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SUMARIO

Os autores, baseados no conhecimento do efeito hipocolesterolémico do
iogurte, demonstram em experiéncias in vitro que os componentes bacterianos
existentes no iogurte tém a propriedade de degradar o colesterol, com os quais
se acrescentaria um novo elemento em apoic ao efeito hipocolesterolemiante
do iogurte na profilaxia da aterosclerose. A fim de comprovar essa hipétese, os
autores realizam o estudo dos valores do colesterol dissolvido em uma
amostra de iogurte natural, da qual faz-se uma andlise seglencial do contelido
do colesterol (durante 1h30min) empregando o método de espectrofotometria
utilizando o Kit colesterol COD-ANA (Labtest). Os resultados destas
experiéncias permitem demonstrar que as bactérias contidas no iogurte
(lactobacilos e o Streptococcus thermophylius possuem a capacidade de
degradar o colesterol in vifro,
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ABSTRACT

The authors demonstrate through in vitro tests that bacterial compounds of
yogurt have the property of degrading cholesterol. These properties would be
an additional support to the hypocholesterolemia effect of yogurt in the
profhylaxis of atherosclerosis. In order to prove this hypothesis, the authors
conduct the study of levels of dissolved cholesteral in a sample of natural
yogurt,through a sequential analysis of cholesterol content (during one hour
and a half) using spectrophotometry with a COD-ANA (Labtest) kit. The results
show that bacteria of yogurt (lactobacilli and thermophilic streptococci) are
capable of degrading cholesterol in vitro.
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INTRODUCAO

De acordo com o0s conhecimentos existentes sobre a etiopatogenia da
aterosclerose®’, sabe-se que existe, além dos fatores da hipertensao arterial
e da hlperco!esterolemia, a acado oxidante dos radicais livies sobre as
lipoproteinas de baixa densidade (LDL), como os agentes desencadeantes
das lesGes iniciais da aterosclerose, conhecidas com o nome de estrias
amareladas, clinicamente assintomaticas nos primeiros 30 anos da vida'®.

Entre estes fatores aceita-se que a hlpercofesteroiemla seja o principal
agente a incidir na mstalagao desta doenca arterial’. O aumento do teor de
colesterol no sangue acima dos valores normais, em experiéncias realizadas
em animais alimentados com dietas aterogénicas, tem confirmado a hlpotese
de que o excesso de colesterol desencadeia as lesdes aterocleréticas®.

Devido a este fato, dentro das linhas de pesquisa sobre a
aterosclerose existem aquelas orlentadas na busca de substancias naturais
de origem vegetal: bermgeia cebola®, flavondides®, e de origem animal:
leite ou iogurte™, que possam diminuir a hipocolesterolemia, portanto
capazes de evitar parcial ou totalmente o efeito aterogénico do colesterol.

Dentro destas linhas de pesquisa, temos realizado estudos
experimentais do efeito hlpocolesterolemlante do iogurte no coelho’
baseados em observagoes realizadas por Mann® gue foram confirmadas por
Hepner et al.® em estudos feitos em grupos de voluntdrios alimentados com
dietas suplementadas com iogurte.

N&o se conhece ainda o mecanismo pelo qual o iogurte comporta-se
como um alimento hipocolesterolemiante nos seres humanos.

Podemos questionar-nos se o iogurte age inibindo a sintese do
colesterol endégeno, como sugerem os resultados dos trabalhos de Mann®,
ou se existe um mecanismo de degradac&o microbioldgico no nivel do trato
gastrintestinal que produza uma diminuigéo do nivel do colesterol exégeno.

A existéncia de microorganismo com a proprledade de degradar o
colesterol j4 foi observada por Stadman et al.", em 1953, em estudos
realizados com bactérias extra1das do solo, assim como por pesquisas de
vérios autores (Brinklev et al.®, Mott' ) 0s quais comprovam que bactérias
do género Eubacterium apresentavam essa propriedade bioldgica, assim
como trabalhos de Sadzikowskie et al.' , Que conseguem demonstrar a
existéncia de microorganismos nos materlais fecais do ser humano com
capacidade de reduzir o colesterol.

Os autores, baseados nestas observagdes, realizaram experiéncias
(in vitro) pretendendo demonstrar que os microorganismos (lactobacilos e o
Streptococcus thermophyllus) existentes no iogurte séo os resultados pela
queda dos valores do colesterol dissolvido nele. Para esse fim, os autores
fazem uma anélise seqliencial da concentragéo do colesterol em amostras
tiradas da solugao teste durante um periodo de 1h30min, a partir do inicio da
experiéncia.
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MATERIAL E METODO
1 — Material e reagentes

— Foram utilizadas diversas marcas comerciais de iogurte do tipo
natural e sem sabor, embalado em recipientes de 50ml;

— colesterol no estado cristalino produzido pela VETEC Quimica-Fina
Lida, Rio de Janeiro;

— Kit colesterol COD-ANA; sistema enzimatico para a determinacgéo
do colesterol (LABTEST).

2 — Metodologia

Empregou-se a Metodologia Enzimatica-Trinder, Sistema Colesterol
Enzimatico Labtest. Este sistema & uma modificagdo da metodologia
original, introduzida em 1974 por Allain et al.1, utilizando uma reagéo de
oxidag&o catalizada pela colesterol-oxidase, apds hidrélise de ésteres de
colesterol, utilizando um tamp@o que assegura maior sensibilidade e
estabilidade das enzimas e reagentes.

A concentragdo de colesterol nas amostras ¢ diretamente
proporcional a intensidade da cor vermelha formada ap6s misturada ao
reagente de cor.

Procedimentos utilizados para a determinacdo do colesterol total,
adicionado em amostras de iogurte:

1.°) Preparo do reagente de cor;

2.°) 50ml de iogurte natural, aquecido a 37 °C em banho-maria;

3.°) 10mg de colesterol cristalino;

4.°) Mistura-se o colesterol ao iogurte e anota-se o horério do inicio
deste procedimento;

A continuagao utilizam-se trés tubos de ensaio:

1.° tubo: Branco — Coloca-se 1,0ml de reagente de cor. Adiciona-se 0,01ml
de iogurte diluido em soro fisioldgico (numa concentragdo de 1:2), a fim de
descontar a turbidez dada pelo iogurte nas amostras, obtendo assim as
absorbéancias reais dos testes. Nao levar para o banho-maria.

Nota: O branco tem como finalidade o acerto no ponto zero do
espectrofotdmetro para determinar as absorbancias do teste (amostra de
iogurte com colesterol) e padrio.

2.° tubo: Padrio — Adiciona-se 1,0ml de reagente de cor a 0,01ml de padrao

(n.° 30). Coloca-se em banho-maria a 37 °C por 10 minutos. A cor é estavel
em até 60 minutos.

VITTALLE, Rio Grande, 11: 17-23, 1999. 19



3.° tubo: Teste (amostra de iogurte com colesterol). Adiciona-se 1,0ml de
reagente de cor com 0,01ml de iogurte (diluido em soro fisioldgico numa
concentragdo de 1:2%). Essa mistura vai em banho-maria a 37 °C por
10 minutos. A cor é estavel em até 60 minutos.

BRANCO TESTE PADRAO
AMOSTRA — 0,01 =
PADRAQO i — 0,01
REAGENTE DE COR | 1,0 ml 1,0ml 1,0ml

Determinam-se as absorbancias do teste e padrido no
espectrofotdmetro em 500nm, acertando o zero com o branco.

Os valores de colesterol total nas amostras sdo obtidos por célculos
atraves da linearidade:

mg/dl = 200 x Absorbancia do teste x valor da diluigdo/Absorbancia do padrao
ou pode-se empregar o metodo de calibragdo:

Fator de calibragdo = 200/ absorbéancia do padrao

mg/dl = absorbéncia do teste x (valor da diluigdo) x fator

Esses procedimentos foram feitos em intervalos de meia hora apés
misturar-se o colesterol com iogurte aguecido a 37 °C, sendo que o primeiro
procedimento foi feito ap6s ser colocado o colesterol no iogurte.

RESULTADOS

Primeira experiéncia — Misturou-se 50ml de iogurte natural aquecido
em banho-maria a 37 °C com 10mg de colesterol cristalino no horério das
15h, usando uma diluicao de 1:2 (iogurte/soro).

O wvalor da absorbancia do padrdo foi 0,300; fator de
calibragdo:200/0,300 = 667

Primeira amostra:15h (faz-se o branco)
Calculo: mg/dl = absorbancia do teste (x diluigao) x fator
mg/dl = 0,387 x (2) x 667 = 516,25

Segunda amostra: 15h30min (faz-se o branco)

* Nas diluigdes de iogurte, podem-se utilizar outros valores de concentragio, no entanto deve-
se manter o mesmo valor da concentragao tanto para o Branco quanto para o Teste.
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Calculo:mg/dl = 0,275 x (2) x 667 = 366,85
Terceira amostra: 16h (faz-se o branco)
Célculo: mg/dl = 0,241 x (2) x 667 = 321,49
Quarta amostra: 16h30min (faz-se o branco)
Calculo: mg/dl = 0,2 x (2) x 667 = 266,8

Observagdes: Estes experimentos foram realizados com varias marcas de
iogurte, misturadas com colesterol, e todos mostraram quedas nos valores
de colesterol com o passar dos intervalos ja mencionados .

Contraprova

Segunda experiéncia: 50ml de iogurte natural aguecido em banho-maria a
37°C, sem colesterol, hordrio 15h. Usou-se uma diluicio de 1:2
(iogurte/soro). Valor da absorbancia do padrao: 0,300; fator de calibragéo:
200/0,300 = 667

Primeira amostra: 15h
Calculo: mg/dl = 0,2 x 2 x 667 = 266,8

Segunda amostra: 15h30min
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lacteo que inibe a sintese do colesterol.

Os estudos realizados por Hepner et al.® consideram que o efeito
hipocolesterolémico nao é devido a acgéo direta do iogurte sobre a flora
intestinal.

Os autores sugerem que estudos posteriores devem ser realizados
para determinar se dito efeito € devido a modificagbes quimicas dos
componentes do iogurte ou aos metabdlicos bacterianos existentes no
mesmo.

Baseados neste estudo, conseguiu-se demonstrar gue este alimento
lacteo tem a capacidade de degradar o colesterol in vitro através da
atividade dos componentes microbianos existentes no iogurte (lactobacilos e
Streptococcus thermopfyllus). A propriedade de degradagdo do teor de
colesterol existente na solugdo de iogurte € proporcional ao tempo de
exposicéo dos microorganismos sobre o coleterol existente na solucéo.
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