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RESUMO

GARCIA, P.C. Caracterizacdo quimica e avaliagdo da atividade antioxidante in
vitro de noz macadamia (Macadamia integrifolia, Maiden e Betche) submetida
aos processos de secagem e de torra. 2010. 75p. Dissertacdo (Mestrado) —
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo,
2010.

A macadamia (Macadamia integrifolia) é considerada comercialmente uma das
nozes mais importantes do mundo por seus atributos sensoriais e nutricionais.
Dentre as etapas do beneficiamento desta noz, destacam-se a secagem e a torra
como processos térmicos diretamente ligados a sua qualidade. Contudo, eles tém
sido relacionados & diminuicdo da estabilidade oxidativa e da capacidade
antioxidante de compostos bioativos, como os éacidos fendlicos. Sendo assim, o
objetivo deste trabalho foi caracterizar e comparar a noz macadamia submetida as
etapas de secagem (crua) e de torra, quanto a composicao quimica e sua atividade
antioxidante in vitro. Os ensaios realizados para a composi¢cdo centesimal
demonstraram que néo houve diferenga (p<0,05) entre as amostras crua e torrada,
exceto pela umidade e cinzas. Observou-se que macadamia, cura ou torrada, € uma
grande fonte de lipideos (~779/100g amostra). Nao se verificou diferenca no perfil
dos acidos graxos entre as amostras analisadas, prevalecendo monoinsaturados
(~589/100g amostra). Para a avaliagdo da atividade antioxidante, foram obtidos, das
amostras cruas e torradas, os extratos etéreo (EE), alcodlico (EAIc) e aquoso (EAQ)
e as fragbes de &cidos fendlicos livre (AFL), esterificados soluveis (AFS) e
insoltveis-ligados (AFI). Quanto ao teor de fendlicos totais, através do método com o
reagente de Folin-Ciocalteau, o extrato que se destacou foi o EAqQ, tanto para
macadamia crua quanto para torrada, com 0os maiores valores em relagéo aos outros
extratos, mas ainda foram menores que as fracées. A macadamia torrada obteve os
maiores teores de fendlicos totais com AFL e AFS. A atividade antioxidante foi
testada através dos métodos de redugcdo do radical DPPH, de co-oxidagdo do
sistema B-caroteno/acido linoleico e de oxidacéo lipidica acelerada em Rancimat. No
teste de redugdo do DPPH’, a macadamia crua foi mais eficiente que a torrada
apenas no EE e na AFI. Ja para o EAq, o EAlc, a AFL e a AFS, a macadamia
torrada apresentou as melhores porcentagens de redugdo. No sistema f-
caroteno/acido linoleico, os EAQs tiveram maiores porcentagens de inibicdo da
oxidacdo que os demais extratos; todas as fragdes apresentaram porcentagens de
inibico muito superiores as dos extratos, mesmo em concentracdes menores.
Notou-se também que houve queda na capacidade de inibicdo da oxidag&o do EE e
das trés fracdes (AFL, AFS e AFI), quando se comparam a amostra crua em relagéo
a torrada. No ensaio em Rancimat, o EAlc foi o Unico, entre extratos e fracdes de
ambas as amostras, a diferir significativamente do controle-negativo em sua agao
protetora, entretanto n&o foi mais eficiente que o TBHQ, utilizado como controle-



positivo. Neste estudo, a diferenca de atividade entre os métodos ficou clara,
contudo também se evidenciou que o tratamento térmico da torra é capaz de alterar
a capacidade antioxidante dos compostos fendlicos presentes na macadamia.

Palavras-chave: macadamia; processo térmico; atividade antioxidante; fendlicos.



ABSTRACT

GARCIA, P.C. Chemical characterization and evaluation of in vitro antioxidant
capacity of dried and roasted macadamia nuts (Macadamia integrifolia, Maiden e
Betche). 2010. 75p. Dissertation (Master Degree) — School of Pharmaceutical
Sciences, University of Sao Paulo, Sdo Paulo, 2010.

Macadamia (Macadamia integrifolia) is considered one of the most important nuts in
the world for their nutritional and sensory attributes. In the macadamia nut
processing, drying and roasting steps stand out because they are thermal processes
directly related with its quality. However, they have been associated to the decrease
of oxidative stability and antioxidant activity of bioactive compounds such as phenolic
acids. Therefore, the aim of this study was to characterize and compare the dried
(raw) and roasted macadamia nuts, their chemical composition and in vitro
antioxidant activity. The composition assays shown that there was no difference
between raw and roasted samples of macadamia (p<0,05), except for moisture and
ash. It was also observed that both samples are source of oil (~77g/100g
macadamia). There was no difference (p<0,05) in the fatty acids profile of the
samples, with the predominance of monounsaturated fatty acids (~58g/100g
macadamia). For the evaluation of antioxidant activity, the ether (EE), alcoholic
(EAIc) and aqueous (EAQ) extracts and the free phenolic acids (AFL), soluble
esterified acids (AFS) and insoluble-bound acids (AFI) fractions were obtained from
raw and roasted samples. In the total phenolic content, by Folin-Ciocalteau method,
the EAq stood out for raw and roasted macadamia nuts with a high content,
compared with the other extracts, but it was lower than the acid phenolic fractions.
The roasted macadamias showed the highest levels of total phenolics in AFL and
AFS. The antioxidant activity was obtained by the methods of DPPH radical
reduction, of p-carotene/linoleic acid co-oxidation system and accelerated lipid
oxidation in Rancimat. In the DPPH’ test, raw macadamia reduced more efficiently
than roasted only in EE and AFI. For the EAq, EAlc, AFL and AFS, the roasted
macadamia nuts showed the best percentages of reduction. In B-carotene/linoleic
acid system, EAqgs of both samples showed similar results and had the highest
percentage of oxidation inhibition than the other extracts. All of fractions showed

much higher percentages of inhibition than extracts, even at lower concentrations. A



decrease in the ability to inhibit oxidation of EE and the three fractions (AFL, AFS
and AFIl) was also noticed, when comparing the raw samples with the roasted. In
Rancimat test, the EAlc was the only, of the extracts and fractions of both samples,
witch differed significantly from negative control in its protective activity; however it
was not more effective than TBHQ, used as positive control. In this study, the
differences between the methods were noticeable, but it was also showed that the
thermal treatment of the roasting was able to modify the antioxidant capacity of

phenolic compounds in macadamia nuts.

Keywords: Macadamia; thermal process, antioxidant activity, phenolics.
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Introducéo

1 INTRODUCAO

Nozes e castanhas comestiveis sdo cultivadas em uma grande variedade de
condi¢cdes de clima e de solo. Sdo mundialmente valorizadas por seus atributos
sensoriais e nutricionais, como fontes de lipideos, proteinas, vitaminas, minerais, e
de fibras. A macadamia (Macadamia integrifolia, Maiden e Betche) é considerada,
mundialmente, uma das nozes comestiveis mais populares e, em termos de
comercializagdo, uma das mais importantes (VENKATACHALAM; SATHE, 2006).

No Brasil, classificado como 7° maior produtor mundial da noz macadamia, ainda
ndo hé legislacdo especifica que regulamente seus padrdes de identidade e de
qualidade (SEBRAE, 2005), e os estudos publicados sobre a caracterizagdo quimica
desta e de outras diversas nozes frequentemente geram resultados fragmentados
(VENKATACHALAM; SATHE, 2006).

Os compostos bioativos, como os fendlicos, também se tornaram alvo de
pesquisas com castanhas e nozes em geral, principalmente quando se menciona a
resisténcia desses compostos ao processamento pelo qual elas sdo submetidas,
pois normalmente envolvem tratamentos térmicos capazes de induzir processos
oxidativos.

J& h4 algum tempo se tem notado que os alimentos processados termicamente
tém menor valor nutricional do que produtos frescos, devido a degradacédo de alguns
compostos e a perda de caracteristicas fisico-quimicas. Hoje, os consumidores tém
uma preocupacado crescente quanto a seguranga e a qualidade dos alimentos e,
como resultado, procuram produtos processados o minimo possivel, a fim de que
mantenham seus atributos nutricionais preservados. Para desenvolver uma

tecnologia térmica efetiva na a producgéo de alimentos de alta qualidade sensorial e



Introducéo

nutricional, é necesséria uma investigacdo aprofundada sobre as mudancas
funcionais durante o tratamento térmico (ROY et al., 2007).

O beneficiamento basico da noz macadamia envolve duas etapas fundamentais
nas quais se emprega o tratamento térmico: a secagem, processo longo sob
temperaturas brandas, com a noz ainda em casca; e a torra da améndoa, tratamento
rapido em temperaturas elevadas.

Dentro da perspectiva de se obter maiores informagbes sobre as
caracteristicas quimicas da noz macadamia, este estudo foi realizado levando em
consideragéo as possiveis perdas nutricionais ocasionadas pela torra, ndo somente
de seus macronutrientes, mas também de compostos bioativos, como os acidos

fenolicos.



Revisdo bibliografica

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 A noz macadamia

A macadamia (Macadamia integrifolia) € uma nogueira nativa da Australia
pertencente a familia botanica Proteaceae e ao género Macadamia. Dentre as oito
espécies existentes, apenas a M. integrifolia e a M. tetraphylla produzem nozes
consideradas comestiveis. Estas possuem ciclo de vida longo, necessitando de
cinco a oito anos para maturacdo dos tecidos reprodutivos. As folhas sdo simples,
podendo ser no nimero de trés (no caso de M. integrifolia) ou quatro (no caso de M.
tetraphylla), enquanto as flores, também consideradas simples, estdo dispostas em
racemos, e florescendo entre maio e setembro. As nozes séo envoltas em um fruto
de forma esférica que, na época de maturacdo, caem da arvore naturalmente
(DIERBERGER; MARINO NETTO, 1985; SOBIERAJSKI; GARCIA, 2009).

Os frutos da M. integrifolia, espécie mais cultivada para fins comerciais, sédo
globulares e verde-escuro, quando ainda no carpelo, enquanto a améndoa €
envolvida por uma casca marrom muito resistente. A coloracdo da améndoa pode

variar do creme-branco para o amarelo (Figura 1) (SOBIERAJSKI et al., 2006).

§90..

Figura 1: Carpelo, casca e améndoa da noz macadamia (INTERMAC, 2010a)

A induUstria da noz macadamia tem crescido economicamente a um nivel

significativo em diversos paises ao redor do mundo. Esse desenvolvimento se
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iniciou no Havai, na década de 1890, quando as nozes foram trazidas de seu pais
original, a Austrélia (MASON, 2000).

A expansdo mundial da cultura ocorreu principalmente na década de 1990,
como resultado do interesse dos produtores em diversificar sua produgéo agricola
(SOBIERAJSKI et al., 2006).

Devido ao seu local de origem, a Floresta Subtropical Australiana, a nogueira
macadamia se adaptou bem as condi¢des climéaticas do sudoeste brasileiro, o que
colaborou para que o Brasil se tornasse, em 2005, o sétimo maior produtor mundial
de macadamia em casca (NIS — nut in shell), com uma producdo estimada, em
2006, de 3.350 toneladas (SOBIERAJSKI; GARCIA, 2009; TOLEDO PIZA, 2006).

Os Estados Unidos s&o o principal destino da producdo brasileira (63,15%),
seguidos pela Unido Européia (23,04%) e pela da Asia (1,97%). O mercado interno
possui uma participagdo em apenas 11,84% da nossa produgéo. Contudo, a meta
da Associacéo Brasileira de Noz Macadamia (ABM) é reservar 20% para o mercado
domeéstico, sem que haja prejuizo as exportages, uma vez que a producdo nacional
estd em expansao (AGUIAR, 2006).

A cultura da macadamia tem se difundido pelos estados brasileiros,
principalmente em S&o Paulo, responsavel, em 2006, por 33% da producgédo, Espirito
Santo (31%), Bahia (18%) e Rio de Janeiro (10%). As regibes dos municipios
paulistas de Dois Corregos e Bauru se destacam pelo tamanho da &rea plantada
(SOBIERAJSKI et al., 2006).

A macadamia é considerada uma das nozes mais finas em todo mundo, devido
ao seu flavour delicado, textura crocante e coloracdo creme. Pode ser usada em
produtos como chocolates, pralinés, cremes, além do consumo nas formas: crua,

torrada, torrada e salgada, temperada (STEPHENSON, 2005; FADINI et al., 2006).
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2.2 Beneficiamento

A Figura 2 apresenta as etapas do beneficiamento da noz macadamia, desde a

colheita até o momento da expedicdo das nozes.

2. Secagem 3. Quebra e Selecao
e B =.l | AREEL e
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4. Torra 5. Embalagem e Expedicao

Figura 2: Etapas do beneficiamento da noz macadamia (adaptado de AMS, 2010a)

2.2.1 Colheita e descarpelamento

O pericarpo € a parte verde e carnosa que reveste as nozes. Quando caem
das arvores, as nozes estdo envoltas pelo pericarpo, chamado carpelo. Nao convém
deixar passar mais que dois ou trés dias para fazer-se o descarpelamento, porque,
apos este periodo, o pericarpo seca e endurece, tornando a sua remocao dificil.
Dentro das primeiras 24 horas depois da colheita, o descarpelamento reduz o calor

da respiragao e facilita a secagem (DIERBERGER; MARINO NETTO, 1985).
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O carpelo removido é geralmente utilizado como cobertura organica para o
solo, enquanto as nozes em casca (NIS — nut in shell) seguem para as etapas

seguintes do processamento (AMS, 2010a).

2.2.2 Secagem

A secagem é uma das etapas mais importantes do processamento da noz
macadamia. No momento da colheita, as nozes podem chegar a 30% de umidade,
que deve ser reduzida a menos de 10%, a fim de prevenir a hidrélise lipidica e o
aparecimento de mofo. Nozes com umidade de 7,5% na base seca — b.s. (NIS) ndo
devem ser armazenadas por mais de um més antes da secagem a 3,5% b.s (NIS)
sem refrigeracdo a, no minimo, 5°C (MASON, 2000).

O processo industrial de secagem comumente empregado a noz macadamia
possui a desvantagem de exigir um ciclo total muito longo de secagem, estendendo-
se por um periodo de mais de um més. A primeira fase comeca quando as nozes em
casca (recém-descarpeladas), com um teor de umidade de 20% a 30% b.s no
campo, sdo submetidas & secagem por conveccado de ar a temperatura ambiente e
na sombra, utilizando caixas, bandejas e silos aerados. E um procedimento que leva
de trés a quatro semanas, a fim de reduzir o teor de umidade do produto a 10% b.s
(SILVA et al., 2006).

As nozes pré-secas sdo encaminhadas para a proxima fase de secagem, na
planta industrial da area de producgéo, na qual seguem para um silo do tipo secador
por conveccdo de ar quente forcado em condi¢gGes controladas de temperatura e

permanecem por aproximadamente seis dias (144h) (SILVA et al., 2006).
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Nos primeiros dois dias, é utilizada uma temperatura igual a 40°C, depois 50°C
e, nos dois ultimos dias, a temperatura é elevada a 60°C, que reduzira a umidade da
noz em casca a 3,5% b.s. NIS (1,5% b.s. na améndoa). (SILVA et al., 2007).

A 1,5% de umidade, a améndoa diminui de tamanho dentro da casca,
permitindo uma quebra com menores danos e evitando o0 escurecimento em seu
interior ap6s a torra. Essa reacdo de escurecimento (reagdo de Maillard) ocorre
guando a noz é submetida a uma secagem mais rapida e pouco eficiente, que gera
0 acumulo de umidade e agucares redutores na regido central da noz (CAVALETTO,

1983; MASON, 2000).

2.2.3 Quebra e selecéo

Apés a secagem, as améndoas diminuem de tamanho e se soltam da casca,
facilitando a etapa de quebra e minimizando os danos a améndoa. Os métodos de
separacdo de améndoas das cascas variam: alguns incluem a combinagéo do uso
de telas, separadores de ar, de sistemas de flotagéo, classificadores eletronicos
avancados e selecdo manual (MACNUTS, 2010).

As nozes sdo abertas e as améndoas sdo higienizadas e classificadas em
estilos (Quadro 1), levando-se em conta o tamanho e o grau de integridade da noz.
De acordo com a Australian Macadamia Society Ltda (2010b), a chamada AMS, os
estilos variam de O (zero) a 8 (oito). O estilo 0 indica a presenga de, no minimo, 98%
de améndoas inteiras com um didmetro maior que 20mm. Ja o estilo 8 contém

apenas pedagos pequenos de nozes que atinjam, no maximo, 4mm.
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Estilo 0 Super Premium Min 98% de améndoa inteira e
Wholes grande: >20 mm

Min 95% de améndoas inteiras:

Estilo 1 Premium Wholes >17mm

. Premium Wholes and Mistura de 50% inteiras e de 50%
Estilo 2 .
Halves metades: >13mm

Min 15% de inteiras e demais de

Estilo3 Premium Cocktail Mix . R o

Min 80% de metades: 10mm a

Estilo 4 Premium Halves 14mm

Estilo 5 Premium Large Chips Fragmentos entre 8mm e 12mm

Estilo 6 Premium Chips Fragmentos entre 5mm e 9mm

Estilo 7 Premium Small Chips Fragmentos entre 3mm e 6mm

Premium Fine

Esiilos Granule

Maximo: 4mm

Quadro 1: Classificagdo em estilos pela AMS (2010b)

As améndoas de primeira qualidade s&o processadas e preparadas para

vendas ao consumidor de varejo, enquanto a macadamia de qualidade inferior, isto
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€, em pedacgos, é usada como ingrediente em bolos, tortas, bombons, sorvetes e na

cozinha asiatica (SEBRAE, 2005).

2.2.4 Torra

A macadamia pode ser torrada e salgada, de acordo com o que se deseja
como produto final. E importante garantir que as améndoas sejam torradas lenta e
uniformemente, mas se ressalta que temperaturas elevadas e/ou por um tempo
excessivo provocardo um escurecimento em niveis inaceitaveis (INTERMAC,
2010b).

O binémio tempo/temperatura da torra varia de acordo com o tamanho da
améndoa e com o grau de coloragdo e flavour desejados no produto final.
Recomenda-se que o processo se inicie com uma ou duas camadas de améndoas,
a 150°C por 10 minutos, seguido de um resfriamento imediato até a temperatura
ambiente, antes de serem embaladas. Se necessario, a salga deve ser realizada
durante esse periodo de resfriamento, para garantir a aderéncia adequada

(INTERMAC, 2010b).

2.2.5 Armazenamento e transporte

A macadamia exige condigcdes ambientais de armazenamento que combinem
concentragdes de umidade e de oxigénio muito baixas. Isso pode ser alcangado de
maneira eficaz através de injecdo de uma mistura de di6xido de carbono e nitrogénio
e a embalagem hermeticamente fechada sob vacuo parcial (o vacuo parcial evita a

friccdo entre as nozes durante o transporte) (AMS, 2010b).
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Uma vez que a embalagem é aberta, e as macadamias sdo expostas ao ar
ambiente. Caso a exposi¢céo se prolongue por muitas horas, ocorrerd a absorgao de
umidade e a perda da crocancia. Ao longo de muitas semanas, iniciar-se-a entéo o
desencadeamento do processo oxidativo, o ran¢o (AMS, 2010b).

A oxidagdo também pode ocorrer, se as améndoas forem empacotadas em
embalagens cujo material € de baixa qualidade, como o polietileno ou o celofane. A
vida de prateleira de macadamias embaladas nessas condi¢cdes pode ser menor do
gue um més (AMS, 2010Db).

A industria de macadamia recomenda o uso dos seguintes materiais no
empacotamento das améndoas (crua, torrada, etc): hermeticamente fechadas em
latas de metal ou recipientes de vidro e embalagens flexiveis de alta barreira.
Entretanto, seja lata ou vidro ou embalagem flexivel, as nozes também podem sofrer
danos durante uma vibragdo excessiva ou manipulagdo rude. Sendo assim,

aconselha-se muito cuidado no transporte do produto (AMS, 2010b).

2.3 Composicéo centesimal

Nozes comestiveis, em geral, sdo cultivadas e crescem em uma variedade de
condigbes ambientais; sdo populares e valorizadas por suas caracteristicas
sensoriais e nutricionais (VENKATACHALAM; SATHE, 2006).

As nozes e as sementes comestiveis contém teores elevados de lipideos
(cerca de 40% a 60%) e de proteinas (de 8% a 20%). Na macadamia. O perfil de
acidos graxos é um dos destaques, por conter, sobretudo, os &cidos oleico (C18:1) e

linoleico (C18:2) (FREITAS; NAVES, 2010).
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O Quadro 2 apresenta a composi¢éo centesimal da noz macadamia obtida por

diferentes autores.

Tipo de
Amostra

Macadamia
Crua*

Macadamia
Torrada

Origem da
Amostra

EUA

Sao Paulo,
Brasil

Califérnia,
EUA

EUA

Composicdo Centesimal

Umidade — 1,36 = 0,07

Cinzas — 1,14 + 0,03

Lipideos Totais — 75,77 + 1,15
Proteinas — 7,91 + 0,35
Carboidratos (por diferenca) — 13,82
Umidade — 1,20 a 5,50

Cinzas — 1,20 a 2,40

Lipideos Totais — 70,00 a 78,00
Proteinas — 7,20 a 10,20

Carboidratos (por diferenca) — 8,40 a
16,70

Umidade — 2,10 = 0,12
Cinzas — 1,16 + 0,04

Lipideos Totais — 66,16 + 0,92
Proteinas — 8,40 + 0,71

Acucares Sollveis Totais — 1,36 *
0,05

Umidade — 1,61 + 0,12

Cinzas — 1,14 + 0,02

Lipideos Totais — 76,08 + 1,04
Proteinas — 7,79 + 0,28
Carboidratos (por diferenca) — 13,38

Referéncias

Departamento de
Agricultura dos
Estados Unidos,

(USDA, 2009)

Silva (2003)

Venkatachalam e
Sathe (2006)

Departamento de
Agricultura dos
Estados Unidos

(USDA, 2009)

Quadro 2: Composicao centesimal de macadamia (em g/100g amostra).

*Macadamia crua = submetida apenas ao processo de secagem.

A noz macadamia é conhecida por teores interessantes de proteina (entre 7 e

10g/100g) e de carboidratos (entre 8 e 17g/100g). Entretanto € a quantidade de

lipideos que a torna diferenciada, alcangando valores de 78g de 6leo em 100g de

macadamia crua.
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2.3.1 Perfil de Acidos Graxos

O elevado teor de 6leo ndo somente contribui com a textura e o flavour da
macadamia, como também é o ponto-chave da estabilidade da noz, devido a
degradagcdo do Oleo, seja por mecanismo oxidativo quanto hidrolitico (MASON,
2000).

Venkatachalam e Sathe (2006) destacaram que a composi¢cdo de &cidos
graxos € importante para nozes/castanhas em muitos aspectos, entre eles:

a. Qualidade nutricional: os &cidos graxos monoinsaturados (AGMIs) e
poli-insaturados (AGPIs) presentes oferecem propriedades nutricionais
superiores em relacao aos acidos graxos saturados (AGSs);

b. Possiveis beneficios dos AGMIs e AGPIs a saude: reducdo das
lipoproteinas de baixa e de muito baixa densidade (LDL e VLDL,
respectivamente);

c. Atributos sensoriais: flavours e textura desejaveis sdo atribuidos a
presenca desses 4cidos graxos;

d. Vida de prateleira (shelf life): AGMIs e AGPIs sdo mais suscetiveis a
oxidacgao e, por conseguinte, a formacgao de flavours desagradaveis (off
flavours).

Estes mesmos autores, Venkatachalam e Sathe (2006), analisaram amostras
de Macadamia integrifolia obtidas no estado da Califérnia (EUA), que apresentaram
um teor de lipideos totais de 66,16% e, assim como outras nozes, contém
predominantemente acidos graxos monoinsaturados (77,43% do total de lipideos),
destacando-se os acidos oleico (C18:1) e o palmitoleico (C16:1).

Kaijser, Dutta e Savage (2000) encontraram valores de lipideos totais que

variaram entre 69 e 789/100g b.s. em amostras de quatro cultivares de macadamias
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(Jordan, PA 39, Beaumont e GT 207) produzidas em diferentes regides da Nova
Zelandia. A variacdo nos teores de lipideos entre as amostras evidenciaram a
interferéncia direta das diferengcas entre as cultivares, das caracteristicas
edafoclimaticas (solo e clima) distintas entre as areas produtoras e do manejo na
composicdo de &cidos graxos, bem como na concentragdo de antioxidantes
lipossolaveis.

O Quadro 3 apresenta os perfis de &cidos graxos da noz macadamia
encontrados por diferentes autores, confirmando o predominio dos AGMIs e o

elevado teor de lipideos.

Acidos Graxos Venkatachalam e Maguire et al. USDA (2009)*** USDA (2009)***

Sathe (2006)* (2004)** Macadamia Crua Macadamia Torrada
Total Saturados 18,18 + 0,18 15,10 12,06 11,95
12:0 0,09 + 0,00 nd 0,07 0,07
14:0 0,90 + 0,01 0,95 0,66 0,67
16:0 8,88 +0.03 8,37 6,03 5,93
17:0 0,00 + 0,00 nd 0,12 0,15
18:0 4,26 + 0,07 3,17 2,33 2,28
20:0 2,95 + 0,06 2,28 1,94 1,94
22:0 0,79 £ 0,02 0,20 0,61 0,62
24:0 0,32 £ 0,01 nd 0,28 0,27
Total Monoinsaturados 77,43 £ 0,16 82,40 58,88 59,27
16:1 18,69 + 0,15 17,28 12,98 12,72
18:1 58,51 + 0,01 65,15 43,75 44,38
20:1 0,00 + 0,00 nd 1,89 1,92
22:1 0,23 +0,00 nd 0,23 0,24
Total Polinsaturados 4,39 +0,02 2,40 1,50 1,50
18:2 1,81 +£0,02 2,31 1,29 1,30
18:3 2,58 + 0,00 0,06 0,20 0,19
20:3 nd 0,01 0,00 0,00
22:6 nd 0,27 0,00 0,00

Quadro 3: Perfis de acidos graxos de Macadamia integrifolia encontrados por diferentes autores.

*Dados expressos em média + desvio-padrdo (n=2), em g/100g de 6leo. **Dados expressos em
médias (n=3), em g/100g de 6leo. ***Dados expressos em g/100g de amostra de macadamia.
nd = ndo determinado.
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2.4 A oxidacao de lipideos

A oxidacdo lipidica é uma das principais causas de deterioracdo dos
alimentos. E uma grande preocupacdo econdmica para a inddstria alimenticia, pois
desencadeia, em 6leos e produtos oleaginosos, o desenvolvimento de off flavors e
odores indesejaveis, comumente chamados de ranco (ranco oxidativo), que
diminuem, assim, sua aceitabilidade. Essas rea¢fes oxidativas podem causar perda
da qualidade nutricional dos alimentos, e seus produtos sdo potencialmente toxicos.
(DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2007).

Os dois componentes mais envolvidos na oxidagéo lipidica séo os &cidos
graxos insaturados e o oxigénio. Neste processo, o oxigénio da atmosfera é
adicionado a determinados &cidos graxos, gerando intermediérios instaveis que
eventualmente se quebram para formar os compostos de aroma indesejavel.
Embora a oxidacdo enzimética (através da atuacdo da lipoxigenase, por exemplo) e
a foto-oxidacdo (envolve a agdo do oxigénio singlete) desempenhem um papel
importante, o processo mais comum e significativo pelo qual &cido graxo insaturado
e oxigénio interagem é um mecanismo ocasionado pela presenca de radical livre,
chamado de auto-oxidagcédo caracterizado por trés fases principais: Iniciacéo,

Propagacédo e Término (Quadro 4) (AKOH; MIN, 2002).

INICIACAO I"+RH > IH + R°
R* + O, - ROO"
PROPAGACAO
ROO'+ RH — R* + ROOH
R. + R.—) Rz
TERMINO 2RO;" — O, + RO:R

RO,® + R*—> RO,;R

Quadro 4: As trés etapas da auto-oxidacdo: iniciacao, propagacéao e término. Adaptado de Akoh e
Min (2002) e Damodaran, Parkin e Fennema (2007).
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A etapa de iniciacdo ocorre quando um hidrogénio € abstraido de um acido
graxo insaturado (RH) por um iniciador (I°), resultando em um radical livre lipidico
(R"), que, por sua vez, reage com 0 oxigénio molecular para formar um radical
peroxil (ROO®). Enquanto a irradiagdo pode abstrair diretamente esse hidrogénio dos
lipideos, a iniciacdo, comum & maioria dos alimentos, € identificada pela reagéo de
acidos graxos com espécies reativas de oxigénio (EROs). A etapa de propagacao é
promovida pela interacao lipideo-lipideo, na qual o radical peroxil (ROO®) abstrai o
hidrogénio de uma molécula adjacente (RH), resultando em um hidroperéxido
lipidico (ROOH) e um novo radical livre (R"). Interagdes como esta ocorrem de 10 a
100 vezes antes de dois radicais livres se ligarem e terminar o processo. Um
acréscimo no processo da oxidacao lipidica, entretanto, ocorre através de reacdes
de ramificacdo (também conhecidas como iniciagdo secundaria): Fe** + ROOH —
LO®* + OH’. Os radicais formados dardo sequéncia, desta forma, a abstracao do
hidrogénio dos acidos graxos insaturados (AKOH; MIN, 2002).

Para interromper a repeticdo dessa sequéncia de propagacgao, duas reacdes
de terminagdo sdo encontradas: o0 acoplamento radical-radical e
desproporcionamento radical-radical, processos nos quais dois produtos estaveis
sao formados a partir um radical A e outro radical B (2R0O,* — O, + RO2R ou RO;" +
R*— RO2R) por um processo de transferéncia de um atomo ou grupo. Em ambos os
casos, produtos nao radicalares séo formados (AKOH; MIN, 2002).

Os hidroperoxidos participam de numerosas reacdes complexas envolvendo a
degradacgéo e a interacdo com o substrato, resultando em nimeros imensuraveis de
compostos estaveis de varios pesos moleculares, flavour e significAncia bioldgica,
como epoxidos e compostos volateis e ndo-volateis (DAMODARAN; PARKIN;

FENNEMA, 2007; RAMALHO; JORGE, 2009).
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Pokorny (2007) descreve os tipos de inibidores que podem atuar no processo

de oxidagdo lipidica:

v

Inibidores das reacfes de oxidagdo por radicais livres, chamados de
antioxidantes preventivos, que inibem a formacdo de radicais livres
lipidicos; sdo compostos importantes que atuam na decomposi¢éo dos
hidroperoxidos em radicais livres, durante o periodo de iniciagao;
Inibidores que interrompem a reacdo em cadeia do periodo de
propagacao;

Supressores do oxigénio singlete (carotendides, especialmente o
licopeno);

Sinergismo de propriedades antioxidantes, ou seja, substancias que,
sozinhas, ndo sado eficientes, mas que aumentam a atividade de
antioxidantes atuantes na propagac¢éo, quando estdo misturadas a eles
(o &cido citrico € um exemplo);

Agentes redutores, como tioéteres, que convertem hidroperdoxidos em
compostos estaveis;

Queladores de metais, que convertem metais pro-oxidantes,
especialmente ferro e derivados do cobre, em produtos estaveis. Se
ndo forem quelados, esses metais promovem a decomposi¢cao dos
hidroperoxidos lipidicos em radicais livres. A quercetina, 0s taninos e
os fitatos sédo bons exemplos da eficiéncia dos queladores de metais;

Inibicdo de enzimas pré-oxidantes (especialmente a lipoxigenase).

Garantir a alta qualidade de lipideos e de produtos oleaginosos e prolongar o

tempo de estocagem s&o caracteristicas interessantes que estdo diretamente

associadas com a estabilidade, quer pela adicdo de antioxidantes, quer pela
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presenca de compostos ativos intrinsecos do préprio vegetal. A alta estabilidade
oxidativa de lipideos é importante tanto para a protecdo da salde, quanto por razdes

econdmicas (MARINOVA; YANISHLIEVA, 2003).

2.5 Antioxidantes

Os antioxidantes s&o qualquer substéncia que, em baixas concentragoes,
comparadas a um substrato oxidavel, retarda ou previne significativamente a
oxidacao daquele substrato (HALLIWELL et al., 1995).

Os antioxidantes atuam em etapas diferentes na sequéncia oxidativa que
envolve as moléculas de lipideos. Podem agir na diminuicdo da concentracdo de
oxigénio, na interceptacdo do oxigénio singlete, na prevengdo da iniciagdo ao
sequestrar os primeiros radicais, como o radical hidroxil, na ligacdo com ions
metalicos catalisadores do processo oxidativo, na decomposi¢cdo dos produtos
primérios da oxidacdo a espécies ndo radicais e na prevencdo da abstracdo do
hidrogénio dos substratos (SHAHIDI; NACZK, 2003).

Os antioxidantes sdo utilizados em alimentos para prevenir a deterioragdo
durante o processamento, armazenamento e coc¢do, pois a formacdo de perédxidos
de acidos graxos saturados e produtos secundarios da oxidacéo lipidica podem ser
prejudiciais a satide e comprometerem a qualidade do alimento (WURTZEN, 1990).

O butil hidroxianisol (BHA), o butil hidroxitolueno (BHT) e o terc-butil
hidroquinona (TBHQ) séo trés dos antioxidantes fendlicos sintéticos mais utilizados
na industria de alimentos permitidos pelo Food and Drug Administration (FDA) e pela
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2010; FDA, 2010; SHAHIDI;

NACZK, 2003).
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A Figura 3 apresenta as estruturas quimicas do BHA, do BHT e do TBHQ.

OH CH OH
C(CHa)a (HaC)sC C(CH3)a C(CHz)3
OCH3 CHs OH
BHA BHT TBHQ
(2-terc-butil-4-hidroxianisol; (2,6-di-terc-butil-4-metilfenol; (2-(1,1-Dimetiletil)-1,4-benzenodiol)
3-terc-butil-4-hidroxianisol) 3,5-di-terc-butil-4-hidroxitolueno)

Figura 3: Estruturas quimicas dos antioxidantes sintéticos BHA, BHT e TBHQ (SHAHIDI; NACZK, 2003).

Esses antioxidantes sintéticos exibem polaridade variada e podem ser
ordenados, do mais apolar para o mais polar, em: BHT > BHA > TBHQ. O
mecanismo de acgdo antioxidante desses compostos envolve a formacdo de um
radical fendlico estavel que ndo mais catalisam a oxidacao de outras moléculas nem
reagem com o oxigénio para formar peréxidos de antioxidantes capazes de se auto-
oxidar. Os fendlicos sintéticos sdo efetivos em diversos sistemas alimenticios;
entretanto, seu uso vem diminuindo como reflexo da preocupac¢do com a seguranca
e a demanda por produtos totalmente naturais (AKOH; MIN, 2002).

Em 1990, Wirtzen ja alertava que extensivos testes toxicoldgicos estavam
sendo desenvolvidos para garantir a seguranga na ingestao de aditivos antioxidantes
sintéticos, pois estes apresentavam efeitos tdxicos devido a sua reatividade em
processos de oxi-reducao.

Tendo em vista os indicios de problemas oriundos do consumo desses
antioxidantes sintéticos, as pesquisas passaram a se dirigir no sentido de encontrar
produtos naturais com atividade antioxidante que permitiriam a substituicAo dos
sintéticos ou fazer associacdes entre eles, com o intuito de diminuir sua quantidade

nos alimentos (SOARES, 2002).
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Os antioxidantes naturais, principalmente com estrutura fendlica, tém sido
utilizados pelas industrias alimenticias para prevenir a deterioracéo de seus produtos
e manter o valor nutricional. Esse grupo de antioxidantes de origem natural também
tem chamado a atengd@o de profissionais da salde, pois contribuem com o combate
a espécies reativas de oxigénio (EROs), de nitrogénio (ERNSs) e de cloro (ERCIs) no
organismo, que estdo associados a doencas degenerativas (SHAHIDI; NACZK,
2003).

Segundo Soares (2002), pesquisas tém sido centralizadas nos compostos
fendlicos de origem vegetal, pois estes atuam como aceptores de radicais livres,
interrompendo a reagcédo em cadeia da auto-oxidagdo, e como queladores de metais

catalisadores do processo oxidativo, tanto in vitro, como in vivo.

2.5.1 Compostos fenolicos

Os compostos fendlicos em alimentos e em nutracéuticos tém origem em uma
das principais classes de metabdlitos secundarios em plantas, derivada da
fenilalanina e, em numero menor, da tirosina. Eles podem ser definidos
quimicamente como substancias que possuem um anel aromético trazendo um ou
mais grupos hidroxila. Seus derivados funcionais também estdo incluidos (SHAHIDI;
NACZK, 2003).

Os fendlicos variam entre simples moléculas de fendis, como os acidos
fendlicos, e compostos altamente polimerizados de alto peso molecular, como 0s
taninos (BRAVO, 1998).

A ocorréncia desses compostos em tecidos animais ou em outros materiais
gue nao sejam plantas é devido, normalmente, a ingestao dos alimentos de origem

vegetal, que contém uma grande variedade de derivados fendlicos, incluindo os
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proprios fendlicos simples, fenilpropanoides, derivados do acido hidroxibenzoico,
flavonoides, taninos, lignanas e ligninas. Essa variedade de substéancias € essencial
para 0 crescimento e reprodugdo de plantas e agdes antinutricionais e
antipatogénicas. Alguns fendlicos podem contribuir com a pigmentacédo do vegetal e
também atuar como antibitticos, pesticidas naturais, atrativo para polinizadores,
protecdo contra luz ultravioleta e impermeabilizante de parede celular (SHAHIDI;
NACZK, 2003).

Durante muito tempo, os polifenéis foram classificados como fatores
antinutricionais, devido ao efeito adverso dos taninos na digestibilidade de proteinas.
Contudo, houve um aumento no interesse sobre compostos fendlicos em alimentos,
a respeito de sua capacidade antioxidante (inibicdo da propagacéo do radical livre e
atividade quelante de metais), e de sua possivel implicagdo benéfica na saude
humana (BRAVO, 1998).

O consumo de alimentos de origem vegetal ricos em polifendis atribui a dieta
as propriedades antioxidantes e anti-inflamatdrias e o potencial quimiopreventivo do
cancer (indugéo de apoptose em células cancerosas ou interrupcdo de alguma fase
do ciclo celular). A maioria dessas agfes biologicas tem sido atribuida a sua
capacidade redutora intrinseca (HAN; SHEN; LOU, 2007). Os compostos fendlicos
podem também contribuir com a inibicdo da patogénese de doencas ainda mais
complexas, tais como a sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS), céncer,
aterosclerose e diabetes (MOREIRA; MANCINI-FILHO, 2004).

Todas as classes de fendlicos possuem a estrutura de sequestradores de
radicais livres. Entretanto, a atividade desses antioxidantes pode variar muito. Os
fatores que influenciam a atividade antioxidante de fendlicos de origem vegetal

incluem: a posicao e o grau de hidroxilagc&o, a polaridade, a solubilidade, o potencial
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de reducdo, a estabilidade do fendlico ao processamento de alimentos e a
estabilidade do radical fendlico. Ao mesmo tempo, muitos fendlicos apresentam
grupamentos acidos e anéis que podem participar da quelacao de metais. Em certas
condigdes, essas mesmas propriedades de quelar metal, além do elevado potencial
reducéo, podem acelerar as reagfes oxidativas catalisada pelos metais, levando a
atividade pro-oxidante dos compostos fendlicos de plantas (AKOH; MIN, 2002).

A diversidade estrutural dos compostos fendlicos se deve a grande variedade
de combinagfes que acontece na natureza. Estas combina¢des fendlicas podem ser
categorizadas em classes, que sdo apresentadas na Tabela 1 (ANGELO; JORGE,
2006).

Tabela 1: Classe dos compostos fendlicos presentes em plantas e respectivas

estruturas (ANGELO; JORGE, 2006).

CLASSE ESTRUTURA
Fendlicos simples, benzoquinonas Cs

Acidos hidroxihidroxibenzoicos Ce—C:
Acetofenol, acidos fenilacéticos Ce—C,
Acidos hidroxihidroxicinamicos, fenilpropanoides Cs—Cs
Nafitoquinonas Ce—C,
Xantonas Cs—C1—Cs
Estilbenos, antoquinonas Ce—C,—Cs
Flavonoides, isoflavonoides Ce—C3—Cs
Lignanas, neolignanas (C6—Ca)2
Biflavonoides (Ce—C3—Cg)-
Ligninas (Ce—Ca)n
Taninos condensados (Ce—C3—Co)n

Dentre as classes de compostos fendlicos, destacam-se os flavonoides, os
taninos, os tocoferdis e os acidos fendlicos (divididos em derivados do acido
hidroxibenzoico e do &cido hidroxicindmico) como os antioxidantes mais comuns

(ANGELO; JORGE, 2006).
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Os flavonoides (Figura 4) estdo amplamente distribuidos no reino vegetal,
presentes em frutas, folhas, sementes e em outras partes da planta na forma de
glicosidios ou agliconas. Sdo compostos de baixo peso molecular, consistindo em 15
dtomos de carbono, organizados na configuragdo Cg-C3-Cs (ANGELO;JORGE,
2006). Neste grupo se encontram as antocianidinas, flavonas, flavonois e, com
menor frequéncia, as auronas, calconas e isoflavonas, dependendo do lugar,

ndmero e combinag&o dos grupamentos participantes da molécula (SOARES, 2002).

Figura 4: Estrutura quimica geral dos flavonoides (ANGELO; JORGE, 2006).

Os taninos (Figura 5) possuem o peso molecular relativamente alto e
constituem uma classe de polifendis (ANGELO; JORGE, 2006). Sdo moléculas
altamente hidroxiladas e podem formar complexos insoliveis com carboidratos e
proteinas. Essa caracteristica € a responséavel pela adstringéncia de alimentos ricos

em taninos, devido & precipitacao das proteinas salivares (BRAVO, 1998).

/
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HO Coﬂo/%\ 0—co OH
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Figura 5: Estrutura quimica do acido tanico (BRAVO, 1998).

Os tocoferéis (Figura 6) sdo compostos monofendlicos, existentes em

vegetais, principalmente em sementes oleaginosas e folhas, que possuem atividade
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antioxidante e vitamina E. Eles estdo agrupados em duas séries de compostos que
possuem estrutura quimica semelhante e recebem o nome genérico de tocdis e
tocotriendis. Os compostos da série tocois possuem cadeia saturada ligada ao anel
e sdo denominados tocoferdis, enquanto que os da série tocotriendis possuem
cadeia insaturada A nomenclatura desses compostos recebem o prefixo de a, B, y, &
dependendo do numero e posi¢cdo do grupo metila ligado ao anel aromatico. O a-

tocoferol € o composto que apresenta maior atividade (ANGELO; JORGE, 2006).

Tocois Tocotriendis

Figura 6: Estruturas quimicas gerais dos tocois e dos tocotrienois (SHAHIDI; NACZK, 2003).

Os acidos fendlicos (Figura 7) sdo divididos em dois grupos: derivados do
acido hidroxibenzoico e derivados do acido hidroxicindmico. Os &cidos

hidroxibenzoicos incluem os &cidos gélico, p-hidroxibenzoico, protocatecuico,

Acidos hidroxibezoicos Acidos hidroxicinamicos
R R4
OH OH
R; COOH  R; ZCcooH

Figura 7: Estrutura quimica geral dos acidos hidroxibenzoicos e hidroxicindmicos, pertencentes a
classe dos acidos fendlicos (ANGELO; JORGE, 2006).

vanilico e siringico, que apresentam a estrutura comum C¢—C;; enquanto os acidos
hidroxicindmicos, sdo compostos aromaticos com trés carbonos que formam uma
cadeia lateral (Cs—C3), como os &cidos cafeico, ferulico, p-cumérico e sinaptico

(ANGELO; JORGE, 2006).
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Os derivados do acido hidroxicindmico sdo compostos mais ativos do que os
derivados do &cido hidroxibenzoico. A presenca do grupo CH=CH-COOH em
derivados do &cido hidroxicindmico garante mais eficiéncia do que o grupamento
COOH dos &cidos hidroxibenzoicos (MARINOVA; YANISHLIEVA, 2003). Isso se
deve a dupla ligagéo presente na molécula dos derivados do acido hidroxicindmico,
que participa da estabilidade do radical por ressonancia de deslocamento do elétron
desemparelhado, enquanto que os derivados do acido hidroxibenzoico néo
apresentam essa caracteristica (ANGELO; JORGE, 2006).

Nao hé alteracdes na atividade antioxidante de derivados de &cido
hidroxibenzoico, quando ocorre aumento na temperatura; entretanto, a atividade de
derivados de &cido hidroxicinamico aumenta nessa circunstancia (MARINOVA,;
YANISHLIEVA, 2003).

Os diferentes fendlicos pertencentes as classes dos &cidos hidroxibenzoico e
hidroxicinamico, flavonoides e taninos podem se apresentar nas formas livre e
esterificada solavel ou insoluvel-ligada (SHAHIDI; NACZK, 2003).

Broinizi et al. (2007) demonstraram, com a avaliagdo de fragBes fendlicas do
pseudofruto do caju, que a potencializagdo da atividade antioxidante ndo se deve
apenas a um acido fendlico, mas possivelmente a associacao deles.

Esse efeito de sinergismo entre compostos antioxidantes também foi notado
por Melo et al. (2003) em extrato aquoso de coentro, considerado como um
antioxidante em potencial, devido a presenca dos fendlicos, cuja acdo pode ser
intensificada ao serem empregados juntamente com BHT. Isso significaria uma
reducdo no emprego do antioxidante sintético, por conta do seu sinergismo com 0s

compostos fendlicos presentes naturalmente no alimento (MELO et al., 2003).
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2.5.1.1 Determinacdo do teor de compostos fendlicos totais

Uma série de métodos espectrofotométricos para a quantificagdo de
compostos fendlicos em materiais vegetais tem sido desenvolvida. Baseados em
principios distintos, esses ensaios sdo usados para determinar varios grupos
estruturais presentes em compostos fendlicos. Os meétodos espectrofotométricos
podem quantificar todos os compostos fendlicos extraiveis como um grupo ou pode
determinar uma substancia fenélica especifica, como o &cido sinéapico, ou uma de
suas classes, como os &cidos fendlicos. O teste com o reagente Folin-Ciocalteau é
um dos mais frequentemente utilizados (SHAHIDI; NACZK, 2003).

O reagente Folin-Ciocalteau ndo é considerado especifico e detecta todos os
grupos fendlicos em extratos, incluindo os que estéo ligados a proteinas (SHAHIDI;
NACZK, 2003). A acdo desse reagente consiste de uma solucdo acida amarela,
contendo um complexo de ions poliméricos formados pelos acidos fosfomolibidico e
fosfotunguistico. Este reagente oxida o fenolato, resultando na producdo do
complexo molibdénio-tungsténio, de coloracdo azul. Os fendis sdo oxidados
rapidamente apenas em solugbes alcalinas, gerando entdo concentragdes
desejaveis de ions fenolatos. As condigbes Otimas para uma producéo
razoavelmente rapida e uma retencdo mais longa da coloragdo devem incluir uma
concentragdo elevada do reagente molibdo-tungstato e alcalinidade moderada

(SINGLETON; ROSSI, 1965).
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2.6 Atividade antioxidante

A atividade antioxidante de compostos naturais e sintéticos tem sido estudada
atraveés de varios métodos, que se diferem quanto a duragdo, modo de mensuracdo
e condicbes de temperatura, oxigenacdo e o meio. O meio pode ser lipidico,
emulsionado ou aquoso (CUVELIER; BONDET; BERSET, 2000).

A atividade antioxidante é fortemente influenciada pela composicdo do
sistema-teste e pode variar significativamente em sistemas multifdsicos, devido as
diferencas de polaridade do antioxidante (FRANKEL; MEYER, 2000).

A atividade dos antioxidantes é frequentemente determinada em ensaios de
competicdo. Nestes ensaios, um antioxidante A e uma molécula-detector D
competem pela espécie reativa R. O efeito inibitério competitivo de A na reacéo de D
com R é uma forma de medir a atividade antioxidante de A. As constantes da taxa
de reacdo de D e de A sdo comparadas, e a concentragdo inicial das espécies
reativas deve ser tdo baixa quanto possivel, a fim de se avaliar essa atividade com
precisdo (BALK; BAST; HAENEN, 2009).

Em contraste com o ensaio de competicdo, os ensaios de capacidade
antioxidante medem o numero de radicais que podem ser sequestrados por um
antioxidante. A taxa de reacdo do antioxidante com as espécies reativas é menos
importante, nestes casos, do que nos ensaios de competicdo (BALK; BAST;

HAENEN, 20009).
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2.6.1 Métodos de avaliacdo da atividade antioxidante in vitro

2.6.1.1 Método de co-oxidacdo do B-caroteno e do acido linoleico

Este método foi descrito por Marco (1968) e posteriormente modificado por
Miller (1971). E um ensaio colorimétrico de competicdo entre o B-caroteno e o
antioxidante-teste em um sistema emulsionado de 6leo (4cido linoleico) em agua. A
leitura da absorbancia, em espectrofotdmetro, é realizada no comprimento de onda
de 470nm.

O mecanismo de descoloragdo rapida do B-caroteno € um fendmeno
resultante da formacao de hidroperoxidos a partir do acido linoleico e da auséncia de
um antioxidante. Os radicais livres atacam as duplas ligacbes das moléculas
altamente insaturadas do B-caroteno, que perde seu cromoéforo, ocasionando a
descoloragdo da solugcdo alaranjada caracteristica. Essa reacdo pode ser

BN

monitorada espectrofotometricamente, pois os valores referentes a absorbancia
tendem a diminuir com o passar do tempo devido & peroxidagdo. A presenca do
antioxidante pode impedir o ataque ao B-caroteno, ao reagir com os radicais livres
do sistema, e alterar o padrdo de decréscimo da absorbancia. Geralmente,
considera-se elevada a atividade antioxidante quanto mais lentamente ocorre a
diminuicdo dos valores da absorbancia (HUANG; WANG, 2004).

Normalmente se utiliza o antioxidante sintético BHT como controle-positivo
para se comparar os resultados. Esse método tem sido utilizado para analisar varias

matrizes alimentares, principalmente frutos e sementes ricas em lipideos (LIMA,

2008).
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2.6.1.2 Método de reducéo do radical sintético DPPH

Este € um método descrito em 1958 por Blois, que foi adaptado por Brand-
Williams, Cuvelier e Berset, em 1995. A capacidade antioxidante de compostos
especificos ou extratos é avaliada espectrofotometricamente pela reagdo do
antioxidante com o radical estavel 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) (Figura 8), em

solucdo metandlica (BRAND-WILLIAMS; CUVELIER; BERSET, 1995).
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Figura 8: Estrutura quimica do 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH®) (LIMA, 2007).

A reducdo do DPPH® é acompanhada através do decréscimo do valor da
absorbancia em seu comprimento de onda caracteristico, durante a rea¢cdo. Em sua
forma radicalar, o DPPH® absorve em 515nm; entretanto, apés a reducdo por um
antioxidante (AH) ou por outra espécie de radical (R%), a absorcdo desaparece,
devido a perda do croméforo (BRAND-WILLIAMS; CUVELIER; BERSET, 1995).

DPPH®* + AH — DPPH-H + A®
DPPH® + R* - DPPH-R
Neste ensaio, o decaimento da absorbéncia pode variar significativamente,

devido ao tipo e a concentracdo do agente antioxidante (FRANKEL; MEYER, 2000).
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2.6.1.3 Determinacdo do indice de atividade antioxidante pelo método de
oxidacdo acelerada em Rancimat®

Este método é comumente utilizado para avaliar as propriedades de
antioxidantes, baseando-se no aumento da condutividade elétrica, devido a
formacdo de é&cidos dicarboxilicos volateis resultantes da oxidag&o lipidica (HAN;
WENG; BI, 2008).

O método do Rancimat determina o periodo de inducdo (Pl), em horas,
mensurando o aumento da acidez volatil de subprodutos liberados pela oxidacdo do
6leo a 110°C, sob um fluxo de ar de 20L/h. A concentracdo dos produtos da
degradacgéo do Oleo, transferidos a um recipiente com agua deionizada, é avaliada
através da medicdo da condutividade. Periodos mais longos de inducdo sugerem
maior atividade do aditivo antioxidante (PAREJO et al., 2003)

Sob as temperaturas elevadas, o mecanismo de oxidacdo lipidica, no
Rancimat, apresenta alteracdes significativas, observando-se a ocorréncia de
reagcOes laterais (polimerizagdo, ciclizagdo e cisdo), normalmente irrelevantes em
temperaturas normais de armazenamento (SILVA; BORGES; FERREIRA, 1999).

Quando este método é utilizado para avaliar a capacidade antioxidante de
compostos, verifica-se que o indice de protecéo global, medido a alta temperatura,
em regra inferior ao verificado a temperaturas mais baixas. De fato, na presenca de
um antioxidante, a velocidade do processo oxidativo diminui, devido ao aumento da
energia de ativacdo da reacdo. Porém, este é compensado pelo fornecimento de
energia térmica. O grau de eficacia dos antioxidantes, medido a alta temperatura,
pode também refletir a maior ou menor estabilidade térmica dos compostos (SILVA;

BORGES; FERREIRA, 1999).
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2.6.2 Paradoxo polar

Os antioxidantes apresentam comportamentos distintos, de acordo com o
meio no qual se inserem, que pode ser lipidico, emulsionado e aquoso (CUVELIER,;
BONDET; BERSET, 2000).

O fendbmeno, no qual antioxidantes polares sdo mais ativos em sistemas
lipidicos, e antioxidantes apolares em lipideos suspensos em sistema aquoso
(emulséo), foi denominado “Paradoxo Polar” por Porter, em 1980 (FRANKEL;
MEYER, 2000).

Em 1989, Porter, Black e Drolet afirmaram que, com excecao dos tocoferdis,
os antioxidantes sdo compostos preponderantemente polares (&cidos fendlicos,
flavonoides, catequinas, taninos hidrolisados e condensados), e, em concentracdes
equimolares, poder-se-ia esperar que fossem relativamente ineficazes em
membranas de tecidos intactas de alimentos e emulsdes (leites desidratados,
produtos de padaria, alimentos de conveniéncia), comparados a Ccompostos
lipofilicos ou de baixo balango hidrofilico-lipofilico. Entretanto, esse nem sempre é o
resultado que se observa.

Este comportamento paradoxal de antioxidantes foi confirmado através de
observagfes nas quais antioxidantes hidrofilicos (trolox, acido ascoérbico, compostos
provenientes do alecrim, como o &cido rosmarinico e o 4cido carndsico) foram mais
eficientes em Oleos do que antioxidantes lipofilicos correspondentes (a-tocoferol,
palmitato de ascorbila e carnosol) (FRANKEL; MEYER, 2000).

Tal fenbmeno é explicado por diferencas na afinidade de antioxidantes
hidrofilicos e lipofilicos com o ar, 6leo e agua, e com a interface. Portanto, em dleos,
os antioxidantes hidrofilicos podem ser mais eficientes por atuarem na interface

Oleo-ar, inibindo a oxidacéo lipidica. Em sistemas emulsionados de 6leo-em-agua,
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antioxidantes hidrofobicos atuam no 6leo e na interface 6leo-agua, onde sdo mais
protetores do que antioxidantes hidrofilicos, que estéo dispersos na fase aquosa e
sdo incapazes de proteger adequadamente os lipideos na interface &agua-odleo.
Quando dissolvidos em fase aquosa, a eficiéncia dos antioxidantes hidrofilicos pode
ser ofuscada pela sua atividade pré-oxidante, resultado da reducéo de metais para o

estado mais ativo de valéncia (FRANKEL; MEYER, 2000).

2.7 Efeito do tratamento térmico sobre compostos bioativos de

alimentos

O processamento de alimentos e de ingredientes frequentemente exerce
importante efeito em seus constituintes, incluindo compostos bioativos (SHAHIDI,
2009).

Na producé@o de proteina isolada e concentrada de soja, h4 um substancial
decréscimo no teor de isoflavonas, sugerindo o efeito negativo do processamento no
teor de bioativos (SHAHIDI, 2009).

Em azeite de oliva extra virgem, alimento conhecidamente rico em compostos
fendlicos, houve um aumento do indice de peréxido de amostras submetidas ao
aquecimento de 180°C por mais de uma hora (CARRASCO-PANCORBO et al,
2007).

Durante o tratamento térmico, devido a alta temperatura e a absorcédo de
oxigénio e de 4gua, os triacilglicerdis do 6leo podem sofrer uma série de reacdes,
como a hidrélise, a oxidagdo, a isomerizacdo e a polimerizagdo (CARRASCO-
PANCORBO et al.,, 2007). Contudo, um numero de fendlicos, em cereais, por

exemplo, especialmente em produtos torrados, pode ser formado como produtos da
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degradacdo térmica ou enzimética de substitutos dos acidos hidroxicindmico e
benzoico, o que minimizaria os efeitos dos ataques de espécies reativas de oxigénio
(SHAHIDI; NACZK, 2003).

Outro efeito interessante pode ser observado no licopeno do tomate. O
tratamento térmico altera a configuracdo da dupla ligagdo da estrutura para cis,
tornando o composto mais biodisponivel. A torra da canola também parece ter efeito
positivo sobre a estabilidade de seus &cidos graxos poli-insaturados, devido a
formagdo de produtos da reagdo de Maillard, que possuem potencial antioxidante
(SHAHID, 2009).

Os antioxidantes fendlicos geralmente se degradam durante o processo de
oxidagdo de Oleos e gorduras e produzem uma gama de produtos, especialmente
dimeros de antioxidantes. A maioria dos produtos da oxidag&o dos fendlicos ainda

mantém certa atividade antioxidante (SHAHIDI; NACZK, 2003).
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3 OBJETIVO GERAL

O objetivo deste trabalho foi caracterizar e comparar a noz macadamia
(Macadamia integrifolia, Maiden e Betche) submetida aos processos de secagem e

de torra, quanto a composi¢do quimica e a atividade antioxidante in vitro.

3.1 Objetivos especificos

— Caracterizar as amostras através da composi¢do centesimal e do perfil
de &cidos graxos;

— Determinar o teor total de compostos fendlicos e identifica-los;

— Avaliar a atividade antioxidante in vitro de extratos e de fragdes de
acidos fenélicos da macadamia crua e torrada, através dos métodos de
reducdo do radical sintético DPPH, de co-oxidag&o do 3-caroteno/acido
linoleico e de Rancimat®;

— Comparar o comportamento dos extratos etéreo, alcodlico e aquoso
entre si e entre a macadamia crua e torrada, bem como das fragdes de
acidos fendlicos livre e esterificada sollvel e insolivel de ambas as

amostras.



34
Material e Métodos

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material

4.1.1 Amostra

As amostras de macadamia crua (submetida apenas a secagem: temperaturas
ndo maiores que 60°C, por aproximadamente 30 dias) e torrada (150°C por
aproximadamente 10 minutos) foram fornecidas gentilmente pela empresa Queen
Nut Macadamia, localizada na cidade de Dois Cérregos-SP, com a garantia de que a
macadamia torrada pertencia a0 mesmo lote que a crua, e ndo houve selegao por
cultivar, ja que a empresa processa nozes de diferentes produtores da regido onde
est4 instalada.

As duas amostras recebidas eram do estilo 2 (50% inteira e 50% metade) e
permaneceram armazenadas a -20°C sob atmosfera inerte (N;) até a realiza¢do das

analises, quando foram, entéo, trituradas em gral e tamisadas.

4.1.2 Reagentes utilizados

Composicao Centesimal

Extrato Etéreo

Eter etilico Synth E1017
Proteina

Sulfato de potassio Synth 35490
Sulfato de cobre Nuclear 1260
Acido sulfurico Synth A 1 063
Hidréxido de sédio PAH 1017.01. AH
Acido borico Nuclear 0025
Acido cloridrico Merck 100317.1000

Perfil de acidos graxos
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Acido pirogalico

Acido cloridrico

Padréo interno TG 13:0
Eter etilico

Eter de petrdleo

Etanol 95%

Hexano

Tolueno

Cloroférmio

Sulfato de sédio anidro

Trifluoreto de boro 7%

Extratos aquoso, alcodlico e etéreo
Agua destilada
Etanol

Eter etilico

Fracdes de acidos fendlicos
Tetrahidrofurano

Acetato de etila

Eter etilico

Hidréxido de sédio

Acido cloridrico

Hexano

Sulfato de sédio anidro

Determinacdo dos fendlicos totais
Carbonato de sédio
Reagente Folin-Ciocalteau

Acido gélico

Identificacdo dos acidos fendlicos por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

Acido metafosférico — padrdo analitico
Acetonitrila — padrao cromatogréfico
Etanol

Agua deionizada

Padrao de &cido galico

Padré&o de &cido fertlico

Padré&o de 4cido cafeico

Padrao de acido clorogénico

Synth A1052.01.AE
Merck 100317.1000
Sigma

Synth E1017

Synth E1015

Synth A1082

Merck 1.04374.1000
Merck 1.04374.1000
Synth C1062

Synth S2032.01.AH
Sigma B1252 (14%)

Synth E1008
Synth E1017

Synth T100801
Synth A1001

Synth E1017

Synth H2000
Merck 100317.1000
Synth H1007

Synth S2032.01.AH

Synth C2011
Merck 1.09001
Fluka 48630

Carlo Erba 407460
Merck 1.00029.1000
Merck

Millipore Corporation
Sigma G7384
Sigma 46278

Sigma C0625
Sigma C3878
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Padrao de acido elagico
Padrao de acido protocatecuico
Padrao de acido p-cumarico

Padrao de acido p-hidroxibenzoico

Ensaio da reducéo do radical sintético DPPH
2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH"®)

Metanol

Ensaio em sistema B-caroteno/acido linoléico
B-caroteno

Acido linoléico (C18:2)

Tween 40

BHT

Atividade antioxidante pelo método Rancimat®

Oleo de soja desodorizado isento de antioxidante
TBHQ
Etanol

Agua deionizada

4.2 Meétodos

4.2.1 Composicao centesimal

Sigma E2250
Sigma P-5630
Sigma C9008
Sigma H-5376

Sigma D4139
Synth A1085

Sigma C4589
Sigma L1268
Sigma P1504
Sigma B1253

Cargill
Sigma B9161
Synth E1008

Millipore Corporation

A determinacdo da umidade foi feita em estufa a 105°C até peso constante

(AOAC, 2005; método 985.14). Para o residuo mineral fixo, as amostras foram

submetidas a estufa a 550°C até peso constante (AOAC, 2005; método 923.03). O

extrato etéreo foi obtido por fluxo intermitente de éter etilico em aparato de Soxhlet,

por 16h (AOAC, 2005; método 948.22). As proteinas foram determinadas pelo

método de Micro-Kjeldahl, e o fator de conversao utilizado foi 5,3 (AOAC, 2005;

método 950.48; CHANG, 1998; VENKATACHALAM; SATHE, 2006). Os carboidratos

foram calculados por diferenca.
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4.2.2 Perfil de acidos graxos

Para a analise do perfil de &cidos graxos, os lipideos foram extraidos por
hidrélise acida, esterificados, e os resultados convertidos em triacilgliceréis, de
acordo com AOAC (2005; método 996.06). Os fatores tedricos de correcdo para o
detector de ionizacdo de chama foram aplicados, segundo a metodologia da AOCS
(2004; método Ce 1h-05). A tridecanoina (C13:0) foi utilizada como padréo interno, e
as condic¢des de analise foram:

Cromatografo a gas Shimadzu (modelo GC 17A, Kyoto, JPN), acoplado

com o software Class GC 10.

— Coluna cromatogréfica de silica fundida Supelcowax 10 de 30m de
comprimento e 0,25mm de diametro interno.

— Programagédo de temperatura da coluna: aquecimento a 1°C/min, de
170°C até 225°C, permanecendo nesta temperatura por 10 min.

— Temperatura do vaporizador: 250°C.

— Temperatura do detector: 270°C.

— Gaés de arraste: hélio (fluxo de 1 mL/min).

— Razéo de divisdo da amostra no injetor = 1:200.

4.2.3 Obtencdo dos extratos etéreo, alcoolico (etanol) e aquoso da

macadamia crua e torrada
O processo de obtencdo dos extratos etéreo, alcodlico e aquoso, da
macadamia crua e da torrada, foi realizado de acordo com Jardini e Mancini-Filho
(2007), no qual as amostras foram submetidas a uma extracdo sequencial, a
temperatura ambiente (25°C), com cada um dos trés solventes em ordem crescente

de polaridade: éter etilico, etanol e agua destilada.
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As extragOes foram realizadas na proporgao de 1:20 m/v (amostra:solvente), e
os solventes utilizados foram o éter etilico, o etanol e a agua destilada, de acordo
com a polaridade (da menor para a maior). As amostras foram homogeneizadas
durante uma hora com o solvente, sendo, em seguida, filtradas em funil de Blichner
com auxilio de uma bomba de vacuo. O volume do filtrado foi aferido e completado
com solvente, mantendo a proporgéo de 1:20 m/v. O residuo proveniente da filtrac&o
foi seco, pesado e submetido & extracdo com o solvente subsequente. Os extratos
obtidos foram coletados em frasco de vidro ambar e estocados a -20°C. A Figura 9

representa as etapas da extragédo sequencial.

5g de amostra

100 mL éter etilico (1:20)
1h agitagédo
Filtracdo a vacuo

A4 A4

Sobrenadante Residuo
(Extrato Etéreo)
Etanol (1:20)
1h agitagédo

Filtracdo a vacuo

Y A4

Sobrenadante Residuo
(Extrato Alcodlico)

Agua destilada (1:20)
1h agitacdo
Filtrag&o a vacuo

A

A

A

A

Sobrenadante
(Extrato Aquoso)

Residuo
(descarte)

Figura 9: Extracao sequencial para se obter os extratos etéreo (EE), alcodlico (EALc) e

aquoso (EAQ).
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4.2.4 Obtencédo dos é&cidos fenolicos livres e esterificados (soluveis e

insolaveis)

Para a extragdo dos é&cidos fendlicos de cada uma das amostras (crua e
torrada), utilizou-se o método descrito por Dabrowski e Sosulski (1984), no qual é
feita uma extracdo sequencial com a finalidade de se obter as fracdes de &cidos
fendlicos livres (AFL), de &cidos fendlicos esterificados sollveis e de &cidos
fendlicos insoliveis ligados (AFI).

Para a extracdo dos &cidos fendlicos livres (AFL), foram adicionados 20mL de
tetrahidrofurano (THF) a 1g da amostra previamente desengordurada,
homogeneizando-os durante um minuto em ultra-turrax IKA (modelo DI 25 basic,
Staufen, DEU). Esse procedimento foi repetido por mais cinco vezes. A cada uma
das repeticdes, o sobrenadante era filtrado, desidratado em sulfato de sédio anidro,
e recolhido em baldo protegido da luz. O solvente foi removido em rotaevaporador
da Micronal (modelo B18, Piracicaba, BRA), a 38°C sob véacuo, restando os &cidos
fendlicos livres que foram reconstituidos em 5 mL de metanol e armazenados a
-20°C.

O residuo dessa etapa foi submetido a outras seis extracdes com 20 mL de
uma mistura de metanol/acetona/dgua destilada (7:7:6) cada, homogeneizando-os
por cinco minutos em ultra-turrax e filtrando em papel de filtro. O filtrado foi
rotaevaporado a 38°C, sob vacuo, até restar apenas a fase aquosa, cujo volume foi
aferido. Essa solucdo aquosa e o residuo foram reservados para a proxima etapa.

A solucdo e o residuo foram entdo submetidos a uma hidrdlise alcalina com
NaOH 4M por quatro horas (mesmo volume para a solugéo e 15 mL para o residuo),
sob agitacdo magnética e protegidos da luz, a fim de liberarem os fendlicos sollveis

que estavam esterificados com proteinas da fase aquosa e os fendlicos insoluveis



40
Material e Métodos

ligados do residuo. Em seguida, o pH de ambas as solu¢fes foi corrigido para 2
(x0,1) com HCI 6M e os respectivos volumes aferidos e transferidos para funis de
separacgédo. Foram realizadas mais cinco lavagens com hexano (volumes iguais aos
aferidos apés o acerto do pH), sob agitacdo manual, a fim de remover a fase
superior com possiveis residuos de A&cidos graxos, glicosideos e outros
contaminantes. Apds a lavagem com o hexano, os volumes das duas solucdes
foram aferidos e transferidos para novos funis de separagdo, nos quais foram
adicionadas as mesmas quantidades de uma mistura de éter etilico/acetato de
etila/THF (1:1:1). Os funis foram agitados manualmente, e essa extragao foi repetida
por mais quatro vezes. A cada agitagdo, a fase superior das duas solugdes foi
filtrada, desidratada em sulfato de sodio anidro e recolhida em baldo protegido da
luz, seguindo para a rotaevaporacéo a 38°C, sob vacuo. Os acidos fendlicos soluveis
(provenientes da fase aquosa) e os acidos fendlicos insolluveis (provenientes do
residuo) foram reconstituidos, cada um, em 5 mL de metanol e armazenados em e
frascos ambar, a -20°C.

Nesse tipo de extragdo, a etapa de hidrélise tem por objetivo minimizar as
possiveis interferéncias de glicosideos na subsequente cromatografia. A hidrolise
alcalina, uma das op¢des mais utilizadas, é interessante devido a estabilidade dos
fendlicos vegetais ser suficiente para suportar todo o processo e a facil liberagdo os
acidos fendlicos encontrados em formas conjugadas (TURA; ROBARDS, 2002).

A Figura 10, a seguir, apresenta de forma esquematizada as etapas de

extracdo dos &cidos fendlicos.
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Amostra desengordurada

Extrac8o com THF (6 extracdes)

Homogeneizagéo

!

Sobrenadante

Desidratacéo e
de s6dio anidro

m sulfato

Concentragéo em
rotaevaporador a 38°C

ACIDOS FENOLICOS LIVRES
Ressuspensos em 5mL de metanol

l

Residuo

Extrag8o com )
Metanol:Acetona:Agua
(7:7:6)
Homogeneizagéo

!

Sobrenadante

Concentracéo

Hidrélise Alcalina

Acidif

icacéo (pH = 2)

Fase Aquosa

Extragdo com Hexano

Extratos com
Hexano

<4— Fase Aquosa

Extrac@o com

Acetato de Etila:Eter Etilico: THF

Extratos de Acetato de
Etila: Eter Etilico: THF

Desidratacdo em sulfato

de sadio anidro

Concentragcdo em

v
Residuo

Hidrdlise Alcalina
Acidificacdo (pH = 2)
Centrifugacéo

v
Sobrenadante ——» Residuo

Extrac8o com Hexano

Extratos com
Fase Aquosa —»  Hexano

Extrac8o com
Acetato de Etila:Eter Etilico: THF

Extratos de Acetato de
Etila:Eter Etilico: THF

Desidratacdo em sulfato
de sodio anidro

Concentracéo em

rotaevaporador a 38°C

rotaevaporador a 38°C

ACIDOS FENOLICQS
ESTERIFICADOS SOLUVEIS
Ressuspensos em 5mL de metanol

ACIDOS FENOLICQS
ESTERIFICADOS INSOLUVEIS
Ressuspensos em 5mL de metanol

Figura 10: Extracao das fracdes de acidos fendlicos (DABROWSKI; SOSULSKI, 1984).
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4.2.5 Quantificacdo dos compostos fendlicos totais

A quantificacdo dos fendlicos totais nos extratos e nas fracbes fendlicas foi
realizada empregando-se o reagente de Folin-Ciocalteau (SWAIN; HILLS, 1959).

A uma aliquota de 0,5 mL da solucéo-teste (antioxidante) foram adicionados
8mL de éagua destilada e 0,5 mL do reagente Folin-Ciocalteau. A solucédo foi
homogeneizada e, apés 3min, acrescentou-se 1mL de solugéo saturada de Na,COs.
Ap6s uma hora em repouso, as leituras das absorbancias foram feitas em
espectrofotdmetro de luz visivel Genesys (modelo Spectronic 20, Rochester, USA) a
720nm. O &cido galico foi utilizado para obtengéo da curva de calibragéo (Gréfico 1),

e o0s resultados expressos em g equivalente de acido galico/g extrato seco.

1,200

y =0,0124x- 0,0002
R?=0,9998

1,000
0,800

0,600

Absorbancia

0,400

0,200

0,000 - -
0 20 40 60 80 100

Concentragao (em g de acido galico)

Grafico 1: Curva de calibracao do acido galico
4.2.6 Identificacdo dos acidos fenolicos nas fracdes (AFL, AFl e AFS)
por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

Para a identificacdo dos acidos fendlicos presentes nas fracdes livre, sollvel e

insollvel das amostras de macadamia crua e torrada, foram utilizados oito padrdes.
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Sao eles: acido galico, acido ferulico, acido cafeico, acido clorogénico, acido elagico,
protocatecuico, p-cumarico e p-hidroxibenzoico.

Foram preparados dois pools de &cidos fendlicos em etanol 50%, e o 4cido
elagico (em tampéo glicina 100mM, pH 10) foi analisado separadamente.

O sistema de gradiente binario, constituido pelo acido metafosférico 0,2%
(eluente A) e pela acetonitrila (eluente B), foi diferente para cada um dos dois pools
e para o acido elagico e é apresentado na Tabela 2.

Foram injetados dois pools de padrdes e o acido elagico separadamente, de

acordo com o comprimento de onda absorvido.

Tabela 2: Gradiente binério utilizado nos ensaios com os pools 1 e 2 e com 0 &cido

elagico
Pool 1 Pool 2 Acido Elagico
Tempo Eluente  Eluente  Tempo Eluente  Eluente Tempo Eluente Eluente
(min) A B (min) A B (min) A B
0 95 5 0 90 10 Isocratico 70 30
10,1 90 10 10 90 10
15 80 20 10,1 80 20

Eluente A = acido metafosférico 0,2%
Eluente B = acetonitrila

O primeiro pool (Pool 1), que continha os padrdes dos &cidos gélico, ferulico,
cafeico e clorogénico, na concentracdo de 100ug/mL, foi injetado e analisado nos
comprimentos de onda de 275 e 330nm, e o acido elagico (100u/mL) apenas em
275nm. Para o segundo pool (Pool 2), composto pelos é&cidos protocatecuico, p-
cumarico e p-hidroxibezoico, na concentragdo de 100ug/mL, os comprimentos de
onda utilizados foram de 260 e 310nm.

As trés fragfes de acidos fendlicos (AFL, AFS e AFI) da macadamia crua e da

torrada foram injetadas nas mesmas condigbes que os padrdes, e os tempos de
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retencdo dos picos encontrados foram comparados com os padrdes. Para a
confirmagdo dos picos encontrados nas amostras, foram adicionadas a elas
concentragdes conhecidas dos padrdes.
As condi¢des cromatograficas foram:
— Coluna: coluna analitica de fase reversa Luna C18 (Phenomenex,
Torrance, USA);
— Dimenso6es da coluna: 300 x 3,90mm x 10um;
— Fluxo: 1 mL/min - Bombas Constametric SP (modelos 3500 e 3200,
Fremont, USA);
— Injetor manual Rheodyne (modelo 7125, Cotati, USA): loop de 20uL;

— Detector LabAlliance (modelo 525, State College, USA).

4.2.7 Avaliagdo da atividade antioxidante in vitro

4.2.7.1 Método de reducéo do radical DPPH

O método desenvolvido por Blois (1958) e adaptado por Brand-Willians (1995)
tem por principio a reducdo do radical sintético DPPH (2,2 difenil-1-picril-hidrazil),
provocando a descoloracdo da solugdo metandlica, que é detectada através de
espectrofotometria.

Neste ensaio, 1,5 mL da solucdo de DPPH em metanol (6x10°M) foram
adicionados a 0,5 mL de extrato/fragéo (antioxidante). As leituras das absorbéancias
foram feitas em espectrofotdbmetro de luz visivel Genesys (modelo Spectronic 20,

Rochester, USA), a 517nm, apds 30min de reacéo.
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A porcentagem de inibicdo do radical foi calculada pela queda na leitura da
densidade optica das amostras em relagdo ao controle-negativo (apenas com o

solvente), através da seguinte férmula:

% Reducdo do DPPH"= 100 — (Absam/Abs. x 100)

Sendo,
Abs. = leitura da absorbancia do controle-negativo

Abs,n= leitura da absorbancia da amostra

4.2.7.2 Ensaio em sistema B-caroteno/acido linoleico

Neste ensaio, a atividade antioxidante foi determinada pelo método
espectofotométrico (470nm) descrito por Marco (1968) e modificado por Miller
(1971), baseado na descoloracdo do p-caroteno em uma emulsdo em agua, devido
a formacgéo de radicais provenientes da oxidacdo do acido linoleico.

Foram misturados 20 yL de solugé@o de 3-caroteno em cloroférmio (20 mg/mL),
40 pL de acido linoleico, 530 mg do emulsificante Tween 40 e 1 mL de cloroférmio.
O cloroférmio foi volatilizado com nitrogénio gasoso (N,). Acrescentou-se a agua
destilada previamente oxigenada e se agitou até que se formasse a emulséo, que
deveria atingir a densidade otica entre 0,6 e 0,7, a 470nm.

Em tubos para leitura em espectrofotometro, concentragdes diferentes de cada
extrato e fragdo foram adicionadas a 5 mL da emulsdo. Testaram-se também o
antioxidante sintético BHT (como controle-positivo), sua associagdo com o0s
extratos/fragbes e apenas o solvente destes (como controle-negativo). Apds a

primeira leitura (tempo zero), os tubos foram colocados em banho com agua a 50°C.
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A leitura seguinte foi realizada ap6s duas horas de reagdo (120min) em
espectrofotdmetro de luz visivel Genesys (modelo Spectronic 20, Rochester, USA).
A porcentagem de inibicdo da oxidac&o do acido linoléico foi calculada através
da seguinte formula:
% Inibicdo da Oxidagéo = 100 — (Absam/Abs; x 100)
Sendo,
Abs. = leitura da absorbancia do controle-negativo

Abs.m= leitura da absorbancia da amostra

4.2.7.3 Avaliacdo da atividade antioxidante pelo método do Rancimat®

Neste ensaio, 5g de Oleo de soja desodorizado e isento de antioxidante foram
pesados em tubos, aos quais também se adicionaram os extratos/fracbes em
diferentes concentragdes. O mesmo solvente de cada extrato ou fracdo foi
adicionado ao controle-negativo, e o TBHQ foi 0 antioxidante sintético utilizado como
controle-positivo, devido a sua maior resisténcia a altas temperaturas em relagéo a
outros antioxidantes como o BHT (AKOH e MIN, 2002). Os tubos foram acoplados
ao equipamento Rancimat Metrohm (modelo 743, Herisau, CHE), programado para
a temperatura de 110°C e fluxo de oxigénio de 20L/h. Os periodos de indugéo (em
horas) foram obtidos através do software PC 743 Rancimat 1.0, e os resultados
expressos pelo indice de Atividade Antioxidante (IA) (METROHM, 2010), calculado
pela férmula a seguir:

IA = Pl com antioxidante
Pl sem antioxidante
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Sendo,
IA = indice de atividade antioxidante
Pl = Periodo de inducéo (h)
Ou seja, quanto maior o valor do IA, mais elevada € a atividade antioxidante

(METROHM, 2010).

4.2.8 Andlise estatistica

O teste t foi utilizado para verificar diferenca entre duas médias, enquanto a
andlise de variancia (ANOVA) e o Teste de Tukey, para comparar médias multiplas
(p < 0,05). O programa empregado foi o GraphPad Prisma para Windows, verséo

5.0.



Resultados e Discussao

48

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Composicéo centesimal e perfil de acidos graxos

A caracterizagdo das amostras quanto a composi¢ao centesimal foi a primeira

etapa deste trabalho. As andlises foram realizadas para se determinar os teores de

umidade, cinzas, extrato etéreo, proteinas e carboidratos (por diferenca).

A Tabela 3, a seguir, apresenta os resultados encontrados para as amostras de

macadamia crua e torrada.

Tabela 3: Composigéo centesimal de amostras de macadamia crua e torrada

CONSTITUINTES CRUA

UMIDADE 1,85 +0,08° 1,33+0,08°
EXTRATO ETEREO 77,19 £+ 2,50° 77,50 £ 0,21%
CINZAS 1,29 + 0,00 1,36 +0,01°
PROTEINA 7,23 +0,05° 7,32+0,68%
CARBOIDRATOS 12,43 + 0,832 12,50 + 0,82°

As analises foram realizadas em triplicata (n=3), e os valores estédo
expressos em g/100g de amostra + desvio padrdo. O teste t foi aplicado
para p < 0,05. Letras distintas expressam diferenca estatistica significativa

entre as colunas.

Os valores encontrados foram muito similares entre as duas amostras,

revelando que houve diferencas minimas entre os dois tratamentos térmicos. Estes

resultados também estdo muito proximos dos encontrados por SILVA (2003) e pela

tabela de composi¢do nutricional do USDA (2009) tanto para as amostras cruas

guanto para as torradas, conforme apresentado anteriormente no Quadro 2 (Revisdo

Bibliografica).

A composi¢do centesimal da macadamia foi

semelhante a de outras

nozes/castanhas, como a castanha-do-Brasil, a noz e a pecéa, caracterizadas pelas
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quantidades consideraveis de lipideos e proteinas e reconhecidas como fontes
energéticas (FREITAS; NAVES, 2010; USDA, 2009).

O teor de lipideos do extrato etéreo deste estudo (77g/100g amostra) foi
significativamente maior do que valor encontrado por Venkatachalam e Sathe (2006)
em macadamias obtidas na Califérnia (EUA) de 669/100g. Essa variacdo pode ser
explicada pelas diferengcas de clima, solo, préticas agricolas e caracteristicas
genéticas (FREITAS; NAVES, 2010).

Devido ao elevado teor de lipideos obtido nas andlises de composicéo
centesimal, foi tracado entdo o perfil de acidos graxos por cromatografia a gas,
apresentado na Tabela 4.

Tabela 4: Perfil de acidos graxos das amostras de macadamia crua e torrada (em

9/100 de amostra)

Acido Graxo CRUA TORRADA

12:0 0,04 + 0,00% 0,05 + 0,00°

14:0 0,37 +0,01° 0,50 + 0,02°

16:0 5,15 + 0,042 4,79 +0,38°

18:0 2,18 + 0,00% 2,58 +0,24°

20:0 1,95 + 0,03% 2,14 + 0,162

22:0 0,61 + 0,00 0,60 + 0,042

24:0 0,25 + 0,007 0,24 +0,01°
Total Saturados 10,55 + 0,06% 10,93 + 1,04%
16:1 11,22 + 0,06% 10,82 + 0,782

17:1 0,04 + 0,00? 0,05 + 0,00°
18:1 45,17 + 0,292 47,03 +1,04°

20:1 1,91 + 0,022 1,89 + 0,102

22:1 0,21 + 0,00 0,20 + 0,012
Total Monoinsaturados 58,55 + 0,482 58,83 + 3,732

18:2 0,52 + 0,702 0,81 + 0,042

18:3 0,61 + 0,752 0,07 + 0,012

Total Poli-insaturados 1,13 + 0,052 0,88 + 0,04b
Total 76,03 £ 0,512 75,04 + 6,00°

As analises foram realizadas em triplicata (n=3), e os valores estao
expressos em g/100g de amostra + desvio padrdo. O teste t foi
aplicado para p<0,05. Letras distintas expressam diferenca
estatistica significativa entre as colunas.
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Os valores da Tabela 4 deixam claro que as diferengas entre os perfis das
duas amostras foram muito pequenas para todos os &cidos graxos identificados.
Estes resultados também foram bem superiores aos encontrados por Maguire et al.
(2004) e por Venkatachalam e Sathe (2006), mas similares ao perfil lipidico das
macadamias crua e torrada encontrado na base de dados do USDA (2009).

De acordo com Kaijser, Dutta e Savage (2000), as diferengas encontradas
entre os resultados de composicdo de trabalhos distintos podem ser atribuidas as
condi¢gbes ambientais de cultivo e de manejo e a variedade da cultura.

A macadamia se confirmou como uma importante fonte de lipideos, em torno
de 75g/100g de amostra, tanto na crua quanto na torrada. Os &cidos graxos
monoinsaturados se destacaram por teores préximos a 58g/100g, principalmente
pela presencga dos 4cidos oleico (C 18:1) e palmitoleico (C 16:1).

Uma dieta considerada saudavel, da qual a macadamia também faca parte,
tem potenciais efeitos benéficos nos niveis de LDL, devido aos elevados teores de
acidos graxos monoinsaturados presentes na noz (CURB et al., 2000). Os AGMIs
possuem uma vantagem sobre os AGPIs, pois as lipoproteinas constituidas por
monoinsaturados se tornam mais resistentes a oxidagédo (ROS; MATAIX, 2006).

O d6leo de macadamia, obtido por prensagem a frio, apresenta grande
versatilidade para o uso em servigos de alimentacdo (além dos cosméticos), devido
a grande concentragdo de monoinsaturados, conhecidamente mais estaveis a
oxidacdo. Entretanto essas propriedades ainda permanecem ofuscadas pela
popularidade e disponibilidade de outros tipos de 6leos vegetais, como o azeite de

oliva (INTERMAC, 2010b).
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5.2 Quantificacdo dos compostos fendlicos totais

Os compostos fendlicos totais foram determinados através do reagente Folin-
Ciocalteau, para os extratos etéreo (EE), alcodlico (EAIc) e aquoso (EAQ), bem como
para as fragbes de &cidos fendlicos livres (AFL) e para as esterificadas sollveis
(AFS) e insoluveis (AFI). Os resultados foram expressos em pg equivalente em
acido gélico (EAG)/mg extrato seco.

O Graéfico 2 apresenta os teor de fendlicos dos extratos de macadamia crua e

torrada, obtidos com solventes de diferentes polaridade.
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Gréfico 2: Fendlicos totais (em PEAG/mg extrato seco) para o0s
extratos etéreo (EE), alcodlico (EAIc) e aquoso (EAQ) obtidos da
macadéamia crua e da torrada.

*Ensaios realizado em triplicata (n=3). Foram aplicados a ANOVA e o
teste de Tukey, para p < 0,05. Letras distintas expressam diferenca

estatistica significativa.

Através dos resultados obtidos, pode-se verificar que a agua (EAq) foi o
solvente mais eficiente na extragdo dos compostos fendlicos, por ser mais polar que
os demais, seguida pelo etanol (EAIc) e depois pelo éter etilico (EE), em ambas as

amostras. Essa constatagdo ja era esperada, pois outros autores também
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observaram comportamentos semelhantes com roma, pequi cru e pseudofruto do
caju, nos quais a agua foi o melhor solvente na extragcdo dos fendlicos (BROINIZI et
al., 2007; JARDINI; MANCINI-FILHO, 2007; LIMA, 2008). Entretanto, os teores de
fendlicos totais encontrados nas amostras de macadamia foram bem menores do
que os resultados destes mesmos autores.

N&o houve diferenca significativa entre as amostras de macadamia crua e
torrada, quando comparadas pelo mesmo tipo de extrato. Pode-se inferir, entdo, que
no caso dos extratos (EE, EAIc e EAQ), o tratamento térmico da torra ndo alterou
significativamente o teor de compostos fendlicos em relacdo a macadamia
submetida apenas ao processo de secagem (crua).

O Grafico 3 mostra os teores de fendlicos totais das fracdes de acidos fendlicos
livres (AFL), esterificados sollveis (AFS) e insollveis (AFI) extraidas da macadamia

crua e da torrada:
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Gréfico 3: Fendlicos totais (em YEAG/mg fragdo) para as fracdes livre
(AFL), esterificada solavel (AFS) e esterificada (AFI) obtidas da
macadéamia crua e da torrada.

*Ensaios realizado em triplicata (n=3). Foram aplicados a ANOVA e o
teste de Tukey, para p < 0,05. Letras distintas expressam diferenca

estatistica significativa.
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Através dos resultados do Gréfico 3, observou-se que as fragdes livre e solavel
obtidas das amostras de macadamia torrada mostraram teores maiores de fenolicos
em relagdo a crua. Todas as fra¢des diferiram significativamente, quando as fracdes
das amostras de macadamia crua sdo comparadas com as da torrada.

Os teores de fendlicos superiores da AFL e AFS das amostras de macadamia
torrada podem sugerir a formacdo de uma variedade de dimeros provenientes da
degradacdo oxidativa desses antioxidantes durante o processamento térmico. De
acordo com Shahidi e Naczk (2003), a maioria deles ainda retém alguma atividade
antioxidante.

Comparando-se os Graficos 2 e 3, € possivel notar que as fragdes possuem
concentragdes de compostos fendlicos muito superiores que os extratos aquoso,
alcodlico e etéreo, independente do tipo de amostra, crua ou torrada, comprovando
que o método de extracdo de acidos fendlicos, descrito por Dabrowski e Sosulski
(1984), € mais eficiente que a extragdo simples com &gua, etanol e éter etilico.
Broinizi et al. (2007), Jardini e Mancini-Filho (2007) e Lima (2008) também

observaram 0 mesmo.

5.3 Identificacdo dos compostos fendlicos por cromatografia

liquida de alta eficiéncia (CLAE)

Oito padrdes de &cidos fendlicos (cromatogramas em anexo) foram utilizados
na identificacdo dos compostos presentes nas fragdes das amostras de macadamias
crua e torrada. Entretanto, nenhum deles foi identificado nas amostras, apesar da
deteccdo de picos em tempos de retencdo coerentes a acidos fenolicos com os

eluentes utilizados. A Figura 11 apresenta os cromatogramas das fracdes de &cidos
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fendlicos livres (AFL) que eluiram na mesma programacao do gradiente do Pool 1, a

275nm.
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Figura 11: Cromatogramas das fracdes de acidos fendlicos livres das amostras de macadamia crua

(A) e torrada (B) a 275nm, com o gradiente do Pool 1.

A exemplo das fracgdes livres (AFL) da Figura 11, alguns picos das amostras de

macadamia crua, de uma maneira geral, repetiam-se na torrada, mas as areas

encontradas nesta Ultima eram consideravelmente menores que a primeira,

indicando que possivelmente o tratamento térmico da torra tenha degradado

compostos de estrutura molecular semelhantes a fenélicos, pois eluiram em tempos

de retencédo préximos aos dos padrdes utilizados (em anexo).
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5.4 Avaliacéo da atividade antioxidante

5.4.1 Método de reducéo do radical sintético DPPH

Neste método, a capacidade do antioxidante em reduzir DPPH" é avaliada
espectrofotometricamente pela descoloragédo da solugdo ao decorrer do tempo. A
atividade das amostras foi comparada ao controle negativo, a fim de se obter a
porcentagem de reducéo do radical.

A Tabela 5 apresenta os resultados obtidos com os extratos etéreo, alcodlico e

aquoso, das amostras crua e torrada, no método DPPH".

Tabela 5: Porcentagem de reducéo do radical sintético DPPH dos extratos etéreo
(EE) alcodlico (EAlc) e aquoso (EAQ), nas concentracdes de 100 a 400 ppm para

amostras de macadamia crua e torrada

% REDUCAO DO RADICAL DPPH

CO”(CSFE‘;:?‘?""O EE EAIC EAq
CRUA TORRADA CRUA TORRADA CRUA TORRADA
100 3,80+1,28% 0,33+1,71° 2,28 +0,52% 2,37 +1,19% 3,94+0,90° 459+047%
200 5,30 +1,53% 2,70 + 1,38° 2,74 +0,46° 3,42 +0,41° 4,13+0,61* 3,85+1,35°
400 9,23 +1,29% 7,43 +1,88" 3,07 £0,71* 6,25 +0,39° 521+1,06° 7,44+0,39"

As analises foram realizadas em triplicata (n=3) e apresentadas em média + desvio-padrdo. O Teste t
foi aplicado entre a amostra crua e torrada de um mesmo extrato. Letras distintas expressam
diferenca estatistica significativa, para p < 0,05.

A capacidade de reduzir o radical sintético DPPH, pelos extratos das duas
amostras, foi visivelmente baixa quando comparada a de outros alimentos. Em
pseudofruto de caju, essa porcentagem atingiu 65% em 125ug de extrato aquoso e
36% em 125ug de extrato alcodlico (BROINIZI et al.,, 2007). Em extrato
hidroalcodlico da polpa de rom&, a redugdo do radical chegou a 93,09% em uma

concentracao de apenas 8 ppm (JARDINI et al., 2007).
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Esperava-se que os extratos aquoso e alcodlico obtivessem os melhores
desempenhos neste ensaio, conforme o observado por Broinizi et al. (2007) e LIMA
(2007), entretanto isso ndo foi observado. O extrato etéreo da amostra de
macadamia crua foi o responsavel pela maior redugdo, ocasionada pela possivel
presenca de tocoferdis e tocotriendis, ja detectados por Kaijser, Dutta e Savage
(2000). Houve um decréscimo dessa porcentagem de redugdo quando se compara
com o resultado do extrato etéreo da amostra de macadamia torrada, provavelmente
devido & maior sensibilidade destes antioxidantes lipofilicos ao tratamento com
elevadas temperaturas, como a torra.

Segundo a ANVISA, o limite méximo de adi¢cdo de antioxidantes sintéticos é
200mg/kg para o BHA e o TBHQ e 100mg/g para o BHT (BRASIL, 1999). Neste
ensaio, a concentragdo de 400ppm, elevada quando se compara com os limites dos
antioxidantes sintéticos, foi a que obteve o maior percentual de reducéo em todos os
extratos, e mesmo assim néo chegou a atingir 15% de redugéo.

A Tabela 6 apresenta o desempenho das fracées fendlicas livre (AFL),
esterificada soluvel (AFS) e insolivel (AFIl), quando avaliadas pelo método de
DPPH".

Tabela 6: Porcentagem de reducgéo do radical sintético DPPH das fracdes de acidos

fendlicos livre (AFL), esterificada soluvel (AFS) e insoluvel (AFI), nas concentracdes

de 10 a 80ppm, para amostras de macadamia crua e torrada

% REDUGCAO DO RADICAL DPPH

Concentragéo

(pm) AFL AFS AFI
CRUA TORRADA CRUA TORRADA CRUA TORRADA

10 9,23 +0,15% 36,91 +0,52° 10,88 +0,52% 43,95+0,38° 18,73+0,52%® 22,19 +0,40°

20 7,92 +0,60* 53,30 +1,02° 1536 +0,43* 64,91+0,48° 33,82+241% 37,44 +0,96°

40 18,25 +0,32% 73,563+0,31° 27,82 +0,52* 81,95+0,50° 57,99 +0,24® 49,49 + 0,96"

60 26,65 +2,51% 83,25+0,51° 34,81 +1,02* 90,50+ 0,27° 70,18 +0,73* 56,95 +0,27°

80 40,15 +0,93* 87,27 +0,42° 48,28 +1,26* 89,36 +0,19° 70,59 + 1,25 63,55 + 0,40"

As analises foram realizadas em triplicata (n=3) e apresentadas em média + desvio-padrdo. O Teste t
foi aplicado entre a amostra crua e torrada de uma mesma fracdo. Letras distintas expressam
diferenca estatistica significativa, para p < 0,05.
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Ao se observar o comportamento das frages fendlicas na Tabela 6, nota-se
gue, mesmo em concentragcdes menores, a capacidade de reducgédo foi maior que a
dos extratos (Tabela 5). Esse comportamento também foi observado por Lima
(2007) tanto na polpa do pequi quanto na améndoa, confirmando a eficiéncia da
extracdo de &cidos fendlicos pelo método de Dabrowski e Sosulski (1984).

A fracdo de &acidos fendlicos insoluveis (AFI) foi a que mostrou ser mais
eficiente em reduzir o DPPH" nas amostras de macadamia crua, pois as fragdes livre
(AFL) e solavel (AFS) obtiveram o melhores resultados na macadamia torrada.

Esse bom desempenho das fragdes das amostras de macadamia torrada pode
ser explicado pela menor concentracdo de éacidos fendlicos na amostra crua em
relagdo a torrada (determinada pelo método do reagente Folin-Ciocalteau — Grafico
3) ou pelo possivel aparecimento de produtos da degradacdo dos &cidos
hidroxicinamico e benzoico durante o processo de torra, com maior afinidade com o
sistema-teste, capazes de minimizar os efeitos causados por espécies reativas,
como o radical DPPH (CARRASCO-PANCORBO et al., 2007; FRANKEL; MEYER,

2000; SHAHIDI; NACZK, 2003; SHAHIDI, 2009).

5.4.2 Ensaio em sistema de co-oxidacao de B-caroteno/acido linoleico

Neste ensaio, foram testadas diferentes concentracbes dos extratos e das
fracbes num sistema emulsionado de B-caroteno e acido linoleico em agua. Os
resultados foram comparados com o BHT (controle-positivo), um antioxidante
sintético amplamente utilizado em alimentos, e com uma mistura de 50% de BHT e

50% do extrato/fracdo, para avaliar se ha sinergismo entre os dois tipos de
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antioxidantes. Os resultados foram expressos em porcentagem de inibicdo da

oxidacao.

Os valores obtidos pelos extratos etéreo (EE), alcodlico (EAlc) e aquoso (EAQ)

das macadamias crua e torrada estao representados na Figura 12.
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Figura 12: Inibicdo da oxidacao (%) obtida pelos extratos etéreo, alcodlico e aquoso das macadamias crua (A,
B, C, respectivamente) e torrada (D, E, F, respectivamente).
As analises foram realizadas em triplicata (n=3); as barras representam o desvio-padrao.

A capacidade de inibir o processo de oxidagao do -caroteno pelos extratos foi,

de uma maneira geral, bem menor que o BHT, mesmo na concentragdo mais

elevada de 400ppm. A associacdo entre os extratos e o BHT refletiu apenas a agao
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do antioxidante sintético, ndo sendo possivel visualizar qualquer efeito de
sinergismo.

O extrato etéreo das duas amostras, crua e torrada, apresentaram as menores
porcentagens de inibicdo do processo oxidativo. Contudo, as Figuras 12A e 12D,
qgue correspondem aos extratos etéreos das amostras de macadamia crua e torrada
respectivamente, confirmaram o indicio, ja detectado no método DPPH* da presenca
de compostos antioxidantes termolabeis, como os tocoferéis e os tocotriendis
(KAIJSERI; DUTTA; SAVAGE, 2000), capazes de agir em Oleo, mas que
provavelmente foram degradados durante o tratamento térmico da torra.

Os extratos alcodlicos das duas amostras (Figuras 12B e 12E) apresentaram
uma atividade maior que os extratos etéreos (Figuras 12A e 12D), embora nenhum
deles tenha sido téao eficiente em inibir o processo de oxidag&o do sistema quanto os
extratos obtidos com a 4gua destilada (Figuras 12C e 12F). Sementes de linhacga, as
polpas de pequi e de romé e pseudofruto de caju foram igualmente submetidos a
uma extragao sequencial com solventes de diferentes polaridades, dentre os quais o
extrato aguoso também apresentou maior atividade antioxidante no sistema -
caroteno/acido linoleico (BROINIZI et al., 2007, GALVAO et al., 2008; JARDINI;
MANCINI-FILHO, 2007; LIMA, 2008). Exceto pelos tocoferdis, os compostos
fendlicos sdo conhecidamente polares, devido ao grau de hidroxilagdo de suas
moléculas, e possuem maior afinidade com a agua do que com solventes menos
polares, como o etanol, e apolares, como o éter etilico (SHAHIDI; NACZK, 2003).

O fato de esses antioxidantes polares atuarem de maneira efetiva em sistemas
emulsionados é explicado pelo paradoxo polar de Porter. O antioxidante polar pode
agir na interface Oleo-agua, protegendo o 6leo do ataque de espécies reativas

(FRANKEL; MEYER, 2000).
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Neste estudo, os extratos aquosos atingiram os valores maximos de 62,24%

(crua) e 61,44% (torrada) de inibicdo da oxidacédo, em 200ppm. As concentracdes

testadas diferiram pouco entre as duas amostras, demonstrando a interferéncia

minima do tratamento térmico da torra na atividade antioxidante do extrato neste

método.

Na Figura 13, sdo apresentados os resultados da avaliacdo das fragdes de

acidos fendlicos livre (AFL), soluvel (AFS) e insoluvel (AFIl) das macadamias crua e

torrada.
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Figura 13: Inibicao da oxidacao (%) obtida pelas fracdes livre, esterificada solavel e insolGvel ligada das macadamias
crua (A, B, C, respectivamente) e torrada (D, E, F, respectivamente).
As analises foram realizadas em triplicata (n=3); as barras representam o desvio-padrao.
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A Figura 13 destaca claramente que, mesmo em baixas concentra¢des, todas
as fragbes foram mais eficientes na inibicdo da oxidagdo do [(-caroteno do que
qualguer um dos extratos. Essa diferenca novamente foi atribuida a eficiéncia do
método de extracdo dos Acidos fendlicos preconizado por Dabrowski e Sosulski
(1984).

A atividade antioxidante das seis fragbes avaliadas se assemelhou a do
antioxidante sintético BHT e da associagdo fragdo+BHT. Assim como nos extratos,
ndo foi possivel verificar qualquer efeito de sinergismo entre o BHT e as fracdes
fendlicas.

A atividade antioxidante das fragfes livre (AFL), esterificada solavel (AFS) e
insoltvel ligada (AFIl) da macadamia crua (Figuras 13A-C) pouco diferiu entre si, e
atingiu o maximo de atividade na concentracdo de 5ppm, com 90% de inibigcdo do
processo oxidativo do sistema.

lgualmente, as trés fracdes fendlicas provenientes das amostras de
macadamia torrada (Figura 13D-F) ndo apresentaram comportamentos distintos
entre si. Entretanto, o maximo de atividade so foi alcan¢ado a partir da concentracao
de 20ppm, com aproximadamente 88% de inibicdo da oxidacdo. Essa notoria perda
de atividade é o indicativo de que o tratamento térmico da torra, ao qual as amostras
foram submetidas, pode ter degradado compostos fendlicos. Sensoy et al. (2006)
também observaram que a atividade antioxidante do trigo sarraceno diminuiu apos a

torra (10min/200°C).
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5.4.3 Avaliacdo da atividade antioxidante pelo método do Rancimat®

Neste método, avaliou-se a estabilidade oxidativa do 6leo de soja desodorizado
e isento de aditivos na presenca do antioxidante, submetido a um processo de
oxidagdo lipidica acelerado no equipamento Rancimat Metrohm (modelo 743,
Herisau, CHE), em temperatura elevada (110°C) e sob o fluxo de oxigénio de 20L/h.
O resultado obtido nesse ensaio é o chamado periodo de inducdo (Pl), em horas,
utilizado para se calcular o indice de Atividade Antioxidante (IA) (raz&o entre o PI
com o antioxidante e o Pl sem antioxidante). O antioxidante sintético TBHQ, a
200ppm, foi utilizado como controle-positivo, pois, neste caso, o BHT néo diferiu
significativamente do controle-negativo (sem antioxidante). Cabe ressaltar que o 1A
do controle-negativo serd sempre 1; portanto, quanto maior que 1 for o IA do
antioxidante, maior sera a atividade.

A Figura 14 apresenta os indices de atividade antioxidante encontrados nos
extratos etéreo (EE), alcodlico (EAIc) e aquoso (EAQ) da macadamia crua (A) e da

torrada (B), nas concentracdes de 200 e 400ppm.

3 A 3- B

indice de Atividade
Antioxidante (I1A)

indice de Atividade
Antioxidante (I1A)

Figura 14: indices de atividade antioxidante dos extratos etéreo (EE), alcodlico (EAlc) e
aquoso (EAQ) de macadamia crua (A) e torrada (B).

As anélises foram realizadas em duplicata (n=2), e a ANOVA e o teste de Tukey foram
utilizados para p < 0,05. Letras distintas expressam diferenca estatistica significativa.
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Observou-se que nenhum dos extratos, nem mesmo na concentracdo de
400ppm, atingiu o indice de atividade antioxidante (IA) do TBHQ (200ppm), de 2,39
+ 0,06, confirmando a termo resisténcia do TBHQ, amplamente utilizado em 6leos
destinados a fritura (AKOH; MIN, 2002).

Somente os extratos alcodlicos de ambas as amostras (crua e torrada) nas
concentracbes de 200 e 400ppm diferiram do controle negativo, sugerindo que o
etanol foi capaz de extrair compostos antioxidantes mais resistentes a condigbes
drasticas de oxidagcdo. Entretanto, apesar da diferenca estatistica, os IAs foram
baixos, quando comparados com o TBHQ.

Na Figura 15, pode-se observar os indices de atividade antioxidante das
fragBes fendlicas da macadamia crua e da torrada, nas concentracfes de 40 e 80
ppm. As amostras foram comparadas ao TBHQ em sua concentragdo maxima
permitida pela ANVISA, de 200ppm e com o controle-negativo isento de

antioxidante.

N
1
N
1

indice de Atividade
Antioxidante (I1A)

indice de Atividade
Antioxidante (I1A)

b b
b
1_|L‘ Hl | D 1_|L‘ Hl \
O T T Hl T O T ||—|l
L £ L LS & O £ &
stbx\ D\QQQ Q)QQQ D\QQQ Q)QQQ @QQ %QQQ QQQQ stbx\ b\QQ Q)QQ D\QQ Q)QQQ @Q %QQQ QQQQ
S L o S L o
F ¥ vy vy ¥ v o F ¥ vy vy ¥ v o
& e & L
& &

Figura 15: indices de atividade antioxidante das fracdes fendlicas livre (AFL), esterificadas solGveis
(AFS) e insoluveis-ligadas (AFIl) de macadamia crua (A) e torrada (B).
As analises foram realizadas em duplicata (n=2), e a ANOVA e o teste de Tukey foram utilizados para
p < 0,05. Letras distintas expressam diferenca estatistica significativa.



64
Resultados e Discussao

Nenhuma das fracdes de acidos fendlicos das amostras de macadamia crua
(Figura 15A) e torrada (Figura 15B) apresentaram diferenga significativa em relacao
ao controle-negativo. Reproduzindo o resultado com os extratos, o TBHQ se
mostrou eficiente em sua capacidade de inibir o processo oxidativo em condigdes
aceleradas.

O fato dos extratos alcodlicos terem apresentado um desempenho
relativamente melhor do que as fracbes pode significar que, neste método, a
associacdo de diversos compostos antioxidantes extraidos pelo etanol tenha sido
mais relevante do que a extrac@o especifica de &cidos fendlicos. A potencializacdo
da atividade antioxidante ndo se deve apenas a um &cido fendlico, mas
possivelmente a associacao deles (BROINIZI et al, 2007).

O ensaio no equipamento Rancimat também ofereceu outro dado importante.
Exceto pelos extratos etandlicos, de uma maneira geral, os extratos e as fragbes das
macadamias crua e torrada ndo surtiram o efeito esperado, j& que, em sistema
emulsionado (B-caroteno/acido linoleico), os resultados foram tao elevados,
principalmente das fracdes fendlicas. Isso sugere que os compostos antioxidantes
presentes na macadamia ndo s&o capazes de manter sua atividade sob
temperaturas muito elevadas e oxigenagao constante, exigindo que as etapas de
processamento, sejam observadas com cautela, a fim de se preservar as
caracteristicas ndo somente sensoriais como também nutricionais do produto

(SENSOY et al., 2006).
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5.4.4 Comparacédo da atividade antioxidante entre os métodos in vitro

A atividade antioxidante é fortemente influenciada pela composi¢éo do sistema-
teste, duragdo do ensaio, o0 modo de mensuragdo, condicdes de temperatura e
oxigenacao, podendo variar significativamente em sistemas multifasicos, devido as
diferencas de polaridade do antioxidante (CUVELIER; BONDET; BERSET, 2000;
FRANKEL; MEYER, 2000).

Dentre os trés métodos de avaliagdo da atividade antioxidante utilizados em
extratos e fracbes de macadamia crua e torrada, o ensaio de competicdo em
sistema de co-oxidacdo do [-caroteno/acido linoleico foi o que apresentou os
melhores resultados. Possivelmente 0s compostos presentes na macadamia
atuaram na interface 6leo-agua do sistema, impedindo, assim, o ataque de espécies
reativas ao material lipidico (FRANKEL; MEYER, 2000).

Os extratos obtidos com solventes de diferentes polaridades apresentaram
baixa atividade antioxidante de uma maneira geral. As fracdes fendlicas agiram com
maior eficiéncia que os extratos nos métodos do B-caroteno/acido linoleico e DPPH
como ja verificado por diversos autores (BROINIZI et al., 2007; GALVAO et al., 2008;
JARDINI; MANCINI-FILHO, 2007; LIMA, 2008), mas ndo demonstraram atividade
guando submetidas ao teste acelerado de oxidagdo em Rancimat, sob temperatura
elevada e oxigenagao.

As diferengcas entre a macadamia crua e torrada foram evidenciadas
principalmente no sistema [-caroteno/4cido linoleico, no qual as fragbes da amostra
torrada sé atingiram o maximo de atividade em uma concentracdo quatro vezes
maior que a crua, e no método de redugéo do radical DPPH, no qual as fragdes livre

e soluvel da macadamia torrada foram mais capazes de inibi-lo.
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6 Conclusdes

Através dos resultados obtidos neste estudo, foi possivel inferir que:

O tratamento térmico da torra ndo surtiu efeito sobre os teores de lipideos,
proteinas e carboidratos. Sob a O6tica da composi¢cdo centesimal, o binémio
tempo/temperatura da torra da macadamia pode ser considerado adequado, pois
mantém as mesmas concentra¢cdes de macronutrientes presentes na amostra crua.

As amostras de macadamia, tanto crua quanto torrada, podem ser
consideradas como grande fonte de acidos graxos, principalmente monoinsaturados,
importantes na prevencao do risco de doencgas cardiovasculares.

Entre os extratos de diferentes polaridades, a 4gua foi o solvente com maior
teor de fendlicos totais nas duas amostras, mas essa extracdo nao foi mais eficaz
que as das fragbes de 4cidos fendlicos, nas quais a macadamia torrada apresentou
maiores concentracdes de acidos fendlicos, exceto na fragdo insollvel, resultante da
possivel decomposi¢do dos fendlicos em estruturas menores, durante a etapa de
torra.

Tanto na capacidade de reduzir o radical DPPH, quanto na porcentagem de
inibicdo da oxidacdo do sistema B-caroteno/acido linoleico, foram observados
indicios de que ocorreu degradacdo dos compostos fendlicos, inclusive dos
antioxidantes apolares (tocoferois e tocotriendis), no processo de torra.

O método do Rancimat foi fundamental para se observar a baixa resisténcia
dos fendlicos da macadémia a condi¢cdes dréasticas de oxidacéo, reforcando a
necessidade de buscar a otimizagdo do processo de torra, a fim de se obter as
caracteristicas sensoriais desejadas, mas manter as propriedades antioxidantes do

produto final.
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Embora a macadamia ndo possa ser considerada uma fonte de &cidos
fendlicos, ficou evidente que eles estdo presentes e exercem papel fundamental na
estabilidade dessa noz de tdo elevado teor lipidico. Se preservada a atividade
desses antioxidantes naturais, estender-se-ia a vida de prateleira do produto,
reduzindo a necessidade do emprego de antioxidantes sintéticos.

Finalmente, a producéo brasileira de macadamia tem crescido bastante,
contudo, pouco se conhece sobre as caracteristicas nutricionais da noz produzida no
pais, visto que ainda ndo ha padrbes de identidade e de qualidade estabelecidos
pela ANVISA. Sendo assim, os resultados deste trabalho abriram um leque de novas
possibilidades para se elucidar as diferengas entre as diversas cultivares no Brasil,
inclusive em relagéo aos seus compostos bioativos, visando o aprimoramento das

etapas de beneficiamento e a identificag8do das cultivares mais nutritivas e rentaveis.
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