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Resumo

O yacon é uma raiz tuberosa que se destaca por sua elevada
concentracao de frutooligossacarideos (FOS) e compostos

fendlicos especificos, como o acido clorogénico. Porém, durante

0 processamento da raiz, a presenca desses compostos fendlicos
torna o yacon susceptivel a reacdes causadas por enzimas, como as
polifenoloxidases (PPO). A acdo dessas enzimas pode diminuir o valor
funcional do produto, uma vez que utilizam os compostos fendlicos
como substratos, além de formar compostos escuros que afetam a
sua aparéncia e sabor, tornando-o inaceitavel para o consumo. Dessa
forma, o objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito de diferentes
concentracoes de acido ascorbico e diferentes tempos de imersdo no
tratamento do yacon, visando a inativacdo da PPO, com uso de um
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delineamento estatistico do tipo DCCR (Delineamento Central Composto
Rotacional). Os resultados demonstraram que o acido ascérbico

foi eficaz para inativacao parcial da PPO, sendo estatisticamente
significativos (p <0,05) os termos lineares e quadraticos da
concentracao de 4cido ascérbico. O tratamento selecionado (4,6% de
acido ascérbico por 120 segundos) foi 0 que ocasionou menor reducao
na atividade enzima polifenoloxidase, sendo esta inferior a 15%. Com
relacdo aos teores de carboidratos, este tratamento ocasionou uma
perda de 11% de FOS e aumento da concentracdo de sacarose quando
comparado ao controle (sem tratamento acido). Entretanto, o produto
final apresentou 7,22 g FOS/100 g, muito acima do minimo exigido
pela legislacado pertinente (2,5 g FOS por porcao de produto) para
alimentos com alegacao de propriedade funcional, o que torna viavel o
processo tecnolégico proposto no presente trabalho.

Termos para indexacao: Smallanthus sonchifolius, rutooligossacarideos,
prebiéticos, polifenoloxidase.



Pre-treatment of Yacon

with Ascorbic Acid for
Polyphenoloxidases Enzymes
Inactivation

Abstract

Yacon is a tuberous root that presents a high concentration of
fructooligosaccharides (FOS) and some specific phenolic compounds,
such as chlorogenic acid. However, during yacon processing, the
presence of these phenolic compounds become yacon susceptible

to enzymatic reactions, such as polyphenoloxidases (PPO). The
end-products formed during enzymatic browning can decrease the
functional value of the product, and affects its appearance and taste,
making it unacceptable for consumption. In this sense, the aim of
the present work was to use a CCRD (Central Composite Rotatable
Design) to evaluate the effect of different concentrations of ascorbic
acid and immersion times in the treatment of yacon roots, aiming at
the inactivation of PPO. The results showed that the ascorbic acid
was effective for partial inactivation of the PPO, being statistically
significant (p <0.05) only the linear and quadratic terms of ascorbic
acid concentration. The selected treatment (4.6 % of ascorbic acid
for 120 seconds) resulted in the lowest reduction of PPO activity,
being inferior to 15%. Considering the carbohydrates, the selected
treatment caused an 11% of loss in FOS, and an increase in sucrose
concentration when compared with the control. However, the final
product presented 7.22 g FOS/100 g, higher that than the minimum



required by the legislation (2.5 g FOS per portion of the product)
for food with a claim of functional property, making viable the
technological process proposed in the present work.

Index terms: Smallanthus sonchifolius, fructooligosaccharides,
prebiotics, polyphenoloxidases.
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Introducao

O yacon (Smallanthus sonchifolius) é uma raiz de origem andina,

cujo cultivo tem se expandido a diversos paises, como Japao, Nova
Zelandia e Brasil (SANTANA; CARDOSO, 2008). Além de apresentar
caracteristicas sensoriais apreciadas, elevada solubilidade em agua e,
portanto, facilidade de incorporacdao em diversos produtos alimenticios,
especialmente em bebidas (DIONISIO et al., 2016; DIONISIO et al.,
2015), o interesse nessa raiz é devido ao seu elevado contedido em
frutooligossacarideos (FOS). Os FOS sao um tipo de carboidrato nao
digerivel pelo trato gastrointestinal humano, porém capaz de estimular
o desenvolvimento de microrganismos benéficos no intestino humano,
como bifidobactérias e lactobacilos (SANTANA; CARDOSO, 2008;
DIONISIO et al., 2015), sendo, portanto, considerado como prebiético.

Os compostos fendlicos, com predominancia do acido clorogénico
(CAMPOS et al., 2012; DIONISIO et al., 2015; PADILHA et al.,
2009), presentes no yacon, também o tornam um alimento de

grande interesse, uma vez que exibem elevada acdo antioxidante,
antimicrobiana e antitumoral, além de exercerem importantes funcoes
no metabolismo glicémico e lipidico (MENG et al., 2013). Porém,
esses compostos atuam como substrato para a acado de enzimas da
classe das polifenoloxidases (PPO), levando a formacao de compostos
indesejaveis (melaninas) durante o processamento da raiz. Como
consequéncia, tem-se a diminuicdo do valor funcional (perdas dos
compostos fendlicos) e alteracdes indesejaveis no sabor e na aparéncia,
tornando o produto imprdéprio para o consumo (NEVES et al., 2007;
PADILHA et al., 2009).

A utilizacdo de métodos de inativacdo enziméatica de baixo custo que
possibilitem a obtencdao de um extrato de yacon com manutencao dos
seus componentes funcionais (FOS) torna-se essencial para viabilizar a
incorporacdo do yacon em alimentos. Esse controle do escurecimento
enzimatico pode ser feito por meio de diversos métodos (fisicos, uso
de sulfitos, etc.), destacando-se dentre eles o uso de acidos orgéanicos
(ARAUJO, 2008), como o &cido ascérbico. Entretanto, a concentracio
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do acido e o tempo de imersao podem ser considerados pontos criticos
do processamento, pois, em concentracdes muito elevadas e durante
um tempo prolongado, podem ocorrer perdas nos teores de FOS, pela
acao de uma hidrélise acida nesses carboidratos (MATUSEK et al.,
2009; PASSOS; PARK, 2003), diminuindo o seu valor como ingrediente
e/ou alimento funcional. Devido a esse fato, é importante aliar a
concentracdo de acido utilizada com o uso de tempo relativamente
curto; porém, que sejam eficientes para o controle do escurecimento
enzimatico do yacon.

Diante do exposto, o objetivo do presente trabalho foi avaliar o
emprego de acido ascérbico — um acido organico de baixo custo,
seguro e amplamente utilizado na industria de alimentos — para inibicao
do escurecimento enzimatico do yacon, de forma a garantir a sua
incorporacdo em produtos processados sem comprometimento de seus
componentes funcionais.

Material e métodos

Material

As raizes do yacon (Smallanthus sonchifolius) foram adquiridas no
comércio local de Fortaleza, CE, produzidas na regido de Guaraciaba do
Norte (CE) e comercializadas por produtores organicos. Apds selecao e
limpeza das raizes, elas foram armazenadas sob refrigeracdo (5 °C) até
0 momento do uso.

Amostras para o planejamento experimental

O yacon foi lavado em agua corrente, descascado manualmente,
sanitizado (imersdo em solucao clorada, 200 ppm de cloro ativo,
durante 15 minutos) e cortado em cubos de cerca da 1 cm? utilizando-
se cortador de legumes. Apds, foi submetido ao tratamento com
solucdes acidificadas de acordo com o planejamento experimental. No
final de cada um dos processamentos, as amostras foram trituradas
em liquidificador durante 60 segundos (temperatura ambiente, 25+2 °C),
com adicdo de 4gua (25 +2 °C) na proporcédo 1:1 (m/v) e embaladas
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em recipientes de plastico contendo 60 g de amostra cada. Apdés o
processamento, as amostras permaneceram em temperatura ambiente
(25+2 °C) por 120 minutos e foram analisadas quanto a atividade da
PPO. Os resultados foram avaliados por meio do programa software
Protimiza Experimental Design (2014), considerando p<0,05. A
significancia dos modelos foi testada pela Analise de Variancia
(ANOVA). Para o delineamento estatistico, utilizaram-se duas variaveis
independentes (“concentracao de acido ascdérbico” e “tempo de
imersao”) e trés repeticdes no ponto central (22+2(2) + 3 PC), totalizando
11 ensaios. Os valores utilizados no DCCR podem ser visualizados na
Tabela 1.

Tabela 1. Valores utilizados no DCCR.

Variavel

Acido ascérbico (%) 0,2 0,8 2,4 4,0 4,6

Tempo de imersao (segundos) 60 130 300 470 540

Determinacao da atividade enzimatica (UAE)

A atividade de PPO nas amostras foi determinada como descrito por
Paz (2010), com modificacoes. Adicionou-se 0,1 mL da amostra a
mistura de 2,9 mL de catecol 0,01 M/L em tampao fosfato 0,1 M, pH 6,0.
Apds 15 segundos, a absorbancia foi lida em espectrofotometro (Varian
Cary® 50 Bio — UV visivel) a 420 nm. O branco foi preparado com a
mistura de 2,9 mL de catecol 0,01 M e 0,1 mL do tampao fosfato,
pH 6,0. Uma unidade de atividade enzimatica (UAE) da PPO foi definida
como a quantidade da enzima que ocasiona o aumento de 0,001 na
absorbancia por minuto por mL de amostra.

Caracterizacao dos carboidratos da amostra otimizada
pelo planejamento estatistico

Apds definicdo das condicdes 6timas de processo, os FOS e os mono
e dissacarideos (glicose, frutose e sacarose) foram determinados na
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amostra otimizada pelo planejamento estatistico e na amostra controle
(sem tratamento). Todas as andlises foram realizadas em triplicata.

e Determinacao de frutooligossacarideos (FOS): Os FOS foram
determinados segundo metodologia descrita por Horwitz et al.
(2010) e expressos em g/100g de yacon.

e Determinagcdo de mono e dissacarideos por CLAE - IR: Os
mono e dissacarideos (glicose, frutose e sacarose) foram
determinados nas amostras, segundo metodologia descrita por
Burgner e Feinberg (1992). Para isso, 10 mL de amostra foram
diluidos com agua deionizada, na proporcao de 1:5 (v/v).
Apés, foram adicionados 3 mL de uma solucao de ferrocianeto
de potassio (0,25 M) e 3,5 mL de solucao de acetato de
zinco (1,0 M), e o volume foi aferido até 100 mL, em balado
volumétrico. A solucado de amostra foi filtrada, utilizando-
se papel filtro Whatman n° 1 e apds, utilizou-se membrana
filtrante de PVDF (Fluoreto de Polivinidileno) de 0,22 pym e
13 mm de didametro (Millipore). As condicdes cromatograficas
foram: detector de indice de refracao Varian, modelo ProStar
350, ajustado em 35 °C; coluna Zorbax Carbohydrate (250 mm
x 4,6 mm, 5 um, Agilent); temperatura da coluna de 35 °C; fase
movel composta de acetonitrila e dgua deionizada (80:20, v/v)

e vazao da fase mével de 1,5 mL/min, mantida constante até
o final da anélise. Os resultados foram avaliados por Andlise de
Variancia, e as médias foram comparadas pelo Teste de Tukey
(o = 0,05), usando-se o programa SAS para Windows (SAS
INSTITUTE, 2009).

Resultados e Discussao
As condicOes experimentais realizadas e seus respectivos resultados em

termos de unidade de atividade enzimatica (UAE) da polifenoloxidase
estdo apresentados na Tabela 2.
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Tabela 2. Matriz do planejamento experimental completo (valores codificados
e reais) dos tratamentos com acido ascérbico, com a resposta da atividade
enzimatica da polifenoloxidase.

Atividade enzimatica

Ensaio Acido (aozxiérbico Ten’;zzgcliﬁ](ig:;sﬁo (UAE/mL de
amostra)
1 -11(0,8) -1 (130) 104,7
2 + 1(4,0) -1 (130) 24,6
3 -11(0,8) + 1 (470) 67.1
4 + 1 (4,0) + 1 (470) 14,3
5 - 1,41 (0,2) 0 (300) 92,5
6 + 1,41 (4,6) 0 (300) 14,3
7 0 (2,4) - 1,41 (60) 38,2
8 0 (2,4) + 1,41 (540) 34,0
9 0 (2,4) 0 (300) 40,3
10 0 (2,4) 0 (300) 34,4
11 0 (2,4) 0 (300) 38,3

Por meio das andlises dos coeficientes de regressao (Tabela 3), pode-se
visualizar que apenas os termos linear e quadratico da concentracao de
acido ascérbico (AA) foram significativos (p<0,05), e a porcentagem
de variacdo explicada pelo modelo foi de 89%. Os demais termos
foram incorporados aos residuos para céalculo da ANOVA (Tabela 4).

Tabela 3. Coeficientes de regressdao do DCCR para a atividade enzimatica.

Coeficiente de regressdo Erro padrdao t calculado p-valor

Média 37,70 5,33 7,07 0,0009
X, -30,44 3,26 -9,33 0,0002
X,2 9,85 3,88 2,54 0,0522
X, -6,73 3,26 -2,06 0,0941
X,2 1,20 3,88 0,31 0,7702
X, .X 6,83 4,61 1,48 0,1992

Sendo x, = &cido ascérbico (em %) e x, = tempo de imersdo (em segundos).
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As equacgoes de UAE em funcéo dos coeficientes de regressao
estatisticamente significativos sao:

Y = 38,79 - 30,44 x, + 9,50 x,2 (Eq.1)
Y = 108,77 - 64,63 X, + 9,5 X2 (Eq.2)
em que:

Y = Unidade de atividade enzimatica (UAE).

X, = valores codificados de acido ascérbico.

X1 = valores reais de acido ascoérbico.

Tabela 4. ANOVA para a atividade enzimatica.

Fon_te ~de Soma dos _Grau de O.uafir_ado Pvalor
variacao quadrados Liberdade médio

Regresséao 7968,4 2 3984,2 32,4 0,00015
Residuos 982,7 8 122,8 - -
Falta de ajuste 964,7 6 160,8 17,9 0,05397
Erro puro 18,0 2 9,0 - -
Total 8951,1 10 - - -

Variacdo explicada pelo modelo = 89%. F,,, (2; 8; 0,05) = 4,46.

Pela ANOVA apresentada na Tabela 4, observamos que o modelo

que descreve a resposta em funcao das varidveis estudadas, com

os parametros estatisticamente significativos, sdo adequados visto

que a porcentagem de variacao explicada pelo modelo é de 89%, e

que o F calculado é significativo (Fcalculado maior que o F tabelado),
satisfazendo os requisitos para a construcao da curva de contorno
(Figura 1). Os resultados do planejamento estatistico demonstraram que
apenas o acido ascoérbico — nos termos linear e quadratico — contribuiu
significativamente (p <0,05) para uma menor atividade da PPO.
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Figura 1. Curva de contorno para acido ascérbico (%), com resposta de atividade
enzimatica (em UAE/mL de amostra).

De acordo com a Figura 1, é possivel verificar que os menores valores
de AE foram obtidos quando se utilizaram concentracdes mais elevadas
de acido ascérbico. Dessa forma, a concentracao de acido ascérbico
sugerida para uso é de 4,6%. De acordo com o modelo, nesta
condicdo, a atividade enzimatica prevista é de 14,74+ 11,48 UAE/mL.
Embora o tempo de permanéncia na solucédo de &cido ascérbico nao
tenha sido estatisticamente significativo, por questdes praticas, optou-
se por padronizar um tempo de 120 segundos de imersdo. E importante
observar que se pode utilizar qualquer um dos tempos dentro da faixa
estudada (60 a 540 segundos) — porém, tempos prolongados podem
ocasionar degradacao do FOS, sendo recomendavel utilizar os menores
tempos de imerséao.

Recentemente, Vasconcelos et al. (2015) avaliaram o uso de diferentes
acidos organicos - incluindo o acido ascdrbico — nas caracteristicas
sensoriais de yacon minimamente processado. Os autores reportaram
gue o uso de 3% de acido ascdérbico durante 3 minutos foi eficiente
para impedir o escurecimento da raiz, sem afetar a sua qualidade
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sensorial. Porém, os autores ndo avaliaram diferentes concentracoes
do acido, assim como o tempo de permanéncia na solucao, mantendo
essas condicoOes fixas para todos os tratamentos aplicados.

Rodrigues et al. (2014), avaliando o uso de uma combinacéao de
agentes quimicos para inibicdo da PPO de farinha de yacon, verificaram
que o uso de acido citrico, L-cisteina e acido ascoérbico foram eficientes
para a inativacao enzimatica. Por meio de um planejamento também do
tipo DCCR, os autores verificaram que, para ambos os &cidos, tanto os
termos lineares como os quadraticos assim como suas interacoes foram
significativos para o modelo (p < 0,05). Porém, o tempo de imersao

foi padronizado para todos os tratamentos (20 minutos), nao sendo
uma variavel do planejamento estatistico. Menezes (2014) e Dionisio

et al. (2013) otimizaram o tratamento acido do yacon, utilizando acido
citrico, recomendando o uso de 2,4%, com imersao das raizes por 8
minutos. E importante ressaltar que o acido ascérbico apresenta um
custo mais elevado que o acido citrico, sendo cerca de 5 vezes mais
elevado; porém, a inativacao enzimatica ocorre com mais eficiéncia
(reducao superior a 85% da atividade da polifenoloxidase), e o processo
é cerca de quatro vezes mais rapido.

No presente trabalho, o tratamento na condigcao definida pelo

planejamento experimental foi submetido a quantificacdo dos teores de
FOS, assim como de glicose, frutose e sacarose (Tabela b). Para fins de
comparacao, uma amostra controle (sem tratamento acido) foi utilizada.

Tabela 5. Teor de carboidratos no yacon sem tratamento (controle) e no yacon
apds o tratamento com 4,6% de acido ascérbico, por 120 segundos (média e
desvio-padrao).

Carboidrato (g/100 g)

Tratamento -

FOS Glicose Frutose Sacarose
Controle 8,13 + 0,16a 0,70 + 0,03a 0,98 + 0,03a 0,82 + 0,03a
Acido 552 4+ 0,11b 0,42 + 0,01b 0,70 + 0,03b 1,25 + 0,02b
ascorbico

Numeros seguidos por letras diferentes em cada coluna indicam diferenca significativa
(p < 0,05) em teste de Tukey entre as médias.
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Com relacao aos carboidratos simples, pode-se verificar uma
diminuicao significativa (p < 0,05) nos valores de glicose e frutose,
assim como um aumento dos valores de sacarose. A degradacao do
FOS é caracterizada pela despolimerizacao das cadeias dessas fibras
pela acdo do acido, que rompe a cadeia entre os residuos de frutose
até a molécula terminal de sacarose. Dessa forma, o aumento da
concentracdo de sacarose é confirmado pela diminuicdo significativa
da concentracdo de FOS (p < 0,05), com perda de aproximadamente
11% de FOS quando comparado ao tratamento controle. Porém,

esses valores de perdas sdo superiores aos reportados por Fante et

al. (2013), que estudaram a inibicao da PPO com uso de calor, €
observaram perda elevada no conteddo de FOS. Os autores reportaram
diminuicdo de 84 % na atividade da PPO quando a raiz tuberosa foi
submetida a tratamento térmico de 100 °C, por 4 minutos. Embora a
atividade enzimatica tenha sido reduzida, as perdas de FOS foram cerca
de 30% nessa condicdo avaliada. Menezes (2014), utilizando acido
citrico para inativacdo enzimatica, reportou perda de 16% no contetido
dos FOS quando comparado ao tratamento controle, sem inativacao
enzimatica.

A legislacado vigente para produtos com alegacdes de propriedades
funcionais considera que a porcado do produto deva conter um

minimo de 2,5 g de frutooligossacarideos. A alegacao permitida é “os
frutooligossacarideos — FOS (prebiético) contribuem para o equilibrio da
flora intestinal. Seu consumo deve estar associado a uma alimentacao
equilibrada e habitos de vida saudaveis”. Assim, pode-se observar que
a concentracao de FOS obtida apds o tratamento proposto estd muito
acima do minimo exigido pela legislacao brasileira (BRASIL, 2008), uma
vez que a concentracdo de FOS foi de 7,22 g/100 g. Dessa forma,

0 processo tecnolégico proposto no presente trabalho torna-se uma
estratégia viavel, uma vez que se usa um acido comumente utilizado
pela inddstria de alimentos, seguro e de baixo custo, e que foi efetivo
para evitar o escurecimento enzimatico do yacon.
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Conclusoes

Por meio do planejamento experimental, foi possivel otimizar condi¢cdes
de tratamento do yacon com &cido ascérbico, com diminuicao

da atividade enziméatica da PPO e sem comprometimento de seus
componentes bioativos.

A melhor condicao estabelecida é de imersao da raiz tuberosa em uma
solucdo a 4,6% de acido ascérbico por 120 segundos, o que ocasiona
uma reducao superior a 85% da atividade da enzima e uma perda de
somente 11% nos teores de FOS, tornando o produto final rico nesses
compostos de interesse, sem comprometimento da sua qualidade, e
permitindo a sua incorporacdao em alimentos funcionais.
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