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APRESENTACAO

O presente livro “Alimento, Nutricao e Saude 4” esta composta por 17 capitulos com
vasta abordagens tematicas. Durante o desenvolvimento dos capitulos desta obra, foram
abordados assuntos interdisciplinar, na modalidade de artigos cientificos, pesquisas e
revisdes de literatura capazes de corroborar com o desenvolvimento cientifico e académico.

O objetivo central desta obra foi descrever as principais pesquisas realizadas em
diferentes regides e instituicbes de ensino no Brasil, dentre estas, cita-se: a caracterizagao
fisico-quimica de frutos, desenvolvimento de novos alimentos, analise sensorial, seguranca
alimentar, nutricdo funcional, utilizacdo de plantas medicinais com o objetivo de melhorar
os teores de nutrientes e possiveis efeitos sobre o emagrecimento, anélises fisico-quimica
e microbiolégicas. Sao contetdos atualizados, contribuindo para o desenvolvimento
académico, profissional e tecnolégico.

A procura por alimentos que contribuem para o bem-estar e prevencao de patologias
do individuo aumentou-se nos Ultimos anos. Deste modo, a tecnologia de alimentos deve
acompanhar a area da nutricdo com o objetivo de desenvolver novos produtos que atendam
a este publico. No entanto, é preocupante o grande niumero de pessoas que buscam realizar
“dietas” sem devido acompanhamento profissional, colocando em risco a sua salde.

O livro “Alimento, Nutricdo e Saude 4” descreve trabalhos cientificos atualizados
e interdisciplinar em alimentos, nutricdo e saude. Resultados de pesquisas com objetivo
de oferecer melhores orientagdes nutricionais, e alimentos que possam contribuir para
melhorar a qualidade de vida dos consumidores, obtendo uma alimentacéo saudavel e
prevenindo de possiveis patologias.

Desejo a todos (as) uma boa leitura.

Givanildo de Oliveira Santos
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RESUMO: O objetivo do trabalho foi desenvolver
um chocolate 70% de cacau incorporado de
acidos ursoélico e oleandlico e avaliar os efeitos
do seu consumo na saulde de individuos. O
chocolate foi desenvolvido a partir de uma
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E ENSAIO CLINICO

formulag@o contendo liquor de cacau, manteiga
de cacau, agucar refinado, lecitina de soja
liguida, e adicionado os &cidos ursélico e
oleandlico, correspondente a 150 mg de acidos/
barra de 25g de chocolate 70% de cacau para o
chocolate do grupo teste e sem os acidos para
0 grupo placebo. Depois, foram feitas andlises
fisico-quimicas, microbioldégicas e sensoriais
noschocolates. Para avaliagdo da saude de
individuos, foi realizado um ensaio clinico com o
chocolate desenvolvido, no qual 45 voluntarios,
durante 04 semanas, divididos em trés grupos:
um grupo teste, um grupo placebo e um grupo
controle. Os individuos foram submetidos a
testes laboratoriais e antropométricos em duas
ocasides, antes e apOs as semanas de ensaio
clinico. As anadlises revelaram que o chocolate
desenvolvido apresentou caracteristicas fisico-
quimicas e microbioldgicas dentro dos padrbes
aceitos para chocolate amargo e apresentou boa
aceitacéo sensorial. O resultado doensaio clinico
permitiu verificar que, os voluntarios apresentaram
reducdo nas medidas antropométricas, e
modificacdbes nos exames laboratoriais.Foi
possivel desenvolver e caracterizar o chocolate
70% com adicao de acido ursoélico e acido
oleandlico para ser utilizado como suporte de
intervengdes nutricionais que promovam saude.

PALAVRAS - CHAVE: Inovacdo. Alimentagéo
saudavel. Escolhas alimentares. Chocolate.
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HEALTH BENEFITS OF CHOCOLATE CONSUMPTION WITH HIGH
CONCENTRATION OF COCOA INCORPORATED FROM TRITERPENIC ACIDS,
ISOLATED FROM MANSOA HIRSUTA DC

ABSTRACT: The objective of the work was to develop a 70% cocoa chocolate containing
ursolic and oleanolic acids isolated from Mansoa hirsuta DC and to evaluate the effects of its
consumption on the health of individuals. Physical-chemical, microbiological and sensorial
analyzes were made in the chocolates. In order to evaluate the health of individuals, a clinical
trial was conducted with the developed chocolate, in which 45 volunteers, during 04 weeks,
were divided into three groups: a test group, a placebo group and a control group. The
individuals were submitted to laboratory and anthropometric tests on two occasions, before and
after the clinical trial weeks. The analyzes revealed that the developed chocolate presented
physical-chemical and microbiological characteristics within the standards accepted for bitter
chocolate and presented good sensorial acceptance. The results of the clinical trial showed
that the volunteers presented reduction in the anthropometric measurements and changes in
the laboratory tests.

KEYWORDS: food choices; healthy eating; innovation; chocolate.

11 INTRODUGAO

As Doencgas Cronicas Nao Transmissiveis (DCNT), entre as quais fazem parte o
acidente vascular cerebral, infarto, hipertensao arterial, cancer, diabetes e doencgas
respiratérias cronicas, sao hoje as principais causas de morbidade e mortalidade em todo
o mundo (Jasperset al., 2015). Em 2012 foram atribuidas 38 milhdes de ébitos as DCNT,
e estimativas indicam que esse numero devera ter um aumento significativo ao longo dos
proximos anos, podendo chegar a 52 milh6es de mortes em 2030(Arokiasamyet al., 2017).

Os gastos com as DCNT, somando os tipos principais, foram estimados em 53,8
bilhGes de dolares no ano de 2013 (Dinget al.,2016). Desta forma, € importante a prevencéo
dos fatores de risco associados asessas doencas, 0 que inclui uma mudanca nos habitos
alimentares (Libman, Freudenberg, Sanders, Puoane&Tsolekile, 2015).No entanto,
diversos artigos (Gough&Conner, 2016; Cheval, Audrin,Sarrazin&Pelletier, 2017) citam
como motivadores para a alimentacéo ndo-saudavel a falta de tempo e de prazer sensorial.
As propriedades sensoriais dos alimentos, o que engloba o sabor, textura, aparéncia e
odor, estdo entre os mais importantes elementos preditores da escolha humana alimentar
(Estima,Philippi& Alvarenga, 2009).

Assim, o chocolate pode ser uma alternativa saborosa e pratica além de minimizar
a falta de prazer na alimentag@osaudéavel.Os beneficios da utilizacao do chocolate amargo
para a saude sao largamente conhecidos, séo boas fontes de flavonodides e seu consumo
esta associado com a diminuicdo do risco de morte por doencgas cardiovasculares,
diminuicdo da presséo arterial e inibicdo da agregacdo plaquetéaria (Djousséet al.,2011).
Além dos flavondides, possui alguns fitoquimicos com efeitos estimulantes de bem estar
no cérebro, as metilxantinas (Schumacheret al., 2010) e ha evidéncias que o consumo
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chocolate amargo produz efeitos anti-inflamatérios (Colombo, Valente Filho, & Moreira,
2015).

N&o obstante, o mercado de chocolates com esse perfil ainda € pequeno, as
prateleiras ainda estdo cheias de produtos com alto teor de gorduras, aglcares e baixa
concentragdo de cacau e polifendis (Titton, Schumacher & Dani, 2014).0 cacau (Theobroma
cacao) é um fruto abundantena regido Sul da Bahia-Brasil, utilizado como base para o
chocolate, tem grande importancia cultural e econémica para a regiéo.

Além do cacau, outras plantas brasileiras possuem efeitos benéficos, destacando
aqui a Mansoa hirsuta DC, uma planta do semi-arido do Brasil, rico em acidos triterpénicos.
Do mesmo modo, a utilizagdo de alimentos naturais que contenham &cido oleandlico ou
acido ursolico, triterpenos amplamente distribuidos no reino vegetal, na medicina popular
édiversa e muito antiga, eles sdo conhecidos por possuirem atividade anticolesterolémica,
hipoglicemiante, anti-hepatotoxica, antioxidante, antiinflamatéria, antifingica, antibiética,
inibe o crescimento de tumores e de patdgenos (Shanmugam et al., 2013; Pereira et al.,
2017).

Apesar de estar presente em inumeras plantas, a obtencéo desses dois &cidos
geralmente € feita através do seu isolamento de cascas de maga, um processo oneroso
(Siani et al., 2014). No entanto, recentemente, esses mesmos compostos foram extraidos
e isolados da Mansoa hirsuta DC, uma planta do semi-arido do Brasil, em um processo de
extracdo e isolamento realizadossob depdsito de patente n° BR 1020150081804, os quais
serédo utilizados nesse trabalho.

Um chocolate com adicdo de novas substancias, como os &cidos ursélico e
oleandlico, poderia potencializar seus efeitos e traria grandes vantagens a populagéo,
visto que € um alimento popular, que apresenta inUmeros beneficios a saude e consumido
mundialmente (Scholey & Owen, 2013). Algumas pesquisas foram realizadas com o intuito
de verificar os efeitos do consumo de chocolate na saude dos individuos (Bohannon, Koch,
Homm, & Driehaus, 2015; Djoussé et al., 2011),nd0 obstante, nenhum deles avaliou os
efeitos do consumo do chocolate 70% de cacau incorporado de acido ursoélico e acido
oleandlico.

Posto isso, o objetivo desse trabalho foi desenvolver um chocolate 70% de cacau
incorporado com os acidos ursolico e oleandlico e avaliar os efeitos do seu consumo na
saude de individuos.

21 METODOS

Os experimentos foram realizados nos laboratérios do Instituto Federal Baiano
Campus de Uruguca e na cidade de Itajuipe, Bahia.

A populacéo do estudo foi composta por uma amostra de conveniéncia, sendo nao-
probabilistica, homens e mulheres, de faixa etaria maior/igual a 18 anos, totalizando 145
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(cento e quarenta e cinco) voluntarios.

Desses, 100 (cem) voluntarios da cidade de Uruguca participaram da analise
sensorial (teste de aceitacdo) e 45 (quarenta e cinco) voluntarios da cidade de ltajuipe
participaram do ensaio clinico.

Os critérios de inclusao foram pessoas maiores de 18 anos que quiseram participar
de todo processo do estudo, possuiram disponibilidade de tempo, que gostavam de comer
chocolate e assinaram corretamente o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido —
TCLE.

Foram excluidos do estudo os voluntarios que apresentaram intolerancia/alergia
a qualquer componente do produto, tiver em uso de medicamentos que interfiram na
percepcao dos odores e sabores ou possuir qualquer patologia que possa ser agravada
com a pesquisa e/ou que atrapalhe na percepcao sensorial.

Esta pesquisa foi realizada de acordo com as diretrizes e normas da Resolucao
466 de 12 de Dezembro de 2012(BRASIL, 2012), enviada para o Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia e foi aprovada com o
n°46718615.0.0000.0055.

2.1 Obtencao dos acidos ursdlico e oleandlico

O acido ursoélico e seu isbmero o acido oleandlico, isolados e extraidos das folhas da
planta Mansoa hirsuta DC, em um processo de extracao e isolamentorealizadossob deposito
de patente n° BR 1020150081804, foram fornecidos pelo Laboratorio de Farmacognosia do
curso de Farmacia da Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia, com autorizagéo do
autor da patente.

2.2 Processamento dos chocolates

Foram desenvolvidas duas formulagbes de chocolate; uma contendo os acidos
triterpénicos para ser utilizada em ensaio clinico de grupo teste; outra ndo contendo acidos
triterpénicos, para ser utilizada em ensaio clinico em grupo placebo.

O chocolate foi desenvolvido a partir de uma formulagéo contendo liquor de cacau
(64%), manteiga de cacau (6%), acucar refinado (29,54%), lecitina de soja liquida (0,4%),
e adicionado os acidos ursolico e oleandlico (0,06%), correspondente a 150 mg de acidos/
barra de 25g de chocolate 70% para o grupo teste do ensaio clinico. Enquanto que, a
formulagéo do chocolate para o grupo placebo era de liquor de cacau (64%), manteiga de
cacau (6%), agucar refinado (29,60%) e lecitina de soja liquida (0,4%). Os chocolates teste
e placebo foram produzidos seguindo a mesma metodologia:

ApbOs a pesagem dos ingredientes, estes foram transferidos para um moinho de
rolos do tipo melanger, onde ocorreram as etapas de refino, mistura dos ingredientes e
a conchagem. Os ingredientes na melanger foram homogeneizados e mantidos sob
agitacdo a uma temperatura em torno de 54°C por um periodo de 24 horas, até a massa se
transformar em chocolate.
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Em seguida, o chocolate foi transferido para uma mesa de marmore para a etapa de
temperagem para o resfriamento até 29°C. Apo6s a etapa de temperagem, o chocolate foi
moldado manualmente em formas especificas de 25g (barras) e as mesmas transferidas
resfriamento a aproximadamente 5°C durante duas horas. Depois, o chocolate foi
desmoldado, embalado e armazenado a 25°C.

2.3 Caracterizacao fisico-quimica

As andlises para caracterizacao fisico-quimicas dos chocolates (teste e placebo)
foram feitas em triplicata para cada repeticéo, conforme metodologia descrita no Manual
de Normas Analiticas do Instituto Adolfo Lutz (2004). Foram realizadas analises de teor de
agua (umidade); residuo por incineragé@o (cinzas); pH; acidez titulavel total e lipidios por
Soxhlet com modificagdes.

Ja a quantificacdo de proteina (teor de nitrogénio) foi realizada através de
metodologia Micro-Kjeldahl AOAC (1990) modificada, e a determinacdo dos carboidratos
totais realizadas através da diferenga dos valores de somatéria de umidade, cinzas,
proteinas e lipidios.

Tamanho médio das particulas foi determinado por meio da utilizacdo de um
micrémetro digital, com escala de 0-25 um, de acordo com Sampaio (2011).

Foi realizada anélise qualitativa para verificar a presenca dos acidos nas amostras de
chocolate, por meio da metodologia de cromatografia em camada delgada, utilizando para
fins comparativos os padroes dos acidos ursélico e oleandlico, nas seguintes condicdes:
placas cromatograficas de silica gel, fase movel solugao cloroférmio:metanol (5% v/v),

vapores de iodo e vanilina sulfarica como reveladores.

2.4 Analises Microbiol6gicas

As analises microbiologicas foram efetuadas a fim de garantir a seguranca alimentar
para os testes sensoriais nos dois chocolates (teste e placebo), seguindo o anexo Il da
Instrucdo Normativa n° 62 (2003) e em placas Petrifim3M™, segundo recomendagdes do
fabricante (3M, 1997).

Para o preparo da amostra foram utilizados 25g de chocolate em 225 mL de Solugao
Salina Peptonada estéril 0,1%(p/v)para obtencdo de uma diluicdo de 10, esta solugaofoi
utilizada para a realizacao de todas as analises, realizadas sob uma superficie plana dentro
da camara de fluxo previamente preparada e em triplicatas.

A analise de aerdbios mesofilos foi realizada em meio PCA (Plate Cont Agar). Foi
inoculado 01mL da diluicdo 10", em placa Petri estéril. Verteu-se 20 mL do meio fundido,
aquecido (banho-maria) na placa, sobre a amostra diluida (10"). As placas foram incubadas
invertidas em incubadoras do tipo B.O.D. por 48 h sob temperatura de 25°C.

Para a determinagéo de bolores e leveduras das amostras de chocolate, foi realizado
em Petrifiim YM 3M™ (Ref.6407).Em seguida, foi transferida 01mL da amostra diluida para
o Petrifilm. Ap6s homogeneizagéo, a amostra foi incubada em B.O.D a 25°C por 5 dias.
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Para a determinagéo de Coliformes com diferenciagéo para E. colinas amostras de
chocolate, foi realizado em Petrifilm EC 3M™ (Ref.6404). Foi transferida 01mL da amostra
diluida para o Petrifilm. Ap6s homogeneizag¢ao, a amostra foi incubada em B.O.D a 35°C
por 48 horas.

Em todas as analises as col6nias foram contadas em contador de col6nias e os
resultados foram expressos pelo niumero de Unidades Formadoras de Colbnia por grama
de amostra (UFC/g).

2.5 Analise Sensorial

Para verificar a opinido das pessoas em relagdo as caracteristicas sensoriais do
chocolate desenvolvido para o grupo teste (com os &cidos), foi realizada uma avaliagéo,
usando uma andlise sensorial de aceitagcdo do produto. Com essa finalidade foi utilizada
uma escala hedonica de 09(nove)pontos de acordo com Minim (2013), cujos extremos
correspondem a desgostei extremamente e gostei extremamente.

As amostras de chocolate foram avaliadas quanto a impressao global por 100
avaliadores néo-treinados.De forma que, recipientes codificados com 03 digitos aleatorios
contendo 10 g de chocolate a temperatura ambiente, foram servidos aos avaliadores em
cabines individuas, usando luz branca, e de forma monddica.

Juntamente com o chocolate, o avaliador recebeu uma ficha de aceitagéo sensorial
de escala hedénica, onde foi solicitado a marcar sua impressao global sobre o chocolate de
acordo com a escala proposta (MINIM, 2013).

Para a anélise dos resultados, os dados foram transformados de nominais para
numéricos, onde 01 (um) correspondia a desgostei extremamente e 09 (nove) a gostei
extremamente.

Os resultados do teste de aceitagdo foram submetidos a analise estatistica descritiva.
Para tal foi utilizado o software StatisticalPackpage for the Social Sciences® (SPSS, versao
21.0).

2.6 Ensaio clinico para avaliacdo do consumo de chocolate na satde dos
individuos

Foi realizado um ensaio clinico prospectivo, randomizado, unicego, controlado
por placebo a fim de avaliar o efeito do consumo do chocolate 70% de cacau acrescido
dos acidos ursdlico e oleandlico na saude dos individuos. A populagéo foi composta por
voluntarios que estavam cadastrados em uma unidade basica de saude da cidade de
Itajuipe-Bahia, no periodo de julho a agosto de 2016.

Destes, foram incluidos no ensaio clinicoapenas os voluntarios que foram
encontrados no seu endereco nos dias da pesquisa, que se encaixaram nos critérios
de incluséo, perfazendo um total de 45 (quarenta e cinco) pessoas.Todos os voluntarios
receberam a visita do pesquisador em seus domicilios para explicacdo de todas as fases
da pesquisa.
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Os voluntérios foram divididos entre os trés grupos experimentais (um grupo teste,
um grupo placebo e um grupo controle) na forma de sorteio, visando randomizagéo do
grupo.

O grupo teste foi composto por 15 pessoas que receberam visitas diarias em
seus domicilios para servir um 25g dechocolate 70% cacau adicionado de acido ursélico
e oleandico, embaladas individualmente, durante 04 semanas. Ja o grupo placebo foi
composto por 15 pessoas que receberam visitas diarias em seus domicilios para servir um
259 dechocolate 70% cacau, embaladas individualmente, durante 04 semanas. E ogrupo
controle foi composto por 15 pessoas que foram orientadas a nao consumir nenhuma forma
de chocolate durante 04 semanas do estudo.

Todos os participantes foram instruidos a manterem suas atividades diarias e seguir
com a alimentagéo habitual, ndo inserirem novos medicamentos ou novas atividades fisicas
a sua rotina. O Recordatorio de 24horas (Buzzard, 1998) foi aplicado em todas as visitas
para estabelecer o consumo diario de cada individuo, além de avaliar se dieta habitual ndo
foi modificada.

Apb6s todas as instrucbes, foi realizada a avaliacdo antropométrica, mediante
afericdo das medidas de peso (kg), altura (m) e circunferéncia da cintura (cm) e com base
nessas medidas, foi calculado o indice de Massa Corporal (IMC=kg/m?). As medidas de
peso foram realizadas em balanga, com capacidade maxima de 150 kg e minima de 2 kg,
e fita métrica para altura e circunferéncia da cintura até 200 cm.

Além da avaliagdo nutricional e antropométrica,também foram realizados testes
clinicos de avaliacéo do perfil lipidico — colesterol total e suas fragdes (lipoproteinas de alta
densidade ou HDL e as lipoproteinas de baixadensidade ou LDL) e triglicerideos e glicemia
de jejum. Para tanto, foi coletado o sangue venoso dos participantes ap6s jejum de 12
horas, em laborat6rio terceirizado de andlises clinicas (LL Laboratorio — Itajuipe, Bahia).
Para a analise dos testes laboratoriais foram utilizados os métodos segundo Lima (2001).

Os testes laboratoriaise antropométricos foram realizados em duas ocasides nos
participantes: antes da primeira semana do experimento e imediatamente apds a quarta
semana do experimento, a fim de avaliar se houve altera¢gdes nos indicadores citados
acima.

Para comparar se houve diferenca nas variaveis (peso, IMC, circunferéncia da cintura,
glicemia, HDL, LDL, triglicerideos, colesterol total) antes e apés o consumo de chocolate,
inicialmente foi realizado teste de Kolmogorov-Smirnov para atestar a normalidade dos
dados, e apds essa defini¢éo, foi utilizado teste de médias para comparacéo, sendo usado
teste de Wilcoxon nas variaveis que ndo possuiam distribuicdo normal, e o Teste t para
amostras pareadas nas variaveis que seguiam a distribuicdo normal.

E para verificar diferengca nas variaveis (peso, IMC, circunferéncia da cintura,
glicemia, HDL, LDL, triglicerideos, colesterol total), entre grupo teste, placebo e controle,
foi realizado teste de Kolmogorov-Smirnov para atestar a normalidade dos dados, seguido
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de Analise de Variancia a 5% de probabilidade.
Todos os testes de médias foram realizados a 5% de probabilidade, utilizando o
software licenciado StatisticalPacbkpage for the Social Sciences® (SPSS, versao 21.0).

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Caracterizacao fisico-quimica dos chocolates

Na Tabela 1 sdo apresentados os valores da analise fisico-quimica do chocolate
70% de cacau com adicao da mistura dos acidos ursélico e o acido oleandlico.

Valor + Desvio Padrao

Teor de agua (%) 1,72+ 0,16

Cinzas (%) 2,30+ 0,05

pH 5,58+ 0,04

Acidez titulavel (%) 8,20+ 0,40

Lipidios (%) 29,43+ 0,65

Proteinas (%) 8,79 + 0,48
Carboidratos Totais (%) 57,76 £ 0,00
Tamanho médio das particulas (um) 19,00+ 0,01

Tabela 1: Teor de agua, cinzas, pH, acidez, lipidios, proteinas,tamanhomédiodas particulas do
chocolate.

Fonte: Pesquisa direta.

Os éacidos ursdlico e o &acido oleandlico foram inseridos no chocolate combinados,
isso é devidoa dificuldade de separagéo deles por serem isémeros, a similaridade de
propriedades fisicas e quimicas entre esses pares torna a sua diferenciacéo e separacao
muito laboriosas, no entanto eles compartiiham muitas propriedades farmacolbgicas
comuns (Liu, 2005), que agregam valor ao chocolate desenvolvido.

O chocolate possui baixo teor de agua (1,72%) epH de 5,58 devido a essas
caracteristicas ndo € necessario o uso de aditivos ou conservantes, além de apresentar
maior durabilidade, o que é um fator benéfico a saude (McCann et al., 2007; Pandey,
Kumar& Roy, 2014).0 valor do pHque se aproxima ao pH encontrado em outros chocolates
amargos (Visotto, 1999; Leite, 2013), ja que a presenca de quantidade maior de liquor de
cacau diminui o pH em relagdo aos chocolates ao leite. Um pH mais baixo também ja era
esperado, porque houve adi¢ao de dois 4cidos a formulagao.

O chocolate desenvolvido possui um teor de 8,8%, alimentos ricos em proteinas de
boa qualidade sao importantes porque fornecem aminoacidos essenciais visando promover
o crescimento, em especial para a manutencédo e o desenvolvimento da massa magra
do corpo (Schumacher et al.,, 2010).A concentracdo de lipidios também n&o difere da
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encontrada na literatura (29,43%), Sampaio (2011) encontrou valores semelhantes.

Com relagdo aos carboidratos totais, o chocolate possui 57,76%. Devido sua
concentragdo de carboidratos, o chocolate pode ser utilizado como fonte de energia,
quantidades inadequadas desse nutriente na dieta podem acarretar em cansaco e fadiga
(Enes& Vieira da Silva, 2009).

As amostras dos chocolates analisadas apresentaram-se com o valor(2,30 + 0,05)
permitido pela legislagéo para chocolate, que € de no maximo 2,5% p/p de residuo mineral
fixo, uma quantidade de cinzas maior do que a permitida pela legislacdo pode sugerir
adulteracdo ou contaminacéo por algum residuo mineral no chocolate (RESOLUCAO-
CNNPA N°12, 1978).

O tamanho das particulas do chocolate pode interferir na sua palatabilidade,
influenciando diretamente sabor e textura (Afoakwa, Paterson& Fowler, 2007). O ideal &
que esse tamanho ficasse entre 20-25um, os chocolates analisados obtiveram tamanho de
particula igual a 20pm.

A presenca dos acidos ursélico e oleanoico no chocolate apés processamento foi
confirmada pelo método de cromatografia de camada delgada usando vapores de iodo e
vanilina como reveladorores e os padroes dos acidos para comparagédo. Houve presenca
dos &cidos em todas as fragcbes, essa técnica foi escolhida por ser de facil aplicagéo,

simplicidade, baixo custo e eficiente.

3.2 Analises microbioldgicas

As analises microbioldgicas foram realizadas com a finalidade de oferecer seguranca
para andlise sensorial e para o ensaio clinico.

A diluicao utilizada foi a 10", as outras diluicbes menores nédo foram capazes de
apontar a presenca de nenhum microorganismo pesquisado. Os valores de unidades
formadoras de col6nias por grama de chocolate de bactérias mesofilas (7x10') e bolores e
leveduras (2,5x10") estdo dentro do permitido pela legislagéo, que séo de 10*e 10 UFC/g
respectivamente (Resolugdo CNNPA n°12, 1978).

A analise para coliformes totais e coliformes termotolerantes tiveram como resultado
auséncia de microorganismos em uma diluicao 10", estando dentro do padréo de qualidade
exigido pela legislacao (Resolucdo CNNPA n°12, 1978). Dessa maneira, o resultado destas
andlises revela que os chocolates consumidos estavam seguros para o consumo humano,

seja para as analises sensoriais, ou para o ensaio clinico.

3.3 Analise sensorial

De acordo com as respostas dos avaliadores, a amostra de chocolate obteve escore
médio de 7,29+ 1,43 situando-se entre os termos heddnicos “gostei moderadamente” e
“gostei muito” correspondente a regiao de aceitacdo da escala heddnica.

O chocolate teve boa aceitagdo, apresentando 83% de respostas entre as
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escalas 07 e 09, esse resultado € muito importante, uma vez que a determinacdo da
aceitacdo sensorial por parte dos potenciais consumidores é elementofundamental no
desenvolvimento de novos produtos ou melhoramento de produtos ja existentes (Milagres,
Dias, Araljo Magalhdes, Ottomar Silva& Mota Ramos, 2010).

Além disso, dificuldade da manutengéo de uma dieta balanceada esta ligada muitas
vezes a privacado de alimentos saborosos (Estima,Philippi& Alvarenga, 2009). Por isso
se faz imprescindivel a inovacado na industria de alimentos para atender essa demanda,
alimentos saborosos, praticos e saudaveis. O chocolate 70% adicionado dos &acidos ursélico
e oleandlico pode devolver o prazer em se alimentar e aumentar as taxas de adeséo a

dietas saudaveis por apresentar praticidade e boa aceitacao sensorial.

3.4 Ensaio Clinico

A populacdo desse estudo foi composta por 45 voluntarios, 24 do sexo masculino
(53,3%) e 21 do sexo feminino (46,7%). A média de idade da populacéo foi de 52 +15,01
anos. Nao houve diferenca significativa entre os grupos nas variaveis demogréficas.

A intervencdo ocorreu durante 04 semanas, de julho a agosto de 2016. Durante
esse periodo, os voluntarios mantiveram suas atividades habituais em todo o processo da
pesquisa, incluindo alimentagéo e pratica/ndo pratica de atividade fisica.

O ensaio foi caracterizado pelo consumo diario de 25g dechocolate 70% de cacau
acrescido de 150mg da mistura dos acidos ursolico e oleandlico para o grupo teste; 25 g de
chocolate 70%cacau sem adicdo de acidos para o grupo placebo e nenhum consumo de
chocolate para os participantes do grupo controle.

A dose diaria recomendada dos acidosursoélico e oleandlico varia de 150-300mg,
optamos por analisar o efeito da menor dose recomendada (150mg/dia), apesar dos acidos
serem nao-toxicos (Centro Nacional de Informacdes sobre Biotecnologia, 2016; Liu, 2005).

Apds as 04 semanas de experimento,foi possivel observar alteracdes na satde dos
voluntarios conforme Tabela 2:

Grupo teste Grupo placebo Grupo controle
Variaveis (média + desvio) (média + desvio) (média + desvio)
Antes Depois Antes Depois Antes Depois
Peso (kg) 70,07+15,99* | 68,87+15,04*a | 73,73+17,70* | 75,40+18,23* | 68,19+16,02 | 68,10+15,48
IMC (kg/m2) | 22%2 462" | 54 00.408 | 26,12:4,87* | 26,68+4,89* | 24,59+4,15 | 24,57:4,01
Circunferéncia da N " * N * "
cintura - CC (cm) 92,13+14,43 88,73+13,26 93,80+13,45 97,13+13,30* | 86,60+12,36* | 87,07+11,61

Tabela 2: Parametros dos voluntarios antes e depois do ensaio clinico.

*Alteragao significativa nas colunas p<0,05.
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No grupo placebo foi notado que este alimento inserido diariamente na dieta causou
alteragdes significativas nas variaveis peso (p=0,014), IMC (p=0,015) e circunferéncia da
cintura (p=0,02), pelo teste t para amostras pareadas, a 5% de probabilidade, quando
comparados os valores de antes e apds a intervencéo. Modificagcdes estas que ocorreram
de forma negativa para a saude dos individuos, ou seja, o consumo de chocolate 70%
de cacau, na quantidade utilizada e no periodo de intervencdo, aumentou o peso, IMC, e
circunferéncia da cintura das pessoas.

Essa modificagdo negativa no grupo placebo pode ter sido causada pelo aumento
da quantidade de agucar na formulagdo, ja que o agucar foi usado para substituir as
concentracbes dos 4cidos triterpénicos do chocolate teste, assim o chocolate com acido
tinha 29,54g/100g de agucar enquanto o chocolate placebo tinha 29,60g de acucar.

Ao analisar as mesmas variaveis no grupo teste (peso, IMC e CC), antes e apds o
consumo de chocolate 70% de cacau incorporado de acidos ursolico e oleandlico, através
do teste t para amostras pareadas, a 5% de probabilidade, foram notadas mudancas
significativas (p<0,05). No entanto, estas aconteceram de forma benéfica para o grupo, o
consumo do chocolate utilizado reduziu as medidas antropométricas.

No grupo controle, a analise das variaveis: peso, IMC e CC, antes e apds o periodo
experimental, através do teste t para amostras pareadas, a 5% de probabilidade, permitiu
verificar que ndo foram notadas mudancas significativas (p>0,05).

Apbs o consumo de chocolate 70% de cacau incorporado de acido ursélico e
oleandico, 53,3% (n=8) dos individuos do grupo teste diminuiram as medidas de peso
Sendo que destes, 50% (n=4) perderam aproximadamente 2 kg. Diferentemente, no grupo
placebo 86,6% (n=13) dos individuos ganhou peso durante a intervencéo, dos quais 23,7%
(n=8) adquiriu 3 Kg. No grupo controle, 60% (n=9) das pessoas permaneceram com 0
mesmo peso.

A associag@o entre o ganho de peso, aumento abdominal, inatividade fisica e o
aparecimento de doencas cronicas nao transmissiveis € evidente, e as praticas alimentares
sdo consideradas elementos passiveis de modificagcdo relacionadas a prevengdo de
comorbidades ligadas ao sobrepeso e obesidade (Hernandez, Reesor&Murillo, 2017).
Dessa forma, a perda de peso observada no grupo teste foi um resultado muito relevante,
dado que as medidas antropométricas mais utilizadas para avaliacdo de saude tém sido
0 peso isolado ou peso ajustado para a altura, uma vez que a distribuicdo de gordura
€ bastante preditiva de saude (Sartorelli, Franco& Cardoso, 2006),logo, individuos com
menor peso possuem melhores prognosticos.

Consequentemente & reducdo de peso, a diminuigdo do indice de Massa Corporal
(IMC) foi observada nos mesmos individuos que reduziram o peso do grupo teste.Dessa
forma, 53,3% (n=8) dos individuos apresentaram perda de IMC, dos quais 04 tiveram
redugdo do IMC entre 0,5 e 1,0kg/m2. J& os individuos do grupo placebo ganharam peso
(n=13) e foi notado um aumento entre 0,5 e 1,0 kg/m? em 61,54% (n=8) dos individuos.
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No grupo controle a maioria (60%) dos individuos permaneceu com o IMC sem alteracéo.

Essa reducao no IMC vista nesse estudo é tida como fundamental para manutengéo
da saude, visto que este € um bom indicador de obesidade e sobrepeso, evidéncias
sugerem que valores elevados (>30 kg/m?) dessa variavel estdo associados ao risco de
Doencgas Cronicas Nao Transmissiveis (DCNT) (Paulo et al., 2015).Esse resultado pode
estar relacionado a incorporacgéo dos acidos ursélico e oleandlico ao chocolate, visto que a
utilizacdo destes esta relacionada com a diminuicéo da obesidade e aumento do muasculo
esquelético (Kunkel et al., 2012).

A andlise da circunferéncia da cintura dos individuos permitiu verificar que73,3%
(n=11) dos individuos do grupo teste perderam medidas. Desses, 27,7% (n=3) diminuiram
mais de 08 cm de circunferéncia da cintura. No grupo placebo o resultado foi diferente,
46,6% (n=7) dos individuos tiveram uma adicédo de 01 a 03 cm de circunferéncia de cintura,
enquanto apenas 01(um) individuo néo alterou suas medidas. O grupo controle também
apresentou aumento em sua medida de CC, 46,6% (n=7) dos individuos apresentaram
aumento de 01 a 03 cm na circunferéncia.

Levando em consideracéo que, as medidas da circunferéncia de cintura refletem o
contetido de gordura visceral e também se associa muito a gordura corporal total e esse
fato se correlacione com o risco de DCNT (Hernandez, Reesor & Murillo, 2017), essa
reducao foi de grande importancia para a saude dos individuos do grupo teste.

A incidéncia crescente de doengas crdnicas nao transmissiveis associadas a
ma alimentagdo é crescente e preocupante, sobretudo o aumento do sobrepeso, da
obesidade e de suas complica¢des associadas (Arokiasamy et al., 2017). Dessa forma, a
alimentagdo balanceada e que agregue alimentos que possam auxiliar na perda de peso,
IMC e circunferéncia da cintura, é imprescindivel para manutencédo de uma massa corporal
dentro dos parametros de normalidade. E, foi constatado nesse estudo que o chocolate
desenvolvido auxiliou na diminuicdo dessas variaveis antropométricas.

Na avaliacdo estatistica dos ensaios clinicos nao foi observado diferenca significante
nas variaveis glicose (p=0,414) e LDL (p=147), entre os valores coletados antes e apés o
consumo de chocolate 70% de cacau com acidos ursoélico e oleandico no grupo teste, de
acordo com o teste de Wilcoxon a 5% de probabilidade. Também n&o foi observado neste
grupo diferenca nos valores de colesterol total (p=0,580), triglicerideos(p= 0,124) e HDL
(p=0,113) antes e apdés o consumo de chocolate 70% de cacau com acidos ursélico e
oleandico, pelo teste t para amostras pareadas 5% de probabilidade.

Os resultados dos ensaios clinicos do grupo placebo também n&o apontou
diferencas estatisticas (p>0,05) nas variaveis glicose, LDL, HDL, colesterol total, antes
e apds consumo de chocolate 70% placebo para acidos ursoélico e oleandicopeloteste de
Wilcoxon a 5% de probabilidade, e na variavel triglicerideos (p=0,803) pelo teste t para
amostras pareadas 5% de probabilidade.

E no grupo controle néo foi observado diferenca significante (p>0,05) nas variaveis
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glicose, LDL, HDL, colesterol total, e triglicerideos antes e apds o periodo de intervencéao
sem consumo de chocolate, pelo teste t para amostras pareadas 5% de probabilidade,
tabela 3:

Grupo teste* Grupo placebo* Grupo controle*
Variaveis (média = desvio) (média = desvio) (média = desvio)
Antes Depois Antes Depois Antes Depois
Glicose 85,00 + 6,28 83,43+12,68 83,25 + 8,23 84,03+13,09 85,13+5,23 84,50+2,54

c°¥zﬁr°' 195,54124,30 | 198,43+34,76 | 196,98+23,33 | 197,97+29,67 | 195,97+22,22 | 196,0732,11
HDL 56,29+7,56 52,00+7,02 55,97+5,67 54,30+2,07 55,31+35,67 | 55,98+23,78
LDL 100,00+14,31 115,00+35,22 101,10+9,021 109,00+23,56 | 103,19+13,45 | 104,56+11,89
Triglicerideos | 197,14+24,08 | 155,79+58,72 | 195,13+24,08 | 182,89+32,15 | 186,23+34,56 | 183,83+36,79

Tabela 3: Parametros clinicos dos voluntéarios antes e depois do ensaio clinico.

*Alteragao significativa entre os grupos para as variaveis: Glicose, Colesterol Total, HDL, LDL,
triglicerideos,p<0,05.

Ao comparar os grupos teste, controle, placebo, observou diferenga estatisticas
(p<0,05), apos intervencgéao, dos valores de glicose, LDL, HDL, colesteroltotal e triglicerideos
(p< 0,05) pelaanalise de variancia 5% de probabilidade. Sendo que no grupo teste
observaram-se maiores reducdes nas variaveis clinicas ap6s o consumo do chocolate
70% de cacau com &cido ursélico e oleandico, quando comparado com as redugbes das
variaveis clinicas obtidas com consumo de chocolate 70% placebo e também quando
comparado com o grupo sem consumo de chocolate.

Apesar da utilizacdo do chocolate 70% de cacau incorporado com os &cidos
ndo ter causado diferenca significante nas variaveis clinicas durante as 04 semanas de
observacgéo, os resultados clinicos do grupo teste apresentaram melhoras em relagéo ao
grupo que consumiu chocolate 70% de cacau sem os &cidos durante o0 mesmo periodo.
No entanto, diversos autores (Crichton, Elias, Dearborn & Robbins, 2017; Mursu et al.,
2004; Souza et al., 2017) relatam sobre a capacidade do chocolate 70% de cacau de
melhorar os resultados dos exames clinicos de individuos. A vista disso, os achados deste
trabalho mostram que a incorporagéo dos acidos triterpénicos podem melhorar ainda mais
os beneficios do chocolate 70% de cacau na saude dos individuos. O periodo do estudo
foi limitante para que fossem obtidas diferengas significantes nos resultados clinicos dos
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individuos, tornando-se necessarios trabalhos posteriores com maior tempo de intervencéo.

Os resultados deste estudo mostram que, foi possivel desenvolver e caracterizar o
chocolate 70% com adigéo de acido ursolico e acido oleandlico, de forma que a formulagéo
apresentou boa aceitacdo sensorial 0 que aponta uma possivel inclusdo no mercado
de alimentos saudaveis. E que, o consumo regular de uma barra de 25g de chocolate
70% contendo 150mg de &cido ursélico e acido oleandlico pode ser util para reduzir

significativamente as variaveis antropométricas e clinicas.

41 CONCLUSAO

Os achados deste trabalho apoiaram uma associagéo significante entre o consumo
de chocolate 70% de cacau adicionado de &cido ursolico e acido oleandlico com a redugéo
das medidas antropométricas dos individuos (peso, circunferéncia da cintura e IMC). Os
resultados também sugerem melhoras nos parametros clinicos, uma vez que promoveram
beneficios nos parametros clinicos em relagcao aos outros grupos experimentais.

Como limitagcéo, apresenta-se o periodo de intervencdo de 04 semanas. Periodo
de intervengdo maiorpoderia ser utilizado para verificar se € possivel mehores alteracbes
nas variaveis clinicas estudadas, quando comparado periodo antes e ap6s o0 consumo de
chocolate 70% incorporado dos acidos triterpénicos.

Novos estudos podem ser baseados em variagbes de concentracdo de cacau e
dos acidos ursélico e oleandlico e tamanho da amostra,maiores tempo de intervengé@opara

avaliacao diferenciada dos efeitos do chocolate desenvolvido na satde dos individuos.
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