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RESUMO. O objetivo do trabalho foi avaliar o efeito da ingestio
didria de um novo produto de soja, fermentado com Enterococcus
faecium e Lactobacillus jugurti sobre os niveis de lipides séricos
de individuos normocolesterolémicos, adultos e do sexo masculino.
O estudo foi randomizado, duplo cego e controlado por placebo,
com durac@o de 6 semanas. Quarenta e quatro voluntérios, com
idade entre 40 e 55, anos foram aleatoriamente separados em 2
grupos: um que recebeu diariamente 200 ml do produto fermentado
(grupo F) e o outro que recebeu 200 ml de piacebo (grupo P).
Amostras de sangue foram retiradas no inicio do estudo e depois
de 3 e 6 semanas e analisadas quanto aos niveis de colesterol total,
HDL-colesterol e triglicérides. A concentragio do LDL-colesterol
foi obtida por cdlculo. Os resultados mostraram que nenhuma
alteragdo significativa foi observada nos niveis de colesterol total,
LDL-colesterol e triglicérides do grupo F, durante o periodo de 6
semanas, enquanto que o nivel do HDL-colesterol se mostrou
significativamente aumentado (p<0,05) ao final do mesmo periodo.
No grupo P, o colesterol total e o LDL-colesterol apresentaram-se
com um aumento significativo (p<0,05) ao final de 6 semanas, em
relagdo aos valores iniciais, mas sem alteragdes nos niveis de HDL-
colesterol e triglicérides. Em conclusio, a ingestdo de 200 ml/dia
do produto de soja fermentado foi capaz de manter inalterada a
concentracao de colesterol total e de LDL-colesterol, e de aumentar
em 10% o nivel do HDL-colesterol, nas condigdes de estudo.
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INTRODUCAO

Os alimentos fermentados tém se constituido em
importantes componentes da dieta devido nfo somente as
suas caracteristicas nutricionais, mas também, as suas
propriedades profildticas e/ou terapéuticas, dentre as quais,
destaca-se o efeito hipocolesterolémico.

Virios estudos tém investigado o efeito redutor de
colesterol de certas bactérias ldticas presentes em
determinados produtos fermentados (1-6). Entretanto, a
maioria desses estudos foi realizada com o Lactobacillus
acidophilus, ndo havendo muita informag@o sobre outras
bactérias que poderiam apresentar efeitos similares.

Dentro desse contexto, Rossi et-al (7) realizaram um
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SUMMARY. Effect of a new fermented soy milk product on
serum lipid levels in normocholesterolemic men. This study was
undertaken to verify the effect of a daily intake of a new fermented
soy milk produced with Enterococcus faecium and Lactobacillus
jugurti on the serum lipid levels in normocholesterolemic middle-
aged men. The study was randomized, double-blind and placebo-
controlled and was performed for a period of 6 weeks. Forty-four
normocholesterolemic healthy, male volunteers, aged 40-55 years
old were randomly separated in two groups: The F-group received
200 ml of the fermented product daily and the P-group received
200 ml of placebo (chemically fermented). The blood samples were
drawn initially and after 3 and 6 weeks and serum values for total
cholesterol, HDL-cholesterol and triglyceride were determined. The
LDL-cholesterol value was estimated. No significant changes in
the fermented group (F) were observed for total cholesterol, LDL-
cholesterol or triglyceride levels, while the HDL-cholesterol level
was significantly higher (p< 0,05) after 6 weeks. The total
cholesterol and LDL-cholesterol levels were significantly higer (p<
0.05) in the placebo group (P), but no changes were found for the
HDL-cholestrol and triglyceride levels during the experimental
period. In conclusion, the intake of 200 ml/day of the fermented
soy milk, produced with E.faecium and L. jugurti , for 6 weeks, did
not affect the serum total cholesterol and LDL-cholesterol, and
led an increase of 10% in the HDL-cholesterol level.

Keywords: Cholesterol, soybean, fermentation.

estudo com o Enterococcus faecium ¢ demonstraram a
capacidade in vitro desse microrganismo de reduzir em
aproximadamente 54% o colesterol adicionado ao meio de

- cultivo. Apoiados nesses resultados, foi desenvolvido um

produto de soja fermentado com o E. faecium associado ao
Lactobacillus jugurti, o qual apresentou propriedades
tecnoldgicas e sensoriais semelhantes aos fermentados
tradicionais (8). O efeito hipocolesterolémico desse produto
foi verificado em coelhos machos, hipercolesterolémicos e
com idade de 8 semanas. Os resultados mostraram que uma
dose de 10 ml/dia, administrada durante 30 dias, foi capaz
de reduzir o nivel de colesterol total em 18,4% e de aumentar
a fracdo HDL em 17,8% (9). Considerando a importancia
de se conhecer o comportamento deste produto em humanos,
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o presente estudo foi conduzido com o objetivo de avaliar o
efeito decorrente da sua ingestdo didria, sobre os niveis de
lipides séricos de individuos normocolesterolémicos, adultos
e do sexo masculino.

MATERIAL E METODOS

Material

Constituido por amostras de “iogurte” de soja fermentado
com Enterococcus faecium e Lactobacillus jugurti e de
placebo (produto ndo fermentado), ambos produzidos na
Unidade de Producdo e Desenvolvimento de Derivados de
Soja -UNISOJA da FCF-UNESP-Araraquara.

Grupo de estudo

Constituido por 44 pessoas voluntdrias do sexo masculino,
com idade entre 40 e 55 anos, que apresentavam niveis
normais de colesterol total, HDL-colesterol, triglicérides,
glicose, alanina-aminotransferase (ALT), aspartato-
aminotransferase (AST) e creatininina. Todos apresentavam
pressdo arterial abaixo de 130/85 mm Hg, ndo possuiam
histéricos de doencas cardiovasculares, cerebrovasculares ou
metabdlicas. Os voluntdrios foram devidamente instruidos
quanto ao tipo de estudo, objetivos, conduta individual,
medidas de seguranca e consideragdes sobre riscos’.

Planejamento experimental

O estudo foi duplo cego, randomizado, controlado por
placebo e teve uma duragdo de 6 semanas.

Os individuos foram aleatoriamente divididos em 2
grupos, cada um com 22 pessoas. Um grupo consumiu
diariamente 200 ml do produto fermentado (grupo F),
enquanto o outro consumiu diariamente 200 ml de placebo
(grupo P). Todos foram orientados para que mantivesse
constante o hordrio de ingestdo do produto ao longo do
experimento.

Amostras de sangue foram coletadas no inicio do estudo
(determinacdo inicial) e no final da 3* ¢ 6* semanas, sempre
no periodo da manhd, apds um jejum de no minimo 12 horas.

Obtencao do produto fermentado

O produto foi processado na Unidade de Desenvolvimento
e Producio de Derivados de soja -UNISOJA do Depto. de
Alimentos e Nutri¢cdo da FCF/UNESP, a cada 7 dias, de acordo
com a metodologia descrita por Rossi et al (10), tendo a
seguinte constitui¢do basica: extrato aquoso de soja (“leite”
de soja) acrescido de 8% de sacarose; 1,0% de Sleo de soja;
1% de lactose e 0,5% de gelatina. Como indculo foi utilizado
1,5% (v/v) de cultivo E. faecium CRL 183 e 1,5% (v/v) de
cultivo de L. jugurti 416. O produto depois de fermentado
apresentou a seguinte composi¢cdo quimica: 3,39% de

proteina; 2,74% de lipides; 12,05% de carboidratos; 0,47%
de cinzas e 81,32% de umidade, fornecendo 864,2 Kcal/litro.

Cada lote de produto foi submetido a uma quantificagdo
de células vidveis, empregando-se meios de cultivos
especificos: M17 dgar e MRS 4gar. As coldnias formadas
foram contadas e tiveram suas caracteristicas morfolégicas
observadas.

O placebo, de constituigdo idéntica ao produto
fermentado, apenas sem conter os microrganismos em estudo,
foi acidificado pela adi¢do direta de 4cido ldtico de grau
alimenticio, até que fosse alcangado o pH idéntico ao do
produto fermentado.

Dosagem dos lipides séricos

As dosagens do colesterol total, HDL-colesterol e
triglicérides foram realizadas em soros obtidos das amostras
de sangue, por meio de “kits” enzimaticos especificos:

- Para o colesterol total foi empregado o método do
“colesterol fast-color” (11).

- Para o HDL-colesterol, foi necessdrio primeiramente
realizar uma precipitagdo seletiva de lipoproteinas,
segundo a metodologia de Bergmeyer (12) e,
posteriormente, determind-lo pelo método utilizado para
o colesterol total.

- Os triglicérides foram determinados pelo método do
“triglicérides fast-color” (13).

Quanto ao LDL-colesterol, as concentragdes foram
calculadas por meio da equagdo de Friedwald (14).

Analise estatistica

Os dados foram submetidos a andlise de varidncia
(ANOVA). As comparagdes, intra-grupos, das médias foram
feitas pelo teste de Newmaan-Kewls, por meio do programa
GB-STAT para MS windows, versédo 5.3.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dados clinicos dos individuos voluntérios, observados
no inicio do estudo, mostraram que todos apresentavam-se
sem deficiéncias renais ou hepidticas, sem diabetes e nio
hipertensos, isto é: pressdo arterial < 130/85 mm Hg (Tabela

1).

* Protocolo aprovado pelo Comité de Eticaem pesquisa com seres humanos
da Faculdade de Ciéncias Farmac€uticas de Araraquara-UNESP.
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TABELA 1
Dados clinicos dos individuos pertencentes aos
grupos de estudo

GF GP
N® de individuos 22 22
Pressdo arterial cistélica (mm Hg) 1180+£3 116,02
Pressdo arterial diast6lica (mm Hg) 80,01 780+ 1
Colesterol total (mg/dl) 20805 17304
Colesterol HDL (mg/dl) 46,02 48.0%2
Colesterol LDL (mg/dl) 1280+4 101057
Triglicérides (mg/dl) 171,0+18 118,08
Glicose (mg/dl) 90,0+7 940%13
AST-Aspartato amino transferase (U/1) 29,0x6 30,07
ALT-Alanina amino transferase (U/1) 32,0+£10 31.0+10
Creatinina (mg/dl) 1,1 £0.1 1,0£0,1

Todos os valores representam as determinagdes realizadas antes
do inicio do estudo e s3o apresentados como média + desvio padrao.
GF = grupo de individuos que consumiram o produto fermentado e
GP = grupo de individuos que consumiram o placebo.

* p<0.001

Com excec¢d@o do colesterol total, HDL-colesterol e
triglicérides, que por conseqiiéncia da distribuigdo randdémica
apresentaram valores significativamente maiores (p<0,05)
para o grupo F, nenhuma diferenga significativa foi observada
entre os dois grupos nos demais pardmetros avaliados.

Em todos os lotes dos produtos fermentados, processados
e utilizados durante os experimentos, foram realizadas, em
triplicata, as contagens de cé€lulas vidveis (cocos e bacilos),
as quais se apresentaram sempre na ordem de 10* UFC/ml,
tanto para o E. faecium como para o L .jugurti ,nimero
suficiente para que o produto pudesse ser caracterizado como
probidtico (15).

Apds 3 semanas de consumo do produto fermentado, o
grupo F apresentou valor médio de colesterol total sem
diferenca significativa do valor inicial e mesmo do valor
observado para o periodo de 6 semanas de estudo, isto €, o
nivel de colesterol total permaneceu inalterado durante todo
o periodo de estudo (Tabela 2). O mesmo nio foi observado
para o grupo que consumiu 0 placebo (grupo P) cujo valor
de 3 semanas foi significativamente maior (p< 0,001) que o
valor inicial e significativamente menor (p < 0,05) que o
valor observado ao final de 6 semanas, demonstrando, ao
contrdrio do grupo F, que os niveis de colesterol total
aumentaram em torno de 18% ao longo do estudo.

Com relagdo ao HDL-colesterol, os resultados mostraram
que o grupo F apresentou uma elevagio desses niveis,
chegando a um aumento de cerca de 10% ao final de 6
semanas (Tabela 2), enquanto que o grupo P apresentou os
valores inalterados durante todo o periodo.

TABELA 2
Concentracdo de lipides séricos nos grupos de individuos
que consumiram produto fermentado e placebo, durante o
periodo de estudo.

Inicial 3 Semanas 6 Semanas
Colesterol total
GF 208,0+5,0 212,0£50 212,0+£50
GP 173,0+ 4,0 195,0 £ 6,0 205,0+6,0™
HDL-Colesterol
GF 46,0+ 2 46,01 510+£2°
GP 48,0+ 2 48,02 44012
LDL-Colesterol
GF 1280+ 4 1330£6 1250+5
GP 101,05 125,01 6" 13207
Triglicerideos
GF 1710+ 18 193,0+ 17 1740 £ 12
GP 118,0+ 8 140,013 1440+ 10

valores expressos em mg/dl (média + desvio-padrdo)

GF = grupo que consumiu produto fermentado: GP = grupo que
consumiu placebo.

Comparagdo estatistica intra-grupos: valores com letras diferentes
indicam diferenga significativa entre si para p < 0,05; * indica
diferenca significativa em relag@o ao valor inicial, para p < 0,001.

Também na Tabela 2 encontram-se os resultados
referentes a fracdo LDL, cujos valores apresentaram-se sem
diferenga significativa, durante o periodo de estudo, para o
grupo F, mas crescentes para o grupo P, indicando neste caso
um aumento de aproximadamente 30% na 6* semana, em
relagdo ao valor inicial. Esse resultado é devido, em parte,
ao aumento do colesterol total observado para o grupo P.

Para os triglicérides, os niveis permaneceram sem
alteragdes durante as 6 semanas de estudo, tanto para 0 grupo
F como para o grupo P, demonstrando que o produto
fermentado ndo exerceu nenhum efeito sobre esse lipide
sérico.

Os valores das fragdes HDL e LDL quando relacionados
com o colesterol total ou entre si, permitem o estabelecimento
do grau de risco coronariano (14). Com base nos valores de
referéncia foi possivel calcular o grau de risco coronariano
para os dois grupos em estudo. Pode-se notar na Figura |
que para o grupo F, no inicio do estudo, 32% dos individuos
apresentavam um grau de risco moderado (RM) e ao final do
estudo esse percentual caiu para 14%. Consequentemente o
percentual de individuos com risco padrdo (RP) ou baixo
(RB) aumentou de 68% para 86%. Sem divida, o fato da
grande maioria dos individuos do grupo F terem, ao final do
estudo, se caracterizado como individuos de risco coronariano
padrdo ou baixo se deve ao aumento dos niveis da fracdo
HDL e a manutenc¢@o dos niveis de LDL e de colesterol total.
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FIGURA 1
Distribuic3o percentual dos individuos em estudo
em fungdo do grau de risco coronariano e do tempo
de experimentagdo
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GF = grupo que consumiu produto fermentado: GP = grupo que
consumiu placebo.

RM = risco moderado; RP/RB = risco padrio ou risco baixo.

Por outro lado, os individuos do grupo P que no inicio do
estudo apresentavam-se todos situados dentro do risco padréo
ou baixo, ao final da 6* semana apenas 54% permaneceram
nessa faixa de risco e os restantes (46%) passaram para a
faixa de risco moderado, fato este explicado certamente pelo
aumento da fracdo LDL observado para o grupo em questio.

Em trabalho semelhante realizado por Agerbaek et al (16),
os autores, utilizando também E.faecium e com um
planejamento experimental de 6 semanas, encontraram que
o produto fermentado levou a uma redug@o nos niveis de
colesterol total, enquanto que o placebo fez com que esses
valores permanecessem inalterados. Entretanto, é vélido
salientar que esses autores utilizaram o S.thermophilus como
microrganismo associado ao E. faecium e o leite de vaca como

matéria-prima, que segundo alguns pesquisadores, apresenta

por si s6 um “fator de redug@o do colesterol” (17-19). Esse
estudo foi refeito por outros pesquisadores, apenas
aumentando o tempo de observagdo de 6 semanas para 6
meses. Os autores concluiram que a redugfo da fragdo LDL
no grupo que consumia o produto fermentado, sé era
verificada até o primeiro més de estudo. A partir disso, 0s
niveis dessa fracdo passaram a apresentar-se sem diferenga
significativa para os dois grupos em estudo (20).

Desde a publicagdo do trabalho pioneiro de Mann &

Spoerry (21), demonstrando o efeito hipocolesterolémico de
produtos fermentados com L. acidophilus, muitos outros
trabalhos nesta mesma linha t€ém sido apresentados € com
eles um grande ndmero de mecanismos foram sugeridos, sem,
entretanto, nenhum ter sido comprovado até o presente
momen(o.

Sendo assim, torna-se muito dificil tentar propor alguma
explicagdo vidvel para os efeitos observados nesse estudo,
principalmente pelo fato do efeito hipocolesterolémico ndo
ter sido explicitamente evidenciado, mas sim de uma forma
indireta (impedindo o aumento do colesterol total no grupo
F em relagao ao grupo P). Por outro lado, o efeito positivo
do aumento da fracdo HDL permite supor uma provével agdo
do produto fermentado ao nivel da sintese do colesterol, ndo
se aplicando neste caso em particular, nenhum dos
mecanismos baseados na desconjugacdo de sais biliares pelos
microrganismos do produto, condi¢@o que ocasionaria uma
diminui¢@o na absor¢do do colesterol exdgeno (3, 22, 5).
Entretanto, os resultados desse estudo, permitem afirmar que
os efeitos observados para o grupo F sao, sem divida,
dependentes da presenca dos microrganismos no produto
fermentado, cuja ac¢do poderia ser uma decorréncia direta
dessa presenca ou entdo devido a algum metabdlito produzido
durante o processo fermentativo.

Por outro lado, € sabido que a soja apresenta componentes
isoflavonicos que desempenham papel importante na redugéo
do colesterol (23, 24). Entretanto, n3o se pode atribuir a elas,
nem mesmo de forma parcial, os efeitos verificados no grupo
F, uma vez que os mesmos efeitos ndo foram observados no
grupo P. Isso pode ser explicado provavelmente pelo fato
das isoflavonas terem sido eliminadas, em grande parte, no
decorrer do processamento do “leite” (25) que se constitui
na matéria-prima bésica do produto fermentado em estudo.

CONCLUSOES

Em conclusgo, o consumo de 200 ml/dia do produto
fermentado com E. faecium e L. jugurti, por um periodo de
6 semanas, mostrou-se capaz de impedir um aumento do
colesterol total e da fracdo LDL e de propiciar uma elevagéo
em cerca de 10% na fragdo HDL. Essa situagdo permitiu
que 86% dos individuos apresentassem grau de risco
coronariano padrzo ou baixo ao final do estudo, evidenciando
que o produto pode conferir um “fator de protecdo™ a doengas
aterosclerdticas. Entretanto, esses resultados ndo podem ser
extrapolados para individuos do sexo feminino,
hipercolesterolémicos e com idade inferior a 40 ou superior
a 55 anos, uma vez que o estudo foi conduzido apenas com
pessoas do sexo masculino, normocolesterolémicas € com
idade entre 40 € 55 anos.
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