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Perfil de acidos graxos de iogurte produzido com diferentes
culturas bacterianas*

Fatty acid profile of produced with different cultures yogurt startes

Marceli Pazini Milani,** Diego Prado de Vargas,*** José Laerte Nérnberg**

Resumo

Objetivou-se avaliar o perfil de acidos graxos do iogurte produzido com diferentes culturas fermentadoras, seu comportamento
durante o processo fermentativo e seu valor nutricional (indices aterogénico e trombogénico). Testaram-se trés formulagbes
de culturas fermentadoras: Padrao (Lactobacillus bulgaricus e Streptococcus thermophilus); Padréo + probidtico (Lactobacillus
acidophilus e Bifidobacterium sp) e probiético. Amostras do leite obtidas durante e apds a fermentagéo, foram analisadas quanto
ao perfil de acidos graxos. A gordura foi extraida por Bligh e Dyer, a preparagédo dos ésteres metilicos por Hartman e Lago, a
determinacéo e quantificacdo por cromatografia gasosa. As diferentes culturas fermentadoras n&o tiveram efeito sobre o perfil de
acidos graxos do iogurte produzido. O teor de acido linoleico conjugado nao diferiu entre os tratamentos. Observou-se uma variagéo
nos teores de palmitico, palmitoléico e a-linolénico durante o processo fermentativo. Entretanto, a utilizagéo de diferentes culturas
nao teve efeito na relagdo n6/n3 e nos indices aterogénico (IA) e trombogénico (IT) entre os tratamentos e desses com o leite.

Palavras-chave: acido linoleico conjugado, leite fermentado, funcional.

Abstract

The objective was to evaluate the fatty acid profile of yogurt produced with different fermenting cultures, their behavior during the
fermentation process and its nutritional value (atherogenic and trombogenic indexes). Tree formulations were tested fermenting
cultures: Standard (Lactobacillus bulgaricus e Streptococcus thermophilus); Standard + probiotic (Lactobacillus acidophilus and
Bifidobacterium sp) and probiotic. Samples of the milk obtained during and after fermentation were analyzed for their fatty acid
profile. The fat was extracted by Bligh and Dyer, the preparation of the methyl esters and by Hartman and Lago, determination and
quantification by gas chromatography. The different fermenting cultures had no effect on the fatty acid profile of the produced yogurt.
The conjugated linoleic acid content did not differ between treatments. There was a variation in the levels palmitic, palmitoleic acid
and a-linolenic during the fermentation process. However, the use of different cultures had no effect on the relationship n6/n3 and
atherogenic index (IA) and thrombogenic (IT) between these treatments and with the milk.

Keywords: conjugated linoleic acid, femented milk, functional.

Introducao acidos graxos de cadeia entre 10 e 18 carbonos, principalmente
o miristico (C 14:0), palmitico (C 16:0) e possivelmente o laurico
(C 12:0). Além disso, a gordura do leite caracteriza-se por ser
uma das fontes naturais mais ricas de acido linoleico conjugado
(CLA) (Collomb et al., 2006). A presenca de CLA agrega valor ao
leite e seus derivados, uma vez que ha relatos de seu efeito como
anticarcinogénico, redutor da deposi¢do de gordura corporal,
inibidor do desenvolvimento de aterosclerose, estimulador da
resposta imune (Bhattacharya et al., 2006) e redutor da glicemia,
sendo a quantificagdo destes constituintes nos alimentos uma
questao relevante para a saude dos consumidores. Além do
CLA, esse alimento é fonte de acidos graxos essenciais, linoleico
individuos que os ingerem, seja pelo efeito da ingestao dos (C18:2 n6) € a-linolénico (C 18:3 n3), o qual esta associado
microrganismos em si como dos metabdlidos oriundos do a° Menor risco de doengas cardiacas isquémicas, e butirato,
processo fermentativo (Antunes, 2001). que age como pot_ente gger)te aptlmutagenlco, inibe células
cancerigenas e acéo antiproliferativa.

A produgdo de lacteos fermentados por muito tempo esteve
representada pelo iogurte tradicionalmente produzido com
cultivos protosimbidticos de Streptococcus salivarius subsp.
thermophilus e Lactobacillus delbrueckii spp. Bulgaricus. No
entanto, novas culturas vém sendo estudadas para serem
usadas de forma associada ou nao a cultura tradicional,
quer como agentes biotecnoldgicos, ou seja, que melhoram
as caracteristicas do produto tradicional, por reduzir a
pos-acidificagdo do iogurte, fato evidenciado pela agao do
Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium SP, quer como
agentes terapéuticos, que promovem efeitos benéficos nos

Agordura do leite se caracteriza pela maior proporgéo de acidos oL ) ) . )

graxos saturados, com cadeias de 4 a 16 carbonos. Em geral, A avaliacdo dos alimentos ou dietas € importante, visto que
acidos graxos saturados tendem a elevar tanto o colesterol ~Nem todos os lipidios tém o mesmo potencial no aparecimento
LDL como o HDL; Contudo, esse efeito parece estar limitadoa  de doencas cardiovasculares. Em revis&o sobre os efeitos dos
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lipidios na ocorréncia de doenga cardiaca coronariana, Ulbricht;
Southgate (1991) verificaram que a avaliagdo da relagao de
lipidios polinsaturados/saturados néo é adequada para avaliar as
dietas ou alimentos, pois apenas trés acidos graxos séo de fato
hipercolesterolémicos (C 12:0, C 14:0 e C 16:0). Dessa forma,
propuseram a utilizagdo de dois indices na avaliagao lipidica
dos alimentos, o indice aterogénico (IA) e o indice trombogénico
(IT), tais indices constituem uma ferramenta matematica para
compreender o valor nutricional dos alimentos estudado.

Pesquisa tem relatado que a adigédo de bactérias acido-lacticas
(LAB — Lactic Acid Bacteria), especialmente Lactobacillus e as
bifidobactérias, em produtos lacteos, pode contribuir para a
producdo de acidos graxos livres, pela lipdlise da gordura do
leite (Coskun e Ondul, 2004).

O objetivo do trabalho foi estudar o perfil de acidos graxos
do iogurte produzido com diferentes culturas fermentadoras,
seu comportamento durante o processo fermentativo e o valor
nutricional do produto final através dos indices aterogénico e
trombogénico.

Material e métodos

Para obtencéo dos iogurtes, foram utilizados 1000 mL de
leite UHT integral, adquirido em estabelecimento comercial
e diferentes tipos de cultura lactea. Os ingredientes foram
misturados e incubados em banho-maria a 42°C para o
processo de fermentagdo. Subamostras foram coletadas de
duas em duas horas, até que a fermentagao fosse considerada
completa (pH 4,6), o que se deu apds 6 horas. Medidas de pH
e acidez titulavel foram determinadas durante o processo. Apos
a fermentagdo, o produto foi submetido a imersdo em banho
de gelo para reduzir a temperatura imediatamente, sendo
entdo mantido sob refrigeragéo (5°C), 24 horas apds o inicio
do processo fermentativo, um nova sub amostra foi coletada
de cada tratamento.

Foram preparados trés tipos de iogurte conforme o tipo de cultura
utilizada: Padréo (Lactobacillus bulgaricus e Streptococcus
thermophilus); Padrdo + Probidtico (Lactobacillus acidophilus
e Bifidobacterium sp) e Probidtico.

Para determinagéo dos acidos graxos a gordura do leite e das
amostras de iogurte foram extraidas pelo método Bligh e Dyer
(1959), com mistura de solvente agua-metanol-cloroférmio a frio.
A preparacgao dos ésteres metilios foi feita por meio do método
proposto por Hartman e Lago (1973). O perfil de acidos graxos foi
determinado por cromatografia gasosa, utilizando cromatdgrafo
Agilent 6890, equipado com coluna capilar de silica fundida,
SP-2560 (100m X 0,2mm X 0,2mm; Supelco) e detector de
ionizagdo em chama (FID). Cada corrida teve duracdo de 70
minutos. A temperatura do injetor foi de 250°C e do detector de
300°C. Ainjecao foi no modo “split”, com relagdo 21:1. O gas de
arraste foi o hidrogénio com fluxo de 40mL/minuto e de pressao
na cabela da coluna.

Aidentificagdo dos acidos graxos foi efetuada pela comparagéo
dos tempos de retengdo com padrdes de ésteres metilicos
(FAMEs Mix 37 components, Supelco) e como padrado interno
sendo utilizado o acido heptadecanoico. A quantificagéo foi
determinada pela area do pico do éster metilico dos acidos
graxos, em relagdo a area total dos picos identificados,
expressos em mg/g de acidos graxos totais.
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A avaliagdo da qualidade dietética dos acidos graxos foi
determinada segundo Ulbricht. Southgate (1991), conforme
equacdes abaixo.

L+4M+P

indice Aterogénico (IA) = ————— (1)

M+P+S 5
0,50+0,5M’+0,5n6+3'n3+(§) (2)

indice Trombogénico (IT) =
Onde,

L = laurico (C 12:0)

M = miristico (C 14:0)

P = palmitico (C 16:0)

n3 e n6 = acidos graxos polinsaturados das respectivas familias
O = oleico

M’ = restante dos acidos graxos monoinsaturados.

Todas as analises foram feitas em duplicata e os resultados
submetidos a analise de variancia (ANOVA) usando o software
Statistica 8 (StatSoft Inc., 2009). As médias foram comparadas
usando-se o teste Tukey ao nivel de significAncia de 5%
(P<0,05).

Resultados e discussao

Os resultados apresentados na Tabela 1 demonstram que a
interagéo entre cultura bacteriana e tempo néao foi significativa
para as variaveis estudadas. Dessa forma, as diferengas
observadas entre o tempo nao tem influéncia da cultura
utilizada, e vice-versa. As atividades enzimaticas diferentes de
cada cultura iniciadora, tém sido identificadas como fatores que
podem influenciar o teor de CLA (acidos linoleico conjugado) dos
produtos lacteos fermentados (Sieber et al., 2004). Lactobacillus
acidophilus foi capaz de aumentar o teor de CLA em leites
fermentados, devido a presenga de alto nivel da enzima acido
linoleico isomerase (LIM et al., 2000). No entanto, nesse estudo,
as culturas utilizadas ndo demonstraram tal capacidade.

O perfil de acidos graxos do iogurte esta diretamente relacionado
com a matéria-prima utilizada para sua formulagdo. Entretanto,
outra forma de alterar essa caracteristica no produto final,
esta no processo fermentativo, mais especificamente, nas
cepas bacterianas utilizadas para a produgéo desse alimento.
A composigdo quimica do alimento lacteo é influenciada
diretamente pela atividade metabdlica da bactéria, que
interage com o meio durante o seu crescimento, convertendo
determinados componentes em produtos do seu metabolismo
(Heller, 2001).

A cultura fermentadora nao teve efeito sobre o perfil de acidos
graxos do iogurte produzido. Entretanto, &€ possivel observar
o0 aumento no teor de butirato no iogurte quando comparado
com o leite. Essa diferengca ndo se mostra significativa
quando comparamos os tratamentos entre si, mas quando
comparamos o teor de butirato do leite com o iogurte produzido,
independentemente da cultura utilizada, essa diferenga se
mostra significativa (p=0,03), entre os valores de 4,43 do
leite e 9,52mg de butirato a cada 100g de gordura do iogurte,
tendo esse um acréscimo de 115% no teor de butirato quando
comparado com o leite que o originou. A producdo de acido
butirico pode conferir propriedades farmacéuticas ao produto,
uma vez que estudos ja demonstram sua agdo na modulagao,
morte e diferenciacao celular, tendo dessa forma uma acgéo
protetora contra o cancer (Nohara et al., 2007).



Tabela 1: Perfil de acidos graxos do leite e iogurte produzido com diferentes culturas
fermentadoras 24 horas apds a fabricagéo

Cultura fermentadora*

Acido graxo
Leite Padrédo Padrao+ Probidtico Probiotico p
Butirico C4:.0 4,43 7,07 8,58 12,90 0,46
Caproico C6:.0 0,61 0,57 0,54 0,58 0,58
Caprilico C8:0 0,51 0,47 0,49 0,46 0,66
Caprico C 10:0 1,40 1,32 1,38 1,30 0,58
Laurico C12:0 2,02 1,64 1,97 1,64 0,36
Miristico C14:.0 8,96 8,68 8,70 8,34 0,62
Miristoleico C 14:1 0,65 0,63 0,59 0,60 0,80
Pendadecanoico C 15:.0 1,10 1,07 1,06 1,01 0,46
Palmitico C 16:0 28,95 28,33 27,55 26,81 0,55
Palmitoléico C 16:1 1,69 1,58 1,54 1,47 0,48
Margarico C17:0 0,85 0,83 0,80 0,76 0,35
Estearico C 18:0 16,06 16,00 15,31 14,78 0,43
Vacénico C 18-1 t11 3,80 3,70 3,53 2,96 0,18
Oléico C18:1n9 24,41 24,04 24,10 22,69 0,49
Linoléico C 18:2n6 1,67 1,63 1,71 1,57 0,50
CLA C18:2c9t11 0,89 0,91 0,89 0,80 0,15
a-Linolénico C18:3n3 0,34 0,29 0,33 0,31 0,63
> AGS 65,41 66,38 66,62 69,02 0,37
> AGI 34,59 33,62 33,28 30,98 0,37

*Padrao: Lactobacillus desbrueckii subsp. Bulgaricus e Streptococcus salivarius subsp. thermophilus.

Probiética: Bifidobacteria.

**Abreviagdes: CLA: Acido linoleico conjugado; AGS: Acidos graxos saturados; AGI: 4cidos graxos

insaturados.

Resultados expressos em mg/100g de gordura. Significancia (P<0,05).

O teor de CLA nao apresentou aumento
significativo do leite para o iogurte
produzido, em nenhuma das culturas
bacterianas utilizadas. Resultado
diferente do relatado por Yadav (2007)
em pesquisa com leite de bufala para
producdo de Dahi probiotico, que
observou aumento significativo do teor
de CLA durante a fermentacéo, o qual
se manteve constante por até 10 dias de
armazenamento.

Como nao houve interagédo entre a
cultura fermentadora utilizada e o
tempo de fermentagéo sobre o perfil de
acidos graxos dos iogurtes, faz-se uma
analise estatistica do efeito do tempo
independentemente da cultura utilizada.
Dessa forma, & possivel observar uma
variagéo significativa durante o processo
fermentativo para os acidos graxos:
palmitico, palmitoleico e a-linolénico,
em ambos essa variagdo nao é linear,
apresentando flutuagdes no decorre do
tempo, aumentando e diminuindo de
forma inconstante (Tabela 2).

A Tabela 3 apresenta os indices de 1A e
IT, os quais ndo apresentaram diferenga
significativa entre os tratamentos, tam-

1M

bém nao diferindo desses para com o leite
utilizado para a produgdo dos mesmos.
O valor de IA e IT logo apés o término do
processo fermentativo ndo foi diferente,
significativamente, para o valor obtido 24
horas apés a fermentacao.

Segundo Tonial et al. (2010), os IA e IT
indicam o potencial de estimulo a agregagéo
plaquetaria, ou seja, quanto menores os
valores de IA e IT, maior a quantidade
de acidos graxos antiaterogéncios
presentes e, consequentemente, maior
€ o potencial de prevengdo de doengas
coronarianas. Desta forma, a redugao
desses indices refletiria em um valor
nutritivo mais adequado para a saude
humana. Entretanto, os iogurtes e o leite
fermentado ndo apresentaram melhora
com relacgao ao leite que o originou.

Existe pouca literatura sobre valores de 1A
e IT. Comparando-se os valores de IAe IT
do leite com os obtidos por Ribeiro et al.
(2011), os deste trabalho apresentaram-se
superiores aos encontrados. Arelagdo n6/
n3 nao apresentou diferenca significativa
entre os tratamentos e desses com o leite.
De acordo com a FAO, valores abaixo
de 10 sugerem quantidades desejaveis
a dieta para a prevengao de riscos
cardiovasculares.

Tabela 2: Perfil de acidos graxos dos iogurtes em fungédo do tempo apds inicio da

fermentacéao
Acido graxo Tempo (h)
0 2 4 6 24 p
Butirico C4.0 4,43 9,8 4,56 18,62 10,17 0,08
Caproico C6:.0 0,61 0,55 0,57 0,58 0,52 0,20
Caprilico C 8.0 0,51 0,45 0,47 0,46 0,49 0,42
Céaprico C 10:0 1,40 1,26 1,34 1,26 1,41 0,42
Laurico C12:0 2,02 1,82 1,50 1,80 2,01 0,43
Miristico C 14:0 8,96 8,15 8,98 7,97 8,81 0,11
Miristoleico C 141 0,65 0,52 0,64 0,57 0,64 0,13
Pendadecandico C 15:0 1,10 1,01 1,10 0,96 1,06 0,07
Palmitico C 16:0 28,95% 27,20% 29,282 24,91° 27,47* 0,04
Palmitoleico C 16:1 1,69° 1,562% 1,572 1,35° 1,49®* 0,02
Margarico C17:.0 0,85 0,78 0,85 0,72 0,78 0,09
Estearico C 18:0 16,06 15,2 16,6 13,94 15,01 0,17
Vacénico C 18-1 t11 3,80 3,11 3,77 2,83 3,48 0,33
Oleico C 18:1n9 24,41 24,40 25,01 21,05 23,18 0,08
Linoleico C18:2n6 1,67 1,84 1,68 1,43 1,57 0,06
CLA C 18:2 c9t11 0,89 0,86 0,90 0,77 0,87 0,51
o-Linolénico C 18:3n3 0,342 0,33® 0,33®® 0,23* 0,32®® 0,001
> AGS 65,41 66,61 6542 71,35 67,91 0,09
> AGI 34,59 33,39 34,58 2865 32,09 0,09

*Abreviagdes: CLA: Acido linoleico conjugado; AGS: Acidos graxos saturados; AGI: acidos graxos

insaturados.

Resultados expressos em mg/100g de gordura. Significancia (P<0,05).
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Tabela 3: Qualidade dietética dos iogurtes produzidos com diferentes

Conclusoes

culturas fermen-tadoras e do leite utilizado como matéria-

As diferentes culturas bacterianas utilizadas para a

prima . ) e Hedilds pdie
producao de iogurte ndo tiveram efeito significativo
Cultura A T n6 n3  n6/n3 no perfil deA aqdos graxos e nos |n'd|'0(.es aterogénico
— - - e trombogénico. O metabolismo lipidico que ocorre
Padrao (Lactobacillus bulgaricus e 223 343 1,88 033 570 durante o processo fermentativo leva a uma variag&o
Streptococcus thermophilus) . . . L .
inconsistente no perfil de acidos graxos, que podera
Padrao + probic’)tico (Lactobacillus 2,23 3,41 1,89 0,35 5,40 ainda ser exp|orada com pesquisas que estudem
acidophilus e Bifidobacterium sp) concomitantemente a contagem bacteriana presente
Probiotico 229 345 166 033 503 nas amostras em diferentes tempos, a fim de avaliar
Leite in natura 223 331 195 045 433 quais os microrganismos predominantes e sua

*Abreviagdes: IA: indice aterogénico; IT: indice Trombogénico; né: 4cidos graxos Gmega

6; n3: acidos graxos 6mega 3.
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