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RESUMO 

 

A liofilização é um método amplamente utilizado na conservação de culturas probióticas 

aplicadas na indústria de alimentos. Porém, esse processo causa danos às células reduzindo 

sua viabilidade durante o armazenamento e pode comprometer sua funcionalidade fisiológica 

de exercer benefícios ao hospedeiro. O uso de carboidratos tem sido empregado como 

estratégia para proteger as células de probióticos durante a liofilização. A β-glucana é um 

homopolímero de glicose conhecido pelas propriedades bioativas que pode ser obtido a partir 

de levedura descartada em processos biotecnológicos. O objetivo desse estudo foi avaliar o 

potencial da β-glucana obtida de levedura (YβG) descartada após produção de cerveja como 

um agente protetor de três culturas de Lactobacillus probióticos (L. acidophilus LA-05, L. 

plantarum 49, e L. plantarum 201) durante a liofilização, armazenamento refrigerado e 

exposição às condições simuladas do trato gastrointestinal (TGI). A integridade da membrana 

e a ultraestrutura das células liofilizadas com e sem YβG também foi avaliada. 

Frutooligossacarídeo (FOS), um reconhecido crioprotetor foi utilizado para fins de 

comparação e solução salina foi usada como controle. A YβG mostrou efeito protetor e 

similar aquele obtido com o FOS durante a liofilização, armazenamento por 90 dias e 

exposição às condições do TGI para todas as cepas probióticas ensaiadas.  O efeito da YβG 

durante o armazenamento e TGI variou entre as cepas testadas, sendo os melhores resultados 

observados nos ensaios com a cepa L. plantarum 201. As amostras liofilizadas em solução 

salina apresentaram redução de até 4 log UFC/g, bem como os maiores percentuais de células 

com membrana danificada. As micrografias das células de L. plantarum 201 liofilizadas 

mostraram que a cepa aderiu à β-glucana e produziu exopolissacarídeo. Os resultados 

demonstram que β-glucana extraída de levedura descartada em cervejarias pode ser usada 

como crioprotetor de lactobacilos durante a liofilização, armazenamento refrigerado de até 90 

dias e quando expostas as condições simuladas do TGI apresentando potencial aplicação 

como ingrediente alimentar funcional. 

 

Palavras-chave: Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus plantarum, crioprotetores, 

frutooligossacarídeos, glucana. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

ABSTRACT 

 

Freeze-drying is a widely used method to protect probiotic cultures applied in the food 

industry. However, that process damages the cells by decreasing their viability during storage 

and may compromise their physiological functionality of exerting benefits to the host. The use 

of carbohydrates has been used as a strategy to protect probiotic cells during freeze-drying. 

The β-glucan is a homopolymer of glucose well-known for bioactive properties which can be 

obtained from discarded yeast in biotechnological processes. The aim of this study was to 

evaluate the potential of β-glucan extracted from spent brewer yeast (YβG) as a protective 

agent of three probiotic cultures of Lactobacillus (L. acidophilus LA-05, L. plantarum 49, and 

L. plantarum 201) during freeze-drying, refrigerated storage and exposure to simulated 

conditions of the gastrointestinal tract (SGIT). The integrity of the membrane and the 

ultrastructure of freeze-dried cells with and without YβG were also evaluated. Fructo-

oligosaccharide (FOS), a recognized as cryoprotectant, was used for comparison purposes and 

saline solution was used as control. YβG showed protective effect and similar effect to that 

obtained with FOS during freeze-drying, storage of 90 days and exposure to SGIT conditions 

in all probiotic strains tested. The effect of YβG during storage and SGIT varied among the 

strains tested, with the best results observed in the assays with L. plantarum 201. Freeze-dried 

samples with saline solution showed a reduction of up to 4 log CFU / g, as well as the highest 

percentage of cells with damaged membrane. Micrographs of freeze-dried cells of L. 

plantarum 201 showed the strain adhered to β-glucan and produced exopolysaccharide. The 

results show that β-glucan extracted from discarded yeast in breweries can be used as a 

cryoprotectant of lactobacilli strains during freeze-drying, refrigerated storage of up to 90 

days and when exposed to simulated SGIT conditions presenting potential application as a 

functional food ingredient.  

 

Key-words: Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus plantarum, cryoprotectants, fructo-

oligosaccharides, glucan. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 Os probióticos são microrganismos vivos que, quando consumidos em quantidades 

adequadas, conferem benefícios à saúde do hospedeiro (FAO, 2006; HILL et al., 2014). A 

produção de alimentos probióticos encontra-se em plena expansão, especialmente, devido à 

crescente demanda por parte dos consumidores por alimentos que contribuam para além da 

nutrição básica (CHAMPAGNE et al., 2011). Dentre as espécies de probióticos, o gênero 

Lactobacillus é amplamente reconhecido e se destaca por incluir a maioria das cepas 

estudadas para incorporação em alimentos (NINGTYAS et al., 2019). 

 A incorporação de culturas probióticas em matrizes alimentares enfrenta o desafio de 

manter a sobrevivência desses microrganismos durante a exposição às condições 

desfavoráveis impostas pelos processos industriais e armazenamento do produto (pH, 

temperatura, atmosfera modificada) (TRIPATHI; GIRI, 2014). Além disso, também é 

necessário que, após o consumo, o alimento forneça um número de células viáveis, com plena 

integridade das funções celulares, suficiente para exercer seus efeitos no hospedeiro 

(CHARNCHAI et al., 2016; SANTOS et al., 2019). 

 Dentre os métodos de conservação de culturas probióticas para aplicação em 

alimentos, a liofilização tem sido reconhecida como um dos mais adequados, uma vez que 

esse método possibilita a remoção de água das células sem o uso de altas temperaturas, 

normalmente usadas em outros métodos de secagem (IACONELI et al., 2015). A liofilização 

permite a estabilidade dos probióticos por tempo prolongado de armazenamento, entretanto, a 

formação de cristais de gelo durante o congelamento da cultura bem como a desidratação da 

célula pode causar danos estruturais, resultando em perda de viabilidade durante o 

armazenamento (TYMCZYSZYN et al., 2012). Uma estratégia para evitar a perda de 

viabilidade em culturas probióticas liofilizadas tem sido o uso de substâncias capazes de 

proteger as células de injúrias à membrana, denominadas crioprotetores (ROMANO et al., 

2016a). 

 Várias substâncias têm sido propostas como agentes crioprotetores de culturas de 

Lactobacillus liofilizados tais como sorbitol, ácido ascórbico e leite desnatado (BAGAD et 

al., 2017), mono e dissacarídeos, por exemplo, sacarose, lactose, frutose e trealose 

(BASHOLLI-SALIHU et al., 2014), além de substâncias prebióticas, como 

frutooligossacarídeos (FOS, ROMANO et al., 2016a), e galactooligossacarídeos (GOS, 

TYMCZYSYZN et al., 2012).  
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 Os açúcares simples são os crioprotetores mais utilizados até o momento, porém o seu 

uso ocasiona reduções no pH antes da etapa de congelamento, devido à liberação de ácidos 

orgânicos em decorrência do rápido metabolismo fermentativo dos probióticos, e essa redução 

de pH tem sido associada a uma perda de viabilidade devido a alterações na fluidez da 

membrana celular e atividade enzimática (CHAMPAGNE et al., 2011; CUI et al., 2017). Por 

outro lado, quando estes açúcares simples estão polimerizados na forma de carboidratos 

complexos podem fornecer proteção física às células e são capazes de formar um estado 

vítreo de baixa interação molecular, sendo considerados bons crioprotetores (CHIU et al., 

2014; NAHR et al., 2015). Estudos recentes relataram o FOS como um dos protetores 

probióticos mais eficientes (BORA et al., 2018; LIAO et al., 2019).  

 β-glucanas são homopolímeros de glicose constituintes da parede celular de levedura, 

reconhecidos pelas propriedades bioativas, as quais estão relacionadas à estrutura do 

polímero. O método empregado para sua extração também pode interferir na estrutura do 

polímero (MAGNANI et al., 2009). Uma importante fonte de β-glucanas é a biomassa de 

levedura cervejeira descartada após sucessivos processos fermentativos, que geralmente é 

destinada à alimentação animal (FERREIRA et al., 2010). Em estudos anteriores, foi 

desenvolvido um método alternativo para isolar a β-glucana da parede celular de 

Saccharomyces usando sonicação e tratamentos enzimáticos (MAGNANI et al., 2009; 

ARAÚJO et al., 2014). A β-glucana obtida por meio do emprego deste método revelou ter 

ausência de toxicidade (MAGNANI et al., 2009) e apresentou efeitos imunoestimuladores e 

antioxidantes em humanos após consumo diário (MAGNANI et al., 2010; ARAÚJO et al., 

2015). Além disso, foi observado que a β-glucana extraída de leveduras descartadas após 

cinco processos de fermentação pode modular a função vascular e a atividade de 

antiagregação (BEZERRA et al., 2017). No entanto, apesar desses relatos, o potencial de β-

glucanas extraídas de levedura como crioprotetores permanece desconhecido. 

 Considerando estes aspectos, este estudo foi realizado para avaliar o potencial de β-

glucana de levedura descartada em cervejaria como um agente protetor de culturas de 

Lactobacillus probióticos durante a liofilização, armazenamento refrigerado e digestão in 

vitro. Os danos na membrana das células probióticas após a liofilização na presença de β-

glucana, bem como a ultraestrutura celular também foram avaliados. Um crioprotetor 

estabelecido (Frutooligosscarídeo, FOS) foi usado para comparação, e solução salina (SS) foi 

usada como controle. 
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2 REFERENCIAL TEÓRICO 

 

2.1 GÊNERO LACTOBACILLUS: APLICAÇÃO TECNOLÓGICA E POTENCIAL 

PROBIÓTICO 

 

O gênero Lactobacillus pertence a um grupo heterogêneo de microrganismos Gram 

positivos, não formadores de esporos, não móvel, microaerófilos, na forma de bacilos que 

produzem ácido lático como principal produto final da fermentação de carboidratos (SAUER 

et al., 2017). Bactérias desse gênero podem ser encontradas amplamente distribuídas na 

natureza em decorrência de sua capacidade de metabolizar diferentes substratos, colonizando 

diferentes habitats (GIRAFFA; CHANISHVILLI; WIDYASTUTI, 2010). Diversas espécies 

de Lactobacillus têm sido amplamente utilizadas como culturas starter na fermentação de 

produtos vegetais, lácteos e cárneos (BENSCH et al., 2014). O gênero também inclui a 

maioria das cepas probióticas disponível comercialmente e estudadas para incorporação em 

matrizes alimentares (CHAMPAGNE et al., 2011; HOWARTH; WANG, 2013; MARTINS et 

al., 2018). As espécies L. acidophilus, L. casei, L. paracasei, L. fermentum, L. reuteri, L. 

plantarum, L. rhamnosus e L. salivarius, destacam-se entre os principais probióticos 

comercializados mundialmente (VIJAYA KUMAR; VIJAYENDRA; REDDY, 2015). 

Os probióticos são microrganismos vivos que depois de consumidos conferem 

benefícios à saúde do hospedeiro. Para específicas alegações de saúde, os alimentos devem 

garantir uma contagem de células viáveis eficaz no final da vida de prateleira do produto, que 

pode variar entre as cepas (FAO, 2002; HILL et al., 2014).  

Em alimentos, os lactobacilos são normalmente encontrados em produtos lácteos 

fermentados. As espécies pertencentes ao gênero Lactobacillus causam uma rápida 

diminuição do pH na matéria-prima devido à produção de ácidos como resultado do 

metabolismo homofermentativo ou heterofermentativo (BRIZUELA et al., 2019; 

MANTZOURANI et al., 2019). Ainda podem apresentar elevada atividade proteolítica e 

produção de exopolissacarídeos (EPS) que são relevantes parâmetros para aumentar seu uso 

em aplicações biotecnológicas (STOYANOVA et al., 2012). A geração de peptídeos e 

aminoácidos e a liberação de ácidos graxos livres por meio das atividades proteolítica e 

lipolítica de Lactobacillus spp. desempenham um papel importante no desenvolvimento do 

sabor em produtos fermentados (FRAU et al., 2016). Por sua vez, os EPS produzidos por 

lactobacilos atuam favorecendo a adesão da célula às superfícies, e sua produção tem uma 
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importante contribuição tecnológica relacionada à textura de produtos lácteos, pois melhora a 

estabilidade e diversas propriedades reológicas (XU et al., 2019).  

A síntese de ácidos orgânicos, como o lático e acético como resultado do processo 

fermentativo também permite a aplicação dessas bactérias como agentes biopreservantes em 

alimentos devido a sua ação antagonista (PRABHURAJESHWAR; CHANDRAKANTH, 

2017; COSTA et al., 2018b; MUÑOZ et al., 2019). Com a redução do pH, os ácidos 

orgânicos produzidos conseguem exercer efeito inibitório contra bactérias patogênicas e 

deterioradoras em alimentos, além de modificar o sabor e aroma, possibilitando a produção de 

alimentos sensorialmente atrativos (ZHENG et al., 2016; DAS; CHOUDHARY; 

THOMPSON-WITRICKB, 2019). Costa et al. (2018b) avaliaram o efeito antagonista de 

Lactobacillus isolados de frutas frente a patógenos presentes em queijo minas frescal e carne 

de frango, observando que as cepas L. plantarum 49 e L. paracasei 108 reduziram 2,8 log 

UFC/g e 1,5 log UFC/g, respectivamente, na contagem de células viáveis de Listeria 

monocytogenes em queijo contaminado após 3 dias de armazenamento, enquanto a L. 

plantarum 201 apresentou efeito bacteriostático frente a L. monocytogenes na mesma matriz. 

Apesar de serem amplamente encontrados em produtos lácteos fermentados, existe 

uma crescente busca pela inserção de Lactobacillus probióticos em matrizes de origem não-

lácteas, devido ao aumento da conscientização do papel da dieta atrelado a benefícios de 

saúde além da nutrição básica. Além disso, existe uma demanda por parte dos consumidores 

veganos, ou que possuam algum tipo de restrição alimentar (SRISUKCHAYAKULA; 

CHARALAMPOPOULOS; KARATZAS, 2018).  

A incorporação de Lactobacillus probióticos em novos produtos de origem vegetal é 

favorecida pelos altos teores de açúcar, vitaminas e minerais que esses produtos possuem, os 

quais poderiam ser usados como fonte de energia e nutrientes (DING; SHAH, 2008). Os 

exemplos mais comuns de alimentos vegetais incorporados de Lactobacillus probióticos são 

as frutas (RUSSO et al., 2015), sucos e outras bebidas a base de frutas (PIMENTEL et al., 

2015), smoothies de frutas (LUCIANO et al., 2018) e chocolate (KONAR et al., 2018). 

Garcia et al. (2018), em estudo sobre a incorporação de Lactobacillus liofilizados em sucos de 

frutas, mostraram que células de L. plantarum 49 liofilizadas tiveram alta taxa de 

sobrevivência após 120 dias de armazenamento (aproximadamente 0,75) e, após ser 

incorporada em sucos de maçã, laranja e uva, a cepa apresentou alta tolerância aos estresses 

causados pela digestão in vitro sem influenciar parâmetros físico-químicos dos sucos (pH, 

acidez titulável, teor de sólidos solúveis totais) durante 14 dias de armazenamento. No 
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entanto, apesar do aumento de pesquisas, a incorporação de probióticos em matrizes de 

origem vegetal ainda enfrenta fatores limitantes, como o baixo pH dessas matrizes e a 

presença de compostos fenólicos, que prejudicam a sobrevivência dos probióticos 

(SRISUKCHAYAKULA; CHARALAMPOPOULOS; KARATZAS, 2018).  

O consumo de probióticos tem sido associado à manutenção da saúde gastrointestinal, 

ou a benefícios sistêmicos contribuindo para o bem-estar geral do organismo (DODOO et 

AL., 2017). Os produtos produzidos a partir da fermentação bacteriana no cólon exercem uma 

série de efeitos benéficos, incluindo o alívio da constipação, redução do nível de glicose no 

sangue, melhoria da absorção de minerais, diminuição da incidência de câncer do cólon e a 

modulação do sistema imunológico (GULLÓN et al., 2014).  

A interação entre a microbiota intestinal e o hospedeiro gera vantagens para ambos, 

uma vez que a alta atividade metabólica dos microrganismos probióticos proporciona a 

absorção maior de substratos antes não digeridos (MARTINEZ; BEDANI; SAAD, 2015). 

Além disso, quando em equilíbrio, a microbiota intestinal impede a proliferação de 

microrganismos patógenos e seus efeitos (PRABHURAJESHWAR; CHANDRAKANTH, 

2017). Neste cenário, os efeitos do consumo de Lactobacillus probióticos estão relacionados, 

principalmente, ao controle de desordens intestinais e modulação imunológica, mas outros 

benefícios resultantes do consumo de micro-organismos vêm sendo estudados (LOLLO et al., 

2012).   

Estudos in vivo demonstram que a ingestão de alimentos suplementados com 

Lactobacillus probióticos tem sido associada a uma variedade de benefícios para a saúde tais 

como efeito antidiabético (MIHAILOVIC et al., 2016), anti-hipertensivo (AHRÉN et al., 

2015), antiobesidade (CHEN et al., 2018), antioxidante (CAO et al., 2019) e 

anticarcinogênico (HEYDARI; RAHAIE; ALIZADEH, 2019). No estudo de Ahrén et al., 

(2015), foi observada uma mudança positiva na microbiota de ratos saudáveis após a ingestão 

de mirtilo fermentado por L. plantarum DSM 15313 durante quatro semanas. Em outro 

estudo, Zhang et al. (2018) demonstraram que a ingestão de três cepas de Lactobacillus 

probióticos (L. paracasei,  L. casei 431 e L. fermentium PCC) impulsionou o sistema 

imunológico e foram eficazes no combate a resfriados e infecções respiratórias similares em 

adultos. 

Lactobacillus acidophilus LA-05 é uma das cepas probióticas mais comercializadas e 

seus efeitos relacionados à manutenção da saúde têm sido amplamente elucidados. O 

consumo de alimentos suplementados com L. acidophilus LA-05 têm sido associado a um 
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melhoramento da microbiota intestinal, através da redução de bactérias potencialmente 

patógenas também presentes no trato intestinal (SAVARD et al., 2011; NAJARIAN; 

SHARIF; GRIFFITHS, 2019). Além disso, alimentos enriquecidos com L. acidophilus LA-05 

também exercem atividades antidiabética (ETTAHED et al., 2012), antioxidante e 

anticolesterolêmica (MOURA et al., 2016), e anticarcinogênica (HEYDARI; RAHAIE; 

ALIZADEH, 2019). Moura et al. (2012) reportaram que sobremesas lácteas contendo 8 log 

UFC/g de L. acidophilus LA-05, melhorou o perfil lipídico em ratos após duas semanas de 

consumo regular, pela redução dos níveis de colesterol LDL e triglicerídeos e o aumento dos 

níveis de colesterol HDL, bem como o aumento da atividade da enzima superóxido dismutase, 

associada ao mecanismo de defesa antioxidante da maioria das células. 

Um dos principais desafios para a atuação de probióticos no organismo é resistir à 

presença das secreções gástricas ácidas do estômago e dos sais biliares liberados no duodeno 

durante sua passagem pelo trato gastrointestinal (BLAIOTTA et al., 2013). A sobrevivência 

de microrganismos probióticos é fortemente influenciada pelo alimento no qual eles estão 

inseridos, que por sua vez, deve fornecer proteção às cepas para que elas alcancem o intestino 

em maior número possível (DODOO et al., 2017). 

Alguns estudos têm sugerido que cepas de Lactobacillus isoladas de frutas apresentam 

elevada resistência à ação enzimática e acidez elevada do trato gastrointestinal bem como 

atividade antagonista frente a microrganismos patogênicos, indicando um potencial promissor 

para o uso dessas espécies como probióticos (DIAS et al., 2014; GARCIA et al., 2016). Costa 

et al. (2018a) demonstraram os benefícios de saúde das cepas L. plantarum 49 e L. plantarum 

201 relacionados a capacidade de modular parâmetros bioquímicos em ratos machos 

saudáveis. L. plantarum 49 e L. plantarum 201 foram capazes de reduzir níveis de glicose no 

sangue, o colesterol total e níveis de LDL-c após 28 dias de administração. Ainda, os efeitos 

sobre os níveis de glicose e colesterol nos grupos de ratos que receberam L. plantarum 49 e L. 

plantarum 201, respectivamente, permaneceram até 14 dias após a interrupção da 

administração. 

 Dessa forma, o uso de lactobacilos probióticos na produção de alimentos é afetado por 

diversos fatores. Uma aplicação tecnológica adequada pode permitir o desenvolvimento de 

produtos funcionais, desde que as células dos probióticos permaneçam protegidas durante a 

fabricação, armazenamento e consumo do produto (BAKR 2015). Entretanto, a manutenção 

da viabilidade celular de probióticos para emprego na produção de alimentos, e ou quando da 
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aplicação de tecnologias de conservação ainda representa um desafio para a indústria de 

alimentos. 

 

2.2 CRIOPROTETORES DE CULTURAS PROBIÓTICAS LIOFILIZADAS 

 

Culturas probióticas têm sido adicionadas a diferentes matrizes alimentares na busca 

de ampliar o atendimento a crescente demanda dos consumidores por produtos saudáveis 

(BAKR, 2015). Do ponto de vista tecnológico é importante que as cepas probióticas 

destinadas à produção industrial sejam capazes de sobreviver e manter sua funcionalidade 

durante o processamento de alimentos e nos produtos finalmente formulados (TRIPATHI; 

GIRI, 2014). 

Em geral, as culturas são comercializadas sob a forma de produtos altamente 

concentrados, demandando a aplicação de processos de conservação para aumentar sua vida 

de prateleira, comumente produzidas na forma de culturas congeladas ou liofilizadas 

(DODOO et al., 2017; QUINTANA; GERBINO; ZAVAGLIA; 2017). Culturas liofilizadas 

têm vantagens quando comparadas às culturas congeladas, como a economia de espaço para 

armazenamento, conveniência no transporte e menor custo de energia para armazenamento 

em temperaturas ambiente e de refrigeração, o que favorece a sua comercialização direta ou a 

incorporação em matrizes alimentares (BASHOLLI- SALIHU et al., 2014; SHAO et al., 

2014; KONAR et al., 2016; MOUMITA et al., 2018).  

A liofilização inclui três etapas: o congelamento, seguido por etapas de sublimação e 

dessorção da água (STEPHAN; SILVA; BISUTTI, 2016). No entanto, a formação de cristais 

de gelo durante a etapa do congelamento, associados ao estresse osmótico e a desestabilização 

de estruturas bacterianas como membranas, proteínas estruturais e enzimas ocasionadas pela 

remoção da água podem danificar a célula e comprometer a viabilidade das culturas após a 

liofilização (BROECKX et al., 2016; ROMANO et al. 2016a). 

A estabilidade dos microrganismos probióticos durante a liofilização e armazenamento 

pode ser aumentada por diversas estratégias de proteção incluindo o controle dos parâmetros 

do processo de liofilização (BROECKX et al., 2016), o condicionamento pré-estresse das 

cepas bacterianas antes do congelamento (BRAVO FERRADA et al., 2015), mudanças nas 

condições de fermentação dos probióticos, condições de armazenamento e pela adição de 

crioprotetores (BARBOSA et al., 2015; AMPATZOGLOU, 2010). 

Crioprotetores são substâncias que, quando adicionadas ao meio de secagem antes da 
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liofilização, ajudam a proteger as células de microrganismos durante o processo e 

armazenamento (TRIPATHI; GIRI, 2014). Geralmente, os crioprotetores contêm 

dissacarídeos não redutores, alcoóis de açúcar, polissacarídeos, aminoácidos, proteínas, 

glicerol, lactose e leite desnatado, ou ainda uma combinação entre essas diferentes 

substâncias, sendo adicionados em concentrações variáveis entre 5 e 30% (BASHOULI-

SALIHU et al., 2014; BROECKX et al., 2016; DIMITRELLOU; KANDYLIS; 

KOURKOUTAS, 2016; BAGAD et al., 2017).  

Particularmente, os carboidratos podem prevenir as conseqüências prejudiciais da 

perda de integridade da membrana por meio da vitrificação, isto é, à medida que a água é 

removida da suspensão bacteriana, os protetores nesta suspensão se concentrarão, 

favorecendo a formação de um estado amorfo vítreo, rígido, de alta viscosidade e baixa 

mobilidade, que confere estabilidade química e física (GRASMEIJER et al., 2013; 

ASCHENBRENNER et al., 2014; MENSINK et al., 2017). O efeito da água na estabilidade 

do estado sólido dos sistemas vítreos é complexo. Quando na presença de baixos teores de 

umidade, há uma maior estabilidade celular, uma vez que a exposição de um carboidrato 

amorfo a alta umidade ou a temperaturas acima da temperatura de transição vítrea, que se 

relacionam diretamente com a organização estrutural das moléculas de uma dada matriz, 

resulta em perda subsequente do efeito estabilizante do estado vítreo que garante a proteção à 

célula (PASSOT et al. 2012; WENG et al., 2016). 

Outra hipótese para explicar a ação protetora de carboidratos é a sua interação direta 

com os componentes da membrana celular. Na presença de açúcares, os lipídeos presentes na 

membrana são capazes de manter o seu estado cristalino líquido correspondente ao de lipídeos 

hidratados, preservando a permeabilidade da bicamada lipídica (TORRES et al., 2011). A 

bicamada lipídica da membrana celular é organizada com as regiões apolares dos fosfolipídios 

voltadas para a região hidrofóbica enquanto a cabeça polar é alinhada com a região em 

contato com a água, e estabilizada por um balanço entre forças de van der Waals e a repulsão 

da hidratação (GARVEY et al., 2013; WATANABE; SUGA; UMAKOSHI, 2019).  Durante a 

liofilização os lipídios da membrana são comprimidos e a proximidade dos grupos polares 

pode causar danos que acarretam no vazamento do conteúdo celular (WENG; ZIAEI; 

ELLIOTT, 2016).  

A interação entre oligo e polissacarídeos com membranas lipídicas depende da 

flexibilidade estrutural da molécula, que está relacionada ao seu grau de polimerização. Os 

oligossacarídeos com maiores graus de polimerização são capazes de interagir com 
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membranas lipídicas, exercendo, assim, efeitos protetores frente a processos que causam 

injúrias nas células bacterianas (ROMANO et al., 2016a).  

Já o efeito dos açúcares sobre as proteínas está associado às ligações de hidrogênio 

com moléculas de água (MENSINK et al., 2017). As regiões polares podem interagir 

diretamente com os grupos hidroxila presentes nos sacarídeos, em substituição dos grupos 

hidroxilas da água, e assim através dessa substituição é possível manter a configuração 

original das proteínas (MENSINK et al., 2015). 

Dentre os carboidratos, o uso de frutooligossacarídeo como protetor de espécies de 

Lactobacillus tem sido indicado (ROMANO et al., 2016a; BORA et al., 2018; LIAO et al., 

2019). Os frutooligossacarídeos são prebióticos reconhecidos, quimicamente constituídos por 

oligossacarídeos de cadeia pequena formados por unidades de frutose unidas por ligações 

glicosídicas em β(2→1) e podem ser obtidos pela síntese a partir da sacarose (ROMANO et 

al., 2016b). No estudo realizado por Bora et al. (2018), FOS foram utilizados em combinação 

com isolado protéico para encapsular L. acidophilus e L. casei submetidos ao processo de 

liofilização, o que permitiu maior sobrevivência das cepas após o armazenamento refrigerado, 

quando comparado com as células liofilizadas livres e maior estabilidade quanto à exposição 

das bactérias às condições gastrointestinais simuladas. 

Recentemente, têm-se discutido sobre o potencial de polissacarídeos altamente 

polimerizados e fibras como agentes protetores de microrganismos liofilizados. Essas 

substâncias aumentam a fração não congelada da matriz a ser liofilizada garantindo maior 

espaço para as células de probióticos e reduzindo os danos causados por estresses mecânicos e 

osmóticos (CHOTIKO; SHATIVEL, 2014; SHU et al., 2018) 

Chiu et al., (2014) investigaram o efeito protetor do polissacarídeo de quiabo 

(Abelmoschus esculentus (L.) Moench) em culturas de  Bifidobacterium longum MYL16 

durante os processos de liofilização e digestão in vitro, observando que a presença do 

polissacarídeo aumentou em 40% a taxa de viabilidade durante o armazenamento em relação 

às cepas liofilizadas sem a presença de protetores. Em outro estudo, Chotiko e Shativel (2014) 

utilizaram 10% de fibra de farelo de arroz e avaliaram seu efeito protetor durante o 

congelamento, liofilização e armazenamento da cepa L. plantarum NRRL B-4496. Seus 

resultados demonstraram que as células protegidas com fibra de arroz apresentaram baixas 

perdas de viabilidade, entre 0,7 e 1,3 log UFC/g durante 12 semanas de armazenamento 

refrigerado, bem como um aumento de até 5 log UFC/g da sobrevivência das células de L. 

plantarum expostas a sais biliares. 
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O uso da β-glucana de aveia como agente protetor de cepas probióticas foi sugerido 

por Guergoletto et al. (2010), que avaliaram a sobrevivência de L. casei (LC-1) aderido a 

diferentes fibras prebióticas após secagem a vácuo a 45 °C. De acordo com os autores, o uso 

de aveia contendo 9% de β-glucana promoveu uma maior estabilidade (7 log UFC/g) de L. 

casei quando comparado a células desidratadas na presença de sacarose e trealose, 

armazenadas em diversas temperaturas e durante a simulação das condições gastrointestinal, 

cuja presença dessa fibra significou um aumento de quase 5 log UFC/g na sobrevivência das 

células. Um estudo similar foi realizado por Gani et al. (2018) que analisaram a sobrevivência 

de cepas probióticas L. casei, L. acidophilus e Bifidobacterium bifidum microencapsuladas em 

β-glucana extraída de cevada durante o processo de liofilização. No estudo os pesquisadores 

observaram uma proteção significativa aos probióticos contra a ação de temperatura severa e 

os estresses causados pela exposição de enzimas e pH, em condições similares ao trato 

gastrointestinal resultando em pequenas perdas de apenas 1 log UFC/g. Estes resultados 

sugerem que β-glucana de diferentes fontes podem atuar na proteção de culturas probióticas 

frente a estresses diversos. 

 

2.3 β-GLUCANAS DE LEVEDURAS 

 

β-glucanas são polímeros encontrados em vegetais, fungos filamentosos e leveduras 

(FESEL; ZUCARRO, 2016; TANG et al., 2017; BAI et al., 2019). Uma fonte importante de 

β-glucanas é a parede celular de leveduras que são microrganismos eucarióticos unicelulares, 

que apresentam forma variada e destacam-se pela capacidade de ajustar-se metabolicamente 

para a fermentação de açúcares em presença ou ausência de oxigênio, produzindo álcool e gás 

carbônico (STEWART, 2016). Espécies de leveduras do gênero Saccharomyces são 

largamente empregadas em processos de fermentação industrial. Para a produção de cerveja, 

as espécies Saccharomyces uvarum e Saccharomyces cerevisiae são usualmente as mais 

utilizadas nos processos de baixa e alta fermentação, respectivamente (ARAÚJO et al., 2014; 

PINTO et al. 2015). 

O aumento da produção mundial de cerveja tem como consequência um grave 

problema de geração de um grande volume de levedura descartada após seu uso em 

sucessivos processos fermentativos sendo, portanto um resíduo industrial (FERREIRA et al., 

2010). Geralmente, a biomassa residual é destinada à alimentação animal, podendo ser 

utilizada como fonte de nutrientes, entretanto a absorção desses nutrientes pelo organismo 
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animal é limitada pela parede celular presente na célula da levedura, que é resistente às 

enzimas digestivas (FERREIRA et al., 2010; ZHU; DU, XU 2016).  

A parede celular de leveduras é composta principalmente por manoproteína e β-

glucanas na camada externa, e quitina na camada interna, ligadas umas às outras (ISHIMOTO 

et al., 2017) (Figura 1).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Visão geral esquemática da parede celular de levedura 

Fonte: Adaptado de Fesel; Zucarro (2016) 

 

As β-glucanas de leveduras são moléculas altamente ordenadas, que se diferenciam 

pelo tipo de ligação entre os monômeros de D-glicose (anéis tipo β-D-glucopiranose) da 

cadeia principal e, pelas ramificações que se conectam a essa cadeia (BALDASSANO; 

ACCARDI; VASTO, 2017). Sua principal função na célula está ligada a manutenção da 

rigidez e integridade da parede celular de leveduras, tais moléculas também podem estar 

relacionadas a mecanismos de patogenicidade (FESEL; ZUCARRO, 2016). 

Diferentes β-glucanas podem ser obtidas de diversas fontes, e frequentemente 

possuem estruturas e conformações primárias diferentes. A estrutura primária de β-glucanas é 

definida pelo tipo de ligação glicosídica, bem como pelos graus de ramificação e 

polimerização, enquanto sua conformação pode ser apresentar na forma de espiral aleatória, 

hélice única ou hélice tripla (WANG et al., 2017). Tanto a estrutura primária quanto a 

conformação desses polissacarídeos afetam significativamente suas atividades biológicas 

(JIN; LI; WANG, 2018).  

Uma das características mais importante afetadas pela estrutura primária de β-glucanas 

é a solubilidade da molécula, que está diretamente relacionada à quantidade de ligações 1→4 

e 1→6 glucana presentes na molécula e o grau de polimerização (GP); moléculas com GP 

maiores que 100 são geralmente completamente insolúveis em água.  (DU; BIAN; XU, 2014; 
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FESEL; ZUCCARO, 2016). Ao contrário daquelas encontradas em leveduras, as β-glucanas 

de origem vegetal se diferenciam pela presença de ligações do tipo 1→4 entre as suas 

unidades, sendo em sua maioria solúveis (ZHU; DU, XU 2016). 

Quanto ao gênero Saccharomyces, as β-glucanas representam até 30% do peso seco 

das células apresentando uma estrutura constituída por uma cadeia linear central de unidades 

de glicose ligadas na posição β(1→3), com diversas cadeias laterais unidas em β(1→6), que 

possuem tamanhos variáveis (MAGNANI et al., 2009) (Figura 2). 

 

 

Figura 2. Estrutura química da (1→3) (1→6)-β-D-glucana. 

Fonte: Adaptado de Synytsya; Novák (2013) 

 

Outro fator determinante para as propriedades estruturais de β-glucanas é o processo 

de extração (BORCHANI et al., 2016; VARELAS et al., 2016). Zhu, Du e Xu (2016) 

contemplaram em sua revisão de maneira simplificada os métodos de extração mais 

utilizados, sendo estes: extração com água quente, com lavagens alcalinas, enzimática, 

assistida por ultra-som ou microondas, ou extração ácida, podendo exigir etapas de pré-

tratamentos e purificação. O método de extração ideal depende das estruturas e fontes de β-

glucanas (BAI et al., 2019). Magnani et al., (2009) descreveram um método otimizado para a 

extração de β-glucanas insolúveis de S. cerevisiae de alta pureza, usando sonicação e 

tratamento enzimático para substituir os métodos tradicionais de extração ácida e alcalina que 

levam à degradação das cadeias ligadas à glicose e afetam suas propriedades. Tratamentos 

térmicos com água e tratamentos enzimáticos vêm recebendo especial atenção, pois além de 

apresentarem bons rendimentos e manterem a estrutura das cadeias de glicose, esses métodos 

dispensam o uso de soluções ácidas e alcalinas, resultando em efluentes menos nocivos ao 

meio ambiente (BORCHANI et al., 2014). 
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O principal motivo pelo qual as β-glucanas têm despertado atenção é a sua atuação 

sobre o sistema imunológico, sendo consideradas substâncias modificadoras da resposta 

biológica apresentando inúmeros efeitos fisiológicos (FULLER et al., 2017). A atividade 

biológica está relacionada às características do polímero tais como tipo de ligações 

glicosídicas, peso molecular, conformação espacial da molécula, grau de polimerização e de 

ramificação (DIETRICH-MUSZALSKA et al., 2011). Além disso, a modificação química na 

estrutura de β-glucanas, como carboximetilação, fosforilação, acetilação e sulfonilação, 

também é uma ferramenta que pode aumentar a bioatividade e facilitar a aplicação 

tecnológica desses polímeros (WANG et al., 2017). Essas modificações aumentam a 

solubilidade do composto teste e favorece um aumento da afinidade entre o polissacarídeo e o 

receptor da célula imune e, consequentemente, melhora a resposta biológica (CHEN; 

ZHANG; CHEUNG, 2010; EL ENSHASY; HATTI-KAUL, 2013). 

Por serem moléculas não produzidas pelo organismo humano, o mecanismo de ação 

de β-glucanas está ligado a sua capacidade de induzir uma resposta imune (JIN; LI; WANG, 

2018). β-glucanas também são capazes de produzir fatores quimiotáticos que induzem a 

migração de leucócitos para os locais da infecção (GRAUBAUM, 2012; KOH; DIPIETRO, 

2013). Há evidências de que as glucanas exibem suas propriedades de imunomodulação, por 

meio de muitos mecanismos, incluindo a capacidade de ativar a leucócitos, interação com 

seus receptores, e sinalização para o núcleo celular, que resultam em células mais ativas 

durante a fagocitose, morte e digestão de bactérias, além de regularem a geração de moléculas 

de sinalização (citocinas e quimiocinas) (NOVAK; VETVICKA, 2009; BAI et al., 2019). 

Além da atividade imunomodulatória, estudos têm demonstrado que a β-glucana de 

leveduras apresenta outros benefícios associados à saúde, tais como os efeitos antitumoral 

(MO et al., 2017), antioxidante (TANG et al., 2017) anti-inflamatório (XU et al., 2012) e 

antimutagênico (MAGNANI et al., 2010), além de possuir ação antimicrobiana (KHAN et al., 

2016). A ingestão diária de β(1→3) (1→6) glucana permite a redução a duração de sintomas 

em idosos infectados com doenças do trato respiratório (FULLER et al., 2017). β-glucana de 

S. cereviseae também tem demonstrado atividade anticancerígena. Mo et al. (2017) avaliaram 

o efeito da ingestão de β(1→3)-glucanas no tamanho de tumores em camundongos após a 

administração intragástrica por 16 dias, observando que a β(1→3)-glucana possui atividade 

antitumoral sem toxicidade, e ainda, a taxa de inibição tumoral dos camundongos tratados 

com baixas, médias e altas doses de β(1→3)-glucanas foi crescente quando comparada com a 

do grupo controle mostrando que β-glucanas suprimem o crescimento do tumor de maneira 
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dose-dependente. A atividade antitumoral de β-glucana de S. cereviseae pode ser atribuída as 

suas características indutoras de apoptose celular (BAI et al., 2019). 

Outro benefício que tem ganhado destaque em relação às glucanas e seus derivados é a 

sua atividade antioxidante (TANG et al., 2017), bem como capacidade de modular 

positivamente a função vascular, com respostas majoritariamente não dependentes, e possuir 

atividade anticoagulante plaquetária (BEZERRA et al., 2017). Han et al., (2017) relataram a 

atividade anti-inflamatória de β-glucana de levedura em ratos, onde a sua administração oral  

melhorou as alterações induzidas por destrano sulfato de sódio (um agente indutor de 

inflamações) em lesões inflamatórias da mucosa e na barreira intestinal por meio da inibição 

de mediadores inflamatórios. O consumo de β-glucana de levedura também pode prevenir 

danos ao DNA, que estão associados a inúmeras doenças relacionadas a danos oxidativos, 

incluindo o câncer (MAGNANI et al., 2011). 

Apesar das diversas contribuições de β-glucana de leveduras em relação aos 

benefícios de saúde permitir que as mesmas sejam utilizadas pelas indústrias farmacêuticas e 

de alimentos, ainda, pouco se sabe sobre o potencial da β-glucana de levedura como protetor 

de culturas probióticas. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1 LOCAL DA PESQUISA 

 

Os ensaios microbiológicos foram conduzidos no Laboratório de Processos 

Microbianos em Alimentos (LPMA), do Departamento de Engenharia de Alimentos (DEA), 

Centro de Tecnologia (CT), Universidade Federal da Paraíba (UFPB) e no Laboratório de 

Microbiologia e Bioquímica de Alimentos, do Departamento de Nutrição (DN), Centro de 

Ciências da Saúde, UFPB. As análises de microscopia eletrônica de varredura foram 

realizadas no Complexo de Centros de Apoio à Pesquisa (COMCAP) da Universidade 

Estadual de Maringá (UEM). 

 

3.1 β-GLUCANA DE LEVEDURA DESCARTADA EM CERVEJARIAS 

 

 A β-glucana foi isolada da parede celular de levedura de cerveja (Saccharomyces 

uvarum) descartada após cinco processos fermentativos na forma de creme de levedura, 

usando sonicação e tratamentos enzimáticos (MAGNANI et al., 2009). A identidade do 

polímero foi confirmada por análise de Ressonância Magnética Nuclear (RMN). Os espectros 

de 
13

C e 
1
H foram obtidos dissolvendo 50 mg da glucana isolada em dimetilsulfóxido (d6-

DMSO) por um espectrômetro Varian Gemini operando a 125 MHz para 
13

C e 500 MHz para 

1
H. Os desvios químicos foram expressos em ppm em referência aos picos dos solventes. 

 

3.2 CEPAS DE LACTOBACILLUS PROBIÓTICOS 

 

Lactobacillus acidophilus LA-05 (Chr. Hansen SA, Valinhos, São Paulo), uma 

conhecida cepa probiótica, e Lactobacillus plantarum 49 e Lactobacillus plantarum 201, 

cepas isoladas de frutas e previamente qualificadas como probióticos (COSTA et al., 2018a) 

foram incluídas no estudo como cepas teste. As culturas estoque de Lactobacillus foram 

mantidas em criotubos a -20 °C em caldo De Man, Rogosa e Sharpe (MRS) (HiMedia, 

Mumbai, India) contendo glicerol 20 mL/100 mL (Sigma Aldrich, St. Louis, USA). 

 

3.3 LIOFILIZAÇÃO 
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 Para obter as suspensões celulares, cada cepa de Lactobacillus foi inoculada em caldo 

MRS, e incubada a 37 °C por 24 horas sob condições anaeróbicas (usando Anaerobic System 

Anaerogen, Oxoid Ltda, Wade Road, UK) para obter o pré-inóculo. Posteriormente, o pré 

inóculo foi adicionado a um novo caldo MRS (10 mL/100 mL) e re-incubado 

anaerobicamente a 37 °C por 24 h. As culturas foram então centrifugadas (4000 g/ 10 

minutos, 4 ºC), lavadas duas vezes e ressuspensas com solução salina estéril (0,85 g/100 mL) 

para obtenção padrão de suspensões celulares. A leitura de densidade óptica (OD660 nm) foi de 

1,2 para fornecer contagens viáveis de aproximadamente 9 log UFC/mL (GARCIA et al., 

2018). Então, β-glucana de levedura (YβG; 10 g/100 mL) ou frutooligossacarídeo (FOS; 10 

g/100 mL), um reconhecido crioprotetor (ROMANO et al., 2016a), foram assepticamente 

misturadas com as suspensões celulares, enquanto solução salina (SS; 0,85 g/100 mL NaCl) 

foi usada como controle negativo. As suspensões contendo as células de Lactobacillus foram 

mantidas em repouso em temperatura ambiente (25 ± 2 °C) por 1 h (GUERGOLETTO, et. al., 

2010) e em seguida, foram fracionadas em alíquotas de 1 mL, assepticamente transferidas 

para frascos de 5 mL e congeladas a -20 °C por 24 h. A liofilização foi conduzida a -55 ± 2 

°C, sob pressão inferior a 138 μHg a uma velocidade de 1 mm/h usando um liofilizador de 

bancada (modelo L-101, Liotop, São Carlos, Brasil). O processo de liofilização durou 40 h 

(GARCIA et al., 2018). 

 

3.4 CONTAGENS DE CÉLULAS VIÁVEIS E ATIVIDADE DE ÁGUA 

 

 Após a liofilização, os frascos foram fechados e embalados em sacos de polipropileno 

biaxialmente orientado (BOPP), hermeticamente selados e armazenados sob refrigeração (4 

°C). Células viáveis de L. acidophilus LA-05, L. plantarum 49, e L. plantarum 201 

liofilizadas com YβG, FOS e SS foram enumeradas em diferentes tempos de armazenamento, 

sendo eles: 0 (imediatamente após a liofilização), 7, 15, 30, 60, 90 e 120 dias. Para isto, 

células liofilizadas foram inicialmente reidratadas em água peptonada (0,1 g/100 mL) em 

temperatura ambiente durante 15 min. (SANTOS et. al., 2014). Então alíquotas de 100 µL 

foram diluídas em série com solução salina (10
-1

-10
-7

) e plaqueadas em ágar MRS usando a 

técnica de inoculação por microgota (HERIGSTAD; HAMILTON; HEERSINK, 2001). As 

placas foram incubadas a 37 °C por 48 h sob condições anaeróbicas (usando Anaerobic 

System Anaerogen, Oxoid) e as colônias foram enumeradas. A redução das contagens viáveis 

foi obtida usando log N/N0, onde N é contagem viável (UFC/g) das células liofilizadas em 
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cada intervalo de tempo monitorado enquanto N0 é a contagem viável (CFU/g) de células 

imediatamente após a liofilização (BARBOSA et al., 2015). 

 A atividade de água (aw) das cepas de lactobacilos liofilizadas foi determinada nos 

mesmo intervalos de tempo do ensaio de viabilidade durante o armazenamento usando um 

instrumento de determinação de atividade de água (Alemmar, Labmaster-aw, Brasil), em 

temperatura constante de 20 ± 1°C. 

 

3.5 CONTAGENS DE CÉLULAS VIÁVEIS DE LACTOBACILLUS PROBIÓTICOS 

LIOFILIZADOS DURANTE A DIGESTÃO IN VITRO 

 

 Células de L. acidophilus LA-05, L. plantarum 49 e L. plantarum 201 liofilizadas com 

YβG, FOS ou SS foram expostas a condições simuladas do trato gastrointestinal (TGI) 

imediatamente após a liofilização, e após 60 e 120 dias de armazenamento refrigerado (4,0 ± 

0,5 ºC) de acordo com o método descrito por Albuquerque et al. (2017) com algumas 

modificações. Os experimentos foram realizados em uma incubadora a 37 °C com agitação 

mecânica para simular os movimentos peristálticos de cada passo digestivo. Antes do ensaio, 

as células de Lactobacillus liofilizadas foram reconstituídas em 25 mL de caldo MRS por 15 

min. (CHAMPAGNE et. al., 2011). A fase do esôfago-estômago foi simulada usando 25 mg 

de pepsina diluída em 1 mL de 0,1 mM/L HCl, adicionada a uma taxa de 0,05 mL/mL, com 

redução gradual do pH usando 1 mM/L HCl (pH 5,5/10 min. [passo 1]; pH 4,6/ 10 min. 

[passo 2]; pH 3,8/10 min. [passo 3]; pH 2,8/20 min. [passo 4]; pH 2,3/20 min. [passo 5] e pH 

2,0/ 20 min. [passo 6]) sob agitação (130 rpm). A etapa do duodeno foi simulada com 2 g de 

pancreatina/L em 0,1 mM/L de NaHCO3 e 12 g sais biliares em 0,1 mM/L NaHCO3 com 

ajuste de pH para 5,0 usando 0,1 mM/L NaHCO3 e exposição por 30 min. sob agitação (45 

rpm, [passo 7]); e as condições do íleo foram simuladas com o ajuste do pH para 6,5 usando 

0,1 mM/L NaHCO3, durando 60 min. de exposição sob agitação (45 rpm, [passo 8]). 

As enzimas e sais de bile bovina foram adquiridos de Sigma Aldrich (St. Louis, USA). 

Após cada passo da simulação, uma alíquota de 100 µL de cada cepa de Lactobacillus foi 

recolhida, diluída em série, plaqueada em ágar MRS e incubada por 48 h a 37 °C sob 

condições anaeróbias (usando Anaerobic System Anaerogen, Oxoid). A redução da contagem 

de células viáveis foi obtida usando log N/N0, onde N é a contagem de células viáveis 

(UFC/mL) das cepas liofilizadas em cada passo digestivo, e N0 é a contagem de células 
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viáveis (UFC/mL) das cepas liofilizadas antes da digestão in vitro. O limite de detecção foi de 

2 log UFC/mL. 

 

3.6 MEDIDAS DE DANO NA MEMBRANA DE CÉLULAS DE LACTOBACILLUS 

PROBIÓTICOS LIOFILIZADAS 

 

Para avaliar os danos a membrana durante a liofilização e armazenamento, células L. 

acidophilus LA-05, L. plantarum 49 e L. plantarum 201 liofilizadas com YβG, FOS e SS 

foram coradas com iodeto de propídio (PI, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) e analisadas 

pela técnica de citometria de fluxo (CF) imediatamente após a liofilização e após 120 dias de 

armazenamento refrigerado (4 ± 0,5 ºC). Os tempos analisados foram definidos para avaliar o 

dano à membrana causado às células pelo processo de liofilização (tempo 0) e pelos possíveis 

aumentos de danos ocasionados durante o armazenamento (tempo 120). As células 

liofilizadas de cada cepa foram reidratadas (0,1 g/100 mL) em 5 mL de solução de fosfato 

tamponada (PBS; 8,0 g/L NaCl, 0,20 g/L KCl, 1,44 g/L Na2HPO4, 0,24 g/L KH2PO4, pH 7,4), 

centrifugadas (4500 × g, 10 min., 4 °C), lavadas duas vezes e ressuspendidas em PBS. 

Alíquotas de 200 μL de cada suspensão foram incubadas com PI (1 μg/mL) por 15 min. a 37 

°C na ausência de luz (RAYMOND; CHAMPAGNE, 2015). Após o tempo de coloração, as 

células foram novamente centrifugadas (4500 × g for 10 min., 4 °C), lavadas com PBS para 

remover o excesso de corante e resuspensas em PBS (KIM; KIM; KANG, 2017). A análise de 

CF foi realizada usando um citômetro de fluxo equipado com um laser de íons de argônio 

com 488 nm de excitação (BD Accuri C6, New Jersey, USA). Sinais de dispersão e 

fluorescência de células individuais passando pela zona do laser foram coletados como sinais 

logarítmicos. O canal FL3 (>670 nm) foi usado para definir a fluorescência vermelha do PI. 

Os níveis limites para aquisição dos dados foi estabelecido por FSC (15.000) para eliminar 

sinais de detritos considerados muitos menores que as células de Lactobacillus. Além disso, 

as células foram limitadas por parâmetros FSC/SSC. Cada aquisição de amostra foi operada 

em baixa taxa de fluxo com um total de 10.000 eventos adquiridos. Todos os citogramas 

foram gerados e analisados usando o software BD Accuri C6 (BD®, Becton Dickinson and 

Company, Franklin Lakes, NJ, USA). 
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3.7 ASPECTOS ULTRA-ESTRUTURAIS DAS CÉLULAS DE LACTOBACILLUS 

PROBIÓTICOS LIOFILIZADAS 

 

Os aspectos ultra-estruturais das células de L. plantarum 201 liofilizado com YβG ou 

SS foram avaliados usando microscopia eletrônica de varredura (MEV). Essa cepa foi 

selecionada para a análise de MEV considerando os resultados de viabilidade obtidos durante 

o armazenamento refrigerado. As amostras foram pré-fixadas com gluteraldeído (2 mL/100 

mL) por 2 h a 4 °C, pós-fixadas com 1 g/100 mL de tetróxido de ósmio em tampão cacodilato 

0,1 M (pH 7,2) por 30 min. e aderidas a lamínulas revestidas com poli-lisina (CASARIN et 

al., 2016). As amostras foram desidratadas em etanol, secas até o ponto crítico com CO2, 

revestidas com uma camada de ouro, 20 nm de espessura, e observadas em microscópio 

eletrônico de varredura EO 1430 VP (CARL ZEISS, Oberkochen, Germany).  

 

3.8 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Os ensaios de contagem de células viáveis foram realizados em triplicata, em três 

experimentos independentes (repetições), sendo os resultados expressos como médias dos 

ensaios ± desvio padrão. A análise estatística foi realizada para determinar diferenças 

significativas (p < 0,05) utilizando a Análise de Variância (ANOVA) seguida pelo teste de 

Tukey ou o teste t de Student. Para isto, foi utilizado o programa estatístico Sigma Stat 3.5 

(JandelScientific Software, Califórnia). 
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4 RESULTADOS 

 

4.1 ARTIGO 
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Abstract 

This study aimed to evaluate the potential of spent brewer’s yeast β-glucans (YβG) as a 

protective agent of three probiotic Lactobacillus cultures (L. acidophilus LA-05, L. plantarum 

49, and L. plantarum 201) during freeze drying, storage (4 
o
C/120 days) and in vitro 

digestion. The membrane integrity and the cell ultra-structure were also evaluated. An 

established cryoprotectant (Fructooligosaccharides, FOS) was used for comparison. β-glucan 

acted as a cryoprotectant for probiotic lactobacilli during freeze-drying, refrigerated storage 

(90 days) and simulated gastrointestinal conditions (SGIC), in a similar manner to that of 

FOS. However, after that, FOS provided a higher protection and resulted in cells with lower 

membrane damage. The effect of the cryoprotectants and the resistance to the SGIC varied 

with the strain tested. YβG performed better as cryoprotectant toward L. plantarum 201. The 
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micrographs showed that L. plantarum 201 could adhere to YβG surface and produce 

exopolysaccharides. This study demonstrated that a β-glucan extracted from spent brewer 

yeast could be used as a cryoprotectant for probiotic lactobacilli during freeze-drying, 

refrigerated storage and exposure to SGIC. 

Keywords: Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus plantarum, cryoprotectant, 

fructooligosaccharides, glucan. 

 

1 Introduction 

Probiotics are living microorganisms that when consumed in adequate amounts confer 

benefits to the host health (Hill et al., 2014). For the successfully incorporation of probiotic 

cultures in foods, it is necessary to maintain the viability and integrity of cells, allowing them 

to reach the intestine insufficient viable cells number and with enough physiological capacity 

to exert effects on the host (Tripathi & Giri, 2014; Barbosa et al., 2015). 

Lactobacillus genus includes most of the probiotic strains intensively studied for 

incorporation in foods, because of their widely recognized health benefits (Ningtyas, 

Bhandari, Bansal & Prakash, 2019). The primary challenge for the development of probiotic 

foods is to maintain the survival of the probiotic cultures during the manufacture and storage 

of the product (Tripathi & Giri, 2014). Generally, probiotic cultures for food applications are 

supplied as freeze-dried powders because the freeze-drying process make possible the 

removal of water from cells without using high temperatures (Iaconeli et al., 2015). Freeze-

drying allows the stability of probiotics for prolonged storage time; however, the cell 

dehydration may cause structural damage, resulting in loss of cell viability during storage 

(Tymczyszyn et al., 2012). One strategy to avoid the viability loss in freeze-dried probiotic 

cultures is the use of substances capable of protecting the cells from membrane injury, which 

are named as cryoprotectants (Romano, Schebor, Mobili, & Gómez-Zavaglia, 2016). 
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Various substances have been proposed as cryoprotectants agents of probiotic cultures, 

such as sorbitol, ascorbic acid and skim milk (Bagad, Pande, Dubey & Ghosh, 2017), mono 

and disaccharides (sucrose, lactose, fructose and trehalose, Basholli-Salihu, Mueller, Salar-

Behzadi, Unger & Viernstein, 2014), and prebiotic substances, such as fructo-

oligosaccharides (FOS, Romano et al., 2016), and galacto-oligosaccharides (GOS, 

Tymczysyzn et al., 2012). The carbohydrates polymers have been considered the best 

protectants because they allow the cells to be accommodated between the spaces and surface 

of their molecular arrangement, as well as due to their capacity to form a glassy state of low 

molecular interaction (Chiu, Ou, Fu, & Lin, 2014). Recent studies reported FOS as one of the 

most efficient probiotic protectants (Bora, Li, Zhu, & Du, 2018; Liao et al., 2019).  

β-glucans are glucose homopolymers constituents of yeast cell wall and well-known 

by their bioactivity, which is related to the structure of the polymer and the method employed 

for their extraction (Magnani et al., 2009). An important source of β-glucans is 

Saccharomyces uvarum, the major biotechnological tool to produce low fermentation beer 

(Araújo et al., 2014). After four or five fermentative processes for beer production, the brewer 

cell yeasts are discarded and generally used for animal fed (Ferreira, Pinho, Vieira, & 

Tavarela, 2010). In previous studies we developed an alternative method to isolate β-glucan 

from Saccharomyces cell wall using sonication and enzymatic treatments (Magnani et al., 

2009; Araújo et al., 2014). β-glucan obtained by this method revealed lack of toxicity 

(Magnani et al., 2009) and immunostimulatory and antioxidant effects in humans after daily 

consumption (Magnani et al., 2010; Araújo et al., 2015). In addition, it could modulate 

vascular function and had anti-aggregation activity (Bezerra et al., 2017). However, despite 

these reports, the potential of brewer spent yeast glucans as cell cryoprotectants remains 

unknown.  
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This study was performed to evaluate the potential of spent brewer yeast β-glucans as 

a protective agent of three probiotic Lactobacillus cultures during freeze drying, refrigerated 

storage and in vitro digestion. The damage in probiotic cell membrane as well as the cell 

ultra-structure were evaluated. 

 

2 Materials and Methods 

2.1 Spent brewer’s yeast β-glucan 

The β-glucan was isolated from the cell wall of brewer yeast (Saccharomyces uvarum) 

discarded after five fermentative processes as brewery slurry using sonication and enzymatic 

treatments (Magnani et al., 2009). The identity of the polymer was confirmed by Nuclear 

Magnetic Resonance (NMR). The 
13

C and 
1
H NMR spectra were obtained dissolving 50 mg 

of the β-glucan in deuterated dimethyl sulfoxide (d6-DMSO) by 500 MHz Varian NMR 

spectrometer, operating at 125 MHz for 
13

C and 500 MHz for 
1
H. The chemical shifts were 

expressed in ppm. 

 

2.2 Probiotic lactobacilli strains  

Lactobacillus acidophilus LA-05, a commercial probiotic strain (Chr. Hansen SA, 

Valinhos, São Paulo), and L. plantarum 49 and L. plantarum 201, probiotic fruit-derived 

lactobacilli (da Costa et al., 2018) were used. Stock cultures were maintained in cryovials at 

−20 °C in de Man, Rogosa and Sharpe (MRS) broth (HiMedia, Mumbai, India) containing 

glycerol (20 mL/100 mL, Sigma Aldrich, St. Louis, USA).  

 

2.3 Freeze drying procedure 

Each Lactobacillus strain was inoculated in MRS broth and incubated at 37 °C for 24 

h under anaerobic conditions (Anaerobic System Anaerogen, Oxoid) to obtain the pre-
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inoculum. Subsequently, the pre-inoculum (10 mL/100 mL) was added to MRS broth and 

incubated anaerobically at 37 °C overnight. Cells were harvested by centrifugation (4000 × g, 

10 min, 4 °C), washed twice and re-suspended in sterile saline solution (0.85 g/100 mL) to 

obtain standard cell suspensions. Optical Density (OD) reading at 660 nm (OD660) was 1.2 to 

provide viable cell counts of approximately 9 log CFU/mL (Garcia et al., 2018). The yeast β-

glucan (YβG; 10 g/100 mL) or fructo-oligosaccharides (FOS; 10g/100 mL) (Romano et al., 

2016), were mixed with cells suspensions as a positive control, while saline solution (SS; 0.85 

g/100 mL NaCl) was used as a negative control. The suspensions were maintained at room 

temperature for 1 h (Guergoletto, Magnani, Martin, Andrade, & Garcia, 2010) and, 

subsequently, fractionated in aliquots of 1 mL, aseptically transferred into 5 mL vials and 

frozen at -20 °C for 24 h. The freeze-drying process lasted 40 h (Garcia et al., 2018) and was 

carried out at -55 ±2 °C; vacuum pressure <138 μHg in a freeze-drying speed 1 mm/h using a 

bench-top lyophiliser (model L-101, Liotop, São Carlos, Brazil). After freeze-drying, the vials 

were closed and packed in metalized Biaxially Oriented Polypropylene (BOPP) bags, 

hermetically sealed and stored under refrigeration (4 ± 0.5 ºC). 

 

2.4 Viable cell counts and water activity 

Viable cells of freeze-dried probiotic cultures were enumerated at 0 (immediately after 

freeze drying), 7, 15, 30, 60, 90 and 120 days. For that, freeze-dried cells were initially 

rehydrated in sterile peptone water (0.1 g/100 mL) at room temperature for 15 min (Santos, 

Gerbino, Araujo-Andrade, Tymczyszyn, & Gómez-Zavaglia, 2014). Then, a 100 µL-aliquot 

was serially diluted in sterile saline solution (10
-1

-10
-7

), plated on MRS agar using a 

microdrop inoculation technique (Herigstad, Hamilton & Heersink, 2001), incubated at 37 °C 

for 48 h under anaerobic conditions and viable cells were enumerated. The reduction of viable 

counts was obtained using log N/N0, where N is the viable count (CFU/mL) at each storage 
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time, and N0 is the viable count (CFU/mL) immediately after the freeze-drying (Barbosa et 

al., 2015). The detection limit was 2 log CFU/mL. The water activity (aw) was measured in 

the same time intervals using an aw instrument (Alemmar, Model Labmaster-aw, BRA) at 20 ± 

1°C. 

 

2.5Viable counts of freeze-dried probiotic lactobacilli cells during in vitro digestion 

Freeze-dried probiotic cultures were exposed to the simulated gastrointestinal 

conditions (SGIC) immediately after freeze-drying and after 60 and 120 days of storage 

according to de Albuquerque et al. (2017), with modifications. The experiments were 

performed in an incubator at 37 °C with mechanical agitation. Before assay, freeze-dried 

probiotic cultures were reconstituted in 25 mL of MRS broth for 15 min (Champagne, Ross, 

Saarela, Hansen, & Charalampopoulos, 2011). The esophagus-stomach was simulated using 

25 mg of pepsin diluted in 1 mL of 0.1 mM/L HCl, added at a rate of 0.05 mL/mL, with 

gradual decrease of pH using 1 mM/L HCl (pH 5.5/10 min; pH 4.6/10 min; pH 3.8/10 min; 

pH 2.8/20 min; pH 2.3/20 min and pH 2.0/ 20 min) under stirring (130 rpm). Duodenal 

conditions were simulated with 2 g pancreatin/L of 0.1 mM/L NaHCO3 and 12 g bovine bile 

salts/L of 0.1 mM/L NaHCO3, pH adjusted for 5.0 with 0.1 mM/L NaHCO3 and exposure 

time of 30 min under stirring (45 rpm); and ileal conditions with pH adjusted to 6.5 using 0.1 

mM/L NaHCO3, exposure time of60 min under stirring (45 rpm). The enzymes and bile salts 

were from Sigma Aldrich (St. Louis, USA). After each simulation phase, 100 μL-aliquots of 

each lactobacilli strain were serially diluted, plated on MRS agar and incubated for 48 h at 37 

°C under anaerobic conditions. The reduction of viable counts was obtained using log N/N0, 

where N is the viable count (CFU/mL) in each digestive step, and N0 is the viable count 

(CFU/mL) before the digestion. The detection limit was 2 log CFU/mL. 
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2.6 Measurements of membrane damage of freeze-dried probiotic lactobacilli cells  

The freeze-dried probiotic cultures were stained using propidium iodide (PI, Sigma-

Aldrich, St. Louis, MO, USA) and analyzed by flow cytometry (FC) just after the freeze-

drying process and after 120 days of storage. The freeze-dried cells were rehydrated (0.1 

g/100 mL) in 5 mL of phosphate buffered saline (PBS; 8.0 g/L NaCl, 0.20 g/L KCl, 1.44 g/L 

Na2HPO4, 0.24 g/L KH2PO4, pH 7.4), harvested (4500 × g, 10 min, 4 °C), washed twice and 

re-suspended in PBS. Aliquots of 200 μL of each suspension were incubated with the probe 

PI (1 μg/mL) for 15 min at 37 °C in a dark room (Raymond & Champagne, 2015). After the 

staining time, cells were centrifuged (4500 × g for 10 min, 4 °C), washed with PBS to remove 

the dye excess and resuspended in PBS (Kim et al., 2017). FC analyses were performed using 

a flow cytometer equipped with an argon-ion laser with 488-nm excitation (BD Accuri C6, 

New Jersey, USA). Scatter and fluorescence signals of individual cells passing through the 

laser zone were collected as logarithmic signals. FL3 channel (>670 nm) was used to set the 

red fluorescence of PI. Thresholds level for data acquisition was set on for FSC (15,000) to 

eliminate background and signals from debris considered much smaller than lactobacilli cells. 

Besides that, the cells were gated per FSC/SSC parameters. Each sample acquisition was 

operated at the low flow rate setting with a total of 10,000 events acquired. All cytograms 

were built and analyzed using BD Accuri C6 Software (BD®, Becton Dickinson and 

Company, Franklin Lakes, NJ, USA). 

 

2.7 Ultrastructural aspects of freeze-dried probiotic Lactobacillus cells  

The ultrastructural aspects of freeze-dried cells of L. plantarum 201 freeze-dried with 

YβG or SS were assessed using scanning electron microscopy (SEM), selected considering 

the results of viable counts during refrigerated storage. Samples were pre-fixed with 

glutaraldehyde (2 mL/100 mL) for 2 h at 4 ºC, post-fixed with 1 g/100 mL osmium tetroxide 
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in 0.1 M cacodylate buffer (pH 7.2) for 30 min and allowed to adhere to poly-lysine-coated 

coverslips (Casarin et al., 2016). The samples were dehydrated in ethanol, critical-point-dried 

with CO2, coated with a 20-nm-thick gold layer and observed using a scanning electron 

microscope EO 1430 VP (CARL ZEISS, Oberkochen, Germany).  

 

2.9 Statistical analysis 

The viable count assays were performed in triplicate in three independent experiments. 

Statistical analysis was performed to determine significant differences (p < 0.05) using 

Analysis of Variance (ANOVA) followed by Tukey test or Student t-test and the software 

Sigma Stat 3.5 (Jandel Scientific Software, San Jose, California).  

 

3. Results and discussion 

3.1 Nuclear magnetic resonance spectroscopy (NMR) 

The 
13

C NMR spectrum of the β-glucan showed six major carbon signals, which were 

assigned to 105.7 ppm (C1), 75.5 ppm (C2), 88.8 ppm (C3), 71.0 ppm (C4), 79.0 ppm (C5) 

and 63.5 ppm (C6) (Supplementary Figure 1). The peak identified at 105.7 ppm in C1 

corresponds to the β anomeric carbons, revealing that the polysaccharide contains 

homogeneous monosaccharide units (Dong, Yao, Yang, & Fanga, 2002). The chemical shift 

around 88.8 ppm indicated that the glycosidic units are linked by β-D-(1→3) in the YβG main 

chain (Tang et al., 2017). Furthermore, the O-6 substitution, confirmed by the signals around 

71 ppm, refers to side-glycosidic units linked with C3 in 1→6 (Ruthes et al., 2013). In the 
1
H 

NMR spectrum, chemical shifts around 4.5 ppm were observed. 

 

3.2 Viable cell counts after freeze-drying and during storage 
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A reduction (p < 0.05) of approximately 1 log cycle was observed in viable counts of 

all tested probiotic strains just after freeze-drying (Table 1). Freeze-drying is one of the main 

processes used to obtain dry probiotic products, since it is possible to avoid thermal damage 

and oxidative stress in cells. However, this technique is followed by decreases in probiotic 

survival after its application and subsequent storage (Chiu et al., 2014). For this reason, the 

use of cryoprotectants is an alternative to decrease cell damages and viability loss.  

YβG and FOS proved to be good cryoprotectants during the storage of the freeze-died 

probiotic cultures (120 days), with lower reductions (1-3 log cycles) compared to the saline 

solution (SS, 4 log cycles) (p < 0.05, Fig. 1A-C). The effect of YβG and FOS during 

refrigerated storage was dependent on the probiotic strain. Both cryoprotectants had similar 

effects on L. acidophilus LA-05 during the entire shelf life (p ≥ 0.05). For L. plantarum 49 

and L. plantarum 201, YβG and FOS provided similar protection up to 90 days of storage (p ≥ 

0.05). After that, FOS provided higher protection on L. plantarum 49, and YβG provided 

higher protection on L. plantarum 201 (p < 0.05). The highest protective effect was exerted by 

YβG toward L. plantarum 201, presenting the lowest reduction in viable counts during 

storage (1.2 log CFU/mL after 120 days, Fig. 1C). 

Carbohydrates have different mechanisms to protect the probiotic cells from damages 

caused by freeze-drying and storage. They can form a glassy structure characterized by a high 

viscosity and low molecular interactions called state of vitrification (Tymczyszyn et al., 

2012). Furthermore, they can reduce the mechanical damage and osmotic stress in cells since 

their presence increases the unfrozen portion on the freezing media (Shu, Wang, Chen, Wan, 

& Chen, 2018). The effect of FOS as a protectant of probiotic bacteria is strongly influenced 

by its composition and chain length, which can support the protection of the lipid membranes 

or the formation of vitreous states (Romano et al., 2016). The protection provided by the YβG 

during freeze-drying and storage could be associated to the presence of several hydroxyl 
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groups in its structure, that can replace the sites previously occupied by water before freeze-

drying, and by the stabilization of membranes, maintaining the biological structures in a 

similar state to those in hydrated conditions (Romano et al., 2016). A physical protection to 

probiotic cultures through the attachment of cells inside the fiber matrix could also be an 

explanation (Chotiko & Shativel, 2014).  

The effect of a cryoprotectant is influenced by storage conditions, such as temperature, 

relative humidity and water content of the freeze-dried bacteria (Santos et al., 2014). Values 

of aw of 0.346-0.378 were observed in freeze-dried lactobacilli cultures, with no changes 

during the storage period (p ≥ 0.05), revealing the stability of freeze-dried powder obtained 

with YβG, FOS or SS. 

 

3.3Viable counts of freeze-dried probiotic cells during SGIC 

YβG and FOS proved to be good cryoprotectants during the SGIC of the freeze-died 

probiotic cultures, as the control strains (SS) showed higher decrease in viable counts during 

in vitro digestion (up to 2 log cycles) than those freeze-dried with YβG and FOS (0-1 log 

cycles, Fig. 2 A-I) in almost every storage time. After 120 days of storage and exposure to 

SGIC, probiotic counts of 5.02-6.74 log CFU/mL were observed in the presence of with YβG 

and FOS, while in SS it was 3.7-3.8 log CFU/mL. These results suggest that the damage 

caused by freeze-drying and storage turn the cells susceptive to the low pH and digestive 

enzymes not allowing the complete recovery of the cells, but this impact was reduced in the 

presence of the prebiotic components. In fact, the presence of prebiotics during growth of 

Lactobacillus strains can increase the bacterial resistance to gastrointestinal conditions 

(Hernandez-Hernandez et al., 2012). 

The protective effect of the cryoprotectants (YβG and FOS) was dependent on the 

probiotic strain. For L. acidophilus LA-05 and L. plantarum 201, both YβG and FOS 
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provided similar protective effects (p ≥ 0.05), while for L. plantarum 49, FOS provided higher 

protective effects (p < 0.05). Furthermore, the resistance of the probiotic cultures to the SGIC 

was dependent on the strain used. Freeze-dried L. plantarum 49 and L. plantarum 201 showed 

lower reductions in viable counts than L. acidophilus LA-05 during SGIC just after freeze-

drying (Fig 2A, 2B, 2C). Since L. plantarum 49 and L. plantarum 201 were isolated from 

acidic fruits and their byproducts, these strains were adapted to environments with low pH, 

having a higher tolerance to the acidic conditions presented at the stomach stage (da Costa et 

al., 2018). 

The impact of the storage period on the resistance of the probiotic cultures to the SIGC 

was observed, as a decrease in viable counts occurred in early stages of digestion for the 

stored lactobacilli cells compared to the recently freeze-dried cells (p < 0.05, Fig. 2A-I). This 

could be explained by the fact that injuries in the cells, aggravated during storage time, can 

affect the permeability of plasma membrane, and, consequently, the regulation of intracellular 

pH and the response of bacteria cells to acid-stress conditions (Chotiko & Shativel, 2014). 

 

3.4Measurements of damage in membrane in freeze-dried cells 

The assessment of membrane integrity is an important proof of cell viability, however 

without guarantee of cell growth. Cells with damaged or compromised membranes cannot 

keep or produce the electrochemical gradient and consequently the membrane potential (de 

Sousa Guedes et al., 2017). The effect of the cryoprotectants (YβG and FOS) on the reduction 

of the membrane damage could be observed (Fig. 3 and 4). Just after freeze-drying, YβG 

provided reductions of 52.2 -75.5% in the probiotic membrane damage compared to SS, while 

FOS provided reductions of 37.2- 83.5% (Fig. 3; p < 0.05). After 120 days of storage, YβG 

provided reductions of 21- 65.8%, while FOS provided reductions of 56.8- 75.7% (Fig. 4; p < 

0.05). Therefore, both cryoprotectants (FOS and YβG) presented protective effects toward the 
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probiotic cells, which presented smaller subpopulation with membrane damage compared to 

cells freeze-dried with SS. This effect was more prominent for FOS than for YβG. However, 

these results did not affect the viable counts of lactobacilli strains (Fig. 1 and 2), suggesting 

that bacteria cells can be recovered even when the cellular membrane is damaged. These 

injuries can increase the length of the lag time of bacteria growth (Tymczyszyn et al., 2012). 

Furthermore, higher subpopulations of cells with membrane damage were verified after 120 

days rather than just after freeze-drying. 

 

3.5 Ultrastructural aspects of freeze-dried cells 

The micrographs showed that L. plantarum 201 can adhere to the YβG surface (Fig. 

5B) and produce EPS (details of Fig. 5B), which was observed among the bacterial cells and 

linked to the YβG. L. plantarum 201 freeze-dried with SS did not produce EPS and presented 

bubbles in the cell surface, which are described in cell without membrane integrity and may 

be further associated with cell shrinkage and rupture (Alvez, Messaoud, Desobry, Costa, & 

Rodrigues, 2016). Therefore, probably, the adherence of the probiotic culture to the YβG 

contributed to its protective effects during freeze-drying, storage and exposure to SGIC. 

However, the behavior and possible interactions between freeze-dried Lactobacillus strains 

and yeast β-glucan should be explored in further studies. 

 

Conclusion 

YβG can be considered a cryoprotectant of probiotic lactobacilli (L. acidophilus LA-

05, L. plantarum 49, and L. plantarum 201) during freeze-drying, storage and SGIC. The 

protective effects of YβG on the probiotic cells were similar to that of FOS after freeze-drying 

as well as during storage for 90 days and when exposed to SGIC. However, after the 90 days 

of storage, FOS provided a higher protection and resulted in cells with lower damage. YβG 
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offers advantages as a cryoprotectant with potential application as a functional food 

ingredient, because it can be obtained from a by-product of the beer industry, adding value 

and contributing to decrease negative environmental impacts. These findings suggest the 

utilization of YβG as an alternative to protect freeze-dried lactobacilli during short- or 

medium-term storage. Particularly, its use is suggested for L. plantarum 201, in which higher 

protection effects could be observed.  
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Figure captions 

Supplementary Figure 1.
13

C RMN spectrum of water-insoluble (1→3)(1→6)-β-D-glucan 

from S. uvarum with indicated main chain carbons. 

 

Figure 1.Log reduction of viable of cells of L. acidophilus LA-05(A), L. plantarum49 (B) and 

L. plantarum 201 (C) freeze-dried with ●: saline solution (control), ■: YβG and ▲: FOS, as a 

function of the time of storage at 4 °C. The error bars represent the standard deviations.  

 

Figure 2.Log reduction of viable of cells of L. acidophilus LA-05 (A, D, G),L. plantarum49 

(B, E, H) and L. plantarum201 (C, F, I) freeze-dried with ●: saline solution (control), ■: YβG 

and ▲: FOS, at the time 0 (A, B, C), 60 (D, E, F) and 120 (G, H, I) days of storage during in 

vitro digestion. The error bars represent the standard deviations. 

 

Figure 3. Fluorescence density plots of L. acidophilus LA-05 (La05; A, B, C), L. plantarum 

49 (Lp49; D, E, F) and L. plantarum201 (Lp201; G, H, I) in response to staining with PI 

immediately after freeze-dryingwith saline solution (A, D, G), YβG (B, E, H), and FOS (C, F, 

I). 

 

Figure 4.Fluorescence density plots of L. acidophilus LA-05 (La05; A, B, C), L. plantarum 

49 (Lp49; D, E, F) and L. plantarum201 (Lp201; G, H, I) in response to staining with PI 

freeze-dried with saline solution (A, D, G), YβG (B, E, H), and FOS (C, F, I) after 120 days 

of refrigerated storage (4 ± 0.5 °C). 

 

Figure 5.Scanning electron micrograph of L. plantarum 201 immediately after freeze-dried 

with saline solution (A) and YβG (B). 
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Fig. 3 
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Fig. 4  
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Table 1. Viable cell counts of Lactobacillus acidophilus LA-05, L. plantarum 49 and L. 

plantarum 201 after freeze-drying with yeast β-glucan (YβG) or fructooligosaccharides 

(FOS). 

Probioticstrains Cryoprotector 
Before 

freeze-drying 

After 

freeze-drying 

L. acidophilus 05 

Control 9.02± 0.10
a
 7.85 ± 0.01

b
 

YβG 9.31 ± 0.11ª 8.44 ± 0.04
b
 

FOS 9.74 ±0.03
a
 9.01 ± 0.09

b
 

L. plantarum 49 

Control 9.12± 0.17
a
 8.11 ± 0.13

b
 

YβG 9.51 ± 0.10ª 8.77 ± 0.03
b
 

FOS 9.78 ±0.08
a
 9.03 ± 0.07

b
 

L. plantarum 201 

Control 9.25 ± 0.13
a
 8.34 ± 0.01

b
 

YβG 9.21 ± 0.15ª 8.31 ± 0.01
b
 

FOS 9.51±0.16
a
 8.70 ± 0.04

b
 

Control: Saline solution; a–b different superscript small letters in the same row denotes difference 

(p <0.05) among the counts of cells before and after freeze-drying, based on the t-test. 
 

 

 


