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RESUMO

Alimentos inovadores ricos em nutrientes podem ser utilizados em uma dieta saudavel e que
promova salde. Nesse contexto, o objetivo desse estudo foi desenvolver um chocolate 70% de
cacau adicionado de &cido ursolico e &cido oleandlico e avaliar a influéncia do consumo deste
na salde dos individuos e familias. Para tanto, na metodologia foi desenvolvido um chocolate
70% incorporado de 150mg de uma mistura acido ursélico e acido oleandlico. Foram
realizadas analises fisico-quimicas, microbiologicas, analise da estabilidade dos &cidos
(cromatografia) e a andlise sensorial de aceitacdo. Para a avaliacdo da influéncia do consumo,
foi realizada uma intervencdo com individuos isolados e com familias, divididos em grupo
controle e teste. Os grupos da intervencdo passaram por avaliacdo antropomeétrica e exames
laboratoriais. Como resultados o chocolate formulado apresentou caracteristicas fisico-
quimicas e microbioldgicas dentro dos padrGes exigidos pela legislacdo vigente e apresentou
boa aceitacdo sensorial. Os &cidos ficaram estaveis no chocolate ap6s o0 processamento e
armazenamento. Os voluntarios da pesquisa apresentaram diminuicdo nas variaveis
antropomeétricas no grupo teste (peso, IMC e circunferéncia da cintura), enquanto no grupo
controle houve aumento das mesmas. N&o houve alteracdo significativa (p<0,05) dos
resultados dos exames laboratoriais nos dois grupos, assim como na familia ndo foram
observadas modificacbes significativas (p>0,05). Desta forma, o desenvolvimento de um
chocolate inovador com adicdo dos acidos ursélico e oleandlico, pensando nas caracteristicas
benéficas destes, oportuniza aos consumidores um produto com propriedades que agregam
valor nutricional e pode promover salde.

Palavras chaves: Alimentacdo saudavel. Inovacdo. Alimento funcional.



ABSTRACT

Innovative nutrient-rich foods can be used in a healthy diet that promotes health. In this
context, the objective of this study was to develop a 70% cocoa chocolate added with ursolic
acid and oleanolic acid and to evaluate the influence of its consumption on the health of
individuals and families. For this, in the methodology was developed a chocolate 70%
incorporated of 150mg of an ursolic acid and oleanolic acid mixture. Physico-chemical,
microbiological analyzes, acid stability analysis (chromatography) and sensorial acceptance
analysis were performed. For the evaluation of the influence of consumption, an intervention
was performed with isolated individuals and families, divided into control and test groups.
The intervention groups underwent anthropometric evaluation and laboratory tests. As a
result, the formulated chocolate presented physical-chemical and microbiological
characteristics within the standards required by current legislation and showed good sensorial
acceptance. The acids remained stable in the chocolate after processing and storage. Research
volunteers presented a decrease in the anthropometric variables in the test group (weight, BMI
and waist circumference), while in the control group there was an increase. There were no
significant changes (p <0.05) in the results of the laboratory tests in the two groups, nor in the
family, no significant changes were observed (p> 0.05). In this way, the development of an
innovative chocolate with addition of ursolic and oleanolic acids, considering the beneficial
characteristics of these, gives the consumers a product with properties that add nutritional
value and can promote health.

Key words: Food Habits. Innovation. Functional Food.
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1 INTRODUCAO

As doencas cronicas ndo transmissiveis (DCNT) sdo consideradas um grave problema de
Salde Publica e uma ameaca ao desenvolvimento dos paises, uma vez que a prevaléncia
destas vem aumentando substancialmente e atingindo grandes propor¢des (MALTA e SILVA
JR, 2013). De acordo com dados da Organizacdo Mundial de Saude, as DCNT foram a causa
de aproximadamente 38 milhdes de 6bitos no ano de 2012 (WHO, 2015).

Essas doencas aparecem também como responsaveis pela perda de qualidade de vida,
pelo aparecimento de limitagdes e incapacidade funcionais, além de um importante impacto
econdmico para familias e comunidades, e sobre o sistema de saide (DUNCAN, et al., 2012).
Em funcdo da gravidade das DCNT e seus efeitos adversos na sociedade é oportuno prevenir
seus principais fatores de risco individuais como o tabagismo, consumo abusivo de alcool,
inatividade fisica e alimentacdo ndo saudavel (ROCHA-BRISCHILIARI et al., 2014).

Entre esses comportamentos que podem prevenir o aparecimento de doencas tém-se os
habitos alimentares com importante influéncia na sadde. Uma alimentacdo balanceada ao
longo do tempo, que considere as propriedades preventivas de alguns nutrimentos, além de ter
como principio as necessidades de cada organismo, € hoje, um aspecto imprescindivel para
uma vida saudavel para pessoas em distintas faixas etarias (VIANA, 2002).

No entanto, estudos demonstram que existem algumas barreiras para a manutencdo de
dietas balanceadas, a ideia de consumir alimentos saudaveis muitas vezes vem associada ao
conceito de alimentos sensorialmente desagradaveis (GOUGH e CONNER, 2006; WERLE et
al., 2013). Dado isso, as industrias alimenticias e instituicdes de pesquisa na area, apds um
longo periodo atendendo apenas a demanda de praticidade e aceitagdo sensorial, passam a
investir em alimentos saudaveis e saborosos que promovam satde (SHAMA, et al., 2010).

Assim sdo os alimentos funcionais uma nova tendéncia do mercado alimenticio
(SEBRAE, 2014), prometem aliar sabor e salde, acompanhando o crescente movimento de
autocuidado. Em razdo disto, a industria alimenticia tem se beneficiado com o comércio de
alimentos funcionais, que tem aumentado os rendimentos a taxas anuais de aproximadamente
10% (GOUVEIA, 2006).

Outra tendéncia, que deve ser respeita pelas industrias de alimentos é a “regionalidade”.
O uso de matérias primas regionais, para desenvolvimento de alimentos inovadores, que
gerem uma economia sustentavel para o pais € requerido, visto o impacto econémico e social
causado, com a geracdo de renda, emprego e favorecimento da agroindustria (GALEMBECK,

2013). A Bahia é um estado que se destaca pela sua riqueza de recursos naturais, contendo
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plantas que podem ser usadas como matéria primas para desenvolvimento de medicamentos e
alimentos devido as suas propriedades de promover salde.

Dentre essas plantas que podem promover salde, 0 cacau e seus derivados, como 0
chocolate, agregam prazer sensorial a um alimento saudavel. Pesquisas apontam que seu
consumo aumenta a concentra¢do de colesterol HDL (lipoproteina de alta densidade) e os
acidos graxos presentes no chocolate podem inibir a peroxidacdo lipidica em humanos
saudaveis (MURSU, et al. 2004), é uma fonte rica em flavonoides, o que aumenta a atividade
antioxidante do alimento e protege o organismo de danos causados pelos radicais livres
(WAN, et al. 2001) e h& evidéncias que chocolate com altas concentracdes de cacau possui
efeitos anti-inflamatdrios (COLOMBO et al., 2015).

Similarmente ao cacau, outras plantas regionais possuem boas caracteristicas funcionais,
como é o caso da Mansoa hirsuta DC, ou como ¢ popularmente conhecida cipé d’alho. O
“cip6 d’alho” possui varios usos na medicina tradicional relatados, os mais citados Sa0 para
tratamento de gripe, febre, dor e inflamacéo de artrite e reumatismo (ZOGHBI et al., 2008).
Na sua composicdo, possui dois acidos, ursélico e oleandlico, responsaveis por outras
atividades como antifungicos, anti-hipertensivos, diuréticos, com atividade antitumoral, e
usados no tratamento da diabetes (Chaves & Reinhard, 2003).

Os beneficios a satde do consumo de chocolate fazem com que pesquisas visando
desenvolver alimentos saborosos, saudaveis e que utilizem o chocolate em sua formulacéo
sejam relevantes, atuais e realizada por diversos pesquisadores. Assim existem estudos sobre
a utilizacdo do chocolate em beneficios para a salude, como a incorporacdo de frutas em
chocolate (SETTI et al., 2014), sobremesa lactea de chocolate com adi¢cdo de prebioticos e
substituicdo de sacarose com diferentes adocantes de alta intensidade (MORAES, et al.,
2014), chocolate branco adicionado de cogumelo (SANDRI, 2012), chocolate meio amargo
com maior percentual de proteina (SCHUMACHER, 2008). Entretendo, pesquisas com a
adicdo de acido ursdlico e oleandlico ao chocolate visando promover uma alimentagdo
saudavel, sdo escassas.

As tendéncias globais no mercado de chocolate refletem a modernizacdo da sociedade,
aumentam as demandas por inovagdes e a preferéncia por produtos mais elaborados, com
forte escolha e procura por alimentos ricos em nutrientes (SETTI et al., 2014). Uma maneira
de agregar valor nutricional ao chocolate é a incorporacdo de acido ursolico e acido
oleanolico em sua formulacdo sem que estes prejudiquem as caracteristicas sensoriais do

produto final.
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Percebendo a importancia do tema e a falta de estudos na area, o desenvolvimento desse
estudo tem como objetivo desenvolver chocolate 70% de cacau incorporado de &cido ursélico

e acido oleandlico e avaliar o efeito do seu consumo na saude da familia.
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2 OBJETIVOS

2.1

2.2

Objetivo geral

Desenvolver um alimento inovador, saboroso, pratico e saudavel para ser utilizado no
consumo das familias como forma de promoc¢do da salde, utilizando cacau e acidos

triterpénicos.

Objetivos especificos

Desenvolver chocolate 70% de cacau incorporado de &cido ursolico e acido oleandlico;
Realizar a caracterizacéo fisico-quimica do chocolate;

Determinar as condi¢cGes microbioldgicas do chocolate;

Verificar a aceitacdo sensorial do chocolate com &cido ursolico e acido oleandlico;

Averiguar a influéncia do consumo do chocolate acrescido com os acidos na saude de familias

por meio de exames laboratoriais e antropometricos.
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3 REVISAO DE LITERATURA
3.1  Alimentacdo saudavel e qualidade de vida

A expectativa de vida tem aumentado de forma significativa nos ultimos anos e
sincronico a ela o aumento crescente das Doencgas Cronicas Ndo Transmissiveis (DCNT).
Essas doengas sdo responsaveis por ocasionar incapacidades, gerando sofrimentos e custos
materiais diretos aos pacientes e suas familias, além de um importante impacto financeiro
sobre o sistema de saude e obitos precoces (MALTA e SILVA JR, 2013).

Esses problemas gerados pelas DCNT evidenciam a importancia de se preparar a
populacdo para um envelhecimento bem-sucedido, com autonomia e independéncia (OMS,
2002). Segundo a Academy of Nutrition and Dietetics (2012), uma alimentacdo saudavel,
juntamente com outros fatores ambientais, tais como o envolvimento em atividades fisicas, a
abstencdo de fumo e alcool, entre outros, tem grande influéncia na qualidade de vida das
pessoas, podendo retardar ou diminuir o aparecimento das DCNT.

Nesse sentido, de acordo com Fazzio (2012), uma alimentacdo saudavel deve ser
baseada nas Leis da Alimentacdo que enfocam que a alimentacdo normal deve ser
quantitativamente suficiente, qualitativamente completa, além de ser harmoniosa em seus
componentes e adequada a sua finalidade e ao organismo a que se destina, visto este
equilibrio € essencial para promocdo da saude e reducdo do risco de doencas (FAZZIO,
2012).

Mesmo que se conheca como deve ser uma alimentacdo saudavel e completa, os
motivos que orientam as escolhas alimentares dos individuos fundamentam-se em inimeras
questdes, estas perpassam por fatores como os socioculturais, 0s psicoldgicos e bioldgicos,
além dos econdmicos, midiaticos e as escolhas alimentares familiares que juntos definem as
preferéncias alimentares das pessoas (HEITOR, 2015).

Dessa forma, considerando o ambiente sobre o qual o individuo esta inserido um
determinante da pratica alimentar, as escolhas alimentares familiares sdo de grande
importancia para a construcdo inicial deste comportamento. Com o estilo de vida moderno e
as mulheres cada vez mais adentrando no mercado de trabalho, a alimentacdo familiar passou
por uma época marcada pela escassez de tempo para preparo e consumo de alimentos, o que
proporcionou a emergéncia de alimentos do tipo fast food, diminuindo o tempo e trabalho,
mas sem a preocupacdo com a saude e o surgimento de DCNT relacionadas a nutri¢do
(ESTIMA et al., 2009).
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O problema dessa utilizagdo da alimentacéo do tipo fast food de maneira recorrente é
que esta aumenta a incidéncia das doengas cronico-degenerativas, como a hipertenséo,
hiperlipidemias e/ou hiperinsulinemia. Em contrapartida, atualmente, uma parte da populacéo
desperta para 0s aspectos da salde, optando por uma alimentacdo saudavel, prezando pela
escolha dos alimentos e pela qualidade das preparacdes (DUNCAN et al., 2012).

E nesse contexto de mudanga nos hébitos alimentares, a inddstria alimenticia tem
investido em inovacdes a fim de atender essa nova demanda, todavia agora com a
preocupacdo de manter atributos como o prazer proporcionado, a sociabilidade, a necessidade
de facilidade de preparo e aquisicdo do alimento e os beneficios para a saide (GOUVEIA,
2016).

3.2 Inovacdes em Alimentos

O ser humano tem evoluido bastante no que diz respeito a elaboracéo de tecnologias e,
nesse sentido, inovagdes tém desempenhado papel fundamental na elevacdo da qualidade de
vida da humanidade, o que reflete em modificacbes benéficas em diversos setores.

Partindo do pressuposto de que o ato de inovar € uma maneira de transformacdo do
conhecimento em riqueza e no aumento do padrdo de vida da populacdo, o Governo Federal
Brasileiro criou uma legislacdo especifica para estimulo a inovacgdo tecnoldgica, a Lei n°
10.973, de 2 de dezembro de 2004, que dispbe sobre incentivos a inovacdo e a pesquisa
cientifica e tecnoldgica no ambiente produtivo (BRASIL, 2004).

Investimentos em pesquisa e desenvolvimento com relacdo a criacdo de novos produtos
com maior valor adicionado podem viabilizar o crescimento de empresas que se mobilizam
para acompanhar a tendéncia de consumo (ENKEL, 2010). Apesar de existirem leis que
estimulam a inovacdo, alguns setores possuem mais destaque no cenario mundial e nacional,
como € o caso de jogos e aplicativos, enquanto algumas areas ainda precisam de mais
investimentos, como por exemplo, o setor de alimenticio.

A producao de alimentos, de acordo com Gouveia (2006), é um dos pilares de qualquer
economia, seja por sua abrangéncia e essencialidade, seja pela rede de setores direta e
indiretamente relacionados. A elaboracdo de alimentos inovadores, segundo Komatsu et
al.(2008), é uma tarefa que requer a superacdo de inumeros desafios, a medida que procura
atender a nova demanda dos consumidores por produtos que sejam saudaveis e atrativos,
simultaneamente (KOMATSU et al., 2008).

As principais inovagdes ligadas ao mercado de alimentos segundo Gouveia (2006) estdo

nas areas de aromas, corantes, amidos modificados, enzimas e moléculas, criados pela
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indlstria de ingredientes e aditivos, assim como 0s microorganismos probidticos,
antioxidantes, imunopeptideos, isoflavonas e outros componentes que caracterizam 0s
alimentos como funcionais (GOUVEIA, 2006).

Produtos inovadores funcionais podem contribuir com a nutricdo e possivelmente
possuir substancias consideradas biologicamente ativas, produtoras de beneficios clinicos ou
de salde, podendo interferir no surgimento de doencas cronicas ndo transmissiveis
(KOMATSU et al., 2008). Devido a crescente preocupacdo com a salde pela populacéo, esse
mercado mundial de alimentos funcionais tornou-se muito promissor, movimentando cerca de
US$ 176,7 bilhdes em 2013, representando 5% do mercado global de alimentos e esse nimero
vem aumentando cada vez mais (SIDONIO, 2013;TRIPATHI E GIRI, 2014).

Diversos sdo os alimentos que sdo alvos de inovacgdo tecnoldgica, possuindo potencial
para promover a salde através de mecanismos nao previstos na nutricdo convencional
(KOMATSU, 2008), a titulo de exemplo, o chocolate. Atualmente, existem no mercado
diversos chocolates com alegac@es de saude (SHUMACHER, 2008).

3.3  Chocolate

O chocolate, produto feito a base de cacau (Theobroma cacao), pode ser definido como
sendo uma dispersao de particulas muito finas de cacau, leite e aglcar envolvidas por uma
fase gordurosa composta por leite e manteiga de cacau (SAMPAIO, 2011). Obtido a partir de
liquor (massa de cacau) e pode ter diferentes formatos e quantidade de cacau, dependendo do
tipo de chocolate (BRASIL, 2005).

No Brasil, a mais importante regido voltada para o cultivo da matéria-prima do
chocolate, o cacau, é Regido Sul da Bahia, onde essa producdo exerceu por muitos anos, papel
principal no desenvolvimento de seu estado. Apesar da crise enfrentada pela Bahia, a
producdo de cacau ainda exerce papel fundamental na agroinddstria local e nos fenémenos
sociais, culturais e econdmicos da regido conhecida por “Regido Cacaueira” (FONTES,
2013).

A utilizacdo do cacau tem se mostrado bastante interessante na melhoria das funcgdes
cardiacas, digestiva e renal, além de estimular o sistema nervoso e a fungéo intestinal (CORTI
et al, 2009). Como o chocolate possui grandes quantidades das substancias presentes no
cacau, seu consumo também tem demonstrado ser benéfico a salde, desde que utilizado de
maneira correta (NOGUEIRA, 2009).

Os beneficios do consumo de chocolate sdo conhecidos ha bastante tempo, inclusive a

sensacdo de prazer ao consumi-lo de maneira que é interessante introduzi-lo na dieta das
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pessoas como um alimento saudavel (OWEN, 2013). Cabe ressaltar que o chocolate é um
produto que pode ser consumido por todas as idades, desde que ndo haja nenhuma restri¢do as
substancia presentes na formulacdo, e ainda o consumidor poderd adquirir um produto
nutritivo, saboroso e que traz beneficios a saude e bem-estar (PIMENTEL, 2007).

Porém, os ingredientes empregados na producdo de chocolates tém importante papel na
aceitacdo pelo consumidor (CANDIA; DIAS, 2014). A dificuldade principal na formulacgdo de
chocolates com porcentagens maiores de cacau é a aceitacdo sensorial, j& que estes sdo
compostos de uma quantidade menor de aclcar e o sabor amargo prevalece, e existe uma
tendéncia inata dos individuos para rejeitar alimentos azedos e amargos (ALMEIDA, 2010).

E é exatamente o chocolate amargo o mais saudavel, rico em cacau, pois induz
importante efeito sobre 0 aumento da vasodilatacdo arterial, e a protecdo contra peroxidacdo
lipidica (FRITSCH et al., 2013). Outro fator interessante é a presenca de flavondides no
chocolate, antioxidantes que podem auxiliar na prevencdo de algumas doencas ligadas ao
processo de envelhecimento, também ajudam a diminuir riscos de doengas cardiovasculares,
além de evitar os danos oxidativos causados por radicais livres que podem causar doencas
como cancer e doencas cerebrovasculares (SCHUMACHER, 2008).

Com base nesses beneficios a salde alguns estudos que exploram a possibilidade de
aliar o chocolate a substancia que fornecam propriedades para torna-lo um alimento funcional,
como no estudo de Fritsch et al. (2013), no qual desenvolveram um chocolate em barra
adicionado guarand em p6 a fim de aumentar os efeitos estimulantes do mesmo, e outros
estudos como chocolate para elevar seu valor nutricional: adicionados com cogumelos
Agaricus blazei, (SANDRI et al., 2012), chocolates amargos produzidos com améndoas
fermentadas com polpas de frutas (SAMPAIO, 2011), sobremesas de chocolates com pré-
biodticos (MORAIS et al., 2014) e ainda chocolate com maior percentual de proteina
(SHUMACHER, 2008).

Dessa forma, como o chocolate é um produto consumido mundialmente, saboroso e
ainda pode promover saide, como um alimento funcional, torna-se imprescindivel a
investigacdo da utilizacdo do mesmo agregado a novas substancias que podem agregar valor

nutricional.

3.4  Acido ursolico e Acido oleandlico
O é&cido ursolico é um triterpeno (Cgp) pentaciclico e normalmente surge associado ao
seu isdbmero, o acido oleanodlico. Amplamente distribuidos no reino vegetal, estdo presentes

em muitas ervas medicinais e outras plantas, incluindo ginseng (Panax ginseng), caléndula
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(Callendula officinalis), alecrim (Rosmarinus officinalis), melaleuca (Melaleuca
leucadendron), macd (Malus domestica), pera (Pyrus pyrifolia), ameixa (Prunus domestica),
entre outras. Estes &cidos compartilham muitas propriedades farmacologicas comuns, de
acordo com a literatura, por isso o interesse neles estd crescendo (FRIGHETTO, 2005;
ZOGHBI et al., 2009; ELOY et al., 2012).

Os usos tradicionais de plantas que contenham acido oleandlico ou acido ursélico em
medicina popular sdo mdaltiplos, como anti-inflamatorio, para hepatoprotecdo, analgesia,
como cardiotdnico, sedativos e para efeitos tonicos na musculatura, além da utilizacdo na
prevencéo do cancer (LIU, 2005; SHANMUGAM et al., 2013).

Apesar de estar presente em inimeras plantas, a obtencdo desses dois &cidos geralmente
é feita através do seu isolamento de cascas de maca, um processo oneroso (SIANI, 2014). No
entanto, recentemente, esses mesmos compostos foram isolados da Mansoa hirsuta DC, uma
planta do semiérido do estado da Bahia, eleita pelo programa IMSEAR (Instituto do Milénio
do Semi-arido, 2002) como planta promissora em relacdo a esses dois compostos de interesse
pela industria farmacéutica (SILVA, 2006).

A Mansoa hirsuta DC é uma liana que ocorre em toda a extensdo da mata atlantica, e
estudos demonstram atividades anti-hipertensiva (BRAGA, 2000), antifangica in vitro frente
aos microorganismos Aspergillus Niger e Fusarium oxysporum (ROCHA, 2002) e atividade
imunossupressora (SILVA, 2006) da espécie. Com o isolamento do acido oleandlico/ursolico
a partir de plantas medicinais novas, outras propriedades farmacologicas destes dois
compostos, podem ser avaliadas e a obtencdo desses acidos pode ter seu custo reduzido.

E importante destacar que ndo foram identificados produtos com adicdo dos &cidos
ursélico e oleandlico na industria de alimentos funcionais, nutracéuticos e fitoterapicos de
origem nacional oriundos da espécie vegetal Mansoa hirsuta DC, e atualmente, no Brasil, é
necessaria a importacdo de produtos contendo estes acidos (SILVA, 2006).

Acrescentar esses compostos isolados ao chocolate pode contribuir para o
desenvolvimento sustentavel dessa regido do semiarido em paralelo com a promoc¢do da
cultura do cacau na “Regido Cacaueira” permitindo ainda aumentar as possibilidades de novas
taticas para a melhoria da qualidade do chocolate e o desenvolvimento de produtos funcionais

inovadores que podem promover saude.

4 MATERIAIS E METODOS
4.1  Tipo de pesquisa

A pesquisa apresenta carater experimental e quantitativo.
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4.2  Local do estudo

As amostras de chocolate foram produzidas e realizadas as analises microbioldgicas,
fisico-quimicas e sensoriais no Instituto Federal Baiano (IF Baiano), na cidade de Urucuca,
Bahia, no Centro de Tecnologia de Alimentos.

A andlise de estabilidade dos chocolates foi realizada no laborat6rio de farmacognosia
da Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia, campus de Jequié.

A avaliacdo da influéncia do consumo do chocolate na satde das familias e os exames
laboratoriais foram realizados com familias cadastradas no programa Saude da Familia na
Unidade de Salde da Familia do Bairro Santo Antdnio, na cidade de Itajuipe, Bahia.

4.3  Populacéo do Estudo

A populacdo do estudo foi composta por uma amostra de conveniéncia, sendo nao-
probabilistica, homens e mulheres, de faixa etaria maior/igual a 18 anos, totalizando 130
voluntérios.

Para o estudo de andlise sensorial a populagdo foi composta de 100 (cem) voluntarios
da cidade de Uruguca.

Ja no estudo de intervencdo para avaliagdo do consumo de chocolate na salde das
familias, a populacdo foi formada por 10 (dez) familias — constituidas de pai, mae e filho (a),
com o total de 30 (trinta) participantes, da cidade de Itajuipe, cadastrados na Unidade de
Saude da Familia do Bairro Santo Antonio.

Dessas, 05 (cinco) familias sdo do grupo controle, que consumiram o chocolate 70%
de cacau sem os acidos e 05 (cinco) familias sdo do grupo teste, que consumiram o chocolate
70% de cacau adicionado dos &cidos ursolico e oleandlico. Os grupos foram separados de
forma randémica.

4.3.1 Critérios de Incluséo

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

Foram incluidas na intervencdo as familias cadastradas em uma unidade bésica da
cidade de Itajuipe que foram encontradas no seu endereco nos dias da pesquisa, aceitaram
participar de todo 0 processo, ndo possuisse nenhum distdrbio que limitasse o consumo de
chocolate (como por exemplo, alergias, intolerancia, diabetes), gostasse de chocolate,

assinaram corretamente o TCLE e possuiram disponibilidade de tempo.
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4.3.2 Critérios de Excluséo

Foram excluidos do teste de aceitacdo dos chocolates os candidatos que apresentaram
intolerancia/alergia a qualquer componente do produto, estar em uso de medicamentos que
interfiram na percepcdo dos odores e sabores ou possuir qualquer patologia que possa ser
agravada com a pesquisa e/ou que atrapalhe na percepcéo sensorial (diabetes, por exemplo).

Os critérios de exclusdo para a intervengdo com o chocolate foram: as familias que ndo
foram encontradas no endereco cadastrado no programa de salde da familia, ndo aceitaram
participar de todo o processo ou ndo se enquadraram nos critérios de incluséo.

44  Questdes Eticas

Esta pesquisa foi realizada de acordo com as diretrizes e normas da Resolucio 466 de
12 de Dezembro de 2012, do Ministério da Salude, que normatiza as pesquisas realizadas com
seres humanos (BRASIL, 2012). Ademais, foi entregue e explicado aos participantes o Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE (Apéndices A e B).

A pesquisa foi enviada para o Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Estadual
do Sudoeste da Bahia (CEP/ UESB) e foi aprovada com o numero de CAAE
46718615.0.0000.0055.

45  Obtencdo dos acidos ursdlico e oleandlico

O é&cido ursdlico e seu isdbmero o &cido oleandlico, isolados e extraidos das folhas da
planta Mansoa hirsuta DC, em um processo realizado sob depdsito de patente n° BR
1020150081804, foram fornecidos pelo Laboratorio de Farmacognosia do curso de Farméacia
da Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia. O direito de uso dos acidos foi cedido pelo
autor da patente.

4.6  Producéo dos Chocolates

Os chocolates foram desenvolvidos a partir de uma formulacao contendo liquor de cacau
ou massa (64,00%), manteiga de cacau (6,00%), aclcar (29,54%) e lecitina de soja liquida
(0,40%), obtendo concentracdo de cacau de 70%. Posteriormente adicionado 0,06% da
mistura de &cido oleandlico e &cido ursélico na formulacdo de chocolate, correspondente a
150 mg/barra de 25g de chocolate (Figura I — Apéndice C).

Os chocolates utilizados para a intervengéo no grupo controle foram desenvolvidos sem
adicdo do acido, numa formulacéo contendo liquor de cacau ou massa (64,00%), manteiga de
cacau (6,00%), acucar (29,6%) e lecitina de soja liquida (0,40%), para uma concentracdo de
70% de sélidos de cacau (64,0% da massa + 6,0% da manteiga de cacau).

O refino, a etapa de mistura dos ingredientes e a conchagem foram realizados em um

moinho de rolos tipo melanger, onde foram homogeneizados e mantidos sob agitacdo a uma
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temperatura em torno de 54° C. Todos esses processos tiveram duracdo de 24 horas. Na etapa

de temperagem utilizou-se mesa de méarmore para o resfriamento até 29° C. Apos a

temperagem o chocolate foi moldado manualmente em formas especificas de 25g e as

mesmas transferidas resfriamento a aproximadamente 5° C durante duas horas. E depois, 0

chocolate foi desmoldado e embalado a 25° C (Apéndice D).

4.7 Caracterizacao fisico-quimica
As analises para caracterizagdo fisico-quimicas do chocolate foram feitas em triplicata

para cada repeticdo, conforme metodologia descrita no Manual de Normas Analiticas do
Instituto Adolfo Lutz (2004):

Teor de agua (umidade): determinado pela perda de peso em estufa, a temperatura de
105° C, até peso constante;

Residuo por incineracdo (Cinzas): determinado a partir residuo obtido por
aquecimento de um produto em temperatura préxima a (550-570°) C, até as cinzas
ficarem brancas ou parcialmente acinzentadas.

pH: foi medido por meio de um pHmetro de bancada QUIMIS® Q400MT, por leitura
direta na amostra triturada e diluida;

Acidez titulavel total: determinada a partir da titulagdo das amostras de chocolate com
solugdes de &lcali padrdo (NaOH 0,1 mol/L), usando como indicador a fenolftaleina;
Lipidios: o percentual de lipidios das amostras foi determinado a partir da hidrélise
prévia da amostra com a utilizacdo de solucdo de acido cloridrico 3 mol/L sob
aquecimento (refluxo), extracdo no extrator de Soxhlet e quantificacdo do residuo

obtido ap6s a remocao do solvente;

A analise de proteina foi realizada através de metodologia Micro-Kjeldahl AOAC (2000)

modificada:

Proteina (teor de nitrogénio): a porcentagem proteica das amostras foi encontrada
multiplicando-se a porcentagem de nitrogénio pelo fator de conversao 6,25.
Carboidratos totais: foi realizada por diferenca dos valores de umidade, cinzas,
proteinas e lipidios.

Foi realizada andlise 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 padrées dos acidos ursélico e oleandlico, nas seguintes
condigcdes: placas cromatograficas de silica gel, fase movel solugéo

cloroférmio:metanol (5% v/v), vapores de iodo e vanilina sulfurica como reveladores.
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4.8  Analise Microbioldgica
As anélises microbioldgicas foram efetuadas a fim de garantir a seguranca alimentar para

0s testes sensoriais e intervencdo com as familias, seguindo o anexo Il da Instrucdo
Normativa n° 62, de 26 de agosto de 2003 (BRASIL, 2003) e em placas Petrifilm3M™,
segundo recomendacdes do fabricante (3M, 1997).

Para o preparo da amostra foram utilizados 25g de chocolate em 225 mL de Solucao
Salina Peptonada estéril 0,1% para obtencdo de uma diluicdo de 10™, esta solugdo foi

utilizada para a realizacdo de todas as analises.

4.8.1 Analise de Aerdobios Mesofilos

Foi utilizado o meio PCA (Plate Cont Agar) para analise de aerébios mesofilos, sob
uma superficie plana dentro da cdmara de fluxo laminar previamente preparada. A seguir, foi
inoculado 1 mL 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 membranas foram incubadas invertidas em incubadoras do tipo B.O.D. por 48 horas
sob temperatura de 25° C. Apo6s decorrido o tempo de incubacdo, as colénias foram contadas
em contador de coldnias e os resultados foram expressos pelo nimero de Unidades
Formadoras de Col6nia por grama de amostra (UFC.g-1). Todas as analises foram realizadas

em triplicatas.

4.8.2 Analise de Bolores e Leveduras

Para a determinacdo de bolores e leveduras das amostras de chocolate, foi realizado em
Petrifilm YM 3M™,

A amostra (10g) foi diluida em &gua peptonada, Flip Top Dilution Botter 3M™, dentro
de camara de fluxo laminar, devidamente preparada. Em seguida, foi transferida 1mL da
amostra diluida para o Petrifilm. Ap6s homogeneizacdo, a amostra foi incubada em B.O.D a
25°C por 5 dias. As colbnias foram contadas em contador de col6nias e os resultados foram
expressos pelo nimero de Unidades Formadoras de Coldnia por grama de amostra (UFC/g).

Todas as analises foram realizadas em triplicatas.

4.8.3 Analise de Coliformes com diferenciacédo para Escherichia coli

Para a determinacdo de Coliformes com diferenciacdo para Escherichia coli nas
amostras de chocolate, foi realizado em Petrifilm EC 3M™,

A amostra (10g) foi diluida em agua peptonada, Flip Top Dilution Botter 3M™, dentro
de camara de fluxo laminar, devidamente preparada. Em seguida, foi transferida 1mL da
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amostra diluida para o Petrifilm. Ap6s homogeneizagdo, a amostra foi incubada em B.O.D a
35°C por 48 horas. As col6nias foram contadas em contador de colbnias e os resultados foram
expressos pelo numero de Unidades Formadoras de Colonia por grama de amostra (UFC.g-1).

Todas as analises foram realizadas em triplicatas.

4.9 Analise Sensorial - Teste de aceitacdo dos chocolates
Para verificar a aceitacdo sensorial do chocolate desenvolvido foi realizado o teste de

aceitacdo sensorial com escala hedbnica de 09 pontos de acordo com Minim (2013). As
amostras de chocolate foram avaliadas quanto a impresséo global por 100 avaliadores.

Desta forma, pratos codificados com 03 digitos aleatérios contendo 10 g de chocolate a
temperatura ambiente, foram servidos aos avaliadores. Tambeém foi servida agua filtrada a
temperatura ambiente para os candidatos utilizarem ao provar as amostras, a fim de retirar
gostos residuais da boca.

O chocolate foi servido aos avaliadores em cabines individuas, usando luz branca, e de
forma monddica.

Juntamente com o chocolate, o avaliador recebeu uma ficha de aceitacdo sensorial de
escala heddnica, com termos variando entre gostei extremamente e desgostei extremamente,
onde foi solicitado a marcar sua impressao global sobre o chocolate — Apéndice E (MINIM,
2013.

Para a andlise dos resultados, os dados foram transformados de nominais para numéricos,
onde 01 (um) era desgostei extremamente e 09 (nove) que era gostei extremamente. Os
resultados do teste de aceitacdo foram submetidos a andlise estatistica descritiva. Para tal foi

utilizado o software Statistical Packpage for the Social Sciences® (SPSS, verséo 21.0).

4.10 Intervencdo para avaliacdo do consumo de chocolate na satde das familias.

Foram entrevistadas todas as familias (n=31) que estavam cadastradas em uma
unidade béasica da cidade de Itajuipe-Bahia, no periodo de julho a agosto de 2016. Todas
receberam a visita do pesquisador em seus domicilios para explicacdo de todas as fases da
pesquisa.

Os participantes foram instruidos a manterem suas atividades diarias e seguir com a
alimentacdo habitual, sem inserir nenhum outro chocolate na dieta e qualquer medicamento
gue pudesse interferir no resultado do estudo, ou alterar suas atividades fisicas.

Também foram informados para escolherem um horario fixo para consumir 25g de

chocolate todos os dias durante um periodo 04 (quatro) semanas. Os 25¢g de chocolate foram
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servidos todos os dias a temperatura ambiente, no local do seu endereco, como barras
pequenas e embaladas separadamente.

Para verificar se ndo houve alteracdo na rotina alimentar dos pacientes, foi usado como
ferramenta de controle o recordatdrio de 24 horas (BUZZARD, 1998).

Antes de iniciar a intervencdo, e ap0s serem fornecidas todas as instrugdes, foi
realizada a avaliacdo antropomeétrica, 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 balanca, com capacidade
maxima de 150 kg e minima de 2 kg, e fita métrica para altura e circunferéncia da cintura até
200cm.

Além da avaliacdo nutricional e antropométrica, também foram realizados testes
clinicos de avaliacdo do perfil lipidico: colesterol total e suas fracdes (HDL — Lipoproteina de
Alta Densidade, LDL — Lipoproteina de Baixa Densidade), triglicerideos e glicemia de jejum.
Para tanto, foi coletado o sangue venoso dos participantes ap6s jejum de 12 horas, em
laboratdrio de analises clinicas terceirizado (LL Laboratério — Itajuipe, Bahia). Para a analise
foram utilizados os métodos segundo Lima (2001).

As avaliagBes clinicas e antropométricas foram realizadas em duas ocasides nos
participantes: antes da primeira semana do experimento e imediatamente apds a quarta
semana da suplementagdo com o chocolate (grupos controle e teste), a fim de avaliar se houve
alteracdes nos indicadores analisados.

Para comparar se houve diferenca nas variaveis (peso, IMC, circunferéncia da cintura,
glicemia, HDL, LDL, triglicerideos, colesterol total) entre os grupos controle e teste; e
também para comparar estas varidveis antes e ap6s o consumo de chocolate no grupo teste,
inicialmente foi realizado teste de Kolmogorov-Smirnov para atestar a normalidade dos
dados, e apos essa definicdo, foi utilizado teste de médias para comparacao, sendo usado teste
de Wilcoxon nas variaveis que ndao possuiam distribuicdo normal, e o Teste t para amostras
pareadas nas variaveis que seguiam a distribuicdo normal e eram pareadas. Nas amostras nao
pareadas e de distribuicdo normal, foi usado o teste de Mann-Whitney.

Para comparagdo das varidveis (peso, IMC, circunferéncia da cintura, glicemia, HDL,
LDL, triglicerideos, colesterol total) entre os grupos pai, mée e filho, foi realizado teste de
Kolmogorov-Smirnov para atestar a normalidade dos dados, sendo usado o teste de Kruskal-
Wallis para variaveis que ndo seguem distribuicdo normal, e ANOVA One-Way para
variaveis com distribui¢do normal.

Além disto, a correlacéo entre variéveis foi realizada usando metodologia de Pearson.
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Todos os testes de médias foram realizados a 5% de probabilidade, utilizando o
software licenciado Statistical Packpage for the Social Sciences® (SPSS, verséo 21.0).

4.10.1 Recordatoério de 24 horas

O Recordatério de 24horas consiste em definir e quantificar todos os alimentos e
bebidas ingeridas no periodo anterior & entrevista, que podem ser as 24 horas precedentes ou,
mais comumente, o dia anterior (Buzzard, 1998). Este foi aplicado em todas as visitas a
familia, para estabelecer o consumo diario de cada individuo, além de avaliar se dieta habitual
ndo foi modificada. As informacbes foram fornecidas pelos individuos pesquisados
(APENDICE F).
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5 RESULTADOS

A fim de responder os objetivos desse estudo, os resultados foram dispostos em dois
manuscritos cientificos. O primeiro intitulado “Desenvolvimento de chocolate com alta
concentracdo de cacau, incorporados com &cidos triterpénicos para ser utilizado no consumo
alimentar como forma de promocdo da salde.” e o segundo com o titulo: “Avaliacdo de
consumo de chocolate de alta concentracdo de cacau incorporado com acidos triterpénicos na

salde das familias”, apresentados a seguir.
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51 MANUSCRITO 1: DESENVOLVIMENTO DE CHOCOLATE COM ALTA
CONCENTRACAO DE CACAU, INCORPORADOS COM  ACIDOS
TRITERPENICOS PARA SER UTILIZADO NO CONSUMO ALIMENTAR COMO
FORMA DE PROMOCAO DA SAUDE

O manuscrito sera submetido ao periddico Revista Appetite, elaborado de acordo com
as instrucdes para autores, disponiveis em: https://www.elsevier.com/journals/appetite/0195-

6663/guide-for-authors.
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Desenvolvimento de chocolate com alta concentracao de cacau, incorporados com &cidos
triterpénicos para ser utilizado no consumo alimentar como forma de promocéao da

saude

RESUMO

O objetivo do trabalho foi desenvolver um chocolate 70% de cacau incorporado de
acidos ursolico e oleandlico e avaliar os efeitos do seu consumo na saude de individuos. O
chocolate foi desenvolvido a partir de uma formulacéo contendo liquor de cacau, manteiga de
cacau, agucar refinado, lecitina de soja liquida, e adicionado os &cidos ursolico e oleandlico,
correspondente a 150 mg de acidos/barra de 25g de chocolate 70% de cacau. Depois, foram
feitas analises fisico-quimicas, microbioldgicas e sensoriais nos chocolates. Para avaliagdo da
saude de individuos, foi realizada uma intervencdo com o chocolate desenvolvido, na qual 15
voluntarios, durante 04 semanas, consumiram 25g do produto diariamente. Os individuos
foram submetidos a testes laboratoriais e antropométricos em duas ocasides, antes e apos as
semanas de intervencdo. As analises revelaram que o chocolate desenvolvido apresentou
caracteristicas fisico-quimicas e microbioldgicas dentro dos padrdes aceitos para chocolate
amargo e apresentou boa aceitagdo sensorial. O resultado da intervencdo permitiu verificar
que, os voluntarios apresentaram reducdo nas medidas antropomeétricas, porém, ndo tiverem
modificacOes significativas nos exames laboratoriais. Foi possivel desenvolver e caracterizar
0 chocolate 70% com adicdo de acido ursolico e acido oleandlico para ser utilizado como
suporte de intervencdes nutricionais que promovam salde.

Palavras-chave: Inovagdo. Alimentacdo saudavel. Escolhas alimentares.
ABSTRACT

The objective of the study was to develop a 70% cocoa chocolate containing ursolic and
oleanolic acids and to evaluate the effects of its consumption on the health of individuals. The
chocolate was developed from a formulation containing cocoa liquor, cocoa butter, refined
sugar, liquid soy lecithin, and added ursolic and oleanolic acids, corresponding to 150 mg of
acids/25g of chocolate 70% of cocoa . After that, physical-chemical, microbiological and
sensorial analyzes were made in chocolates. To evaluate the health of individuals, an
intervention was performed with the chocolate developed, in which 15 volunteers, during 04
weeks, consumed 25g of the product daily. The subjects were submitted to laboratory and
anthropometric tests on two occasions, before and after the intervention weeks. The analyzes
revealed that the developed chocolate presented physical-chemical and microbiological
characteristics within the accepted standards for bitter chocolate and presented good sensorial
acceptance. The result of the intervention allowed to verify that, the volunteers presented
reduction in the anthropometric measures, however, did not have significant modifications in
the laboratory exams. It was possible to develop and characterize 70% chocolate with addition
of ursolic acid and oleanolic acid to be used as support for nutritional interventions that
promote health.

Keywords: Innovation. Healthy eating. Food choices.
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INTRODUCAO
Os paises mais desenvolvidos possuem suas economias impulsionadas pela revolucéo

tecnoldgica e procuram dispor de sistemas de inovacdo articulados e consolidados para
apoiarem a construcao de sociedades globalizadas. Porém, o desenvolvimento tecnolégico e a
inovacdo de um pais dependem de investimentos constantes, estaveis e de alto valor. No
Brasil, os investimentos sempre foram realizados de maneira irregular e de pequeno porte
pelo governo, o0 que € preocupante para o pais (FELIPE, 2007), assim como em outros paises
em desenvolvimento, a diferenca de investimentos em inovagdes em comparacdo a paises
ricos é bem discrepante (SIDONIO, 2013).

Partindo do pressuposto que, é preciso estimular a inovacdo para o desenvolvimento do
pais, foi aprovada no Brasil a Lei de Inovacdo (2004), dispondo sobre estimulos ao
desenvolvimento cientifico, a pesquisa, a capacitacdo cientifica e tecnoldgica e a inovacao,
essa lei introduz inovagbes em diversos setores e vem contribuindo para reposicionar
industrias e empresas. Essa realidade é reforcada também em paises desenvolvidos, como
Coréia do Sul, Franca, Estados Unidos e Japdo, os quais possuem leis que impulsionam a
capacidade inovativa tecnoldgica e a criacdo das infra-estruturas de pesquisa e
desenvolvimento (PEREIRA e KRUGLIANSKAS, 2005).

Um desses setores que vem despontando como promissor € o da industria de alimentos,
que foi responsavel por 42% do PIB do agronegdcio brasileiro (SIDONIO, 2013), faturando
cerca de R$ 452 bilhdes em 2015 (ABIA, 2016). Além de ser um dos ramos mais importantes
da economia na Italia e na Unido Européia em geral, desempenhando um papel central na
transformacédo das matérias-primas agricolas e da oferta alimentar (BIGLIARDI E GALATI,
2013).

A preocupacdo crescente pela salde, mudancas na regulamentacdo dos alimentos e a
constatacdo cientifica das ligacOes existentes entre dieta e salde, fizeram emergir produtos
inovadores alimentares, que prometem colaborar na busca por uma vida mais saudavel.
Assim, aumentou a procura por alimentos organicos, nutracéuticos e funcionais (IKEDA et
al., 2010).

Os alimentos funcionais sdo a mais nova tendéncia da indudstria alimenticia, possuindo
propriedades de saude além de funcGes nutricionais basicas (GOLDBERG, 2012). Varios
alimentos prometem ajudar na prevencdo ou tratamento de doengas, como em problemas
intestinais por meio de consumo de sobremesa de chocolate com adicdo de prebidticos

(MORAIS et al., 2014); e doencas do sono, como € o caso do leite de vaca com concentracao



33

aumentada de melatonina (MILAGRES et al., 2012) e prevencdo de cancer de célon com
balas mastigaveis adicionadas de inulina (GONCALVES E ROHR, 2009).

Igualmente, o chocolate, produto bastante consumido no Brasil e no mundo, tendo seu
consumo per capita brasileiro de 2,8 kg em 2013 (ABICAB, 2014), e 0 consumo na Europa de
2.534.360 toneladas no ano de 2014 (CAOBISCO, 2015), também possui substancias com
diversas propriedades funcionais, sendo utilizado na prevengdo ou tratamento de algumas
patologias, com atividade antioxidante cardioprotetora como diminuicdo de LDL
(lipoproteinas de baixa densidade) e trigliceridios, diminuicdo do risco cardiaco e diminuicao
de formacgdo de placas aterogénicas, acdo antiinflamatdria e vasodilatadora (TEIXEIRA,
2013; RODRIGUES, 2007).

Cabe destacar que, o chocolate com maiores propriedades de promocao de saude é o
chocolate amargo, com alto teor de sélidos de cacau, menos actcar, menor teor de gorduras
(manteiga de cacau e leite) e com elevado teor de polifendis, no entanto o mercado de
chocolates com esse perfil ainda é pequeno, as prateleiras ainda estdo cheias de produtos com
alto teor de gorduras, agucares e baixa concentracdo de cacau e polifendis (TITTON et al.,
2016). Entdo, chama-se atencdo aqui para a necessidade de pesquisas para desenvolver
chocolates inovadores e com caracteristicas de serem promotores de salde.

A fim de aproveitar-se dos beneficios do chocolate para a salde, alguns produtos
funcionais foram desenvolvidos como o chocolate com inulina (OLIVEIRA et al., 2015);
chocolate com guarana (FRITSCH et al., 2013), chocolate com fibra soltvel (DEGASPARI et
al.,, 2015), chocolate com Okara (CANDIA E DIAS, 2014), chocolates com teores
aumentados de flavonodides (ESTHECHOC®), entre outros.

Embora existam estudos sobre a utilizacdo do chocolate em beneficios para a salde
(SANDRI, 2012; SCHUMACHER, 2008), nenhum deles aborda a adi¢do de acido ursélico e
oleandlico ao chocolate visando promover uma alimentacdo saudavel. Esses acidos foram
recentemente purificados de uma planta tipicamente brasileira, a Mansoa hirsuta D.C., uma
trepadeira lenhosa, conhecida popularmente como cip6 d’alho (SILVA, 2006) e podem ser
utilizados como potenciais aditivos em alimentos, por possuirem amplo espectro de atividades
biolégicas, as quais se destacam a atividade hepatoprotetora, anti hiperlipidémica,
antiinflamatdria e ndo apresentarem toxicidade (ZOGHBI et al, 2009; FRIGHETTO, 2005;
LIU, 1995).

Dessa forma, desenvolver um produto inovador que agregue todas essas funcdes, do

chocolate e dos dois &cidos (ursélico e oleandlico), oportuniza expandir as possibilidades de
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recursos alimenticios com maior desempenho nutricional e que possam contribuir com a
promocao de saude, qualidade de vida e bem-estar.

Dentro desse contexto, o objetivo do presente trabalho foi desenvolver um produto
inovador, saboroso, pratico e saudavel para ser utilizado no consumo alimentar como forma

de promocéo da salde.

METODOS

A pesquisa apresenta carater experimental e quantitativo. Os experimentos foram
realizados nos laboratdrios do Instituto Federal Baiano Campus de Uruguca e na cidade de
Itajuipe, Bahia.

A populacdo do estudo foi composta por uma amostra de conveniéncia, sendo nao-
probabilistica, homens e mulheres, de faixa etaria maior/igual a 18 anos, totalizando 115
(cento e quinze) voluntarios.

Desses, 100 (cem) voluntarios da cidade de Uruguca participaram da andlise sensorial
(teste de aceitacdo) e 15 (quinze) voluntarios da cidade de Itajuipe participaram da
intervencdo com o chocolate.

Os critérios de inclusdo 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 percepcéo
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 Resolugédo 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.
Obtencao dos acidos ursélico e oleandlico

O é&cido ursdlico e seu isdmero o acido oleandlico, isolados e extraidos das folhas da
planta Mansoa hirsuta DC, em um processo de extracdo e isolamento realizados sob depdsito
de patente n° BR 1020150081804, foram fornecidos pelo Laboratério de Farmacognosia do
curso de Farmécia da Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia, com autorizacdo do autor
da patente.

Processamento do chocolate
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O chocolate 70% adicionado dos &cidos ursdlico e oleandlico foi desenvolvido a partir
de uma formulacdo contendo liquor de cacau (64%), manteiga de cacau (6%), acUcar refinado
(29,54%), lecitina de soja liquida (0,4%), e adicionado os &cidos ursolico e oleandlico
(0,06%), correspondente a 150 mg de &cidos/barra de 25g de chocolate 70%.

Apos 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.

Em seguida, o chocolate foi transferido para uma mesa de marmore para a etapa de
temperagem para o resfriamento até 29°C. Apds 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.

Caracterizacdo fisico-quimica

As analises para caracterizacdo fisico-quimicas do chocolate foram feitas em triplicata
para cada repeticdo, conforme metodologia descrita no Manual de Normas Analiticas do
Instituto Adolfo Lutz (2004). Foram realizadas analises de teor de &gua (umidade); residuo
por incineracdo (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 determinacao dos carboidratos totais realizadas
através da diferenca dos valores de somatdria de umidade, cinzas, proteinas e lipidios.

Foi realizada analise 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 padrdes dos acidos ursolico e oleandlico, nas seguintes condicdes: placas
cromatograficas de silica gel, fase movel solucdo cloroférmio:metanol (5% v/v), vapores de
iodo e vanilina sulfarica como reveladores.

Analises Microbioldgicas

As anélises microbioldgicas foram efetuadas a fim de garantir a seguranca alimentar para
0s testes sensoriais, seguindo o anexo Il da Instru¢cdo Normativa n® 62 (2003) e em placas
Petrifilm 3M™, segundo recomendagdes do fabricante (3M, 1997).

Para o preparo da amostra foram utilizados 25g de chocolate em 225 mL de Solucéo

Salina Peptonada estéril 0,1% para obtencdo de uma diluicdo de 10™, esta solugdo foi
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utilizada para a realizacdo de todas as analises, realizadas sob uma superficie plana dentro da
camara de fluxo previamente preparada e em triplicatas.

A andlise de aerobios mesofilos foi realizada em meio PCA (Plate Cont Agar). Foi
inoculado 1 ml da diluicdo 107, 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 determinacdo de bolores e leveduras das amostras de chocolate, foi realizado em
Petrifilm YM 3M™ (Ref.6407). Em seguida, foi transferida 1mL da amostra diluida para o
Petrifilm. Ap6s homogeneizagdo, a amostra foi incubada em B.O.D a 25°C por 5 dias.

Para a determinacdo de Coliformes com diferenciacdo para E. coli nas amostras de
chocolate, foi realizado em Petrifilm EC 3M™ (Ref.6404). Foi transferida 1mL da amostra
diluida para o Petrifilm. Ap6s homogeneizacao, a amostra foi incubada em B.O.D a 35°C por
48 horas.

Em todas as andlises as coldnias foram contadas em contador de colénias e os resultados
foram expressos pelo nimero de Unidades Formadoras de Col6nia por grama de amostra
(UFC/qg).

Anélise Sensorial

Para verificar a opinido das pessoas em relacdo as caracteristicas sensoriais do chocolate
desenvolvido, foi realizada uma avaliacdo, usando uma anédlise sensorial de aceitacdo do
produto. Com essa finalidade foi utilizada uma escala hedénica 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 impressdo global por 100
avaliadores ndo-treinados. De forma que, recipientes codificados com 03 digitos aleatdrios
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 aceitacdo sensorial de
escala hedonica, onde foi solicitado a marcar sua impressdo global sobre o chocolate de
acordo com a escala proposta (MINIM, 2013).

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

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

Intervencéo para avaliagédo do consumo de chocolate na saude das familias
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A fim de avaliar o efeito do consumo do chocolate 70% acrescido dos acidos ursolico e
oleandlico na salde das pessoas foi realizada uma intervencdo com voluntarios que estavam
cadastrados em uma unidade basica de salde da cidade de Itajuipe-Bahia, no periodo de julho
a agosto de 2016.

Destes, foram incluidos na intervencdo apenas os voluntarios que foram encontrados no
seu endereco nos dias da pesquisa, que se encaixaram nos critérios de inclusdo, perfazendo
um total de 15 (quinze) pessoas.

Todos os voluntarios receberam a visita do pesquisador em seus domicilios para
explicacdo de todas as fases da pesquisa. Durante a visita, 0s participantes foram instruidos a
manterem suas atividades diérias e seguir com a alimentacdo habitual, ndo inserirem novos
medicamentos ou novas atividades fisicas a sua rotina.

Para verificar se ndo houve alteracdo na rotina alimentar dos pacientes, foi usado como
ferramenta de controle o recordatorio de 24 horas (Buzzard, 1998).

Também, foram informados para escolherem um horério fixo para consumir 25g de
chocolate todos os dias durante um periodo 04 (quatro) semanas. Os 25¢g de chocolate foram
servidos todos os dias a temperatura ambiente, no local do seu endereco, como barras
pequenas embaladas separadamente.

Apo0s todas as instrucdes, 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 balanca, 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 avaliacdo do perfil lipidico — colesterol total e suas fracbes (lipoproteinas de alta
densidade ou HDL e as lipoproteinas de baixa densidade ou LDL) e triglicerideos e glicemia
de jejum. Para tanto, foi coletado o sangue venoso dos participantes apds jejum de 12 horas,
em laboratorio terceirizado de anélises clinicas (LL Laboratério — Itajuipe, Bahia). Para a
analise dos testes laboratoriais foram utilizados os métodos segundo Lima (2001).

Os testes laboratoriais e antropométricos foram realizados em duas ocasides nos
participantes: antes da primeira semana do experimento e imediatamente ap0s a quarta
semana da suplementagdo com o chocolate, a fim de avaliar se houve alteragbes nos
indicadores citados acima.

Para comparar se houve diferenca nas variaveis (peso, IMC, circunferéncia da cintura,

glicemia, HDL, LDL, triglicerideos, colesterol total) antes e ap6s o consumo de chocolate,
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inicialmente foi realizado teste de Kolmogorov-Smirnov para atestar a normalidade dos
dados, e apos essa definicdo, foi utilizado teste de médias para comparacdo, 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. Todos os testes de medias foram
realizados a 5% de probabilidade, utilizando o software licenciado Statistical Packpage for the
Social Sciences® (SPSS, verséao 21.0).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Caracterizacdo fisico-quimica dos chocolates
Na Tabela 1 séo apresentados os valores da anélise fisico-quimica do chocolate 70% de

cacau com adicdo da mistura dos acidos ursélico e o acido oleandlico.

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

| Valor + Desvio Padrdo

Teor de agua (%) 1,72+ 0,16
Cinzas (%) 2,30+ 0,05
Ph 5,58+ 0,04
Acidez titulavel (%) 8,2+ 0,40
Lipidios (%) 29,43+ 0,65
Proteinas (%) 8,79+0,48
Carboidratos Totais (%) 57,76 £ 0,00
Tamanho médio das particulas (um) 19+ 0,01

Fonte: Pesquisa direta.

Os &cidos ursolico e o acido oleandlico foram inseridos no chocolate combinados, isso é
devido a dificuldade de separacdo deles por serem isdmeros, a similaridade de propriedades
fisicas e quimicas entre esses pares torna a sua diferenciacdo e separacdo muito laboriosas, no
entanto eles compartilham muitas propriedades farmacolégicas comuns (LIU, 2005), que
agregam valor ao chocolate desenvolvido.

O chocolate possui baixo teor de agua (1,72%), esses valores encontram-se dentro do
padrdo permitido pela legislacdo brasileira (RESOLUCAO- CNNPA N°12, 1978) que é de no
maximo 3% para teor de umidade nos chocolates (BRASIL, 1978) e devido a essa
caracteristica ndo é necessario o uso de aditivos ou conservantes, além de apresentar maior
durabilidade (NACHTIGALL, 1999).

A amostra de chocolate apresentou pH de 5,58 valor que 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¢do de dois &cidos a formulacéo.
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A tendéncia de chocolates escuros € possuir uma menor quantidade de proteina quando
comparado com chocolate ao leite e chocolates branco, em média 5% de proteina
(AFOAKWA et al., 2007). O chocolate desenvolvido possui teor maior, de 8,8%. A
legislagdo no Brasil (RESOLUCAO- CNNPA N°12, 1978) ndo estabelece valor minimo nem
maximo para proteina, porém o aumento na concentracdo de proteina aumenta também a
digestibilidade do alimento, o que traz beneficios para o chocolate com teores maiores
(HENARES et. al, 2007). Alimentos ricos em proteinas de boa qualidade sdo importantes
porque fornecem aminoacidos essenciais visando promover o crescimento, em especial para a
manutencdo e o desenvolvimento da massa magra do corpo (SCHUMACHER, 2008).

A concentracdo de lipidios também ndo difere da encontrada na literatura (29,43%),
outros estudos encontraram valores semelhantes (REIS; SAMPAIO, 2011). Inclusive, a
legislacdo brasileira (RESOLUCAO- CNNPA N°12, 1978) indica que o chocolate tenha no
minimo de 20% de lipidios. O aumento do teor lipidico pode estar relacionado com uma
adicéo de leite ou outras gorduras (como amendoins, castanhas, manteiga de cacau), assim, se
0 chocolate fosse ao leite ou recheado com algum outro item, poderia ter esse valor maior.

Com relacgdo aos carboidratos totais, o chocolate possui 57,76%, a literatura nao se refere
a quantidade minima nem maxima permitida (RESOLUCAO- CNNPA N°12, 1978). Devido
sua concentracdo de carboidratos, o chocolate pode ser utilizado como fonte de energia,
quantidades inadequadas desse nutriente na dieta podem acarretar em cansago e fadiga (ENES
e SILVA, 2009).

O teor de cinzas geralmente € proveniente da torta de cacau, porém, a cada adicdo de
acucar esse valor tende a diminuir. As amostras dos chocolates analisadas apresentaram-se
com o valor proximo (2,30 + 0,05) ao maximo permitido pela legislacdo para chocolate, que é
de 2,5% p/p de residuo mineral fixo (RESOLUGCAO- CNNPA N°12, 1978). Uma quantidade
de cinzas maior do que a permitida pela legislacdo pode sugerir adulteracdo ou contaminacao
por algum residuo mineral no chocolate (REIS, 2011).

O tamanho das particulas do chocolate pode interferir na sua palatabilidade,
influenciando diretamente sabor e textura (NACANO, 2013). O ideal € que esse tamanho
ficasse entre 20-25um, o chocolate analisado obteve tamanho de particula igual a 19um, mas
essa questdo ndo interferiu para ter uma boa palatabilidade, o que pode ser observado no
resultado da anélise sensorial positiva.

A presenca dos &cidos ursolico e oleandico no chocolate ap6s processamento foi
confirmada pelo método de cromatografia de camada delgada usando vapores de iodo e

vanilina como reveladorores e 0s padrdes dos acidos para comparagao.
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Houve presenca dos acidos em todas as fragGes, que pode ser observado pelas manchas

das substancias na placa apresentando fatores de retengdes (razéo entre a distancia percorrida

pelos acidos ursolico e oleandlico e a distancia percorrida pela fase movel) com valores iguais

ou bem préximos aos fatores de retencdo do padrdo dos acidos. Essa tecnica foi escolhida por

ser de facil aplicacdo, simplicidade, baixo custo e eficiente.

Pode-se notar que as etapas de producdo do chocolate, como aquecimento,

resfriamento, homogeneizacao e conchagem nao degradaram os acidos, permanecendo ativos

até finalizacdo dos chocolates. Assim, essa metodologia é compativel para o desenvolvimento

de chocolates acrescidos de &cido ursolico e acido oleandlico, sem causar problemas para a

conservagao dos mesmos no produto final.

Analises microbioldgicas

As andlises microbioldgicas foram realizadas com a finalidade de oferecer seguranca para

andlise sensorial. A Tabela 2 expBe os resultados encontrados nas analises microbioldgicas

referentes aos chocolates analisados.

Tabela 2: Resultados das Andlises Microbioldgicas para os chocolates.

Bactérias Mesofilas Coliformes Totais Coliformes Bolores e leveduras
UFClg UFCl/g Termotolerantes UFC/g UFCl/g
7x10? Ausentes Ausentes 2,5x10!

Fonte: Pesquisa direta.

A diluicdo utilizada foi a 10*, as outras dilui¢des menores ndo foram capazes de apontar a

presenca de nenhum microorganismo pesquisado. Os valores de unidades formadoras de

colénias por grama de chocolate de bactérias mesofilas (7x10%) e bolores e leveduras

(2,5x10%) estdo dentro do permitido pela legislacdo, que sdo de 10* e 10° UFC/g
respectivamente (Resolugdo CNNPA n°12, 1978).

A anélise para coliformes totais e coliformes termotolerantes tiveram como resultado

auséncia de microorganismos em uma diluicdo 10', estando dentro do padrdo de qualidade

exigido pela legislagdo (Resolugdo CNNPA n°12, 1978). Dessa maneira, o resultado destas

analises revela que os chocolates consumidos estavam seguros para 0 consumo humano, seja

para as analises sensoriais, ou para intervencao.

Andlise 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 regido de aceitagdo da escala hedonica, como apresentado na Tabela

3.
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Tabela 3: Impressdo global do chocolate, média e mediana.
Impressao Global Média £ Desvio Padréo

7,29+ 1,43

O chocolate teve boa aceitacdo, apresentando 83% de respostas entre as escalas 07 e
09, e de acordo com Borges (2009) para que um produto seja consideravel aceitavel, deve
possuir no minimo 70% de indice de aceitabilidade. Esse resultado € muito importante, uma
vez que a determinacdo da aceitacdo sensorial por parte dos potenciais consumidores é
elemento fundamental no desenvolvimento de novos produtos ou melhoramento de produtos
ja existentes (MILAGRES et al., 2010).

Da mesma forma, no estudo de Candia (2014), sobre o desenvolvimento de um
chocolate com adicdo de okara, obteve-se boa aceitacdo com escore médio de 7,61+1,89 para
uma das formulacBGes propostas. O que se assemelha também ao estudo de Oliveira et al.
(2015), no qual encontraram a aceitacdo global do chocolate com adicao de inulina de escore
igual a 7,74+0,009.

No entanto, nem todos os chocolates funcionais possuem boa aceitacdo sensorial,
Degaspari et al. (2015), desenvolveram um chocolate com fibra sollvel e atingiu escores com
médias variando entre 5,08 (equivalente a “indiferente” pela escala hedonica apresentada) e
6,49 (equivalente a “gostei ligeiramente” pela escala hedOnica apresentada), o que
corresponde a um nivel de aceitacdo ruim. Em contrapartida, o chocolate desenvolvido com
0s acidos possui a aceitacdo sensorial como ponto favoravel a sua utilizacéo.

Além de ser um direito humano fundamental, uma alimentacdo/nutricdo adequada
constitui condicdo primordial para a existéncia de qualidade de vida, bem como esta ligada a
prevencdo de doencas carenciais, a obesidade e comorbidades associadas (SILVA et al.,
2012).

A dificuldade da manutencdo de uma dieta balanceada esta ligada muitas vezes a
privacdo de alimentos saborosos (WERLE et al., 2013). Por isso se faz imprescindivel a
inovacdo na industria de alimentos para atender essa demanda, alimentos saborosos, praticos e
saudaveis. O chocolate 70% adicionado dos &cidos ursolico e oleandlico pode devolver o
prazer em se alimentar e aumentar as taxas de adesdo a dietas saudaveis por apresentar

praticidade e boa aceitagéo sensorial.
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Intervencgdo na avaliagdo do consumo de chocolate na satde de voluntérios.

A populacdo desse estudo foi composta por 15 voluntérios, 08 do sexo masculino
(53,3%) e 07 do sexo feminino (46,7%). A média de idade da populacdo foi de 52 +15,01
anos.

A intervencdo com o chocolate 70% de cacau acrescido de &cido ursolico e &cido
oleandlico ocorreu durante 04 semanas, no periodo de julho a agosto de 2016. Durante esse
tempo, os voluntarios mantiveram suas atividades habituais em todo o processo da pesquisa,
incluindo alimentacdo e pratica/ndo pratica de atividade fisica.

A dose diaria recomendada desses &cidos varia de 150-300mg, optamos por analisar o
efeito da menor dose recomendada (150mg/dia), apesar dos &cidos serem ndo-toxicos (Centro
Nacional de Informac6es sobre Biotecnologia, 2016; J. Liu, 2005).

Apdbs as 04 semanas de utilizacdo do chocolate 70% de cacau adicionado de acido
ursélico e acido oleandlico, foi possivel observar boas alteracdes na salde dos voluntarios
conforme Tabela 4:

Tabela 4: Parametros dos voluntarios antes e depois do consumo do chocolate.

Parametros Antes (média £ desvio) Depois (média £ desvio)

Peso (kg) 67,00 +15,98* 66,00 + 15,04*
IMC (kg/m?) 25,42 + 4, 47* 24,99 + 4,13*
Circunferéncia da cintura 92,13 £+ 13,94* 88,73 £ 12,82*
(cm)

Glicose em Jejum (mg/dL) 85,00 £5,90 89,07 £ 30,75
Colesterol Total (mg/dL) 193,27 + 24,31 199,20 + 32,49
HDL (mg/dL) 55,53 + 7,58 51,47 £ 6,83
LDL (mg/dL) 98,80 + 14,06 114,87+ 32,79
Triglicerideos (mg/dL) 195,00 + 23,80 163,00 + 60,97

*Alteracdo significativa p<0,05.

Ao analisar a variavel peso, antes e apds o consumo do produto, observou-se diferenca
significativa entre o peso antes do consumo do chocolate 70% de cacau incorporado de acido
ursolico e oleandico e ap6s o consumo (p=0,014), pelo teste t para amostras pareadas a 5% de
probabilidade. Apds o consumo de chocolate 70% de cacau incorporado de &cido ursélico e
oleandico, 53,3% (n=8) dos individuos do grupo teste diminuiram essa medida. Sendo que

destes, 50% (n=4) perderam aproximadamente 2 kg (Figura 1).
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Alteracéo de Peso Grupo Teste

7
3 4
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Figura 1: Alteragdo da variavel peso no grupo teste.

O excesso de peso corporal pode proporcional risco maior para o desenvolvimento de
diversas doencas, principalmente as doencas crénicas ndo transmissiveis. De forma que, a
perda de peso assegura protecdo contra doencas decorrentes de suas complicacdes como
doenca cerebrovascular, doenca arterial coronariana, insuficiéncia cardiaca, insuficiéncia
renal crénica e doenca vascular de extremidades (MAIA et al., 2010).

Consequentemente a reducdo de peso, a diminuicdo do indice de Massa Corporal
(IMC) foi observada nos mesmos individuos que reduziram o peso. Observou-se diferenca
significativa (p=0,014) entre o IMC antes e ap6s o consumo do chocolate desenvolvido
através do teste t para amostras pareadas, a 5% de probabilidade. Dessa forma, 53,3% (n=8)
dos individuos apresentaram perda de IMC, dos quais 04 tiveram reducdo do IMC entre 0,5 e
1,0kg/m? (Figura 2).

/ Alteracédo de indice de massa corporal

4
3
1
—
P

N&o alterou  Alterou Alterou Alterou Alterou
menos que entre0,5e entrele mais que
0,5kg/m2 1kg/m2 2kg/m2 2kg/m2

Figura 2: Alteracdo da variavel IMC no grupo teste.

Os valores de IMC sdo bastante utilizados para caracterizar individuos com peso
normal, sobrepeso e obesidade em uma faixa estipulada pela Organizagdo Mundial de Saude
(GLANER, 2005), de forma que qualquer pequena reducdo, assim como a observada nesse
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estudo com a intervencdo do chocolate 70% cacau incorporado de &cido ursélico e oleandlico,
pode reclassificar um individuo nessa escala, tirando-o da margem de obesidade.

A analise da circunferéncia da cintura dos individuos permitiu verificar que, utilizando
0 teste t para amostras pareadas, o resultado foi uma mudanca significativa (p=0,002) na
circunferéncia da cintura dos individuos, sendo que 73,3% (n=11) dos individuos perderam
medidas. Desses, 27,7% (n=3) diminuiram mais de 08 cm de circunferéncia da cintura (Figura
3).

Cincu4nférencia da4Cintu ra

Né&o alterou Menos que Menos que  Mais que 8cm
3cm 6cm

Figura 3: Alteracdo da variavel circunferéncia da cintura no grupo teste.

A incidéncia crescente de doencas crénicas ndo transmissiveis associadas a ma
alimentacdo é crescente e preocupante, sobretudo o aumento do sobrepeso, da obesidade e de
suas complicacdes associadas (DUNCAN et al., 2012). Dessa forma, a alimentacdo
balanceada e que agregue alimentos que possam auxiliar na perda de peso, IMC e
circunferéncia da cintura, é imprescindivel para manutencdo de uma massa corporal dentro
dos parametros de normalidade. E, foi constatado nesse estudo que o chocolate desenvolvido
auxiliou na diminuicdo dessas variaveis antropométricas.

A avaliacdo dos exames laboratoriais permitiu verificar que pelo teste de Kolmogorov-
Smirnov apenas as varidveis Glicose e LDL tiveram distribuicdo anormal, assim para essas
variaveis foi utilizado o teste de Wilcoxon para comparacdo dos dados antes e depois da
intervencdo e nas demais varidveis — colesterol total (CT), triglicerideos (TGL) e HDL, foi
utilizado o teste t para amostras pareadas.

O teste de Wilcoxon revelou que, com p>0,05, ndo houve diferenca estatistica entre 0s
tratamentos antes e apés o consumo do chocolate desenvolvido nas variaveis glicose
(p=0,414) e LDL (p=0,147). Assim como o teste t para amostras pareadas, para as variaveis
CT (p=0,580), HDL (p=0,124) e TGL (p=0,113) ndo houve diferenca significativa entre 0s
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tratamentos, a 5% de probabilidade, ou seja, o consumo de chocolate ndo alterou essas
variaveis.

Esse resultado que corrobora com os achados de Nogueira (2009), onde nao foram
observadas reducdes significativas no colesterol total, no LDL-colesterol, no HDL-colesterol,
no VLDL-colesterol, nos triglicerideos, na glicose e na insulina com a ingestdo de chocolate
70% pelo mesmo periodo de tempo de intervencdo desse estudo (04 semanas). Também no
trabalho de Wan et al. (2015), com o consumo de chocolate amargo por quatro semanas,
descobriu-se que as propor¢bes de colesterol total e de HDL e LDL nao foram
significativamente diferentes antes e apds consumo.

Diferentemente, um estudo recente realizado por Bohannon et al. (2015) obteve como
resultado melhora significativa nos niveis de colesterol, bem como as concentracfes de
triglicérides e colesterol LDL nos participantes do grupo que ingeriram chocolate amargo por
03 semanas, em comparagdo com outro grupo.

Vale ressaltar que, na tabela 4 os resultados dos exames laboratoriais apos a
intervencdo parecem bastante promissores, apesar da analise estatistica apontar que ndo ha
diferenca significativa (p>0,05) entre as varidveis antes e ap0s ao consumo do chocolate
desenvolvido. Esse achado pode estar relacionado a pequena amostragem, ou ainda pelo
pequeno tempo de experimento, jA que para alteracdo destes parametros clinicos séo
necessarios maior tempo de experimento.

Alteracbes no metabolismo dos carboidratos e dos lipidios sdo frequentemente
acompanhadas de DCNT, o que acentua o risco cardiovascular, de maneira que a elaboracéo
de produtos inovadores que auxiliem na salude da sociedade é de grande relevancia,
aumentando a possibilidade de escolhas alimentares saudaveis, o que inclui desenvolvimento
desse chocolate 70% cacau com adicao dos acidos ursélico e oleandlico.

Dessa forma, é importante obter resultados conclusivos dos efeitos do chocolate
amargo na saude das pessoas, ja que a curto prazo nao foram estatisticamente significativas
(p>0,05) algumas modificacdes nos individuos estudados, o que sugere a necessidade de
realizacdo de um estudo maior, por um periodo maior, controlado e com grupo controle que
consuma apenas o chocolate 70% de cacau sem 0s acidos.

Concluséo

Os resultados deste estudo mostram que, foi possivel desenvolver e caracterizar o
chocolate 70% com adicdo de &cido ursolico e &cido oleandlico, de forma que a formulagéo
apresentou boa aceitacdo sensorial o que aponta uma possivel inclusdo no mercado de

alimentos saudaveis.
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A intervencdo com individuos saudaveis mostrou que o chocolate desenvolvido pode
ser utilizado como suporte de intervenc@es nutricionais que promovam salde. Porém, algumas
questdes foram limitantes no estudo como o tempo de intervencdo e nao ter realizado a
comparagdo com um grupo controle, ou seja, comparar um grupo gque consumiu somente
chocolate 70% cacau, pelo mesmo periodo, a fim de verificar se os efeitos seriam do
chocolate 70% ou doas acidos inseridos no chocolate desenvolvido. Algumas outras
limitacGes foram percebidas, como, por exemplo, o tamanho da amostra e o tempo da

intervencao utilizados.
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5.2 MANUSCRITO 2: AVALIACAO DE CONSUMO DE CHOCOLATE DE ALTA
CONCENTRACAO DE CACAU INCORPORADO COM ACIDOS TRITERPENICOS NA
SAUDE DAS FAMILIAS

O manuscrito sera submetido ao periddico Jornal of Medicinal Food, elaborado de
acordo com as instrucdes para autores, disponiveis em:

http://www.liebertpub.com/manuscript/jmf.
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Avaliacao de consumo de chocolate de alta concentragdo de cacau incorporado com
&cidos triterpénicos na saude das familias
RESUMO

Os beneficios do consumo do chocolate com alta concentracdo de cacau sdo muito
conhecidos, aliar esse produto a novas substancias, como os &cidos ursolico e oleandlico,
poderia potencializar seus efeitos e traria grandes vantagens a saude das familias. O objetivo
desse trabalho foi avaliar os efeitos do consumo do chocolate acrescido com os acidos
ursélico e oleandlico na salde de familias. Para tanto, 30 voluntérios de 10 familias foram
separados em dois grupos (n=15) de forma aleatdria: um grupo teste (consumindo 25g/dia de
chocolate 70% de cacau incorporado de 150mg de acido ursdlico e oleandlico) e um grupo
controle (consumindo 25g/dia de chocolate 70% de cacau), durante 04 semanas. Foram
realizadas as avaliacdes antropométricas (peso, altura, indice de massa corporal e
circunferéncia da cintura) e coleta de sangue para analises laboratoriais (colesterol total,
triglicerideos, lipoproteinas de baixa e alta densidades, glicemia em jejum) em duas ocasides,
antes e ap6s as semanas de intervencdo com os chocolates. Os resultados revelaram que o
chocolate adicionado dos &cidos diminuiu as medidas antropomeétricas das familias, enquanto
0 chocolate amargo sem os acidos ndo trouxe beneficios nessas variaveis. Assim como, nos
resultados dos exames laboratoriais ndo foi encontrada mudanca significativa (p>0,05) nessas
variaveis.

Palavras-chave: Intervencdo. Alimentacdo Saudavel. Saude.
ABSTRACT

The benefits of using chocolate with a high concentration of cocoa are well known, allying
this product to new substances, such as ursolic and oleanolic acids, could enhance its effects
and bring great benefits to the health of families. The objective of this study was to evaluate
the effects of chocolate consumption incorporated with ursolic and oleanolic acids on family
health. To that end, 30 volunteers from 10 families were randomly divided into two groups (n
=15): one test group (consuming 25g/day of chocolate 70% of cocoa incorporated of 150mg
of ursolic and oleanolic acid) and one control group (consuming 25g/day of chocolate 70% of
cocoa) for 4 weeks. Anthropometric assessments (weight, height, body mass index and waist
circumference) and blood collection were performed for laboratory analysis (total cholesterol,
triglycerides, low and high density lipoproteins, fasting glycemia) on two occasions, before
and after the weeks of intervention with the chocolates. The results revealed that the added
chocolate of the acids decreased the anthropometric measures of the families, whereas the
bitter chocolate without the acids did not bring benefits in these variables. As in the results of
laboratory tests, no significant change (p> 0.05) was found in these variables.

Introducéo

O envelhecimento populacional vem promovendo grandes mudangas na incidéncia e
prevaléncia das doencas, assim como elevado os indices de Obitos prematuros causados pelas
Doencas Cronicas N&o Transmissiveis (DCNT), entre as quais fazem parte o acidente
vascular cerebral, infarto, hipertensdo arterial, cancer, diabetes e doengas respiratorias
cronicas. Por consequéncia, no ano de 2011, o Ministério da Saude divulgou o Plano de

Acdes Estratégicas para o Enfrentamento das Doencas Cronicas Ndo Transmissiveis no Brasil
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apoiando o fortalecimento da vigilancia integrada dessas doencas e seus fatores de risco
modificaveis como o tabagismo, a alimentacdo ndo saudavel, inatividade fisica e o consumo
nocivo de alcool.?

Posto isto, & importante a prevencdo desses fatores de risco, o que inclui uma mudanca
nos habitos alimentares. As implicacbes de uma alimentagdo inadequada tém significativa
representacdo no aparecimento das DCNT, ja que escolhas em torno de uma alimentacéo
pobre nutricionalmente tém efeito cumulativo no organismo de um individuo influenciando de
maneira negativa sobre a satide e qualidade de vida.®

As escolhas alimentares constituem um processo complexo e estdo ligadas a diversos
fatores como 0s socioculturais e os psicoldgicos e ultrapassam as decisGes conscientes, 0 que
inclui escolhas automaticas e habituais praticadas ao longo da vida. Essas escolhas habituais
estdo intimamente ligadas ao meio ambiente em que cada individuo esta inserido e a familia
aparece como influenciadora nesse processo. De forma que, quando mais saudavel o membro
principal da familia for, maior a probabilidade dos outros membros serem também.*

Apesar dessa influencia familiar, outros fatores também interferem nessas escolhas
para que sejam ou ndo preferéncias saudaveis. 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.” Sob 0 mesmo ponto de vista, alimentos saudaveis
serdo consumidos com mais facilidade se apresentarem caracteristicas sensoriais agradaveis.

Um exemplo de alimento que alia boas caracteristicas sensoriais e é capaz de
promover salde é o chocolate. Os beneficios da utilizacdo do chocolate para a salde sdo
largamente conhecidos, sdo boas fontes de flavonoides e seu consumo esta associado com a
diminuicdo do risco de morte por doencas cardiovasculares, diminuigcdo da presséo arterial e
inibicdo da agregacdo plaquetaria. ®’Além dos flavondides, possui alguns fitoquimicos com
efeitos estimulantes de bem estar no cérebro, as metilxantinas,® e ha evidéncias que o
consumo chocolate amargo produz efeitos anti-inflamatérios.”

Cabe destacar que, o chocolate com maiores propriedades de promogdo de saude é o
chocolate amargo, com alto teor de sélidos de cacau, menos aclcar, menor teor de gorduras
(manteiga de cacau e leite) e com elevado teor de polifendis. Evidéncias epidemioldgicas
associam o consumo elevado de dessas substancias com a reducdo de risco de doencas

1012 1o entanto o

relacionadas com o stress oxidativo, hipertens@o e doencas cardiovasculares,
mercado de chocolates com esse perfil ainda é pequeno, as prateleiras ainda estdo cheias de

produtos com alto teor de gorduras, aglcares e baixa concentragdo de cacau e polifendis.*®
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Do mesmo modo, a utilizagdo de alimentos naturais que contenham &cido oleanolico
ou acido ursdlico, triterpenos amplamente distribuidos no reino vegetal, na medicina popular
é diversa e muito antiga, eles sdo conhecidos por possuirem atividade anticolesterolémica,
anti-hepatotoxica, antioxidante, antiinflamatéria, antifingica, antibiotica, inibe o crescimento
de tumores e de patégenos orais.***

Um chocolate com adi¢do de novas substancias, como os acidos ursolico e oleandlico,
poderia potencializar seus efeitos e traria grandes vantagens a populacdo, visto que é um
alimento popular, que apresenta inimeros beneficios & saide e consumido mundialmente.®
Algumas pesquisas foram realizadas com o intuito de verificar os efeitos do consumo de

chocolate na saude dos individuos,™*""*®

ndo obstante, nenhum deles avaliou os efeitos do
consumo do chocolate amargo incorporado de &cido ursolico e acido oleandlico.

Posto isso, 0 objetivo desse trabalho foi avaliar os efeitos do consumo do chocolate
acrescido com os &cidos ursolico e oleandlico na satde de familias.

Materiais e Métodos

A pesquisa apresenta carater experimental e quantitativo. Os experimentos foram
realizados nos laboratérios do Instituto Federal Baiano Campus de Uruguca e a intervencao
foi realizada na cidade de Itajuipe-Bahia.

Esta pesquisa foi realizada de acordo com as diretrizes e normas da Resolugéo 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.

Para analisar o efeito do consumo do chocolate 70% de cacau incorporado de &cido
ursdlico e acido oleandlico na satde das familias foram entrevistadas todas as familias (31)
cadastradas em uma unidade basica de saude de Itajuipe, a UBS do Bairro de Santo Antdnio,
no periodo de julho a agosto de 2016.

Destas, foram incluidas na intervencao apenas as familias encontradas no seu endereco
nos dias da pesquisa, que aceitaram participar de todo o processo, assinaram corretamente o
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Apéndice B) e possuiram disponibilidade de
tempo, totalizando 30 voluntarios de 10 familias, sendo que todas as familias receberam a
visita do pesquisador em seus domicilios para explicacdo de todas as fases da pesquisa.

Foram selecionados 03 integrantes de cada familia para participar da intervencao,
compostas por pai, mée e filho (a). Os participantes eram saudaveis e tinham condicdes
médicas para participar de uma intervencdo nutricional.

Os voluntéarios foram divididos em dois grupos, de forma aleat6ria: um grupo teste de

05 (cinco) familias que consumiram o chocolate 70% de cacau adicionado dos &acidos e um
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grupo controle com as outras 05 (cinco) familias que consumiram o chocolate 70% de cacau
sem 0s acidos.

Para esse estudo foram utilizados chocolates formulados com 70% de solidos de cacau: o
teste incorporado de acidos ursolico e acido oleandlico (150mg dos acidos/25g de chocolate),
e o chocolate controle sem os &cidos, desenvolvidos no laboratorio de alimentos do Instituto
Federal Baiano (Campus Uruguca). Os acidos acrescidos ao chocolate foram extraidos de uma
planta brasileira, a Mansoa hirsuta D.C., em um processo realizado sob depdsito de patente n°
BR 1020150081804, cedidos pelo autor da patente.

Os chocolates passaram por analises fisico-quimicas: analises de teor de &gua
(umidade); residuo por incineracdo (cinzas); pH; acidez titulavel total, lipidios por Soxhlet
com modificacdes (Adolfo Lutz, 2004); quantificacdo de proteina (teor de nitrogénio) por
Micro-Kjeldahl modificada (AOAC, 2000), e a determinacdo dos carboidratos totais
realizadas através da diferenca dos valores de somatéria de umidade, cinzas, proteinas e
lipidios. Todas as anélises foram feitas em triplicata para cada repeticao.

Foram realizadas analises microbiologicas a fim de proporcionar seguranca a
intervencdo, seguindo o anexo Il da Instrucdo Normativa n° 62, de 26 de agosto de 2003
(BRASIL, 2003) e em placas Petrifilm3M™, segundo recomendagdes do fabricante (3M,
1997).

Apos a divisdo dos grupos, os participantes foram instruidos a seguir com a alimentacédo
habitual, e manterem suas atividades diarias, o que inclui ndo inserirem novos medicamentos
ou novas atividades fisicas a sua rotina.

Para verificar se ndo houve alteracdo na rotina alimentar dos pacientes, foi usado como
ferramenta de controle o recordatério de 24 horas (Buzzard, 1998).

Também foram informados para escolherem um horario fixo para consumir 25g de
chocolate diariamente durante um periodo 04 (quatro) semanas, chocolate adicionado dos
acidos para o grupo teste e o chocolate sem os &cidos para o grupo controle. Os 25g de
chocolate foram servidos todos os dias a temperatura ambiente, no local do seu endereco,
como barras pequenas e embaladas separadamente.

Depois de todas as instrucGes, foi realizada a avaliacdo antropométrica, mediante
afericdo das medidas de peso (kg) e altura (m), e com base nessas medidas, foi calculado o
indice de Massa Corporal (IMC=kg/m?), além da medida de Circunferéncia da Cintura — CC
(cm). Para isso, as medidas de peso foram realizadas em balanca, com capacidade maxima de

150 kg e minima de 2 kg, e a altura e circunferéncia da cintura em fita métrica até 200 cm.
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Além da avaliagdo nutricional e antropométrica, também foram realizados testes
clinicos de avaliacdo do perfil lipidico: colesterol total e suas fragbes (lipoproteinas de alta
densidade - HDL, lipoproteinas de baixa densidade - LDL) e triglicerideos e glicemia de
jejum. Para tanto, foi coletado o sangue venoso dos participantes apos jejum de 12 horas, em
laboratério de andlises clinicas terceirizado (LL Laboratorio — Itajuipe, Bahia). Para a analise
dos exames laboratoriais foram utilizados os métodos segundo Lima (2001).

As analises clinicas e antropométricas foram realizadas em duas ocasifes nos
participantes: antes da primeira semana do experimento e imediatamente ap0s a quarta
semana da suplementag@o com o chocolate (grupos controle e teste), a fim de avaliar se houve
alteracdes nos indicadores citados acima.

Para comparar se houve diferenca nas variaveis (peso, IMC, circunferéncia da cintura,
glicemia, HDL, LDL, triglicerideos, colesterol total) entre os grupos controle e teste; e
também para comparar estas varidveis antes e ap6s o consumo de chocolate no grupo teste,
inicialmente foi realizado teste de Kolmogorov-Smirnov para atestar a normalidade dos
dados. Apdls essa definicdo, foi utilizado teste de médias para comparacdo, 0 teste de
Wilcoxon nas variaveis que ndo possuiam distribuicdo normal e eram pareadas, e 0 Teste t
para variaveis que seguiam a distribuicdo normal e eram pareadas. Nas amostras ndo pareadas
e de distribui¢do normal, foi usado o teste de Mann-Whitney.

Para comparacgdo das varidveis (peso, IMC, circunferéncia da cintura, glicemia, HDL,
LDL, triglicerideos, colesterol total) entre os grupos “pai”, “mae” e “filho™, foi realizado teste
de Kolmogorov-Smirnov para atestar a normalidade dos dados, apds essa definicdo foi
utilizado o teste de Kruskal-Wallis para varidveis que ndo seguem distribuicdo normal, e
ANOVA One-Way para variaveis com distribuicdo normal e ndo pareadas.

Resultados e Discussao

A populacgdo desse estudo foi composta por 30 voluntéarios, destes, 10 eram pais com
média de idade 58,25 anos, 10 mdes com média de idade 59,25 anos e os (as) filhos (as)
(n=10) com idade média de 27,4 anos. A intervencdo com os chocolates ocorreu no periodo
de julho a agosto de 2016, totalizando 04 (quatro) semanas.

Os &cidos ursdlico e oleanolico foram inseridos em forma de mistura, pois eles sdo
isdbmeros de dificil separagdo e por serem substancias muito parecidas possuem inumeras
propriedades farmacoldgicas em comum traz beneficios ao chocolate. Para a utilizacdo deles,
a dose diaria recomendada varia de 150-300mg, optamos por avaliar o efeito da menor dose

150mg em uma barra de 25g de chocolate, mesmo os 4cidos sendo no-toxicos. ****
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Apos as 04 (quatro) semanas de intervencdo, onde um grupo teste consumia doses
diérias dos chocolates 70% de cacau incorporado de acidos ursélico e oleandlico e o grupo
controle consumia doses diarias dos chocolates 70% de cacau, ambos sem mudar sua rotina de
atividade fisica, alimentacdo e medicacdo, foram observadas alteracGes nas variaveis peso,
IMC, e circunferéncia da cintura, em ambos os grupos, como pode ser observado na Tabela 1.

Tabela 1: Medidas de Peso, indice de Massa Corporal (IMC) e Circunferéncia da Cintura (CC)
dos voluntérios do grupo teste antes (I) e depois da intervencéo (F).

Variaveis Grupo teste Grupo controle
(média + desvio) (média + desvio)
Antes Depois Antes Depois
Peso (kg) 70,07+£15,99* | 69,87+£15,04* | 73,73x17,70* | 75,40£18,23*
IMC (kg/m?) 25,42 + 4,62* | 24,99+4,28* | 26,12+4,87* 26,68+4,89*
Circunferéncia da cintura | 92,13+14,43* | 88,73+13,26* | 93,80+13,45* | 97,13+13,30*
(cm)

Fonte: Pesquisa Direta. * Diferenca significativa, p<0,05.

No grupo controle foi notado que este alimento inserido diariamente na dieta causou
alteracOes significativas nas variaveis peso (p<0,05), IMC (p<0,05) e circunferéncia da
cintura (p<0,05), pelo teste t para amostras pareadas, a 5% de probabilidade. ModificacGes
estas que ocorreram de forma negativa para a saude das familias, ou seja, 0 consumo de
chocolate 70% de cacau, na quantidade utilizada e no periodo de intervencdo, aumentou o
peso, IMC, e circunferéncia da cintura das familias.

O resultado encontrado neste trabalho diverge de diversos autores que afirmar em suas
pesquisas alteracdes benéficas nas medidas antropométricas de pessoas que consumiram
chocolates 70% de cacau pelo mesmo periodo de tempo. Entre estes podemos citar Wan Y et
al. °, em um trabalho sobre o efeito do chocolate escuro sobre a susceptibilidade oxidativa das
Lipoproteinas de Baixa Densidade e as concentragdes de prostaglandinas em humanos
saudaveis, ndo obteve nenhuma modifica¢do nas medidas antropomeétricas avaliadas.

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 ursélico e oleandlico, através do
teste t para amostras pareadas, a 5% de probabilidade, foram notadas mudangas significativas
(p<0,05). No entanto, estas aconteceram de forma benéfica para o grupo, o consumo do
chocolate utilizado reduziu as medidas antropomeétricas.

Assim, foi notada uma reducgéo de peso em 08 (oito) individuos do grupo teste, o que
corresponde a 53,3% dos participantes desse grupo. E, desse mesmo grupo, metade dos

individuos (n=4), perdeu aproximadamente 2 kg, enquanto 02 (dois) individuos perderam
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mais de 2 kg. Diferentemente, no grupo controle 86,6% (n=13) dos individuos ganhou peso
durante a intervencao, dos quais 23,7% (n=3) adquiriu 3 Kg.

Ao comparar a variavel porcentagem de variacdo de peso, entre 0 grupo controle e
teste, usado teste de Mann Whitney para amostras ndo pareadas e distribuicdo anormal, a 5%
de probabilidade, foi observado que houve diferenca significativa (p<0,05) entre os dois
grupos, no qual o grupo controle ganhou em media 1,66 + 0,97 kg, enquanto o grupo teste
perdeu em média 1,20 + 1,65 kg.

A perda de peso observada no grupo teste foi um resultado muito relevante, dado que
as medidas antropométricas mais utilizadas para avaliagdo de saude tém sido o peso isolado
ou peso ajustado para a altura, uma vez que a distribuicdo de gordura é bastante preditiva de
satide,” logo, individuos com menor peso possuem melhores progndsticos. A associacio
entre 0 ganho de peso, aumento abdominal, inatividade fisica e o aparecimento de doencas
cronicas ndo transmissiveis é evidente, e as praticas alimentares sdo consideradas elementos
passiveis de modificacdo relacionadas a prevencdo de comorbidades ligadas ao sobrepeso e
obesidade.?

Como era esperado, o indice de Massa Corporal também diminuiu nos mesmos
individuos que perderam peso no grupo teste, uma vez que essas medidas dependem
diretamente da outra. Houve reducdo do IMC em 08 individuos do grupo teste, e desses, 04
tiveram reducdes entre 0,5 e 1,0kg/m? J4 os individuos do grupo controle ganharam peso
(n=13) e foi notado um aumento entre 0,5 e 1,0 kg/m? em 61,54% (n=8) dos individuos.

Comparando a varidvel porcentagem de variacdo de IMC entre os grupos controle e
teste, foi percebida diferenca significativa (p<0,05) pelo teste de Mann Whitney, sendo que o
grupo controle ganhou 0,56+ 0,33 kg/m?, enquanto o grupo teste perdeu em média 0,43+0,59
kg/m? de indice de Massa Corporal.

Essa reducdo no IMC vista nesse estudo é tida como fundamental para manutencao da
salde, 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 Doencas Cronicas
N&o Transmissiveis (DCNT).?? Esse resultado pode estar relacionado & incorporacdo dos
acidos ursolico e oleandlico ao chocolate, visto que a utilizacdo destes esta relacionada com a
diminuicao da obesidade e aumento do musculo esquelético.?®

Do mesmo modo, foi observada reducdo nas medidas da circunferéncia da cintura dos
individuos do grupo teste, 73,3% (n=11) dos individuos perderam medidas, dos quais 27,7%

(n=3) diminuiram mais de 08 cm de circunferéncia da cintura. No grupo controle o resultado
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foi diferente, 46,6% (n=7) dos individuos tiveram uma adi¢&o de 01 a 03 cm de circunferéncia
de cintura, enquanto apenas 01(um) individuo ndo alterou suas medidas.

Ao analisar a porcentagem de variacdo entre 0s grupos controle e teste da variavel
circunferéncia da cintura, foi observada diferenca significativa (p<0,05) pelo teste T para
amostras independentes e que seguem distribuicdo normal, antes e ap6s o consumo de
chocolate entre grupo teste e o controle. Foi percebido que, o grupo controle ganhou 3,33 +
1,67 cm de circunferéncia de cintura, a0 mesmo tempo em que 0 grupo teste perdeu em media
3,40 3,42 cm de circunferéncia cintura.

Levando em consideracdo que, as medidas da circunferéncia de cintura refletem o
contetdo de gordura visceral e também se associa muito a gordura corporal total e esse fato se
correlacione com o risco de DCNT,” essa reducéo foi de grande importancia para a satde dos
individuos do grupo teste.

Além dos exames antropométricos foram realizados testes laboratoriais de colesterol
total, fracbes LDL e HDL, e na glicemia em jejum, e triglicerideos. Os resultados
demonstraram que ndo houve alteracGes significativas nas varidveis glicemia em jejum
(p=0,414) e LDL (p=0,147) pelo teste de Wilcoxon, a 5% de probabilidade, assim como nao
foram observadas altera¢Bes significativas para as variaveis colesterol total (p= 0,580), HDL
(p=0,124) e triglicerideos (p=0,113) pelo teste t para amostras pareadas a 5% de
probabilidade, com o consumo de chocolate 70% de cacau incorporado de acidos ursolico e
oleandlico.

Também ndo foram observadas modificacdes significativas (p>0,05) nas variaveis
colesterol total, fracbes LDL e HDL pelo testes t para amostras pareadas, a 5% de
probabilidade. Bem como, as varidveis glicemia em jejum e triglicerideos, também nao foram
alteradas pelo consumo de chocolate 70% de cacau pelo teste de Wilcoxon, a 5% de
probabilidade.

Dessa forma, foi observado que tanto o consumo de chocolate 70% de cacau, como 0
consumo de chocolate 70% de cacau incorporado dos acidos triterpénicos nao alterou 0s
resultados laboratoriais pesquisados nas familias dos grupos controle e teste. Esses resultados
estdo de acordo com o achado de Nogueira,*® no qual a utilizagdo do chocolate 70% de cacau,
durante 04 semanas, assim como esse estudo, ndo obteve alteracbes significativas nessas
mesmas variaveis.

Para avaliar se dentro de familia, poderiamos ter resultados diferentes quanto ao
consumo dos chocolates, ou seja, se o pai, m&e ou filho apresentariam variagOes de resultados

em relacéo as variaveis (porcentagem de alteracdo de peso, porcentagem de alteracéo de IMC,
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porcentagem de alteracdo de circunferéncia da cintura), apds consumo de ambos o chocolate
70% de cacau (com ou sem os &cidos), foram realizados testes estatisticos de comparagéo de
médias dessas variaveis.

Para o grupo que consumiu o chocolate 70% de cacau, ndo foi observado diferenca
estatisticas na porcentagem de alteracdo de peso (p= 0,833), na porcentagem de alteracdo de
IMC (p=0,647) e na porcentagem de alteragdo da circunferéncia da cintura (p=0,677) entre
pai, mée e filho, pela analise de variancia ANOVA One-Way, a 5% de probabilidade. Isso
quer dizer que o aumento de peso, de IMC e de circunferéncia da cintura percebido nesse
grupo, ocorreu de maneira semelhante nos membros da familia, assim o consumo chocolate
70% de cacau ndo trouxe beneficios para nenhum membro da familia.

Igualmente, o grupo que consumiu o chocolate 70% de cacau incorporado de acidos
triterpénicos, ndo obteve diferenca estatisticas nas variaveis porcentagem de alteracdo de peso
(p=0,469), entre pai, mée e filho, pelo teste de Kruskal-Wallis, a 5% de probabilidade. Assim
como, ndo houve diferenca significativa nas variaveis porcentagem de alteracdo de IMC
(p=0,511), porcentagem de alteracdo de circunferéncia da cintura (p=0,213) entre 0s membros
das familias pelo teste de analise de variancia ANOVA One-Way a 5% de probabilidade.
Sendo assim, as reducgdes nas varidveis antropométricas ocorreram de forma semelhante no
pai, mae e filho, trazendo o chocolate 70% de cacau incorporado de acidos triterpénicos
beneficios para a saude da familia.

De modo geral, a utilizacdo de chocolate acrescido dos acidos ursolico e oleandlico
traz os mesmos resultados para pai, mée e filho podendo ser consumido por todos 0s membros
das familias. Esse resultado é extremamente importante, uma vez que a alimentacdo pode
exercer influéncia nos processos aparecimento de doencgas cronicas no contexto familiar, a
utilizacdo de um alimento saudavel e saboroso que podera beneficiar todos os membros da
familia, auxilia na adocdo de praticas alimentares que possam promover saude.

Dessa forma, o chocolate acrescido de acidos ursélico e oleandlico pode ser incluido
na familia em uma dieta saudavel a fim de contribuir para reducdo de fatores de risco para
algumas doencas cronicas nao transmissiveis.

Concluséao

Os resultados deste estudo revelam que o consumo regular de uma barra de 25g de
chocolate 70% contendo 150mg de acido ursolico e acido oleandlico pode ser util para reduzir
significativamente as variaveis antropométricas. E que apesar de ser visto como alimento
saudavel, o chocolate amargo 70% fez com que os individuos e as familias que participaram

da intervencdo aumentassem suas medidas antropomeétricas.
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Devido a pequena duracdo de tempo do presente trabalho, torna-se necessarios estudos
adicionais para avaliar a dose ideal de consumo de chocolate e os efeitos a longo prazo no
colesterol total, fracdes (triglicerideos, LDL, HDL) e na glicose para avaliacdo do real

beneficio do consumo de chocolate amargo na salde das pessoas.
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6 CONSIDERACOES FINAIS
De acordo com os resultados deste estudo, foi possivel desenvolver e caracterizar um

alimento inovador, saboroso, pratico e saudavel e que pode ser utilizado no consumo das
familias como forma de promocéo da salde, utilizando cacau e acidos triterpénicos.

Os acidos triterpénicos séo utilizados no mercado internacional, porém no Brasil ndo é
um aditivo alimentar. Sera solicitado a Agéncia de Vigilancia Sanitaria a inclusdo do &cido
ursolico e do &cido oleandlico em sua lista de aditivos alimentares conforme legislacao
vigente.

Algumas limitagOes foram observadas desse estudo, como o tamanho da amostra e 0

tempo de realizacédo da intervencao o que sugere novos estudos para resultados a longo prazo.
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APENDICE A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO DA
ANALISE SENSORIAL

Resolucdo n° 466, de 12 de dezembro de 2012, Conselho Nacional de Saude.

O presente termo, foi elaborado em atendimento a Resolucéo 466/12, destina-se a esclarecer ao
participante da pesquisa intitulada “Chocolate 70% cacau incorporado de acido ursolico e &cido
oleandlico: desenvolvimento e avaliacdo do consumo na saude da familia”.

Prezado Participante, sou Talita Batista Matos, e estou realizando uma pesquisa cientifica de
Analise de Alimentos, sobre o “Chocolate 70% cacau incorporado de &cido ursoélico e &cido
oleandlico: desenvolvimento e avaliagdo do consumo na saude da familia” e gostaria de convida-lo
a nos honrar com sua participacéo.

Essa pesquisa pretende verificar a qualidade sensorial do chocolate amargo com acido ursélico
e acido oleandlico. Todas as informacGes obtidas sdo confidenciais. O questionario e os termos de
consentimento preenchidos por vocé serdo guardados em armarios trancados, onde somente as pessoas
envolvidas no projeto terdo acesso. As informacOes prestadas serdo utilizadas apenas para fins
académicos e 0 anonimato sera garantido. Sendo que vocé podera solicitar esclarecimentos adicionais
a respeito da pesquisa em qualquer momento.

A sua participagdo nessa pesquisa é voluntaria e livre de qualquer remuneracdo. Vocé pode se
negar a responder qualquer pergunta ou pode se retirar desse estudo a qualquer momento sem sofrer
qualquer san¢do ou constrangimento. Caso vocé aceite participar desta pesquisa, vocé devera provar
formulacdo de sensorial do chocolate amargo com acido ursélico e &cido oleandlico em diferentes
proporcdes. A ingestdo destes podera causar desconfortos em caso de pessoas intolerantes a chocolate,
ou alérgicas a qualquer ingrediente do produto. Caso aconteca intolerancia/alergia, o participante sera
encaminhado para o servico de salde para as providéncias cabiveis.

Fica também garantida a indenizacdo em casos de danos, comprovados, decorrentes da
participacdo na pesquisa, conforme deciséo judicial ou extrajudicial.

Caso aceite participar da pesquisa, vocé precisara assinar duas vias do TCLE, sendo que uma
das vias ficard com vocé e a outra sera arquivada pelos pesquisadores por cinco anos.

Eu, , aceito livremente
participar do estudo intitulado “Desenvolvimento de chocolate funcional visando promover
envelhecimento saudavel”, sob a responsabilidade da mestranda Talita Batista Matos. Fui
devidamente esclarecido quanto os objetivos da pesquisa, aos procedimentos aos quais serei submetido
e 0s possiveis riscos envolvidos na minha participacdo. O pesquisador me garantiu disponibilizar
qualquer esclarecimento adicional que eu venha solicitar sobre pesquisa e o direito de desistir da
participacdo em qualquer momento, sem implicar em qualquer prejuizo a minha pessoa ou a minha
familia, sendo garantido anonimato e o sigilo dos dados referentes a minha identificacdo, bem como de

que a minha participacao neste estudo ndao me trard nenhum beneficio econémico.
Ou

Assinatura do participante:

Jequié, de de 20

Digital

Para qualquer esclarecimento, por favor, entre em contato com Talita pelo telefone (73) 9142-0670.
Vocé também poderd entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa da UESB para
informacdes sobre o projeto pelo telefone (73) 3528-9727.

Mestranda Talita Batista Matos
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APENDICE B - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO DA
INTERVENCAO

Resolucdo n° 466, de 12 de dezembro de 2012, Conselho Nacional de Saude.

O presente termo, foi elaborado em atendimento a Resolucéo 466/12, destina-se a esclarecer ao
participante da pesquisa intitulada “Chocolate 70% cacau incorporado de &cido ursdlico e acido
oleandlico: desenvolvimento e avaliacdo do consumo na saude da familia”.

Prezado Participante, sou Talita Batista Matos, e estou realizando uma pesquisa cientifica de
Analise de Alimentos, sobre o “Chocolate 70% cacau incorporado de acido ursoélico e acido
oleandlico: desenvolvimento e avaliagdo do consumo na saude da familia” e gostaria de convida-lo
a nos honrar com sua participacéo.

Essa pesquisa pretende verificar a influéncia do consumo do chocolate que fizemos na sua
saude, verificando o resultado de exames de sangue (colesterol total e fracGes e glicemia em jejum).

Todas as informac@es obtidas sdo confidenciais. O questionario e os termos de consentimento
preenchidos por vocé serdo guardados em armarios trancados, onde somente as pessoas envolvidas no
projeto terdo acesso. As informacgOes prestadas serdo utilizadas apenas para fins académicos e o
anonimato sera garantido.Sendo que vocé podera solicitar esclarecimentos adicionais a respeito da
pesquisa em qualquer momento.

A sua participacdo nessa pesquisa é voluntaria e livre de qualquer remuneracdo. VVocé pode se
negar a responder qualquer pergunta ou pode se retirar desse estudo a qualquer momento sem sofrer
qualquer sancdo ou constrangimento. Caso Vocé aceite participar desta pesquisa, vocé deverd se
submeter a duas coletas de sangue e consumir 0 nosso chocolate durante quatro semanas, todos os dias.
A ingestdo destes podera causar desconfortos em caso de pessoas intolerantes a chocolate, ou alérgicas
a qualquer ingrediente do produto. Caso aconteca intolerancia/alergia, o participante serd encaminhado
para o servico de salde para as providéncias cabiveis.

Fica também garantida a indenizagdo em casos de danos, comprovados, decorrentes da
participacdo na pesquisa, conforme deciséo judicial ou extrajudicial.

Caso aceite participar da pesquisa, vocé precisara assinar duas vias do TCLE, sendo que uma
das vias ficard com vocé e a outra sera arquivada pelos pesquisadores por cinco anos.

Eu, , aceito livremente
participar do estudo intitulado “Desenvolvimento de chocolate funcional visando promover
envelhecimento saudavel”, sob a responsabilidade da mestranda Talita Batista Matos. Fui
devidamente esclarecido quanto os objetivos da pesquisa, aos procedimentos aos quais serei submetido
e 0s possiveis riscos envolvidos na minha participacdo. O pesquisador me garantiu disponibilizar
qualquer esclarecimento adicional que eu venha solicitar sobre pesquisa e o direito de desistir da
participacdo em qualquer momento, sem implicar em qualquer prejuizo a minha pessoa ou a minha
familia, sendo garantido anonimato e o sigilo dos dados referentes a minha identificacdo, bem como de

que a minha participacdo neste estudo nao me trard nenhum beneficio econémico.

Ou

Assinatura do participante:

Jequié, de de 20

Digital

Para qualquer esclarecimento, por favor, entre em contato com Talita pelo telefone (73) 9142-0670.
Vocé também poderd entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa da UESB para
informac0des sobre o projeto pelo telefone (73) 3528-9727.

Mestranda Talita Batista Matos



APENDICE C - QUADRO DE FORMULACAO DOS CHOCOLATES.

Ingredientes Formulacdes pra 100g

Chocolates (g) Controle Teste

Cacau (liquor) 64,0 64,0
Manteiga de cacau 6,0 6,0
Lecitina de soja 0,40 0,40
Acucar refinado 29,60 29,54
Acido Ursdlico + - 0,06

Acido Oleandlico

Total de sélidos 70 70

decacau (%)

Figura I: Formulag&o dos chocolates teste e controle.
Fonte: Autoria propria.



APENDICE D - FLUXOGRAMA DE PRODUCAO DOS CHOCOLATES

Higienizacdo Torra (121°C

das sementes por 1 hora e 45

(cacau) secas minutos)
Moldagem Temperagem

Moagem e
Descascamento Mistura dos
Ingredientes
Conchagem Refino

Resfriamento

Desmoldagem e
Embalagem

Figura II: Fluxograma de producéo dos chocolates.

Fonte: Autoria propria.
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APENDICE E - FICHA DE IDENTIFICACAO DA ANALISE SENSORIAL

TESTE DE ACEITACAO

Nome:
Data: /| [

Idade: () 18-20 anos () 21-25ano0s () 26-30 anos () >30 anos

Sexo: () feminino () masculino

Qual a frequéncia que vocé consome chocolate?

() diario () semanal () mensal () eventualmente () nunca

Vocé estd recebendo uma amostra de chocolate. Por favor, PROVE-A e marque um “X” a
resposta que melhor reflita seu julgamento.

AMOSTRA:

) Gostei extremamente

) Gostei muito

) Gostei moderadamente

) Gostei ligeiramente

) Indiferente

) Desgostei ligeiramente

) Desgostei moderadamente
) Desgostei muito

) Desgostei extremamente

AN AN AN AN AN A A A

Comentarios: -
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APENDICE F - RECORDATORIO ALIMENTAR DE 24 HORAS

Durante todos os dias, descreva detalhadamente o alimento, a quantidade consumida

deste, também o horario que foi consumido. N&oaltere sua rotina alimentar.

Tabela: Recordatério Alimentar de 24 horas.

DIA - HORA

ALIMENTO

QUANTIDADE CONSUMIDA




ANEXQOS
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ANEXO A

PARECER CONSUBSTANCIADO DO COMITE DE ETICA E PESQUISA

UNIVERSIDADE ESTADUAL DO
SUDOESTE DA BAHIA - W
UESB/BA

PARECER COM3UBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESGUISA

Titulo da Pesquisa: Desenvolvimento de chocolate funcional visando promover envelhecimento saudavel.

Pesquisador: Talit= Batista Matos

Area Tematica:

Versao: 1

CAAE: 48718915.0.0000.0055

Insfituigdo Proponents: Universidade Estadual do Sudossts da Bshia - UESE
Patrocinador Principal: Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia - UESB

DADDS DD PARECER

Numero do Parecar: 1.157 248
Data da Relatoria: 280772015

Apresentag3o do Projeto:

A sociedads contempordnea vem sendo marcada por transformagdes efetivas nos mais diversos aspectos,
uma das mudancas mais marcanies e importantes & o envelhecimento humano. Surge, entao, o termo
“erwelhecimants ssudavel” & estratdgizs para melhorar 2 quslidade dz vida 2 medida que as pessoas ficam
mais velhas, que incluem uma slimentacdo saudavel = pritica de stividade fisica. entre outros. Dessa
maneira. uma zlimentacdo com deficiéncia de nutrizntas pada ter significativa representacio, de forma
inadequads, no processo de envelhecer. Messe contexto, o setor alimenticio também necessita de
desenvolvimento tecnoldgico e producSo de inovacdes para o mercado mundial, com produtos que
stendam, cads WeZ Mais. 30 imagindrio e 35 expectstivas dos consumidores, disponibilizando uma gama de
sabores. sromas. aplicacdes. formas e valor nutricional. Por esse motivo, 30 52 desenvalver um chocolate
funcionzl, wisando 3 promover o envelhecimento saudavel, levs-se em consideracSo outra tendéncia do
setor de alimentos. 3 regionalidsds. 550 reforga a3 importincia do desenvalvimento local, pois as plantas da
Bshis. estado nco em diversidade, podem ser utilizadas como suplementacdo alimentar em diversos
formatos, como por exemplo, o cacau (Theobroma

cacan) matsria-prima do chocolate, rico em anticeddants, & o cipd d'allho (Mansos hirsuta) como fonte de
exiracSo dos dcides ursdlicos e oleandlico, gue podem ser utilizados com varias

Endemnsga:  Avenids José Moreire obrnhc, w0

Balrmmc  Jemubsrnh CEP: 45205510
UF: BA Muniziplo:  JEQUIE
Telsfome: [7I3525-57I7 Fax: (73525623 E-mall: cepussh jodgmal. com
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Corfmuasis =z Semsee. 7.757 248

afividades farmacoldgicas. E importante destacar que, oufra justificativa para este estude & que produtos
funcionais contendo composios como scido wsolico e oleandlico estSo disponiveis comerciaiments apenas
no mercsdo intemacinal, o5 quais possuem custos bastnts slevados, a ainda, nEo ha disponibilidads no
mercado nacional. Trata-se. portanto, de um estudo cargter expenmentsl, exploratono e guantitativo, no gusl
serao desenvolvidos chocolstes amargos com adipSe de Scido ursdlico = Scido oleandlico - exdraidos &
isolados, & fim de promover uma alimentscao savdavel. Sera realizada anslise da estshilidade dos
chooolates, a caractenzacSo fisico-guimica & microbioldgics, anslise sensorial & os voluntEnos receherdo
uma porcEn de chocolate & seus pardmetmos clinicos svaliados, antss & spos @ intervencao.

Oibjetivo da Pesguisa:

bietive Primsn

Desenveolver um chocolate acrescido de acido wrsolico e acido oleandlico isolados do cipo & alho (M. hirsuta
[UC), a fim de estimular o consume de simento com nuirientss relevantes 3 aimentscio ssedavel

Des=nwolver chocolaie com porceniagem de V0% de cacau: Incorporar 3o chocolate diferentes
concentraches ds misturs de Scido wsdlico & scido oleandlico, 5% 10% = 15%; Verificar a estabilidsds do
acido wsdlco & oleantlico no chocolste apds processamento; Caracterizar a fisico-quimica dos chocolates;
Caracierizar s condiches microbiologicas dos chocolstes; Determinar o t=or de compastos fendlicos totais
dos chocolates; Verificar o efsito do consumo do cholocats nos indicadorss de sadde de adultos VWerifiear 3
aceitscao do chocolats com Scide ursdlico e acido oleandiico.

Avaliagao dos Riscos e Bensficios:

Riscos:

Os riscos & desconfonios SSr30 MINIMos para 05 partcipantss gue N30 s enguadraram em nenhum dos
critérios de exclusSo e se dispuseram voluntariamente 5 participar do teste. o que inclui slguma rescio
alérgica 3 slgum components ds formulscSo ou spresentar intoler3ncia ao chocolate.

Bensficios:

O bensficio aos participantes gue experimentarac ¢ chocolste sera consumir um produto rico
nutricionalmeni= & poder contribuir para o desenvolvimento da pesquisa no =stado da Bahia.

Emderego.  SAwenids Josd orsie Ecirieho, 35

Enlma  Jegquisrnhg CEF. 83208510
UAF: BEA Mhenloipla:. JSEQLE
Telofone: [73)3528-5727 Faa- [TEE525-56E2 E-mall- c=pueth eGgmal oom
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Comentarios & Consideragdes sobre a Pesquisa:

A pesquisa & interessants. vidvel, motivadors e encontra-s2 bem delineado para & sua exscugso.
Consideragies sobre os Termos de apresentagdo obrigatoria:

105 TCLE e declaracdes esi3o de acordo 3 Resolugso 4082012

Recomendagdes:

Nenhums

Conclusdes ou Pendéncias = Lista de Inadequagdes:

M= quastio RISCOS, exist= 3 necassidade de explicitar o que sera feito no caso de “alguma reagdn alérgica
a3 algum components da formulacao ou Spresentar intolerdncia 30 chocolate™

Situagao do Parecer:

Fendenta

Mecessita Apreciagdo da COMEF:

MZo

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Aprowo 3d referendum o parecer do relator em 177072015,

JEQUIE, 23 de Julho de 2015

Assinado por:
Ana Angélica Leal Barbosa
[Coordenador)

Endsrega:  Awenids Jozd Momnsirs 3okrnhkc, 20

Balrro: JeoulerEric CEP- £5205-510

UF: BA Munizipio: JEQUIE

Telefome: [733525-5727 Fax: (335256683 E-mall: c=pussh [odomal.com
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