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Resumo

Objetivo: Desenvolver métodos analiticos com uso da espectroscopia do
infravermelho proximo (NIRS) e ressonancia magnética nuclear (NMR) para
a melhoria do processo de controle de qualidade de nozes macadamia
(Macadamia integrifolia Maiden & Betche). Métodos: Foram coletadas
nozes de macadamia intactas de varias cultivares (HAES 246, ‘IAC 4-20’,
1AC 2-23’, ‘IAC 5-10','IAC 8-17,HAES 344, HAES 660, IAC 4-12 B e IAC
Campinas B) e améndoas sem defeitos e que apresentavam diferentes
defeitos, ou seja, améndoas imaturas; améndoas danos causados por
picada de insetos, améndoas mofadas e améndoas descoloridas. Além
disso, foi analisado o efeito de diferentes temperaturas de secagem quanto
0os paramentos de oxidacdo, indice de peréxido (IP) e de acidez (IA). Os
espectros NIR foram coletados na superficie das nozes intactas e também
das améndoas (NIRS e NMR-TD) e estes foram utilizados para a construcéo
dos modelos de classificacdo e predicdo utilizando analise discriminante
linear por componente principal (PCA-LDA), algoritmo genético com analise
discriminante linear (GA-LDA) e regressdo por minimos quadrados parciais
(PLSR). Resultados: Em relacao a classificacdo das cultivares, os modelos
desenvolvidos com GA-LDA resultaram em acuracia de 71,57% com o0s
espectros pré-processados com suavizacdo de Savitzky-Golay. Nao foi
observado efeito do processo de secagem no IP e IA. Os melhores
resultados de predicdo do IP (R2c=0,57 e SEP=0,55 meq-kg™) e IA
(SEP=0.14%, R?c=0.29) foram obtidos empregando PLSR. Em relacdo aos
defeitos, foi possivel obter uma acuracia e especificidade de 97,8% e 100%
utilizando GA-LDA, respectivamente para os espectros NIR. O melhor

modelo RMN de classificagdo foi obtido utilizando PCA-LDA, 84,7% de



acuracia para o grupo de treinamento e 83.3% para o grupo de validacao.
Conclusdo: A NIRS e RMN-TD podem ser utilizada no processo de
controle de qualidade de nozes e améndoas de macadamia com potencial
beneficio para as industrias processadoras.

Palavras-chaves: Macadamia integrifolia; NIRS; PLS-DA; GA-LDA; PLSR,

NMR.



Abstract:

Objective: To develop analytical methods with the use of near infrared
spectroscopy (NIRS) and nuclear magnetic resonance (NMR) to improve the
quality control process of macadamia nuts (Macadamia integrifolia Maiden &
Betche). Methods: Intact macadamia nuts were collected from several
cultivars (HAES 246, ‘IAC 4-20’, IAC 2-23’, ‘IAC 5-10’,'IAC 8-17’,HAES 344,
HAES 660, IAC 4-12 B, and IAC Campinas B) and kernels that had different
defects, as such: nuts without defects; immature kernels; damages caused
by insect, mold kernels, and discolored kernels. In addition, the effect of
different types of drying on the oxidation parameters, peroxide value (PV)
and acidity index (Al) were analyzed. The NIR spectra were collected on the
surface of intact nuts and kernels (NIR and NMR-TD), and the spetra were
used to develop the classification and prediction models using linear
discriminant analysis by principal component analysis (PCA-LDA), genetic
algorithm with linear discriminant analysis (GA-LDA), and partial least
squares regression (PLSR). Results: In relation to cultivar classification, the
models developed with GA-LDA resulted in an accuracy of 71,57% with
Savitzky-Golay smoothing pre-processed spectra. No effect of the drying
process was observed on IP and Al. The best PV prediction results (R%c =
0.57 and SEP = 0.55 meqg.kg?) and Al (SEP = 0.14 %, R?c = 0.29) were
obtained employing PLSR. Regarding kernel defects, it was possible to
obtain an accuracy and specificity of 97.8% and 100% using GA-LDA,
respectively. The best NMR classification models using PCA-LDA, achieving
85.7 % accuracy for the training set and 83.3 % for the validation set.

Conclusion: NIRS and NMR-TD can be used in the quality control process



of macadamia nuts and kernels with potential benefits for the processing

industries.

Keywords: Macadamia integrifolia; NIRS; PLS-DA; GA-LDA; PLSR; NMR.
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INTRODUCAO EXPANDIDA

A nogueira macadamia € uma espécie arboérea originaria da Australia.
Esta pertence a familia Proteaceae, sendo que nessa familia foram
descritas 10 espécies, porém apenas duas produzem frutos comestiveis, ou
seja, a Macadamia integrifolia e a Macadamia tetraphylla, além de seus
hibridos (1). O cultivo da macadamia é considerado um investimento de
longo prazo, pois as arvores iniciam a producgéo dos primeiros frutos quatro
anos apos o plantio e atingem sua maturidade produtiva aos 12 anos,
podendo continuar produzindo por mais de 100 anos (2).

Apesar de ter sido utilizada pelos aborigenes australianos por
milhares de anos, o cultivo comercial da macadamia iniciou-se no Havali,
Estados Unidos da America (EUA), com a espécie M. intergrifolia (3). Do
cultivo inicial no Havai, EUA e, em funcdo da qualidade da noz macadamia,
diversos paises iniciaram plantios de nogueira macadamia, entre os quais
se destacam a Africa do Sul, Australia, China, Quénia, Guatemala, EUA e
Brasil (4). No Brasil existe aproximadamente 6.500 hectares plantados com
macadamia, sendo os plantios distribuidos nos estados de Sao Paulo (46
%), Espirito Santo (15 %), Minas Gerais (13 %), Bahia (8 %), Rio de Janeiro
(8 %), Mato Grosso (8 %) e Parana (2 %) (4).

O sucesso da industria da macadamia se deve, em grande parte, a
selecéo de cultivares para a producdo de nozes de alta qualidade oriundas
de programas de melhoramento que tem por objetivo desenvolver cultivares
de alto rendimento, que sejam adaptadas a locais especificos e que
produzam améndoas de otima qualidade (5). Somente no Havai, mais de
100.000 mudas da M. integrifolia (Maiden & Betche) foram selecionados

para produzir as cultivares da série HAES (Hawaii Agricultural Experiment
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Station) que constituem toda a producdo do Havai, sendo também
cultivados amplamente ao redor do mundo (5).

No Brasil, os trabalhos de melhoramento genético com a nogueira
macadamia iniciaram-se no Instituto Agronémico de Campinas (IAC) em
1974, o que resultou no langamento de algumas sele¢bes para plantios
comerciais (6, 7), entretanto, 80 % dos pomares sdo constituidos por
variedades estrangeiras (6). As cultivares de nozes macadamia podem
apresentar diferencas em diversos parametros de qualidade, como em
relacdo ao teor de 6leo e concentracao de acglcares (3). Este conhecimento
poderia auxiliar na escolha de cultivares com qualidade de améndoa
superior ou durante a selecdo de progenitores para programas de

melhoramento genético (8).

Padrdes de qualidade

A gqualidade das nozes macadamia pode ser avaliada por meio de
varios atributos e/ou parametros, ou seja, durante o processamento e
comercializacdo, durante o consumo e de acordo com a legislacao vigente
em cada pais, sendo que cada pais define e avalia a qualidade de uma
perspectiva diferente (5).

O'Hare et al. (9) descreveram a qualidade das nozes sob a
perspectiva do comprador/consumidor e estes destacaram como
caracteristicas fundamentais o sabor caracteristico delicado, a textura
crocante e o frescor. Nogueira (10) citou que a qualidade dos frutos de
macadamia estd associada as condi¢des climaticas favoraveis, cuidados de
planejamento e manejo, variedades implantadas, controle de pragas,

nutricdo das plantas, colheita e pés-colheita, sendo fatores decisivos para o
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bom desenvolvimento da cultura. Na Australia, O’'Hare et al (9) relataram
informacdes sobre o manejo do pomar, manejo pré e pos-colheita e estes
citaram os principais defeitos que ocorrem nas nozes macadamia como
sendo a imaturidade fisiologica, nozes pequenas, rachaduras na casca que
possibilitam a ocorréncia da contaminacdo biologica e quimica, oxidagao
dos lipideos, produzindo odor e sabor desagradaveis, lesbes de superficie
nas améndoas e umidade elevada.

Com o intuito de padronizar os defeitos de qualidade encontrados nas
nozes macadamia destinadas a exportacdo, 6érgdos como o Departamento
de Agricultura do Havai nos EUA estipularam tolerancias para os defeitos
encontrados nas améndoas de macadamia, permitindo 5 % de defeitos
totais, sendo 1 % de sujidades, mofo, deterioracdo, danos graves, 0,5 % de
material estranho solto, 0,1 % de odores ou sabores desagradaveis, 0,1 %
de infestacdo de insetos (ndo vivos), 0,1 % matérias estranhas soltas e
nenhum inseto vivo (11). A industria de macadamia da Australia também
estabeleceu seus padrdes de qualidade, determinando que as améndoas de
macadamia devem ter auséncia de sujidades, materiais, buracos ou furos, e
qualquer outro tipo de danos causados por roedores e bolores superficiais

(10) (Tabela 1).
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Tabela 1. Parametros de qualidade de améndoas de macadamia utilizados

na Australia (SAMAC) e no estado do Havai, Estados Unidos da America

(EUA).
Parametro SAMAC (2010) State of Hawaii (1986)
Umidade (%) 2,0 1,5%
indice de Perdxido (meq-kg™") 3,5 -
indice de Acidez (%) 0,5 -
Coloragao da améndoa Uniforme e Sem descoloragao
coloracdo creme
Aparéncia da améndoa Sem 6leo na Limpa
superficie
Defeitos totais* (%) >1,5 5
Material estranho Livre Livre

*Danos causados por insetos; améndoas mofadas; améndoas descoloridas; améndoas
imaturas; sabor e odores estranhos.

De acordo com Yahia (12) a aparéncia também € importante na
comercializagdo da noz macadamia, sendo o odor, sabor e a textura fatores
criticos, pois améndoas que apresentam rancidez, sabor e odor degradavel
sdo rejeitadas. A textura é avaliada a partir do teor de umidade das
améndoas, sendo um fator que depende da secagem e do armazenamento.

No Brasil ndo existe legislacdo especifica para a noz macadamia,
existindo, apenas a Portaria N° 644, de 11 de setembro de 1975 (13), e a
Instrucdo Normativa N° 2, de 6 de fevereiro de 2017 (14), do Ministério da
Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA) e a Portaria N° 846, de 08 de

novembro de 1976 do MAPA (15) que tratam dos Padrdes de Qualidade e
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Identidade (PQI) das améndoas de castanha de caju (Anacardium
occidentale L.) e castanha do Brasil (Bertholletia excelsa Bonpl.),
respectivamente.

Com relacdo as améndoas de castanha de caju, os defeitos séo
divididos em defeitos graves e defeitos leves, sendo considerados defeitos
graves améndoas mofadas, ardidas, rancosas e com danos por insetos, por
outro lado, manchas, danos superficiais e pelicula aderente séao
considerados defeitos leves (14). Sendo tolerados 2% de defeitos graves e
14% de defeitos leves. Todavia, a legislacdo brasileira ndo especifica a
tolerancia do indice de peroxido (IP) e acidez (IA) em améndoas, apenas
para o6leos vegetais, estabelecendo o limite de 0,6 mg KOH.g! (6leo
refinado) e 4,0 mg KOH.g* (6leo prensado a frio e ndo refinado) para o IA e
10 meq.kg?! (6leo refinado) e 15 meqg.kg? (6leo prensado a frio e néo

refinado) para o IP (16).

Processamento das nozes macadamia
A qualidade das nozes macadamia pode ser influenciada tanto por
fatores intrinsecos como extrinsecos, sendo esses as etapas do
processamento e as condi¢des climaticas e ambientais (17).
Com relacao as etapas do processamento (Figura 1) a secagem é a
principal técnica de conservacao das nozes macadamia, pois remove a agua
disponivel necessaria para o crescimento microbiano, atividade enzimatica e

reagOes oxidativas (3).
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| _
Colheita > Transporte

v

Armazenamento —>| Descarpelamento

!

Selecao das nozes —_— Secagem

Quebras das nozes \—> Selecao

| _
Torra —— Armazenamento

Figura 1. Fluxograma das etapas do processamento de nozes macadamia.

Fonte: Wall (3).

O’Hare et al. (9), recomendam que 0 excesso de agua livre deve ser
removido da superficie das nozes, podendo-se utilizar ventiladores e assim
diminuir o tempo de secagem, que nao deve ultrapassar 14 dias, para evitar
deterioracdo da qualidade, como o aumento de mofo, ranco, sabores e
odores desagradaveis e reducdo da vida de prateleira. Se 0 aquecimento for
utilizado durante a secagem, as temperaturas empregadas ndo devem
ultrapassar 30°C, pois temperaturas excessivas podem causar
escurecimento e descoloracdo nas améndoas (3).

No Brasil, o método tradicionalmente empregado para a secagem das

nozes macadamia apresenta algumas desvantagens, como exigir um
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periodo total muito longo, podendo se estender por mais de um més, o que
resulta em uma lenta reducéo do teor de umidade, com consequente perda
de crocéancia, vida de prateleira e quanto maior for a exposicdo ao oxigénio
durante a secagem, menor sera a estabilidade oxidativa do 6leo presente
nas améndoas, assim ha oxidacdo dos Oleos e gorduras e producdo de

reacoes de rancidez (1, 17).

Reacdes de oxidacao

As améndoas das nozes macadamia sdo bastante susceptiveis a
oxidacdo devido ao seu alto teor de lipideos, o que pode resultar na
producdo de sabores e odores desagradaveis e, consequentemente, na
perda de qualidade do produto (18, 19). O tempo que os lipideos
permanecem inalterados, ou seja, a estabilidade oxidativa, diminui com o
aumento da umidade e da temperatura (20), isto explica a importancia da
secagem na qualidade das améndoas de macadamia.

A oxidag&do pode ocorrer por diferentes vias, seja por acdo do meio,
de agentes catalisadores como a fotoxidagdo, por atividade enzimatica por
meio da acao da lipoxigenase, por reacdes hidroliticas, sendo esta ligada a
atividade de agua presente nos substratos, ou ainda por acdo do oxigénio,
denominada auto oxidag&o (18).

O processo de auto oxidag&do ocorre em trés etapas (18, 21) (Figura

2).
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Iniciacéo ERH — R'+H

Propagacio R*+0, — ROO’

ROO*+RH — ROOH + R*®

Término ROO*+R" — ROOR

ROO'+ ROO° —> ROOR+ 0, \ Frodutos

Estaveis

R*+R* — RR

onde: RH - Acido graxo insaturado; R" - Radical livre;
ROO" - Radical peréxido e ROOH - Hidroperoxido

Figura 2. Esquema geral oxidacéo lipidica. Fonte: Ramalho & Jorge (2006).

e Iniciagdo — nesta etapa ocorre a formacdo dos radicais livres dos acidos
graxos devido a retirada de um hidrogénio do grupo metileno de um acido
graxo insaturado. Nesta etapa ndo ha alteracdo no aroma e sabor dos
alimentos.
e Propagacdo — os radicais livres que sdo prontamente susceptiveis ao
ataque do oxigénio atmosférico, sdo convertidos em outros radicais,
aparecendo os produtos primarios de oxidacéo (peréxidos e hidroperéxidos)
cuja estrutura depende da natureza dos acidos graxos presentes. Os
radicais livres formados atuam como propagadores da reacao, resultando
em um processo autocatalitico.

. Término — esta etapa ocorre quando dois radicais livres

interagem entre si, com a formacdo de produtos estaveis (produtos
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secundarios de oxidac&o), nesta etapa o alimento apresenta alteracfes de

aroma, sabor, cor e consisténcia.

Por outro lado, a rancidez hidrolitica ou lipolise ocorre nas ligacdes
ésteres dos lipideos, devido a estresse térmico ou acao quimica, liberando
para o meio acidos graxos livres, que podem desenvolver no produto sabor e
aromas indesejaveis (21).

As técnicas analiticas mais empregadas para se determinar o grau de
oxidacdo de Oleos e gorduras sédo o indice de peréxido (IP) e o indice de
acidez (IA). O IP esta relacionado com a formacéo de peréxidos em lipideos
insaturados, originados a partir da quebra das duplas ligacdes. Como
resultado desta reacdo ocorre a geracdo de produtos volateis de cadeia
curta, responsaveis pelo odor rancoso. O IA estd relacionado com a
acidificacdo dos lipideos devido a reacdes enzimaticas (lipases), gerando
acidos graxos livres que podem ter sabor desagradaveis (22). Entretanto, as
técnicas utilizadas para a determinacdo do IP e IA sdo demoradas, exigindo
quantificacdo precisa da amostra, dissolucdo em solventes e titulagdo com
solugBes padronizadas (23).

Desta forma, métodos ndo destrutivos como a espectroscopia do
infravermelho proximo (NIRS) e ressonancia magnética nuclear (NMR), por
serem rapidos e nao destrutivos, vém sendo cada vez mais utilizados em
analises quimicas e em processos industriais (24, 25). Além disso, como o
mercado da cultura da macadamia tem se tornado cada vez mais
competitivo e exigente com a qualidade do produto, procedimentos devem

ser estabelecidos de maneira a garantir maior representatividade das
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amostras colhidas, para que os parametros de qualidade estabelecidos

pelos padrdes nacionais e internacionais sejam assegurados.

Espectroscopia do infravermelho proximo (NIRS)

A NIRS tem sido amplamente empregada para a avaliacdo da
qualidade de diversos produtos alimenticios, uma vez que € uma técnica
ndo destrutiva, réapida, segura de operacdo, relativamente barata e
proporciona automacdo dos processos de controle de qualidade nos
produtos da agroindustria (26). Esta técnica possui diversas aplicacdes na
induUstria alimenticia, isto porque o espectro NIR de um material organico
pode fornecer uma assinatura global (fingerprint) da sua composicao que,
juntamente com a aplicacdo de técnicas quimiométricas, pode ser utilizada
para elucidar determinadas caracteristicas composicionais na matriz dos
alimentos que nado sao facilmente detectadas por analises quimicas
convencionais. Além disso, a NIRS tem sido utilizada para predizer a
composicdo quimica das varias matrizes organicas, tais como forragem,
cereais, carnes e produtos a base de carne, bebidas, frutos, e uma gama
diversificada de materiais de plantas com alta precisao (25).

A NIRS vem sendo utilizada visando a predicdo de diversos
parametros em diferentes nozes e 6leos. Resultados satisfatérios foram os
relatados por Moscetti et al (2014) com a associa¢do da NIRS e Analise de
Componentes Principais (PCA) e Analise Linear Discriminante (LDA) para a
classificacdo de castanheira portuguesa (Castanea sativa Miller) com danos
causados por insetos. Nunes (2014) também descreveu a potencialidade da
NIRS e da Regressdo por Minimos Quadrados Parciais (Partial Least

Squares Regression - PLSR), LDA e Modelagem de Classes por
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Componentes Principais (Soft Independent Modeling Class Analogy -
SIMCA), para caracterizar amostras de Oleos e gorduras comestiveis de
origem animal e vegetal durante o processamento, na inspecéo e controle

de qualidade.

Pré-processamento dos espectros NIR

Muitas vezes € necessario realizar uma etapa de pré-processamento
dos espectros NIR para remover informacdes fisicas e/ou instrumentais
resultantes de pequenas vibragcbes, granulometria, correntes de ar,
movimentos aleatorios das moléculas, umidade presente na amostra, que
ndo estdo relacionadas a informacgéo quimica de interesse da amostra (29).
Alguns dos pré-processamentos mais frequentemente utilizados aos
espectros NIR incluem os que visam minimizar a interferéncia relativa ao
espalhamento de luz, como a correcdo do espalhamento multiplicativo de
sinal (MSC) e a variacdo normal padrdo (SNV) (30). Além destes, a primeira
e segunda derivada de Savitsky-Golay (31), sdo empregadas com o objetivo
de corrigir os deslocamentos da linha de base e acentuar picos que possam
conter alguma informacéo importante, possibilitando maior detalhamento e
desenvolvimento de estudos qualitativos e quantitativos dos espectros NIR

(32).

Modelagem

Apés o0 pré-processamento dos espectros NIR, as informacgdes
existentes nos mesmos sao obtidas com o uso de diferentes técnicas
gumiometricas. A andlise de discriminante linear por componente principal

(PCA-LDA) baseia-se em uma reducdo de analise de componente principal
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(PCA) seguida de uma analise discriminante linear (LDA). A andlise linear
discriminante é uma técnica de reconhecimento de padrdo supervisionado
(33) e é utilizado para extrair informacéo e detectar tendéncias nos dados,
baseados nas medidas multivariadas das amostras. Nas técnicas
supervisionadas € necessario que exista alguma informacéo inicial sobre a
identidade das amostras para a formacdo das classes e o0 objetivo é
desenvolver um modelo baseado nas informagfes contidas nas amostras
(34). O objetivo da LDA é determinar os melhores par@metros de ajuste para
a classificacdo das amostras por um modelo desenvolvido. O modelo pode,
em seguida, ser utilizado para classificar amostras desconhecidas (33).

A regressao por minimos quadrados parciais (PLSR) € uma técnica
de analise multivariada de dados que combina as caracteristicas de andlise
de componentes principais e regressao linear multipla (35). O seu objetivo é
encontrar uma relacdo entre a matriz (X) contendo os espectros das
amostras e o0 vetor que armazena as respectivas concentragbes (Y). O
resultado é uma equacgado semelhante a:

y=Xb +e

Onde b é o vetor de regressao e “e” é o vetor que representa 0s erros
do modelo. Por meio de combinacgdes lineares dos dados espectroscopicos
(matriz X) e dos dados de referéncia (matriz Y), se obtém o numero de
variaveis latentes necessarias para correlacionar os espectros e as
concentracbes. O numero de variaveis latentes utilizados na construcao do
modelo de calibracdo deve ser o que proporcione o menor erro possivel de

previsdio (RMSEC), ou seja, que as diferencas entre os valores de

referéncia e os valores previstos sejam os menores (36, 37).
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Determinado o numero de variaveis latentes, o modelo de regresséo
pode ser construido e deve ser validado empregando amostras que nao
participaram da calibragéao (validagao externa), deve-se conhecer os valores
da propriedade de interesse, para avaliar a real capacidade de previsao do
modelo. Calcula-se nesta etapa o erro de validacdo (RMSECV) (37). Este
método ndo requer um conhecimento exato de todos os componentes
presentes nas amostras podendo realizar a previsédo de amostras mesmo na
presenca de interferentes, desde que estes também estejam presentes por
ocasido da construcdo do modelo (33).

O algoritmo genético (GA) é outra andlise quimiometrica muito
empregada atualmente para construcdo de modelos de classificacdo (38) e
foi estruturado de forma que as informacoes referentes a um determinado
sistema pudessem ser codificadas de maneira analoga aos cromossomos
bioldgicos, se assemelhando ao processo evolutivo natural (39).

Costa Junior & Poppi (39) ressaltam que o bom desempenho do
algoritmo depende da otimizacdo de parametros como: probabilidade de
mutacdo, probabilidade de cruzamento, tamanho da populacdo inicial, e
namero de geracoes.

O algoritmo genético com analise discriminante linear (GA-LDA) usa
um algoritmo genético (GA) como técnica de selecdo de varidveis seguida
de uma analise linear discriminante (LDA). GA reduz os dados originais em
algumas variaveis de acordo com um processo evolutivo (40), selecionando
variaveis com baixa colinearidade e poder de discriminacdo adequado (41)
ou com o menor risco de classificacdo errada de G (42). Com isso, ha
remocgdo dos ruidos e ndo linearidade, em comparagdo com o0 uso do

espectro completo (41).
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Espectroscopia de ressonancia magnética do dominio do tempo (RMN
- TD)

Em paralelo, a espectroscopia de ressonancia magnética do dominio do
tempo ou de baixo campo (Time Domain Nuclear Magnetic Resonance -
RMN-TD), vem ganhando grande aceitacdo no campo da ciéncias e
tecnologia de alimentos, como um método alternativo e inovador com
vantagens importantes, tais como: rapidez atingindo tempos inferiores a 1 s
por medida instrumental e apresenta ser uma técnica ndo-invasiva o que
permite medidas que ndo alteram a integridade quimica e fisica do alimento
e com boas repetibilidade e reprodutibilidade. A RMN-TD combinada com
técnicas quimiométricas apresentam ampla aplicagdo na avaliacdo da
qualidade de produtos da indUstria alimenticia desde a determinacdo dos
teores de umidade e de gordura, sélidos solUveis totais e questbes de
adulteracao (43).

Pereira et al. (44) classificaram ameixas frescas intactas em funcdo da
docura por RMN-TD combinada a analises quimiométricas, demonstrando a
capacidade do método em aplicacdes comerciais para classificacdo e
analise do conteudo de aclucar de ameixas. A técnica RMN-TD também
pode ser aplicada de embalagens fechadas, como demonstrado por Pereira
et al. (25) que determinaram a gordura de amostras de maioneses e molho
de salada embalados, evidenciando a eficacia da técnica na determinacgéo
de gordura, podendo ser aplicada no controle de qualidade de alimentos

ricos em gorduras, como as améndoas de macadamia.
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NIRS em controle de qualidade de nozes de macadamia

Para a avaliacdo da qualidade de nozes de macadamia, Guthrie et al.
(45) avaliaram o teor de 6leo e de umidade de améndoas de macadamia
utilizando a espectroscopia NIR e a regressdo por minimos quadrados
parciais modificada (MPLS), sendo relatado um coeficiente de determinacao
(Rv?) de 0,98, erro quadrado médio de validacao cruzada (RMSEcv) de 2,4
% para o teor de 6leo e um Rv2 de 0,79 e RMSEcv de 0,11 % para o teor de
umidade, demonstrando a aplicabilidade desta técnica na avaliacdo de
qualidade de nozes de macadamia.

Canneddu et al. (46) desenvolveram modelos de predicdo parao IP e
IA utilizando PLSR, além de modelos de classificacdo para os defeitos de
améndoas de macadamia usando FT-NIR. Para a predi¢cdo do IP, o melhor
modelo resultou em um coeficiente de determinacdo de predicdo (Rp?) de
0,72 e erro padréo de previsdo (SEP) de 3,45 meqg.kg™ e para a predicdo do
IA foi observado um Rp?= 0,80, SEP= 0,14%. Em relacdo aos modelos de
classificacdo dos defeitos das améndoas de macadamia, estes autores
relataram uma acuracia de 93,2 % utilizando PCA-LDA.

Apesar da NIRS ter sido usada visando a determinacdo do teor de
Oleo (45), IP, IA e defeitos de améndoas macadamia (46), muitos outros
aspectos importantes no processo de controle de qualidade de améndoas
macadamia ainda nao foram estudados. Desta forma, o objetivo geral deste
trabalho foi desenvolver métodos analiticos com FT-NIR e RMN-TD para a
melhoria do processo de controle de qualidade de nozes macadamia. Por
objetivos especificos: i. avaliar os parametros de qualidade estabelecidos
pelos padrdes internacionais por meio da NIRS nos procedimentos de pés-

colheita comumente adotados pelos produtores; ii. desenvolver modelos de
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classificacdo de diferentes cultivares de nozes de macadamia; iii.
desenvolver modelos de classificacdo para o0s principais defeitos
encontrados em améndoas de por meio da espectroscopia do infravermelho
proximo (NIRS) e ressonancia magnética nuclear no dominio do tempo

(RMN — TD).
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Abstract Macadamia nut industry is increasingly gaining
more space in the food market and the success of the industry
and the quality are largely due to the selection of cultivars
through macadamia nut breeding programs. Thus, the objec-
tive of this study was to investigate the feasibility NIRS
coupled to chemometric classification methods, to build a rap-
id and non-invasive analytical procedure to classify different
macadamia cultivars based on intact nuts. Intact nuts of five
different macadamia cultivars (HAES 246, IAC 4-20, IAC 2-
23, TAC 5-10, and TAC 8-17) were harvested in 2017. Two
NIR reflectance spectra were collected per nut, and the mean
spectra were used to chemometrics analysis. Principal compo-
nent analysis-linear discriminant analysis (PCA-LDA) and
genetic algorithm-linear discriminant analysis (GA-LDA)
were uscd to develop the classifications modcls. The GA-
LDA approach resulted in accuracy higher than 94.44%, with
spectra preprocessed with Savitzky-Golay smoothing. Thus,
this approach can be implemented in the macadamia industry,
allowing the selection of cultivars based on intact nuts.
Howecver, it is recommended that more cxperimentation to
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include more data variability in order to increase the classifi-
cation accuracy to 100%.

Keywords Macadamianut - Cultivar classification - NIRS -
Chemometrics - PCA-LDA - GA-LDA

Introduction

Macadamia nut industry is increasingly gaining more space in
the food market, particularly in Australia, South Africa, and
Hawaii, which together account for more than 70% of world
macadamia nut production (Piza and Moriya 2014). In Brazil,
according to Piza and Moriya (2014), this market is represent-
ed by three main exporting producers, which in 2012 were
responsible for the processing of 79% of the Brazilian crop,
which is more than 700 tons of the 1100 produced in the same
year.

The success of the industry and the quality of macadamia
are largely due to the selection of cultivars throngh macadamia
nut breeding programs, whose goal has been to develop high
vielding cultivars that are adapted to specific locations and
produce top-quality kernels (Wall 2013). Cultivars can be se-
lected based on growth, resistance to diseases and insects,
kernel mass and uniformity, bark thickness, percentage of ker-
nel recovery, and percentage of kernels (Lee 1996).

Each main producer country has developed cultivars
adapted to their agroecosystem and many cultivars were de-
veloped by the Hawaii Agricultural Experiment Station
(HAES) and/or using such cultivars in breeding programs
(Sobicrajski ct al. 2008). In Brazil, thc Agronomic Institutc
of Campinas (IAC) has developed 17 cultivars of macadamia
nuts adapted to Brazilian climatic conditions, such as weather,
soil type, density, topography, and orchard management
(Dierberger and Netto 1985). However, the Hawaiian varieties
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ARTICLEINFO ABSTRACT

Keywords:
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principal component analysis

We have developed a rapid non-destructive method to assess the oxidative stability of intact macadamia nuts using near-
infrared spectroscopy (NIRS). Intact macadamia nuts of the cultivars HAES 344 ‘Kau’, HAES 660 ‘Keaau’, IAC 4-12 B, and
IAC Campinas B were harvested and immediately oven-dried for 4 days at 30 °C, 2 days at 40 °C, and 1 day at 60 °C to
achieve 1.5% kernel moisture content. At each drying step nuts were withdrawn and their moisture content, peroxide value
(PV), and acidity index (Al) determined. The best partial least square model for PV prediction was obtained using the

Savitzky-Golay (SG) second derivative resulting in a standard error of prediction (SEP) of 0.55 meq-kg_1 and a coefficient of

determination (ch) of 0.57. The best Al pre-diction-model result was obtained using the SG second derivative (SEP =

0.14%, ch =0.29). Based on the maximum quality limits of 3 meq-kg_l for PV and 0.5% for Al, the SEP values represented
18% and 28%, respectively. Therefore, the prediction method can be considered useful since the errors are lower than the
quality limits. Thus, NIRS can be used to assess the oxidative stability of intact macadamia kernels.

1. Introduction

The delicious mild flavor and crispy texture of lightly roasted ma-cadamia
kernels have made them one of the most appreciated nuts in the world (Wall,
2013). High quality kernels contain 72—78% oil (Cavaletto, 1983), while only
around 16% are saturated fatty acids (Wood & Garg, 2011). This composition
plays an important role in their quality, particularly in the organoleptic
properties that make maca-damia nuts so desirable (Silva, Maximo, Marsaioli
Jr. & Silva, 2007).

Due to their high oil content, macadamia nuts are very susceptible to the
occurrence of rancidification in the kernels, which causes ob-jectionable
flavors and odors in food products (Ramalho & Jorge, 2006; Silva et al.,
2011). In addition, macadamia nuts contain the low levels of tocopherol
antioxidants (~0.6-2.8 pg g™ 1), (Wall, 2013).

Moisture content strongly influences early rancidity in macadamia nuts,
and therefore, to retard rancidification and extend shelf-life,
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shelled nuts should be protected from moisture and oxygen during storage
(Wall, 2013). Since the oxidative stability of the kernels is re-lated to their
moisture content, this parameter must be monitored to ensure drying to below
1.5% (Borompichaichartkul, Luengsode, Chinprahast, & Devahastin, 2009;
Cavaletto, 1981; Silva, Marsaioli, Maximo, Silva, & Goncalves, 2005). At
this moisture level the water activity (aw) is equal or less than 0.3, which
represents the optimum point for oxidative stability of dehydrated foods
(Cavaletto, 1981; Wall, 2013). In addition to this, the maximum stability of
macadamia nut corresponds to the minimum integral entropy zone
(Dominguez, Azuara, Vernon-Carter, & Beristain, 2007), which corresponds
to a range of aw from 0.36 to 0.44 (1.2-1.6% moisture). Therefore, 1.5%
moisture content is fundamental to assure the oxidative stability of
macadamia nuts.

Since freshly harvested nuts have a moisture content higher than 30%
(Pankaew, Janjai, Nilnont, Phusampao, & Bala, 2016), drying
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Capitulo 3:

Assessment of macadamia nuts quality defects via near
infrared spectroscopy (NIRS) and nuclear magnetic
resonance (NMR)

Artigo a ser enviado para publicagcéo na revista Food Control.

11



Assessment of macadamia nuts quality defects via near infrared

spectroscopy (NIRS) and nuclear magnetic resonance (NMR)

Livia C. Carvalho?!, Fabiola M. V. Pereira?, Camilo L. M. Morais?3, Kassio M.

G. Lima?*, Gustavo H. A. Teixeiral>"

lUniversidade Estadual Paulista (UNESP), Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas (FCFAR), Departamento de Alimentos e Nutricdo, Campus
de Araraquara, Rodovia Araraquara-Jad, km 1 — CP 502, CEP: 14.800-903,
Araraquara, Séo Paulo, Brazil.

2Universidade Estadual Paulista (UNESP), Instituto de Quimica (IQ),
Campus de Araraquara. Rua Prof. Francisco Degni, 55, Araraquara — SP,
Brazil.

3University of Central Lancashire, School of Pharmacy and Biomedical

Sciences, Preston, Lancashire, PR1 2HE, United Kingdom.

4Universidade Federal do Rio Grande do Norte (UFRN), Instituto de
Quimica, Quimica Biolégica e Quimiometria, Avenida Senador Salgado
Filho, n° 3000, Bairro de Lagoa Nova, CEP: 59.078-970, Natal, Rio Grande
do Norte, Brazil.

SUniversidade Estadual Paulista (UNESP), Faculdade de Ciéncias Agrarias
e Veterinarias (FCAV), Campus de Jaboticabal. Via de Acesso Prof. Paulo
Donato Castellane s/n, CEP: 14.884-900, Jaboticabal, Sdo Paulo, Brazil.

*Corresponding author: gustavo@fcav.unesp.br

12


mailto:gustavo@fcav.unesp.br

References

Abbott, J.A. (1999). Quality measurement of fruit and vegetables.
Postharvest Biology and Technology. 15: 207-223.

Amodio, M.L., Ceglie, F., Chaudhry, M.M., Piazzolla, F. & Colelli, G., 2017.
Potential of NIR spectroscopy for predicting internal quality and
discriminating among strawberry fruits from different production systems.

Postharvest Biology and Technology. 125, 112— 121.

Armenta, S., Garrigues, S. & De la Guardia, M. (2007). Determination of
edible oil parameters by near infrared spectrometry. Analytica Chimica Acta.
596:2, 330-337.

Ballabio, D., Consonni, V. (2013). Classification tools in chemistry. Part 1:
linear models. PLS-DA. Anal. Methods 5, 3790-3798. DOI:
10.1039/c3ay40582f

Bro, R., Smilde A. K., 2014. Principal component analysis. Anal. Methods. 6,
2812-2831.

Canneddu, G., Janior, L.C. & Teixeira, G.H.A. (2016). Quality Evaluation of
Shelled and Unshelled Macadamia Nuts by Means of Near-Infrared
Spectroscopy (NIR). Journal of Food Sci. 81(7), 1613-1621.

Carvalho, L.C., Morais, C.L., Lima, K.M.G., Cunha Juanior, L.C., Nascimento,
P.A., Faria, J.B. & Teixeira, G.H.A. (2016). Determination of the
geographical origin and ethanol content of Brazilian sugarcane spirit using
near-infrared spectroscopy coupled with discriminant analysis. Anal.
Methods. 8, 5658-5666.

Carvalho, L.C., Morais, C., Lima, K., Leite, G.W.P, Oliveira, G.S.,,
Casagrande, I.P., Santos Neto, J.P. & Teixeira, G.H.A. (2017). Using Intact
Nuts and Near Infrared Spectroscopy to Classify Macadamia Cultivars. Food

Analytical Methods.

13


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0003267007010616?via%3Dihub#!
https://www.sciencedirect.com/science/journal/00032670
http://dx.doi.org/10.1039/1759-9679/2009

Colnago, L.A. (1996). Analise do teor de Oleos em sementes por RMN.
Embrapa-CNPDIA, Circular Técnica, 3, 14 p.

Cozzolino, D., Murray, I, Chree, A. & Scaife, J.R. (2005). Multivariate
determination of free fatty acids and moisture in fish oils by partial least-

squares regression and near-infrared spectroscopy. LWT, 38, 821-828.

Dixon, S.J., Brereton, R.G. (2009). Comparison of performance of five
common classifiers represented as boundary methods: Euclidean Distance
to Centroids, Linear Discriminant Analysis, Quadratic Discriminant Analysis,
Learning Vector Quantization and Support Vector Machines, as dependent
on data structure. Chemometrics and Intelligent Laboratory Systems. 95(1),
1-17.

Jensen, P.N., Sorensen, G., Soren, B.E. & Bertelsen, G. (2001). Evaluation
of Quality Changes in Walnut Kernels (Juglans regial.) by Vis/NIR
Spectroscopy. J. Agric. Food Chem., 49 (12),5790-5796
.DOI: 10.1021/jf010509t

Kennard, R. W., Stone, L. A. (1969). Computer aided design of
experiments.Technometrics.11,137-148.Doi: 0.1080/00401706.1969.10490666

Kirtil, E., Cikrikci, S., Mccarthy, M. J.,0ztop, M.H.(2017). Recent Advances in
Time Domain NMR & MRI Sensors and Their Food Applications. Current
Opinion in Food Science. 17: 9-15.

Kucha, C.T., Liu, L., Ngadi, M.O. (2018). Non-Destructive Spectroscopic
Techniques and Multivariate Analysis for Assessment of Fat Quality in Pork
and Pork Products: A Review. Sensors, 18: 1-23.

Lanza, E. & B. W. Li. 1984. Applications of near infrared spectroscopy for
detecting the sugar content of fruit juices. Journal of Food Science, 49: 995-
998.

14


https://www.researchgate.net/journal/0169-7439_Chemometrics_and_Intelligent_Laboratory_Systems
https://www.researchgate.net/journal/0169-7439_Chemometrics_and_Intelligent_Laboratory_Systems

McCall, J. (2005). Genetic algorithms for modelling and optimization. Journal
of Computational and Applied Mathematics — Special Issue: Mathematics
applied to immunology. 184 (1), 205-222.

Medeiros, E. P., Feliz, P.H.D., Melo, J.K.A., Barreto, A. N., Nascimento,
J.J.V.R. (2008). Um método ndo destrutivo por RMN de baixo campo e
quimiometria para classificagdo de sementes de mamona em fungédo do
perfil espectral do o6leo. Il Congresso brasileiro de Mamona, energia e

recinoquimica.

Morais, C.L.M. & Lima, K.M.G. (2017). Comparing unfolded and two-
dimensional discriminant analysis and support vector machines for
classification of EEM data. Chemometrics and Intelligent Laboratory
Systems.170, 1-12

Morais, C.L.M. & Lima, K. M. G. (2018) Principal Component Analysis with
Linear and Quadratic Discriminant Analysis for Identification of Cancer
Samples Based on Mass Spectrometry. J. Braz. Chem. Soc., 29(3), 472-
481.

Nogueira, N.R. (2008).0 agronegécio da macadamia: uma breve analise

dos aspectos de produgdo, econdmico e social. Interface tecnolégica, 5(1).

Pasquini, C. (2003). Near Infrared Spectroscopy: Fundamentals, Practical
Aspects and Analytical Applications. Journal of Brazilian Chemistry Society.
14 (2):198-219.

Pedersen, H., Munck, L., & Engelsen, S. (2000). Low-field *H nuclear
magnetic resonance and chemometrics combined for simultaneous
determination of water, oil, and protein contents in oilseeds. Journal of the
American Oil Chemists' Society, 77(10), 1069-1077.

Ripperton, J.C., Moltzau, R.H., & Edwards, D.W. (1938). ‘Methods of
evaluating the macadamia nut for commercial use and the variation
occurring among seedling plantings in Hawaii’,Hawaii Agricultural

Experiment Station Bulletin , N°. 79.

15



SAMAC - Southern African Macadamia Growers’ Association. (2018). Raw

macadamia products quality specifications.

http://www.samac.org.za/index.php/standards [Acessed August 2018].

O’hare, P., Hidden, D.V., Burton, D. & Salmon, T., .(2004). Australia
macadamia industry code of sound orchard practices. Lismore: Australian
macadamia society.

Xu, J., Riccioli, C., Sun D. (2015).An Overview on on destructive
Spectroscopic Techniques for Lipid and Lipid Oxidation Analysis in Fish and
Fish Products. Comprehensive Reviews in Food Science and Food Safety,
14: 466-477.

Wall, M.M. (2013). Improving the quality and safety of macadamia nuts. In
Harris, L.J. (Ed.), Improving the quality and safety of nuts Cambridge:
Woodhead Publishing Series in Food Sci. Technol. Nutr.. 250: 274-296

Walton D.A., Randall B.W., Le Lagade M.D. & Wallace H.M. (2013).
Maintaining high  moisture content of macadamia nuts-in-shell during
storage induces brown centres in raw kernels. J Sci Food Agric. 93:2953—
295.

Wu W., Mallet Y.,Walczak B.,Penninckx W., Massart D.L., Heuerding S. &
Erni F. (1996). Comparison of regularized discriminant analysis linear
discriminant analysis and quadratic discriminant analysis applied to NIR
data. Analytica Chimica Acta. 329(3), 254-265.

16


https://www.sciencedirect.com/science/journal/00032670

consideracg®es finais

Os resultados do presente estudo reforcam o potencial da
espectroscopia do infravermelho proximo (NIRS) e ressonancia magnética
nuclear (NMR) para o controle de qualidade dos alimentos, em especial das
nozes macadamia.

As técnicas de reconhecimento de padrfes supervisionados (PCA-
LDA e GA-LDA) foram eficazes na classificacdo de cultivares de macadamia
utilizando nozes intactas, sendo possivel classificar corretamente 71,57 %
das nozes em funcao das cultivares. Da mesma forma, nozes sem defeitos
foram adequadamente discriminadas das com defeitos (imaturas, com
danos causados por insetos, fungos e descoloridas) com valores de
acuracia de 97,8 % e de 100 % de especificidade. Por outro lado, a predi¢édo
obtida dos indices de peréxido (IP) e acidez (IA) foram satisfatorias,
demonstrando a aplicabilidade da técnica para avaliar a estabilidade
oxidativa de nozes macadamia.

Dessa forma, esperamos que esse estudo possa contribuir com
pesquisadores e profissionais da area, uma vez que buscamos apresentar
fundamentos praticos para a utilizacdo da espectroscopia do infravermelho
préximo (NIRS) e ressonancia magnética nuclear (NMR) como técnicas nao

destrutivas para o controle de qualidade de nozes macadamia.
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