastric juice and bile
salts conditions. The mean decaying time and the asymptotic sur-
vival rate constants are important parameters for understanding
the loss in viability of Lb. casei cells during yoghurt storage. Sur-
vival to acid and bile conditions of encapsulated Lb. casei decreased
significantly (p 6 0.05) for all of the treatments, but the A0.5P3 bead
variation provided the best protection.
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“EMPAQUES BIOACTIVOS DE LIBERACIÓN ESPECÍFICA EN EL COLON Y SU 

APLICACIÓN EN PRODUCTOS LÁCTEOS FUNCIONALES”

RESUMEN

Lactobacillus casei fue entrampado en cápsulas elaboradas con alginato de sodio (A), 

pectina de bajo metoxilo amidada (P), y mezclas de A-P (relaciones 1:2, 1:4, 1:6), 

mediante la técnica de extrusión. Se determinaron el diámetro, la esfericidad y las 

propiedades texturales de las cápsulas, así como la sobrevivencia de Lb. casei

entrampado durante el almacenamiento de yogur y bajo condiciones gastrointestinales 

simuladas (CGS). La eficiencia de entrampamiento de Lb. casei y el diámetro de las 

cápsulas aumentaron cuando la proporción de P y la concentración total de biopolímeros 

se incrementaron. Los resultados del Análisis de Componentes Principales indicaron que 

la sobrevivencia de Lb. casei durante el almacenamiento de yogur, estuvo correlacionada 

positivamente con el diámetro y las propiedades texturales de las cápsulas; mientras que 

la sobrevivencia de Lb. casei después de la exposición a jugos gástricos simulados y sales 

biliares de manera secuencial, estuvo correlacionada positivamente con la esfericidad de 

las cápsulas. Las cápsulas elaboradas con las mezclas A-P en relaciones de 1:4 y 1:6, 

proporcionaron significativamente mejor protección a Lb. casei entrampado bajo todas 

las condiciones estudiadas. 

Palabras clave: probióticos; encapsulación; entrampamiento; alginato; pectina de 

bajo metoxilo amidada; yogur; condiciones gastrointestinales simuladas.
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ABSTRACT

Lactobacillus casei was entrapped in beads made with sodium alginate (A), amidated 

low-methoxyl pectin (P), and blends of A-P (1:2, 1:4, 1:6 ratios) by the extrusion 

technique. Diameter, sphericity and textural properties of the beads and the survivability 

of entrapped Lb. casei during yoghurt storage and in simulated gastrointestinal 

conditions (SGC) were determined. Entrapment efficiency of Lb. casei and diameter of the 

beads increased as the proportion of P and the total biopolymers concentration 

increased. The results of Principal Component Analysis showed that the survivability of 

Lb. casei during yoghurt storage, and in simulated gastric juice, was positively correlated 

with the diameter and all the textural properties of the beads; while survivability of Lb. 

casei after exposure to simulated gastric juice and bile salts was positively correlated 

with the sphericity of the beads. The beads made with A-P blends in 1:4 and 1:6 ratios 

provided a significant better protection to the entrapped Lb. casei under all conditions 

studied.

Keywords: probiotics; encapsulation; entrapped; alginate; amidated low methoxyl 

pectin; yoghurt; simulated gastrointestinal conditions
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1.- INTRODUCCIÓN

En la actualidad, la población prefiere prevenir que curar enfermedades (Talwalkar y 

Kailasapathy, 2004). La dieta es una buena estrategia para mantener una salud óptima a 

través de la vida y prevenir las enfermedades crónico-degenerativas que la población va 

presentando cuando la edad avanza, tales como desórdenes gastrointestinales, 

enfermedades cardiovasculares, cáncer, osteoporosis (Liu, Fishman, Kost y Hicks, 2003).

En este sentido, la divulgación de los beneficios a la salud que tiene el consumo de las 

bacterias probióticas sobre enfermedades cardiovasculares, urogenitales, trastornos

digestivos por Helicobacter pylori, cáncer, alergias, entre otras (Ouwehand y Vesterlund, 

2003), ha impulsado a grandes progresos y el número de alimentos incorporados con 

probióticos que son puestos a disposición de los consumidores es mayor cada vez (Anal y 

Singh, 2007).

Los probióticos son considerados como “microorganismos vivos que confieren un 

beneficio a la salud del huésped cuando son administrados en cantidades adecuadas” 

(Araya, Morelli, Reid, Sanders, Stanton, Pineiro y Ben-Embarek. 2002). Como 

microorganismos probióticos se utilizan sobre todo, aunque no exclusivamente, 

bacterias de los géneros Lactobacillus y Bifidobacterium (Lourens-Hattingh y Viljoen, 

2001, Tannock, 2002). 

Tradicionalmente, el yogur es elaborado utilizando Streptococcus thermophilus y Lb. 

delbrueckii spp. bulgaricus como cultivos iniciadores; éstos sin embargo, no son 

habitantes naturales del intestino, por lo que se incorporan cepas probióticas como Lb. 

casei, Lb. acidophilus o ambos (Shah, 2000).

El número de bacterias probióticas disminuye como resultado de la acción del 

procesamiento y condiciones de almacenamiento del alimento que las contiene, y al ser 
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ingeridas, debido a la acción ejercida por jugos gástricos y sales biliares., de esta manera 

se demerita su efecto benéfico al consumidor. Se ha señalado que las bacterias 

probióticas muestran pobre sobrevivencia en leches fermentadas y yogur, como 

consecuencia de su baja tolerancia a la exposición de medios muy ácidos y aireados 

(Muthukumarasamy, Allan y Holley, 2006).

La microencapsulación ha sido reconocida como una alternativa para proteger 

microorganismos de ambientes de alta acidez durante el almacenamiento de los 

alimentos que los contienen, así como de las condiciones que enfrentan durante su 

tránsito a través del tracto gastrointestinal (Sun y Griffiths, 2000; Anal y Singh, 2007). La 

microencapsulación es un proceso por el cual las células son retenidas dentro de una 

matriz encapsulante o membrana. 

Entre los materiales encapsulantes ampliamente utilizados, se encuentra el alginato, 

heteropolisacárido lineal de ácido D-manurónico y ácido L-gulurónico, extraído a partir 

de diferentes especies de algas, que es barato, de uso simple y biocompatible. Cápsulas 

de alginato (1-3 µm de diámetro) conteniendo bacterias, pueden ser formadas usando la 

técnica de extrusión (Krasaekoopt, Bhandari y Deeth, 2003). No obstante, los geles de 

alginato son susceptibles a desintegración en presencia de exceso de iones 

monovalentes, agentes quelantes (Ca2+) y ambientes químicos hostiles (Smidsrod y 

Skjak-Braek, 1990). 

Algunos autores han informado que los alginatos pueden formar complejos fuertes 

con otros poli-electrolitos, tales como pectina (también un poliuronato), mediante 

asociaciones cadena-cadena y la formación de hidrogeles tras la adición de cationes 

divalentes (por ejemplo, Ca2+), (Pillay y Fassihi, 1999a; Fang, Al-Assaf, Phillips, Nishinary, 

Funami y Williams, 2008). La formación de tales complejos mejora la estabilidad química 

y mecánica de las cápsulas de alginato, y consecuentemente también la capacidad de 

entrampamiento (Pillay y Fassihi, 1999b). 
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Se ha informado que el tamaño de partícula de las cápsulas influye de manera 

importante sobre la sobrevivencia de los microorganismos probióticos. Sheu, Marshall y 

Heymann (1993), encontraron que la sobrevivencia de Lb. bulgaricus entrampado en 

cápsulas de alginato adicionadas en postres congelados, fue significativamente mayor en 

aquellas cápsulas con 30 -102 µm de diámetro, en comparación con la observada en 

cápsulas con un diámetro de 15 µm. 

Estos autores indicaron también que un diámetro medio de las cápsulas de 30 µm fue 

deseable, debido a que cápsulas más grandes causaron una textura granulosa en el 

helado; mientras que aquellas más pequeñas no proveyeron suficiente protección a las 

bacterias encapsuladas. La adición de Bifidobacterium longum en cápsulas de -

carragenina, a yogur en una concentración de 10 % (p/v), causó una respuesta 

desfavorable hacia su consumo, debido a la textura granulosa resultante (Adhikhari, 

Mustapha y Grün, 2003). 

Por su parte, Hansen, Allan-Wotjas, Jin y Paulson (2002), establecieron que cápsulas 

de alginato deberían tener un diámetro de al menos 100 µm, para prevenir la reducción 

en la viabilidad de Bifidobacterium bajo la acción de jugos gástricos simulados.

Chandramouli, Kailasapathy, Peiris y Jones (2004), encontraron que la viabilidad de las 

células en las cápsulas de alginato incrementa con un incremento en el tamaño de la 

cápsula y la concentración de geles.

Con base en lo expuesto, los objetivos de este trabajo fueron: a) Entrampar Lb. casei 

en cápsulas elaboradas con alginato de sodio (A), pectina de bajo metoxilo amidada (P), y 

mezclas de A-P en relaciones 1:2, 1:4, 1:6, por la técnica de extrusión, y b) Determinar las 

posibles interrelaciones entre la composición y las propiedades morfológicas y 

mecánicas (diámetro, esfericidad y propiedades texturales) de las cápsulas; así como las 

posibles interrelaciones entre las propiedades morfológicas y físicas de las cápsulas con 

la sobrevivencia de Lb. casei entrampado durante el almacenamiento de yogur y en 

condiciones gastrointestinales simuladas.
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2. ANTECEDENTES

2.1. Microorganismos probióticos

2.1.1. Definición

Ferdinand Vergin introdujo en 1954 el término “probiótico”, al comparar, en un 

escrito titulado “Anti- und Probiotika”, los efectos deletéreos de los antibióticos y otras 

sustancias antimicrobianas sobre la flora, con los efectos favorables (“Probiotika”) de las 

bacterias benéficas. Este concepto se fue variando a través de la historia, y si bien se han 

dado muchas definiciones, la que se emplea en la actualidad es la establecida por la FAO: 

Los probióticos pueden ser considerados como “microorganismos vivos que, al ser 

administrados en cantidades adecuadas ejercen una acción benéfica sobre la salud del 

huésped” (Araya, Morelli, Reid, Sanders, Stanton, Pineiro y Ben-Embarek, 2002).

En otras palabras, el consumo de probióticos podría impactar positivamente el 

balance de la microflora intestinal. No hay duda que bajo condiciones normales, un 

adulto saludable tiene en balance la microflora intestinal, pero la dieta, los antibióticos, el 

estrés y los desórdenes gastrointestinales pueden causar cambios significativos en el 

balance natural del adulto, causando un decremento en el número de los beneficios que 

otorgan las bacterias probióticas (Hoover, 1993). La ingesta de suplementos y/o 

alimentos con probióticos tiene como objetivo reparar las deficiencias en la microflora 

intestinal y lograr obtener un efecto protector (Lavermicocca, Valerio, Lonigro, De 

Angelis, Morelli y Callegari, 2005).
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2.1.2. Probióticos y la microflora normal del intestino humano

La microflora normal del tracto digestivo humano constituye un ecosistema 

altamente complejo, dependiente de la fisiología del hospedero y de las interacciones 

entre bacterias. Parecería ser que dentro de un organismo vivo, las bacterias se han 

adaptado a las condiciones de cada segmento del tracto digestivo, recreando y 

manteniendo allí una atmósfera anaeróbica (Blaut, 2002). Como las condiciones 

medioambientales evolucionan a lo largo del circuito intestinal, se observan poblaciones 

bacterianas específicas que difieren de cada segmento a otro del tracto digestivo. El pH 

es de 6.4 en el colon ascendente, sube en el colon transverso y se hace neutral en el colon 

descendente. 

La variedad de pH dentro del colon es un factor importante que determina la 

naturaleza de la flora microbiana en el tracto gastrointestinal. Se ha estimado que el 

tracto gastrointestinal del adulto tiene cerca de 1014 bacterias viables de más de 500 

especies, aunque cuantitativamente predominan de 10 a 20 géneros; por ejemplo: 

Bacteroides, Lactobacillus, Clostridium, Fusobacterium, Bifidobacterium, Eubacterium, 

Peptococcus, Peptostreptococcus, Escherichia y Veillonella (Isolauri, Kirjavainen y 

Salminen, 2002).

La microflora del estómago humano está predominantemente compuesta de

bacterias gram positivo, acido-resistentes y anaerobias, incluyendo estreptococos y 

lactobacilos y varios fungi. En el individuo sano, el estómago y el duodeno están poco 

colonizados (entre 101 y 104 células ml-1), puesto que las condiciones ácidas y 

variaciones de pH del estómago (pH en el rango de 2.5 a 3.5) son poco favorables 

(Tannock, 1995, 2002), al igual que el tránsito, que deja poco tiempo para que las 

bacterias se adhieran.

El intestino delgado conforma una zona de transición entre el estómago y el colon; en 

esta parte, estreptococos y lactobacilos están presentes en concentraciones de 106-107 
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células ml-1; la motilidad del intestino y el efecto inhibitorio de las sales biliares son los 

factores que mayormente previenen el sobre-crecimiento de las bacterias en el intestino 

delgado. La población bacteriana aumenta en las zonas más alejadas del intestino 

delgado (entre 104 y 108 células ml-1) (Liu, Fishman, Kost y Hicks, 2003). 

El colon es la región más colonizada, las bacterias dominantes incluyen anaerobias: 

Bacteroides, Eubacterïm, Peptosneprococ y Clostridium, que forman el 99% de la 

microflora total (cerca de 400 especies), con concentraciones máximas que pueden 

alcanzar hasta 1012 células g-1 esencialmente a nivel del ciego, que es un punto de intensa 

fermentación. Algunas especies subdominantes (106-108 células g-1) incluyen Eschenchia 

coli, Lactobacilli, y Streptococci.

Otras especies muestran fluctuaciones en la proporción y presencia en la microflora 

total y aún más a nivel del colon. La complejidad de la población microbiana en el tracto 

gastrointestinal tiene una influencia significativa sobre la bioquímica, fisiología, 

inmunología y resistencia a enfermedades del hospedero. Esta microflora del colon 

obtiene su energía mediante la fermentación de sustancias que no son digeridas por el 

intestino delgado, tales como di-, tri- u oligo- sacáridos y polisacáridos (Liu, Fishman, 

Kost y Hicks, 2003). 

Aunque el papel de la microflora normal no está completamente entendido, es 

ampliamente aceptado que algunas bacterias del intestino tienen beneficios a la salud;

un ejemplo de ello es lo que se ha denominado la "resistencia a la colonización" o “efecto 

de barrera”, en referencia al mecanismo que utilizan las bacterias ya presentes en el 

intestino para mantener su presencia en ese medio y evitar la colonización de esas 

mismas zonas intestinales por microorganismos patógenos. Por consiguiente, cabe 

suponer que la manipulación alimentaría de la microflora intestinal con objeto de 

aumentar el número relativo de "bacterias probióticas" podría contribuir al bienestar del 

huésped. (Gibson y Roberfkoid, 1995).
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2.1.3. Beneficios a la salud atribuidos a los probióticos

Los efectos benéficos de los probióticos sobre el ser humano, consisten principalmente 

en la reducción de uno o varios factores de riesgo de enfermedad o bien en la mejora de 

sus funciones fisiológicas. Cada especie, e incluso cada cepa, ofrecen un beneficio para la 

salud más o menos acentuado. Entre los efectos que se han identificado se encuentran los 

mencionados por Kullcami y Reddy (1994); Gardiner, Bouchier, O´Sullivan, Kelly, Collins, 

Fitzgerald (2002); Sanders (2003) listados en la Tabla 1. 

2.2. Bacterias probióticas 

2.2.1. Criterios para la selección de microorganismos probióticos

El impacto que tienen los probióticos adicionados a alimentos depende de la 

habilidad del cultivo para sobrevivir hasta la fecha límite de consumo y de colonizar y 

crecer en el intestino del consumidor. Para mejorar los beneficios potenciales de la 

ingesta de microorganismos probióticos, se ha sugerido que éstos cumplan ciertos 

criterios:

 Ser habitantes originales del intestino humano

 No ser patógenos, ni generar sustancias toxicas para el huésped

 Ser capaces de sobrevivir y metabolizar en el ambiente intestinal

 Ser capaces de adherirse al epitelio intestinal

 Tener la capacidad de ejercer un efecto benéfico en el huésped

 Resistir los ácidos biliares

 Resistir los ácidos estomacales y sus enzimas proteolíticas

 Soportar cambios bruscos de pH (González y Gómez, 2004).

Los grandes retos que se enfrentan son mantener la viabilidad de los probióticos en 

los alimentos hasta su consumo y mejorar su resistencia a las condiciones del tracto 
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gastrointestinal antes de llegar al colon; sin embargo, su sensibilidad a condiciones 

ácidas y aireadas hace difícil su cultivo, sobrevivencia en alimentos y durante su tránsito 

a través del tracto gastrointestinal.

La cantidad mínima de probióticos, recomendada por diversos institutos de 

investigación y asociaciones de productos lácteos para asegurar un efecto benéfico sobre 

la salud del consumidor, es del orden de 107 microorganismos viables g-1 de alimento 

(Lopez-Rubio, Gavara y Lagaron, 2006).

Tabla 2. Bacterias probióticas reconocidas y comúnmente usadas en la industria 

alimentaria. 

Lactobacillus sp. Bifidobacterium sp. otros

Lb. acidophilus 

Lb. casei

Lb. gasseri

Lb. crispatus

Lb. helveticus

Lb. rhamnosus

Lb. cellobiosus

Lb. johnsonii

Lb. fermentum

Lb. lactis

Lb. plantarum

Lb. reuteri

Lb. brevis

B. bifidum 

B. adolescentis

B. animalis

B. infantis

B. thermophilum

B. longum

B. breve

B. lactis

B. essensis

B. laterosporus

Enterococcus. faecalis, Ent. Faecium, Ent. 

Francium

Streptococcus cremoris, St. salivarius, St. 

diacetylactis, St. intermedius

Lactococcus lactis

Leuconostoc mesenteroides

Pediococcus acidilactici

Saccharomyces boulardii

Escherichia coli Nissle

Propionibacterium

Los microorganismos encontrados en los diferentes productos comerciales son 

reconocidos por sus efectos benéficos (Isolauri, Juntunen, Rautanen, Sillanaukee y Koivu., 

1991; Gibson y Roberfroid, 1995; Boyle y Tang, 2006), sin embargo al no entregar la 
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dosis recomendada, no se logra el beneficio al hospedero. En la tabla 2 se listan algunas 

bacterias consideradas como probióticos de acuerdo a Senok, Ismaeel, y Botta (2005); 

Parvez , Malik, Kang y Kim (2006) y Shah(2007).

2.2.2. Lactobacillus casei 

Lactobacillus casei es un microorganismo gram positivo encontrado en el tracto 

reproductivo e intestinal de los humanos y animales (Kandler y Weiss, 1986). Lb casei

tiene forma de bacilos cortos y coreniformes con dimensiones de 0.7-1.1×2.0-4.0µm 

(Figura 1); frecuentemente con tendencia a formar cadenas, pero sin movimiento. Lb 

casei puede ser distinguido por su capacidad de crecer en sustratos de gluconato, malato 

y pentitoles (Lee, 1999). El crecimiento de estos microorganismos ocurre a una 

temperatura de 15 °C, pero no a 45 °C, siendo las temperaturas óptimas de 30 a 37 °C. Lb. 

casei es aerotolerante, pero su crecimiento óptimo se alcanza bajo condiciones 

microaerofílicas o anaerobias.

Lb. casei es considerada como una bacteria heterofermentativa facultativa, debido a 

su capacidad para fermentar hexosas por la vía Embden-Meyerhof, hasta ácido láctico, 

ácido acético, etanol y ácido fórmico, bajo limitantes de glucosa. Lb. casei también puede 

fermentar pentosas hasta ácido láctico y ácido acético por la vía de fosfocetalosa 

inducible (Axelsson, 1998) y puede utilizar citrato como fuente de energía. Lactobacillus 

casei ss. casei, cepa utilizada en este estudio, presenta un buen crecimiento en caldo MRS 

(DE MAN, ROGOSA Y SHARPE) y agar MRS, a una temperatura de incubación de 37 °C 

durante 3 días o bien a 30 °C por 5 días (Merck, 1994).

Lb casei es frecuentemente encontrado en ecosistemas alimenticios, tales como 

leche, quesos, leches fermentadas, vegetales frescos y fermentados y carne Erdoğrul y 

Erbilir (2006), debido a que además de sus beneficios a la salud del consumidor, su 
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actividad metabólica genera sabores característicos y ejerce un efecto preservativo sobre 

los productos fermentados (Gobbetti, 1999).

Figura 1. Lactobacillus casei

Se han estudiado diferentes cepas de Lb. casei con funciones probióticas; y han 

encontrado que algunas de ellas mostraron capacidad de adherencia y colonización en el 

duodeno (Minelli, Benini, Marzotto, Sbarbati, Ruzzenente, Ferrario, Hendriks y Dellaglio, 

2004); por ejemplo, la cepa Shirota de Lb. casei moduló la composición y actividad 

metabólica de la flora intestinal (Tuohy, Pinart-Gilberga, Jones, Hoyles, McCertney y 

Gibson, 2006), además mostró eficacia frente a infecciones intestinales en niños 

producidas por rotavirus (Matsuzaki, 1998); Lb. casei ASCC 292 removió el colesterol a 

través de diferentes mecanismos en la presencia de fructooligosacaridos (FOS) 

prebióticos y maltodextrina (Loing y Shah , 2005), Lb. casei DN-114 001 redujo los 

episodios de diarrea en niños después de 6 meses de consumo (Pedone, Arnaud, 

Postaire, Bouley y Reinert, 2000).

Por lo mencionado anteriormente, se hace necesario asegurar que Lb. casei sobreviva 

en los sistemas alimenticios a los que se incorpore y de esta manera ejerza los 

potenciales beneficios al huésped.
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2.2.3. Adición de probióticos en alimentos y factores que afectan su sobrevivencia 

A partir del reciente interés en los probióticos, diferentes alimentos han sido 

propuestos como acarreadores de microorganismos probióticos (Stanton, Gardiner, 

Lynch, Collins, Fitzgerarld y Ross, 1998) para que los consumidores puedan ingerir una 

alta cantidad de células viables y así poder obtener el efecto terapéutico. Algunos 

alimentos que han sido utilizados para incorporar probióticos se muestran en la Tabla 3.

La dieta-sustrato es uno de los factores más importantes para regular la colonización 

de microorganismos en el tracto gastrointestinal, debido a que el alimento actúa como un 

amortiguador para las bacterias a través del estómago y puede contener otros 

ingredientes funcionales que pueden interactuar con los probióticos y alterar su 

funcionalidad. 

Existe un obvio potencial efecto sinérgico cuando prebióticos y probióticos son 

combinados apropiadamente, pues los primeros promueven el crecimiento y la actividad 

de los segundos. Muchos alimentos contienen prebióticos de forma natural, muchos 

otros pueden ser fortificados durante la manufactura para incrementar la eficiencia de 

los efectos benéficos (Dinakar y Mistry, 1994; Kailasapathy y Rybka, 1997; Bomba, 

Jonecova, Koscova, Nemcova, Gancarcicova y Mundronova, 2006). 

Originalmente, la ingesta de probióticos está asociada con los alimentos lácteos 

considerados vehículos ideales para la liberación de bacterias probióticas en el tracto 

gastrointestinal (Ross, Fitzgerald, Collins, y Stanton, 2002), no obstante, la fortificación 

de sistemas alimenticios diferentes a su fuente original y suplementos alimenticios 

puede llevar a la reducción en la eficiencia funcional debida a la exclusión del potencial 

sinérgico con los productos lácteos, por lo que, la selección del alimento es un factor 

importante para fortificar con probióticos (Ranadheera, Baines, Adams, 2009).
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Además Vinderola, Bailo, y Reinheimer (2000), encontraron que 3 % (p/p) de grasa 

láctea en yogur ejerce un efecto inhibitorio para B. bifidum BBI en comparación con 

yogur descremado (0.2 %); Birollo, Reinheimer y Vinderola (2000) concluyeron que la 

alta concentración de azúcares en yogur con “dulce de leche”, es un factor inhibitorio 

para lactobacilos. No solo la composición química, sino también la estructura física de los 

alimentos es importante en el crecimiento, la sobrevivencia y eficiencia funcional de los 

probióticos (Kailasapathy, Harmstorf, y Phillips, 2008; Ranadheera, Baines y Adams; 

2009).

Las propiedades fisicoquímicas de los alimentos acarreadores usados para la 

liberación de probióticos, son factores significativos que influencian la sobrevivencia de 

los probióticos y mejoran su efecto funcional (Kailasapathy y Chin, 2000). Además es 

importante que estos productos alimenticios sean parte de la dieta diaria normal, y 

mantengan un nivel mínimo terapéutico (107 ufc g-1), para mejor eficiencia en efecto 

benéfico regulador (Vinderola y Reinheimer, 2003; Gardiner, Bouchier, O´Sullivan, Kelly, 

Collins y Fitzgerald, 2002).

2.3. Destino del tránsito de los probióticos en el colon.

2.3.1. Fisiología del tracto gastrointestinal y sobrevivencia de probióticos

El tracto gastrointestinal es un tubo digestivo muscular, cuya función es la digestión de 

alimentos y absorción de nutrientes, electrolitos y fluidos, y previene la absorción de 

sustancias potencialmente tóxicas. Para llevar a cabo estas funciones, el tracto digestivo 

está diferenciado en órganos que poseen características únicas (Schneeman, 2002):

Estómago. Su función principal es la digestión de los alimentos proteicos a partir 

de la secreción de aproximadamente 2.5 l de jugos gástricos cada día en el estómago a un 

pH entre 1.5 a 3.5 en ayuno y el peristaltismo, por lo que constituye un mecanismo de 
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defensa sumamente importante. Cuando los probióticos son administrados en individuos 

sanos, se enfrentan al estrés por alta acidez en el estómago. Los resultados de algunos 

estudios sobre el efecto del pH gástrico sobre los probióticos han sido informados. 

Fernández, Boris y Barbés (2003), estudiaron dos cepas humanas Lb. acidophilus UO 001 

y Lb. gasseri UO 002 que presentaron sobrevivencia en condiciones gástricas (pH 2 y 

presencia de pepsina). 

Berrada, Lemeland, Laroche, Thouvenot y Marine Piaia (1991), observaron el 

comportamiento de dos cepas de bifidobacterias al ser expuestas a ambientes gástricos 

simulados, una de ellas sobrevivió muy bien (>80%) al ser sometida 90 min a pH 3; 

mientras que la otra no sobrevivió. Pochart, Marteau, Bouhnik, Goderel, y Rambaud

(1992), encontraron pérdida en la viabilidad de bifidobacterias contenidas en leches 

fermentadas, al ser expuestas a soluciones de pH de 1.0 y 2.0 por 3 h. Carteris, Kelly, 

Morelli y Collins (1998), concluyeron que mientras la mayoría de las cepas de 

lactobacilos fueron resistentes a sales biliares, mostraron una pérdida de viabilidad tras

la exposición a jugos gástricos (pH 2.).

Intestino delgado. El intestino delgado lleva a cabo la digestión enzimática y 

absorción. La motilidad intestinal y el efecto inhibitorio de las sales biliares son los 

factores más importantes para los hospederos en la prevención del sobre-crecimiento en 

el intestino delgado. Las sales biliares, una compleja solución acuosa de componentes 

orgánicos e inorgánicos secretados por el hígado del humano, es inhibidor de muchos de 

los microorganismos que ingerimos. 

La resistencia a las sales biliares es considerado como uno de los principales 

criterios de selección de microorganismos probióticos. Cada especie y entre cepas de 

bacterias probióticas existe variación en la tolerancia a las sales biliares (Gopal, Prasad, 

Smart, y Gill, H.S., 2001). Normalmente, los resultados de estudios in vitro pueden 

predecir la situación in vivo, donde existen condiciones fisiológicas más complejas; sin 

embargo, la comparación de resultados a partir de diferentes estudios es difícil por 
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existir variaciones en los factores tales como medios y preparación de cultivos, 

condiciones de evaluación, entre otros. 

Los probióticos deberían llegar a lo largo del intestino, y específicamente al colon, 

intactos y viables; sin embargo, cuando los probióticos (Lb. acidophilus y 

Bifidobacterium) son ingeridos, se reduce su actividad y viabilidad, en parte por las 

condiciones ácidas del estómago y por la bilis (Lankaputhra y Shah, 1995), retardando su 

colonización. Es necesario proteger a las bacterias probióticas para que sobrevivan en 

dosis terapéuticas y ejerzan sus efectos benéficos sobre el balance de la microflora 

intestinal. La protección de probióticos por encapsulación ha sido propuesta para 

mejorar su viabilidad en productos lácteos y en el tracto gastrointestinal (GI).

2.4. Microencapsulación

La microencapsulación es definida como una tecnología de empaque de materiales 

sólidos, líquidos o gases, con el objetivo de impedir su pérdida, al protegerlos de la

reacción con otros compuestos presentes en el alimento, o para impedir que sufran 

reacciones de oxidación por la luz u oxígeno (Fanger, 1974; Popplewell, Black, Norris y 

Porzio, 1995). 

Las enzimas y las células animales o vegetales también pueden ser encapsuladas, 

permitiendo que los sustratos y productos entren y salgan de la cápsula. El tamaño de las 

cápsulas puede variar desde 1 µm a 1 mm, dependiendo de los materiales y métodos 

usados en su preparación (Anal y Sing, 2007). Las cápsulas obtenidas pueden liberar su 

contenido a tasas controladas bajo condiciones específicas (Anal y Stevens, 2005; Anal, 

Stevens y Remuñán-López, 2006; Kailasapathy y Masondole, 2005). 

En la actualidad, la encapsulación tiene grandes aplicaciones en el área de las 

industrias de los aditivos alimentarios, de los productos químicos, agroquímicos, 
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farmacéuticos y en la acuacultura (Wong, 1998). La encapsulación se utiliza para 

proteger, estabilizar y liberar específicamente los bioactivos (Champagne y Fustier, 

2007), pudiendo obtenerse productos alimenticios con mejores características 

sensoriales y nutricionales (Reineccius, 1991 y Popplewell, Black, Norris y Porzio, 1995). 

Se han preparado microcápsulas de probióticos usando diferentes materiales de pared

(Capela, Hay, y Shah, 2006), incluyendo polisacáridos naturales (Wong, 1998) y 

diferentes métodos. 

La encapsulación de diferentes células, incluyendo bacterias probióticas, ha sido una 

práctica común que extiende la vida de anaquel de los cultivos, los protege de la 

incidencia de bacteriófagos e incrementa su viabilidad y estabilidad en la producción, 

almacenamiento (O´Riondan, Buckle y Conway, 2001) y confiere protección adicional en 

procesos de secado por liofilización y durante la rehidratación (Krasaekoopt, Bhandari y

Deeth. 2003); además de permite un sinfín de aplicaciones biotecnológicas (Kim, Baek, 

Yoon, Y.H. 1996).

2.4.1. Métodos de encapsulación

La selección del método de encapsulación para una aplicación en particular, 

considera factores como: tamaño medio de la partícula requerido, propiedades 

fisicoquímicas del agente encapsulante y de la sustancia a encapsular, aplicaciones para 

el material encapsulado, mecanismo de liberación deseado y costo. Métodos, tales como 

secado por aspersión, por congelamiento y por lecho fluidizado, extrusión, coacervación 

y método electrostático, se utilizan para el encapsulamiento de bacterias probióticas 

(Tabla 4).
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Tabla 4. Propiedades de algunos métodos para la encapsulación de probióticos

Tecnología Características Beneficios Problemas

Partículas 

geladas

Células entrampadas en 

una matriz gelada: sistema 

de base biopolímeros 

(alginato, pectina) 

Pueden ser usadas en la 

producción de biomasa 

en fermentación y 

pueden secarse al aire

Bajo rendimiento en la 

producción de biomasa, 

partículas >50 mm.,

pueden afectar la textura 

del alimento 

Las partículas geladas 

pueden ser recubiertas con 

una doble capa (quitosano). 

La alta carga celular (>1011

ufc/g) en las cápsulas de 

pectina ó alginato, pero no 

para otros biopolímeros

Muchas metodologías 

pueden ser utilizadas

El secado en frío es 

barato. Las células se 

liberan en el intestino. 

El acarreador mantiene 

las propiedades de los 

bioactivos

Las partículas deben ser 

soluble en ambientes que 

contienen compuestos 

quelantes (fosfatos, 

citratos) 

Protección 

coloidad 

Cubiertas verdaderas, 

donde las células en una 

cubierta en polvo (de base 

lipídica) es atomizada. Alta 

carga celular (>1011 ufc/g). 

Es ampliamente utilizada 

comercialmente

Alta protección a 

periodos de exposición 

cortos en ácidos, 

humedad y oxígeno. 

Pueden adicionarse 

capas múltiples para 

controlar la liberación y 

ajustar la densidad 

Hay separación de fases 

en bebidas si las 

coberturas son lipídicas. 

La liberación de células 

es lenta a baja 

temperatura

Secado por 

aspersión 

Es atomizada una 

suspensión del bioactivo y 

material protector, creando 

gotas muy finas que son 

secadas con aire caliente. 

Las células son cubiertas de 

forma individual con los 

materiales de pared. La 

carga de células media en el 

polvo es 1010–1011 ufc/g 

Existe variedad de 

materiales de pared 

disponibles. Rápida 

liberación de células en 

disolución. Hay poco 

efecto sobre la textura 

de alimentos y bebidas 

si las partículas son 

disueltas.

Son utilizadas altas 

temperaturas en el 

proceso que pueden 

afectar la viabilidad de 

los probióticos y función 

de los bioactivos. Cortos 

periodos de protección 

hasta la disolución de las 

partículas.
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2.4.2 Método de Extrusión

El método de extrusión consiste en preparar una dispersión de biopolímeros 

adicionada de los microorganismos a encapsular, la cual es extruida a través de la aguja 

de una jeringa, para formar gotas que caen libremente a una disolución en la que 

gelifican y endurecen posteriormente (Figura 2). La disolución contiene cationes de Ca2+, 

en forma de CaCl2. 

Figura 2. Método de encapsulación por extrusión.

Las gotas gelifican instantáneamente, atrapando las células en una matriz 

tridimensional. Las concentraciones de biopolímeros y de CaCl2 pueden variar, para 

alginato de 0.6 a 2 % (p/p); mientras que para CaCl2 de 0.05-1.5 M. El tamaño 

aproximado de las cápsulas es de 2-5 mm de diámetro, pero puede controlarse, 

dependiendo de la aplicación. El tamaño y la esfericidad de las cápsulas depende de la 

viscosidad de la dispersión de biopolímeros Smidsrod y Skjak-Braek (1990), del 
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diámetro del orificio de la aguja y de la distancia entre la jeringa y la disolución de CaCl2

(Krasaekoopt, Bhandari y Deeth, 2004).

La composición química del alginato también influye en el tamaño de la cápsula; 

pequeñas cápsulas resultan de alginatos con bajo porcentaje de ácido L-gulurónico 

(Martinsen, 1989). Este método es el más popular, simple, de bajo costo y asegura la 

viabilidad de las células. Varios investigadores (Chandramouli, Kailasapathy, Peiris, y 

Jones, 2004; Lee, Cha, y Park, 2004; Sheu, Marshall, y Heymann, 1993) han estudiado los 

factores que afectan la preparación de cápsulas por este método tales como 

concentraciones de alginato y de CaCl2, tiempo de endurecimiento de las cápsulas y 

concentración celular.

Las aplicaciones del método de encapsulación por extrusión han ido 

incrementándose en la industria de los alimentos, debido a la protección de los 

materiales encapsulados ante factores como calor y humedad, lo que permite mantener 

su estabilidad y viabilidad. Aunque la cobertura de los probióticos encapsulados mejora 

la sobrevivencia, la adición de capas adicionales, puede afectar el tamaño de la cápsula. 

Cápsulas grandes en alimentos fermentados, tales como yogur, son indeseables, debido a 

que afectan la textura y la sensación bucal del producto. Cápsulas de menos de 100 µm 

de diámetro son deseables; mientras que aquellas con diámetros mayores de 0.1mm son 

detectadas en la boca (Mortazavian, Razavi, Ehsani y Sohrabvandi, 2007). 

Hansen, Allan-Wojtas, Jin y Paulson (2002), reportan que cápsulas muy grandes de 

alginato de calcio (> 1mm) causan una textura granulosa cuando se adicionan a 

alimenticios; en contraste, cápsulas muy pequeñas, de tamaño menor a 100 µm, no 

confieren protección significativa a las bacterias encapsuladas, en comparación con 

células libres, al someterlas a fluidos gástricos simulados. Estos estudios indican que las 

bacterias probióticas deben ser encapsuladas en un rango de tamaño particular. 
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2.4.3 Materiales utilizados para encapsulación

Existe una amplia variedad de materiales para encapsulación de bacterias 

probióticas; entre ellos se incluyen aceites hidrogenados, ceras, maltodextrinas, 

almidones (de maíz, arroz, trigo y papa)(O´Riondan, Buckle y Conway, 2001); alginato de 

sodio, celulosa, carragenina y goma arábiga, quitosano, carboximetilcelulosa (CMC), 

gelatina y pectina (Sultana, Godward, Reynolds, Arumugaswamy, Peiris y Kailasapathy, 

2000; Yánez, Salazar, Chaires, Jiménez, Márquez y Ramos, 2002; Krasaekoopt, Bhandari y 

Deeth, 2004, 2006), (Tabla 5). 

El diseño de vehículos de liberación de bioactivos en el colon debe vencer algunos 

obstáculos que se presentan durante su ingesta; primero, necesitan mantenerse intactos 

cuando atraviesan el tracto gastrointestinal superior, con el fin de proteger a los 

bioactivos de la degradación química y enzimática, y segundo, ellos deben ser capaces de 

liberar al bioactivo al llegar al colon, de forma controlada, manteniendo su efectividad 

terapéutica (Liu, Fishman, Kost y Hicks, 2003; Anal, Bhopatkar, Tokura, Tamura, y 

Stevens, 2003; Anal y Stevens, 2005; Liu, Fishmany Hicks; 2007).

Para la administración oral de probióticos, las cápsulas tienen que ser transportadas 

a través de ambientes con diferentes condiciones, frecuentemente: el bajo pH y la 

presión mecánica constante en el estómago; el ataque por proteasas en el intestino 

delgado; la microflora de digestión en el colon y la variación del tiempo de residencia en 

los diferentes segmentos del tracto gastrointestinal (GI). 

Las estrategias para la liberación de probióticos en el tracto GI, pueden abordarse con 

base en el tiempo de tránsito de la boca al colon, variaciones de pH y tipos de enzimas a 

través del tracto GI. No puede considerarse la liberación de una dosis de probióticos en 

un tiempo específico, debido a que son ignoradas variaciones en cada individuo. La 

estrategia más probable consiste en el desarrollo de un sistema de liberación en 

respuesta a la estimulación del ambiente local, tal como pH y enzimas. 
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Tabla 5. Materiales utilizados para la encapsulación de bacterias probióticas 

Biopolímeros Bacteria Método Aplicación

Carragenina Lactobacillus Cápsulas Producción de biomasa 

Carragenina St. thermophilus Cápsulas Producción de biomasa

Carragenina / goma 
de tragacanto

Lb. bulgaricus 
B. infantis / 

Cápsulas Producción de biomasa

Carragenina / goma 
de tragacanto

Bifidobacterium Cápsulas Producción de biomasa

Alginato/glicerol Bifidobacterium Cápsulas Producción de biomasa

Alginato Lactobacillus 
Bifidobacterium

Cápsulas Estabilidad en ácidos

Celulosa B. pseudolongum Cápsulas Estabilidad en ácidos y bilis

Alginato/ 
laurilsulfato de 
sodio 

Lb. delbrueckii Cápsulas Producción de biomasa

Carragenina /goma 
de tragacanto

Lb. casei Emulsificación Estabilidad en ácidos

Gelatina/tolueno-2-
4-diisocianato 

Lb. lactis Cápsulas Producción de biomasa

Alginato Lactobacillus Cápsulas Estabilidad en ácidos

Alginato Lb. acidophillus Compresión 
directa 

Estabilidad en ácidos

Alginato B. breve Emulsificación Estabilidad en ácidos

Proteína de suero B. Longum Micronización Estabilidad en ácidos

Alginato/quitosano Bifidobacterium Cápsulas Estabilidad en almacenamiento 
y ácidos 

Alginato/pectina/
proteína de suero 
de leche 

Bifidobacterium Cápsulas Estabilidad en almacenamiento 
y ácidos 

Almidón y almidón 
resistente a la 
digestión

Bifidobacterium y 
Lactobacillus

Cápsulas Estabilidad en almacenamiento 
y ácidos 

Almidón de maíz
ceroso 

Bifidobacterium Cápsulas/
emulsificación 

Estabilidad en almacenamiento 
y ácidos 

Alginato/almidón Lactobacillus 
Bifidobacterium 

Cápsulas Estabilidad en almacenamiento 
y ácidos

Fuente: Anal y Singh (2007).
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La formulación de matrices recubrientes con polímeros sensibles al cambio de pH, 

insolubles en ambientes ácidos y solubles en medios con un pH igual o mayor a 6. Tales 

sistemas se supone preservan los bioactivos dentro de la matriz y los liberan cuando 

llegan al colon. El pH del tracto GI en cada individuo está sujeto a variaciones internas y 

externas tales como salud, situaciones físicas y emocionales, dieta, estrés (Liu, Fishman, 

Kost y Hicks, 2003).

Alginato 

El alginato es un biopolímero natural, extraído de algas y está compuesto de dos 

unidades monoméricas, ácido -1-4 -D-manurónico (M) y ácido -1-4 L gulurónico (G)

(Figura 3). El alginato es ampliamente usado en la industria por su capacidad para 

retener agua, para gelificar, así como por sus propiedades viscoelásticas y estabilizantes 

(Draget, 2000). 

Se ha usado como material de pared debido a que no es tóxico, tiene un precio bajo y 

es seguro al ser usado en los alimentos (Song Cho y Park, 2003). Recientemente los 

alginatos han sido utilizados como matriz encapsulante de bioactivos, tales como 

bacterias, con la finalidad de lograr su liberación controlada (Draget, Skjåk-Bræk, y 

Smidsrød, 1997).

De acuerdo con Braccini y Prez (2001), la gelación es resultado de las interacciones 

específicas y fuertes entre los iones calcio y los bloques de ácido galacturónico y ácido 

gulurónico para pectina y alginato respectivamente (Figura 4). La formación del gel es 

dependiente del origen, la composición y arreglo de bloques de ácido gulurónico (G) en 

el alginato, debido a los sitios de enlace preferentes para los iones divalentes de Ca+2; 

este arreglo determina las propiedades funcionales, tales como la fuerza del gel, la 
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reactividad al calcio, y la tolerancia al calcio (Hoefler, 2004, Krasaekoopt, Bhandari y 

Deeth, 2004).

Fuente: Braccini y Prez (2001).

Figura 3. Estructura química de cadenas de (a) galacturonato y (b) guluronato

Cuando dos cadenas de bloques G se alinean lado a lado resulta un hueco en forma 

de diamante, el cual tiene la dimensión ideal para acomodar en su interior un ion calcio, 

formándose una estructura dimérica. El modelo de caja de huevo (“egg-box model”) 

(Figura 4) es usado para explicar las propiedades gelificantes de los alginatos al 

reaccionar con sales cálcicas (Braccini y Prez, 2001). 
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Un alginato con alto porcentaje de bloques G produce un gel con mayor fuerza que la 

mostrada por un gel obtenido a partir de alginato con mayor porcentaje de bloques M, 

pero se requiere de un control más exacto en la cantidad de calcio añadida al sistema. En 

contraste, un alginato con alto porcentaje de bloques M es más tolerante a variaciones en 

la cantidad de calcio presente en el sistema y el gel tiene menos probabilidades de

presentar sinéresis (Hoefler, 2004).

Fuente:Braccini y Prez (2001).

Figura 4. Formación de geles de alginato con sales cálcicas, modelo “egg-box” (caja de 

huevos). 

La conformación del ácido gulurónico en el alginato otorga un alto grado de 

coordinación con el calcio, de este modo forma geles más rígidos que son menos 

propensos al desgaste y a la erosión. Si se incrementa el contenido de ácido manurónico, 

los geles son más suaves, más elásticos, pero menos porosos y estos se disuelven 

fácilmente (Tønnesen y Karlsen, 2002). 

La composición química del alginato influye también sobre el tamaño de la cápsula; 

pequeñas cápsulas son obtenidas a partir de alginatos de bajo contenido de ácido 
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gulurónico (Martinsen, Skjak-Braek y Smidsrod, 1989). Pillay y Fassihi (1999b) 

encontraron que la liberación de un fármaco (diclofenaco de sodio) a partir de cápsulas 

de pectato de calcio, fue más rápida que aquellas observadas en cápsulas preparadas con 

alginato de calcio y mezcla de alginato-pectato de calcio, posiblemente porque la adición 

de pectato a alginato convirtió las matrices en más frágiles. A bajo pH, el ácido alginico es 

formado a partir de alginato y modifica la capa gelada comenzando la erosión de la 

cápsula.

Pectina

La pectina es un polisacárido natural que en recientes años ha ganado importancia. 

Los beneficios de la pectina son cada vez más apreciados por los investigadores y los 

consumidores, por ser biodegradable. Debido a sus propiedades gelantes, la pectina es 

empleada ampliamente en la industria de alimentos. Además, la pectina se ha usado 

como acarreador de drogas a nivel gastrointestinal, en forma de tabletas, cápsulas 

geladas o películas (Sriamornsak, 2003). La pectina es comercialmente extraída a partir 

de la piel de los cítricos y de las pomáceas, bajo condiciones ácidas o alcalinas.

La pectina consiste principalmente en unidades de ácido galacturónico y ésteres de 

metilo que forman cadenas lineales. Estos ácidos urónicos tienen grupos carboxilo, 

algunos de los cuales se encuentran naturalmente presentes como metil éster y, otros 

son tratados con amonio para producir grupos carboxilamida (Figura 5). El grado de 

esterificación debajo del 50 %, produce una gama de pectinas de bajo metoxilo. La 

pectina, posee carga eléctrica negativa a pH neutro. (Sriamornsak, 2003).

El valor de pK aparente de la pectina (pH a 50 % de disociación) varía con el grado de 

esterificación; a 65 % de esterificación el pK es de 3.55, mientras que a 0 % de 

esterificación el pK aparente de la pectina es de 4.10. Además de los segmentos de ácido 
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galacturónico, la pectina contiene azúcares neutros, como ramnosa, arabinosa, galactosa 

y xilosa, al lado de la cadena principal. La distribución global de de grupos hidrofílicos e 

hidrofóbicos de la molécula de pectina determina su solubilidad (Sriamornsak, 2003).

Fuente: Sriamornsak (2003).

Figura 5. (a) Segmento repetido de la molécula de pectina y sus grupos funcionales: 

(b) carboxilo; (c) ester y (d) amida.

La propiedad más destacada de las pectinas es su habilidad para formar geles en la 

presencia de iones Ca+2. La asociación de las cadenas de pectina (bloques de 

galacturonato) a través de iones Ca+2, conduce a la formación de una red tridimensional 

de pectato de calcio. La estructura resultante tiene forma similar a la de “caja de huevo” 

(Figura 4); aunque de acuerdo con Braccini, y Prez (2001), y Sriamornsak, (2003), 

además de la formación de enlaces iónicos, las pectinas amidadas promueven 

asociaciones entre dímeros a través de enlaces de hidrógeno e interacciones 

electrostáticas) (Figura 6). 
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Figura 6. Modelo de la gelación de las pectinas de bajo metoxilo amidadas mostrando 

interacciones entre residuos de ácido galacturónico y, enlaces hidrógeno entre residuos 

de ácido galacturónico amidado (Sriamornsak, 2003). 

Los factores decisivos para la formación de geles son la concentración de pectina, tipo 

de pectina, sólidos solubles, rango de pH y la concentración de sales amortiguadoras y de 

cationes divalentes en la formulación (Draget, 2000). Un balance adecuado entre la 

concentración de pectina y de calcio, conduce a la formación de geles con textura óptima. 

El exceso de calcio puede producir un gel menos elástico y quebradizo, con tendencia a la 

sinéresis o a la precipitación. 

Las pectinas amidadas han sido desterificadas con amonio; parte de los grupos éster 

son reemplazados por grupos amida, modificándose así sus propiedades gelantes, en 

comparación con las presentadas por las pectinas ácidas. Las pectinas amidadas pueden 

formar geles en independencia relativa del contenido de sólidos solubles y rango de pH; 

además con pequeñas concentraciones de calcio, la pectina comienza a formar enlaces y 

Iones calcio

Residuos de ácido galacturónico metilado

Residuos de ácido galacturónico 

Residuos de ácido galacturónico amidados



Ofelia Sandoval Castilla 2. Antecedentes

Empaques bioactivos de liberación específica en el colon y su aplicación en productos lácteos funcionales 30

si la concentración incrementa, puede formarse un gel (Pérez, Mazeau, du Penhoat, 

2000).

Debido a sus propiedades gelantes, de formación de películas, propiedades ligantes, 

bio-compatibilidad y no toxicidad, la pectina es un biopolímero útil para construir 

vehículos de liberación, en forma de geles, matrices tridimensionales, películas y micro o 

nano-partículas. Diferentes bioactivos pueden ser incorporados en los sistemas 

mencionados, con alta eficiencia de entrampamiento y mediante procedimientos simples. 

Las modificaciones químicas de las pectinas además mejoran su funcionalidad para 

algunas aplicaciones específicas. Los derivados de pectina poseyendo una densidad de 

carga alta (grupos amino primarios positivos o grupos carboxilo negativos), son capaces 

de penetrar a profundidad en tejidos, y así prolongar el tiempo residual para incorporar 

los activos y mejorar su penetración (Pérez, Mazaeu y du Penhoat, 2000). 

Se ha sugerido a las pectinas como materiales para construir acarreadores para la 

liberación oral de bioactivos a nivel gastrointestinal, debido a que atraviesa intacta el 

tracto gastrointestinal superior y es degradada por la microflora del colon (Liu, Fishman 

y Hicks, 2007). La pectina puede competir con otros polisacáridos en sistemas de 

liberación controlada, como quitosano, alginato, dextrano, inulina y derivados de 

carboximetilcelulosa o (hidroxipropil)metilcelulosa.

Para sistemas encapsulantes involucrando iones calcio, la liberación de bioactivos es 

más rápida cuando la matriz está compuesta de pectinas con alto grado de amidación; 

por ejemplo, un tiempo de 6 h con 24 % de amidación y un tiempo de liberación de 8 h 

para pectinas con 13 % de amidación. La presencia de iones calcio decrece la liberación 

de bioactivos cuando las cápsulas están constituidas por pectinas de bajo metoxilo, en 

contraste, los iones calcio incrementan la liberación de bioactivos cuando las cápsulas 

están formadas por pectinas de alto metoxilo (Wakerly, Fell, Attwood y Parkins, 1997).
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Las moléculas de pectato de calcio (pectina de bajo metoxilo + calcio), son menos 

hidrofílicas y más grandes que las pectinas de bajo metoxilo sin entrecruzar con calcio, 

consecuentemente, presentan una liberación de bioactivos más lenta. Otro factor que 

influye en la liberación de bioactivos es la hidratación de la matriz encapsulante. El 

pectato de calcio es más sensible a los fenómenos de erosión si la fuerza iónica del gel es 

baja. Mientras un gel resultante a partir de pectinas de bajo metoxilo entrecruzado con 

calcio no es erosionado, las pectinas de alto metoxilo, llegan a hidratarse en la presencia 

de iones calcio y la matriz encapsulante se erosiona, llevando a la liberación prematura 

de bioactivos (Wakerly, Fell, Attwood y Parkins, 1997).

2.4.4 Resistencia de biopolímeros a condiciones gastrointestinales

En ambientes ácidos, la pectina permanece como agregados macromoleculares; 

mientras que en soluciones neutras, los agregados de pectina tienen a disociarse y 

expandirse. La pectina además, es resistente a las proteasas y a las amilasas que se 

encuentran activas en el tracto gastrointestinal, pero es digerida por un gran número de 

bacterias que forman parte de la microflora del colon (Sinha y Kumria, 2001; Vandame, 

Lenourry, Charrueau y Chaumeil, 2002). Debido a las propiedades mencionadas, es muy 

posible que la pectina pueda cumplir la función de vehículo de bioactivos de origen 

proteico, de la boca al colon. 

Un obstáculo a vencer para la aplicación de pectina en la liberación específica de 

bioactivos en el colon, es el hecho de que la pectina se hincha (aumenta su volumen) 

considerablemente en condiciones fisiológicas. Los bioactivos con alta solubilidad en 

condiciones fisiológicas, pueden exhibir liberación prematura debido a que los poros de 

la matriz recubriente se expanden. El uso de pectina en combinación con otros 

biopolímeros para formar estructuras más estables, es una estrategia que pudiera 
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resolver este problema (Semdé, Amighi, Devleeschouwer y Moës, 2000; Kwabena y Fell, 

2001; Turkoglu y Ugurlu, 2002). 

2.4.5. Encapsulación de organismos probióticos 

Debe existir un millón de organismos probióticos por gramo de producto alimenticio, 

para que se liberen en cantidad suficiente en el colon y ejerzan los beneficios esperados 

en el ser humano. Sin embargo, la sobrevivencia de los organismos probióticos tales 

como Lactobacillus y Bifidobacterium es baja en presencia de ácidos y sales biliares 

(Lankaputhra y Shah, 1995), aunque es esencial que sobrevivan al tránsito en el intestino 

para que se multipliquen en el colon.

Durante la encapsulación de probióticos para su uso en alimentos, los organismos 

son cubiertos con un material de pared no tóxico, biopolímerico. Este material protege a 

los probióticos durante el procesamiento de los alimentos, ante factores como 

temperaturas extremas, excesiva exposición a luz, bajo pH y exposición al oxígeno, los 

cuales pueden afectar la viabilidad de los microorganismos. Los geles de alginato de 

sodio mejoran la viabilidad de los organismos probióticos debido a que permiten la 

difusión de nutrientes, mientras protegen a las células de factores de estrés (Talwalkar y 

Kailasapathy, 2003).

La microencapsulación ha mostrado que reduce la muerte de las células causada por 

la toxicidad al oxígeno (Talwalkar y Kailasapathy, 2003; Talwalkar y Kailasapathy, 2004). 

Los probióticos se encuentran aglomerados en el centro de las cápsulas creando regiones 

anaerobias (Beunink, Baumgärtl, Zimelka y Rehm, 1989). Ravula y Shah (2001) 

encontraron que la sobrevivencia de Lb. acidophilus y Bifidobacterium encapsulados en 

cápsulas alginato de calcio y adicionados en helado de yoghurt, mejoró 3 ciclos log, en 
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comparación a la mostrada por células libres, además Lb. acidophilus mostró mayor 

tolerancia a pH 2.5.

Sultana, Godward, Reynolds, Arumugaswamy, Peiris y Kailasapathy (2000) 

investigaron la actividad de Lb. acidophilus y B. infantis encapsuladas en alginato y 

evaluaron su sobrevivencia en condiciones gastrointestinales simuladas, sales biliares y 

pH ácido (2.0, 3.0 y 4.0) a 37 °C por 3 h, sin mostrar incremento en la sobrevivencia 

debido a la encapsulación; sin embargo, durante el almacenamiento de yogur (8 semanas 

a 4 °C), las bacterias encapsuladas mostraron mayor sobrevivencia que las células libres.

Existen muchos otros agentes o materiales de pared útiles para encapsular bacterias 

entre los que se incluyen a las gomas gelana-xantana (Sun y Griffiths, 2000). Cuando los 

agentes son combinados con cloruro de calcio, una matriz gelada se forma, creando una 

cubierta apta para proteger a los probióticos (Shah y Ravula, 2000). Los métodos de 

extrusión y de emulsión son los dos más utilizados para la encapsulación de probióticos;

a pesar de que muestran una sobrevivencia 80-95 %, tienen sus limitaciones. 

En el caso del método de emulsión, a pesar que  produce cápsulas en promedio más 

pequeñas que las obtenidas por el método de extrusión, el rango en tamaño es amplio y 

la morfología poco esférica (Krasaekoopt, Bhandari y Deeth, 2004), además por el 

método de emulsión, en las cápsulas permanece un residuo oleoso que puede ser 

inconveniente para la aplicación a alimentos bajos en grasa (Kailasaphaty, 2002). Estos 

métodos han sido mejorados mediante la aplicación de capas extra de diferentes 

materiales, un ejemplo es el Krasaekoopt, Bhandari y Deeth (2004) y Krasaekoopt, 

Bhandari y Deeth (2006) quienes encontraron una mejora en la sobrevivencia de Lb. 

acidophilus y Lb. casei en condiciones ácidas y biliares al utilizar una cubierta extra de 

quitosano sobre la cápsula de alginato.

Lb. acidophilus entrampado en cápsulas elaboradas a partir de mezclas de soya y 

goma arábiga, proteína de suero de leche y goma arábiga y proteína de soya con goma 
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arábiga, mostró resistencia a pH de 1, concentración de bilis de 1-4% y condiciones de 

almacenamiento de 5°C durante 15 semanas (Mosilhey, 2003). Koo, Cho, Hun, Baek y 

Park (2001), observaron que Lb. casei en cápsulas de alginato, alginato/quitosano

almacenadas a 4° C; mostraron similar estabilidad que las células no encapsuladas, no así 

a 22 °C, donde las cápsulas de doble capa fueron las más estables.

Song, Cho y Park (2003), encapsularon Lb. casei utilizando un sistema de emulsión 

con alginato al 1% p/v, e informaron que las células encapsuladas mantuvieron su 

viabilidad durante 4 semanas a 4° C, mientras que la viabilidad de las células no 

encapsuladas decreció 3 ciclos logarítmicos después de 6 semanas de almacenamiento. 

Con las bacterias probióticas encapsuladas, pueden diseñarse aplicaciones de 

liberación controlada como una alternativa para resolver los problemas que enfrentan la 

industria de alimentos. Los desafíos son la selección apropiada del método de 

encapsulación y el material encapsulante; lograr entrampar una alta carga celular; 

mantener la viabilidad de las células, y para aplicaciones en alimentos controlar el 

tamaño de la cápsula para no afectar negativamente las propiedades sensoriales.
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3.- JUSTIFICACION

Estudios realizados en décadas pasadas, revelaron que la ingestión de 

microorganismos probióticos, confiere un amplio rango de beneficios terapéuticos a los 

seres humanos. El estilo de vida y alimentación actuales, hace necesario suplementar la 

dieta humana con dosis adecuadas de microorganismos probióticos para restablecer el 

balance de la microflora intestinal y ayudar a mantener una buena salud digestiva.

Los alimentos más utilizados como vehículos de probióticos, en una dosis 

recomendada de 106 - 107 ufc g-1, han sido el yogurt y las leches; sin embargo, los 

probióticos son afectados por las condiciones de procesamiento del alimento, y después 

de ser ingeridos, también por los cambios de pH originados por el jugo gástrico, así como 

por la acción de las sales biliares en el tracto digestivo 

Considerando la importancia de mantener cuentas altas de probióticos viables, es 

esencial aplicar métodos para conservar su viabilidad y funcionalidad, tanto en el 

alimento que los contenga, como a través de su paso por el tracto gastrointestinal (GI). 

Una alternativa para lograr lo mencionado, la constituye el entrampamiento de los 

probióticos en cápsulas preparadas a partir de biopolímeros. 

La protección física conferida por las cápsulas a los probióticos durante su exposición 

a factores adversos, depende de las propiedades químicas y físicas de las primeras; no 

obstante poco se ha estudiado acerca del efecto de la composición química sobre las 

propiedades físicas de las cápsulas (morfología, tamaño, textura), así como de la posible 

relación entre estas propiedades físicas y la sobrevivencia de los probióticos a diferentes 

condiciones adversas.
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4.- OBJETIVOS

4.1. Objetivo General

Los objetivos generales de este trabajo fueron: a) Entrampar Lb. casei en cápsulas 

elaboradas con alginato de sodio (A), pectina de bajo metoxilo amidada (P), y mezclas de 

A-P en relaciones 1:2, 1:4, 1:6, por el método de extrusión, y b) Determinar las posibles 

interrelaciones entre la composición y las propiedades morfológicas y mecánicas 

(diámetro, esfericidad y propiedades texturales) de las cápsulas; así como las posibles 

interrelaciones entre las propiedades morfológicas y físicas de las cápsulas con la 

sobrevivencia de Lb. casei entrampado durante el almacenamiento de yogur y en 

condiciones gastrointestinales simuladas.
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4.2. Objetivos Específicos 

1. Establecer los parámetros experimentales óptimos de naturaleza de material, 

relación de material de pared/material a encapsular para la elaboración de cápsulas.

2. Entrampar Lb. casei en cápsulas utilizando mezclas de biopolímeros alginato (A) y 

pectina (P) por el método de extrusión y evaluar el rendimiento y la capacidad de 

inclusión

3. Estudiar la morfología y tamaño de las cápsulas a través de Microscopia de luz y 

Microscopía Electrónica de Barrido. 

4. Determinar las propiedades mecánicas (dureza, cohesividad, elasticidad, resiliencia, 

masticabilidad) de las cápsulas al modificar la relación A-P.

5. Evaluar la sobrevivencia de Lb. casei entrampado, en yogur, durante el 

almacenamiento (20 días a 4 °C). 

6. Evaluar la sobrevivencia de Lb. casei entrampado, en condiciones gastrointestinales 

simuladas.

7. Determinar la posible relación entre diámetro, esfericidad y propiedades texturales 

de las cápsulas con su composición química y con la sobrevivencia de Lb. casei en el 

almacenamiento de yogur y en condiciones gastrointestinales simuladas.
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5.- HIPÓTESIS

Variaciones en la composición biopolimérica (alginato, pectina) rendirán cápsulas 

con propiedades físicas distintas; estas últimas a su vez, afectarán el grado de protección 

que las cápsulas conferirán al probiótico Lb. casei, al ser incorporado en yogur y al ser 

expuesto a condiciones gastrointestinales simuladas. 
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6.- MATERIALES Y MÉTODOS

6.1. Ubicación del trabajo

La encapsulación de Lb. casei 81LYO, la evaluación de su sobrevivencia durante el 

almacenamiento de yogur durante 20 d, y a condiciones gástricas simuladas, se 

realizaron en el Laboratorio de Bioprocesos de la Universidad Autónoma Metropolitana 

Iztapalapa. La elaboración del yogur se llevó a cabo en el Laboratorio de Investigación en 

Tecnología de Alimentos del Departamento de Preparatoria Agrícola y el análisis de 

textura de las cápsulas se llevó a cabo en el Laboratorio de Reología de Alimentos del 

Departamento de Ingeniería Agroindustrial, ambos laboratorios pertenecientes a la 

Universidad Autónoma de Chapingo. El estudio de microestructura de las cápsulas por 

Microscopía Electrónica de Barrido se efectuó en el Laboratorio de Servicio Académico 

del Instituto de Ciencias del Mar y Limnología de la Universidad Nacional Autónoma de 

México. 

6.2. Materiales utilizados

Cultivo liofilizado de Lb. casei 81 LYO y cultivos lácticos de inoculación directa 

Streptococcus salivarius subsp. thermophilus y Lactobacillus delbrueckii subsp bulgaricus

(MY800) (Danisco, Dange Saint Romain, Francia), medio de cultivo agar MRS para 

lactobacilos (Merck. 10660) y caldo MRS para lactobacilos (Merck. 10661) (Merck, 

Darmstadt, Alemania), peptona de caseína (DIBICO S. A. de C. V., México), alginato de 

sodio (A) de bajo peso molecular FD 175, 60.5 % ácido gulurónico (G) y pectina de bajo 

metoxilo (P) LM-106 AS–YA, 28 % esterificación y 20 % amidación (CP Kelco, Lille 

Skensved, Dinamarca); extracto de bilis de porcino (B8631, Sigma-Aldrich Co., St Louis, 

Missouri); ácido ascórbico, cloruro de calcio, cloruro de sodio, etanol absoluto y ácido 



Ofelia Sandoval Castilla 6. Materiales y Métodos

Empaques bioactivos de liberación específica en el colon y su aplicación en productos lácteos funcionales 40

clorhídrico, todos grado analítico (Laitz, S. A. de C. V., México). Leche entera y leche 

descremada en polvo NIDO® (Nestlé, S. A. de C.V., México), glutaraldehído al 2.5 % 

(v/v); buffer de cacodilatos (0.1 M, pH 7.2-7.3). (Electron Microscopy Sciences, 

Washington, EUA.).

6.3. Cultivo de Lb. casei y preparación del concentrado celular

6.3.1. Crecimiento de Lb. casei

La determinación de la curva de crecimiento de Lb. casei se realizó por triplicado, 

utilizando como medio de cultivo caldo MRS estéril (121 °C, 15 min), no adicionado y 

adicionado con ácido ascórbico (0.1 g L-1) para proveer un ambiente anaerobio (Song, 

Cho, y Park, 2003). El cultivo liofilizado de Lb. casei (0.025 g) se inoculó en 50 mL de 

medio de cultivo y se colocó en incubación a 37 °C. Se tomaron lecturas en unidades Klett 

cada 2 h mediante un fotocolorímetro (Klett-Summerson, Klett MFG. Co. NY, EUA.). Las 

unidades Klett posteriormente se convirtieron a unidades de densidad óptica (D. O.= 1 

unidad Klett*0.002). Al mismo tiempo el número de células de Lb. casei presente en los 

cultivos se determinó por triplicado por recuento en placa usando agar MRS adicionado 

con ácido ascórbico (0.5 g L-1). Lo anterior con el fin de relacionar las unidades de D.O. 

con el número de células de Lb. casei. A partir de estos datos, se construyó la curva de 

crecimiento de Lb. casei y con ello se determinaron las fases de crecimiento, y tiempo de 

cosecha con la finalidad de encapsular células en etapa final de crecimiento logarítmico 

(Sheu y Marshall, 1993).
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6.3.2. Obtención de células de Lb. casei a encapsular

Las células de Lb. casei a encapsular fueron obtenidas por medio de su cultivo en 

caldo MRS estéril durante 22 h de incubación a 37°C; este tiempo de incubación permitió 

que el microorganismo se encontrara en fase logarítmica tardía de crecimiento. El cultivo 

fue cosechado y centrifugado (1000×g, 20 min) (centrífuga Damon/Iec División IEC PR-J, 

Internacional Equipment Co., EUA) (Shin, Lee, Pestka y Ustunol, 2000); se lavó por 

duplicado con solución de NaCl (0.9 % p/v) estéril y resuspendió en agua peptonada (0.1 

g 100 ml-1) estéril, para obtener un concentrado celular (CC). 

La cuenta celular de Lb. casei presente en el CC (9.72 ± 0.1 log UFC ml-1) se 

determinó por triplicado mediante recuento en placa usando agar MRS adicionado con 

ácido ascórbico (0.5 g L-1). Todas las placas fueron incubadas a 37 °C durante 72 h, tras lo 

cual se realizó el conteo de las colonias formadas y registraron como unidades 

formadoras de colonia (UFC) ml-1 (Hughes y Hoover, 1995; Ravula y Shah, 2001; 

Corcoran, Stanton, Fitzgerald y Ross, 2005).

6.4. Preparación de dispersiones de biopolímeros

Se llevó a cabo un estudio preliminar para determinar las concentraciones mínimas 

de A y P en dispersión acuosa, tales que resultaran en cápsulas mecánicamente estables, 

obteniéndose las siguientes cifras: 0.5 g 100 g-1 para A y 2 g 100 g-1 para P. A partir de 

esas cifras se prepararon cinco dispersiones de A y/o P (Tabla 6), utilizando agua 

destilada estéril (121 °C, 15 min) a 25 °C y agitación moderada (600 rpm) mediante un 

equipo caframo (modelo RZR1, Cole-Parmer, Vernon Hills, IL, EUA). Las dispersiones 

fueron hidratadas 24 h, bajo temperatura de refrigeración (4 °C) para evitar crecimiento 

microbiano. 
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6.5. Encapsulación de Lb casei

6.5.1. Elaboración de cápsulas por el método de extrusión

Para la elaboración de las variaciones de las cápsulas, se mezcló concentrado celular 

de Lb. casei (CC) con cada una de las dispersiones de biopolímeros (Tabla 6), en una 

relación volumétrica de 1:9, obteniendo así suspensiones celulares (SC). El número de

células de Lb. casei contenido en todas las SC fue 8.83 ± 0.15 log ufc ml-1, determinado 

mediante incubación a 37 °C por 48 h, placas de agar MRS. Las cápsulas se formaron por 

el método de extrusión (Krasaekoopt, Bhandari y Deeth, 2003; Muthukumarasamy, Allan 

y Holley, 2006), para lo cual se adicionó por goteo una parte de la SC respectiva a diez 

partes de disolución de CaCl2 (pH 5.61 ± 0.02) estéril, usando una jeringa con una 

capacidad de 5 ml y una aguja 30G ½, 8 mm de longitud

Tabla 6. Concentraciones de alginato y pectina presentes en las dispersiones 

acuosas usadas para la preparación de las cápsulas conteniendo Lb. casei

Código de la 

dispersión/cápsulaa

Alginato de sodio (A)

g 100 g-1

Pectina de bajo metoxilo (P)

g 100 g-1

A0P2 0.0 2.0

A0.5P0 0.5 0.0

A0.5P1 0.5 1.0

A0.5P2 0.5 2.0

A0.5P3 0.5 3.0

a AX PY: código de las variaciones de cápsulas, donde A: alginato de sodio; x subíndice: g 

de A·100 g-1 de suspensión celular de Lb. casei-dispersión de biopolímeros; P: pectina de 

bajo metoxilo amidada; y subíndice: g de P·100 g-1 de suspensión celular de Lb. casei-

dispersión de biopolímeros.
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Las cápsulas obtenidas se dejaron reposar en la disolución de CaCl2, durante 12 h (5 

± 1 °C), para su completa solidificación. Las cápsulas se cosecharon por filtración a través 

de una malla de acero inoxidable de 0.19 mm (Fiicsa, S. A. de C. V., México), se enjuagaron 

y posteriormente fueron mantenidas en solución peptonada estéril (0.1 g 100 ml-1) a 4 °C 

(Krasaekoopt, Bhandari y Deeth, 2004) hasta su caracterización. Las variaciones de 

cápsulas fueron preparadas por triplicado aplicando un diseño experimental 

completamente al azar y fueron identificadas con los mismos códigos de las dispersiones 

de biopolímeros mostrados en la tabla 6.

6.5.2. Caracterización de cápsulas conteniendo Lb. casei

Rendimiento. El rendimiento de cápsulas conteniendo Lb. casei se registró como la 

cantidad de cápsulas (g) obtenidas a partir de 100 g de suspensión celular de Lb. casei-

dispersión de biopolímeros. 

Tamaño. El diámetro medio de veinte cápsulas de cada variación se determinó 

después de 1 d de su elaboración, utilizando el analizador de imágenes Imagen-Pro Plus 

versión 6.0 (Media Cybernetics, Silver Springs, MD, EUA), a partir de las micrografías 

obtenidas con la cámara digital a 4 (Rasband, 2007). 

Morfología. La morfología de las cápsulas fue observada en un microscopio de 

contraste de fases Olympus BX45 (Olympus Optical Co. LTD, Japón). Micrografías a una 

magnificación de 4 fueron tomadas a veinte cápsulas seleccionadas de forma aleatoria, 

con una cámara digital Camedia C-3030 (Olympus Optical Co. LTD, Japón). Las 
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micrografías fueron analizadas mediante el software de análisis de imágenes ImageJ 

versión 1.4, para determinar la esfericidad de las cápsulas (Rasband, 2007).

Propiedades texturales. Las diferentes variaciones de cápsulas se sometieron a 

Análisis de Perfil de Textura Instrumental (Beaulieu, Savoir, Paquin y Subirade, 2002;

Pillay y Danckwerts, 2002; Bourne, 2002) utilizando un texturómetro Stable Micro 

Systems modelo TA-XT2i (Texture Technologies Corp., White Plains, NY, EUA), equipado 

con una celda de carga de 5 kg. Para garantizar una reproducibilidad buena de la prueba, 

debido a la naturaleza particulada de las cápsulas, se utilizó una sonda cilíndrica de 

aluminio con área de contacto relativamente grande (35 mm de diámetro). Cada 

medición se llevó a cabo a temperatura ambiente (20 ± 2 ºC) sobre 30 g de cada 

variación de cápsulas; estas últimas colocadas sobre una placa de vidrio debajo de la 

sonda. La detección automática del contacto de la sonda con las cápsulas, se realizó con 

una fuerza de contacto de 0.005 N (Artignan, Corrieu y Lacroix, 1997). 

En todos los casos, las muestras de las cápsulas se comprimieron 30 % utilizando dos 

ciclos de compresión a velocidad del cabezal de 0.5 mm s-1. Las propiedades texturales 

primarias de dureza, cohesividad, elasticidad y resilencia (relación entre las áreas bajo la 

curva de compresión y descompresión) (Choonara, Pillay, Singh, Khan y Ndesendo, 

2008) fueron obtenidas utilizando el software del equipo Texture Expert para Windows 

versión 3.2. La determinación de las propiedades texturales de cada variación de 

cápsulas se realizó por triplicado.

Microestructura. Las cápsulas fueron fijadas en una disolución de glutaraldehído al 2 

% v/v en buffer de cacodilatos (0.1 M, pH 7.2) durante 6 h; se deshidrataron en 

disoluciones de etanol de concentraciones crecientes (50, 60, 70, 80, 90 y 100 %), 

permaneciendo 30 min en cada una. Posteriormente, las muestras se secaron a punto 

crítico en un CPA II Technics Critical Point Dryer (Tousimis, Rockville, MD, EUA). Cada 

cápsula se fracturó con el objetivo de exponer la estructura interior; luego se montaron 

en soportes de aluminio y finalmente se cubrieron con una capa fina de oro en un Fine 
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Coat Ion Sputter JFC 1100 (Jeol Ltd., Akishima, Japón). Las cápsulas fracturadas se 

observaron en un microscopio Electrónico de Barrido (MEB) (JEOL Scanning Electron 

Microscope JMS-035, Jeol Ltd., Akishima, Japón), operado a 20 kV, a una amplificación de 

1 000  para examinar la morfología superficial e interna de la capsula y a 10 000  para 

examinar la ubicación de las bacterias en la cápsula. 

6.5.3. Recuento de Lb. casei encapsulado

Para el recuento de células viables, fue necesario solubilizar las cápsulas y así liberar 

las células de Lb. casei encapsulado. Una suspensión de 1 g de cápsulas en 9 ml de buffer 

de fosfatos (0.1M, pH 7.2) (Sheu y Marshall, 1993), se agitó suavemente a temperatura 

ambiente durante 10 min. A partir de esta suspensión se realizaron las diluciones 

decimales necesarias para hacer el recuento de Lb. casei. El número de células viables en 

la suspensión fue determinado por recuento en placa utilizando agar MRS con incubación 

a 37 °C por 48 h.

6.5.4. Eficiencia de encapsulación

La eficiencia de entrampamiento se expresa como el porcentaje de células viables 

entrampadas por la técnica de extrusión. Este parámetro fue calculado mediante la 

siguiente ecuación:

Eficiencia de entrampamiento = A/B × 100

Donde A = ufc de Lb. casei g-1 de cápsulas × g de cápsulas 100 g-1 de SC y B = ufc de 

Lb. casei 100 g-1 de SC antes del encapsulamiento (Reid, Vuillemard, Britten, Arcand, 

Farnworth y Champagne, 2005).
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6.6. Sobrevivencia de Lb casei encapsulado en yogur

6.6.1. Elaboración de yogur bajo en grasa

Se preparó yogur de acuerdo al método descrito por Sandoval-Castilla, Lobato-

Calleros, Aguirre-Mandujano y Vernon-Carter (2004), a partir de lotes de 1 L de leche 

rehidratada conteniendo 15 g de grasa L-1 y 120 g de sólidos totales L-1, en cuya 

formulación se usaron cantidades adecuadas de leches en polvo entera y descremada. La 

leche se adicionó con 60 g de azúcar L-1; pasteurizó (85 °C, 20 min); enfrió (45 °C); 

inoculó con un cultivo láctico liofilizado MY800 (0.03 g L-1, conteniendo Lb delbrueckii ss. 

bulgaricus y St. ss. thermophilus e incubó a 45 °C hasta alcanzar una acidez de 90 °D. El 

yogur formado se refrigeró a 4 °C durante 24 h, después de lo cual se sometió a agitación 

moderada, utilizando un equipo CAFRAMO (modelo RZR1, Cole-Parmer, Vernon Hills, IL, 

EUA), para romper la estructura de gel y lograr un cuerpo fluido. 

6.6.2. Enumeración de Lb. casei encapsulado en yogur

Cien gramos de yogur se colocaron por cuatruplicado en botellas de vidrio estériles e 

incorporaron con 10 g de la variación de cápsulas respectiva, mediante agitación suave. 

Las muestras se almacenaron a 4  0.5 °C y la viabilidad de Lb. casei se determinó 

durante 20 días, a intervalos de 5 días. Las cápsulas de removieron del yogur por 

filtración y se lavaron con solución salina estéril. Las células de Lb. casei se liberaron de 

las cápsulas como ya se mencionó y se enumeraron por recuento en placa utilizando agar 

MRS con incubación a 37°C durante 48 h.
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6.6.3. Tasa de sobrevivencia

A partir de los datos del número de células de Lb. casei viables (UFC g-1 de cápsulas), 

se calculó la tasa de sobrevivencia, dividiendo la población viable final entre la población 

viable inicial. Los datos de tasa de sobrevivencia de las réplicas  independientes se 

consideraron como de una sola réplica y se ajustaron a una cinética de decaimiento de 

primer orden de la forma:

))((
1)(

tCC
dt

tdC
as

D




donde D es la media del tiempo constante de decaimiento, asC es el valor que la 

tasa de sobrevivencia alcanza asintoticamente (esto es, el valor en el cual la tasa de 

sobrevivencia se estabiliza). Entre más grandes sean los valores de D and asC , la matriz 

de entrampamiento es más estable. Estos parámetros fueron estimados por medio de un 

procedimiento de mínimos cuadrados, con la versión integral de la cinética de 

decaimiento, denominada: asD CtAtC  )/exp()( 1  . Aquí 1A es una constante de 

integración.

6.7. Sobrevivencia de Lb casei encapsulado a condiciones gastrointestinales 

simuladas

6.7.1. Sobrevivencia de Lb casei encapsulado a jugo gástrico simulado 

Para determinar la sobrevivencia de Lb. casei a jugo gástrico simulado, se colocó 1 g 

de cada variación de cápsulas, preparadas recientemente, por triplicado, en tubos 
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conteniendo 9 ml de solución gástrica simulada estéril (pH de 3.0) con ácido clorhídrico

0.1 N. Las muestras se incubaron a 37 °C durante 3 h en un baño de agua con agitación 

(Precision 360 Scientific Orbital, West Cortland St., Chicago, IL, EUA) (Hughes. y Hoover, 

1995). Después de este periodo, las cápsulas se filtraron y enjuagaron con solución salina 

estéril  e inmediatamente se determinó el número de células viables de Lb. casei por el 

procedimiento descrito en el punto 6.5.3 (Sheu y Marshall, 1993).

6.7.2. Sobrevivencia de Lb casei encapsulado a jugo gástrico y sales 

biliares 

Para determinar la sobrevivencia de Lb. casei a jugo gástrico simulado y sales 

biliares, de manera secuencial, se colocó 1 g de cada variación de cápsulas, preparadas 

recientemente, por triplicado, en tubos conteniendo 9 ml de solución gástrica simulada 

estéril (pH de 3.0) con ácido clorhídrico 0.1 N. Las muestras se incubaron a 37 °C durante 

3 h en un baño de agua con agitación (Precision 360 Scientific Orbital, West Cortland St., 

Chicago, IL., EUA) (Hughes. y Hoover, 1995).

Posteriormente, las cápsulas se filtraron, enjuagaron con solución salina y colocaron 

en tubos conteniendo 9 ml de extracto de bilis de porcino (B8631, Sigma-Aldrich 

Chemical Co., St Louis, MO, EUA) al 1 % p/v (la concentración máxima de sales biliares en 

el intestino humano es de 2 %), y pH 6.4. Las muestras se incubaron a 37 °C por 3 h con 

agitación suave (Carteris, Kelly, Morelli y Collins, 1998; Sun y Griffiths, 2000; Madureira, 

Pereira, Truszkowska, Gomes, Pintado y Malcata, 2005). Al finalizar el periodo de 

incubación, se determinó el número de células viables de Lb. casei por el procedimiento 

descrito en el punto 6.5.3. (Sheu y Marshall, 1993). Células sin encapsular en la misma 

concentración, se sometieron a las mismas condiciones gastrointestinales simuladas que 

las variaciones de capsulas y sirvieron como control (Mosilhey, 2003).
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6.8. Análisis estadístico

Los datos se sometieron a análisis de varianza de clasificación simple y cuando fue 

pertinente a comparación de medias de Tukey. La significancia establecida fue p ≤ 0.05. 

Un Análisis de Componentes Principales A (ACP) se llevó a cabo sobre las propiedades de 

las cápsulas (diámetro, esfericidad y propiedades texturales) y los valores de 

sobrevivencia de Lb. casei e yogur y a condiciones gastrointestinales simuladas. El 

análisis de datos se realizó mediante el software Statgraphics Plus (Statistical Graphics 

Corp., Manugistics, Inc., Cambridge, MA, USA).
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7. RESULTADOS Y DISCUSIÓN

7.1. Curva de crecimiento de Lb. casei

La curva de crecimiento de Lactobacillus casei (Figura 7) determinada usando caldo 

MRS sin la adición de ácido ascórbico, mostró que el final de la fase logarítmica de 

crecimiento ocurrió a las 27.5 h de incubación, seguida comenzó la fase estacionaria.

Cuando la determinación de la curva de crecimiento para Lb. casei se realizó usando 

caldo MRS adicionado con ácido ascórbico (0.05 % p/v), el tiempo requerido para 

alcanzar la finalización de la fase logarítmica se redujo de 27.5 a 24 h (Figura 7). Lb. casei

es un microorganismo microaerotolerante, que sólo tolera pequeñas concentraciones de 

O2, por lo tanto la adición de ácido ascórbico al medio de cultivo, favorece y acelera su 

crecimiento. Talwalkar y Kailasapathy (2004), mencionaron que el ácido ascórbico 

mantiene un potencial redox bajo, necesario para la viabilidad de las bacterias 

probióticas. 
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Figura 7. Curva de crecimiento de Lb. casei en caldo MRS no adicionado de ácido 

ascórbico (――) y en caldo MRS adicionado con ácido ascórbico (― ―), a 37°C.
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El potencial redox del medio de cultivo se mantiene bajo debido a que el ácido 

ascórbico disminuye el potencial redox del medio de cultivo al secuestrar el oxígeno 

disuelto en éste. Dave y Shah (1997), informaron que la adición de ácido ascórbico en 

una concentración de 0.025 % p/v incrementó la sobrevivencia y la viabilidad de Lb. 

acidophillus. En este estudio se decidió cosechar a Lb. casei 81 LYO a las 20 h de 

incubación, momento en el que el microorganismo llegó a la fase logarítmica tardía de 

crecimiento; en este lapso de incubación se obtuvo una elevada concentración de células, 

útiles para realizar la microencapsulación.

En diversas investigaciones, se han encapsulado microorganismos cuando éstos han 

alcanzado las fases logarítmica o estacionaria. Adhikari, Mustapha y Grün (2003),

cosecharon Bifidobacterium longum B6 en la parte final de la fase logarítmica de 

crecimiento (24 h de incubación), momento en el cual obtuvieron una población 

numerosa, así como buenos resultados en la encapsulación. Sheu, Marshall y Heymann

(1993), cosecharon Lb. bulgaricus L2, al inicio de la fase estacionaria de crecimiento, 

después de 15 a 16 h de incubación, a una temperatura de 37 °C. Por su parte, Reid, 

Champagne, Gardner, Fustier y Vuillemard (2007), cosecharon Lb. rhamnosus R011, 

cuando este microorganismo alcanzó la fase estacionaria de crecimiento. 

7.2. Morfología, diámetro y rendimiento de las cápsulas

7.2.1 Morfología

Los valores de esfericidad de las cápsulas variaron entre 0.90 y 0.95 (Tabla 7). Las

cápsulas A0P2, mostraron significativamente menor esfericidad que las cápsulas A0.5P0, 

A0.5P1, y A0.5P2, pero una esfericidad comparable a la de las cápsulas de A0.5P3, a pesar que 

estas últimas exhibieron un pequeño apéndice vermiforme (Figura 8). Estos resultados 

indican que el alginato contribuyó en mayor extensión a la esfericidad de las cápsulas 

que la pectina. Pillay y Fassihi (1999b), informaron que comprimidos (“pellets”) de 
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alginato de calcio tuvieron forma esencialmente esférica; en contraste, aquellos 

formados con pectato de calcio y alginato-pectato de calcio tuvieron una geometría 

parecida a disco, atribuyendo este fenómeno a las diferencias que ocurren en el 

entrecruzamiento de los biopolímeros durante la formación de los comprimidos.

Figura 8. Micrografías representativas de las variaciones de cápsulas, obtenidas en un 

microscopio de contraste de fases: (a) A0P2; (b) A0.5P0; (c) A0.5P1; (d) A0.5P2 y (e) A0.5P3. AX

PY: códigos de las variaciones de cápsulas, donde A: alginato de sodio; x subíndice: g de 

A·100 g-1 de suspensión celular de Lb. casei-dispersión de biopolímeros; P: pectina de 

bajo metoxilo amidada; y subíndice: g de P·100 g-1 de suspensión celular de Lb. casei-

dispersión de biopolímeros. La barra de escala equivale a 0.5 mm.

Díaz-Rojas, Pacheco-Aguilar, Lizardi, Argüelles-Monal, Valdez, Ribaudo y Goucoolea 

(2004), establecieron que cápsulas de alginato-pectato de calcio pierden esfericidad 

conforme incrementa la proporción de pectina de linaza en la formulación, como 

a b c

ed
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consecuencia de la estabilidad mecánica débil de la red de pectato de calcio comparada 

con las obtenidas en las redes de alginato de calcio.

Tabla 7. Valores medios (± DE) de las características físicas, rendimiento y 

eficiencia de encapsulamiento de las cápsulas.

Código

de cápsula a

Diámetro

(mm)

Esfericidad

(0-1)

Rendimiento

(g de cápsulas·

100 g-1 de SC)

Eficiencia de

encapsulamiento

(%)

A0P2 0.93±0.06bc 0.90±0.05a 69.5±2.5b 68.8±2.5b

A0.5P0 0.71±0.07a 0.94±0.03b 52.9±3.6a 54.3±3.7a

A0.5P1 0.88±0.04b 0.94±0.03b 64.4±0.5b 64.1±0.5b

A0.5P2 0.89±0.08b 0.95±0.02b 77.3±2.4c 77.9±2.4c

A0.5P3 0.97±0.07c 0.93±0.03ab 80.8±1.1c 79.2±1.1d

a AX PY: código de las variaciones de cápsulas, donde A: alginato de sodio; x subíndice: g 

de A·100 g-1 de suspensión celular de Lb. casei-dispersión de biopolímeros; P: pectina de 

bajo metoxilo amidada; y subíndice: g de P·100 100 g-1 de suspensión celular de Lb. casei-

dispersión de biopolímeros. a, b, c, d, Diferentes superíndices en la misma columna indican 

que las medias difieren significativamente (p≤0.05). 

7.2.2 Diámetro

El diámetro, de igual manera que la esfericidad, fue afectado por la composición en

biopolímeros de las cápsulas. Los valores del diámetro de las cápsulas variaron de 0.71 a 

0.97 mm (Tabla 7). Las cápsulas de A0.5P0 mostraron significativamente menor diámetro 
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que aquellas formuladas con pectina sola o en combinación con alginato (Tabla 7). Al 

parecer, todas las variaciones de cápsulas fueron lo suficientemente grandes para lograr 

encapsular una buena carga celular (Tabla 7) para su protección en contra de factores 

ambientales detrimentales, pero probablemente no fueron lo suficientemente pequeñas 

para que su presencia en la boca no fuera detectada.

Anal y Singh (2007) mencionaron que un reto importante a vencer para la 

encapsulación de probióticos, lo constituye el gran tamaño de las células microbianas 

(típicamente 1-4 µm). Esta característica limita la carga celular en cápsulas pequeñas o

cuando se producen cápsulas grandes, las propiedades texturales y sensoriales de los 

productos a los que son adicionadas pueden verse afectadas negativamente. 

Muthukumarasamy, Allan y Holley (2006), encontraron que cápsulas grandes (2-4 mm) 

elaboradas por la técnica de extrusión, fueron capaces de proteger mejor a Lactobacillus 

reuteri, que aquellas cápsulas más pequeñas (20-1000 µm) obtenidas por la técnica de 

emulsificación. Chandramouli, Kailasapathy, Peiris y Jones (2004), evaluaron la 

sobrevivencia de Lactobacillus encapsulado en alginato sometido a condiciones gástricas 

simuladas, y encontraron que la viabilidad incrementó conforme aumentó el tamaño de 

la cápsula de 200 a 1000 µm. 

7.2.3 Rendimiento

El rendimiento de las cápsulas (g cápsulas por 100 g-1 de SC), varió de 50.9 a 80.0, 

dependiendo de la concentración total de biopolímeros en SC (Tabla 7). A la más alta 

concentración de biopolímeros correspondió el mayor peso de cápsulas obtenidas.
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7.2.4 Microestructura de las cápsulas

La baja firmeza de las cápsulas al deshidratarse a punto crítico, originó matrices muy 

porosas, débiles y frágiles para manipular en Microscopia Electrónica de Barrido (MEB), 

por lo que se observaron algunas cápsulas colapsadas (Figura 9 y 10), algunas más 

fracturadas asimétricamente y algunos fragmentos a través de los cuales fue posible 

observar la estructura interna de las matrices poliméricas. Adicionalmente algunas de las 

cápsulas que se mantuvieron íntegras fueron fracturadas manualmente para poder 

observar su estructura interna (Figuras 9, 11 a 15). Mediante la técnica MEB fue posible 

apreciar las modificaciones causadas en el arreglo estructural de las cápsulas, al variar la 

composición biopolimérica de su pared.

En general, las diferentes variaciones de cápsulas presentaron una matriz de 

polisacáridos porosa (Figuras 11 a 15), debido a la hidratación de la matriz durante la 

gelación de los biopolímeros. La pared de todas las variaciones de cápsulas mostró una 

estructura más densa que el resto de la cápsula, con poros muy pequeños y ausencia de 

bacterias en su exterior, tal y como puede observarse en las cápsulas A0.5P1 (Figura 10).

La estructura interna de las capsulas en general, fue abierta y porosa y contuvo una 

elevada carga celular (Figuras 9 a 15); observaciones similares fueron informadas por 

Sheu y Marshall (1993), Sultana, Godward, Reynolds, Arumugaswamy, Peiris y 

Kailasapathy (2000) y Allan-Wojtas, Hansen y Paulson (2008).

La mayor compactación de la pared de las cápsulas puede atribuirse a su contacto 

directo con la disolución de cloruro de calcio. De acuerdo con Reid, Vuillemard, Britten, 

Arcand, Farnworth y Champagne (2005) una estructura más compacta puede ser 

formada a altas concentraciones de iones calcio; pudiendo así explicarse la apariencia 

diferente entre la superficie y el centro de las cápsulas. Además, la velocidad de gelación 

de la superficie de las cápsulas es más rápida, casi instantánea, que en el interior, por la 

alta concentración de iones calcio; mientras que la gelación en el centro de las cápsulas

depende de la tasa de difusión de los iones calcio y su concentración en el gel (Allan-

Wojtas, Hansen y Paulson, 2008).
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También se observaron diferencias en la apariencia de la matriz interna de las 

cápsulas, de acuerdo a su composición; así, las cápsulas A0.5P0, elaboradas sólo con A

(Figura 11) y las cápsulas A0P2 formuladas sólo con P (Figura 12) mostraron matrices 

internas más porosas que aquellas exhibidas por el resto de las cápsulas A0.5P1, A0.5P2, 

A0.5P3, elaboradas a partir de mezclas A-P (Figuras 13 a 15). Asimismo, las matrices 

internas de las cápsulas constituidas por mezclas A-P, fue más densa conforme 

incrementó la concentración de biopolímeros en la formulación (Tabla 8). 

Las observaciones expuestas parecen indicar que aumentos en la concentración de 

biopolímeros de las cápsulas, mediante la incorporación de mayores concentraciones de 

P, resultaron en la formación de matrices internas con una estructura más compacta. Una 

mayor concentración de biopolímero resulta en una estructura capsular más compacta y 

de menor porosidad; no obstante, existe un límite de concentración máxima de 

biopolímero a usar, como resultado de las dificultades que implica el manejo de 

dispersiones con altas viscosidades en el método de extrusión. 

La porosidad de la matriz encapsulante es un factor importante, que afecta la 

viabilidad de las bacterias cuando son sometidas a ambientes adversos, tales como el 

tracto gastrointestinal; esta propiedad puede ser controlada por las características del 

biopolímero (peso molecular, contenido y distribución secuencial de ácido gulurónico o 

galacturónico), cinética de gelación y concentración de iones divalentes, para formar 

estructuras geladas menos porosas, las cuales pueden proteger mejor a las bacterias 

(Thu, Bruheim, Espevik, Smidsrød, Soon-Shiong y Skjåk-Bræk, 1996; Allan-Wojtas, 

Hansen y Paulson, 2008).

En todos los casos, la estructura interna de las cápsulas reveló la presencia de micro-

cavidades o poros distribuidos de forma irregular, en los que se encontró la presencia de 

células de Lb. casei (Figuras 11 a 15). Hansen, Allan-Wojtas, Jin y Paulson (2002) y 

Sultana, Godward, Reynolds, Arumugaswamy, Peiris y Kailasapathy (2000), observaron

que la matriz de alginato de cápsulas conteniendo bacterias fue marcadamente más 

porosa que aquella de cápsulas ausentes de bacterias. Estos autores explicaron que 
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posiblemente la presencia de bacterias interrumpió la gelación del biopolímero en su 

vecindad inmediata, originando cavidades internas en las cápsulas.

El grado de entrecruzamiento es un parámetro que regula varias propiedades de las 

cápsulas, tales como la dinámica de erosión de la matriz, hinchamiento y liberación de 

bioactivos a través de los poros generados por entrecruzamiento (Pillay y Danckwerts, 

2002). Hansen, Allan-Wojtas, Jin, y Paulson (2002), encontraron que la alta porosidad de 

la red de alginato en cápsulas que contenían bacterias limitó su efecto protector ante 

jugos gástricos simulados a pH 2.0 y 3.0, así como durante el almacenamiento de las 

cápsulas en leche a 4°C durante 16 días. 

Figura 9. Micrografía MEB representativa de una cápsula (A0.5P0) fracturada, p: pared 

interna de la cápsula, c: centro de la cápsula. Ampliación 2500 .

p

c
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Figura 10. Micrografía MEB representativa de una cápsula (A0.5P1) fracturada, p: pared 

exterior de la cápsula, c: centro de la cápsula. Ampliación 500 .

Figura 11. Micrografía MEB representativa de la estructura interna de una cápsula 

(A0.5P0). Ampliación 5000 .

p

c
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Figura 12. Micrografía MEB representativa de la estructura interna de una cápsula 

(A0.5P2). Ampliación 5000 .

Figura 13. Micrografía MEB representativa de la estructura interna de una cápsula 

(A0.5P1). Ampliación 5000 .
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Figura 14. Micrografía MEB representativa de la estructura interna de una cápsula 

(A0.5P2). Ampliación 5000 .

Figura 15. Micrografía MEB representativa de la estructura interna de una cápsula 

(A0.5P3). Ampliación 5000 .
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7.3. Propiedades texturales de las cápsulas

La composición en biopolímeros y su concentración, afectaron las propiedades 

texturales de las cápsulas. Los resultados obtenidos indican que las cápsulas de alginato 

(A0.5P0) mostraron valores significativamente menores de dureza, elasticidad, y 

resiliencia que aquellos mostrados por las cápsulas formuladas con pectina (A0P2), pero 

tuvieron valores comparables (p > 0.05) de cohesividad (Tabla 8). Las cápsulas A0.5P1 y 

A0.5P2 exhibieron valores intermedios en las propiedades texturales de dureza, 

elasticidad y resiliencia que aquellos mostrados por A0.5P0 y A0.5P2, pero la cohesividad de 

las cápsulas de A0.5P2 fue considerablemente mayor (p ≤ 0.05) que aquella de las 

cápsulas A0P2.

Tabla 8. Valores medios (± DE, n=9) de las propiedades texturales de las 

variaciones de cápsulas 

Código

de cápsulaa

Dureza

(N)

Cohesividad

(Relación)

Elasticidad

(Relación)

Resiliencia

(Relación)

A0P2 1.11±0.08 c 0.84±0.01a 0.99±0.01b 0.58±0.01c

A0.5P0 0.45±0.01a 0.82±0.01a 0.89±0.02a 0.44±0.01a

A0.5P1 0.68±0.05b 0.81±0.02a 0.90±0.01a 0.46±0.01a

A0.5P2 0.76±0.03b 0.87±0.01b 0.99±0.03b 0.55±0.02b

A0.5P3 2.08±0.20d 0.89±0.01b 0.99±0.03b 0.64±0.02d

a AX PY: código de las variaciones de cápsulas, donde A: alginato de sodio; x subíndice: g 

de A·100 g-1 de suspensión celular de Lb. casei-dispersión de biopolímeros; P: pectina de 

bajo metoxilo amidada; y subíndice: g de P·g-1 de suspensión celular de Lb. casei-

dispersión de biopolímeros. a, b, c, d. Diferentes superíndices en la misma columna indican 

que las medias difieren significativamente(p≤0.05). 
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Las cápsulas A0.5P3 presentaron los valores más altos (p ≤ 0.05) de dureza y 

resiliencia. Los resultados expuestos indican que existieron diferencias en las reacciones 

de entrecruzamiento de las redes poliméricas de alginato de calcio, pectato de calcio y 

alginato-pectato de calcio; las cuales resultaron en diferentes respuestas mecánicas a la 

deformación. Adicionalmente, puede inferirse que el diseño de cápsulas con diferentes 

propiedades texturales puede lograrse a través de variaciones en las relaciones de A y P. 

7.4. Eficiencia de encapsulamiento de Lb. casei

La eficiencia de encapsulamiento de Lb casei en las variaciones de cápsulas varío 

entre 54.3 y 79.2 % (Tabla 7). Las cápsulas elaboradas sólo con alginato (A0.5P0) 

mostraron significativamente menor eficiencia de encapsulamiento que aquellas 

observadas en el resto de las variaciones de cápsulas (Tabla 7). Las variaciones de 

cápsulas A0.5P2 y A0.5P3 presentaron las eficiencias de entrampamiento de células más 

altas y entre ellas no existió diferencia significativa (Tabla 7). A pesar de que en todos los 

casos la SC tuvo la misma carga celular inicial (8.83 ± 0.15 log ufc ml-1 SC), la carga 

celular en las cápsulas A0.5P0 (8.56 ± 0.03 log ufc g-1), fue significativamente menor que 

aquellas (8.88 ± 0.03 a 8.92 ± 0.01 log ufc g-1) obtenidas en el resto de las cápsulas. 

Reid, Vuillemard, Britten, Arcand, Farnworth y Champagne (2005) relacionaron la 

eficiencia de encapsulamiento con dos factores que afectan las cuentas teóricas de ufc en 

las cápsulas: (1) La pérdida de células en la disolución de CaCl2, y (2) la pérdida de 

viabilidad de las células en las mismas cápsulas. La eficiencia de encapsulamiento 

incrementó significativamente conforme la concentración de biopolímeros aumentó, 

debido a que mayores pesos de cápsulas fueron obtenidos 100 g-1 de SC (Tabla 7).

Sultana, Godward, Reynolds, Arumugaswamy, Peiris y Kailasapathy (2000), informaron 

de mejoras en la eficiencia de encapsulación de Lb. casei en cápsulas de alginato,

conforme la concentración de biopolímeros incrementó por la adición de almidón 
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resistente Hi-maíz en porcentajes en peso de 0 a 2. Kailasapathy, Perera y Phillips 

(2006), observaron eficiencias de encapsulación para enzimas de sabor de menos del 60

% en cápsulas de alginato-almidón Hi-maíz. Los valores de eficiencia de encapsulación 

obtenidos se encontraron entre los informados por Pillay y Fassihi (1999a) para 

diclofenaco de sodio en comprimidos de alginato-pectato de calcio (84.94 %) y en 

comprimidos de alginato de calcio puro (49.94 %).

7.5 Sobrevivencia de Lb. casei encapsulado en yogur

La composición y la concentración de biopolímeros en las cápsulas afectó la 

sobrevivencia de Lb. casei en yogur. La sobrevivencia de Lb. casei encapsulado durante el 

tiempo de almacenamiento de yogur, fue mayor al 90 % en las variaciones de cápsulas 

elaboradas con pectina y alginato-pectina; en contraste, la sobrevivencia de Lb. casei 

disminuyó hasta aproximadamente el 40 % de la carga inicial en las cápsulas A0.5P0, 

preparadas sólo con alginato (Tabla 9). Las células de Lb. casei contenidas en las cápsulas 

A0P2 preparadas sólo con P, mantuvieron su número durante el tiempo evaluado y 

mostraron mayor sobrevivencia que la exhibida por las células contenidas en las 

cápsulas A0.5P0, formuladas sólo con A, a cualquier tiempo de almacenamiento (Tabla 9).

Los valores de sobrevivencia de Lb. casei contenido en las cápsulas formadas por 

alginato-pectina A0.5P1 y A0.5P2, fueron ligeramente mayores al 100 % durante el tiempo 

de almacenamiento del yogur (Tabla 9). Después de 20 días de almacenamiento a 4 °C, el 

número de células viables de Lb. casei se mantuvo en el rango de concentración 

terapéutica (107 ufc g-1) en el yogur (Krasaekoopt, Bhandari y Deeth, 2006), 

independientemente de la composición de las diferentes variaciones de cápsulas.
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Tabla 9. Valores medios (± DE, n=9) de viabilidad y sobrevivencia de Lb. casei

encapsulado, durante el almacenamiento de yogur

Días

Códigoa

de cápsula

Log ufc de Lb. casei g-1 cápsulas y sobrevivencia (%)

0 5 10 15 20

A0P2 8.92±0.01A 8.90±0.01A 8.90±0.02A 8.86±0.01A 8.90±0.07A

(95.8±2.2)bA (96.4±3.5)aA (87.6±2.7)cA (97.3±5.3)bA

A0.5P0 8.56±0.03A 8.36±0.04B 8.31±0.09B 8.20±0.04C 8.15±0.03C

(63.9±6.4)cA (58.3±13.2)bAB (43.8±4.2)dB (39.6±2.5)cB

A0.5P1 8.92±0.02B 8.93±0.03B 8.92±0.02B 8.99±0.04A 8.97±0.04AB

(100.3±3.4)bA (100.0±4.1)aA (116.4±3.6)aAB (111.9±11.4)abB

A0.5P2 8.89±0.02C 8.93±0.03A 8.90±0.02AB 8.91±0.01AB 8.98±0.05A

(111.0±6.2) aAB (102.6±4.1)aB (103.6±1.9)bB (120.1±4.9)aA

A0.5P3 8.88±0.03B 8.93±0.04B 8.90±0.02 B 8.92±0.01B 8.97±0.02A

(95.76±2.2)bA (96.36±3.5)aA (87.58±2.7)cA (97.27±5.3)bB

a AX PY: código de las variaciones de cápsulas, donde A: alginato de sodio; x subíndice: g 

de A·100 g-1 de suspensión celular de Lb. casei-dispersión de biopolímeros; P: pectina de 

bajo metoxilo amidada; y subíndice: g de P·g-1 de suspensión celular de Lb. casei-

dispersión de biopolímeros. a, b, c, d. Diferentes superíndices en la misma columna indican 

que las medias difieren significativamente (p≤0.05) entre variaciones de cápsulas. A, B, C, D, 

Diferentes superíndices en la misma fila indican que las medias difieren 

significativamente (p≤0.05) durante el tiempo de almacenamiento.

Los datos experimentales y los datos ajustados de viabilidad y tasa de sobrevivencia 

de las células de Lb. casei encapsuladas e incorporadas a yogur, se muestran en la figura 

17 para las cápsulas A0.5P0 y en la figura 18 para las cápsulas A0.5P3. El resto de las 

variaciones de cápsulas mostraron una tendencia similar a aquella exhibida por las 

cápsulas A0.5P0 y A0.5P3.
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Figura 16. Tasas de sobrevivencia y modelos ajustados para Lb. casei contenido en 

las cápsulas A0.5P0 e incorporado en yogur almacenado durante 20 días a 4 °C.
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Figura 17. Tasas de sobrevivencia y modelos ajustados para Lb. casei contenido en las 

cápsulas A0.5P3 e incorporado en yogur almacenado durante 20 días a 4 °C.
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Para las diferentes variaciones de cápsulas, los resultados obtenidos para el tiempo 

de decaimiento medio constante y el valor de estabilización asintótica alcanzado son 

mostrados en la Tabla 10. La adición de P mejoró la sobrevivencia de las células de Lb. 

casei, incrementándose tanto el tiempo de decaimiento medio constante, como el valor 

de la estabilización asintótica (Tabla 10).

Tabla 10. Parámetros resultantes del ajuste de los datos experimentales para la  

tasa de sobrevivencia Lb. casei encapsulado en yogurt almacenado 20 días a 4 °C. 

Código

de cápsula a
A0.5P0 A0.5P1 A0.5P2 A0.5P3 A0P2

D (días) 6.03±2.7 18.15±3.4 32.15±4.1 37.8±8.4 31.15±7.1

asC (%) 38.44±0.9 48.12±3.9 56.23±5.1 57.17±8.3 51.13±6.2

a AX PY: código de las variaciones de cápsulas, donde A: alginato de sodio; x subíndice: g 

de A·100 100 g-1 de suspensión celular de Lb. casei-dispersión de biopolímeros; P: 

pectina de bajo metoxilo amidada; y subíndice: g de P·100 g-1 de suspensión celular de 

Lb. casei-dispersión de biopolímeros. D : Tiempo de decaimiento medio constante. asC

: Valor al cual la tasa de sobrevivencia se convierte en asintótica.

Al parecer, el uso de 2 % de P sóla o entre 2 y 3 % combinada con 0.5 % de A, tendió 

a exhibir cuentas óptimas de Lb. casei, las cuales fueron superiores al requerimiento 

terapeútico de 107 ufc g-1 en yogur (Krasaekoopt, Bhandari y Deeth, 2006), después de 

20 días de almacenamiento a 4 °C. Sin embargo, la ausencia de alginato en las variaciones 

de cápsulas A0P2 tuvo un efecto negativo en la capacidad de sobrevivencia de Lb. casei, en 

comparación con la sobrevivencia observada en las cápsulas A0.5P2 y A0.5P3. Esto sugiere 

que ambos, P y A, inducen una especie de efecto sinérgico en la consolidación de la 

matriz encapsulante.
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Las células contenidas en las cápsulas A0.5P0, mostraron los valores más bajos de 

tiempo de decaimiento medio constante ( D ) y de estabilización asintótica ( asC ), en 

comparación con el resto de las variaciones de cápsulas (Tabla 10). Se ha informado que 

el factor principal que influye en la sobrevivencia de las bacterias probióticas es el 

incremento en el contenido de ácido del yogur después de la fermentación y durante el 

tiempo de almacenamiento, el cual es denominado “sobreacidificación” o 

“postacidificación” (Shah y Jelen, 1990). 

Los resultados obtenidos indican que las cápsulas de alginato-pectina mejoraron la 

sobrevivencia de Lb. casei en yogur, probablemente debido a la lenta tasa de difusión de 

los compuestos producidos durante la fermentación de yogur, tales como ácidos y 

peróxido de hidrógeno, que inhiben su crecimiento (Krasaekoopt, Bhandari y Deeth,

2006). Los valores de pH de los yogures variaron entre 4.64  0.0 al día 0 y 4.48  0.01 al 

día 20 y en un día en particular no exixtieron diferencias significativas entre los valores 

de pH de los yogures. 

Adhikari, Mustapha y Grün (2003), informaron valores y variaciones de pH similares, 

para yogures conteniendo Bifidobacterium longum encapsulado en -carragenina, 

durante 30 días de almacenamiento, y también encontraron que la carga celular no 

declinó. Investigaciones previas han demostrado el efecto protector ejercido por la 

encapsulación de bacterias probióticas cuando éstas fueron expuestas a condiciones 

adversas, encontrando que las bacterias exhibieron una sobrevivencia significativamente 

mayor que aquellas células no encapsuladas cuando fueron sometidas a bajo pH (Lian, 

Hsiao y Chou, 2003; Picot y Lacroix, 2004; Pimentel-González, Campos-Montiel, Lobato-

Calleros, Pedroza-Islas y Vernon-Carter, 2009).
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7.6 Sobrevivencia de Lb. casei encapsulado a condiciones gastrointestinales 

simuladas.

La sobrevivencia de las células encapsuladas después de la exposición secuencial a 

condiciones ácidas y sales biliares, decreció significativamente en todos los casos. Sin 

embargo, la composición de la matriz encapsulante proporcionó diferentes grados de 

protección a las células de Lb. casei, resultando en valores de sobrevivencia

significativamente diferentes (Figura 19). 
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Figura 18. Efecto de la exposición a jugos gástricos simulados y sales biliares sobre la 

sobrevivencia de Lb. casei encapsulado en las diferentes variaciones de cápsulas y células 

libres. AX PY: código de las variaciones de cápsulas, donde A: alginato de sodio; x

subíndice: g de A·100 g-1 de suspensión celular de Lb. casei-dispersión de biopolímeros; 

P: pectina de bajo metoxilo amidada; y subíndice: g de P·100 g-1 de suspensión celular de 

Lb. casei-dispersión de biopolímeros. Las barras de error representan la desviación 

estándar de las medias(n=9).

Los resultados indicaron que las matrices binarias alginato-pectato de calcio de 

las cápsulas, proveyeron una mejor protección contra las sales biliares a Lb. casei, que las 

matrices de las cápsulas constituidas por uno de los biopolímeros. Kim, Jun, Lee, Kim, 

Lee, Kim y Paik (2006), reportaron que B. polyfermenticus en cápsulas de alginato-
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metilcelulosa (6:1) mostraron una mayor sobrevivencia a la exposición a jugos gástricos 

y sales biliares que la mostrada por cápsulas de alginato solo. 

La figura 19 muestra el número de células viables de Lb. casei contenido en las 

distintas variaciones de cápsulas después de su exposición secuencial por 6 horas a 

condiciones ácidas y sales biliares. Puede observarse que al encapsulamiento de Lb. 

casei, resultó en un mayor número de células sobrevivientes, en comparación con el 

obtenido para el caso de células de Lb. casei libres expuestas a condiciones 

gastrointestinales simuladas. 
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Figura 19. Efecto de la exposición a jugos gástricos simulados y sales biliares sobre la 

viabilidad: inicial ( ) y final ( ) de Lb. casei encapsulado y células libres. AX PY: código de 

las variaciones de cápsulas, donde A: alginato de sodio; x subíndice: g de A·100 g-1 de 

suspensión celular de Lb. casei-dispersión de biopolímeros; P: pectina de bajo metoxilo 

amidada; y subíndice: g de P·100 g-1 de suspensión celular de Lb. casei-dispersión de 

biopolímeros. Las barras de error representan la desviación estándar de las

medias(n=9).

Además, la adición de P tuvo un afecto benéfico adicional en la reducción de la tasa 

de decaimiento de las células de Lb. casei encapsuladas. Es interesante señalar que la 
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ausencia de A en la formulación de las cápsulas redujo en alguna extensión el efecto 

protector, sugiriendo que ambos, A y P, conforman una matriz encapsulante más 

estructurada y más resistente al efecto de ácidos y sales biliares. En la figura 19 puede 

apreciarse que precisamente la formulación de las cápsulas A0.5P3 permitió la mayor 

sobrevivencia de células de Lb. casei, y en consecuencia la mayor protección a 

condiciones gastrointestinales simuladas. 

Además las cápsulas A0.5P3 estuvieron relacionadas con mayor protección a células 

de Lb. casei incorporadas a yogur, durante el tiempo de almacenamiento de este último 

(Tabla 10). Sultana, Godward, Reynolds, Arumugaswamy, Peiris y Kailasapathy (2000),

informaron que la sobrevivencia de células de Lb. casei entrampado en cápsulas de 

alginato-almidón decreció 2 log ufc g-1 después de su incubación en condiciones 

gastrointestinales simuladas durante 3 h a 37 °C. 

7.7. Interrelación entre la sobrevivencia de Lb. casei encapsulado en yogur y 

condiciones gastrointestinales simuladas y las propiedades físicas y texturales de 

las cápsulas

Se aplicó un Análisis de Componentes Principales (ACP) a la sobrevivencia de Lb. casei

encapsulado en yogur y en condiciones gastrointestinales simuladas, la esfericidad, el 

diámetro y las propiedades texturales de las cápsulas, con el fin de establecer las 

relaciones principales existentes entre estos parámetros y obtener la distribución de las 

variaciones de cápsulas en este espacio bidimensional. El primer componente principal 

explicó el 58.5 % de la varianza total y en éste la sobrevivencia de Lb. casei en yogur y en 

condiciones gástricas simuladas, estuvo correlacionada positivamente con el diámetro y 

todas las propiedades texturales (dureza, elasticidad, cohesividad y resiliencia) de las 

cápsulas (Figura 21). El segundo componente principal explicó el 20.2 % de la varianza 

total y en éste la sobrevivencia de Lb. casei después de exposición secuencial a jugo 
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gástrico simulado y sales biliares, estuvo correlacionada positivamente con la esfericidad 

de las cápsulas (Figura 21). Los dos componentes principales claramente distinguieron 

las propiedades de las cápsulas en términos de su composición. 

Figura 20. Análisis de componentes principales de las propiedades texturales de las 

cápsulas y sobrevivencia de Lb. casei en el almacenamiento de yogur y en condiciones 

gástricas simuladas. AX PY: código de las variaciones de cápsulas, donde A: alginato de 

sodio; x subíndice: g de A·100 g-1 de suspensión celular de Lb. casei-dispersión de 

biopolímeros; P: pectina de bajo metoxilo amidada; y subíndice: g de P·100 g-1 de 

suspensión celular de Lb. casei-dispersión de biopolímeros. Las barras representan la 

desviación estándar de las medias(n=9). 
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La posición de las cápsulas elaboradas con alginato (A0.5P0) y pectina (A0P2) en el 

espacio bidimensional, permitió establecer que P contribuyó en mayor extensión a la 

obtención de cápsulas con tamaños relativamente más grandes y con altos valores de 

dureza, elasticidad, cohesividad y resiliencia más elevados; mientras que A afectó 

positivamente la esfericidad de las cápsulas. 

A partir de la posición de las cápsulas en el espacio bidimensional (Figura 21), es 

claro que las cápsulas elaboradas con mezclas binarias de alginato-pectina protegieron 

las células de Lb. casei encapsuladas en una mayor extensión, que aquellas cápsulas 

preparadas con los biopolímeros solos. Las variaciones de cápsulas A0.5P1 y A0.5P2, 

tuvieron forma esférica, y propiedades texturales intermedias. Las cápsulas A0.5P3

mostraron las propiedades texturales más altas y la menor esfericidad, y fueron las que 

proporcionaron mejor protección a Lb. casei encapsulado en yogur, durante el tiempo de 

almacenamiento. 



Ofelia Sandoval Castilla Conclusiones

Empaques bioactivos de liberación específica en el colon y su aplicación en productos lácteos funcionales 73

8. CONCLUSIONES

El uso de mezclas de alginato–pectina permitió la obtención de cápsulas que 

proporcionaron mejor protección a Lb. casei encapsulado contra factores ambientales 

adversos, en comparación con el efecto protector proporcionado por cápsulas 

elaboradas con alginato o pectina solos. 

Las propiedades texturales, las propiedades físicas y la eficiencia de 

encapsulamiento de las cápsulas alginato-pectina fueron afectadas por la concentración 

total de biopolímeros y la relación de ambos biopolímeros utilizada. Aumentos en la 

concentración de biopolímeros resultaron en cápsulas con mayor eficiencia de 

encapsulamiento. Las relaciones de alginato-pectina 1:2 y 1:4 proporcionaron cápsulas 

más esféricas, con propiedades texturales intermedias; un incremento en la relación 

alginato-pectina a 1:6, proporcionó cápsulas con las propiedades texturales más elevadas 

y menor esfericidad, las cuales protegieron mejor a Lb. casei encapsulado contra 

exposición secuencial a jugo gástrico simulado y sales biliares, y en yogur durante el 

tiempo de almacenamiento. 

La selección de un tipo de cápsula para el encapsulamiento de Lb. casei debería 

realizarse en términos de las propiedades deseadas en las cápsulas, tales como tamaño, 

esfericidad, sobrevivencia en yogur con el tiempo de almacenamiento y/o sobrevivencia 

en jugo gástrico y sales biliares. 

El tiempo de decaimiento medio y la tasa de sobrevivencia asintótica constante son 

parámetros importantes para entender la pérdida de viabilidad de las células de Lb. casei

durante el almacenamiento de yogur. La sobrevivencia a ácido y a sales biliares de Lb. 

casei encapsulado, disminuyó significativamente (p  0.05) en todas las variaciones de 

cápsulas, pero las cápsulas A0.5P3 proporcionaron la mejor protección.
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a b s t r a c t

Lactobacillus casei was entrapped in beads made with sodium alginate (A), amidated low-methoxyl pectin
(P), and blends of A–P (1:2, 1:4, 1:6 ratios) by the extrusion technique. Diameter, sphericity and textural
properties of the beads and the survivability of entrapped Lb. casei in yoghurt and in simulated gastroin-
testinal conditions were determined. Entrapment efficiency of Lb. casei and diameter increased as the
proportion of P and the total biopolymers concentration increased. Principal Component Analysis showed
that the survivability of Lb. casei in yoghurt, and in simulated gastric juice, was positively correlated with
the diameter and all the textural properties of the beads, while survivability after exposure to simulated
gastric juice and bile salts was positively correlated with the sphericity of the beads. The beads made
with A–P blends in 1:4 and 1:6 ratios provided a significant better protection to the entrapped Lb. casei
under all conditions studied.

� 2009 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Nowadays people prefer preventative rather than curative ap-
proaches toward diseases (Talwalkar & Kailasapathy, 2004). Diet
is a good strategy for maintaining optimum health throughout life
and preventing early onset of chronic diseases such as gastroin-
testinal (GI) disorders, cardiovascular disease, cancer, osteoporo-
sis, as well as promoting healthier ageing (Liu, Fishman, Kost, &
Hicks, 2003). In this sense the claimed numerous health benefits
of probiotic bacteria have led to their incorporation into a wide
variety of foods, including dairy products as yoghurt, cheese, ice
cream, and dairy desserts (Anal & Singh, 2007). Probiotic can be
considered as being ‘‘live microorganisms which, when adminis-
tered in adequate amounts, confer a health benefit on the host”
(Araya et al., 2002). This definition has been recently adapted
by Health Canada (2009) in their guidelines for foods. The micro-
organisms mainly incorporated into foods are lactobacilli and bif-
idobacteria (Lourens-Hattingh & Viljoen, 2001). Traditionally,
yoghurt is manufactured using Streptococcus thermophilus and

Lb. delbrueckii spp. bulgaricus as starter cultures. These yoghurt
organisms are claimed to offer some health benefits; however,
they are not natural inhabitants of the intestine. Therefore for
yoghurt to be considered as a probiotic-carrying food, Lb. casei,
Lactobacillus acidophilus or both are incorporated as dietary ad-
juncts (Shah, 2000). The number of viable bacteria taken orally
is decreased due to action of processing and storage conditions
of the food containing them, and to the action of gastric juice
and bile salts. Probiotic organisms have poor survivability in
yoghurt and fermented milk as they do not tolerate exposure to
highly acidic and aerated media (Muthukumarasamy, Allan, &
Holley, 2006). Microencapsulation has been recognized as an
alternative for increasing microorganism resistance to low acid
environment during their storage and/or transit through the GI
tract (Anal & Singh, 2007; Sun & Griffiths, 2000). It is a process
by which cells are retained within an encapsulating matrix or
membrane. The most widely used encapsulating material is
alginate, a linear heteropolysaccharide of D-mannuronic acid and
L-guluronic acid extracted from various species of algae, which
is cheap, simple to use and biocompatible. Alginate beads
containing bacteria (1–3 lm size) can be formed using the extru-
sion technique (Krasaekoopt, Bhandari, & Deeth, 2003). However,

0963-9969/$ - see front matter � 2009 Elsevier Ltd. All rights reserved.
doi:10.1016/j.foodres.2009.09.010

* Corresponding author. Tel.: +52 5 5 58044648; fax: +52 5 5 58044900.
E-mail address: jvc@xanum.uam.mx (E.J. Vernon-Carter).

Food Research International 43 (2010) 111–117

Contents lists available at ScienceDirect

Food Research International

journal homepage: www.elsevier .com/ locate / foodres



Author's personal copy

alginate gels are susceptible to disintegration in the presence of
excess monovalent ions, Ca2+-chelating agents and harsh chemi-
cal environments (Smidsrod & Skjak-Braek, 1990). Some authors
have reported that alginates can form strong complexes with
other natural polyelectrolytes such as pectin (also a polyuronate)
by undergoing chain–chain association and forming hydrogels
upon addition of divalent cations (e.g., Ca2+) (Fang et al., 2008;
Pillay & Fassihi, 1999a), improving the mechanical and chemical
stability of the alginate beads, and consequently improving the
effectiveness of encapsulation (Pillay & Fassihi, 1999b).

Bead particle size is an important factor regarding the surviv-
ability of probiotics. Sheu, Marshall, and Heymann (1993) found
that the survival of entrapped Lactobacillus bulgaricus in alginate
beads and added to frozen desserts was significantly higher when
beads size fell in-between 30 and 102 lm, than when beads had
a diameter of 15 lm. These authors indicated that a mean diam-
eter of 30 lm was desirable, because large beads might cause
coarseness of texture of ice milk, whereas small beads did not
provide sufficient protection of the bacteria. Adhikari, Mustapha,
and Grün (2003), reported that when microcapsules were added
to yoghurt at 10% (w/v), there was an unfavorable consumer re-
sponse due to the resultant grainy texture. On the other hand,
Hansen, Allan-Wojtas, Jin, and Paulson (2002), reported that
alginate capsule should have a diameter of at least 100 lm to
prevent a reduction in Bifidobacterium viability in simulated gas-
tric juices. Therefore, probiotics should be entrapped within a
limited range of bead sizes to for successful incorporation into
foods to minimize problems associated with cell viability and
food texture.

The objectives of this work were to entrap Lactobacillus casei in
beads made with sodium alginate (A), amidated low-methoxyl
pectin (P), and blends of A–P (1:2, 1:4, 1:6 ratios) by the extrusion
technique, and to determine the possible relationships between
the diameter, sphericity and textural (hardness, cohesiveness,
springiness, and resilience) properties of the beads with the surviv-
ability of entrapped Lb. casei in yoghurt and in simulated gastroin-
testinal conditions.

2. Materials and methods

2.1. Materials

The biopolymers low molecular weight sodium alginate FD 175,
60.5% guluronic acid content (A) and amidated low-methoxyl pec-
tin LM-106 AS–YA, degree of esterification 28%, degree of amida-
tion 20% (P) were purchased from CP Kelco (Lille Skensved,
Denmark). Calcium chloride, sodium chloride, hydrochloric acid,
and ascorbic acid, which were of analytical grade, were purchased
from Quimica Laitz, S.A. de C.V. (Mexico City, Mexico). Bacto pep-
tone, Lactobacilli de Man Rogosa Sharpe (MRS) broth and agar
were obtained from BD DIFCO Becton Dickinson and Company (De-
troit, MI). All water used in the experiments was double distilled
and deionized.

2.2. Bacteria, culture conditions and preparation of cell concentrate

A lyophilized culture of Lb. casei LBC81 LYO (Danisco, Dange
Saint Romain, France) was cultured for 22 h at 37 �C in sterile
MRS broth added with ascorbic acid (0.1 g 100 ml�1) to provide
an anaerobic environment. Cells were harvested at the late log
phase by centrifugation (Hermle Z323 k, Hermle Labortechnik,
Germany) at 1000g for 20 min (Shin, Lee, Pestka, & Ustunol,
2000), washed twice with sterile saline solution (0.9 g of NaCl
100 ml�1) and re-suspended in peptone water (0.1 g 100 ml�1),
obtaining a cellular concentrate (CC) of 9.72 ± 0.1 log cfu ml�1.

2.3. Bead forming procedure

A preliminary study was carried out in order to formulate and
prepare mechanically stable beads with uniform diameter of
approximately 100 lm to 1 mm (Hansen et al., 2002) using A, P,
and blends of both in different ratios. To this end, the initial at-
tempt was to determine the concentration of A and P alone that
would yield gel beads by the extrusion technique used in this work,
with the characteristics mentioned above. The minimum biopoly-
mers concentrations that provided beads that were mechanically
stable and with the desired diameters were 0.5 g of A and 2 g of
P 100 ml�1. Therefore five different beads variations were prepared
from aqueous dispersions of A and/or P as follows: A0.5P0 (0.5 g A
100 ml�1), A0P2 (2 g P 100 ml�1), A0.5P1 (0.5 g A + 1 g P 100 ml�1),

A0.5P2 (0.5 g A + 2 g P 100 ml�1), and A0.5P3 (0.5 g A + 3 g P
100 ml�1). The samples were hydrated 24 h before being stored
until use at 4 �C to minimize bacterial growth. Afterwards the bio-
polymers dispersions were sterilized at 121 �C for 15 min, cooled
to 4 �C, and blended with the CC in a volume ratio of 9:1, obtaining
the cell suspensions (CS). The number of cells of Lb. casei contained
in the all of the CS was 8.83 ± 0.15 log cfu ml�1, determined incu-
bating at 37 �C for 48 h in MRS agar plate.

The beads were formed by dripping one part of the respective
CS suspension to ten parts of sterile 0.5 M CaCl2 solution (pH
5.61 ± 0.02) using a 0.8 mm (30½ G) needle (Muthukumarasamy
et al., 2006). The beads were allowed to stand for 12 h at 5 ± 1 �C
for hardening in CaCl2 solution. The capsules were harvested by fil-
tration through a stainless steel mesh of 0.19 mm, and then rinsed
and subsequently kept in, sterile peptone solution (0.1 g 100 ml�1)
at 4 �C (Krasaekoopt, Bhandari, & Deeth, 2004). Beads variations
were prepared by triplicate in a completely randomized experi-
mental design and were identified with the same codes of the bio-
polymers dispersions from which were prepared.

2.4. Entrapped Lb. casei enumeration

For quantitative measurements of cell viability, it was necessary
to solubilize the beads to release the encapsulated Lb. casei cells.
One gram of beads was suspended in 9 ml phosphate buffer
(0.1 M, pH 7.2) (Sheu & Marshall, 1993), followed by gentle shaking
at room temperature (20 ± 2 �C) for 10 min. Numbers of viable cells
in the suspensions were then determined by plate counting using
MRS agar with incubation at 37 �C for 48 h. Entrapment efficiency
was calculated as described Reid et al. (2005), as follows:

Entrapment efficiency ¼ A=B� 100

where A = cfu of Lb. casei g�1 of beads � g of beads 100 ml�1 of CS,
and B = cfu of Lb. casei 100 ml�1 of CS before entrapment
(108 cfu ml�1 in all the cases). Afterwards, all the cfu g�1 data were
transformed to log cfu g�1 data for making the manuscript more
reader friendly.

2.5. Morphology and diameter of the beads

The morphology of the beads was observed in an Olympus BX45
phase contrast microscope (Olympus Optical Co., Ltd., Japan).
Micrographs, at a magnification of 4�, were taken to beads ran-
domly selected with a digital camera Camedia C-3030 (Olympus
Optical Co., Ltd., Japan). Twenty micrographs of each beads varia-
tion were analyzed with ImageJ software version 1.4 to determine
sphericity (Rasband, 2007). The diameter of each bead variation
was measured using the Imagen-Pro Plus version 6.0 software
(Media Cybernetics, Silver Springs, MD, USA), after 24 h of elabo-
rated (Rasband, 2007).
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2.6. Textural properties of the beads

The different beads variations were subjected to Texture Profile
Analysis (TPA) (Bourne, 2002) using a Stable Micro Systems Textu-
rometer model TA-XT2i (Texture Technologies Corp., White Plains,
NY, USA) equipped with a 5 kg load cell. In order to guarantee good
test reproducibility, due to the particulate nature of the beads, a
cylindrical steel probe with a large contact area (35 mm in diame-
ter) was used to overcome this problem. Each measurement was
carried out at room temperature on 30 g of each bead variation
placed on a fixed bottom glass plate under the probe. The auto-
matic detection of the contact by the probe with the beads was car-
ried out with a contact force of 0.005 N (Artignan, Corrieu, &
Lacroix, 1997). In all cases the samples were compressed 30%,
using two compression cycles at a constant crosshead velocity of
0.5 mm s�1. The primary textural properties of hardness, cohesive-
ness, springiness, and resilience (ratio between the areas under the
compression and decompression curves) (Choonara, Pillay, Singh,
& Ndesendo, 2008) were obtained using the equipment‘s Texture
Expert Software for Windows Version 3.2.

2.7. Survival of entrapped Lb. casei in yoghurt

Entrapped Lb. casei was added to low-fat yoghurt containing
15 g of milk fat l�1, prepared according to the procedure proposed
by Sandoval-Castilla, Lobato-Calleros, Aguirre-Mandujano, and
Vernon-Carter (2004). One hundred ml of low-fat yoghurt placed
into sterile glass bottles were added with 10 g of each variation
of beads, followed by gentle stirring. The samples were stored at
4 �C, and the viability of Lb. casei was determined during 20 days,
at intervals of 5 days. The beads were removed from yoghurt by fil-
tration and washed with sterile saline solution. Lb. casei cells were
released from the beads as described above, and enumerated by
plate counting using MRS agar with incubation at 37 �C for 48 h.

The experimental viable cell data (cfu g�1) for each beads vari-
ations were converted into survival rate by dividing the final viable
population with the initial viable population. The converted data
from the independent runs were considered as a sole run and fitted
by means of a first-order decaying kinetics of the form
dCðtÞ

dt ¼ 1
sD
ðCas � CðtÞÞ, where sD is the mean decaying time constant

and Cas is the value that the survival rate achieves asymptotically
(i.e., the value at which the survival rate is stabilized). The larger
the value of sD and Cas, the more stable the trapping matrix. These
parameters were estimated by means of a least-square procedure
with the integral version of the decaying kinetics; namely,
CðtÞ ¼ A1 expð�t=sDÞ þ Cas. Here, A1 is integration constant.

2.8. Survival of entrapped Lb. casei in simulated gastric juice and bile
salts

For determining the survival of Lb. casei in simulated gastric
juice, 1 g of each freshly prepared bead variations was placed sep-
arately in test tubes containing 9 ml of simulated gastric solution

(pH 3.0) with 0.1 N HCl. Samples were incubated at 37 �C for 3 h
in a Precision Scientific 360 orbital shaker bath (West Cortland
St., Chicago, Illinois). The beads after having been exposed to sim-
ulated gastric juice, were filtrated, washed with sterile saline solu-
tion and deposited in tubes containing 9 ml of a sterile solution
(1 g100 ml�1) of porcine bile extract (B8631, Sigma–Aldrich Chem-
ical Co., St. Louis, Missouri), and pH 6.4. The beads–bile salt blends
were incubated at 37 �C for 3 h with gentle agitation (Madureira
et al., 2005). At the end of the incubation period the beads were
immediately used for enumeration of viable cells after depolymer-
ization of beads in phosphate buffer (0.1 M, pH 7.2), followed by
plating using MRS agar at 37 �C for 48 h (Sheu & Marshall, 1993).

2.9. Statistical analysis

In all of the assays, three independent experiments were carried
out for each bead variation and the mean was constituted by three
replicates for each sample. The experimental data was subjected to
Simple Classification Variance Analysis and whenever it was ade-
quate to Tukey’s test. The significance was established at
p 6 0.05. Principal Component Analysis (PCA) was performed on
the beads properties (diameter, sphericity, and textural properties)
and in simulated gastrointestinal conditions. Data analysis was
done using Statgraphics Plus software (Statistical Graphics Corp.,
Manugistics, Inc., Cambridge, MA, USA).

3. Results and discussion

3.1. Morphology, diameter, and yield of the beads

Biopolymer composition influenced both the diameter and the
sphericity of the beads. Sphericity values of the beads varied be-
tween 0.90 and 0.95 (Table 1), with the A0P2 beads showing signif-
icant lower sphericity than the A0.5P0, A0.5P1, and A0.5P2, but
comparable to that of the A0.5P3 beads, with the latter exhibiting
a small vermiform appendix. These results indicate that alginate
contributed to a larger extent to the sphericity of the beads than
pectin. Pillay and Fassihi (1999b) reported that calcium-alginate
pellets had essentially spherical shape, while calcium-pectinate
and calcium-alginate–pectinate pellets were disc-like in geometry,
attributing this phenomenon to differences in crosslinking occur-
ring in each case during pellets forming. Diaz-Rojas et al. (2004) re-
ported that pectin–alginate beads lost sphericity as the proportion
of linseed pectin in the formulae increased, as a consequence of the
weaker mechanical stability of the linseed calcium-pectinate net-
work compared to that from calcium-alginate. Diameter values of
the beads varied between 0.71 and 0.97 mm (Table 1). The A0.5P0

beads showed significantly lower diameter than the beads formu-
lated with P alone or combined with A (Table 1). Thus, our beads
seem to be sufficiently large for achieving good cell loading and
their protection against detrimental environmental factors, but
they are probably not sufficiently small so that their presence in
the mouth is not detected. Anal and Singh (2007) stated that an

Table 1
Physical characteristics, yield, and entrapment efficiency of the alginate–pectin beads (means ± SD).

Beads codea Diameter (mm) Sphericity (0–1) Yield (g of beads�100 ml�1 of CS) Entrapment efficiency (%)

A0P2 0.93 ± 0.06bc 0.90 ± 0.05a 69.5 ± 2.5b 68.8 ± 2.5b

A0.5P0 0.71 ± 0.07a 0.94 ± 0.03b 52.9 ± 3.6a 54.3 ± 3.7a

A0.5P1 0.88 ± 0.04b 0.94 ± 0.03b 64.4 ± 0.5b 64.1 ± 0.5b

A0.5P2 0.89 ± 0.08b 0.95 ± 0.02b 77.3 ± 2.4c 77.9 ± 2.4c

A0.5P3 0.97 ± 0.07c 0.93 ± 0.03ab 80.8 ± 1.1c 79.2 ± 1.1c

a,b,c,d Different superscripts within the same column indicate that the means differ significantly (p 6 0.05).
a AX PY: codes of beads variations, where A: sodium alginate; X subscript: g of A�100 ml�1 of Lb. casei-biopolymer suspension; P: amidated low-methoxyl pectin; Y

subscript: g of P�100 ml�1 of Lb. casei-biopolymer suspension.
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important challenge for cell encapsulation is the large size of
microbial cells (typically 1–4 lm). This characteristic limits cell
loading for small capsules, or when large capsules are produced,
textural and sensorial properties of food products to which they
are added can be affected negatively. Muthukumarasamy et al.
(2006) found that larger capsules (2–4 mm) made by the extrusion
technique were better able to protect Lactobacillus reuteri than
smaller emulsified capsules (20–1000 lm). Chandramouli, Kailasa-
pathy, Peiris, and Jones (2004) reported that the viability of encap-
sulated Lactobacillus in simulated gastric condition, increased with
increased alginate capsule size (200–1000 lm).

The yield of the beads (g beads 100 ml�1 CS) varied from 50.9 to
80.0 depending on total biopolymers concentration in CS (Table 1).
The higher the total biopolymer concentration the higher the
weight of beads obtained.

3.2. Beads texture

The textural properties of the beads were affected by the bio-
polymers composition and concentration. Our results indicate that
the alginate beads (A0.5P0) showed significantly lower hardness,
springiness, and resilience than those presented by pectin beads
(A0P2), but had comparable (p > 0.05) cohesiveness values (Table
2). The A0.5P1 and A0.5P2 beads displayed intermediate textural
properties values of hardness, springiness, and resilience than
those showed by A0.5P0 and A0.5P2, but regarding cohesiveness
A0.5P2 beads showed higher (p 6 0.05) values than the A0P2 beads.
The A0.5P3 beads presented the highest values (p 6 0.05) of hard-
ness and resilience. These results indicate that differences existed
in the crosslinking reactions between calcium-alginate, calcium-
pectinate, and calcium-alginate–pectinate polymeric networks,
which resulted in different mechanical responses to deformation.
Moreover, it may be inferred that by varying the ratios of A and
P the design of beads with different textural properties and phys-
ical properties can be achieved.

3.3. Entrapment efficiency of Lb. casei in beads

The entrapment efficiency of Lb. casei into the beads variations
varied between 54.3 and 79.2%. The beads made with only alginate
(A0.5P0) showed significantly lower entrapment efficiency than
those achieved in the rest of the beads variations (Table 1). The
A0.5P2 and A0.5P3 beads variations displayed the highest cell entrap-
ment efficiencies which were non-significantly different between
themselves (Table 1). Despite that in all cases the CS had the same
initial cell load (8.83 ± 0.15 log cfu ml�1 CS), the cell load in the
A0.5P0 beads (8.56 ± 0.03 log cfu g�1) was significantly lower than
those (8.88 ± 0.03 to 8.92 ± 0.01 log cfu g�1) obtained in the rest
of the beads. Reid et al. (2005) linked the efficiency data to two fac-
tors affecting the theoretical cfu counts in the beads: (1) cell losses
in CaCl2 solution and (2) viability losses in the beads themselves.
Entrapment efficiency increased significantly as the total biopoly-
mers concentration of the beads increased because a higher weight

of beads was obtained 100 ml�1 of CS (Table 1). Sultana et al.
(2000) reported improvements in the encapsulation efficiency of
Lb. casei in alginate beads as the biopolymer concentration was in-
creased by addition of Hi-maize resistant starch in percentages of
weight from 0 to 2. Kailasapathy, Perera, and Phillips (2006) re-
ported encapsulation efficiencies of flavourzyme of less than 60%
in alginate–Hi maize starch beads. Our entrapment efficiencies fell
in-between those found by Pillay and Fassihi (1999a) for diclofenac
sodium in calcium-alginate–pectinate pellets (84.94%) and in pure
calcium-alginate pellets (49.94%).

3.4. Survival of entrapped Lb. casei in yoghurt

The experimental data and the fitted data of the viable and sur-
vival rates of entrapped cells incorporated into yoghurt are shown
in Fig. 1a for the A0.5P0 and in Fig. 1b for the A0.5P3 beads, respec-
tively. All of the rest of the beads variations showed similar trends
to those displayed by the A0.5P0 and A0.5P3 beads variations. The fit-
ting correlation was of at least 0.88 in all cases when a first-order
decaying kinetics model dCðtÞ

dt ¼ 1
sD
ðCas � CðtÞÞ was used. For the dif-

ferent beads variations, the results obtained to mean decaying time
constant, and the achieved asymptotic stabilization value are
shown in Table 3. The addition of amidated low-methoxyl pectin
improved the survival of cells of Lb. casei by increasing both the
mean decaying time constant and the achieved asymptotic stabil-
ization value (Table 3). It is apparent that the use 2% pectin on its
own or between 2 and 3% combined with 0.5% alginate, tended to
display optimal counts of Lb. casei, which were above the therapeu-
tic requirement of 107 cfu g�1 in yoghurt (Krasaekoopt, Bhandari, &
Deeth, 2006), after 20 days of storage at 4 �C. However, the absence
of alginate in the bead variation (A0P2) had a negative effect in the
survival capacity of Lb. casei, compared to beads variations A0.5P2

and A0.5P3. This suggests that both pectin and alginate induce a sort
of synergic effect in the consolidation of the trapping matrix. The
entrapped cells in the pure alginate bead (A0.5P0) showed the low-
est mean decaying time constant ðsDÞ and asymptotic stabilization
value ðCasÞ in comparison to the rest of the beads variations. It has
been described that the main factor affecting the survival of probi-
otic bacteria is the increasing acid content of yoghurts after fer-
mentation and during storage, which is called ‘‘over-
acidification” or ‘‘post-production acidification” (Shah & Jelen,
1990). Thus, our results imply that alginate–pectin beads provided
and improvement in the survivability of Lb. casei probably due to
the slow diffusion rate of growth-inhibiting compounds produced
during fermentation of yoghurt such as acids and hydrogen perox-
ide (Krasaekoopt et al., 2006). The pH values of our yoghurts ran-
ged between 4.64 ± 0.0 at day 0 and 4.48 ± 0.01 at day 20, and in
a given day non-significant pH differences existed between the yo-
ghurts. Adhikari et al. (2003) reported similar pH values and their
variation for yoghurt containing encapsulated Bifidobacterium lon-
gum in j-carrageenan over a 30 days storage period, and also
found that cell enumeration did not decline. Previous researchers
have demonstrated the protective effect exerted by encapsulation

Table 2
Textural properties of the beads variations (means ± SD, n = 9).

Beads codea Hardness (N) Cohesiveness (Ratio) Springiness (Ratio) Resilience (Ratio)

A0P2 1.11 ± 0.08c 0.84 ± 0.01a 0.99 ± 0.01b 0.58 ± 0.01c

A0.5P0 0.45 ± 0.01a 0.82 ± 0.01a 0.89 ± 0.02a 0.44 ± 0.01a

A0.5P1 0.68 ± 0.05b 0.81 ± 0.02a 0.90 ± 0.01a 0.46 ± 0.01a

A0.5P2 0.76 ± 0.03b 0.87 ± 0.01b 0.99 ± 0.03b 0.55 ± 0.02b

A0.5P3 2.08 ± 0.20d 0.89 ± 0.01b 0.99 ± 0.03b 0.64 ± 0.02d

a,b,c,d Different superscripts within the same column indicate that the means differ significantly (p 6 0.05).
a AX PY: codes of beads variations, where A: sodium alginate; X subscript: g of A�100 ml�1 of Lb. casei-biopolymer suspension; P: amidated low-methoxyl pectin; Y

subscript: g of P�100 ml�1 of Lb. casei-biopolymer suspension.
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of probiotic bacteria when they are exposed to adverse conditions
and they showed that bacteria exhibited a significantly higher sur-
vival than non-entrapped control cells to low pH (Lian, Hsiao, &
Chou, 2003; Picot & Lacroix, 2004; Pimentel-González, Campos-
Montiel, Lobato-Calleros, Pedroza-Islas, & Vernon-Carter, 2009).

3.5. Survival of entrapped Lb. casei in simulated gastrointestinal
conditions

Entrapped cells survivability in bile salts after exposure to acid
conditions significantly decreased in all of the cases. However,
beads matrix composition provided different degree of protection
to the entrapped cells, resulting in significantly different surviv-
ability (Fig. 2b). These results clearly indicate that the binary cal-
cium-alginate–pectinate beads matrices provided a better
protection against bile salts to Lb. casei than the beads matrices

made with either biopolymer on its own. Fig. 2a shows the number
of viable cells and the corresponding standard deviation for the dif-
ferent formulations under sequential acidic and bile salts condi-
tions after 6 h exposure. It can be observed that by providing Lb.
casei with a covering matrix greater number of surviving cells were
achieved. Besides, the addition of pectin has a further beneficial ef-
fect by reducing the decaying rate of cells. Interestingly, the lack of
alginate in the beads variations reduces to some extent the protec-
tive effect, suggesting that both alginate and pectin make-up a
more structured trapping matrix that is more resilient to the ef-
fects of acids and bile salts. Similar results are also observed in
Fig. 2b for the survival rate of cells under the same conditions,
indicating that the formulation A0.5P3 offers the best protective
conditions. It is interesting to observe that this bead variation
was also the best one under storage conditions, suggesting that a
protective matrix offering good storage conditions also presents
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Fig. 1. Survival rates and fitted models for entrapped Lb. casei incorporated into yoghurt stored 20 days at 4 �C: (a) in A0.5P0; and (b) in A0.5P3 beads variations, respectively.

Table 3
Parameters resulting from the fitting of experimental data for the survival rate of entrapped Lb. casei in yoghurt stored for 20 days at 4 �C.

Beads codea A0.5P0 A0.5P1 A0.5P2 A0.5P3 A0P2

sD (days) 6.03 ± 2.7 18.15 ± 3.4 32.15 ± 4.1 37.8 ± 8.4 31.15 ± 7.1
Cas (%) 38.44 ± 0.9 48.12 ± 3.9 56.23 ± 5.1 57.17 ± 8.3 51.13 ± 6.2

a AX PY: codes of beads variations, where A: sodium alginate; X subscript: g of A 100 ml�1 of Lb. casei-biopolymer suspension; P: amidated low-methoxyl pectin; Y
subscript: g of P 100 ml�1 of Lb. casei-biopolymer suspension.sD: is the mean decaying time constant.Cas: is the value at which the survival rate achieves asymptotically.
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Fig. 2. Effect of the exposure to simulated gastric juice and bile salts conditions on the: (a) initial (h) and final ( ) viability; and (b) survival rates of Lb. casei entrapped in the
different beads variations. AX PY: codes of beads variations, where A: sodium alginate; X subscript: g of A�100 ml�1 of Lb. casei-biopolymer suspension; P: amidated low-
methoxyl pectin and Y subscript: g of P�100 ml�1 of Lb. casei-biopolymer suspension. The error bars represents standard deviation of the means (n = 9).
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good protective conditions under aggressive simulated gastric
juices and bile salts conditions. Sultana et al. (2000) informed that
survival cells of Lb. casei entrapped in alginate–starch beads de-
creased 2 log cfu g�1 after their incubation in simulated high acid
gastric conditions and high bile during 3 h at 37 �C. The binary
blends tested in this work may help in providing additional protec-
tion to entrapped Lb. casei cells against simulated gastrointestinal
conditions.

3.6. Interrelationship between survivability of entrapped Lb. casei in
yoghurt and simulated gastrointestinal conditions and the physical
and textural properties of the beads

Principal Component Analysis (PCA) was applied to the surviv-
ability of entrapped Lb. casei in yoghurt and simulated gastrointes-
tinal conditions, the sphericity and diameter, and the textural
properties of the beads in order to establish the main relationships
existing among these parameters and how the beads variations
were distributed in this space. The principal first component ex-
plained 58.6% of the total variance and in which the survivability
of Lb. casei in yoghurt, and in simulated gastric juice, was positively
correlated with all the textural properties (hardness, springiness,
cohesiveness, and resilience) and with the diameter of the beads
(Fig. 3). The second principal component explained 20.2% of the to-
tal variance and in which the survivability of Lb. casei after expo-
sure to sequential incubation in simulated gastric juice and bile
salts was positively correlated with the sphericity of the beads
(Fig. 3). The two main components clearly distinguished the prop-
erties of the beads in terms of their composition (Fig. 3). The posi-
tion kept by the beads made with alginate (A0.5P0) and pectin
(A0P2) in the bi-dimensional space allowed us to establish that P
contributed to a larger extent to the obtention of relatively larger
sized beads with higher values of hardness, springiness, cohesive-
ness, and resilience, whereas A positively influenced the sphericity
of the beads.

From the position kept by the beads in the bi-dimensional
space, it is clear that the beads made with binary blends of algi-
nate–pectin protected the entrapped Lb. casei cells to a greater ex-
tent than those made with only alginate or pectin. The A0.5P1 and
A0.5P2 beads variations had spherical shape, and intermediate tex-
tural properties. The A0.5P3 bead variation displayed the highest
textural properties and lowest sphericity, and was the one that
provided the best protection to the entrapped Lb. casei in yoghurt
during storage time.

4. Conclusions

The use of alginate–pectin binary blends permits the obtention
of beads which improve the protection to entrapped Lb. casei
against adverse environmental factors than those made with algi-
nate or pectin on their own. The textural properties, the physical
properties and the entrapment efficiency of the alginate–pectin
beads are greatly affected by the total biopolymer concentration
and the ratio used between both biopolymers. High total biopoly-
mers concentration yields beads with greater cell entrapment effi-
ciency. Alginate–pectin ratios between 1:2 and 1:4 provided beads
that were more spherical, with intermediate textural properties;
an increase in the alginate–pectin ratio to 1:6 provided beads with
the highest textural properties and lowest sphericity, which pro-
tected best the entrapped Lb. casei against sequential exposure to
gastric juice and bile salts, and in yoghurt during storage time.
Thus, the selection for a given type of bead for entrapping Lb. casei
must be done in terms of the functional properties desired from
the beads in terms of initial cell entrapment, survivability in yo-
ghurt with storage time or survivability in gastric juice and bile
salts conditions. The mean decaying time and the asymptotic sur-
vival rate constants are important parameters for understanding
the loss in viability of Lb. casei cells during yoghurt storage. Sur-
vival to acid and bile conditions of encapsulated Lb. casei decreased
significantly (p 6 0.05) for all of the treatments, but the A0.5P3 bead
variation provided the best protection.
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