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TEORES DE FLAVONOIDES,
COMPOSTOS FENOLICOS E
ATIVIDADE ANTIOXIDANTE EM
DIFERENTES TIPOS E MARCAS DE
CHOCOLATES COMERCIAIS.

RESUMO

Estudos recentes apontam melhoras significativas em
biomarcadores metabdlicos quando produtos com elevados teores
de cacau sdo consumidos regularmente. O perfil e principalmente
os teores de flavonoides nos chocolates sdo varidveis, pois sua
concentracdo depende da fonte da semente do cacau, das
condicBes de processamento e das etapas de fabricacbes do
produto. Em funcdo disso, foi analisado comparativamente o
conteido de compostos fendlicos, flavonoides e a atividade
antioxidante de quatro marcas de chocolates comerciais do tipo
meio amargo e duas do tipo amargo, analisados em triplicata por
métodos espectrofotométricos. Os teores de compostos fendlicos
totais variaram de 27,81 a 48,14 mg de &cido galico por/25 g de
amostra, sendo 0s maiores teores encontrados nos chocolates do
tipo amargo (P<0,05). Os flavonoides variaram de 18,09 a 24,47
mg de catequinas/ 25 g de amostra. A atividade antioxidante
variou de 0,57 a 2,61 mmols equivalentes de Trolox/25 g de
amostra, sendo os maiores valores observados nos chocolates do
tipo amargo (P<0,05). O chocolate meio amargo da marca D
apresentou os menores valores (P<0,05) entre todos 0s parametros
pesquisados. As analises realizadas indicaram que o tipo de
chocolate (teor de cacau) e a marca sdo variaveis importantes para
os teores de compostos fendlicos totais e atividade antioxidante,
contudo, o teor de cacau ndo possibilitou correlacdo direta com os
teores de flavonoides. Pode-se concluir que o0s chocolates
comerciais sdo fontes significativas de compostos bioativos e a
marca, refletindo nas diferentes condi¢cbes de processamento,
demonstrou-se importante para seus teores finais.

Palavras-chave: Cacau. Método espectrofotométrico. ABTS.
Catequina. Potencial antioxidante.

FLAVONOID CONTENT, PHENOLIC
COMPOUNDS AND ANTIOXIDANT
ACTIVITY IN DIFFERENT TYPES AND
BRANDS OF COMMERCIAL
CHOCOLATES.

ABSTRACT

Recent studies point to significant improvements in metabolic
biomarkers when products with high cocoa content are consumed
on a regular basis. The profile and particularly the flavonoid
contents in chocolates are variable, as their concentrations depend
on the source of the cocoa seed, processing conditions and the
processes of product manufacturing. Considering the above, the
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phenolic compound and flavonoid contents and antioxidant
activity of two brands of bitter and four of semi-sweet commercial
chocolates, analyzed in triplicate via spectrophotometric methods,
were compared. The contents of total phenolic compounds ranged
from 27.81 to 48.14 mg of gallic acid equivalent/25 g of sample.
with the bitter chocolates having the highest contents (P<0.05).
The flavonoid contents ranged from 18,09 to 24,47 mg catechins
equivalent/25 g sample. Antioxidant activity ranged from 0.57 to
2.61 mM Trolox equivalents/25 g of sample, with bitter
chocolates having the highest values (P<0.05). Semi-sweet
chocolate brand D had the lowest values (P<0.05) among all of
the parameters studied. The analyses indicated that chocolate type
(cocoa content) and brand are important variables for total
phenolic compound content and antioxidant activity, however, it
was not possible to determine a direct correlation between cocoa
content and flavonoid content. It can be concluded that
commercial chocolates are significant sources of functional
compounds and the brand, with differing processing conditions,
proved to be important for their final contents.

Keywords: Cocoa seed. Spectrophotometric method. ABTS.
Catechin. Antioxidant potential.
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1. INTRODUCAO manteiga de cacau e pouco agucar; meio amargo,

que apresenta um elevado teor de massa de

O chocolate ¢ um derivado do cacau
(Theobroma cacao L.) que pertence a familia
Sterculiaceae, ordem Malvales, que tem origem
na América Central. Os povos maias e astecas
cultivavam sementes de cacau, e a usavam para
extrair uma bebida chamada chocolatl, que
futuramente seria chamada de chocolate
moderno (BAHARUM et al. 2016).

No Brasil a legislacdo define o chocolate
como produto obtido de uma mistura de
derivados de cacau, massa cacau em pd ou
manteiga, com outros ingredientes, contendo, no
minimo, 25% de solidos totais de cacau podendo
ou ndo conter recheio, cobertura formato e
consisténcia variados (BRASIL, 2005).

As variedades mais comuns de
chocolates sdo: amargo, onde na sua composi¢ao

conttm sementes de cacau, 0 minimo de

cacau, pouca manteiga de cacau e pouco agucar;
ao leite que contém licor, manteiga de cacau,
acucar, leite em po6 ou leite condensado e por
fim, o branco que é um tipo de chocolate ndo vai
massa de cacau na sua composicdo, tendo como
ingredientes apenas leite, acUcar, manteiga de
cacau, lecitina e aromatizantes (MARTINS,
2007).

A matéria prima base na fabricacdo de
chocolates, massa de cacau, é fonte de
compostos  fendlicos  monoméricos, como
epicatequina (em quantidade equivalente a 35%
do contetdo de polifendis) antocianinas, € uma
grande variedade de compostos volateis
(TODOROVIC et al. 2015). Esses compostos sdo
constituidos  basicamente, por trés anéis
fenolicos, onde os seus carbonos podem sofrer
variacdes

qguimicas, como hidroxilacéo,
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hidrogenacdo metilacdo e sulfonacdo, podendo
levar a formacéo de outros compostos (GEORGI;
ANANGA,; TSOLOVA, 2014).

Os compostos fenolicos sdo metabolitos
secundarios presentes no reino vegetal e
integrado  diretamente na dieta humana
(SALVADOR, 2011). Os efeitos sobre a saude
destes compostos variam de acordo com o tipo
de polifenol ingerido e a biodisponibilidade
presente em cada tipo de alimento (CLIFORD,
2004; DUENAS et al., 2015).

O cacau é um alimento rico em
compostos com propriedades antioxidantes, que
retardam a oxidacdo da lipoproteina de baixa
densidade (LDL), e ainda, inibem a oxidacéo
induzida pelos raios UV (Ultravioleta) (CORTIR
et al.,, 2009). Segundo Lee et al. (2003), a
atividade antioxidante do cacau foi superior a de
outros alimentos, apresentando também elevados
niveis de fendlicos totais, 611 mg equivalente de
acido galico (EAG)/porgdo e flavonoides, 564
mg de equivalente de catequinas (EC)/porcéo,
quando comparado a porcéo de vinho tinto, 340
mg EAG e 163 mg de EC; cha verde, 165 mg
EAG e 47 mg de EC; e cha preto, 124 mg EAG e
34 mg EC, respectivamente.

De acordo com alguns estudos, o
consumo moderado de chocolate estéa associado a
reducdo dos niveis de pressdo sanguinea,
producdo de serotonina provocando sensacdes de
prazer e bem-estar, estimulo do sistema nervoso
central, coracdo, circulacdo e rins, reduzindo o
cansaco, melhorando a coordenagdo motora e
aumentando a atividade sensorial. Podem
apresentar também acOes antioxidantes, anti-
hipercolesterolémicas, anti-inflamatorias,

anticancerigenas e neuroprotetoras analgésica e

vasodilatadora  (GOTTI et al.,, 2006;
IRANSHAHI et al., 2015; MUHAMMAD et al.,
2018).

A maioria dos estudos que sdo realizados
sobre a tecnologia de producéo do chocolate tem
foco na melhoria do sabor, textura, aparéncia e
tempo de prateleira dos produtos a base de
cacau, enquanto as caracteristicas fisico-
quimicas e seus beneficios para a salde
permaneceram amplamente desconhecidos até o
final do século passado, porém algumas
evidéncias relacionadas aos beneficios a saude
proporcionada pelo consumo de produtos a base
de cacau vém sendo investigadas (PETYAEYV;
BASSHMAKOV; YURIY, 2017).

Considerando a busca por melhor
qualidade de vida, a escolha por alimentos com
propriedades funcionais é cada vez mais comum,
recebendo  destaque os alimentos com
propriedades antioxidantes, conferidas por
compostos fendlicos, em especial, os flavonoides
(MEDEIROS et al.,, 2015). A partir dessa
perspectiva, o objetivo deste estudo foi analisar e
comparar o conteldo fendlico, de flavonoides,
além da atividade antioxidante de diferentes
marcas de chocolates comerciais do tipo meio

amargo e amargo.

2. MATERIAL E METODOS
2.1 AMOSTRAGEM

Foram selecionadas duas barras de
chocolate de quatro marcas (A, B, C e D). Para
as marcas A e C coletou-se apenas amostras de
chocolate do tipo meio amargo. Para as marcas B

e D foram coletadas amostras do tipo meio

Revista da Universidade Vale do Rio Verde | v. 18 | n. 1 | Set/2020 | p. 436



amargo e amargo (Tabela 1). As amostras foram
adquiridas no mercado varejista do municipio de
Alfenas-MG.

Tabela 1 - Tipos de chocolates analisados e seus
percentuais de cacau declarados nos rotulos das
embalagens comerciais.

. Percentual

Amostra Tipo de cacau*
Ama Meio amargo 40%
Bma Meio amargo 40%
Cma Meio amargo 40%
Dma Meio amargo 40%
Ba Amargo 60%
Da Amargo 70%

Leg.: Ama: Chocolate meio amargo da marca A; Bma:
Chocolate meio amargo da marca B; Cma: Chocolate
meio amargo da marca C; Dma: Chocolate meio
amargo da marca D; Ba: Chocolate amargo da marca
B; Da: Chocolate amargo da marca D. *informacéo
obtida a partir dos rétulos das amostras.

As amostras coletadas foram congeladas
a -18 °C e raladas com raladores de aco
inoxidavel. Uma aliquota de 0,1 g de cada
amostra foi pesada e adicionado 1 mL de solucéo
de metanol/agua (80:20 v/v). As amostras foram
homogeneizadas e levadas ao banho ultrassom,
modelo Ultra Cleaner 1400 (Unique, Séo Paulo,
Brasil) por 20 min, sendo em seguida,
centrifugadas a 12.000 x g por 5 min.
(SALVADOR et al., 2011). Foram realizados
trés processos independentes de extragdo para
cada amostra de chocolate.

Os sobrenadantes foram armazenados
em temperatura de refrigeracéo, 4 °C, em frascos
de vidro envoltos em papel aluminio até o

momento das anélises quimicas.

2.2 METODOS
Para determinacdo dos fenolicos totais,

foram utilizados 50 pl de amostra, 250 pl do

reagente Folin—Ciocalteu, 2,5 ml de H,O, a
mistura foi agitada por 1 min e acrescida de 1
mL de Na,COs; (7% p/v). As amostras foram
novamente homogeneizadas por 1 min e
incubadas por 1 h em temperatura ambiente e ao
abrigo da luz. As leituras foram feitas a 750 nm
no espectrofotbmetro Bilphotonics UV-MS1
(BEL Engineering S.R.L, Shanghai, China)
tendo como ‘“branco” 50 ul de H,O acrescidos
dos reagentes do ensaio (UNTEA et al., 2018).
Os resultados obtidos foram calculados a partir
de uma curva padrdo de &cido galico e expressos
em equivalentes de 4cido galico (EAG)/25 g de
amostra. A aliquota de 25 g de chocolate é
equivalente a uma porgdo do produto nos rétulos
nutricionais,  segundo
Resolucdo - RDC N°. 359, de 23 de dezembro de
2003 (BRASIL, 2003).

Para a determinacdo dos flavonoides

especificagcbes da

totais, foram utilizados 250 pl do extrato
metanoico, 1,0 ml de &gua destilada, 75 pl de
solucdo de NaNO, (5% p/v), sendo a mistura
homogeneizada e incubada a temperatura
ambiente por 5 min. Em seguida foram
adicionados 75 pl de AICIl; (10% p/v), a mistura
homogeneizada e incubada por mais 5 minutos,
sendo entdo adicionada de 0,5 mL de NaOH 1M
(GOMEZ-MEJIA et al., 2019). As leituras foram
realizadas a 510 nm feitas no espectrofotémetro,
tendo como “branco” 250 pl de H,O acrescidos
dos reagentes do ensaio. Uma curva padrdo de
catequinas foi utilizada para a quantificagéo dos
flavonoides, sendo os resultados expressos em
equivalentes de catequinas (EC)/25 g de amostra.

A atividade antioxidante foi determinada
pelo método espectrofotométrico de

neutralizacdo do radical 2,2-azinobis (3-
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etilbenzotiazolina-6-acido  sulfénico) (ABTYS)
(UNTEA et al., 2018). Uma aliquota de até 250
ul do extrato de cada amostra foi adicionada a
750 ul de solucdo ABTS. A solucdo ABTS foi
previamente preparada utilizando, 0,096 g de
ABTS solubilizados em 25 mL de agua destilada,
sendo adicionado a essa solucdo 0,01655 g de
persulfato de potassio. A solucdo foi incubada
sob protecdo da luz, em temperatura ambiente,
por 16 horas. O Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametacromano-Acido 2 carboxilico)  foi
utilizado como antioxidante padrdo para a
construgdo da curva analitica, sendo as leituras
das absorbancias realizadas no espectrofotdmetro
a 734 nm e o0s resultados expressos em
equivalentes de trolox (ET)/25 g de amostra.

Os ensaios descritos anteriormente
foram realizados em triplicata para cada extrato
de chocolate. Os resultados foram submetidos a
Andlise de Variancia (ANOVA) para
comparagdo das médias, seguido do Teste de
Tukey, com nivel de significancia de 5%
(P<0,05) para identificacdo dos tratamentos que
se diferiram. A relagdo entre as varidveis foi
determinada pela Correlagdo de Pearson, sendo
todas as analises realizadas no programa

estatistico Minitab 16°.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados de atividade antioxidante
(Figura 1) variaram de 0,57 £ 0,05 a 2,61 + 0,17
mmols ET/25 g. A amostra de chocolate Da, cuja
indicacdo de cacau informada no rétulo equivale

a 70%, apresentou o maior valor de atividade

antioxidante, sendo esta a amostra com maior
teor de cacau, dentre as analisadas.

As atividades antioxidantes  dos
chocolates do tipo meio amargo diferiram entre
si (Figura 1), apesar de possuirem 0 mesmo teor
de cacau, 40% (Tabela 1). Essas diferencas
podem estar relacionadas a qualidade das
matérias-primas utilizadas, assim como nas
variaveis envolvidas na tecnologia de producao
adotada, como o aumento do pH e temperatura
de tostamento das sementes de cacau, condigoes
de fermentacdo do cacau, perfil e teores dos
demais ingredientes, embalagem e formas de
armazenamento (GULTEKIN-OZGUVEN,;
BERKTAS; OZCELIK; 2016; DI MATTIA et
al., 2017; MUDENUTI et al.,, 2018). Dessa
forma, a marca, foi um fator relevante para os
valores de atividade antioxidante dos chocolates

comerciais.

Figura 1 - Atividade antioxidante de diferentes
marcas de chocolates meio amargo e amargo (média
+desvio padréo)
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Marcas e tipos de chocolates comerciais

Leg.: ET: Equivalentes de Trolox; Ama: Chocolate
meio amargo da marca A; Bma: Chocolate meio
amargo da marca B; Cma: Chocolate meio amargo da
marca C; Dma: Chocolate meio amargo da marca D;
Ba: Chocolate amargo da marca B; Da: Chocolate
amargo da marca D. *Barras representam as faixas dos
desvios padrdes e colunas acompanhadas de letras
iguais ndo se diferem pela ANOVA, seguida do teste
de Tukey (P<0,05). Fonte: autoria prdpria.

Resultados semelhantes foram

encontrados na avaliagdo de chocolates
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comerciais, onde os chocolates contendo 70% de
cacau, apresentaram 0Ss maiores potenciais
antioxidante e o chocolate do tipo branco, os
menores (FERNANDEZ et al., 2014). No
entanto, Lali¢i¢-Petronijevi¢ et al. (2016) néo
observaram diferenca entre a atividade
antioxidante de chocolates do tipo amargo, com
75% de cacau (0,88 mmols ET/25 g) e meio
amargo, com 44% de cacau (0,74 mmols ET/25
g). Os autores observaram diferenca deste
pardmetro, apenas para as amostras de chocolate
ao leite, com 27% de cacau (0,12 mmol ET/25
9)-

Os teores de compostos fendlicos totais
variaram de 27,81 + 3,47 a 48,14 + 0,84 mg
EAG/25 g de amostra (Tabela 2). Considerando
uma mesma marca, os chocolates do tipo amargo
(Ba e Da) apresentaram teores superiores aos do
tipo meio amargo (Bma e Dma), seguindo a
tendéncia das proporcGes de cacau utilizadas nos

dois tipos de chocolate.

Tabela 2 - Teores de fendlicos e flavonoides totais em
diferentes marcas de chocolates meio amargo e
amargo (média + desvio padréo)

Amostra  Fendlicos totais Flavonoides

(mg EAG/25 g) (mg EC/25 g)
Anma 45,05 + 0,80 24,47 +0,39"
Bia 38,28 + 5,15°¢ 23,00 + 1,09"8
Cima 45,45 + 5,158 22,70 + 1,198
Dma 27,81 + 3,47° 18,09 + 7,618
B, 48,07 + 0,43 22,55 + 0,798
D, 48,14 + 0,84" 22.34 +0,14"®

Leg.: EAG: Equivalentes de &cido galico; EC:
Equivalentes de Catequina; Ama: Chocolate meio
amargo da marca A; Bma: Chocolate meio amargo da
marca B; Cma: Chocolate meio amargo da marca C;
Dma: Chocolate meio amargo da marca D; Ba:
Chocolate amargo da marca B; Da: Chocolate amargo
da marca D. Valores acompanhados de letras iguais,
numa mesma coluna, ndo se diferem pela ANOVA,
seguida do Teste de Tukey (P<0,05). Fonte: autoria
prépria.

Ao se comparar os teores de fendlicos
totais entre chocolates de diferentes marcas, do
tipo meio amargo, todos contendo 40% de cacau,
as amostras das marcas Ama e Cma foram
aquelas com maiores teores de fenolicos,
seguidas da amostra Bma e com 0s menores
teores, a amostra Dma. Possivelmente, a
qualidade das matérias primas e os distintos
métodos de producdo adotados pelas diferentes
marcas, justificam a diferenca encontrada (DI
MATTIA et al., 2017).

Lalic¢i¢-Petronijevic et al. (2016)
analisaram chocolates meio amargos (44% de
cacau) e amargos (77% de cacau), encontrando
resultados distintos ao deste estudo, por ndo
observarem diferengas significativas entre estes
tipos de chocolates, contudo, o0s autores
observaram resultados inferiores de fendlicos
totais, para os chocolates do tipo ao leite (27%
de cacau) quando comparado aos outros dois
tipos de chocolate, em coeréncia ao pressuposto
de que os teores de compostos fendlicos e a
porcentagem de sélidos de cacau, aumentam no
chocolate de forma proporcional, sendo a marca
também um fator importante nas analises
realizadas. Fernandez et al. (2014) também
encontraram maiores teores de fendlicos em
chocolates com 45% e 70% quando comparados
com chocolates brancos.

As amostras Ama e Dma apresentaram o
maior (24,47 + 0,39 mg EC/25 g) e o menor
valor (18,09 £ 7,61 mg EC/25 g) de flavonoides
totais (Tabela 2), respectivamente. As duas
amostras apresentaram diferencas estatisticas
entre si, porém ndo se diferiram das demais

amostras analisadas. Além dos menores teores de
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flavonoides, a amostra Dma, apresentou a menor
atividade antioxidante e os menores teores de
compostos fendlicos, comparados aos demais
chocolates.

Gultekin-Ozgliven; Berktas e Ozcelik;
(2016) determinaram os teores de flavonoides e
fendlicos totais em amostras de chocolates
amargos de fabricacdo propria, elaborados a
partir de diferentes temperaturas de tostamento
da semente do cacau (115-135 °C) e
alcalinizagdo do licor do chocolate (pH 7-9), e
observaram ampla faixa de flavonoides totais
(39,0 a 165,25 mg EC/25 g) e de fendlicos totais
(51,75 e 219,75 mg EC/25 g). Hu; Kim e Baik
(2016) identificaram elevado conteido de
flavonoides em sementes de cacau (474 mg
EC/25 g) quando comparado aos chocolates
analisados neste estudo. Porém, diferencas na
amostragem, nos métodos de preparo e analise
das amostras podem influenciar e dificultar a
realizagdo de comparacOes entre resultados
(ANDRES et al., 2008).

Etapas de processamento, técnicas de
armazenamento dos chocolates durante a cadeia
de producdo e comercializacdo e diferencas
climaticas entre as regides de onde o cacau foi
produzido também podem influenciar nos
parametros citados (SILVA et al., 2014; DI
MATTIA et al., 2017). A fermentacdo, uma das
etapas do processamento, pode afetar o conteudo
de fendlicos presentes no cacau (LESSA et al.,
2018), sendo assim, chocolates com a mesma
porcentagem de cacau produzidos por técnicas
distintas, podem apresentar diferentes teores de
fendlicos totais.

Uma correlagdo positiva foi encontrada

entre teores de fendlicos totais e a atividade

antioxidante (r = 0,67, P < 0,01), demonstrando
gue os compostos fendlicos estdo diretamente
relacionados a atividade antioxidante no
chocolate. Salvador (2011) também encontrou
uma forte correlacdo (r = 0,97) ente compostos
fendlicos e atividade antioxidante e segundo a
autora, os altos valores indicam que o0s
compostos antioxidantes que mais contribuem
para a capacidade antioxidante do cacau e seus
produtos tém estrutura fenodlica.

A correlagdo entre os resultados de
flavonoides e fendlicos totais foi positiva (r =
0,42, P < 0,01), indicando moderada correlagéo
entre os teores dos fendlicos totais e da subclasse
flavonoides, sendo a catequina e a epicatequina
0s principais flavonoides encontrados no cacau e
seus derivados (BAIAO et al., 2017). N&o foi
possivel observar correlagdo significativa entre a
atividade antioxidante e flavonoides totais nas
amostras analisadas, no entanto, o teor de cacau
informado no rdtulo apresentou correlacdo
positiva com os fendlicos (r = 0,54, P < 0,01) e
0,74, P < 0,01),

potencial antioxidante (r =
reforcando a importdncia da escolha de
chocolates com maiores teores de cacau, para se
obter efeitos benéficos a saude.

Para superar problemas de perda do
processamento do cacau pesquisas recentes
relatam mudancas nos processos de fabricacéo e
enriquecimento desses produtos com polifenois
derivados de outras plantas como canela,
gengibre, folhas de framboesa podem ser
eficazes para aumentar o contetdo fenolico de
produtos & base de chocolate e superar o
problema de perdas desses compostos organicos
(JOANNA; EWA, 2016; DI MATTIA et al.,
2017; GIANFREDI et al., 2018).
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4. CONSIDERACOES FINAIS

As andlises realizadas no presente
estudo, indicaram que o teor de cacau e as
diferentes marcas foram varidveis importantes
para a determinacdo dos teores de compostos
fenolicos totais e para a atividade antioxidante.
Contudo, nas amostras analisadas, o teor de cacau
e de fenolicos totais ndo apresentaram correlago
com os teores de flavonoides totais. A marca Dma
foi aquela com os menores valores entre todos 0s
parametros estudados. Os teores de fendlicos
foram superiores em todos as amostras de

chocolate do tipo amargo.
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