UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS
FACULDADE DE ENGENHARIA DE ALIMENTOS

MACADAMIA NACIONAL: TOCOFEROIS E
CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA

MARTA GOMES DA SILVA
Bidloga

PROF”. DR*. HELENA TEXEIRA GODOY
Orientador

Dissertagdo  apresentada a  Faculdade de
Engenharia de Alimentos da Universidade
Estadual de Campinas, como requisito para
obtencdo do grau de Mestre em Ciéncia de

Alimentos

CAMPINAS - SP
2003



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA
BIBLIOTECA DA F.E.A. — UNICAMP

Silva, Marta Gomes da

Si38m Macadamia nacional: tocoferdis e caracterizagao
fisico-quimica / Marta Gomes da Silva. — Campinas,
SP: [s.n.], 2003.

Orientador: Helena Teixeira Godoy
Dissertagcao (mestrado) — Universidade Estadual
Campinas. Faculdade de Engenharia de Alimentos.

1.Noz macadamia. 2.Vitamina E. 3.Acidos graxos.
4 Valor nutritivo. 1.Godoy, Helena Teixeira.
Il.Universidade Estadual de Campinas. Faculdade de
Engenharia de Alimentos. Ill.Titulo.

i




ERRATA
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QUIMICA

Pédgina 29, linha 5: alterar a definico a inclinag@o da curva para a interse¢do com o €ixo y
e, b interse¢do com o eixo y para b inclinagdo da curva.

Pédgina 30, legenda: alterar b interse¢do da curva quando x=0 b para inclina¢do da curva.
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RESUMO

A macadamia foi introduzida no Brasil em 1932 e o estado de Sdo Paulo tornou-se grande
produtor nacional, sendo que o consumo interno de nozes torradas e salgadas tem aumentado
assim como a exportacdo do produto apenas descascado. Devido a falta de dados quanto a
composi¢ao nutricional da macadamia nacional, este trabalho teve como objetivo avaliar algumas
caracteristicas fisico-quimicas da noz, assim como a composi¢ao de acidos graxos, minerais €
tocoferois. Em relagdo a composicao fisico-quimica, as macadamias produzidas no estado de Sdo
Paulo apresentaram teores de umidade, cinzas, proteinas, lipideos e carboidratos na faixa de 1,2 a
5,5%; 1,2 a 2,4%; 7,2 a 10,2%; 70 a 78%; e 8,4 a 16,7%, respectivamente, fornecendo em média
746 calorias por 100g. Ainda em termos centesimais a macadamia apresentou valores muito
proximos as outras nozes analisadas neste trabalho, como pecd, pistache, aveld e noz. As
amostras de macadamia apresentaram para os minerais cobre, manganés, zinco, ferro, magnésio,
fosforo e potéssio, respectivamente, os valores médios em mg/100g de 0,4; 2,8; 1,2; 2,2; 9,1; 183
e 327. Quanto a composicdo em acidos graxos, a macadamia mostrou valores relativos (%) de
acidos graxos na faixa de 0,8-0,3 para C14:0; 1,9-6,7 para C16:0; 9,1-13,9 para C16:1; 1,8-3,3
para C18:0; 40,7-48,5 para C18:1; 0,9-1,4 para C18:2; 0,9-1,3 para C18:3 e 1,1-2,2 para C20:0.
Os tocoferois foram determinados por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). A
separagdo dos isdmeros foi feita em coluna de silica, em sistema isocratico de elui¢do, utilizando
como fase movel n-hexano:acetato de -etila:isopropanol (99,0:0,08:0,2), com vazao de
1,5mL/min. Os tocoferdis foram detectados pela sua fluorescéncia natural e quantificados por
padronizag¢do interna, utilizando o o-hidroxibifenil como padrdo interno. Os limites de deteccao e
recuperagdo foram, respectivamente, 0,03pug/mL e 95% para a-tocol; 0,07ug/mL e 98% para [3-
tocol; 0,10pg/mL e 100% para y-tocol; e 0,04ug/mL e 102% para d-tocoferol. Entretanto, nas
amostras de macadamia avaliadas ndo foram detectados tocoferois, fato que talvez explique a

rapida oxidac¢do que ocorre nas nozes.
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SUMMARY

The macadamia nut was introduced in Brazil in 1932 and the state of Sdo Paulo became a
great national producer, being that the internal consumption of roast and salt nuts has increased as
well as the exportation of the product only peeled. Due to the lack of data about the nutricional
composition of the national macadamia, this work had as objectives to evaluate some physico-
chemistry characteristics of the nut, as well as the composition of fatty acids, mineral and
tocopherols. In relation to the physico-chemistry characteristics, the macadamia produced in Sdo
Paulo state had presented contents of humidity, ashes, proteins, lipids and carbohydrates in an
interval of: 1.2 to 5.5%; 1.2 to 2.4%; 7.2 to 10.2%; 70 to 78%; and 8.4 to 16.7%, respectively,
supplying in average 746 calories by 100g. These values had been very similar to the determined
ones for the other nuts analyzed in this work, as peca, pistachio nut, hazelnut and nut. The
macadamia samples had presented for the mineral cupre, manganese, zinc, iron, magnesium,
phosphor and potassium, respectively, the average values, in mg/100g, 0.4; 2.8; 1.2; 2.2; 9.1; 183
and 327, respectively. The fatty acids composition in the macadamia showed relative values (%)
in an interval of: 0.8 to 0.3 for C14:0; 1.9 to 6.7 for C16:0; 9.1 to 13.9 for C16:1; 1.8 to 3.3 for
C18:0; 40.7 to 48.5 for CI8:1; 0.9 to 1.4 for C18:2; 0.9 to 1.3 for C18:3; and 1.1 to 2.2 for C20:0.
The tocopherols had been determined by high performance liquid chromatography (HPLC). The
separation of isomers was made in silica column, with isocratic system of elution, using as
mobile phase n-hexane:ethil acetate:isopropanol (99.0:0.08:0.2), with flow rate of 1.5mL/min.
The tocopherols were detected by its natural fluorescence and quantified by internal
standardization, using the o-hidroxybifenil as internal standard. The limites of detection and
recovery were, respectively, 0.03 pg/mL and 95% for a-tocol; 0.07 ug/mL and 98% for B-tocol;
10 pg/mL and 100% for y-tocol; and 0.04 pg/mL and 102% for d-tocoferol. However in the
evaluated samples of macadamia they had not been detected tocopherols, fact that perhaps

explains the fast oxidation that occurs in the nuts.
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1 INTRODUCAO

Informagdes a respeito da composi¢ao de alimentos, especialmente os teores de vitaminas,
e minerais tem se tornado cada vez mais importante para avaliar a sua qualidade. No caso da
vitamina E, essas informagdes sdo de grande valia, uma vez que desempenha fun¢des importantes
no organismo humano e animal. Por outro lado, o conhecimento do contetido de alguns
constituintes, como os minerais, também tem se tornado uma importante preocupagdao dos
profissionais da 4rea de saude e ciéncia de alimentos, estendendo-se até o consumidor, que cada

vez mais se interessa em consumir alimentos que promovam a melhoria da qualidade de vida.

Muitos alimentos estdo sendo introduzidos na dieta, no sentido de melhorar a satde, entre
eles a macadamia. Esta planta nativa da Australia, foi introduzida no Brasil em 1932 e o estado
de Sao Paulo tornou-se o grande produtor nacional incentivado, principalmente, pelo clima
favoravel ao plantio e pelas pesquisas desenvolvidas pelo Instituto Agronémico de Campinas de

novas variedades.

As nozes torradas e salgadas apresentam um sabor agradéavel e o seu consumo interno tem
aumentado, assim como a exportagdo do produto apenas descascado. Da mesma forma que a
maioria das nozes, a macadamia possui grande quantidade de lipideos, sendo uma excelente fonte

de calorias.

A vitamina E (tocoferdis) possui um interesse muito grande na area de alimentos,
farmacos e cosméticos, devido as suas propriedades. A identificagdo de novas fontes desses
nutrientes ¢, além de desejavel, de importancia fundamental no sentido de termos novas fontes
alternativas e que possam incorporar caracteristicas desejaveis quando utilizadas no preparo de

novos produtos, ou mesmo quando consumidas in natura.

Mais recentemente, os minerais vem recebendo a aten¢do dos profissionais de satde,
sendo as nozes apontadas como excelente fonte desses elementos. A macadamia, em especial, ¢

conhecida pelos seus altos teores de potassio.



Como as tabelas de composicao de alimentos, na realidade, apresentam dados a respeito
de alimentos ndo nacionais, torna-se imprescindivel avaliar os niveis de tocoferdis, minerais e as
caracteristicas fisico-quimicas da macadamia produzida no Brasil, em especial no estado de Sao

Paulo.

2 OBJETIVOS

Os objetivos deste trabalho foram:

a) determinar algumas caracteristicas fisico-quimicas da macadamia produzida no estado
de Sao Paulo;

b) determinar a composi¢ao de minerais e acidos graxos em macadamia;

c) determinar quantitativamente os teores de tocoferdis em macaddmia produzida no
estado de Sao Paulo e comparar os dados com outras nozes;

d) contribuir com a tabela nacional de composi¢do quimica dos alimentos.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 MACADAMIA

A macadamia pertence a classe Angiospermae, subclasse Dicotyledoneae, ordem
Proteales, familia Proteaceae, com trés espécies significativas, duas comestiveis, Macadamia
integrifolia e Macadamia tetraphyla, e uma nao comestivel, devido ao sabor amargo, Macadamia
ternifolia (Dierberger & Neto, 1985), sendo a M. integrifolia plantada em grande escala devido

ao alto contetido de 6leo e melhor sabor apds a torragem (Mason & Mc Conachie, 1994).

A macadamia ¢ nativa da costa oeste da Australia, onde a M. integrifolia predomina no
territorio de Queensland e a M. tetraphyla no territorio de New South Wales. Foi descoberta em
1843 por Ludwing Leichardt, e em 1857, Walter Hill, diretor do Jardim Botanico de Brisbane, e
Ferdinad von Mueller, botanico do governo de Victoria, coletaram espécies que foram nomeadas
pelo Dr. John Macadam, secretario do Instituto Filosofico de Victoria, de macadamia (Cavaletto,

1983).

No Havai, a macadamia foi introduzida em 1881 por W. H. Purvis, e em 1892 E. W.
Jordan e R. A. Jordan comegaram a produ¢dao comercial. Com o advento da Segunda Guerra
Mundial, em 1945, a macadamia foi levada para a Califérnia, Estados Unidos. No Brasil as
primeiras arvores de macadamia foram plantadas na fazenda Citra, em Limeira, em 1932
(Dierberger & Neto, 1985), tornando-se o Instituto Agrondomico de Campinas responsavel pelo

grande acervo de geoplasma da noz macadamia plantada na regido do estado de Sao Paulo.

A Macadamia integrifolia também ¢ conhecida como macadamia nut, smooth-shell-
macadamia-nut, Queensland nut, bush nut, met cak e bauple nut (Dierberger & Neto,1985). As
arvores sdo grandes podendo alcancar até¢ 18 metros de altura e 15 metros de copa. As folhas,
quando adultas, apresentam 30 cm de comprimento e 8 cm de largura, podendo ser encontradas

em verticilos de trés ou quatro. As flores sdo brancas a creme e estdo em numero de 100 a 300



por racimo. A colheita ocorre de margo a junho no Brasil e na Australia, de julho a novembro no

Havai e de novembro a mar¢o na Califérnia.

A Macadamia tetraphylla também pode ser encontrada com o nome de macadamia nut,
rough-shell-macadamia, rough-shell-Queensland-nut, Australian-nut e bush-nut (Dierberger &
Neto, 1985). As arvores sao grandes podendo alcangar uma altura de 15 metros, com copa bem
ampla. As folhas maduras tém as margens dentadas, os racimos apresentam flores rosa-claro em
nimero de 100 a 300. A colheita ocorre de margo a junho na Austrdlia, de maio a setembro no

Havali, de setembro a janeiro na California, e de fevereiro a junho no Brasil.

A Macadamia ternifolia ¢ conhecida como Gympie nut, small-fruit-of-Queensland-nut ou
maroochy-chic-nut. As arvores sdo pequenas, raramente ultrapassam 4,5 metros, e apresentam
tendéncia a formarem multiplos troncos. As folhas sdo pequenas e encontradas em verticilos de
trés, as flores sdo rosadas e raramente excedem a 100 em racimos pequenos, € os frutos sdo

menores e amargos. A colheita ocorre em abril na Australia e novembro na Califérnia.

O fruto da macadamia ¢ um foliculo quase esférico de 2,5 a Scm de diametro, com apice
duro e curto, o pericarpo ¢ carnoso e extremamente verde. Dentro do pericarpo ha s6é uma noz,
raramente sdo encontradas duas, a noz ¢ esférica e lisa na M. integrifolia, e ligeiramente

elipsoidal e rugosa na M. tetraphylla.

A macadamia comega a produzir apos o terceiro/quinto ano e atinge a maturidade, em
geral, apds o décimo ano e continua a produzir por muitos anos, com producdo média anual de 45

a 50 Kg de nozes sem pericarpo por arvore.

E uma planta que requer solos argilosos férteis com boa drenagem e facil penetragdo do
sistema radicular , com pH entre 4,5 e 8,0. Desenvolve-se bem a temperaturas entre 10°C - 30°C,
podendo tolerar temperaturas acima de 43°C e abaixo de 2°C por pouco tempo e requer umidade

entre 40% a 80%, ou minimo de 250mm de chuva bem distribuida (Jaymes, 1969; Duke, 1989).



A colheita ¢ feita, tradicionalmente, com a coleta manual das nozes que caem
naturalmente no solo, necessitando estar debaixo das arvores limpo e livre de ervas e folhas secas
para facilitar a coleta. A colheita deve ocorrer com bastante freqiiéncia, principalmente durante
épocas chuvosas ou muito umida, para evitar o amolecimento ou apodrecimento da noz, ou

mesmo ser atacada por roedores.

A colheita mecanica ¢ feita com uso de equipamentos que combinam aspiragdo e coletores
de nozes caidas no solo (Cavaletto, 1983). Sao utilizadas também redes dispostas debaixo das
arvores para reter as nozes caidas. As nozes que caem no solo, geralmente estdo envoltas em
fibras, casca verde ou pericarpo. A umidade na casca ¢ relativamente alta, requerendo o
descasque em 24 horas apds a colheita a fim de diminuir o aquecimento proveniente da
respiracdo dos tecidos, e evitar a contaminacdo por microorganismos e insetos, € possivel

rachadura da casca (Mason & Mc Conhie, 1994).

A noz colhida pode conter cerca de 30% de umidade e a semente ocupa o espago interior
da casca. Para facilitar a quebra da casca a semente ¢ seca até 1,5% de umidade. A secagem pode
durar trés semanas, dependendo da umidade inicial, condi¢des de secagem e umidade relativa do
ar. A secagem da noz em casca pelo aumento da temperatura pode causar, em nozes com alta
umidade, a formacao de cor castanho na parte central da semente devido ao acumulo de agucares

redutores nesta regido (Mason & Mc Conhie, 1994 e Palipane & Driscoll, 1994).

Virios tipos de equipamentos tém sido desenvolvidos visando melhorar a produgdo e
minimizar a quebra da semente. O quebrador normalmente usado ¢ denominado Shaw e
apresenta um prato fixo com laminas cortantes e uma superficie circular adjacente ao prato, com
laminas cortantes dispostas radialmente. A fenda entre o prato fixo e a superficie circular diminui
da entrada para o ponto de saida permitindo que a noz de didmetro maior seja quebrada antes da
menor, ndo sendo necessdrio pré-selecdo das nozes (Cavaleto, 1983; Woodroof, 1967). As
sementes podem ser separadas da casca por telas, separadores a ar, classificagdo eletronica por
cor e manual. O processo de separagdo por flutuacao apresenta a desvantagem de ser necessario

ressecar a noz que ficar imersa na solucdo de flutuagao.



A macadamia comercializada a varejo € torrada em 6leo ou a seco em fornos com ou sem
adicao de sal. Sao embaladas em varios materiais incluindo saches laminados, potes de vidro,
latas e vdarios filmes plasticos. Quando destinadas a exportacio ou mercado atacado sao
embaladas cru a vacuo ou em fluxo de nitrogénio para reduzir a concentracdo de oxigénio e

prevenir a rancificacdo oxidativa, em embalagens de 10 e 25Kg.

Os maiores produtores e exportadores mundial de macadamia sio Australia, Africa do
Sul, Costa Rica, Guatemala e Brasil, segundo o United State Departament of Agriculture (USDA,
1999). De acordo com a Associacdo dos Produtores de Macadamia do Estado de Sao Paulo
(APROMESP), a macadamia vem sendo cultivada em varios estados do Brasil, destacando-se o
estado de Sao Paulo, Espirito Santo, Bahia, Minas Gerais e Rio de Janeiro. Outros estados como
0 Mato Grosso do Sul, Mato Grosso, Goids, Parana e Santa Catarina possuem uma pequena area
cultivada. Os pomares brasileiros sdo jovens, ainda em inicio de produgdo, no biénio 1998/99
tiveram uma producdo de 1.760 toneladas de nozes sendo 270 toneladas exportadas segundo

USDA, 1999.

3.2 VITAMINA E

O embriologista Herbert Evans e sua assistente Katharine Bishop estudavam reproducao
em ratos, em 1922, quando notaram que dietas com gordura rangosa favoreciam a reabsor¢ao
fetal. Entretanto, quando adicionavam a dieta alface e 6leo de germe de trigo isto ndo ocorria.
Resolveram chamar a substancia que prevenia a reabsor¢do fetal de tocoferol, que em grego
significa: tocos, nascimento e phera, que confere, sendo o ol resultante da fun¢do dalcool

(Bourgeois, 1992).

Em 1936, Evans e Emersons isolaram do 6leo de germe de trigo os homologos a-, - € y-
tocoferol e, em 1937-38, Fernholz propos a formula estrutural para o a-tocoferol. Karrer, na

Sui¢a em 1938, promoveu a primeira sintese do a-tocoferol (Machlin, 1991; Bourgeois, 1992).



Green identificou, em 1956, oitos substancias com atividade de vitamina E, os tocoferdis e
tocotriendis (Kutsky, 1973). A vitamina E pertence ao grupo dos vitameros lipossoluveis, €
constituida por oito componentes basicos existentes na natureza, quatro tocoferdis e quatro

tocotrienois, os quais sdo identificados pelos prefixos a, 3,y e d.

Os tocoferois sdo constituidos por uma ponta cromanol com dois anéis, um fenolico e um
heterociclico, além de uma cadeia lateral isoprenoide. Os oitos compostos tocdis encontrados na

natureza sao derivados do 6-cromanol (Figura 1).

1 2
9
5 O

Figura 1: Estrutura quimica do 6-cromanol

Os tocoferdis possuem a cadeia isoprendide de 16 carbonos saturada ligada ao C-2, e os
tocotriendis apresentam trés insaturagdes nas posicdes 3, 7 e 11° (Figura 2). Os tocoferois

diferem em numero e posicao dos grupos metil no anel cromanol, como apresentado na Tabela

01.

Figura 2: Estrutura quimica dos tocoferois e tocotriendis
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Tabela 01: Posi¢ao do grupo metil em toc6is homologos.

Homologos R, R,
o- Me Me
B- Me H
v- H Me
- H H

Rupérez et al. (2001).

A molécula de tocoferol apresenta trés carbonos assimétricos na cadeia isoprenoide (2°, 4’
e 8”) sendo possivel oito formas esterioisoméricas, no entanto na natureza ¢ encontrado apenas a
configuracdo molecular d-tocoferol ou (+)- tocoferol (RRR, 2D, 4’D, 8’D). O a-tocoferol
sintético ¢ composto pela mistura dos oitos possiveis esterioisomeros em quantidades
aproximadamente equimolar. Esta mistura ¢ chamada de all-rac-tocoferol ou [dl]-a-tocoferol
caracterizada como 2DL, 4’DL, 8’DL-a-tocoferol (Sebrell & Harris,1972; Kamal-Eldin &
Appelqgvist, 1996). Uma mistura equimolar de tocoferol natural (RRR) com o 2-epimero (2DL,
4°D, 8’D-tocoferol) ¢ denominada de 2-ambo-tocoferol. Na Tabela 02 estdo resumidas algumas

propriedades fisico-quimicas dos homoélogos tocoferdis e tocotriendis.

A distingdo entre os diferentes esterioisomeros do tocoferol ¢ de grande importancia visto
que apresentam diferentes biopoténcia in vivo. Os tocoferdis e tocotriendis possuem papéis
bioldgicos similares, sendo que o a-tocoferol ¢ a forma bioldgica ativa mais importante (Tabela

03) (Abidi, 2000; Wang & Quinn, 2000; Pyka & Sliwiok, 2001).



Tabela 02: Nomenclatura e propriedade fisica dos tocoferois.

1%

Nome Nome quimico® Formula Peso Absor¢ao E
comum empirica molecular maxima fem
Etanol
6-cromanol, 2,5,7,8-tetrametil- . .
- Cy9H500 430 292 70-73,7
a-tocoferol 4§ 12-trimetiltridecil)- 202
6-cromanol-2,5,8-trimetil-2- . . .
-tocoferol CaoHas0 416 297 86-87
P-tocoferol 4 ¢ 15 trimetiltridecil)- 2T
6-cromanol,2,7,8-trimetil-2- . . .
- CysHss0 416 298 90-93
y-tocoferol ) ¢ 15 trimetiltridecil)- 2Tt
6-cromanol-2,8-dimetil-2- . . )
-tocoferol Cy7H460 402 298 91,2
o-tocoferol 4 ¢ 17 trimetiltridecil)- 2THae
6-cromanol, 2,5,7,8-tetrametil-
a-tocotrienol  2-(4,8,12-trimetil-3,7,11- CoHse0, 430 292,5-  77,2-91°
tridecatrienil)- 290°
6-cromanol-2,5,8-trimetil-2-
B-tocotrienol  (4,8,12-trimetil-3,7,11- CyoHisOy 416 294°  85,5-87.3°
tridecatrienil)-
6-cromanol,2,7,8-trimetil-2-
y-tocotrienol  (4,8,12-trimetil-3,7m,11- CasHisOy  416° 296° 90,5°
tridecatrienil)-
6-cromanol-2,8-dimetil-2-
8-tocotrienol  (4,8,12-trimetil-3,7,11- C27H460, 402° 297¢ 88,1°

tridecatrienil)-

* Gallo-Torres (1980),
® Desai & Machlin (1985),
¢ Sebrell & Harris (1972).



A atividade vitaminica dos varios homodlogos pode ser determinada através de testes
biologicos, onde sdo observados a reabsor¢ao fetal, hemolise heritrocitaria, distrofia muscular,
encefalomalacia, entre outros. Os valores obtidos variam de acordo com o teste utilizado e,
consequentemente, de autor para autor, estando a utilizacdo dos tocoferois e tocotriendis pelos
tecidos dependente, ndo somente de reacdes quimicas, mas também, da biocinética da

distribuicao e transporte ou biodisponibilidade.

Estruturalmente, a atividade vitaminica dos tocoferdis e tocotrienois ¢ dependente da
presenga da hidroxila e dos grupos metilas no anel aromatico e da configuragdao do C-2 no anel
heterociclico (R e S) (Gallo-Torres, 1980). Estudos recentes demonstram que as isomerizagdes no

carbono 4’ e 8’ provocam queda na atividade biologica entre 10 — 80%, como visto na Tabela 04.

As diferentes atividades biologicas das diversas formas do o-tocoferol ndo sdo devido
somente a sua habilidade em sequestrar o radical livre, mas também na especifica afinidade do a-
tocoferol proteina transferase (a-TTP). A a-TTP € uma proteina que especificamente incorpora o

a-tocoferol na particula lipoprotéica das células do figado (Rupérez et al., 2001; Birringer et al.,

2001; Azzi et al., 2002).

A atividade de vitamina E ¢ normalmente expressa em Unidade Internacional (UI). Uma
UI de vitamina E ¢ considerado equivalente a 1mg de dl-a-tocoferol acetato sintético, com o qual
a biopoténcia de todas formas de tocoferdis e tocotriendis € comparado, como foi proposto pelo
Sub-committee of Vitamin E of the Acessory Food Committee, visto que fisiologicamente

apresenta uma absor¢ao mais eficiente.

A molécula de vitamina E ¢ essencial para as membranas celulares, que contém uma
grande quantidade de 4cidos graxos, que sdo susceptiveis a oxida¢do. Uma das principais fungdes
da vitamina E ¢ proteger as membranas dos danos oxidativos (Wang & Quinn,2000; Escriva et

al., 2002). Beneficios a saude, em conseqiiéncia do papel antioxidante, foram observados,
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principalmente em doencas cronicas como as cardiovasculares, cancer e funcao imune (Kanner,

etal., 2001; Azzi et al., 2002; Rejon et al., 2002).

Tabela 03: Atividade biologica dos esterioisomeros de RRR-a-tocoferol acetato.

Configuragao Atividade bioldégica ~ Comparado ao d-a-tocoferol

Ul/mg acetato
d-a-tocoferol (2R 4’R 8 R) 1,49 100%
l-a-tocoferol (2S 4’R 8 R) 0,46 31%
2R 4’R 8 S-a-tocoferol 1,34 90%
2S 4°R 8 S-a-tocoferol 0,55 37%
2R 4°S 8 S-a-tocoferol 1,09 73%
2S 4’S 8 R-a-tocoferol 0,31 21%
2R 4’S 8 R-a-tocoferol 0,85 57%
2S 4°S 8 S-a-tocoferol 1,10 60%
Weiser & Vecchi (1982).

Segundo Sebrell & Harris (1972) a atividade antioxidante dos tocoferdis e tocotrienois €
principalmente devido a habilidade de doar o hidrogénio fendlico ao radical livre. In vivo a
relativa atividade antioxidante dos tocois estd na ordem : o>B>y>d, mas a ordem ¢ inversa
(a<P<y<d) quando a poténcia antioxidante ¢ comparada em gorduras, oleos e lipoproteinas in

vitro (Kama-Elmin & Appelqvist,1996).

Tocoferois estdo presentes em altas concentragdes em Oleos de graos, nozes, gérmen de
trigo, folhas e partes verdes de plantas. O a-tocoferol concentra-se, principalmente, nos
cloroplastos de células vegetais, enquanto - ,y- ,0-homologos sdo normalmente encontrados fora

dessas organelas. Os tocotriendis s3o encontrados nas fragdes de germe e farelo de sementes e
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cereais. Pequenas quantidades de tocoferois estao presentes em tecido animal, sendo considerado

boas fontes o leite, figado e a gema de ovo.

Tabela 04: Atividade biologica dos tocoferdis e tocotriendis.

Composto Atividade Ul/mg
d,l-a-tocoferol acetato 1,00 ¢
d,l-a-tocoferol 1,10*°
d-a-tocoferol acetato 1,40%
d-a-tocoferol 1,50*
l-a-tocoferol acetato 0,40b
I-a-tocoferol 0,50b
d,l-a-tocoferol acido succinato 0,90°
d-a-tocoferol acido succinato 1,20°
B-tocoferol 0,30“°¢
y-tocoferol 0,15%°¢
d-tocoferol 0,01%°
o.-tocotrienol 0,300l
B-tocotrienol 0,05¢
y-tocotrienol 0,01¢
O-tocotrienol negligenciavel
2 Machlin (1991).
® Weiser & Vecchi (1982).

¢ Sebrell & Harris (1972).
4 Kamal-Elmin & Appelqvist (1996).
“TAN (1989).

De acordo com os novos conceitos das tabelas de referéncia dietética (DRIs — Dietary
Reference Intakes), a ingestao adequada (Al) para vitamina E para homens e mulheres adultos

fica em 15 mg/dia e o nivel de tolerdncia (UL) em 100 mg/dia (NRC, 2000). J4 a Agéncia
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Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), na portaria n’ 33 fixa o valor de ingestdo diaria em

10 mg.

A deficiéncia de vitamina E ¢ considerada rara, exceto em casos de mal nutricao, dicta
pobre ou mal absor¢do (Blatt et al., 2001; Kayden, 2001). De acordo com Trakur & Srivastava
(1996) a deficiéncia de vitamina E ocorre em trés estdgios progressivos, primeiro ha uma
depressdo de vitamina E, seguido de um aumento de hemolise da hemoglobina e excrecdo de
creatina na urina, e por Ultimo distrofia muscular. O efeito da ingestao inadequada de vitamina E
normalmente requer longo periodo para se desenvolver, e tém-se relacionado com doencas

degenerativas como o cancer, arteriosclerose e outras formas de doengas cardiacas.

3.2.1 METODOS ANALITICOS PARA DETERMINACAO DA VITAMINA E

A absor¢do fetal de ratas ¢ o método biolodgico mais utilizado, principalmente, no
estabelecimento das biopoténcias dos diferentes vitdmeros E, e para determinar a vitamina E
realmente aproveitavel de fontes alimenticias. E um teste trabalhoso e demorado, no entanto, tem
a vantagem de ser mais especifico que outros métodos biologicos (indiretos), como a dosagem da

vitamina E no figado (Augustin et al., 1985).

Pela facilidade e rapidez, os métodos quimicos sdo preferidos em relagdo aos bioldgicos.
Neles a extracdo pode ser direta com uso de solvente organico com ou sem aquecimento em

extrator Soxhlet (Ball, 1988), ou com a saponificacdo da amostra.

A extracdo direta normalmente envolve duas etapas. A primeira consiste na dissolugdo da
amostra em um solvente miscivel com dgua como alcool ou acetona, onde pode ser eliminado,
por exemplo, proteinas por precipitacio. A segunda etapa emprega solvente organico na
parti¢do, onde ¢ extraido a vitamina E junto com triglicerideos, fosfolipideos, esterdides e outras

vitaminas lipossoliveis. Os solventes organicos mais utilizados sdo o hexano, éter de petroleo e
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éter etilico, sendo que dentre estes o mais empregado € o éter etilico por ser mais polar € menos
propenso a formar emulsdo, embora apresente a desvantagem de extrair mais interferentes

(Bourgeois, 1992; Rupérez et al., 2001).

A saponifica¢cdo pode ocorrer com o uso de aquecimento da amostra com um alcali forte,
normalmente com solu¢do metanodlica, ou etandlica, ou mesmo aquosa de hidroxido de potassio
entre 50-60%, com a finalidade de hidrolisar triglicerideos, fosfolipideos e outros ésteres de
lipideos a 4cidos graxos mais hidrofilicos e alcoois que sdo mantidos na fase aquosa durante a
parti¢do. A diminuigdo de lipideos na amostra aumenta a eficiéncia da coluna e a seletividade do
detector. Durante a saponificagdo ¢ recomendado o refluxo de nitrogénio para manter a atmosfera
inerte e prevenir a oxidac¢ao dos vitameros (Parrish, 1980). Diversos antioxidantes sao utilizados
durante a saponifica¢do para proteger a vitamina como: acido ascérbico, pirogalol, hidroquinona,
BHA e BHT, e misturas de octil galato, acido ascorbico e acido citrico, sendo o 4cido citrico
usado como agente quelante para ions metalicos (Bourgeois, 1992). Apos a saponificacdo, a
extracdo pode ocorrer por particdo liquido/liquido, com uso de solventes como éter de petrdleo,

n-hexano ou éter etilico.

Métodos de extracdo em fase solida, liquido/sélido, e uso de fluido supercritico em
extragdo de vitaminas lipossoluveis em diferentes matrizes tém sido discutidos (Bourgeois et al.,

1985; Iwase, 2000; Carlucci et al., 2001; Luque-Gardia & de Castro, 2001).

Os métodos espectrofotométricos de determinagdo direta, dos tocoferdis no UV (297-
298nm) apresentam uso limitado em virtude dos baixos valores de absortividade e da possivel
presenga de substancias interferentes, sendo, portanto, aplicivel em amostras puras e
concentradas. Os métodos colorimétricos baseiam-se em reacdes de oxiredu¢do onde os
tocoferois sao oxidados a tocoferol quinona, em meio acido. O processo mais utilizado ¢ baseado
na reacdo de Emmerie e Engel, onde os tocoferdis reduzem quantitativamente os ions férricos a
ions ferrosos, formando um complexo vermelho com maximo de absor¢do a 520nm. A reacdo
ndo ¢ especifica, podendo ocorrer a redugdo dos ions férricos com outras substancias como

carotenoides, vitamina A ¢ esterdis.
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O método espectrofluorimétrico pode ser utilizado para os tocoferois livres, visto
apresentarem fluorescéncia com maximo de excitacdo a 295nm e emissao a 340nm (Bourgeois,
1992), ja as formas esterificadas ndo apresentam essa propriedade, o que torna necessario a etapa
de saponificacdo. No entanto, a vitamina A quando presente pode agir como seqiiestrador de

fluorescéncia e tracos de hidrocarbonetos clorados podem desaparecer com esta por completo.

Técnicas cromatograficas como cromatografia em camada delgada (CCD) e cromatografia
por adsor¢do solido-liquido em coluna empregam aparatos menos caros € instrumentos poucos
precisos, e portanto sdo utilizadas para limpeza de extrato, purificagdo e testes qualitativos

(Ames, 1971; Abidi, 2000).

A cromatografia a gas (CG) na década de 60, comecou a ser empregada na analise de
tocoferodis e desenvolveu-se rdpido nos anos seguintes (Osterlof & Nyheim, 1980; Scott et al.,
1982; Pyka & Sliwiok, 2001). No entanto, requer derivacdo a compostos volateis como os ésteres
trimetilsilil acetato, propionato e trifluoroacetato, fazendo com que as amostras passem por
etapas pré-cromatograficas muito trabalhosas. Métodos com uso de colunas capilares sdo capazes
de resolver os homdlogos - e y-tocoferol e tocotrienol, e separam substancias interferentes como
o colesterol (Abidi, 2000), e o detector utilizado ¢ o de ionizacdo de chama (Parrish, 1980;
Cuniff, 1998), podendo ser utilizado também o detector espectrometro de massa para analise

quantitativa (Melchert & Pabel, 2000).

Com o surgimento da Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) esta foi
rapidamente substituindo as outras técnicas cromatograficas. A CLAE desempenha um papel
muito importante na separagdo e quantificacdo dos tocoferdis em uma ampla variedade de
produtos. A CLAE tem superado a CG em virtude da grande flexibilidade e aplicabilidade a
diferentes matrizes de amostras como produtos farmacéuticos, alimentos, fluidos e tecidos

biologicos e tabletes multi-vitaminicos (De Leenheer et al., 1992).

Em relacdo a coluna cromatografica, a fase reversa € preferida pela excelente reprodugao

do tempo de retengdo, rapido equilibrio e robustez da coluna, além de permitir melhores ajustes
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para a separagdo dos interferentes. Na fase reversa os tocotriendis sdo eluidos como um grupo
antes dos tocoferois. Quanto aos tocoferdis, o d-tocoferol é eluido primeiro, sendo seguido pelos
dimetil substituidos - e y-tocoferol que sdo muito dificeis de serem separados e por ultimo o o-
tocoferol (Lavedrine et al., 1996; Ake et al., 1998; Sobczak et al., 1999; Gimeno et al.,2000).
Tém sido reportado a separagao dos homologos - e y-tocoferol em coluna de fase reversa Cs
(Schieber et al., 2002), pentafluorofenil (PFPS) e octadecil polivinil dlcool (ODPVA) (Abidi &
Mounts, 1997; Kamal-Eldin et al., 2000).

Para colunas de fase reversa a fase mével mais empregada ¢ basicamente metanol puro ou
misturas de metanol-agua contendo até¢ 10% de agua (Sanchez-Pérez et al., 2000). Alguns
analistas trabalham com misturas de 4gua-acetonitrila-metanol, acetato de etila e cloroférmio em
varias proporcdes (Cohemn & Lapointe, 1978; Garcia-Plazaola & Berril, 1999; Kurrilich &
Juvik, 1999; Gimeno et al., 2000; Jung et al., 2001).

As colunas de fase normal sdo capazes de separar os isomeros (- e y-tocoferol e
tocotriendis e apresentam como vantagens a habilidade de trabalharem com solventes organicos
permitindo uma alta solubilidade de lipideos, suportarem alta concentracao de lipideos, os quais
sao facilmente eliminados por solventes nao polares, e habilidade de prover ampla faixa de

seletividade com o uso de diferentes modificadores polares na fase movel.

Em coluna de fase normal usualmente sdo utilizados na separacdo de compostos tocol
eluentes compostos por um alcano como hexano, heptano, iso-octano, com uma pequena
quantidade de modificador polar que pode ser um alcool como etanol, metanol, butanol, ou um
éter como tetrahidrofurano, metil, #butil, isopropil, ou um clorohidrocarbono como
diclorometano, cloroférmio (Carpenter, 1979; Speek et al., 1985; Coors, 1991; Balz et al., 1992;
Yao et al., 1992; AOCS, 1993; El-Shami & EI-Negoumy, 1993; Shin & Godber, 1993; Salo-
Vaananom et al., 2000).

O detector mais utilizado nas determinacdes de tocoferdis e tocotriendis ¢ o de

fluorescéncia em virtude da sua maior especificidade (Speek et al., 1985; Coors, 1991; Yao et al.,
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1992; El-Shami & ElI-Negoumy, 1993; Shin & Godber, 1993; Kamal-Eldin et al., 2000; Melchert
& Pabel, 2000; Bruni et al., 2002), embora existirem autores que utilizam o detector de UV para a
detec¢do de vitamina E em produtos como o6leos, leite e produtos lacteos, carnes, noz, ragdo,
sementes e bebidas (Cohen & Lapointe, 1978; Lavedrine et al., 1997; Gimeno et al., 2000; Turner
& Mathiasson, 2000; Bruni et al., 2001; Schieber et al., 2001).

A quantificacdo normalmente ¢ feita por padronizacdo externa com uso de curvas de
padronizac¢do, independente do tipo de coluna ou detector usado, em varios tipos de matrizes,
desde alimentos processados ou ndo, 6leos, sementes ou mesmo tecidos e fluidos bioldgicos
(Cohen & Lapointe, 1978; Carpenter, 1979; Speek et al., 1985; Yao et al., 1992; Chase et al.,
1994; Li et al., 1996; Lavedrine et al., 1997; Ake et al., 1998; Chu & Kung, 1998; Osuma-Garcia
et al., 1998; Psomiadou & Tsimidou, 1998; Rupérez et al., 1998; Savage et al., 1999; Iwase,
2000; Gimeno et al., 2000; Turner & Mathiasson, 2000; Carlucci et al., 2001; Bruni et al., 2002,
Schieber et al., 2002, Escriva et al., 2002). Segundo Bourgeois (1992) e Rupérez et al. (2001) a
quantificagdo pode ser feita também por padronizagdo interna utilizando como padrao interno o
5,7 dimetiltocol e o tocol (cromanol desmetilado obtido dos tocoferdis) ou o a-tocoferol acetato

em cromatografia em coluna de fase reversa e o o-hidroxibifenil em coluna de fase normal.

3.3 MINERAIS

Atualmente a medicina orto-molecular e a bio-molecular véem demonstrando especial
interesse em alimentos com altos teores de minerais que desempenham importantes papeis
bioquimicos, € podem, no caso da medicina bio-molecular, substituir a suplementagao de sais

minerais.

Os minerais apresentam varias funcdes, desde estrutural, a acdo hormonal, atuando como
cofatores enzimaticos e estabilizadores de reacdes bioquimicas. Podem ser abundantes no corpo

humano, como ¢ o caso do calcio que ¢ constituinte dos ossos e dentes, ou podem ser, também,
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elementos tragos que exercem fungdes especificas no organismo, como o zinco que apresenta

acao reguladora no crescimento (NAS-NEC, 1989, Sepulveda & Watson, 2002).

Segundo Pedroso (1998), os eletrolitos, como o sédio e potassio, sdo importantes na
movimenta¢cdo das solu¢des entre os varios compartimentos corpéreos, devido ao seu efeito

osmoético e estimulam impulsos nervosos.

Os minerais estdo amplamente distribuidos na natureza. A principal fonte de calcio sdo os
produtos lacteos; o fosforo ¢ encontrado em alimentos ricos em proteinas como o leite, carne e
peixes e grdos de cereais; j4 o magnésio apresenta alta concentracdo em sementes inteiras como
nozes, legumes e graos ndo moidos. Os elementos tragos, como o ferro e o zinco, sdo encontrados
em carnes, ovos, figado, legumes e cereais, j& o manganés ¢ encontrado em graos inteiros e
produtos de cereais. O potéssio e sodio sdo eletrolitos encontrados na agua, sal mineral, frutas e
varios vegetais (NAS-NEC, 1989).

De acordo com as referéncias consultadas a macadamia apresenta niveis consideraveis de
minerais, com concentracdes em mg/100g, variando de 47 a 53 para célcio; 160 a 240 para
fosforo; 260 a 300 para potassio e 0,20 a 2 para ferro (Dierberger & Netto, 1985; Duke, 1989;
Souci et al., 1989). Segundo McCance & Widdwon's (1994), a noz macadamia apresenta valores
de 0,43mg/100g para cobre; 100mg/100g para magnésio; 5,5mg/100g para manganés e
1,1mg/100g de produto para zinco. Desta forma a macadamia se apresenta como uma boa fonte

de minerais.

3.4 ACIDOS GRAXOS

Os acidos graxos existentes na natureza sao principalmente acidos monocarboxilicos de
cadeia linear saturada ou insaturada com um numero par de atomos de carbono. Os acidos graxos
C:14, C:16 e C:18 representam mais de 90% dos acidos graxos dos 6leos de sementes e gorduras
animais (Robson, 1991). Os acidos graxos oléico e linoléico sdo os acidos graxos predominantes

dos lipideos das plantas.
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Alguns acidos graxos sdao tidos como esséncias por nao poderem ser sintetizados pelas
células dos mamiferos a partir de acetil-coenzima A, devendo ser ingeridos na alimentacao. Os
mamiferos ndo apresentam enzimas capazes de inserir dupla liga¢do nas posi¢cdes n-6 e n-3 nas
cadeias hidrocarbonadas dos acidos graxos. O acido graxo linoléico (C18:2 n-6) e o linolénico

(C18:3 n-3) sdo os acidos graxos alimentares esséncias (Santos, 1998).

Os principais acidos graxos saturados de 6leos e gorduras comestiveis vegetal e animal
sdo: laurico (C12:0), miristico (C14:0), palmitico (C16:0), estearico (C18:0), araquidico (C20:0),
behénico (C22:0) e lignocérico (C24:0). Os mais importantes monoinsaturados sdo oléico
(C18:1) e erucico (C22:1), ja os poliinsaturados sdo linoléico (C18:2) e linolénico (C18:3)
(O’Brien, 1998).

Estudos clinicos demonstram evidéncias de reducao de incidéncia de doengas coronarias
em dietas com nozes. As nozes apresentam quantidade relativamente alta de acidos graxos
monoinsaturados que tem sido reportados como responsaveis pela diminui¢ao da concentragdo do
LDL-colesterol (Glade, 2000; Kaijser et al., 2000). Os 4cidos graxos normalmente relatados em
nozes macadamia sdo: miristico (0,6 — 1,8%), palmitico (7 — 24%), palmitoléico (15 — 30%),
estearico (2 — 5%), oléico (40 — 65%), linoléico (1,5 — 4,5%) e araquidico (1,2 — 4,5%)
(Cavaletto, 1983; Dierberger & Netto, 1985; Duke, 1989; Mason & McConachie, 1994; Kaijser
et al., 2000).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAIS

e Matéria-prima

As amostras de macadamia utilizadas neste estudo foram fornecidas pela Queen Nut
Nozes Macadamia. As nozes eram provenientes do estado de Sdo Paulo, regido de maior
produ¢do de macadamia, safra de 1998, com excecao de uma amostra de Guaxupé — MG e trés
amostras adquiridas no mercado local de Campinas. Para efeito de comparagao foram utilizadas
as nozes avela (Corylus sp), noz (Prunnus sp), peca (Carya sp) e pistache (Pistacia sp), sendo
todas adquiridas no mercado local. Foram analisadas 2 marcas diferentes, com exce¢do da noz

(Prunnus sp). As amostras foram codificadas como segue:

Amostra 01 — macadamia torrada e salgada A (Campinas)

Amostra 02 — macadamia torrada e salgada B (Campinas)

Amostra 03 — macadamia torrada e salgada C (Campinas)

Amostra 04 — macadamia beneficiada D (sem casca)

Amostra 05 — macadamia torrada e salgada E

Amostra 06 — macadamia do Espirito Santo do Pinhal, regido sul, in natura (com casca)
Amostra 07 — macadamia do Espirito Santo do Pinhal, regido norte, in natura (com casca)
Amostra 08 — macadamia de Aragatuba, in natura (com casca)

Amostra 09 — macadamia de Pirassununga, in natura (com casca)

Amostra 10 — macadamia de Bauru, in natura (com casca)

Amostra 11 — macaddmia de Matdo, in natura (com casca)

Amostra 12 — macadamia de Dois Corregos, in natura (com casca)

Amostra 13 — macadamia de Marilia, in natura (com casca)

Amostra 14 — macadamia de Guaxupé — MG, in natura (com casca)

Amostra 15 —pecd A

Amostra 16 —peca B
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Amostra 17 — pistache torrada e salgada A
Amostra 18 — pistache torrada e salgada B
Amostra 19 —avela A
Amostra 20 — aveld B

Amostra 21 — noz (Prunnus sp)

As analises foram feitas em duplicata para composi¢do centesimal e acidos graxos,
triplicata para tocoferdis e quintuplicata para os minerais. Para cada amostra foram tomadas
1000g, que apds a retirada das cascas quando necessario, foram homogeneizadas em
multiprocessador, acondicionadas em frasco Ambar e guardadas em freezer (-10°C) até a anélise.
As determinagdes de tocoferdis e umidade foram realizadas imediatamente apds a trituragao das

nozes. As demais andlises foram realizadas no menor tempo possivel.

e Reagentes e padrdes analiticos

Os reagentes e solventes utilizados foram grau cromatografico ou grau analitico de acordo

com sua finalidade.

Para a andlise de vitamina E o padrdo analitico utilizado foi Tocopherol-Isomere, artigo
15496 da Merck (Alemanha), composto por dl-a-tocopherol, 99,9%; dl-B-tocopherol, 99,5%; dI-
y-tocopherol, 99,5%; dI-8-tocopherol, 99,9%. Para o preparo das solug¢des estoques o contetido de
cada ampola (50mg) foi diluido com 50mL de n-hexano e a esta solug¢do foi adicionado pequeno
cristal de hidroxi butiltolueno (BHT). A concentragao da solugdo de cada isomero foi calculada

espectrofotometricamente, utilizando-se a absortividade molar de cada composto.

A partir da solucao estoque foi preparada a solucdo de trabalho de mistura de isomeros de
tocoferdis. Aliquotas de 0,25mL de a-, 0,50mL de B-, y- e d-tocoferol foram diluidas para 25mL

em n-hexano. A curva de calibragdo foi preparada utilizando-se aliquotas de 0,25; 0,40; 0,55;
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0,70 e 0,85mL da solucao de trabalho de mistura de isdmeros de tocoferodis, que foram diluidas

para SmL em n-hexano.

O composto utilizado como padrdo interno, neste trabalho, foi o o-hidroxibifenil (HBF),
artigo H-7626 da Sigma (USA). A solugdo estoque foi preparada com 14,3mg de o-hidroxibifenil
diluido em 50mL de n-hexano. Para o preparo da solugdo de trabalho foi diluido ImL da solugao
estoque de o-hidroxibifenil para 50mL em n-hexano. Aliquotas de 0,30mL desta solugdo
trabalho, foram adicionadas a cada ponto da curva de calibracdo interna. No calculo foi utilizado

a area de cada pico, representando o resultado de trés injegdes.

As solugdes estoques de minerais foram preparadas a partir de solugdes padroes dos
metais (marca J.T. Baker e Merck), com agua bidestilada e acido nitrico grau analitico, em
concentracdes de 1000pug mL™. As solu¢des de trabalho multiclementares foram preparadas em
diferentes concentragdes, dependendo do metal a ser determinado, em solugdo de 4cido nitrico
5% (v/v), a partir das solu¢des estoque. Os brancos foram preparados com solu¢do de acido

nitrico 5% (v/v) em agua bidestilada.

Para a analise de 4cidos graxos foi utilizado o Lipid Standards: Fatty Acid Methil Ester
Mixtures, artigo 189-18 da Sigma (USA), composto por metil esteres de acido caprilico (C8:0)
8%, 4acido caprico (C10:0) 8%, acido laurico (C12:0) 8%, acido miristico (14:0) 8%, acido
palmitico (C16:0) 11%, acido palmitoléico (C16:1, cis-9) 5%, acido estearico (C18:0) 8%, acido
oléico (C18:1, cis-9) 5%, acido linoléico (C18:2,cis-9,12) 5%, acido linolénico (C18:3, cis-
9,12,15) 5%, &cido araquidénico (C20:0) 8%, acido behénico (C22:0) 8%, acido erurico
(C22:1,cis-13) 5% e acido lignocérico (C24:0) 8%. Uma ampola de 100mg foi diluida em éter de
petrdleo para ImL e injetado.
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4.2 METODOS

4.2.1 COMPOSICAO CENTESIMAL

A umidade e cinzas foram avaliadas segundo os métodos oficiais da AOAC (Cunniff,
1998); os lipideos por Soxhlet, segundo Hortman & Lago (1973); proteinas por Kjeldahl pelo
método 46-12 da American Association of Cereal Chemists (1990); e os carboidratos foram
calculados por diferenca. Os valores de calorias foram calculados levando em consideragdo que
em média 1g de proteina fornece 4 calorias; 1g de gordura fornece 9 calorias; e 1g de
carboidratos fornece 4 calorias, segundo a resolu¢do RDC Ne 40, de 21 de marco de 2001, da

Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria.

4.2.2 MINERAIS

Para a andlise de minerais foram pesadas 2,50g de amostra em cinco cépsulas de platina, e
incineradas em forno mufla & temperatura de 450°C por 15 horas. As cinzas foram dissolvidas em
2,5mL de acido nitrico concentrado e diluidas em baldes volumétricos de 50mL com agua

bidestilada.

A determinacio dos minerais foi por Espectrometro de Emissio Optica em Plasma
Indutivamente Acoplado, marca BAIRD, modelo ICP 2000, unido a uma estagao de trabalho com
programa Plasmacomp V, modelo PST. Na Tabela 05 encontram-se as condi¢des de operacao do
equipamento, sendo que as condi¢cdes Otimas para determinacdo multielementar foram
estabelecidas utilizando-se o elemento manganés para o canal de alinhamento do espectrometro
de emissdo, conforme recomendagdo do fabricante. A quantificagdo foi feita através de curvas de

calibragdo externa.
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Tabela 05: Condic¢des de operagao do espectrometro de emissao.

Poténcia do plasma 1,0 KW
Gas refrigerante (Ar) 6,5 L min™'
Gas auxiliar (Ar) 6,5 L min’
Vazdo da amostra 2 mL min™
Altura de observacao vertical 19 mm*
Pressio do nebulizador” 3 bar

“acima da bobina de inducio.

®nebulizador pneumatico concéntrico.

4.2.3 COMPOSICAO EM ACIDOS GRAXOS

A transesterificacdo e metilacdo dos acidos graxos das amostras foram realizadas segundo
o procedimento descrito por Hortman & Lago (1973). Foram tomadas 0,2g de amostra que foram
dissolvidas em solugdo de hidroxido de s6dio metanolica (2% p/p), aquecida em banho-maria 65-
70°C por 15 minutos. A solugdo quente foi adicionado 10mL do reagente de esterificagio,
composto por 2g de cloreto de amonio, 60mL de metanol e 3g de acido sulfurico concentrado,
retornando-se a amostra para o banho-maria por 10 minutos. Apds o resfriamento adicionou-se

2mL de éter de petroleo e injetou-se cerca de 1uL no cromatografo gasoso.

Na determinagdo da composi¢dao de acidos graxos foi utilizado um cromatdgrafo a gas
Philips, modelo 4550, equipado com injetor split (1:100), detector de ionizagao de chama (FID) e
coluna capilar de silica fundida CP-SIL 88, com fase estacionaria de propilenoglicol
(50mx0,25mmx0,20pum) (Chrompack, Alemanha). Os seguintes parametros de operacdo foram
utilizados: temperatura do injetor 270°C, temperatura do detector 300°C; temperatura da coluna
180°C (isotérmica). Foi usado o hidrogénio como gas de arraste a 30mL/min, velocidade linear
de 42 cm/s com filtro de oxigénio acoplado a linha de gés; nitrogénio como gas de make up a
30mL/min; e ar sintético 300mL/min. Para registro e melhor tratamento dos dados foi utilizado
uma estagdo de trabalho com programa Borwin (Franga).
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Para identificacao dos acidos graxos foram comparados os tempos de retencao dos picos

nos cromatogramas das amostras, aos tempos de retencao de padroes de ésteres metilicos.

A quantificagdo foi realizada por normaliza¢do (% relativa de area) e as porcentagens de
area transformadas em concentragdes de mg/100g de nozes, usando o fator de conversdo de

Holland et al. (1994).

4.2.4 TOCOFEROIS

4.2.4.1 AVALIACAO DAS FASES ESTACIONARIA E MOVEL

A eficiéncia de algumas colunas (C;s, silica) foi avaliada utilizando-se diferentes fases
moéveis, adequadas para cada tipo de coluna, como pode ser visualizado na Tabela 06. A
composi¢ao da fase movel foi avaliada verificando-se a influéncia da presenca de cada reagente,
ou de variacdes nas concentragdes dos mesmos, sobre a resolucdo dos padrdes de tocoferois. Os
modificadores organicos metanol, acetonitrila, acetato de etila e isopropanol, foram testados em
concentragdes variadas. Foi também observado o efeito do acido acético em substituicdo a agua.

Todos os sistemas foram testados com elui¢ao isocratica, com vazao de 0,5 a 1,0mL/min.

Na avaliacdo do sistema cromatografico foi utilizado um cromatédgrafo liquido de alta
eficiéncia, marca Varian, modelo 5000, com bomba binaria para gradiente de solventes, sistema
de inje¢do tipo Rheodyne, modelo 7125, com al¢a de amostragem de 100uL de capacidade.
Acoplado a este, um detector de fluorescéncia, marca Spectra System, modelo FL 2000, versao
3.09 com comprimento de onda de excitacdo de 292nm e emissdo de 326nm. Para registro dos
dados foi empregado um integrador, marca Varian, modelo 4290. A separagdo dos compostos foi

feita em coluna LiChrospher de Si-60, Sum, 125x4,0mm d.i. (Merck, Alemanha).
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Tabela 06: Fases estacionaria e movel avaliadas

Fase estacionaria

Fase movel

Referéncia

LiChrospher 100 C18, metanol:agua (90:10) a (99:1)

250x4mm, Spm,
Merck

Supelcosil C18,
150x4,6mm, 3pum,
Supelco

Econosphere C18,
150x4,6mm, 3pum,
Alltech

Chrospher Si60,
250x4mm, Spm,
Merck

LiChrospher Si60,
125x4mm, Spum,
Merck

metanol:dgua (95:5) a (99:1)
metanol:acido acético (99,5:0,5)

metanol:agua (95:5)

metanol:acetonitrila:acetato de etila
(80:15:05)
metanol:dgua:n-hexano (98,5:1,0:0,5)

n-hexano:isopropanol (98:02)
n-hexano:dioxano (98:02)
n-hexano:acetato de etila (97:03)

n-hexano:acetato de etila:isopropanol

(99,0:0,8:0,2)

n-hexano:acetato de etila:isopropanol
(99,0:0,8:0,2)

Ball, 1988

Gimeno et al., 2000
Delgado-Zamarreno
et al., 2001

Bonvehi et al., 2000

Abidi, 2000

Carpenter, 1979
Ulberth et al., 1992
Shin & Godber, 1993

fase movel
desenvolvida neste
trabalho

fase movel
desenvolvida neste
trabalho

4.2.4.2 AVALIACAO DOS PROCEDIMENTOS DE EXTRACAO

Para a avaliagdo dos procedimentos de extragdo de lipideos cerca de 2,00g de amostra de
macadamia, previamente homogeneizada, foram utilizados, € os ensaios realizados em duplicata.
Todos os procedimentos foram feitos a temperatura ambiente, exceto para a extragdo por Soxhlet.
Inicialmente foi avaliado a extracdo de lipideos pelo método de Soxhlet, Bligh-Dyer, e extracao
com solventes organicos com ¢ sem desintegracdo. Na segunda etapa foi avaliado a extragdo dos

tocoferdis com acetona e desintegragdo, saponificagdo a quente em amostra enriquecida. A seguir

estdo listados os procedimentos utilizados.
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1. amostra + 10mL de n-hexano + ultra som, por 15 minutos;

2. amostra + éter de petroleo em extrator Soxhlet, por 1 hora;

3. amostra + extracdo por Bligh-Dyer com uso de cloroférmio, metanol, agua e sulfato
de sodio (Undeland, 1998);

4. amostra + acetona + ultra som por 15 minutos;

5. amostra + acetona + desintegracao.

Para os testes com acetona, apos a desintegracdo da amostra com uso de desintegrador
tipo Turatec a solucdo foi filtrada em funil de Biichner e o residuo retomado para nova extragao.

Este processo foi repetido conforme descrito nas Tabelas 07 e 08.

O filtrado foi transferido, em pequenas aliquotas para um funil de separagdo contendo
50mL de éter etilico. Apos cada aliquota de amostra foi adicionado 4gua para remover a acetona.
Ao término da transferéncia da amostra, foram realizadas ainda duas lavagens com agua para
garantir a eliminagdo total da acetona. Para a eliminagdo da agua residual, a solug¢do etérea

adicionou-se sulfato de soédio anidro.

Todos os extratos foram concentrados em evaporador rotativo a vacuo (40°C), transferido
para um tubo concentrador e apos total evaporacdo do éter etilico com nitrogénio, adicionou-se

0,24mL da solugdo trabalho do padrao interno e o volume foi elevado a 4mL com n-hexano.

As solugdes foram filtradas através de membrana de celulose regenerada (marca SS,
codigo RCO055), com poros de 0,45um, antes de serem injetadas no CLAE. No sistema
cromatografico foi utilizado coluna de silica, fase mdével composta por n-hexano:acetato de
etila:isopropanol (99,0:0,8:0,2) com vazdo de 1,5mL/min e detector de fluorescéncia com
comprimento de onda para excitacdo de 292nm e emissdo de 326nm. Todas as etapas foram

devidamente protegidas da luz e executadas no menor tempo possivel.
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Tabela 07: Avaliagdo da extracdo com uso de acetona e desintegracao por um minuto.

I extracao 2’ extracao 3 extracao
50mL 30mL 30mL
30mL 30mL 30mL
50mL 30mL
30mL 30mL

Tabela 08: Avaliagdo do tempo de extracao

Volume de acetona e nimero de extragao Tempo
50mL + 2x30mL 30 segundos
50mL + 2x30mL 60 segundos
50mL + 2x30mL 90 segundos

4.2.4.3 DETECCAO, IDENTIFICACAO E QUANTIFICACAO

Os picos dos isdmeros de tocoferdis foram detectados utilizando o detector de
fluorescéncia, com comprimento de onda de excitacdio de 292nm e emissdo de 326nm. A
identificagdo dos isdmeros de tocoferdis foi feita por comparagdao dos tempos de retencao pelos
padrdes analisados nas mesmas condigdes, € por co-cromatografia. A quantificacdo foi feita

através de curvas de padronizagdo interna, utilizando o o-hidroxibifenil (o-HBF).

4.2.4.4 VALIDACAO DA METODOLOGIA

Apobs o estabelecimento da metodologia analitica para a determinagdo dos tocoferois,

passou-se a etapa de validagao da mesma.
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e Linearidade

A linearidade ¢ usada para descrever a relagdo entre o sinal e a concentragdo do analito
em uma dada faixa de concentragdo. A faixa de concentracdo contempla o intervalo entre a
minima ¢ maxima concentragdo do analito em uma curva de calibragdo, onde a curva de
regressao ¢ dada por y=a+bx, sendo que x representa a concentracao; y a resposta medida, area do
pico cromatografico; a inclinacdo da curva e b interse¢do com o eixo y, quando x=0. A adequacao
da curva de regressao pode ser avaliada pelo teste Student’s ¢-distribuicao aplicado no coeficiente
de correlagdo linear () com n-2 graus de liberdade, sendo o valor ¢ obtido maior que o tabelado a
correlagdo ¢ significativa para a probabilidade calculada (Massart et al., 1988; Costa Neto, 2002).

O teste ¢ aplicado segundo a féormula abaixo:

onde:
¢t = Student’s ¢-distribuicao;
n = namero de medidas;

r = coeficiente de correlagdo linear.

e Limites de deteccdo e quantificagdo

Limite de deteccdo ¢ normalmente aceito como sendo a menor quantidade ou
concentragdo de uma determinada substancia que pode ser detectada com certa confiangca em um
certo tipo de amostra ou meio por um processo de medi¢do especifico. A diferenca entre as

definicdes da International Organization for Standardization (ISO) e a International Union of
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Pure and Applied Chemistry (IUPAC) ¢ que a ISO trata capacidade de deteccdo somente para a
resposta variavel, ou seja, concentragao no contexto quimico. Por outro lado, a [UPAC refere-se
ao sinal de deteccdo, resposta varidavel, bem como capacidade de quantificagdo, sinal e
concentragdo (Currie, 1997). O limite de detecg¢do ¢ considerado como sendo 3 vezes o desvio

padrdo do branco e o limite de quantificagdo 10 (Quattrocchi et al., 1992).

Para a avaliagdo do limite de detec¢do e quantificagdo foram usados trés pontos com
concentragdes inferiores a0 menor ponto da curva de calibracdo, 0,10; 0,15 e 0,20mL da solucao
trabalho de mistura de tocoferois diluidas para SmL com n-hexano injetados em triplicata. Foi
determinado a equagdo de regressdo para estas concentragdes ¢ assim obtido a estimativa da
resposta do branco (Yy). Para cada uma das concentracdes foi determinado a estimativa de
desvio padrdo, e calculado outra curva de regressdo correspondente a concentracdo verso
estimativa de desvio padrdo, obtendo-se o desvio padrao do branco (Sy;). Os limites de detecgdo e

quantifica¢do foram calculados segundo as formulas abaixo (Quattrocchi et al., 1992):

Y1 + 3Sh 1

NG

Limite de detecgado =

Yy + 10Sy 1

b N/

Limite de quantificagdo =

onde:

Yy, = estimativa da resposta do branco;
Sp1.= estimativa de desvio padrao do branco;
b = intersecao da curva quando x=0;

n = numero de medidas
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e [Exatidao

Para avaliacdo da exatiddo do método proposto neste trabalho foi estabelecido a
recuperacdo, em triplicata, dos padrdes adicionados ao branco (sem a presenga da matriz) e
amostra de macadamia, em trés diferentes niveis de concentracao, 0,40; 0,55 ¢ 0,70mL da
solucdo trabalho de mistura de isomeros de tocoferdis. Para a avaliacdo estatistica entre as
recuperagdes procedidas no branco e amostra foi utilizado as férmulas descritas abaixo, segundo

Massart et al. (1988).

%% |

=
/8 () + (1/m)

Onde a distribui¢cdo Student’s # com n; + n, — 2 graus de liberdade:

(n—1) S12 +(ny—1) S22

n+n,—2

Onde:
X =média da medida ;
n = namero de medidas;

s = estimativa de desvio padrdo.

Determinagdes em paralelo, realizadas em triplicatas, utilizando a metodologia

desenvolvida neste trabalho e o método recomendado pela Coopération Européenne dans 1€
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Domaine de la Recherche Scientifique et Technique (COST 91) (Brubacker et al., 1985), também

foram feitos para avaliar a exatidao da metodologia.

e Repetibilidade

A repetibilidade representa a precisdo e esta relacionada com a dispersdo das medidas ao
redor do valor médio ou central e é expressa como estimativa de desvio padrao (s) ou coeficiente
de variacao (CV) (Quattrocchi et al., 1992). A avaliagdo do coeficiente de variagdo (CV) maximo

para repeticdes analiticas ¢ obtido pelo uso da formula descrita por Horwitz (Wood, 1999):

Onde:
CV = coeficiente de variacao;

C = concentragdo do analito expressa como poténcia de 10.

Para a avaliacao da repetibilidade do método foi utilizada a mistura das amostras de avela
(19 e 20) por apresentarem niveis consideraveis de tocoferois, sendo procedidas dez repeti¢des

analiticas utilizando o método proposto neste estudo.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZACAO DAS NOZES QUANTO A COMPOSICAO CENTESIMAL

Na Tabela 09 esta apresentado a composi¢ao centesimal das amostras aqui analisadas.

As amostras 4 ¢ 5 apresentaram umidade menor em relacdo as demais amostras de
macadamia, talvez pelo fato de serem recém processadas e embaladas a vacuo. O teor de cinzas
na amostra 5 ficou acima das demais amostras de macadamia, cerca de 40%, provavelmente

devido a salga ter sido recente no produto.

Os valores médios encontrados para as amostras de macaddmia de umidade (3%), cinzas

(1,5%), proteina (9,2%) e lipideos (73%) sd@o comparaveis aos de outras nozes.
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Tabela 09: Composicao centesimal* (g/100g) em macadamia e nozes.

Amostras Umidade Cinzas Proteina’ Lipideos  Carboidratos Calorias’
totais’ (Kcal/g)
01 3,41£0,01 1,36+0,01 8,1+0,1 74,610,2 12,5 754
02 5,55£0,02  1,39+0,01  9,92+0,12 71+£1 12,1 727
03 3,1+0,1 1,42+0,01 9,9+0,2 72+1 13,6 742
04 1,28+0,02 1,33£0,01 9,70+0,14 7242 15,7 750
05 1,16£0,03  2,40+0,01 9,540,1 75,0£0,3 11,9 761
06 2,34+0,01 1,52+0,04  9,4+0,3 70+2 16,7 734
07 3,610,1 1,40£0,02  9,61£0,05 75+1 10,4 755
08 3,61+0,04 1,27£0,01 8,9+0,2 712 15,2 735
09 1,96+0,01 1,25+0,01 7,194+0,04 70+£1 19,6 737
10 3,27+0,03  1,64+0,04  10,4%0,1 7312 11,7 745
11 3,940,1 1,24+0,03  §8,47+0,04 78+2 8,4 769
12 2,26+0,03 1,31+0,03  10,2+0,2 7243 14,2 746
13 2,29+0,02  1,48+0,04 9,12%0,03 73£3 14,1 750
14 4,7+0,3 1,37£0,02  8,56+0,04 76x1 9,4 756
15 4,07+£0,03  2,020,1 11,0£0,2  70,95+0,21 12,0 731
16 3,610,1 1,9+0,1 11,0£0,1  69,95+0,92 13,6 728
17 4,9140,1 4,3+0,1 8,2840,02 51,940,1 30,6 623
18 2,6+0,1 4,10+£0,02  19,8%0,6 56,6£1,0 17 657
19 2,9+0,1 2,8+0,1 16,1+0,1 63,4+0,4 15,2 696
20 5,4310,1 2,7+0,1 16,4+0,6 65,8122 9,7 696
21 4,1+0,1 1,81+0,01 15,21£1,15  68,3+0,6 9,7 714

* Média e estimativa de desvio padrdo de duplicatas.

I Nx6,25.

? Calculado por diferenga: 100 — (%umidade + Y%cinzas + %proteina bruta + %lipideos totais).
3. O valor calérico da amostra foi calculado pela soma das porcentagens de proteina bruta e
carboidratos totais multiplicados pelo fator 4 (Kcal/g) somado ao teor de lipideos totais

multiplicado pelo fator 9 (Kcal/g).
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5.2 MINERAIS

Os comprimentos de onda utilizados para as determinagdes dos minerais, os limites de deteccao
das curvas analiticas e os coeficientes angulares e lineares dessas mesmas curvas encontram-se na
Tabela 10, sendo que o coeficiente de correlagdo para todos os elementos foi igual ou maior que

0,999. Na Tabela 11 encontram-se os valores de minerais das amostras analisadas.

Tabela 10: Comprimento de onda, limites de deteccdo e parametros da curva analitica para os

elementos estudados.

Elementos A Limite de detecc¢ao Coeficientes da Regressdo”
(nm) (ng Kg'l)al Angular Linear
Calcio 317,93 10 17272,8 -1191,2
Cobre 324,75 7 191144,0 6,1
Ferro 259,94 2 56976,0 14,4
Fosforo 178,28 57 841,0 -32,3
Potassio 766,49 398 199,8 5,0
Magnésio 279,08 27 2609,9 59,8
Manganés 257,67 1 49136,0 8,64
Zinco 213,86 1 272456,0 1,2

*limite de detecg¢do = 3 vezes o desvio-padrio de 10 leituras do branco.

® nimero de pontos da curva analitica igual a 5.
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Tabela 11: Teores de minerais* (mg/100g) presentes em nozes.

Amostras Cobre Mangan€s Zinco Sédio Ferro Calcio Magnésio Fosforo Potéssio
01 0,57+0,01 1,41+0,04 1,731£0,04 2,9+0,7 2,94+0,03 77£1 100,4£1,8 189,8+3,3 45616
02 0,45+0,01 1,1£0,1 1,49+0,01 - 2,32+0,02 69,710,5 88,5+0,5 1562 41044
03 0,50+0,01 1,20+0,02 1,55+0,01 5,240,4 2,52+0,02 68,5+0,2 89.,41+0.,4 163,1£1,3 41144
04 0,41+0,01 4,5+0,1 0,86+0,01 1,37+0,13 1,8310,04 44,8+1,1 87,0£1,2 17510 27445
05 0,12+0,02 3,620,1 0,84+0,11 - 1,75+0,05 33,9+0,3 83,84+2,44  158,1+4,8 215,243,4
06 0,37+0,01 3,020,1 1,16+0,04 1,41+0,03 2,35+0,03 44,311,3 76,6+2,2 17543 315,247,2
07 0,20+0,01 1,17+0,01 0,94+0,02 0,91+0,03 1,93+0,02 49,310,6 80,7+0,4 190,4+0.,9 3072
08 0,31+0,01 4,7+0,1 0,70+0,02 2,840,2 1,50+0,04 43,5+0,5 95,6+2,6 15245 228,14£5,6
09 0,47+0,01 3,840,1 1,08+0,02 1,90+0,03 2,55+0,05 33,840,7 99,14+2,34  180,5+3,3 317,7£6,8
10 0,40+0,01 6,1+0,1 1,45+0,02 2,6£0,2 2,01+0,03 36,2+0,7 103,1+1,7 23744 422,6+7,5
11 0,35+0,01 2,14%0,01 1,07+0,01 0,41+0,01 2,21+0,03 33,5+0,3 95,0+0,8 179,6£1,6 28743
12 0,34+0,01 1,59+0,07 1,41+0,02 2,0+0,2 2,03+0,03 43,8+0,4 90,7+0,4 176,3£1,2 303,9+3,4
13 0,36+0,01 3,5%0,1 1,12+0,01 0,60+0,04 1,88+0,01 43,4+0,3 88,1+1,4 22042 324,3£5,5
14 0,49+0,01 2,00+0,04 1,04+0,01 1,410,1 2,48+0,02 36,810,5 98,1+£0,9 208+5 300,2£2,5
15 1,07+0,01 5,80+0,01 4,75+0,02 1,5+0,4 2,07+0,03 40,0+0,4 14212 351,4£0,6 554,4t4,2
16 1,5240,03 5,710,2 3,240,1 4,4+1,4 1,7240,04 43,7+0,4 125,1+£2,3 289+6 433,4+7,5
17 1,04+0,03 0,87+0,02 1,61+0,04 559,8+0,7 3,07+0,01 115,1£2,5 9712 530,5£3,4 910£9
18 0,840,1 0,840,1 1,610,1 70012 2,5540,21 103,4+0,1 10442 425+12 1148£16
19 1,59+0,03 7,6%0,1 2,07+0,04 9,240,2 3,01+0,04 145+2 161,3£2,6 418,5%5,2 705£11
20 1,35+0,01 3,840,1 1,79+0,03 5,6£0,3 2,72+0,01 155,5+2,1 147£2 377£5 682+7
21 1,16£0,01 2,46+0,01 1,80+0,01 1,540,1 2,40+0,01 73,0+0,3 107,7£0,2 285,742,1 291,643,1

* Média e estimativa de desvio padrdo de 5 determinagdes.
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Os valores de sodio na amostra 5 ndo foram tabelados pois a amostra era torrada e
salgada e os valores encontrados ficaram fora da curva de calibracao, ja a amostra 2 foi perdida.
Os valores médios para minerais em macadamia encontrados neste trabalho mostraram-se bem
proximos aos da literatura (Cavaletto, 1983;Duke, 1989; Souci et al., 1989). Destacam-se os
valores de potassio que se apresentaram, em comparagdo aos obtidos por Duke (1989) e
Cavaletto (1983), 23% superiores. Os valores para calcio nas amostras 1, 2 e 3 adquiridas no
mercado local ficaram cerca de 75% acima da média encontrada para as macadamias fornecidas
pela Queen Nut Nozes Macadamia. As nozes macadamias plantadas no estado de Sao Paulo
apresentaram valor médio de 300mg/100g de potassio estando bem préximo ao valor fornecido

por Souci et al. (1989).

A macadamia apresentou niveis semelhantes as outras nozes avaliadas para os minerais
zinco, ferro e magnésio e, para os elementos manganés, fosforo e potassio, apresentou cerca de
40 a 50% do valor médio dessas nozes. Assim sendo, a macadamia pode ser considerada uma boa

fonte de fosforo e potassio.

No Anexo A estdo os graficos com os teores médios de minerais em nozes aqui avaliadas,
sendo que o valor médio para s6dio na amostra de pistache ndo foi colocado devido ao alto teor,

630mg/100g.

5.3 COMPOSICAO EM ACIDOS GRAXOS

Nas Tabelas 12 e 13 foram relacionados os acidos graxos presentes nas amostras de
macadamia e nas demais nozes analisadas neste trabalho. As Figuras 3A e 3B apresentam os
cromatogramas dos padrdes de acidos graxos e do extrato de macadamia, respectivamente. No
anexo B estdo os cromatogramas dos acidos graxos de peca, pistache, avela e noz, e no Anexo C
os graficos com a distribui¢do das porcentagens de area dos acidos graxos nas amostras de peca,

pistache, avela e macadamia.
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Tabela 12: Composigio de acidos graxos (% area) encontrados em nozes.

Amostras C14:0 Cl16:0 Cle:l C18:0 Cl18:1 C18:2 Cl18:3 C20:0
01 0,584+0,02 7,7620,02 16,0%0,1 3,1440,13 65,1£0,2 1,5840,01 2,67+0,02 2,49+0,01
02 0,79+0,01 9,7240,13 20,240,6 2,610,1 61,01+0,42 1,92+0,04 1,81%0,14 1,5440,02
03 1,14+0,04 9,840,3 19,8+0,7 3,26%0,05 60,4%0,6 1,7£0,01 1,940,2 1,91£0,13
04 0,49+0,01 5,7+0,1 10,440,1 2,61+0,04 44,3840,03 1,23+0,04 1,8740,03 2,0240,05
05 0,54+0,03 5,4840,12 10,65%0,03 2,65+0,04 43,9+0,3 1,0+0,1 1,7£0,1 2,0£0,1
06 0,7040,02 6,910,1 13,740,1 3,840,1 68,1+0,3 1,1940,03 2,6910,5 2,710,1
07 0,71£0,01 7,50%0,04 13,76%0,12 3,9540,03 67,0£0,3 1,4240,02 2,6+0,1 3,0+0,1
08 0,44+0,01 8,22+0,02 12,840,1 3,5+0,1 67,8%0,2 1,9340,04 2,64+0,15 2,7+0,2
09 0,56%0,01 7,74%0,02 15,54+0,03 4,58+0,02 64,91+0,1 1,2240,01 2,33+0,03 3,10+0,02
10 0,624+0,01 8,1+0,1 15,840,1 3,77%£0,03 64,7+0,1 1,5240,01 2,61+0,03 2,96+0,04
11 0,8340,01 7,4+0,1 14,0%0,1 3,7840,04 67,0+0,1 1,5540,03 2,7+0,1 2,810,1
12 0,6240,02 7,810,1 15,63+0,15 3,85+0,03 65,240,1 1,6040,01 2,5+0,1 2,940,1
13 0,68%0,01 7,79£0,03 16,240,1 3,740,1 65,1£0,2 1,40%0,01 2,3340,03 2,78+0,12
14 0,914+0,02 8,0+0,1 17,5+0,2 4,02+0,03 62,6%0,2 1,63+0,02 2,6+0,1 2,7840,03
15 ND 7,0+0,3 0,12+0,03 2,36+0,04 61,13+0,25 28,2240,06 1,09+0,04 ND
16 ND 7,64%0,23 0,44%0,06 2,27+0,13 63,3140,1 25,30%0,06 0,914+0,01 ND
17 ND 9,5+0,2 0,84+0,05 1,8340,01 67,1£0,3 20,2740,01 0,24+0,04 ND
18 ND 9,87+0,25 0,94+0,02 1,1+0,1 57,6+0,3 30,02+0,06 0,2840,01 ND
19 ND 4,75+0,03 0,16%0,01 2,06+0,01 79,45+0,06 13,8+0,04 0,1040,01 ND
20 ND 5,440,3 0,2240,01 2,07+0,01 78,6%0,2 13,6%0,1 0,114+0,01 ND
21 ND 9,1240,04 0,1940,01 2,31+0,02 18,00£0,02 58,41+0,24 13,440,1 ND

* Média e estimativa de desvio padrdo de 2 determinagdes.

ND — N3io detectado.
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Tabela 13: Composicdo de acidos graxos' (g/100g”) encontrados em nozes.

Amostras C14:0 Cl16:0 Cl6:1 C18:0 C18:1 C18:2 C18:3 C20:0
01 0,414+0,02 5,5240,02 11,440,1 2,240,1 46,4+0,2 1,1240,01 1,90+0,02 1,77+0,01
02 0,54+0,01 6,7+0,1 13,9+0,4 1,840,1 42,1+0,3 1,3240,03 1,3+0,1 1,060,02
03 0,77+0,02 6,610,2 13,2+0,4 2,20+0,03 40,7+0,4 1,1440,01 1,3+0,1 1,3+0,1
04 0,49+0,01 5,7+0,1 10,4+0,1 2,61+0,04 44,38+0,03 1,23+0,04 1,87+0,03 2,02+0,05
05 0,54+0,03 5,48+0,12 10,65+0,03 2,65+0,04 43,940,3 1,040,1 1,7+0,1 2,0+0,1
06 0,540,01 4,94+0,02 9,7+0,1 2,7+0,1 48,52+0,02 0,940,3 1,92+0,01 2,1+0,1
07 0,50+0,01 5,34+0,04 9,81+0,12 2,81+0,03 47,7403 1,0240,02 1,9040,05 2,240,1
08 0,31+0,01 5,85+0,02 9,1+0,1 2,50+0,04 48,340,2 1,394+0,02 1,940,2 1,9+0,2
09 0,40+0,01 5,5+0,1 11,1£0,1 3,26+0,01 46,22+0,02 0,87+0,01 1,6740,02 2,20+0,01
10 0,44+0,01 5,77+0,04 11,3+0,1 2,610,1 46,010,1 1,08+0,01 1,87+0,03 2,09+0,02
11 0,59+0,01 5,21+0,05 10+0,1 2,7+0,04 47,68+0,01 1,11+0,01 1,93+0,04 2,0+0,1
12 0,43+0,01 5,540,1 11,1240,15 2,75+0,02 46,42+0,05 1,14+0,01 1,840,1 2,0+0,1
13 0,48+0,01 5,54+0,01 11,6+0,1 2,59+0,03 46,47+0,01 1,040,1 1,65+0,01 1,93+0,03
14 0,65+0,02 5,7+0,1 12,5+0,2 2,87+0,01 44,5340,12 1,16+0,02 1,8+0,1 1,99+0,02
15 ND 5,3+0,2 0,09+0,02 1,81+£0,03 46,8%0,2 21,58+0,04 0,83+0,03 ND
16 ND 5,1+0,2 0,29+0,04 1,540,1 42,4+0,1 16,9340,04 0,61+0,01 ND
17 ND 4,7+0,1 0,41+0,03 0,91+0,01 33,27+,13 10,06+0,01 0,12+0,02 ND
18 ND 5,34+0,13 0,51+0,01 0,57+0,04 31,160,13 16,24+0,03 0,15+0,01 ND
19 ND 2,88+0,02 0,10+0,01 1,25+0,04 48,16+0,03 8,17+0,02 0,06+0,01 ND
20 ND 3,4+0,2 0,1440,01 1,3+£0,04 49,45+,12 8,6+0,4 0,06+0,01 ND
21 ND 5,03+0,23 0,1240,01 1,5040,01 11,740,2 38,1+0,2 8,7+0,1 ND

"'Média e estimativa de desvio padrio de 2 determinacdes.

% g/100g = % éarea x % lipideos/100 x F de conversdo (F = 0,956 para nozes de acordo com Holland et al (1994).
ND — Nao detectado.
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Figura 3: Cromatograma do padrdo de acidos graxos (A) e cromatograma de acidos graxos em
extrato de macadamia (B). Condigdes cromatograficas: coluna capilar de silica fundida CP-SIL
88, com fase estacionaria de propilenoglicol com temperatura de 180°C e hidrogénio como gas de
arraste a 30mL/min, injetor split (1:100) com temperatura de 270°C e detector a 300°C. Picos: 1 —
C14:0; 2 -C16:0; 3 -C16:1; 4 - C18:0; 5-C18:1; 6 — C18:2; 7— C18:3 ¢ 8 — C20:0.
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Os acidos graxos encontrados nas amostras de macadamia avaliadas apresentaram valores
médios proximos aos de Cavaletto (1983) e Duke (1989), sendo que o C18:3 foi encontrado ¢ o

C22:0 nao, diferindo dos dados dos autores.

As macadamias apresentaram valores médios para os acidos graxos C16:0 e C18:1 bem proximos
aos valores médios das outras nozes avaliadas. O 4acido graxo C16:1 presente nas nozes
analisadas representou cerca de 2% do valor médio encontrado em macadamia, ja o C18:2 ficou

15 vezes menor nas macadamias.

5.4 VITAMINA E

5.4.1 AVALIACAO DAS FASES ESTACIONARIA E MOVEL

As colunas Ci3 testadas neste trabalho ndo apresentaram resolugdo dos isomeros B- e y-
tocoferol em nenhuma das fases moveis testadas, j4 as colunas de silica apresentaram um
desempenho melhor como pode ser observado na Tabela 14. As colunas de silica, tanto de 250
como 125mm de comprimento, apresentaram boa resolucao dos quatros isomeros tocol ¢ padrao
interno com o uso da fase movel composta por n-hexano:acetato de -etila:isopropanol
(99,0:0,8:0,2) e vazao de 1,5mL/min, como pode ser observado na Figura 3. A coluna de Si-60
com dimensdes de 125x4mm, Spum da Merck, foi preferida por apresentar tempo total de corrida

em torno de 18 minutos com completa eluicao dos analitos, além de menor pressao.
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Tabela 14: Separacao dos isdmeros de tocoferdis em diferentes condi¢cdes cromatograficas.

Fase estacionaria Fase movel Resultado
LiChrospher 100 C18, metanol:dgua (90:10) a (99:1) B- e y-tocol
250x4mm, Sum, coeluiram
Merck
Supelcosil C18, metanol:agua de 1 a 5% de 4gua em B- e y-tocol
150x4,6mm, 3pum, metanol coeluiram
Supelco metanol:acido acético (99,5:0,5)

Econosphere C18, metanol:dgua (95:5) - e y-tocol
150x4,6mm, 3um, coeluiram
Alltech metanol:acetonitrila:acetato de etila

(80:15:05)

metanol:dgua:n-hexano (98,5:1,0:0,5)
Chrospher Si60, n-hexano:isopropanol (98:02) B- e y-tocol
250x4mm, Sum, n-hexano:dioxano (98:02) coeluiram

Merck

LiChrospher Si60,
125x4mm, Spum,
Merck

n-hexano:acetato de etila (97:03)
n-hexano:acetato de etila:isopropanol
(99,0:0,8:0,2)

n-hexano:acetato de etila:isopropanol
(99,0:0,8:0,2)

boa separagdo dos
isdmeros

boa separagdo dos
isdmeros
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Figura 4: Cromatograma de isdmeros tocol e padrao interno. Condi¢gdes cromatograficas: coluna
de silica, fase mével composta por n-hexano:acetato de etila:isopropanol (99,0:0,8:0,2), vazao de
1,5mL/min e detector de fluorescéncia com comprimento de onda de excitagdo de 292nm e

emissao de 326nm. Picos: 1 - a-tocoferol; 2 - o-hidroxibifenil (padrao interno); 3 - B-tocoferol; 4

— y-tocoferol e 5 — 5-tocoferol.
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5.4.2 AVALIACAO DOS PROCEDIMENTOS DE EXTRACAO

Em se tratando de uma vitamina lipossolivel, avaliou-se primeiramente os procedimentos
de extragdo em relagdo aos lipideos totais, sendo que os testes 3 e 5, extracdo por Bligh-Dyer e
extracdo com acetona, respectivamente, foram os ensaios que apresentaram os melhores
resultados. No estudo a extracdo por Bligh-Dyer (teste 3) formou muita emulsdo, o que nao foi

notado no teste 5, sendo este escolhido para a extragcdo da vitamina E.

Tabela 15: Avaliacdo da extracdo dos lipideos em macadamia

Teste % lipideos™
1 301
2 58+5
3 68+ 1
4 32+1
5 67+3

* Média e estimativa de desvio padrdo de determinagdes em duplicatas.

Numa segunda etapa foi avaliado a extracao de tocoferdis em macadamia, apds adi¢cdo de
isdmeros tocol, com acetona, sob diferentes condi¢cdes. A Tabela 16 mostra a recuperagdo dos
isomeros, sendo que o melhor resultado foi obtido com o tempo de um minuto e extracdes de
50mL + 2x30mL de acetona, onde os tocoferdis obtiveram maiores recuperagdes € a amostra

apresentou particulas de tamanho menor e mais homogénea.
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Tabela 16: Avaliagao dos procedimentos de extragao

Volume de Tempo Recuperagdo dos padrdes adicionados (%)*
acetona (mL) (segundos) a-tocol B-tocol y-tocol d-tocol
50+2x30 30 81+3 93+0 110£2 864
50+2x30 60 85+2 96 +3 112£5 9210
50+2x30 90 36 +4 415 47+ 8 32+4
50+30 60 61+7 76 £0 85£0 732
30+30 60 53+4 79+ 7 92+4 86+ 6

* Média e estimativa de desvio padrao de determinagdes em duplicatas.

5.4.3 AVALIACAO DA IDENTIFICACAO E QUANTIFICACAO

Nao foi encontrado nenhum dos isémeros de tocoferdis nas amostras de macadamia utilizadas
neste estudo como pode ser observado na Figura 5 (pagina 56), que corresponde aos
cromatogramas de extrato de macadamia (A), cromatograma de extrato de macadamia adicionado
de padrao interno (B) e cromatograma de extrato de macadamia adicionado de padrdo interno e

isdmeros de tocoferois (C).

5.4.4 AVALIACAO DA METODOLOGIA

e Linearidade

As linearidades das curvas de calibragdo interna foram calculadas segundo Massart et al.
(1988). A Tabela 17 mostra a regressao linear das curvas de padronizagdo interna e a Tabela 18

os valores ¢ calculado para avali¢do da linearidade da curvas de regressdo dos tocoferois.

Nos Anexos D, E, F e G podem ser observados exemplos de curvas de calibragdo interna

para os isomeros tocol.
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Tabela 17: Regressao linear das curvas de padronizagao interna dos a-, -, y- € d-tocoferol.

Tocoferol a b’ »
a-tocol 0,00634 0,47829 0,999
B-tocol 0,00498 0,30353 0,999
y-tocol 0,01576 0,32589 0,999
d-tocol 0,02196 0,39983 0,999

1 o~
a = inclinacdo da curva.

2 b = intersegdo com o eixo y, quando x=0.

3 1= coeficiente de correlacdo linear.

Tabela 18: Valores ¢ calculado na avaliacdo da linearidade da curva de regressao dos tocoferois.

Tocoferdis t calculado
a-tocol 40,5
-tocol 86,1
y-tocol 74,5
o-tocol 32,0

Considerando ¢ tabelado igual a 2,776, com n — 2 graus de liberdade, podemos considerar

a correlacdo linear com 95% de confianga (Massart et al., 1988).

e Limites de deteccao e quantificagao

Para a determinagdao do limite de detec¢dao e quantificagdo foi determinado a regressao
linear dos isdmeros tocol em trés concentracdes inferiores ao ponto inicial da curva de calibragdo,
injetados em triplicata, para a determina¢do da estimativa de resposta do branco (Yy). Para cada
uma das concentragdes foi determinado a estimativa de desvio padrao e calculado outra curva de
regressao correspondente a concentracao verso estimativa de desvio padrao, obtendo-se o desvio
padrdo do branco (Sp). Com os valores Yy, e Sy calculados foram determinados os limites de

detec¢do e quantificagdo com uso das formulas j& descritas.
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Na Tabela 19 estdo as regressoes lineares das curvas de calibragdo para os isdmeros tocol
e na Tabela 20 estdo relacionados as medidas obtidas pela inje¢do em triplicata das concentracdes
dos isomeros tocol utilizados na determinacao dos limites de deteccdo e quantificagdo. A Tabela
21 relaciona os valores da resposta do branco (Yy) € a Tabela 22 a estimativa de desvio padrdo
do branco (Sp)) obtidos para os isomeros tocol. A Tabela 23 apresenta os valores determinados

para os limites de deteccao e quantificacao para cada isdmero tocol.

Tabela 19: Regressao linear das curvas de calibracdo para os isdmeros a-, -, y- € d-tocoferol.

Tocoferol a b’ »
a-tocol 67096 2076195 0,999
B-tocol 18125 1360213 0,999
y-tocol 42661 1457037 0,999
d-tocol 75572 1787620 0,999

1 . . ~
“ = inclinagdo da curva.

2 b = intersegdo com o eixo y, quando x=0.
3 1= coeficiente de correlacdo linear.
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Tabela 20: Concentragdes, area do pico cromatografico, média da éarea e estimativa de desvio

padrdo utilizados nos célculos de limite de detec¢do e quantificacdo dos isdmeros tocol.

Isomero  Concentragdo Area do pico cromatografico Média s*
tocol (ng/mL) 1 2 3
a-tocol 0,2 47255 442306 454128 454128 16718
0,3 673701 657132 655396 655396 19231
0,4 862163 866116 871163 871163 12324
B-tocol 0,5 697157 699345 696863 697788 1356
0,8 1058761 1050793 1013229 1040928 24316
1,0 1373131 1385245 1460810 1406395 47512
y-tocol 0,5 804507 813117 811616 809747 4599
0,8 1200364 1195316 1183897 1193192 8436
1,1 1572357 1543353 1613159 1576290 35069
d-tocol 0,4 686313 684840 659271 676808 15205
0,6 1039227 982342 978127 999899 34124
0,8 1355209 1285647 1259046 1299967 49655

* ¢ = estimativa de desvio padrao.

Tabela 21: Regressao linear da curva padrao da concentragdo dos isdmeros tocol verso area.

Isdbmero tocol Yy (a) ! b’ P
a-tocol 34676,5 2085175 0,999
-tocol -21612 1395629 0,991
y-tocol 171019 1277572 1
d-tocol 57486 1557897 0,999

' Ybl (a) = estimativa da resposta do branco.
? b = intersegdo com o eixo y, quando x=0.
3 1= coeficiente de correlacdo linear.
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Tabela 22: Regressao linear da curva de concentracao dos isomeros tocol verso estimativa de

desvio padrao (s)

Isémero tocol Sei (a)1 b’ =
a-tocol 22682 -21970 -0,628
B-tocol -45423 91066 0,993
y-tocol -24592 50783 0,918
d-tocol -18680 86125 0,998

: Sw1 (@) = desvio padrao do branco.
2 . N )

b = interse¢do com o eixo y, quando x=0.
3 1= coeficiente de correlagdo linear.

Tabela 23: Limite de detec¢do e quantificacdo para tocoferois.

Tocoferois Limite de detecgdo (ng/mL) Limite de quantificagdo (pg/mL)
a-tocol 0,03 0,07
-tocol 0,07 0,20
y-tocol 0,10 0,17
o-tocol 0,04 0,08
e Exatidao

Na avaliagdo da exatiddo do método foi utilizado a recuperacdo dos isdmeros tocol
adicionados ao branco ¢ amostra de macadamia e a férmula proposta por Massart et al. (1988)

para avaliar estatisticamente a diferenca, utilizando a distribui¢ao Student’s 7.

Na Tabela 24 estdo relacionados as recuperacdes obtidas no branco (andlise sem a presenca da

matriz) e na Tabela 25 as recuperagdes na amostra de macadamia.
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Tabela 24: Recuperagdo analitica dos isomeros tocol adicionado ao branco.

Isomero  Adicionado Recuperado Recuperagdo (%)  Média CV’
(ng/mL) (ng/mL) (%)
a-tocol 0,6 0,59-0,60-0,58 99,0-100,4-97,4
1,1 1,07-1,1-1,08 97,0-100,0-98,0 97 2
1,5 1,43-1,43-1,45 95,0-95,0-96,5
B-tocol 1,6 1,54-1,60-1,59 96,0-100,3-99,5
2,6 2,56-2,56-2,55 98,5-98,5-98,0 99 1
3,6 3,59-3,57-3,51 99,8-99,1-97,5
y-tocol 1,6 1,61-1,72-1,70 100,7-107,4-106,4
2,7 2,82-2,75-2,82 104,6-102,0-104,6 103 2
3,7 3,80-3,77-3,76 102,7-102,0-101,6
d-tocol 1,1 0,95-0,99-0,96 86,1-90,0-87,2
1,9 1,64-1,66-1,68 86,2-87,6-88,7 89 3
2,6 2,38-2,37-2,39 91,4-91,0-92,0

' s = estimativa de desvio padrio.
2 CV = Coeficiente de variacio.
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Tabela 25: Recuperacgdo analitica dos isdmeros tocol adicionado a amostra de macadamia.

Isomero  Adicionado Recuperado Recuperagdo (%)  Média s’ Ccv-
(ng/mL) (ng/mL) (%)
a-tocol 0,6 0,56-0,55-0,56 93,5-91,3-93.9
1,1 1,08-1,05-1,04 98,0-95,8-94.9 95 2
1,5 1,44-1,41-1,44 96,1-94,0-96,0
B-tocol 1,6 1,54-1,57-1,52 96,1-98,2-94,7
2,6 2,54-2,53-2,58 97,7-97,4-99.4 98 2
3,6 3,61-3,67-3,59 100,2-101,9-99,7
y-tocol 1,6 1,52-1,52-1,55 95,1-95,1-96,6
2,7 2,71-2,69-2,75 100,4-99,5-101,8 100 3 3
3,7 3,73-3,77-3,75 100,9-101,9-101,3
d-tocol 1,1 1,09-1,07-1,1 99,4-97,7-100
1,9 1,97-1,96-1,93 103,6-103,2-101,5 102 2 2
2,6 2,68-2,67-2,65 103-102,5-102,1

T . . . ~
s = estimativa de desvio padrao.

2 CV = Coeficiente de variacéo.

Segundo as referéncias consultadas, os valores reportados para recuperacdo de tocol
homologos ficam entre 93 — 103% para a-tocol, 88 —103% para B-tocol, 93 — 100% para y-tocol e
93 - 101% para d-tocol (Carpenter, 1979; Speek et al., 1985; Yao et al., 1992; Ulberth et al.,
1992; Lavedrine et al., 1997, Gimeno et al., 2000; Schieber et al., 2002). Os valores encontrados
nas recuperacdes procedidas em amostra de macadamia adicionada de isdmeros tocol

apresentaram niveis proximos aos referendados.
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Na avaliagdo estatistica entre as recuperacdes procedidas no branco e amostra nos trés
niveis de adi¢cdo dos isomeros tocol para n =9, o ¢ tabelado para n; + n, — 2 ao nivel de confianca
de 95% ¢ t9s.16 = 2,120 (Massart et al., 1988). Os valores ¢ obtidos foram: a-tocol 7o, = 2,733; B-
tocol #,, = 0,354; y-tocol 5, = 1,92 e 6-tocol t,, = 13,26, onde observamos diferenca significativa
nas recuperagdes dos isdmeros a- e d-tocol ao nivel de confianga de 95% nas recuperacdes entre
branco ¢ amostra. Esta diferenca sugere que a matriz interfere na recuperagdo do a- e d-tocol
presentes na amostra de macadamia, provavelmente pela grande quantidade de 6leo presente na

amostra que deforma o pico cromatografico e dificulta a triangulagao.

Para a determinacdo em paralelo utilizando-se a metodologia desenvolvida neste trabalho
e a recomendada pela COST 91, ja que em amostras de macadamia ndo foram detectados
tocoferdis, foi utilizada a mistura das nozes avela 19 e 20 por apresentarem niveis consideraveis

da vitamina. Os resultados estdo apresentados na Tabela 26.

Tabela 26: Resultados obtidos na andlise em paralelo entre o método desenvolvido e o

recomendado pela COST 91.

Método desenvolvido COST 91
Isomeros . 5 ; | 5 3
M Ky CV” (%) M S CV” (%)
o-tocol 20° 2 10 228 1 5
B-tocol 0,11* 0,01 9 0,12* 0,02 17
y-tocol 3,9° 0,2 5 4,0 0,3 8
d-tocol nd nd

' M =Mgédia de quatro determinacdes.

? g = estimativa de desvio padrio.

3 CV = coeficiente de variacdo.

“ Médias na mesma linha com letras iguais ndo apresentam diferenga significativa ao nivel de
95% de confianga.

52



Na avaliacao estatistica entre os valores obtidos na utilizacao do método desenvolvido ¢ o

recomendado pela COST 91, para n = 4, o ¢ tabelado para n; + n, — 2 ao nivel de confianga de
95% ¢ Tos, ¢ = 2,447 (Massart et al., 1988). Os valores ¢ obtidos foram: a-tocol #,, = 1,155, B-

tocol t,, = 0,901 e y-tocol 7, = 0,555, onde ndo foi observado diferenga significativa ao nivel de

confianca estabelecido.

e Repetibilidade

Na avaliacao da repetibilidade foi utilizada a mistura das amostras de avela 19 e 20, sendo

procedido dez repeti¢des analiticas. Os valores obtidos estdo na Tabela 27.

Tabela 27: Valores obtidos no teste de repetibilidade.

Isomero tocol Média da concentraco’ s CV° (%)
(mg/100g)
a-tocol 22,6 2,2 10
-tocol 0,09 0,02 19
y-tocol 3,9 0,3 8
o-tocol nd

"'Média de 10 determinagdes analiticas.
* s = estimativa de desvio padrio.
3 CV = coeficiente de variacdo.

Os coeficientes de variagdo obtidos pela féormula de Horwitz foram: 10% para o-
tocoferol, 23% para B-tocoferol e 13% para y-tocoferol. Estando os valores obtidos na analise

inferiores aos calculados pela formula de Horwitz, a avariagdo ¢ tida como aceitavel.
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5.4.5 CARACTERIZACAO DAS NOZES QUANTO AOS TOCOFEROIS

Na Tabela 28 estdo relacionados os teores de tocoferdis encontrados em macadamia e

outras nozes utilizadas no estudo.

Nas amostras de macadamia utilizadas neste trabalho ndo foram encontrados tocoferois,
apesar da macadamia ser uma noz com alto teor de lipideos. Embora Kaijser et al. (2000)
mencionar a presenca de a- e d-tocoferol em macadamia nos niveis de 0,8 a 1,1 e 3,5 a 4,7
respectivamente, e Cavaletto (1893) apenas mencionar a presenca, neste estudo foi utilizado co-
cromatografia para verificar que os compostos da amostra ndo eram os analitos como pode ser

visto na Figura 5.
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Tabela 28: Teores de tocoferois* encontrados em nozes

Amostras a-tocoferol B-tocoferol y-tocoferol d-tocoferol Vitamina E
(mg/100g) (mg/100g) (mg/100g) (mg/100g) (UI/100g)
1-14 ND ND ND ND ND
15 0,6£0,1 ND 15,0£0,3 ND 3
16 0,54+0,04 ND 15+1 ND 3
17 2,37£0,03 ND 46,0£0,6 ND 10
18 0,49+0,04 0,1840,01 2842 ND 5
19 25,8+1,4 ND 13,9+0,5 ND 30
20 16+1 0,35+0,03 3,0£0,3 ND 18
21 0,29+0,02 ND 17+1 ND 3

* Média e estimativa de desvio padrao de trés determinagoes.

ND = ndo detectado.
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20 min

Figura 5: Cromatograma do extrato de macadamia (A), cromatograma de extrato de macadamia
adicionado de padrdo interno (B) e cromatograma do extrato de macadamia adicionado de
isomeros de tocoferdis (C). Condi¢des cromatograficas: coluna de silica, fase mdovel composta
por n-hexano:acetato de etila:isopropanol (99,0:0,8:0,2), vazao de 1,5mL/min e detector de
fluorescéncia com comprimento de onda de excitagdo de 292nm e emissao de 326nm. Picos: 1 -
a-tocoferol; 2 - o-hidroxibifenil (padrao interno); 3 - B-tocoferol; 4 — y-tocoferol e 5 — 6-

tocoferol.

No anexo H estdo os cromatogramas dos tocoferois em extratos de peca, pistache, avela e noz.
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As demais nozes estudadas apresentaram grandes variagdes entre o valor tabelado e o

encontrado, estd diferenga pode ser devido ao tipo de processamento recebido pela amostra,

tempo e forma de estoque no mercado. O B-tocoferol nao tem valor tabelado por Souci et al.

(1989) e Duke (1989) para as nozes utilizadas neste trabalho. Somente para noz os dois autores

apresentam valores para a- e y-tocoferol, sendo que o a-tocol varia de 1,9 a 15mg/100g e o y-

tocol de 0,5 a 41,4mg/100g segundo Souci et al. (1989) e Duke (1989), esta grande varia¢do pode

ser ocasionado pela variabilidade da amostra e pelo método de andlise utilizado.

6 CONCLUSOES

Os valores médios encontrados para as amostras de macadamia quanto a umidade, cinzas
e carboidratos sdo comparaveis aos das outras nozes avaliadas neste estudo, exceto para
os valores de proteina que foram menores e lipideos maiores em comparagdo a peca,

pistache, avela e nozes (Prunnus sp).

Os teores de ferro e manganés ficaram proximos entre as amostras de macadamia e
demais nozes e os demais minerais apresentaram teores menores nas amostras de
macadamia. O teor de calcio e potassio nas macadamias ficaram proximos as amostras de

peca, e a noz (Prunnus sp) apresentou valores para potassio proximos a macadamia.

Acido graxo encontrado em maior concentracdo foi o C18:1 em todas as amostras exceto
na noz (Prunnus sp). O acido graxo C16:1 foi maior e C18:2 menor na macadamia do que
nas outras nozes. O &cido graxo C18:3 apresentou maior teor na noz (Prunnus sp) seguido

das amostras de macadamia e menor teor nas demais amostras.

A coluna de silica e a fase mdvel composta por n-hexano:acetato de etila:isopropanol

(99,0:0,8:0,2), com vazao de 1,5mL/min e elui¢do isocratica, permitiram a resolu¢ao dos
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isomeros a-, B-,y- € d-tocoferol e do padrdo interno o-hidroxibifenil, num tempo total de

18 minutos com completa elui¢do dos analitos.

Os limites de deteccdo e recuperacdo do método proposto para a andlise dos tocoferdis
foram respectivamente 0,03pug/mL e 95% para a-tocol, 0,07ug/mL e 98% para B-tocol,
0,10pg/mL e 100% para y-tocol e 0,04pg/mL e 102% para d-tocoferol.

Nao foi encontrado nenhum dos tocoferdis nas amostras de macadamia. O a-tocoferol e o
y-tocoferol foram encontrados nas outras nozes, o B-tocoferol apenas em uma amostra de
pistache e ema de avela e o d-tocoferol nao foi encontrado em nenhuma amostra. Os

valores encontrados variaram grandemente entre as amostras de pistache e avela.
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Anexo A: Grafico dos teores de minerais em nozes.
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Anexo B: Cromatogramas de acidos graxos nos extratos de: peca (1), pistache (2), avela (3) e noz
(4). Condicdes cromatograficas: coluna capilar de silica fundida CP-SIL 88, com fase
estacionaria de propilenoglicol com temperatura de 180°C e hidrogénio como gas de arraste a
30mL/min, injetor split (1:100) com temperatura de 270°C e dete

ctor a 300°C. Picos: 2 — C16:0; 3 -C16:1; 4 -C18:0; 5-C18:1; 6 —C18:2 e 7-C18:3.
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Anexo C: Distribuig¢@o da porcentagem de 4cidos graxos presentes nas nozes macadamia, peca,

pistache, avela e noz.
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Anexo E: Curva de padronizagdo interna para Beta-tocoferol
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Area Gama-tocfo-HBF

Anexo F:

Area Delta-tocfo-HBF
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Anexo G: Curva de padronizacdo interna para Delta-tocoferol
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Anexo H: Cromatograma dos tocoferois nos extratos de peca (1), pistache (2), aveld (3) e noz (4).
Condigdes cromatograficas: colunade silica, fase mével composta por n-hexano:acetato de
etila:isopropanol (99,0:0,8:0,2), vazao de 1,5mL/min e detector de fluorescéncia com
comprimento de onda de excitagdo de 292nm e emissdo de 326nm. Picos: 1 — alfa-tocoferol; 2 —

o-hidroxibifenil (padrio interno); 3 — beta-tocoferol e 4 — gama-tocoferol.
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