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RESUMO

CORREA, Cristina Bani. O escurecimento e a cicatrizacio em inhame (Dioscorea spp.)
minimamente processado ¢ modulado pela regido do tubérculo, aplicacdo de acido
ascorbico e temperatura de conservacio. Sao Cristovao: UFS, 2026. 60p. Tese — Doutorado

em Agricultura e Biodiversidade.*

Os danos causados pelo descascamento e corte interferem em fatores bioquimicos e fisiologicos
do inhame, desencadeando processos de oxidagdo por via enzimadtica, além de promover
respostas rapidas do vegetal no combate ao dano, como a formagdo de barreiras estruturais no
local da lesdo. Este estudo teve como objetivo investigar, de forma integrada, as respostas
fisiologicas, bioquimicas e estruturais de inhame (Dioscorea cayenensis) minimamente
processado, avaliando os efeitos da regido do tubérculo, da temperatura de armazenamento e
da aplicagdo de 4cido ascorbico sobre o escurecimento enzimatico e a cicatrizagao. Rodelas das
regides apical (AP), medial (ME) e distal (DI) foram submetidas ao processamento minimo,
tratadas ou ndo com acido ascorbico (1%, m/v) e armazenadas a 5 °C (escurecimento) e a 5 e
20 °C (lignificacdo). Foram avaliados parametros de qualidade, parametros fisico-quimicos,
metabolismo fenolico, analises enzimaticas (PPO, SOD, CAT, POD e FAL) e deposicao de
lignina. A qualidade visual diminuiu progressivamente durante o armazenamento, sendo a
perda mais acentuada na regido apical (AP), enquanto o AA retardou o escurecimento e
prolongou a aceitabilidade das regides medial (ME) e distal (DI). A dinamica do escurecimento
foi modulada pela atividade das enzimas polifenol oxidase (PPO) e superdxido dismutase
(SOD) e pelo conteudo de compostos fendlicos, evidenciando que, quando a protegdo
enzimatica se torna insuficiente, os fendis atuam como defesa antioxidante. A analise
cromatografica revelou acumulo seletivo de 4cidos hidroxicindmicos e flavonoides, destacando
a ativacdo da rota dos fenilpropanoides como resposta ao estresse pos-processamento. O
processo de cicatrizacdo foi modulado pela temperatura. A 5 °C, predominou resposta
antioxidante, sem deposicao de lignina. A 20 °C, houve aumento das atividades de FAL e POD
e deposicao de lignina, caracterizando resposta estrutural. Os resultados demonstram que a
qualidade do inhame minimamente processado ¢ dependente da regido do tubérculo, da
temperatura de armazenamento e do acido ascorbico, refletindo a importancia multifatorial no
controle do estresse oxidativo em inhame minimamente processado.

Palavras-chave: Dioscoreaceae, lignificacdo, polifenol oxidase, compostos fendlicos.

* Comité Orientador: Marcelo Augusto Gutierrez Carnelossi — UFS (Orientador), Adriano do Nascimento Simdes
— UFRPE (Coorientador).
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ABSTRACT

CORREA, Cristina Bani. Browning and wound healing in minimally processed yams
(Dioscorea spp.) are influenced by tuber region, ascorbic acid treatment, and storage
temperature. Sao Cristovao: UFS, 2026. 60p. Dissertation - Doctor of Science in Agriculture
and Biodiversity.*

Mechanical damage caused by peeling and cutting affects the biochemical and physiological
processes of yam, triggering enzymatic oxidation and inducing rapid defense responses, such
as the formation of structural barriers at the wound site. This study aims to investigate, in an
integrated manner, the physiological, biochemical, and structural responses of minimally
processed yam (Dioscorea cayenensis), evaluating the effects of tuber region, storage
temperature, and ascorbic acid application on enzymatic browning and wound healing. Slices
from the apical (AP), medial (ME), and distal (DI) regions were subjected to minimal
processing, treated or not with ascorbic acid (1% w/v), and stored at 5 °C (browning) and at 5
and 20 °C (lignification). Quality and physicochemical parameters, phenolic metabolism,
enzymatic activities (PPO, SOD, CAT, POD, and PAL), and lignin deposition were evaluated.
Visual quality progressively declined during storage, with more pronounced losses in the apical
region. ascorbic acid delayed browning and extended the acceptability of the medial and distal
regions. Browning dynamics were modulated by polyphenol oxidase (PPO) activity, superoxide
dismutase (SOD), and phenolic content, indicating that when enzymatic protection becomes
insufficient, phenolic compounds act as non-enzymatic antioxidants. Chromatographic analysis
revealed selective accumulation of hydroxycinnamic acids and flavonoids, indicating activation
of the phenylpropanoid pathway in response to post-processing stress. The wound healing
process was strongly influenced by temperature. At 5 °C, an antioxidant response
predominated, with no detectable lignin deposition. In contrast, at 20 °C, increased activities of
phenylalanine ammonia-lyase (PAL) and peroxidase (POD) were observed, along with lignin
deposition, characterizing a structural response. Overall, the results demonstrate that the quality
of minimally processed yam is determined by the interaction between tuber region, storage
temperature, and ascorbic acid application, highlighting the multifactorial nature of oxidative
stress regulation in minimally processed yam.

Key-words: Dioscoreaceae, lignification, polyphenol oxidase, phenolic compounds.

* Guidance Committee: Marcelo Augusto Gutierrez Carnelossi (Advisor), Adriano do Nascimento Simdes
(Adjunct advisor).



1. INTRODUCAO GERAL

O inhame (Dioscorea cayenensis) € um tubérculo, pertencente a classe das
monocotiledoneas, da familia Dioscoreaceae, com aproximadamente 600 espécies distribuidas
em regiodes tropicais e subtropicais. Grande parte da sua produ¢ao mundial estd concentrada no
continente africano, sendo a Nigéria o maior produtor deste tubérculo, produzindo mais de 50
milhdes de toneladas por ano (Wumbei et al., 2022; FAO, 2025). No Brasil, a maior parte da
producdo estd distribuida na regido Nordeste, onde grande parte da produgdo nacional estd
concentrada nos estados da Paraiba, Bahia, Alagoas, Sergipe, Maranhao e Pernambuco (Devide
et al., 2025). Esse tubérculo desempenha um importante papel socioecondmico, pois a maior
parte do seu cultivo ¢ feito em pequenas propriedades familiares e nesse caso, o processamento
minimo pode ser uma alternativa para agregar valor comercial ao vegetal, além de minimizar
as perdas pos-colheita (Wumbei et al., 2022; Devide et al., 2025).

O processamento minimo envolve diferentes etapas que resultam em estresse ao tecido
do vegetal. As injurias decorrentes do descascamento e corte interferem nos processos
bioquimicos e fisiologicos, promovendo o aumento da taxa de respiracdo e desencadeando
processos de oxidagao por via enzimatica e, como consequéncia, aceleram o escurecimento ¢ a
deterioragdo do produto (Brecht et al., 2010; Moretti, 2007). Além destas, respostas rapidas do
vegetal no combate ao dano envolvem a sintese de compostos fendlicos e a formagdo de
barreiras estruturais no local da lesdo, como a lignificagdo e a suberizagdo do tecido,
promovendo uma barreira fisica adjacente ao local danificado (Artés et al., 2007; Moretti,
2007). Além disso, os danos causados durante o processamento minimo podem levar a
degradacao lipidica e ao escurecimento enzimatico, uma vez que promovem o rompimento de
membranas celulares, provocando a descompartimentalizagdo de enzimas e substratos na
superficie do vegetal onde o corte foi realizado (Artés et al., 2007).

O escurecimento enzimatico ¢ um dos principais fatores de perda de qualidade em
vegetais minimamente processados. Este fenomeno ¢ mediado principalmente pela enzima
polifenol oxidase (PPO) e, em alguns casos, pela peroxidase (POD). A PPO catalisa a oxidacao
de compostos fenolicos a quinonas altamente reativas, que se polimerizam formando melaninas,
responsaveis pela coloracao marrom (Doorn & Ketsa, 2014; Hu ef al., 2022). A POD pode atuar
secundariamente, utilizando perdxido de hidrogénio (H202) como cofator para oxidar fenolicos,
contribuindo para o escurecimento e também para a lignificacdo. Além disso, espécies reativas
de oxigénio (EROs) podem acelerar a oxidacdo de fenodlicos, intensificando o escurecimento
enzimatico (Zhou & Jiang, 2019; Moon et al., 2020; Hu et al., 2022).

A enzima fenilalanina amonia-liase (FAL) ¢ uma enzima chave para a sintese de
compostos fenolicos. Situagdes de estresse, como o descascamento e corte, induzem o aumento
da atividade dessa enzima. Portanto, a medida que os compostos fendlicos sdo oxidados pela
PPO (escurecimento enzimatico) e/ou pela POD (escurecimento e lignificacao), a FAL atua em
sua sintese, a fim de combater o estresse inicial. Esse mecanismo de defesa PAL, PPO ¢ POD
gera compostos que irdo intensificar o escurecimento do tecido e aumentar as barreiras fisicas
(Artés et al., 2007; Monteiro et al., 2004).

Um dos artificios tecnoldgicos que se utiliza para minimizar os efeitos das reagdes
causadas pelo processamento minimo € o uso de agentes antioxidantes associados a refrigeragao
(Al-Abbasy et al., 2025). O 4&cido ascorbico ¢ amplamente utilizado como agente
antiescurecimento devido a sua capacidade de reduzir as quinonas formadas pela oxidacao de
compostos fendlicos, revertendo-as a difendis e retardando o escurecimento enzimatico. Como
antioxidante, pode atuar removendo espécies reativas de oxigénio geradas durante o
processamento. A predominancia de cada funcao depende do estidgio da resposta ao estresse e
da intensidade da oxidag¢do tecidual (Jiang & Penner, 2021; Smirnoff, 2018).

O inhame apresenta heterogeneidade nas respostas bioquimicas em fungdo das suas
regides morfoldgicas (apical, medial e distal). Dentre essas respostas estdo a variagdo na
atividade de enzimas envolvidas no escurecimento, como a PPO ¢ a POD, altera¢des nas
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enzimas associadas ao metabolismo de carboidratos, bem como diferencas nos teores de fendis
totais, solidos soluveis e pH (Graham-Acquaah et al., 2014; Oluoha, 1988). A compreensao
dessas respostas regionais ¢ fundamental para explicar por que diferentes partes do tubérculo
apresentam comportamentos distintos em relagao ao escurecimento e a estabilidade metabodlica.
Nesse contexto, o presente estudo teve como objetivo investigar o escurecimento enzimatico e
a lignifica¢do nas regides apical, medial e distal do inhame minimamente processado, com e
sem aplicacdo de 4acido ascorbico, integrando parametros fisico-quimicos, enzimaticos e
metabolicos, visando identificar a regido mais adequada para a comercializagdo ¢ melhor
compreensdo das respostas ao processamento.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. A importancia econémica do inhame para a agricultura familiar

O inhame (Dioscorea cayenensis) ¢ uma monocotiledonea, pertencente a familia
Dioscoreaceae, com mais de 600 espécies distribuidas pela Africa, Asia, partes da América do
Sul, Caribe e ilhas do Pacifico Sul, das quais apenas um pequeno niimero apresenta relevancia
alimentar e economica. A producao mundial estd concentrada no continente africano, onde a
Africa Ocidental responde por mais de 90% da produgio mundial, sendo a Nigéria o maior
produtor individual seguido por Gana e Costa do Marfim. Em 2024, a produg¢do mundial de
inhame alcancou 92 milhdes de toneladas, das quais a Nigéria produziu mais de 50 milhdes de
toneladas, representando cerca de 69% da producdo mundial (FAO, 2025; Wumbei et al., 2022;
Akissoe et al., 2003).

No contexto sul-americano, o Brasil se destaca como o segundo maior produtor, com
producdo estimada em cerca de 250.000 t em 2016, onde as espécies de maior importancia
econOmica sdo a D. cayennensis ¢ D. alata, com predominancia da primeira. A regiao Nordeste
concentra a maior parte da producdo nacional, especialmente nos estados da Paraiba,
Pernambuco, Bahia, Alagoas, Sergipe e Maranhdo (Devide et al., 2025). Em Rondénia, na
regido do Vale do Guaporé, o inhame segue ganhando espago, em funcdo de sua alta
produtividade mesmo em pequenas areas. Outro atrativo € o pre¢o do produto e a facilidade de
comercializagdo em novos mercados (Ribeiro, 2022).

Entre as espécies do género Dioscorea, apenas uma fracao ¢ explorada na alimentacao
basica. As que mais se destacam sdo D. rotundata (inhame branco), D. cayennensis (inhame
amarelo), D. alata (inhame-d’agua), D. dumetorum (inhame trifoliado), D. bulbifera (inhame
aéreo), D. polystachya (inhame chinés) e D. esculenta (inhame menor). Entre essas espécies
economicamente importantes, a D. rotundata apresenta maior relevancia econOmica ¢ area
cultivada, seguida por D. alata, D. cayennensis ¢ D. bulbifera (Wumbei et al., 2022).

O inhame ¢ um alimento importante para a populagao africana, contribuindo, em média,
com 28% da ingestdo calorica total consumida. Em Gana, ¢ a segunda fonte calorica mais
importante, atras apenas da mandioca. Desempenha também um papel fundamental na geragao
de renda e na vida sociocultural de pelo menos 60 milhdes de pessoas. Apesar dos altos custos
de producdo e das flutuacdes de precos nos mercados, mais de 60% das pessoas cultivam o
inhame como fonte primaria de subsisténcia e renda, pois ¢ considerado uma cultura muito
lucrativa (Wumbei et al., 2022). No Brasil, a producdo do inhame predomina em areas de
agricultura familiar, onde também se concentra a comercializa¢gdo € o consumo, nos quais
desempenha importante papel sociocultural e econdmico (Couto ef al., 2015; Devide et al.,
2025).

2.2. Caracterizacao anatomica e maturacio fisiologica do inhame

A organizacdo anatomica das tiberas de inhame varia em fung¢ao da espécie e do estadio
de desenvolvimento. O “inhame da terra” apresenta tiiberas de formato cilindrico, recobertas
por uma espessa camada de cortica e podendo apresentar fissuras na sua superficie (Figura 1A).
O crescimento da tubera acontece a partir de uma estrutura maci¢a semelhante a um rizoma,
denominada de complexo nodal primario, que fica localizada na regido apical do inhame. Este
complexo nodal forma-se logo apds a germinacdo e dele surgem as principais raizes
alimentadoras e, mais tarde, o tubérculo (Cock, 1986; Onwueme & Charles, 1994).

Anatomicamente, o inhame maduro ¢ circundado por multiplas camadas de cortiga
resultantes da atividade sucessiva de cambios suberizados, com células organizadas em fileiras
radiais (Figura 1B). Internamente a cortica esta o cortex, composto por células de paredes finas
com pouco amido armazenado. Abaixo do cortex ha um anel de células meristematicas,
composto por varias camadas de células tangencialmente alongadas e de paredes finas,
dispostas em fileiras radiais. A por¢do central da tibera ¢ composta por células de paredes



4

espessas, preenchidas densamente com graos de amido (Onwueme & Charles, 1994; Degbeu et
al.,2019).

O cambio produz células na extremidade inferior do apice. Essas células se diferenciam
dando origem as regides medial e apical do tubérculo. A regido distal permanece relativamente
imatura em relacao as demais (Degbeu et al., 2019).

Os feixes vasculares ramificam-se através do tecido fundamental e apresentam
organizagao colateral, com floema voltado para a periferia e xilema para a regido interna. Os
graos de amido apresentam formato arredondado ou eliptico e geralmente estio mais
concentrados nas células do parénquima que circundam os feixes vasculares. Podem ser
encontradas células contendo rafides, bem como células de tanino (Onwueme & Charles, 1994).

Rizoma -------- me.-----Calo  _aaR Periderme
gpicall o4 Raizes na superfice &£ A Cortex

asal datibera 27 - - - Camada meristematica

---------------- Tecido de reserva
Tubera
Medial - EEeaees = 2 020200000 & T Feixe vascular
Distal —

A B

Figura 1. Morfologia (A) e se¢do transversal (B) do inhame, adaptado de Onwueme & Charles
(1994).

A maturagdo fisioldgica do inhame exerce influéncia direta sobre sua composi¢ao
quimica e suas propriedades estruturais. A colheita comercial ocorre, em geral, aos sete meses
apos o plantio (capagdo), enquanto a maturacao completa € atingida aproximadamente aos nove
meses (Silva, 2021). Segundo Martin (1976), tuberas colhidas proximo a maturidade fisiologica
apresentam maiores teores de matéria seca e amido, em comparagdo as colhidas precocemente.

Diferengas longitudinais ao longo da tibera refletem gradientes de maturagdo. Em
Dioscorea rotundata, a extremidade proximal amadurece mais precocemente que a distal,
resultando em variagdes na coloragdo do parénquima e na chamada “cremosidade” do tecido,
associada a maturidade fisiologica. Tubérculos imaturos apresentam coloragdo
predominantemente branca, sobretudo na regido distal (Sertie & Asiedu, 2009).

Estudos moleculares demonstram que D. cayennensis € D. rotundata derivam de uma
mesma linhagem ancestral, sendo segregadas ao longo do processo de domesticacao de espécies
silvestres. Essa proximidade filogenética explica, em parte, a elevada similaridade
morfoanatdmica e bioquimica entre essas espécies (Sartie ef al., 2012).

2.3. Respostas ao processamento minimo

O ferimento ndo apenas induz a expressdo de genes de defesa, como também
desencadeia uma série de sinais através de alteragdes fisioldgicas que se propagam do local da
lesdo para tecidos distantes, promovendo uma resposta sistémica no vegetal. Esses sinais podem
ser elétricos, quimicos ou hidraulicos (Choi et al., 2017). A sinalizagdo elétrica ¢ desencadeada
por alteragdes no potencial de membrana e se propaga nos tecidos juntamente com os sinais
quimicos e hidraulicos, atingindo tecidos distantes por meio dos feixes vasculares, sendo capaz
de transmitir sinais com maior rapidez do que os sinais hormonais. A intensidade da sinalizagcdo
elétrica estd associada a gravidade do ferimento e a distancia dos locais lesionados. Com base
nessas informagdes, as plantas induzem respostas apropriadas ao dano, regulando a intensidade
dos sinais quimicos (Lee & Seo, 2022).



A sinalizagdo quimica esta relacionada a produ¢ao de EROs através da NADPH oxidase
e ao acimulo imediato de Ca?* citosélico no local da lesdo, o que gera uma onda de Ca?" que
se propaga para os tecidos distantes, através do tecido vascular, ativando genes responsaveis
pela biossintese do acido jasmonico. A sinaliza¢do hidraulica ocorre devido a mudangas axiais
rapidas na pressao hidrostatica no xilema, provocadas pelo ferimento que, em seguida, se
convertem em mudancgas de pressdo mais lentas e radialmente dispersas (Choi et al., 2017; Lee
& Seo, 2022).

As respostas fisioldgicas subsequentes se caracterizam pelo aumento da atividade
respiratoria, elevagao dos niveis de etileno, indu¢do do metabolismo de compostos fenolicos e
ativacao do processo de cicatrizacdo (Artés et al., 2007). Além do acido jasmonico e do etileno,
outros reguladores como o acido abscisico e o acido salicilico sdo ativados. Observam-se ainda
oxidacdo de lipideos e liberagdo de acidos graxos livres devido a acdo de hidrolases,
fosfolipases e lipoxigenases, em fun¢do da desorganizacdo da membrana celular e do contato
dessas enzimas com seus respectivos substratos (Brecht et al., 2010; Moretti, 2007).

Devido a eliminagao das barreiras naturais presentes na superficie do vegetal, além da
perda acelerada de 4dgua, ocorrem também alteragdes na difusdo de gases. Em consequéncia,
podem ser observados esbranquigamento, alteragao do formato e formagao de rachaduras ou
fraturas (Artés et al., 2007; Moretti, 2007).

O estresse também induz a sintese de enzimas envolvidas nas reagdes de escurecimento
e na rota dos fenilpropanoides (Brecht et al., 2010; Moretti, 2007). Em funcdo do ferimento, a
PAL, enzima inicial na sintese de compostos fenélicos, ¢ ativada. A medida que os compostos
fenolicos sdo oxidados pela PPO (escurecimento enzimatico) e/ou pela POD (escurecimento e
lignificacdo), a FAL atua na reposi¢cdo desses metabolitos, auxiliando na resposta ao estresse
inicial (Artés et al., 2007; Monteiro et al., 2004).

Esse mecanismo integrado envolvendo PAL, PPO e POD resulta na formagdo de
compostos que intensificam o escurecimento do tecido e reforgam as barreiras fisicas, como a
deposicao de suberina e lignina no local da lesdo (Barcel, 1995).

2.4. O acido ascorbico e o escurecimento enzimatico

O escurecimento enzimatico € um processo bioldgico que pode acarretar consequéncias
significativas para produtos frescos, como a reducdo da qualidade de frutas e hortaligas. Ocorre
principalmente durante a colheita, o transporte, 0 armazenamento e o processamento. Estimulos
mecanicos e fisicos decorrentes do processamento, como descascar, cortar, fatiar, picar e ralar,
assim como mudancas bruscas de temperatura, podem causar danos aos tecidos vegetais. Como
consequéncia, os compostos fendlicos e as polifenol oxidases (PPOs) ficam expostos ao
oxigénio, iniciando a oxidag¢do desses compostos (Moon et al., 2020). O escurecimento ¢
iniciado pela PPO, que catalisa a oxidacdo de compostos fenolicos, porém, reagdes nao
enzimaticas subsequentes resultam na polimerizacao desses compostos em pigmentos marrons
conhecidos como melanina (Tilley & Bayliss, 2023) (Figura 2).

A PPO esté presente nos tecidos de plantas e animais, especialmente em frutas (maga,
péssego, pera, banana, damasco, frutas vermelhas, manga, abacate e uva) e vegetais (batata,
inhame, alface, goiaba, meldo, berinjela e cogumelo) (Tilley & Bayliss, 2023; Moon et al.,
2020; Hu et al., 2021; Morais, 2021). Como a atividade da PPO ¢ crucial para o
desenvolvimento do escurecimento enzimatico, os fatores que influenciam essa atividade, como
o tipo e a concentracdo de compostos fendlicos enddgenos, a disponibilidade de oxigénio e o
pH do tecido, t€ém sido amplamente investigados como estratégias para a prevencao desse
processo (Fennema et al., 2010).

A prevencado do escurecimento enzimatico pode ser baseada em abordagens fisicas e
quimicas. Entre os métodos fisicos, destacam-se o tratamento térmico, a reducdo da exposi¢ao
ao oxigénio, o uso de baixas temperaturas ¢ a irradiacao (Moon ef al., 2020).
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Figura 2. ReacGes catalisadas pela polifenol oxidase (PPO) (A e B) e reagdes da o-quinona (1-6).
Adaptado de Glagoleva et al. (2020). Hidroxilacdo de monofenéis em o-difenois (A) e oxidacao de o-
difenodis em o-quinonas (B), pela PPO. As o-quinonas resultantes podem reagir com outra molécula de
fenol com a formagao de dimeros do fenol original (reagdo 1). Esses dimeros com estrutura o-difendlica
podem ser oxidados enzimaticamente ou por outra o-quinona a um polimero marrom. Por adi¢ao
nucleofilica, as o-quinonas podem interagir com grupos tiol (reagdo 2) ou grupos amino de aminoacidos
ou peptideos (reacdo 3), resultando em compostos com estrutura o-difendlica que podem ser
posteriormente oxidados (por lacase ou oxigénio) ou reagir com excesso de o-quinonas para formar
produtos coloridos. Agua pode ser adicionada as o-quinonas, levando a trifenéis que podem ser oxidados
por PPO ou por o-quinonas com a formagao de p-quinonas (reagdo 4). Finalmente, as reagcdes com acido
ascorbico ou sulfitos levam a regeneragdo do fenol original (reagdo 5). Todas as reagdes sdo ndo
enzimaticas, exceto aquelas com lacase e PPO. AA-NH*, aminoacidos ou peptideos; Asc A, acido
ascorbico; R’-SH, pequenos compostos tiol (por exemplo, cisteina ou glutationa).

Os métodos quimicos para a inibi¢do da atividade da PPO incluem o uso de
antioxidantes, agentes acidificantes, agentes quelantes ou extratos naturais. Assim, agentes
acidificantes, como 4cido citrico, acido ascérbico e glutationa, reduzem a atividade da enzima
através da diminuicao do pH do tecido. Além disso, agentes redutores, como os sulfitos e seus
derivados, atuam como inibidores irreversiveis da PPO. Antioxidantes, incluindo acido
ascorbico, L-cisteina e 4-hexilresorcinol, também previnem a formacdao de melaninas ao
reagirem com os intermedidrios quindnicos. Por sua vez, agentes quelantes de cobre, como os
acidos citrico e oxalico, suprimem a atividade da PPO ao se ligarem aos cofatores metalicos
presentes no sitio ativo da enzima (Meitha et al., 2020; Moon et al., 2020; Fennema et al.,
2010).

A adi¢do exodgena de acido ascorbico modula o estado redox do tecido vegetal,
mantendo um ambiente reduzido que diminui a formacdo de ROS e protege antioxidantes
endogenos como a glutationa. Isso ndo apenas retarda a oxidacao enzimatica de fenolicos, mas
também pode influenciar a expressdao de enzimas antioxidantes endogenas, criando um efeito
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prolongado na preservacao da cor (Smirnoff, 2018). Além disso, ao manter elevados os niveis
de antioxidantes enddgenos, contribui para a reducdo do dano oxidativo em lipidios, proteinas
e pigmentos, retardando ndo apenas o escurecimento enzimatico, mas também processos de
degradacdo celular associados ao estresse oxidativo (Meitha et al., 2020).

Apesar da eficacia, a protecao conferida pelo acido ascorbico ¢ temporaria, limitada a
quantidade de acido ndo oxidado presente no tecido. Quando todo o acido ascorbico €
convertido em desidroascorbico, a PPO e outras enzimas podem retomar a oxidacao de
fenolicos (Smirnoff, 2018).

2.5. Relacio da enzima fenilalanina aménia-liase com o processo de cicatrizacio do
vegetal apos o processamento minimo

O processo de cicatrizagdo esta relacionado a produgao e deposicao de suberina e lignina
nas paredes celulares no local da lesdo. Na regido do corte ocorre a dessecacao da primeira
camada de células lisadas e uma ou algumas camadas adicionais de células subtendidas. A
suberizagao e a formagdo da periderme da ferida sdo influenciadas pelo ambiente ao redor do
tecido (Donaldson, 2020; Zhou & Jiang, 2021).

A lignina ¢ um polimero de cardter hidrofobico, depositado preferencialmente em
regides adjacentes a lesdo, onde limita a difusdo de oxigénio, a perda de dgua e a progressao de
microrganismos (Vanholme et al., 2010). Sua polimerizacdo depende da acdo coordenada de
peroxidases (POD) e da disponibilidade de perdxido de hidrogénio, estabelecendo um elo
funcional entre metabolismo redox e reorganizacgdo estrutural da parede celular (Donaldson,
2020). Esse processo consome precursores fenolicos e pode competir diretamente com a
formagdo de melaninas via polifenoloxidase (PPO), modulando o perfil de escurecimento em
tecidos minimamente processados (Hu et al., 2022; Smirnoff, 2018).

A fenilalanina amonia-liase (FAL) atua catalisando a reacdo de desaminagdo da L-
fenilalanina, produzindo acido trans-cindmico e amonia. Ela catalisa a reagdo da formacao de
muitos compostos fenolicos, como acidos fenolicos livres, ésteres fendlicos, flavonoides,
lignina e fitoalexinas. Os compostos fenodlicos também sdo substratos de enzimas oxidativas
como a polifenoloxidase (PPO) e a peroxidase (POD), responsaveis pelo escurecimento
enzimatico e que juntamente com a PAL, atuam no processo de cicatrizacao do vegetal apos o
processamento minimo (Smirnoff, 2018; Hu et al., 2022) (Figura 3).



: W Biossintese de
' H2N 7 n d
i L-fenilalanina monl?m?ros e
: l PAL ignina
! S
1 Hoj\o"ﬁ -
, " p oy, FoH+ M 0
! -cinami D P I < (i
; Acido Trans-cinamico COMT HO S > o
' C4H -7 ’ oM . C”
i o e Acido ferdlico Acido sinapico
Via geral dos ! WSS TAL g l acL acL l
fenilpropandides | NHz S on ? "“k/@
' OH HCT/CST + ih o CHy j
' L-Tirosina Acido p-cumarico EéHOMT 1 -T‘/“-«--ﬂ--»“s CoA === N S
: ) War Sinapoil-CoA
| -7 inapoil-Co
i l 4e8 .- Feruloil-CoA 5.y P
i . E;[R)" ‘ | CCR+
‘ i -7 | CAD+
' I»’\\/\/II\S CoA — ¥ Wi
' HO” P R T G-mondmero de S-monémera de
! p-Coumaroil - CoA TNaL lignina lignina
CCR+CAD+7 ™~
i +3 - Malonil - CoA *
i o H- lignina
I CHS +CHR o D U sTS
! cns‘lv \ """"":"': """""""
) Biossintese de
. A~ OH " _OH HO n
5 a0 £y ) mondmeros de
I HO o~ OH Ay / HO_ o~ OH Ay lr 7 \I I. .
Biossintese de ! \[\\/,[,T,,f' I m_/\,vt ignina
flavonéides : o i Zon
! Trihidroxichalcona Tetrahidroxichalcona Resveratrol (Estilbeno)
1 ~ -=3To
' RSy & —"__ 1 ~ao
! ! Auronas e 0 ~a
\ Isoflavondides Flavonas Flavg_néis Flobafenos
] S -
: e
' v A
)

Antocianinas Taninos condensados

Figura 3. Representacdo esquematica do metabolismo dos fenilpropanoides. PAL, fenilalanina aménia-
liase; TAL, tirosina amonia-liase; C4H, cinamato 4-hidroxilase; 4CL, 4-cumarato CoA ligase; COMT,
acido  cafeico/acido  5-hidroxiferalico  O-metiltransferase;  HCT/CST,  hidroxicinamoil-
CoA:shiquimato/quinato hidroxicinamoiltransferase; C3H, p-cumaril shikimato/quinato 3-hidroxilase;
CCoAOMT, cafeoil CoA O-metiltransferase; CCR, (hidroxi)cinamoil CoA redutase; CAD,
(hidroxi)cinamil alcool desidrogenase; F5H ferulato 5-hidroxilase; CHS, chalcona sintase; STS,
estilbeno sintase. Adaptado de Emiliani et al. (2009).

A lignina resulta do acoplamento combinatorio oxidativo de 4-hidroxifenilpropanoides.
Sua biossintese pode ser induzida por diversas condi¢des de estresse, como ferimentos, infeccao
por patdgenos, estresse metabolico e perturbacdes na estrutura da parede celular (Vanholme et
al., 2010; Krzyzanowski et al., 2022). Os principais componentes da lignina sdo os alcoois
hidroxicinamilicos (ou monoligndis), o alcool coniferilico e o 4lcool sinapilico, apresentando
quantidades menores de alcool p-cumarilico. As unidades resultantes dos monolignois, quando
incorporadas ao polimero de lignina, sio denominadas unidades guaiacil (G), siringil (S) e p-
hidroxifenil (H). Apos sua biossintese, os monolignois sdo translocados para a parede celular
através da membrana plasmatica por meio de suas formas 4- O -glicosiladas, coniferina e
siringina, que sdo deglicosiladas por glicosidases localizadas na parede celular (Vanholme et
al., 2010).

Quando o processo de lignificagdo ¢ completado, geralmente coincide com a morte da
célula, formando o que se denomina tecido de resisténcia, dai conclui-se que a lignina ¢ um
produto final do metabolismo da planta (Krzyzanowski, 2022).

Em tecidos minimamente processados, a lignifica¢do induzida por estresse tem sido
associada a alteragOes na textura, reducdo da aceitabilidade sensorial e intensificagdo de
defeitos visuais, particularmente em raizes e tubérculos ricos em fendlicos (Zhou & Jiang, 2021;
Zhang et al., 2023). A formagdo de camadas lignificadas na regido do corte, caracteristica de
protecdo contra o dano, compromete a extensibilidade da parede celular e promove o
endurecimento do tecido, impactando negativamente a qualidade do produto vegetal.
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4. ARTIGO 1
ESCURECIMENTO ENZIMATICO E EFEITO DO ACIDO ASCORBICO EM
DIFERENTES REGIOES DO INHAME (Dioscorea cayenensisy MINIMAMENTE
PROCESSADO

RESUMO

O escurecimento enzimatico ¢ uma das principais limitagdes para a qualidade do inhame O
escurecimento enzimatico ¢ uma das principais limitagdes para a qualidade do inhame
minimamente processado, comprometendo sua aceitabilidade e viabilidade comercial. Este
estudo teve como objetivo investigar o escurecimento enzimatico nas regioes apical, medial e
distal do inhame minimamente processado, avaliando o efeito da aplica¢do de acido ascorbico
e sua relacdo com parametros fisico-quimicos e metabolicos. Rodelas das regides apical (AP),
medial (ME) e distal (DI) foram submetidas ou ndo a aplicacao de acido ascoérbico (AA) (1%,
m/v) e armazenadas a 5 °C por 15 dias, sendo avaliadas quanto a qualidade visual, parametros
fisico-quimicos, atividade das enzimas polifenol oxidase (PPO), superoxido dismutase (SOD)
e catalase (CAT), compostos fenolicos, capacidade antioxidante e perfil fenolico. Observou-se
perda progressiva da qualidade visual e aumento da perda de massa, com variagdes entre as
regides. O AA retardou o escurecimento e manteve a aceitabilidade das amostras ME e DI até
o décimo dia. A regido AP apresentou escurecimento imediato, alta atividade inicial da PPO e
rapida oxidacao do AA, ME mostrou maior estabilidade oxidativa e DI apresentou resposta
tardia, porém mais intensa em relagdo ao aumento da atividade da PPO e do escurecimento.
Houve aumento dos compostos fendlicos e da atividade antioxidante ao longo do
armazenamento, indicando ativagdo de mecanismos nao enzimaticos de defesa, atuando na
contengdo do estresse oxidativo quando a protecdo enzimatica se torna limitada. A analise
cromatografica revelou acumulo de acidos hidroxicinamicos e flavonoides aos 15 dias,
evidenciando a ativagdo da rota dos fenilpropandides em resposta ao estresse pos-
processamento, pela presenca de compostos como acido p-cumarico, feralico e clorogénico,
assim como a catequina, presente em praticamente todas as amostras. Em conjunto, esses
resultados indicam que as respostas bioquimicas do inhame sdo moduladas pela regido do
tubérculo e pela aplicacdo de AA. A regido medial apresenta maior estabilidade ao longo do
armazenamento, mostrando-se mais adequada para o processamento minimo e comercializagao,
especialmente quando associada ao uso de acido ascorbico.

Palavras-chave: polifenol oxidase, compostos fenolicos, espécies reativas de oxigénio,
atividade antioxidante.
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4. ARTICLE 1
ENZYMATIC BROWNING AND THE EFFECT OF ASCORBIC ACID IN
DIFFERENT REGIONS OF MINIMALLY PROCESSED YAM (Dioscorea cayenensis)

ABSTRACT

Enzymatic browning is one of the main limitations to the quality of minimally processed yam,
compromising its acceptability and commercial viability. This study aimed to investigate
enzymatic browning in the apical, medial, and distal regions of minimally processed yam,
evaluating the effect of ascorbic acid application and its relationship with physicochemical and
metabolic parameters. Slices from the apical (AP), medial (ME), and distal (DI) regions were
subjected to ascorbic acid (AA) treatment (1% w/v), with a non-subjecte3d control group, both
stored at 5 °C for 15 days, and were evaluated for visual quality, physicochemical parameters,
activities of the enzymes polyphenol oxidase (PPO), superoxide dismutase (SOD), and catalase
(CAT), phenolic compounds, antioxidant capacity, and phenolic profile. A progressive loss of
visual quality and mass were observed, with variations among regions. AA delayed browning
and maintained the acceptability of ME and DI samples until day 10. The AP region showed
immediate browning, high initial PPO activity, and rapid AA oxidation. ME showed greater
oxidative stability, and DI showed a delayed but more intense response, associated with
increased PPO activity and browning. An increase in phenolic compounds and antioxidant
activity was observed throughout storage, indicating the activation of non-enzymatic defense
mechanisms involved in mitigating oxidative stress when enzymatic protection becomes
limited. Chromatographic analysis revealed the accumulation of hydroxycinnamic acids and
flavonoids at day 15, indicating activation of the phenylpropanoid pathway in response to post-
processing stress, as evidenced by the presence of compounds such as p-coumaric, ferulic, and
chlorogenic acids, as well as catechin, detected in nearly all samples. Altogether, these results
indicate that the biochemical responses of yam are modulated by tuber region and ascorbic acid
application. The medial region shows greater stability during storage, making it more suitable
for minimal processing and commercialization, especially when associated with the use of
ascorbic acid.

Keywords: polyphenol oxidase, phenolic compounds, reactive oxygen species, antioxidant
activity.

4.1. Introducao

O inhame (Dioscorea cayenensis) ¢ uma tubera caulinar pertencente a classe das
monocotiledoneas, da familia Dioscoreaceae, que compreende mais de 600 espécies
distribuidas em regides tropicais e subtropicais (Salehi et al., 2019). A produg¢do mundial
concentra-se no continente africano, com destaque para a Nigéria, responsavel por produzir
aproximadamente 62 milhdes de toneladas em 2022 (FAO, 2025). No Brasil, aproximadamente
90% da producao estd concentrada nos estados do Nordeste, especialmente na Paraiba, Bahia,
Alagoas, Sergipe, Maranhao e Pernambuco (Devide et al., 2025).

O inhame apresenta em sua composicao carboidratos complexos, principalmente amido,
como principal fonte energética, além de fibras e minerais, como potassio e ferro,
apresentando-se como um alimento energético, principalmente para populagdes cuja dieta €
baseada em raizes e tubérculos (Salehi et al., 2019; Wumbei et al., 2022). Além disso,
desempenha um importante papel socioecondmico, pois grande parte do cultivo ¢ realizado em
pequenas propriedades familiares. Nesse contexto, o processamento minimo pode ser uma
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alternativa para agregar valor comercial ao inhame, além de minimizar as perdas pos-colheita
(Couto et al., 2015; Wumbei et al., 2022).

O processamento minimo envolve diferentes etapas que resultam em estresse ao tecido
do vegetal. Os danos causados pelo descascamento e corte interferem em fatores bioquimicos
e fisiologicos, desencadeando processos de oxidacdo por via enzimatica, acelerando o
escurecimento e a deterioragdo do produto, podendo comprometer a aparéncia, a aceitabilidade
e a estabilidade metabdlica dos tecidos durante o armazenamento (Brecht, 1995; Moon et al.,
2020).

O escurecimento decorrente da oxidacdo de compostos fendlicos € catalisado pela
enzima polifenol oxidase (PPO) e resulta na formagao de quinonas que se polimerizam gerando
pigmentos escuros. A intensidade desse processo € modulada pela disponibilidade de substratos
fenolicos, pela atividade da enzima e pela disponibilidade de oxigénio, fatores que sdo alterados
durante o processamento, devido a descompartimentalizagdo celular. Os compostos fenolicos
também atuam como substratos para peroxidases, que catalisam sua oxidacdo na presenga de
peréxido de hidrogénio (H20,), promovendo a geragao de radicais fenolicos que irdo contribuir
com a propagacao do escurecimento enzimatico ou para modificagdes da parede celular (Doorn
& Ketsa, 2014; Hu et al., 2022). O ferimento mecanico ativa a rota dos fenilpropanoides,
mediada principalmente pela fenilalanina amonia-liase (FAL), resultando no aumento da
sintese de compostos fendlicos com fungdes antioxidantes, defensivas ou estruturais (Dixon &
Paiva, 1995; Vogt, 2010). Além disso, as enzimas antioxidantes, incluindo a superdxido
dismutase (SOD) e a catalase (CAT), também sdo ativadas e atuam eliminando as espécies
reativas de oxigénio (EROs) produzidas em decorréncia do estresse (Hu et al., 2022).

Um dos métodos mais empregados para atenuar os efeitos das reagdes causadas pelo
processamento minimo ¢ a aplicagdo de agentes quimicos antioxidantes combinada a
refrigeracdo. O 4cido ascorbico ¢ amplamente utilizado como agente antiescurecimento devido
a sua capacidade de reduzir as quinonas formadas pela oxida¢do de compostos fendlicos,
revertendo-as a difenois (retardando o escurecimento enzimatico), além de atuar na remogao de
EROs geradas durante o processamento (Zhou & Jiang, 2019; Moon ef al., 2020).

O escurecimento enzimatico no inhame nao ocorre de forma uniforme, mas de maneira
mais pronunciada em regides especificas. Graham-Acquaah et al. (2014) observaram diferencas
regionais no teor de fenois totais e nas atividades das enzimas PPO e POD em duas variedades
de inhame (D. rotundata). Oluoha (1988) também observou heterogeneidade metabodlica nas
diferentes regides do inhame, evidenciando variacdes nas atividades de diferentes enzimas
(hexocinase, fosforilase, desidrogenase, fosfofrutocinase e piruvato cinase), bem como no pH
e no teor de proteinas nas diferentes regides estudadas. A compreensdo dessas respostas €
essencial para explicar por que diferentes regides do tubérculo apresentam comportamentos
contrastantes quanto ao escurecimento e a estabilidade metabolica.

As respostas bioquimicas e enzimaticas sao distintas nas diferentes regides morfologicas
(apical, medial e distal) do inhame minimamente processado e o acido ascorbico atua na
inibicdo do escurecimento enzimatico. Sendo assim, o presente estudo teve como objetivo
investigar o escurecimento enzimatico nas regides apical, medial e distal do inhame
minimamente processado com e sem aplicagdo de acido ascorbico, integrando parametros
fisico-quimicos, enzimaticos e metabdlicos, a fim de identificar a regido do inhame mais
adequada para a comercializa¢do na forma minimamente processada.

4.2. Material e Métodos

4.2.1. Processamento e delineamento experimental

As tiberas de inhame (Dioscorea cayenensis) foram adquiridas no mercado atacadista
local (Aracaju, SE, Brasil), selecionadas quanto ao tamanho, integridade e auséncia de defeitos
visuais, e conservadas a 18 + 2 °C até o processamento.
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Durante o processamento, foram lavadas em d4gua corrente e seccionadas
transversalmente com uma faca afiada em trés regides morfoldgicas: apical (AP), medial (ME)
e distal (DI), considerando entre 1,5 a 2 cm para cada regiao, de acordo com Graham-Acquaah
et al. (2014). As regides foram descascadas e cortadas em rodelas de aproximadamente 0,5 cm
de espessura, sendo imediatamente imersas em agua refrigerada (5 °C).

As rodelas foram sanitizadas com cloro ativo (200 mg L") por 10 min a 5 °C, seguidas
de rinsagem em 4gua clorada (3 mg L) por 5 min a 5 °C. Durante essa etapa, metade das
amostras foi tratada com &cido ascorbico (1% m/v), enquanto a outra metade ndo recebeu
qualquer tratamento, constituindo o controle (—AA). As amostras foram drenadas por 10 min
em tela plastica, acondicionadas em bandejas de poliestireno expandido (EPS), envoltas com
filme de PVC e conservadas sob refrigeracao (5 += 2 °C) (Figura 1).

RECEPCAO DA MATERIA-PRIMA
18 +2°C

!

PRE-LAVAGEM E SELECAO

!

DESCASCAMENTO E CORTE
Rodelas (0,5 cm)

!

LAVAGEM E SANITIZACIT\O
200 ppm, 10 min, 5 °C

}

RINSAGEM E TRATAMENTO COM AA
0% e 1% (m/v), 5 min, 5 °C

!

DRENAGEM ’

A N

10 min em tela

'SR " . 0 'R

|

EMBALAGEM
Bandejas EPS + filme PVC

|

ARMAZENAMENTO ’

5+2°C

Figura 1. Fluxograma do processamento minimo do inhame (Dioscorea cayenensis)
submetido a tratamento com acido ascorbico e armazenamento refrigerado.

4.2.2. Analise visual e perda de massa
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A andlise visual das amostras foi realizada por meio de uma escala subjetiva de cinco
pontos (1-5), adaptada de Coelho Junior et al. (2019), considerando a intensidade e a
distribuicao do escurecimento enzimatico, do esbranquicamento superficial e do ressecamento
do tecido. Notas mais altas indicaram melhor qualidade visual e maior aceitabilidade do
produto, de acordo com os critérios descritos na Tabela 1. As notas foram expressas como
média + desvio padrao das repeticdes e submetidas a andlise estatistica conforme descrito na
secdo de analise de dados.

Tabela 1. Escala visual utilizada para avaliar a aparéncia do inhame minimamente processado
durante o armazenamento, considerando a intensidade do escurecimento enzimatico, do
esbranquicamento superficial e do ressecamento do tecido.

Nota Critérios de avaliacio visual

Superficie clara, homogénea ¢ caracteristica do inhame fresco. Auséncia de
5 — Excelente  escurecimento e esbranquicamento. Tecido integro, sem sinais de ressecamento.
Aparéncia visual totalmente aceitavel.

Leve escurecimento ou esbranquicamento superficial. Alteracdes discretas e
4 —Boa localizadas (na superficie ou bordas da rodela). Auséncia de ressecamento
perceptivel. Aparéncia geral pouco comprometida.

Escurecimento e/ou esbranquicamento moderado. Alteragdes visiveis, porém ndo
3 — Aceitavel  generalizadas. Inicio de ressecamento superficial. Produto ainda visualmente
aceitavel.

Escurecimento e/ou esbranquicamento evidentes ¢ mais disseminados. Bordas
2 — Ruim opacas ou escurecidas e aspecto seco. Ressecamento perceptivel ao longo da
superficie. Aparéncia visual comprometida.

Escurecimento intenso e generalizado. Esbranquicamento acentuado associado a
1 — Muito ruim forte ressecamento. Tecido opaco, seco e visualmente deteriorado. Produto
visualmente inaceitavel.

As notas foram expressas como média + desvio padrdo das repeticdes e submetidas a
analise estatistica conforme descrito na se¢ao de analise de dados.

A perda de massa (%) foi determinada pela diferenca entre a massa inicial das amostras
no tempo zero (T0) e as massas registradas nos demais tempos de armazenamento, conforme a

Equagao 1:
(Mo — M)

Perda de massa (%) = — X 100
0

Em que Mo corresponde & massa inicial da amostra e M @ massa no tempo t.

4.2.3. Teor de acido ascorbico, pH, Brix e acidez

O teor de 4cido ascorbico foi determinado pelo método titulométrico de Tillmans,
baseado na reducdo do corante 2,6-diclorofenolindofenol (DCPIP) pelo acido ascorbico,
conforme AOAC (2012), com adaptagdes. Foram pesados 2,5 g de amostra triturada, que foram
homogeneizados com solugdo extratora de 4cido oxalico a 1% (m/v). O extrato foi filtrado em
gaze ¢ o volume ajustado para 25 mL em balao volumétrico. O teor de acido ascorbico foi
calculado com base no fator de corre¢do do titulante e expresso em mg de 4cido ascorbico por
100 g de amostra fresca (mg 100 g™).
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O pH foi determinado pesando-se 2,5 g de amostra triturada, homogeneizada com 25 mL
de 4dgua destilada. A leitura foi realizada em peagametro digital modelo Tec-05 (Tecnal) (IAL,
2008).

O teor de solidos soluveis totais foi determinado por refratometria, em refratometro
digital modelo HI 96801 (Hanna Instruments, Roménia). A amostra triturada foi envolvida em
gaze e, em seguida, prensada para extragdo do suco, que foi aplicado diretamente no prisma do
refratdmetro. Os resultados foram expressos em °Brix (IAL, 2008).

A acidez total titulavel foi determinada por titulometria. Foram pesados 2,5 g de amostra
triturada e homogeneizados com 25 mL de agua destilada. A suspensao foi titulada com solugao
de hidroxido de s6dio (NaOH) 0,1 M, utilizando fenolftaleina como indicador (IAL, 2008). Os
resultados foram expressos em g de acido equivalente por 100 g de amostra fresca.

4.2.4. Indice de escurecimento (IE) e Indice de esbranquicamento (IEB)

Os indices de escurecimento (IE) e de esbranquigamento (IEB) foram calculados a partir
dos valores de L*, a* e b*, determinados em colorimetro Minolta CR300 (Konica Minolta
Sensing, Osaka, Japan), usando o sistema CIELAB (Pathare ef al., 2013). As leituras foram
realizadas em pontos distintos da superficie de cada rodela, e os valores médios foram utilizados
para os calculos.

O indice de escurecimento (IE) foi calculado de acordo com a Equagao 2:

100 (x—0,31)

IE 0,17

Em que:
a*+1,75L"

= 5,645 +a' — 3,012b"

X

Valores mais elevados de IE, indicam maior intensidade de escurecimento.
O indice de esbranquicamento (IEB) foi calculado a partir dos parametros L*, a* e b*,
conforme a Equagao 3:

IEB = /(100 — )2 + a*2 + b*2
Valores mais elevados de IEB indicam maior grau de esbranquigamento da superficie.

4.2.5. Compostos fendlicos totais

Os compostos fenolicos totais foram determinados de acordo com Reyes ef al. (2007),
com modificacdes. A extracao foi realizada por maceragdo de 2,0 g de amostra triturada, com
adi¢do de 10 mL de metanol. Os extratos foram incubados no escuro a 4 °C por 20 h e, em
seguida, centrifugados a 12.857 x g por 20 min a 2 °C. Uma aliquota de 150 puL do sobrenadante
foi diluida em 2.400 pL de 4dgua destilada, seguida da adi¢do de 150 pL do reagente de Folin—
Ciocalteu (0,25 N). Apds homogeneizacao por 3 min, foram adicionados 300 pL. de carbonato
de sodio (1,0 N). As amostras foram mantidas no escuro a temperatura ambiente por 2 h e a
absorbancia determinada a 725 nm. Os resultados foram expressos em mg de equivalente de
acido galico por 100 g de massa fresca.

4.2.6. Atividade antioxidante por ABTS

A atividade antioxidante foi determinada pelo método do radical catibnico ABTS**
[acido 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico)], conforme descrito por Nenadis et al.
(2004), com adaptagdes. O radical ABTS"" foi gerado pela reagdo entre a solugdo de ABTS (7
mM) e de persulfato de potassio (2,45 mM) e mantida no escuro a temperatura ambiente por 16
h. A solucdo foi posteriormente diluida em etanol até atingir absorbancia de 0,700 + 0,050 a
734 nm. A partir do extrato obtido no item 4.2.5., uma aliquota de 30 puL do extrato foi
adicionada a 3,0 mL da solu¢do de ABTS"".
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As leituras foram realizadas ap6s 6 minutos, a 734 nm, e o etanol foi utilizado como
branco. A atividade antioxidante foi expressa em umol equivalentes de Trolox por g de massa
fresca (umol TE g!), a partir de curva padrio de Trolox.

4.2.7. Perfil de compostos fendlicos

O perfil de compostos fendlicos foi determinado por cromatografia liquida de alta
eficiéncia com detector de arranjo de diodos (RP-HPLC/DAD), de acordo com o método
proposto por Lima et al. (2024), utilizando um sistema Shimadzu (Kyoto, Japao).

As amostras de inhame foram previamente trituradas e liofilizadas. Para a extragdo dos
compostos fenolicos, 250 mg de amostra foram suspensos em 1,0 mL de metanol/HCI1 1,5 N
(85:15, v/v) e submetidos a agitagao a 150 rpm por 30 min, a temperatura ambiente, em agitador
tipo “shaker”, conforme descrito por Akissoe et al. (2003). Apds esse periodo, a suspensao foi
centrifugada a 7.000 x g por 5 min, a temperatura ambiente. O sobrenadante foi coletado,
filtrado em filtro de seringa PTFE (0,22 pm) e utilizado para a andlise cromatografica.

A fase moével consistiu em acido fosforico 0,52% (v/v) em agua (fase A) e metanol
acidificado com 4cido fosforico 0,52% (v/v) (fase B). A vazio foi mantida em 0,8 mL.min™!,
com a coluna a 35 °C, e o volume de inje¢do foi de 20 pL. O gradiente de eluicdo foi
programado da seguinte forma: 0 min: 5% B; 5 min: 23% B; 14 min: 26% B; 30 min: 50% B;
33-34 min: 80% B; 34,1-36,6 min: 100% B; 36,7 min: 5% B, seguido de 4,5 min de
reequilibrio.

A detecgao foi realizada nos comprimentos de onda de 220, 280, 320, 360 ¢ 520 nm. A
identificacdo e quantificacdo dos compostos fenolicos foram realizadas por comparagdo com
padrdes externos, considerando os tempos de retencao, a similaridade espectral e as curvas de
calibragdo. Padrdes fendlicos comerciais (catequina, luteolina, acido galico, acido siringico,
naringina, hesperidina, 4cido trans-cindmico, naringenina, acido clorogénico, &acido p-
cumadrico, acido ferulico, quercetina-3-glicosideo, rutina, miricetina e quercetina) foram
analisados individualmente sob as mesmas condi¢des cromatograficas e utilizados para a
identificacao dos compostos presentes nas amostras. As analises foram realizadas em triplicata.

4.2.8. Atividade da enzima PPO

A atividade da PPO foi determinada de acordo com Simodes et al. (2015), com
adaptagdes. Para a extracdo, 0,25 g de amostra foram homogeneizados em 3 mL de tampao
fosfato de sodio 0,2 M (pH 6,0), previamente resfriado a 4 °C. Em seguida, o material foi
centrifugado a 12.857 x g por 20 min, a 4 °C, e o sobrenadante utilizado como extrato
enzimatico.

A atividade da PPO foi avaliada pela adi¢ao de 25 puL do extrato a um meio de reacao
contendo 1,5 mL de catecol e 1,375 mL de tampao fosfato de s6dio 0,2 M (pH 6,0). O aumento
da absorbancia foi monitorado a 425 nm, a 30 °C, com leituras a cada 30 s por 3 minutos. A
atividade enzimatica foi expressa em unidades de PPO g! de massa fresca (U g 'MF).

4.2.9. Atividade das enzimas SOD e CAT

A atividade da SOD foi determinada de acordo com o método descrito por Shi et al.
(2007), com adaptacdes. Para a extragdo enzimatica, 0,25 g de tecido foram homogeneizados
em 6 mL de tampao fosfato de sédio 0,1 M (pH 7,0), em seguida, centrifugados a 12.857 x g
por 20 min, a 4 °C e o sobrenadante utilizado como extrato enzimatico.

Para a reagdo, 100 uL. do extrato foram adicionados a 1.660 puL de tampao fosfato de
sodio 50 mM (pH 7,8), contendo 1,0 uM de EDTA, 13 mM de metionina, 40 puL de riboflavina
(1,0 mM) e 200 pL de nitro blue tetrazolium (NBT) (750 uM). As misturas reacionais foram
expostas a luz incidente (lampada fluorescente de 18 W) por 5 min, e as leituras foram
realizadas a 560 nm. A atividade da SOD foi determinada com base na inibi¢ao da fotorredu¢ao
do NBT, definindo-se uma unidade de atividade (UA) como a quantidade de enzima necessaria
para inibir 50% da reacfio. Os resultados foram expressos em UA s g'! de massa fresca.
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A atividade da catalase (CAT) foi determinada conforme Pukacka e Ratajczak (2005).
Uma aliquota de 300 pL do sobrenadante foi adicionada a 2,7 mL de tampao fosfato de sodio
50 mM (pH 7,0) contendo 20 mM de H>O». A reagao foi conduzida a 30 °C e monitorada pela
diminui¢ao da absorbancia a 240 nm durante 3 min, com leituras a cada 30 s. A atividade
enzimatica foi calculada utilizando o coeficiente de extingdo molar de 36 M™! cm™! para H2O; e
expressa em nmol de H>O, s' kg'! de massa fresca.

4.2.10. Analise estatistica

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, em esquema
fatorial 6 (correspondente as regides do tubérculo (AP, ME e DI) e aos tratamentos com acido
ascorbico (—AA e +AA) ) x 4 (tempos de armazenamento (0, 5, 10 e 15 dias), com trés
repeticdes por tratamento).

Todos os dados foram analisados pelo programa SISVAR versao 5.8 e expressos como
médias £ erro padrdo. Foi realizada analise de variancia (ANOVA) e teste de Tukey a 5% de
significancia (p < 0,05).

4.3. Resultados

4.3.1. Analise visual e perda de massa

A andlise visual evidenciou que o escurecimento das rodelas de inhame teve inicio
principalmente ao redor dos feixes vasculares, intensificando-se progressivamente com o tempo
(Figura 2A). A regido apical (AP) apresentou escurecimento intenso, distribuido na superficie
das rodelas desde o inicio do armazenamento, independentemente da aplicacdo de acido
ascorbico, resultando em baixos escores na andlise visual. As regides medial (ME) e distal (DI)
apresentaram escurecimento a partir do quinto dia, nas areas proximas aos feixes vasculares e
nas bordas, com posterior intensificacdo com escores acima do limite aceitavel até o quinto dia.
Nessas regides, a aplicacdo de 4cido ascoérbico atenuou o escurecimento, mantendo escores
acima do limite aceitavel até o décimo dia. O esbranquicamento superficial foi observado em
todas as regides a partir do quinto dia.

A perda de massa aumentou progressivamente ao longo do armazenamento em todas as
amostras (Figura 2B), sendo mais pronunciada na regido distal (DI), intermedidria em AP
(+AA) e menor na regido medial (ME).
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Figura 2. Aparéncia, andlise visual (A) e perda de massa (B) de rodelas de inhame sem AA e
com AA, conservadas a 5 £2 °C. AP (-AA) =regido apical sem AA; AP (+AA) = regido apical
com 1% de AA; ME (—AA) = regido medial sem AA; ME (+AA) = regido medial com 1% de
AA; DI (-AA) = regido distal sem AA; DI (+AA) = regido distal com 1% de AA; AA = acido
ascorbico. As barras representam o erro padrao das médias (n = 3). Letras minusculas diferentes
indicam diferengas entre tratamentos no mesmo tempo, e letras maiusculas diferentes indicam
diferengas ao longo do tempo para o mesmo tratamento (teste de Tukey, p < 0,05).

4.3.2. Teor de acido ascorbico, pH, Brix e acidez

Os teores de acido ascorbico diferiram significativamente entre os tratamentos no inicio
do armazenamento, com os maiores valores observados em DI (+AA) e os menores em AP
(+AA) (Tabela 2). As amostras da regido apical (AP) apresentaram queda acentuada nos teores
de 4cido ascorbico no primeiro dia de armazenamento.

Verificou-se variagao nos valores de pH ao longo do periodo de armazenamento para
todos os tratamentos avaliados (Tabela 2). No tempo inicial, os valores de pH foram

semelhantes entre os tratamentos, com excecdo de DI (+AA), que apresentou pH
significativamente menor.
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Tabela 2. Teor de acido ascorbico e pH de rodelas de inhame provenientes das regides apical
(AP), medial (ME) e distal (DI), sem (—AA) e com (+AA) tratamento com acido ascorbico,
conservadas a 5 £ 2 °C por 15 dias.

Tempo (dias)

Tratamentos 0 5 10 15
AP (-AA) 0,22+0,18cd A 0,66 +0,003b A 0,00+ 0,00 a A 0,00+ 0,00 a A
Acido AP (+AA) 0,00£0,00d A 1,52+ 0,18b A 0,00+ 0,00 a A 0,00+ 0,00 a A
ascorbico ME (-AA) 1,97+0,31cdA 1,10+0,36 b AB 0,00+ 0,00 aB 0,00+£0,00aB
(mg/100g) ME (+AA) 13,93+0,82b A 1,30+ 0,30 b B 0,00+ 0,00 aB 0,88+0,71aB
DI (-AA) 2,17+0,17c A 1,53+0,71 b AB 0,00+ 0,00 aB 1,96+ 0,30 a A
DI (+AA) 29,84 +0,74a A 8,49+0,93aB 0,66 +0,0011 aC 0,43+0,35aC
AP (-AA) 7,01 £0,0054aA 6,62+0,034abB 5,74+0,068abC 5,53+0,035¢D
AP (+AA) 6,95+0,021a A 6,43+0,022¢cB 5,61 +0,029b C 5,53+0,04cC
H ME (-AA) 6,92+0,015aA 6,73+0,0072aB 59+0,031aC 5,91 +£0,065 ab C
p ME (+AA) 6,88+0,012abA 6,63+0,05abB 5,87+0,023aC 5,95+0,047aC
DI (-AA) 6,84 £0,015abA 6,62+0,056abB 5,73+0,031abC 5,80+0,010ab C
DI (+AA) 6,71 £0,029b A 6,46+0,019bcB 5,79+0,012aC 5,77+0,043b C

Médias + erro padrdo (n = 3). Letras minusculas diferentes indicam diferenca significativa na coluna entre
tratamentos no mesmo tempo, ¢ letras maiusculas diferentes indicam diferenca significativa na linha entre tempos
dentro do mesmo tratamento, pelo teste de Tukey (p < 0,05). AA = 4cido ascorbico.

Os teores de solidos soluveis (°Brix) foram maiores nas amostras da regido apical (AP)
em compara¢do as demais regides e verificou-se aumento progressivo em todas as amostras ao
longo do armazenamento (Tabela 3). Quanto a acidez titulavel, a regido distal (DI) apresentou
maiores valores em comparacdo as demais regides. Além disso, verificou-se aumento

progressivo da acidez em todos os tratamentos ao longo do periodo de armazenamento (Tabela
3).

Tabela 3. Efeito dos tratamentos e do tempo sobre o teor de solidos soluveis totais (°Brix) e
acidez titulavel de rodelas de inhame provenientes das regides apical (AP), medial (ME) e distal

(DI), sem (—AA) e com (+AA) tratamento com acido ascorbico, durante o armazenamento a 5
+ 2 °C.

Brix Acidez
Tratamento
AP (-AA) 10,94 £ 0,68 a 0,14 +£0,0073 b
AP (+AA) 11,13+ 0,70 a 0,15+0,0088 b
ME (-AA) 7,33+0,49b 0,15+0,0065b
ME (+AA) 7,19+0,39b 0,16 +£0,0092 b
DI (-AA) 7,22+0,25b 0,20 +£0,0051 a
DI (+AA) 8,33+0,73b 0,20+ 0,0035a
Tempo
0 7,46 £0,52 C 0,105+ 0,00548 D
5 7,95 +0,59 BC 0,156 £0,00724 C
10 9,16+ 0,71 AB 0,182 +£0,00733 B
15 9,99 +0,33 A 0,219 £ 0,00684 A

Médias + erro padrdo (n = 3), obtidas a partir da média dos tempos de armazenamento. Letras diferentes na mesma
coluna indicam diferenca significativa entre tratamentos pelo teste de Tukey (p < 0,05). AA = 4cido ascorbico.

4.3.3. Indices de escurecimento, esbranquicamento, compostos fenélicos e ABTS
As amostras da regido distal (DI) exibiram os menores valores de indice de
escurecimento (IE) ao longo do armazenamento, enquanto as amostras da regido apical (AP)
apresentaram maior IE (Figura 3A). As amostras da regido medial (ME) apresentaram
comportamento intermedidrio, com valores de IE mais proximos aos observados para a CB.
Além do escurecimento, realizou-se também a avaliacdo do indice de esbranquicamento
(IEB) das amostras (Figura 3B). O IEB mostrou que as amostras de DI apresentaram os maiores
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valores, seguidas por ME, enquanto AP exibiram os menores valores. Porém, ao longo do
periodo de armazenamento nenhum tratamento apresentou alteragdes significativas nesse
parametro.

Os teores de compostos fenolicos totais variaram significativamente em fun¢do da
regido do tubérculo, do tempo de armazenamento e da aplicagdo de acido ascorbico (AA)
(Figura 3C). De modo geral, observou-se aumento dos teores de compostos fendlicos totais ao
longo do armazenamento em todas as regides avaliadas, sendo esse aumento mais pronunciado
nas amostras tratadas com acido ascoérbico. Na regido apical (AP), ndo foram observadas
diferencas entre os tratamentos no tempo inicial; no entanto, ao longo do armazenamento, as
amostras tratadas com 4cido ascorbico apresentaram maiores teores de compostos fenolicos em
comparagao as nao tratadas, mantendo essa diferenga até o final do periodo. Na regido medial
(ME), houve um aumento no teor de compostos fendlicos em ambos os tratamentos ao longo
do armazenamento, porém as amostras tratadas com acido ascorbico apresentaram valores
superiores desde o inicio do armazenamento. Na regido distal (DI), as amostras tratadas com
acido ascorbico apresentaram teores iniciais mais elevados de compostos fenolicos, enquanto
as amostras nao tratadas com acido ascorbico mostraram aumento mais expressivo ao longo do
armazenamento, reduzindo as diferencas entre os tratamentos.

A atividade antioxidante, determinada pelo método ABTS, apresentou comportamento
distinto entre regides do tubérculo, tratamentos com d4cido ascorbico e tempo de
armazenamento, indicando respostas metabolicas regionalmente especificas ao estresse de
processamento (Figura 3D). Na regido apical (AP), observou-se aumento da atividade
antioxidante ao longo do armazenamento em ambos os tratamentos, com resposta mais
pronunciada nas amostras tratadas com acido ascorbico, porém tornaram-se estatisticamente
semelhantes entre si ao final do periodo de armazenamento. Em contraste, a regido medial (ME)
ndo apresentou variacdo significativa da atividade antioxidante ao longo do tempo em nenhum
dos tratamentos. Na regido distal (DI), as amostras ndo tratadas com dacido ascérbico
apresentaram aumento progressivo da atividade antioxidante, enquanto aquelas tratadas
mantiveram valores mais estaveis, resultando em valores semelhantes entre os tratamentos ao
final do armazenamento.
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Figura 3. Indice de escurecimento (IE) (A), indice de esbranquicamento (IEB) (B), fendis totais
(C), atividade antioxidante (ABTS) (D), PPO (E) e SOD (F) de rodelas de inhame sem AA e
com AA, conservadas a 5 +£2 °C. AP (-AA) =regido apical sem AA; AP (+AA) =regido apical
com 1% de AA; ME (—AA) = regido medial sem AA; ME (+AA) = regido medial com 1% de
AA; DI (-AA) = regido distal sem AA; DI (+AA) = regido distal com 1% de AA; AA = acido
ascorbico. As barras representam o erro padrao das médias (n = 3). Letras minusculas diferentes
indicam diferengas entre tratamentos no mesmo tempo, € letras maiusculas diferentes indicam
diferencas ao longo do tempo para o mesmo tratamento (teste de Tukey, p < 0,05).

4.3.4. Atividade das enzimas PPO, SOD e CAT



25

Nas regides apical (AP) e distal (DI), a atividade da PPO aumentou ao longo do
armazenamento, com valores inicialmente elevados em AP e incremento progressivo, enquanto
em DI o aumento ocorreu a partir do quinto dia, mantendo-se estavel apos esse periodo (Figura
3F). Na regido medial (ME), observou-se comportamento distinto entre os tratamentos, com
reduc¢do da atividade em ME (+AA) ao longo do tempo, resultando nos menores valores ao final
do armazenamento.

A atividade da SOD manteve-se relativamente estavel nas regides apical (AP) e medial
(ME) até o décimo dia, com redugdo ao final do armazenamento. Nessas regides, as amostras
tratadas com acido ascorbico apresentaram valores ligeiramente superiores aqueles sem AA (-
AA). Em contraste, na regido distal (DI), a atividade da SOD diminuiu precocemente,
mantendo-se reduzida ao longo do armazenamento, embora com valores mais elevados nas
amostras tratadas com AA.

A atividade da catalase (CAT) ndo foi detectada nas amostras de inhame ao longo de
todo o periodo de armazenamento, nas condigdes experimentais adotadas.

4.3.5. Perfil de compostos fendlicos

A andlise cromatografica por HPLC permitiu a identificacdo de diferentes compostos
fenolicos nas amostras de inhame avaliadas no tempo zero e aos 15 dias de armazenamento
(Tabela 4). Dentre os compostos analisados, a catequina foi o metabolito mais frequentemente
quantificado, apresentando concentragdes acima do limite de quantificagdo na maioria das
amostras, independentemente da regido, do tempo de armazenamento e da aplicagdo de acido
ascorbico.

A luteolina foi detectada em niveis inferiores ao limite de quantificagdo ou nao
detectada, variando conforme a regido e o tempo de armazenamento. De forma semelhante,
quercetina-3-glicosideo e miricetina foram majoritariamente detectadas em concentracdes
inferiores ao limite de quantificagdo, sendo quantificaveis apenas em amostras especificas da
regido apical (AP), tanto no tempo inicial quanto no 15° dia de armazenamento.

O 4cido p-cumarico foi identificado exclusivamente no dia 15, apresentando
concentragdes acima do limite de quantificagdo em ME e DI, independentemente da aplicagao
de acido ascorbico. O acido fertlico foi detectado apenas em parte das amostras no tempo 15,
especificamente em AP e DI, sempre em concentragdes inferiores ao limite de quantificagdo. O
acido clorogénico foi quantificado exclusivamente em DI no final do armazenamento, com
valores mais elevados em DI (+AA).

Compostos fenolicos detectados em concentragdes inferiores ao limite de quantificagao
(<LQ) foram reportados por indicarem a presenc¢a efetiva do metabolito no tecido, ainda que
em niveis muito baixos. A transi¢do entre condi¢cdes de nao deteccao (ND), detec¢do abaixo do
limite de quantificacdo (<LQ) e posterior quantificacdo reflete alteragdes no perfil fenolico
associadas ao armazenamento e a regido do tubérculo, sendo biologicamente relevante para a
caracteriza¢ao da resposta metabolica do inhame minimamente processado.

Tabela 4. Perfil de compostos fendlicos identificados por HPLC em diferentes regides do
inhame minimamente processado™.

. —AA + AA
Regido
TO0 T15 TO T15
AP

Catequina 16,64 + 5,01 9,57 +£2,28 10,39 + 1,53 16,16 = 4,05
Luteolina <LQ <LQ <LQ <LQ
Acido Clorogénico ND ND ND ND
Acido p-cumérico ND <LQ ND <LQ
Acido ferulico ND <LQ ND <LQ
Quercetina-3-glicosideo 8,73 +£2,01 7,82 +0,02 <LQ 13,8+3

Miricetina 7,35+2,1 5,52+0,28 <LQ 8,84 +1,16
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ME
Catequina 6,59 £1,1 <LQ <LQ <LQ
Luteolina <LQ <LQ <LQ <LQ
Acido Clorogénico ND ND ND ND
Acido p-cumarico ND 5,95+2,19 ND 6,08 £ 0,96
Acido ferulico ND ND ND ND
Quercetina-3-glicosideo <LQ <LQ <LQ <LQ
Miricetina <LQ <LQ <LQ <LQ

DI
Catequina <LQ 4,24 £ 0,24 <LQ <LQ
Luteolina <LQ ND <LQ ND
Acido Clorogénico ND 3,48 £ 0,45 ND 8,51£0,15
Acido p-cumérico ND 13,14+ 0,18 ND 6,4+ 1,24
Acido fertlico ND <LQ ND <LQ
Quercetina-3-glicosideo <LQ <LQ <LQ <LQ
Miricetina <LQ <LQ <LQ <LQ

*Valores expressos em mg/g de massa seca, como média + desvio padrdao. AP: regido apical; ME: regido medial,
DI: regido distal. TO: tempo inicial; T15: 15 dias de armazenamento. —AA: amostras sem aplicagdo de acido
ascorbico; +AA: amostras tratadas com acido ascorbico. ND: ndo detectado; LQ: limite de quantificacdo do
método cromatografico; <LQ: detectado abaixo do limite de quantificagdo do método. LQ variaram entre 0,28 e
2,63 mg L', dependendo do composto.

4.4. Discussao

A qualidade visual do inhame minimamente processado diminuiu progressivamente ao
longo do armazenamento nas regides medial (ME) e distal (DI), enquanto as amostras da regido
apical (AP) apresentaram redugdo acentuada da qualidade visual imediatamente apds o corte.
A aplicagdo de acido ascorbico retardou a perda de qualidade visual, resultando em notas
significativamente mais elevadas no décimo dia nas regidoes ME e DI, quando comparadas as
amostras sem AA, indicando manutencao da aceitabilidade por maior periodo. Coelho Junior
et al. (2019) relataram escores de qualidade visual acima do limite aceitavel até o 12° dia de
armazenamento, em inhame armazenado a 5 °C, valores superiores aos observados no presente
estudo para as regides ME e DI sem adigdo de acido ascorbico.

A perda de massa aumentou de forma progressiva e significativa em todos os
tratamentos ao longo do tempo. As amostras da regido medial (ME) exibiram as menores
perdas, indicando maior capacidade de reten¢do de dgua, enquanto as amostras da regido distal
(DI) apresentaram as maiores perdas. Esse fato pode ser explicado, a0 menos em parte, por
fatores fisicos e morfo-anatomicos. As rodelas provenientes dessa regido apresentaram menor
didmetro, o que exigiu maior nimero de unidades por bandeja, aumentando a area superficial
total exposta ao ambiente e, consequentemente, a taxa de evaporagdo. Além disso, a regiao DI
corresponde a tecidos mais jovens, caracterizados por maior teor de dgua e paredes celulares
mais finas, o que favorece a perda de massa durante o armazenamento (Degbeu et al., 2019).
Hu et al. (2021) verificaram perda de massa gradual em batatas minimamente processadas
conservadas por seis dias a 4 °C. Resultados semelhantes foram obtidos por Zhou ef al. (2021),
que notaram crescente perda de massa em batatas minimamente processadas durante todo o
periodo de armazenamento, porém esta foi mais acentuada nas amostras sem tratamento com
AA quando comparadas a amostras submetidas ao tratamento com AA.

O acido ascorbico foi rapidamente consumido na regido AP no tempo inicial e reduzido
nas regioes ME e DI até o dia cinco, mesmo nos tratamentos com aplicacdo exdgena de acido
ascorbico, indicando utilizacdo metabdlica do antioxidante em resposta ao estresse do
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processamento. No entanto, em algumas amostras das regides ME (-AA) e DI (-AA), os teores
de 4cido ascorbico se mantiveram detectaveis ao longo do armazenamento, o que pode ser
atribuido a preservacao do acido ascorbico enddogeno presente no tecido.

Os valores de pH, no tempo inicial, foram semelhantes entre os tratamentos, com
excecao de DI (+AA), que apresentou pH significativamente menor. Esse comportamento pode
ser explicado pelo menor tamanho das rodelas provenientes dessa regido do tubérculo e,
consequentemente, pelo maior nimero de unidades por bandeja, o que pode ter favorecido
maior reten¢do do acido ascorbico. Esses resultados corroboram os de Oluoha (1988), que nao
observaram diferencas significativas no pH entre as regides morfoldgicas de inhames
Dioscorea rotundata e D. alata recém-colhidos. Em contraste, apds armazenamento
prolongado (seis meses), notaram diferengas de pH entre a regido DI e as demais.

O teor de solidos soluveis totais (°Brix) e a acidez titulavel apresentaram variagdes
graduais e relativamente homogéneas entre regides e tempos de armazenamento, sem evidéncia
de efeito protetor do acido ascorbico sobre esses parametros. As amostras da regido apical (AP)
apresentaram maiores teores de solidos soluveis (°Brix) quando comparadas aos demais
tratamentos, indicando que o teor de sélidos soliveis ¢ intrinsecamente mais elevado nessa
regido do tubérculo. Em relagdo ao periodo de armazenamento, observou-se aumento
progressivo dos valores de °Brix, sugerindo concentracdo de so6lidos soluveis, provavelmente
associada a perda de agua e, possivelmente, a degradacdo de polimeros estruturais. A acidez
titulavel nas amostras da regido distal (DI) foi significativamente mais elevada em comparagao
as demais regides. Além disso, verificou-se aumento progressivo da acidez em todos os
tratamentos ao longo do periodo de armazenamento, indicando acidificacao dos tecidos, a qual
pode estar relacionada ao estresse oxidativo e ao metabolismo induzido pelo corte, e/ou a agao
de microrganismos durante o armazenamento. Tendéncia semelhante foi observada por Sharma
et al. (2018) em cenouras minimamente processadas, reforcando a ocorréncia de alteragdes
fisico-quimicas durante o armazenamento.

Os indices de escurecimento e¢ de esbranqui¢amento foram utilizados de forma
complementar para caracterizar as alteragcdes visuais das rodelas de inhame entre as regioes
analisadas e durante o armazenamento. Enquanto o indice de escurecimento reflete
predominantemente a formagdo de pigmentos escuros resultantes da oxida¢do de compostos
fenolicos, o indice de esbranquicamento esta associado a alteragdes estruturais do tecido, como
perda de dgua e colapso celular, que aumentam a dispersao da luz. Assim, os valores obtidos
por colorimetria representam a resultante de dois processos opostos: o escurecimento induzido
por oxidacao fenolica e o clareamento decorrente do esbranquicamento, limitando o uso dessa
andlise para avaliagdo de escurecimento e esbranquicamento em inhame minimamente
processado.

O estresse oxidativo induzido pelo processamento minimo promove a geragao de EROs,
que desestabilizam a homeostase redox celular e ativam respostas metabolicas direcionadas
para o combate ao estresse (Meitha et al., 2020; Decros et al., 2019). No presente estudo, as
respostas enzimaticas (PPO, SOD e CAT) e antioxidante (ABTS), juntamente com o teor de
fenois totais revelam uma resposta redox fortemente dependente da regido analisada e do
tratamento empregado.

Em AP, o escurecimento imediato apos o corte, a rapida deplecao do acido ascorbico e
a clevada atividade inicial da PPO indicam maior suscetibilidade a oxidag¢dao fendlica.
Paralelamente, a elevada atividade da SOD e o aumento progressivo dos compostos fenodlicos
e da atividade antioxidante sugerem que o tecido ativou precocemente a rota dos
fenilpropanoides, como mecanismo compensatorio frente ao estresse oxidativo. A rédpida
oxidagdo do acido ascorbico nessa regido indica que a defesa antioxidante inicial esteve
associada principalmente a atuagdo enzimadtica, sendo posteriormente comprometida com o
avango do armazenamento, como evidenciado pela reducdo da SOD ao final do
armazenamento. O tamanho e a densidade dos feixes vasculares nessa regido também podem
ter contribuido para uma maior difusao de EROs e exposicao dos compostos fenolicos a PPO,
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intensificando o escurecimento nessa regiao. De acordo com Foyer & Noctor (2005), o H2O»
pode se propagar através do sistema vascular, permanecendo por mais tempo no tecido.

Em ME, observou-se comportamento metabolico baixo em comparacao as demais
regides, com atividade antioxidante estdvel ao longo do tempo. A baixa atividade da PPO,
associada a atividade continua da SOD até o décimo dia, indica menor intensidade de estresse
oxidativo nessa regido em comparagdo com CB, o que pode ter contribuido para uma ativagao
mais moderada da rota fenilpropanoide e, consequentemente, em menores teores finais de
fenodlicos, particularmente em ME (-AA).

Na regido DI, o pico de atividade da PPO no quinto dia, concomitante a queda abrupta
da SOD, caracteriza um ponto critico de transi¢do metabodlica, no qual a defesa antioxidante
enzimatica se torna insuficiente e favorece a oxidacdo de compostos fendlicos. Esse
comportamento indica que, apos a resposta inicial ao estresse induzido pelo processamento, o
tecido entra em uma fase de maior suscetibilidade ao dano oxidativo, com intensifica¢ao das
reacdes catalisadas pela PPO (Apel & Hirt, 2004; Gill & Tuteja, 2010). Em DI (-AA), o
aumento linear do teor de fendlicos (=5 entre o inicio e o final do armazenamento), associado
a elevagdo progressiva da atividade antioxidante, sugere que a biossintese superou a taxa de
oxidacdo, configurando uma resposta compensatéria a perda da defesa enzimatica. Em DI
(+AA), a estabilidade dos fenodlicos até o décimo dia, seguida de pico tardio no final do
armazenamento, juntamente com a atividade antioxidante constante, indica que o acido
ascorbico atuou como antioxidante, retardando a mobilizagdo do metabolismo fendlico (Tomas-
Barberan & Espin, 2001). A magnitude dessas respostas em DI ¢ amplificada pela condi¢ao
fisiologica do tecido. Tecidos jovens apresentam maior plasticidade metabolica, maior geragao
de ROS e maior responsividade das rotas antioxidantes e do metabolismo fenoélico, atingindo
mais rapidamente o limiar de tolerancia ao estresse e promovendo a transicdo da defesa
enzimatica para a defesa nao enzimatica baseada em fendlicos (Noctor et al., 2018).

Em tecidos vegetais, a CAT e a POD, em conjunto com a SOD, integram o sistema
enzimdtico antioxidante responsavel pela remocdo de EROs. No entanto, no inhame, a
contribuicdo da CAT para a detoxificagdo de H20: parece ser limitada. Coelho Junior et al.
(2019) investigaram a modula¢do das atividades enzimaticas e de metabdlitos do metabolismo
oxidativo e sua relacdo com a evolucao do escurecimento na superficie € na regido interna de
fatias de inhame fresco cortado. Os autores observaram reducao progressiva do teor de fenois
soluveis ao longo do armazenamento, em contraste com o aumento observado neste estudo.
Quanto as enzimas relacionadas ao estresse oxidativo e ao escurecimento, eles verificaram
aumento significativo da atividade de PPO até o 6° dia, elevagdo gradual da atividade de SOD
e incremento expressivo da atividade de POD até o 9° dia. Essas informagdes convergem com
os resultados observados neste trabalho para PPO e SOD nas regides AP ¢ ME. Em relagdo a
catalase (CAT), embora Coelho Junior et al. (2019) tenham observado baixa atividade desta
enzima, no presente estudo a CAT permaneceu abaixo do limite de deteccdo, em todas as
amostras, ao longo do periodo de anélise. Morais et al. (2021) relataram que a atividade de POD
em inhame ¢, em média, aproximadamente 400 vezes superior a da CAT, indicando a
predominancia de peroxidase na regulagdo do estado redox desse tecido. Essa predominancia
tem sido associada a ampla distribui¢do subcelular da POD, presente na parede celular, citosol
e organelas, ao passo que a CAT apresenta localizacdo mais restrita (Al-Hajaya et al., 2022;
Trenz & Margis-Pinheiro, 2021).

A andlise cromatografica por HPLC permitiu a caracterizag¢do qualitativa e quantitativa
dos compostos fenolicos nas diferentes regides do inhame minimamente processado nos tempos
inicial e 15 dias de armazenamento, evidenciando alteragcdes metabolicas induzidas pelo
estresse de corte e pelo armazenamento. De modo geral, observou-se a presenga de catequina
(4nico composto quantificado em praticamente todas as amostras), luteolina, quercetina-3-
glicosideo e miricetina, presentes independentemente do tempo e da regido analisada. Em
contraste, compostos como o acido p-cumarico, o acido ferulico (detectado em AP e DI) e o
acido clorogénico (detectado apenas em DI), foram detectados ou quantificados
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predominantemente aos 15 dias. Esses resultados podem estar associados ao estresse devido ao
processamento minimo, resultando na ativagdo da rota dos fenilpropanoides através da ativacao
da enzima fenilalanina amonia-liase (FAL), direcionando o fluxo metabdlico para a formagao
de 4cidos hidroxicindmicos e seus ésteres, precursores diretos de compostos antioxidantes e de
polimeros de defesa estrutural, como a lignina (Dixon & Paiva, 1995; Vogt, 2010). Segundo
Dixon & Paiva (1995), diversos fenilpropanoides simples (como os acidos p-cumarico, cafeico,
feralico e sindpico e cumarinas simples) sao sintetizados a partir do cinamato. Estes raramente
se acumulam em altos niveis dentro das células vegetais; em vez disso, sdo geralmente
conjugados a agticares, carboidratos da parede celular ou acidos organicos (por exemplo, acido
clorogénico).

O acumulo tardio de &cido p-cumadrico em T15 reforga sua associagdo com processos de
refor¢o da parede celular e com a formagdo de barreiras fisicas, mecanismos classicos de
resposta estrutural ao estresse péds-processamento (Islam et al., 2018). Paralelamente, a
presenca localizada de acido clorogénico em DI sugere intensa ativagdo da rota do acido
chiquimico sob condi¢des de estresse oxidativo prolongado (Soviguidi et al., 2022). Segundo
Soviguidi et al. (2022), o acido clorogénico atua diretamente na eliminagdo de EROs e na
reducdo da peroxidacdo lipidica, contribuindo para a manutencdo da integridade das
membranas celulares. Além disso, mecanismos de resisténcia induzida envolvem a modificagao
quimica da parede celular, especialmente por meio da esterificagao de polissacarideos da parede
com acidos hidroxicindmicos, como o acido p-cumarico, o acido ferulico e o acido sinapico, os
quais promovem maior rigidez e menor permeabilidade do tecido (Islam et al., 2018). Entre os
fenilpropanoides, o acido p-cumarico ocupa posi¢do central, atuando como precursor-chave
para a biossintese de flavonoides (via naringenina) e de 4cidos hidroxicinamicos conjugados,
incluindo o acido clorogénico (p-cumaroilquinico), integrando as rotas de defesa quimica e
estrutural do tecido.

A deteccdo de quercetina-3-glicosideo e miricetina evidencia uma regulacao diferencial
da via dos flavonoides, possivelmente modulada pela intensidade do estresse e pelo balango
redox celular durante o crescimento do inhame ou no periodo pods-colheita. Flavonois
glicosilados atuam ndo apenas como antioxidantes diretos, mas também como moduladores de
sinalizagdo redox, interagindo com EROs e regulando a expressao de genes de defesa (Zhang
etal., 2017).

Em seus estudos, Akissoe ef al. (2003) analisaram inhames D. rotundata e D. alata por
HPLC. Diversos picos foram detectados, porém apenas a catequina e o acido ferulico foram
confirmados. Guan et al. (2024) investigaram os efeitos de diferentes concentragcdes de cha
(rico em polifendis) sobre o escurecimento e a qualidade de batatas frescas-cortadas.
Observou-se correlagdo positiva entre o indice de escurecimento e os niveis de acido cafeico,
acido p-cumarico e 4cido ferulico, enquanto o acido clorogénico apresentou correlagido negativa
significativa. Esses resultados indicam que compostos fenolicos especificos, como acido
cafeico, 4cido p-cumadrico e 4cido ferulico, contribuem para a promoc¢do do escurecimento
enzimatico, ao passo que o acido clorogénico exerce efeito inibitdrio sobre esse processo. Zhou
et al. (2021), ao analisarem o efeito do AA em batatas conservadas por 4 dias a 20 °C,
observaram aumento dos teores de acido cafeico e p-cumarico ao longo do armazenamento,
porém esse aumento foi mais significativo em batatas controle (ndo tratadas). Comportamento
semelhante foi observado para o teor de acido feralico, detectado apos 2 dias de
armazenamento. Os autores sugeriram que os tratamentos com AA reduziram o acumulo de
lignina durante o armazenamento, € que esse efeito pode ser atribuido a diminui¢do da atividade
das enzimas envolvidas na rota dos fenilpropanoides e, consequentemente, aos niveis mais
baixos de produtos derivados do metabolismo dos fenilpropanoides.

A presenca de compostos fenolicos em niveis <LQ no inicio do armazenamento e sua
posterior quantificacdo no dia 15 reforcam a hipdtese de que o armazenamento poOs-
processamento desencadeia uma reprogramagdo metabodlica, na qual o tecido deixa de atuar
como 6rgao de reserva e passa a se comportar como tecido de defesa ativa, redirecionando o
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carbono da respiragdo e da glicolise para a biossintese de metabolitos secundarios (Widjaja et
al., 2025). Assim, o perfil cromatografico obtido por HPLC revela que o inhame minimamente
processado responde ao estresse por meio da ativagdo coordenada da rota dos fenilpropanoides,
com produgdo seletiva de compostos fenolicos estruturais e antioxidantes, cuja dinamica ¢
modulada pelo balango entre biossintese (FAL), oxidagdo (PPO) e sistemas de defesa
enzimaticos (SOD).

4.5. Conclusoes

Este trabalho demonstrou que a regido medial apresenta maior potencial para o
processamento minimo, o que esta associado a menor intensidade de escurecimento, & maior
estabilidade da atividade antioxidante e ao comportamento mais equilibrado entre PPO e SOD
ao longo do armazenamento. Em contraste, as regides apical e distal demonstraram maior
suscetibilidade ao escurecimento, seja de forma imediata ou ao longo do armazenamento,
incluindo escurecimento ao redor da regido dos feixes e nas bordas das rodelas. Além disso, as
amostras tratadas com acido ascorbico apresentaram maior vida de prateleira, evidenciada pela
manutengdo da qualidade visual por maior periodo. Assim, a maior estabilidade observada na
regido medial, associada ao uso de acido ascorbico, reforga seu potencial tecnolégico como
estratégia para prolongar a vida 1til do inhame minimamente processado.
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5. ARTIGO 2 ]
A CICATRIZACAO DE INHAME EM RESPOSTA AO CORTE E MODULADA PELA
TEMPERATURA E APLICACAO DE ACIDO ASCORBICO

RESUMO

Danos mecanicos em tubérculos, como a batata, desencadeiam respostas de cicatrizagdo com
formagao de barreiras estruturais que reduzem a perda de 4gua e a invasao de patogenos, sendo
esse processo ainda pouco compreendido em inhame. Este estudo teve como objetivo investigar
a resposta de cicatrizacdo em inhame minimamente processado, avaliando o efeito da
temperatura de armazenamento (5 ¢ 20 °C), da aplicagao de acido ascorbico e das diferentes
regides do tubérculo (apical, medial e distal). As amostras foram armazenadas por até 15 dias
a 5 °C e por até 10 dias a 20 °C, e analisadas quanto as atividades das enzimas fenilalanina
amonia-liase (FAL) e peroxidase (POD), firmeza e deposicdo de lignina por microscopia de
fluorescéncia. A 5 °C, as atividades de FAL e POD apresentaram aumentos discretos em fungao
do AA, que atuou como antioxidante, limitando a disponibilidade de H-O: e retardando o
metabolismo fendlico, sem deposi¢do detectavel de lignina. Em contraste, a 20 °C, todas as
regides do tubérculo apresentaram aumento expressivo das atividades de FAL e POD,
acompanhado pela deposicao de lignina nas células adjacentes a superficie de corte, conforme
evidenciado por microscopia de fluorescéncia. A regido distal (DI) mostrou maior plasticidade
metabolica, com aumento progressivo da atividade de FAL e da POD, enquanto a regido apical
(AP) manteve niveis mais baixos, especialmente com AA, sugerindo menor responsividade.
Esses resultados indicam que a deposi¢do de lignina no inhame minimamente processado foi
dependente da temperatura, evidenciando a ativagdo da resposta estrutural ao estresse, com
consequente refor¢co da parede celular, independentemente da regido do tubérculo e da
aplicagdo de acido ascorbico.

Palavras-chave: cicatrizagdo, peroxidase, temperatura, escurecimento, microscopia de
fluorescéncia.



35

5. ARTICLE 2
YAM HEALING IN RESPONSE TO CUTTING IS MODULATED BY
TEMPERATURE AND ASCORBIC ACID APPLICATION

ABSTRACT

Mechanical damage to tubers, such as potatoes, triggers healing responses involving the
development of structural barriers that reduce both water loss and pathogen invasion. This
process is still poorly understood in yams. This study aims to investigate the healing response
in minimally processed yam, evaluating the effects of storage temperature (5 and 20 °C),
ascorbic acid (AA) application, and different tuber regions (apical, medial, and distal). Samples
were stored for up to 15 days at 5 °C and up to 10 days at 20 °C and were analyzed for
phenylalanine ammonia-lyase (PAL) and peroxidase (POD) activities, firmness, and lignin
deposition by fluorescence microscopy. At 5 °C, PAL and POD activities showed slight
increases in response to AA, which acted as an antioxidant, limiting H>O. availability and
delaying phenolic metabolism, with no detectable lignin deposition. In contrast, at 20 °C, all
tuber regions showed a marked increase in PAL and POD activities, accompanied by lignin
deposition in cells adjacent to the cut surface, as evidenced by fluorescence microscopy. The
distal region (DI) showed greater metabolic plasticity, with a progressive increase in PAL and
POD activities, while the apical region (AP) maintained lower levels, particularly in the
presence of AA, suggesting lower responsiveness. Overall, these results indicate that lignin
deposition in minimally processed yam is temperature-dependent, reflecting the activation of a
structural stress response leading to cell wall reinforcement, regardless of tuber region and
ascorbic acid application.

Keywords: wound healing, peroxidase, temperature, browning, fluorescence microscopy.
5.1. Introducao

O inhame (Dioscorea cayenensis) ¢ uma espécie amplamente cultivada em regides
tropicais, incluindo Africa, Asia, partes da América do Sul, Caribe e ilhas do Pacifico Sul.
Destaca-se como alimento basico na Africa Ocidental, onde é produzido em larga escala
(Akissoe et al., 2003) e comercializado in natura, na forma de flocos secos ou farinha, tanto
para exportagdo quanto para consumo em areas urbanas (Graham-Acquaah ef al., 2014). No
Brasil, ¢ geralmente vendido inteiro em feiras livres, sendo amplamente consumido na regidao
Nordeste (Devide et al., 2025).

O é4cido ascorbico ¢ um composto muito utilizado na industria de alimentos na
prevencdo do escurecimento enzimatico, devido a sua grande eficidcia na inibi¢do do
escurecimento (Al-Abbasy et al., 2025). Atua como antioxidante e agente redutor, sendo capaz
de reduzir as quinonas formadas pela a¢do da enzima polifenol oxidase (PPO) de volta aos
fenois originais, retardando assim o escurecimento enzimatico. Essa acdo protetora favorece a
preservacao de compostos fenolicos e dificulta a formagao de pigmentos escuros caracteristicos
do escurecimento enzimatico (Smirnoff, 2018). Além disso, o acido ascorbico pode reagir com
H>0., contribuindo para a sua remog¢ao e, consequentemente, reduzindo sua disponibilidade
como cofator para a enzima peroxidase (POD), cuja atividade depende da presenca de H,O>
para oxidar compostos fendlicos (Jiang & Penner, 2021).

A fenilalanina amonia-liase (FAL) catalisa a conversdo da L-fenilalanina em &cido
trans-cinamico, etapa inicial da rota biossintética dos fenilpropanoides, dando origem a
diversos compostos fenolicos, como acidos fendlicos, flavonoides, lignina e fitoalexinas,
envolvidos em respostas de defesa, atividade antioxidante e formagao de barreiras estruturais.
Sua atividade ¢ regulada por diversos fatores de estresse e estimulos ambientais (Vanholme et
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al.,2010). Entre os produtos dessa via, destaca-se a lignina, um polimero aromatico resultante
do acoplamento oxidativo de 4-hidroxifenilpropanoides, que ¢ depositado na parede celular
secundaria, conferindo rigidez e impermeabilidade (Krzyzanowski ef al., 2022). Além disso, a
lignina protege os polissacarideos da parede celular contra a degradagdo microbiana,
aumentando a resisténcia ao ataque de patégenos (Vanholme et al., 2010).

O ferimento em tecidos vegetais desencadeia respostas de cicatrizacdo, entre as quais se
destaca a lignificacdo, caracterizada pela deposi¢ao de lignina nas células adjacentes a regido
de corte (Zhou et al., 2021; Hu et al., 2021; Krzyzanowski ef al., 2022). Esse processo tem sido
amplamente descrito em tubérculos de batata, nos quais o ferimento induz a ativacao da rota
dos fenilpropanoides e a subsequente deposicao de lignina (Guan et al., 2020; Hu et al., 2021;
Jiang & Penner, 2021; Zhou & Jiang, 2021). No entanto, em inhame minimamente processado,
os fatores que regulam essa resposta, especialmente sob diferentes condi¢cdes de temperatura e
na presenga de antioxidantes, ainda nao estdo completamente elucidados. Nesse contexto,
compreender como o acido ascorbico e diferentes condicdes de temperatura regulam a
lignificacdo em resposta ao ferimento ¢ essencial para elucidar as estratégias de defesa e a
manuten¢do da qualidade do inhame minimamente processado. Sendo assim, este estudo teve
como objetivo investigar a formacgao de lignina em tiberas de inhame minimamente processado
submetidas ao tratamento com acido ascérbico e armazenamento em diferentes temperaturas,
com o intuito de avaliar a influéncia do acido ascoérbico no processo de lignificacao.

5.2. Material e Métodos

5.2.1. Obtencao de tuberas, processamento minimo e conservac¢ao

As tiberas de inhame (Dioscorea cayenensis) foram adquiridas no mercado atacadista
local (Aracaju, SE, Brasil), selecionadas quanto ao tamanho, integridade e auséncia de defeitos
visuais, e conservadas a 18 = 2 °C até o processamento.

Durante o processamento, foram lavadas em 4gua corrente e seccionadas
transversalmente com uma faca afiada em trés regides morfoldgicas: apical (AP), medial (ME)
e distal (DI), considerando entre 1,5 e 2 cm para cada regido, de acordo com Graham-Acquaah
et al. (2014). As regides foram descascadas e cortadas em rodelas de aproximadamente 0,5 cm
de espessura, sendo imediatamente imersas em agua refrigerada (5 °C).

As rodelas foram sanitizadas com cloro ativo (200 mg L) por 10 min a 5 °C, seguidas
de rinsagem em 4gua clorada (3 mg L) por 5 min a 5 °C. Durante essa etapa, metade das
amostras foi tratada com acido ascorbico (1%, m/v), enquanto a outra metade constituiu o
controle (—AA).

As amostras foram drenadas por 10 min em tela plastica, acondicionadas em bandejas
de poliestireno expandido (EPS), envoltas com filme de PVC e conservadas a 5 £ 2 °C por 15
dias e a 20 =2 °C por 10 dias (Figura 1).
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RECEPCAO DA MATERIA-PRIMA
18+2°C

:

‘ PRE-LAVAGEM E SELECAO

:

‘ DESCASCAMENTO E CORTE

Rodelas (0,5 cm)

;

LAVAGEM E SANITIZACﬁO
200 ppm, 10 min, 5 °C

;

RINSAGEM E TRATAMENTO COM AA
0% e 1% (m/v), 5 min, 5 °C

;

DRENAGEM
10 min em tela

;

L EMBALAGEM

S S

Bandejas EPS + filme PVC

.

L ARMAZENAMENTO

5e20°C(+2°C)

Figura 1. Fluxograma do processamento minimo do inhame (Dioscorea cayenensis) submetido
a tratamento com acido ascorbico e armazenado a 5 °C e 20 °C.

5.2.2. Firmeza

As rodelas de inhame de cada tratamento foram analisadas quanto a firmeza por meio
de penetrometro digital (Digital Fruit Firmness Test, Brand TR, Modelo 53205), utilizando-se
uma sonda cilindrica de 3 mm de didmetro. Foram realizadas de 3 a 6 medi¢des em cada rodela,
e amédia desses pontos foi utilizada como valor representativo da amostra. Os resultados foram
expressos em Newton (N).

5.2.3. Atividade da enzima peroxidase (POD)

A atividade da POD foi determinada de acordo com Simodes et al. (2015), com
adaptagdes. Para a extracgdo, 0,25 g de amostra foram homogeneizados em 3 mL de tampao
fosfato de sodio 0,2 M (pH 6,0), previamente resfriado a 4 °C. Em seguida, o material foi
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centrifugado a 12.857 x g por 20 min, a 4 °C, e o sobrenadante utilizado como extrato
enzimatico.

A atividade da POD foi avaliada adicionando-se 300 uLL do sobrenadante a um meio de
reacdo contendo 2 mL de tampao fosfato 0,2 M (pH 6,0), 200 uL de guaiacol (5 g L") e 200
uL de H>O> (0,8 g L™'). O aumento da absorbancia foi monitorado a 470 nm, a 30 °C, por 3
minutos, com leituras em intervalos de 30 s. A atividade da POD foi expressa em unidades por
grama de massa fresca (U g'MF).

5.2.4. Atividade da enzima fenilalanina amoénia-liase (FAL)

A atividade da FAL foi avaliada de acordo com Guan et al. (2024), com modificagoes.
Para a extracdo, cerca de 1 g de amostra foram homogeneizados com tampao de extragao
contendo 5 mL de tampao borato (50 mM, pH 8§,8), 2 mM de EDTA, 40 mg mL™" de
polivinilpirrolidona e 5 mM de B-mercaptoetanol. Em seguida, os extratos foram centrifugados
a 12.857 x g a4 °C por 20 min. O sobrenadante foi utilizado como extrato enzimatico.

Em um tubo de ensaio, 750 YL de tampao borato (50 mM, pH 8,8) e 3 mL de L-
fenilalanina (20 mM) foram misturados e pré-incubados por 5 minutos a 37 °C. Em seguida,
250 YL do extrato foram adicionados. A absorbancia inicial a 290 nm da mistura foi entao
medida rapidamente. A absorbancia final foi medida a 290 nm, apds 60 min a 37 °C. A atividade
da FAL foi quantificada pela variagdo da absorbancia antes e depois da incuba¢do, sendo uma
unidade definida como um aumento de 0,01 na absorbancia por hora (U g"'MF).

5.2.5. Microscopia de fluorescéncia

Asrodelas de inhame foram seccionadas em fragmentos de 0,50 x 0,25 x 0,25 cm (altura
x largura x profundidade), imediatamente fixados em FAA (etanol 70%, 4cido acético glacial
5% e formaldeido 5%) por 72 horas, e armazenados em etanol 70% (Kladnik, 2013). Os blocos
foram retirados de regides adjacentes a superficie do corte.

O material fixado foi submetido a desidrata¢do em série crescente de etanol (70%, 80%,
90% e 100% I e II), seguida de diafanizagdo em xilol (I e II), permanecendo por 1 h em cada
solucdo. Em seguida, os fragmentos foram emblocados em parafina. Os blocos foram
seccionados em microtomo rotativo, obtendo-se cortes longitudinais de 10 um de espessura.

As amostras foram desparafinadas em xilol por 25 minutos e reidratadas em série
decrescente de etanol (100%, 90%, 80%, 70%, 50% e 30%), seguidas de lavagem em agua
destilada, permanecendo 5 min em cada etapa. A coloracao foi realizada com azul de toluidina
0,05% (m/v) por 20 minutos e a montagem das laminas foi realizada utilizando balsamo do
Canada.

As amostras foram analisadas em microscopio de fluorescéncia invertido Olympus IX81
utilizando objetiva de 4x, de acordo com Lulai et al. (2006), com adaptacdes.

5.2.6. Analise estatistica

As amostras conservadas a 5 °C, foram avaliadas em experimento conduzido em
delineamento inteiramente casualizado, em esquema fatorial 6 (correspondente as regides do
tubérculo (AP, ME e DI) e aos tratamentos com acido ascorbico (—AA e +AA) ) x 4 (tempos
de armazenamento (0, 5, 10 e 15 dias), com trés repeti¢des por tratamento).

As amostras conservadas a 20 °C, em razdo da rapida perda de qualidade, foram
analisadas até o 10° dia de armazenamento. O experimento foi conduzido em delineamento
inteiramente casualizado, em esquema fatorial 6 (correspondente as regides do tubérculo (AP,
ME e DI) e aos tratamentos com acido ascorbico (—AA e +AA) ) x 3 (tempos de armazenamento
(0, 5 e 10 dias), com trés repeti¢des por tratamento).

As andlises estatisticas foram realizadas separadamente para cada temperatura de
armazenamento. Todos os dados foram analisados pelo programa SISVAR versdo 5.8 e
expressos como médias + erro padrao. Foi realizada andlise de varidncia (ANOVA) e teste de
Tukey a 5% de significancia (p < 0,05).
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5.3. Resultados

5.3.1. Firmeza

Durante o armazenamento a 5 °C, a regido apical (AP) apresentou firmeza
significativamente maior do que as regides medial (ME) e distal (DI) (Figura 2A). Em AP
(+AA), a firmeza permaneceu estavel ao longo do armazenamento enquanto, em AP (-AA),
houve aumento significativo a partir do quinto dia. Nao foi verificada diferenca significativa na
firmeza entre as regidoes ME e DI, exceto para ME (—AA), que apresentou aumento significativo
no décimo dia, diferindo de DI (~AA) nesse mesmo periodo e de DI (+AA) no décimo quinto
dia.

Todos os tratamentos a 20 °C apresentaram aumento da firmeza no final do
armazenamento (Figura 2B). Os valores, no entanto, diferiram, seguindo a ordem AP > ME >
DI. Amostras de uma mesma regido apresentaram valores de firmeza semelhantes,
independentemente do tratamento. A comparacao dos graficos ndo evidencia diferengas
aparentes no padrao de firmeza das amostras entre as duas temperaturas avaliadas.

5.3.2. Atividade enzimatica (FAL e POD)

Quanto a atividade da POD, todas as amostras conservadas a 5 °C apresentaram valores
estatisticamente semelhantes no inicio, diferindo ao longo do armazenamento (Figura 2C). As
amostras ndo tratadas com AA apresentaram aumento progressivo da atividade da POD ao
longo do periodo, porém, ME (-AA) apresentou aumento mais expressivo aos 15 dias, com
valores aproximadamente 1,5 vezes maiores do que os observados em AP (—AA) e DI (-AA).

Aos 5 dias, as amostras ndo tratadas com AA apresentaram atividade aproximadamente
duas vezes maior do que as tratadas com AA, independentemente da regido. Com 10 dias de
armazenamento, essa diferenca aumentou para cerca de trés vezes entre DI (-AA) e DI (+AA)
e 1,5 vezes entre ME (-AA) e ME (+AA), bem como entre AP (-AA) e AP (+AA). As amostras
tratadas com AA apresentaram aumento significativo da atividade da POD aos 15 dias de
armazenamento, porém, ainda com valores inferiores aos das amostras ndo tratadas. AP (-AA)
e AP (+AA), nesse periodo, apresentaram valores estatisticamente semelhantes € ME (-AA)
apresentou atividade 2,5 vezes maior do que ME (+AA).

As amostras conservadas a 20 °C apresentaram aumento progressivo da atividade da
POD ao longo do armazenamento; com exce¢do das amostras da regido distal (DI) que exibiram
redugdo aos 10 dias, com queda pronunciada em DI (—AA) (Figura 2D). As diferengas entre os
tratamentos foram significativas apenas no décimo dia de armazenamento, quando as maiores
atividades da POD foram observadas nas amostras tratadas com AA, com excecdo de ME (-
AA). Ao final do periodo, AP (—AA) e DI (—AA) apresentaram as menores atividades.

Apesar da diferenga na intensidade da resposta da POD em fun¢do da temperatura
(sendo maior a 20 °C), nota-se que as amostras tratadas com acido ascorbico apresentaram baixa
atividade de POD a 5 °C, enquanto a 20 °C exibiram comportamento semelhante ao das
amostras ndo tratadas com AA.

Todos os tratamentos apresentaram aumento na atividade da FAL durante o
armazenamento a 5 °C, porém as respostas diferiram em fung¢do da regido analisada (Figura
2E). No tempo zero, ndo foram observadas diferencas significativas entre as amostras. Aos
cinco dias de armazenamento, as amostras AP (+AA), ME (-AA) e DI (-AA) apresentaram
aumento da atividade, com redugdo a partir do décimo dia. DI (-AA), porém, apresentou
aumento aos 15 dias de armazenamento. Os demais tratamentos, AP (-AA), ME (+AA) e DI
(+AA), apresentaram elevacdo na atividade da FAL no décimo dia de armazenamento, com
declinio no tempo 15. DI (+AA), porém, manteve os niveis de atividade.

Nao houve diferenga significativa na atividade da FAL entre as amostras conservadas a
20 °C no tempo zero; entretanto, verificou-se aumento progressivo da atividade ao longo do
armazenamento, com exce¢ao de AP (+AA), que se manteve constante (Figura 2F). Aos cinco
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dias, a atividade da FAL foi estatisticamente semelhante entre as regides, com exce¢ao de ME
(-AA). Ao final do armazenamento, apenas AP (+AA) diferiu significativamente das demais
regiodes, apresentando menor atividade. As maiores atividades foram observadas em DI.
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Figura 2. Firmezaa 5 °C (A) e a20 °C (B), atividade da POD a 5 °C (C) e a 20 °C (D), atividade
da FAL a5 °C (E) e a 20 °C (F) em rodelas de inhame sem AA e com AA, conservadas a 5 e
20 °C (=2 °C) por 15 e 10 dias, respectivamente. AP (—AA) =regido apical sem AA; AP (+AA)
= regido apical com 1% de AA; ME (-AA) = regido medial sem AA; ME (+AA) = regido
medial com 1% de AA; DI (—AA) = regido distal sem AA; DI (+AA) = regido distal com 1%
de AA; AA = 4cido ascorbico. As barras representam o erro padrdo da média (n = 3). Letras
minusculas diferentes indicam diferencas entre tratamentos no mesmo tempo, e letras

maitsculas diferentes indicam diferencas ao longo do tempo para o mesmo tratamento (teste de
Tukey, p <0,05).



5.3.3. Microscopia de fluorescéncia

A deposicdo de lignina foi avaliada nas amostras das regioes apical (Figura 3), medial
(Figura 4) e distal (Figura 5) de inhame minimamente processado, conservadas a 5 e 20 °C. No
tempo inicial, nao foi observado sinal autofluorescente azul (FA), indicativo de lignina, em
nenhuma das regides analisadas, independentemente do tratamento com é&cido ascérbico ou da
temperatura de armazenamento. Observou-se presenca de lignina exclusivamente nas amostras
conservadas a 20 °C, aos 10 dias de armazenamento, tanto no controle (—AA) quanto no
tratamento com acido ascorbico (+AA). A autofluorescéncia predominou na parte externa das
células adjacentes a regido do corte, formando uma camada continua, também observada nas
micrografias em campo claro (CC), evidenciada pela cor azul. Nao foi observada presenga de
lignina nas amostras conservadas por 15 dias a 5 °C, em nenhuma das regides analisadas, apenas
autofluorescéncia de fundo.

Em todas as amostras foi observada autofluorescéncia vermelha (FV), indicando
conteudo de amido, correspondendo espacialmente ao observado nas micrografias de campo
claro.

AP (-AA)
T15_5°C

T15_5°C

AP (-AA)
T10_20°C

AP (+AA)
T10_20°C |
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Figura 3. Micrografias de campo claro (CC) e autofluorescéncia nas faixas espectrais azul (FA)
e vermelha (FV) de rodelas de inhame sem (—AA) ¢ com (+AA) acido ascérbico, conservadas
a5e20°C (%2°C). AP (-AA) =regido apical sem AA; AP (+AA) =regido apical com 1% de
AA; TO = tempo inicial; T10 = 10 dias de armazenamento; T15 = 15 dias de armazenamento;
AA = 4cido ascorbico. CC = campo claro; FV = autofluorescéncia na faixa espectral vermelha;
FA = autofluorescéncia na faixa espectral azul; L = lignina. Barra de escala = 100 um.

Merge

ME (-AA)
T15_5°C

ME (+AA)
T15_5°C

ME (-AA)
T10_20°C

ME (+AA)
T10_20°C

Figura 4. Micrografias de campo claro e autofluorescéncia de rodelas de inhame sem (—AA) e
com (+AA) &cido ascorbico, conservadas a 5 € 20 °C (£ 2 °C). ME (-AA) = regido medial sem
AA; ME (+AA) = regido medial com 1% de AA; TO = tempo inicial; T10 = 10 dias de
armazenamento; T15 = 15 dias de armazenamento; AA = 4cido ascorbico; CC = campo claro;
FV = autofluorescéncia na faixa espectral vermelha; FA = autofluorescéncia na faixa espectral
azul; L = lignina. Barra de escala = 100 pm.
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Figura 5. Micrografias de campo claro e autofluorescéncia de rodelas de inhame sem (—AA) e
com (+AA) éacido ascorbico, conservadas a 5 e 20 °C (£ 2 °C). DI (-AA) = regido distal sem
AA; DI (+AA) = regido distal com 1% de AA; TO = tempo inicial; T10 = 10 dias de
armazenamento; T15 = 15 dias de armazenamento; AA = acido ascorbico; CC = campo claro;
FV = autofluorescéncia na faixa espectral vermelha; FA = autofluorescéncia na faixa espectral
azul; L = lignina. Barra de escala = 100 ym.

5.4. Discussao

O processamento minimo do inhame induz respostas fisioldgicas associadas ao
ferimento, cuja intensidade pode ser modulada por fatores como temperatura, regido do
tubérculo e uso de antioxidantes. Neste estudo, verificou-se que a temperatura foi o principal
fator determinante das respostas bioquimicas de cicatrizacao, promovendo maior ativacao de
enzimas como FAL e POD e induzindo a deposi¢ao de lignina, especialmente a 20 °C, conforme
evidenciado pela microscopia de fluorescéncia (Figuras 3, 4 e 5), especialmente no décimo dia
de armazenamento, em todas as regides analisadas e em ambos os tratamentos (—AA e +AA).
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Em contraste, a 5 °C, a resposta metabolica foi menos intensa, com menor atividade enzimatica
e auséncia de deposi¢do detectavel de lignina.

Os aumentos transitorios na atividade da FAL aos 5 e 10 dias de armazenamento a 5 °C,
com respostas tardias observadas nas amostras tratadas com AA (Figura 2E) e a maior atividade
da POD, principalmente nas amostras ndo tratadas com AA (Figura 2C) confirmam o papel do
AA como antioxidante, capaz de limitar a disponibilidade de H-O: e retardar a oxidacdo de
fenodis. Entretanto, mesmo nos tratamentos sem AA, a atividade da POD nao atingiu niveis
suficientes para desencadear lignificagdo detectavel. Essa interpretacdo ¢ reforcada pelos
resultados observados nas analises de firmeza (Figura 2A) e pela auséncia de lignina constatada
nas andlises microscopicas (Figuras 3, 4 e 5), especialmente aos 15 dias de armazenamento a 5
°C, em todas as regides analisadas e em ambos os tratamentos (—AA e +AA). Esse
comportamento indica que houve ativacao da rota dos fenilpropanoides nesse periodo, porém
apenas para suprimir a presen¢a de H>O», ndo sendo direcionada para a formagdo de lignina.
Zhang et al. (2023) verificaram que a baixa temperatura inibe a expressao de genes associados
a biossintese de lignina e a conversao de compostos fenolicos para a formagao de suberina em
batatas, indicando que o frio atua como um fator limitante para a ativa¢ao da resposta estrutural
ao ferimento.

Todas as amostras apresentaram aumento da atividade da POD e da FAL a 20 °C ao
longo do armazenamento, com excecao de AP (+AA), onde a atividade da FAL foi constante.
Esses resultados indicam ativagdo da rota fenilpropanoide, direcionada para a formacao de
lignina. A microscopia de fluorescéncia confirmou essa interpretacdo ao evidenciar deposi¢ao
de lignina exclusivamente nas amostras conservadas por 10 dias a 20 °C, independentemente
do tratamento com acido ascorbico. A lignina localizou-se predominantemente nas células
adjacentes a regido de corte, formando uma camada continua, conforme evidenciado nas
imagens de autofluorescéncia na faixa espectral azul (FA) (Figuras 3, 4 e 5), aos 10 dias de
armazenamento a 20 °C, em todas as regides analisadas ¢ em ambos os tratamentos (—AA e
+AA).

A atividade da POD, mais elevada a 20 °C, sugere maior disponibilidade de H>O,,
possivelmente associada ao aumento da taxa respiratdria e da produg@o de espécies reativas de
oxigénio durante o armazenamento. Nesse contexto, a POD atua ndo apenas como enzima
antioxidante, mas também como catalisadora da polimerizagdo de monoligndis, para a
formagdo de lignina (Zhou et al., 2021; Dastmalchi et al., 2014). A FAL apresentou padrao
consistente com essa resposta, com aumento progressivo ao longo do armazenamento,
principalmente na regido distal (DI). Essa regido, portanto, mostrou-se metabolicamente mais
ativa e mais responsiva ao ferimento, enquanto AP manteve menor atividade da PAL,
especialmente em AP (+AA), sugerindo menor plasticidade metabolica. Estudos prévios
também relatam aumento da atividade da POD e do teor de compostos fenolicos em inhames
armazenados em temperatura ambiente (Asemota et al., 1992), além de variagdes regionais
nessa atividade, com maiores valores na regido apical associados ao teor de fendis soluveis
(Graham-Acquaah et al., 2014). No entanto, esses estudos foram conduzidos em tecidos recém-
colhidos ou sem controle das condi¢des de armazenamento, ndo considerando a resposta ao
ferimento nem a deposicdo de lignina. No presente trabalho, demonstrou-se que, embora
existam diferencas regionais, a lignificagdo foi predominantemente determinada pela
temperatura de armazenamento.

O efeito do &cido ascorbico foi dependente da temperatura. A 5 °C, o0 AA manteve sua
capacidade redutora, atuando na remog¢do de EROs e na reducdo de quinonas formadas pela
oxidagao de fendis, o que contribui para a inibi¢ao da atividade da POD e o retardo das respostas
oxidativas. Entretanto, a 20 °C, a provavel oxidagdo do AA, associada a maior produgdo de
EROs, reduziu sua eficacia, permitindo a ativagdo tardia da POD e a progressdo da resposta
estrutural. Por outro lado, a modulag¢ao da FAL pelo acido ascorbico, especialmente nas regides
ME e DI, sugere que a redugdo do estresse oxidativo inicial posterga a ativacdo da rota dos
fenilpropanoides, retardando o redirecionamento metabolico para a formagdo de lignina e



45

suberina, conforme também observado em outros vegetais minimamente processados, como
batata e cenoura (Zhou et al., 2021; Guan et al., 2020; Hu et al., 2021; Surjadinata & Cisneros-
Zevallos, 2012).

5.5. Conclusoes

Os resultados demonstram que a resposta de cicatrizagao do inhame minimamente
processado ¢ predominantemente regulada pela temperatura, a qual determina o direcionamento
da rota dos fenilpropanoides. A 5 °C, observa-se ativacao transitoria da FAL e atividade da
POD modulada pelo 4cido ascorbico, sem deposicao detectavel de lignina, indicando
predominancia de uma resposta antioxidante. Em contraste, a 20 °C, o aumento das atividades
de FAL e POD promove a deposi¢do de lignina nas células adjacentes a regido de corte,
caracterizando uma resposta estrutural de cicatrizagao.

Embora diferengas regionais tenham sido observadas, com maior atividade metabodlica
na regido distal (DI) e menor na regido apical (AP), a lignificagdo ocorreu de forma semelhante
entre as regioes ¢ independentemente da aplicagdo de acido ascorbico.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo demonstrou que o inhame minimamente processado responde ao
ferimento por meio de um conjunto coordenado de alteragdes fisiologicas, bioquimicas e
estruturais, moduladas principalmente pela temperatura de armazenamento, pelo tratamento
com acido ascorbico (AA) e pela regido do tubérculo.

Sob refrigeracao (5 °C), o estresse induzido pelo processamento promoveu a ativagao
do sistema antioxidante, evidenciada pelo aumento da atividade da SOD, pela modulagdo da
PPO e pela elevagao da capacidade antioxidante (ABTS), associadas ao acimulo de fendis
totais. A andlise por HPLC confirmou a reprogramacdo metabolica, com acumulo de acidos
hidroxicinamicos e flavonoides, indicando ativacdo da rota dos fenilpropanoides. Nessas
condi¢des, a FAL apresentou ativagdo transitéria e a POD atuou predominantemente na
regulacdo do equilibrio redox, utilizando feno6is como doadores de elétrons para remover H20..
Entretanto, a baixa temperatura limitou o direcionamento do metabolismo para a formacdo de
polimeros estruturais, o que explica a auséncia de lignina nas andlises microscéopicas € 0 nao
estabelecimento de uma resposta estrutural de cicatrizagdo. O acido ascérbico mostrou-se mais
eficaz a 5 °C, retardando a oxidacdo de fenois, reduzindo a atividade da PPO e da POD,
modulando a resposta da FAL e atenuando a intensifica¢do do estresse oxidativo.

Em contraste, a 20 °C, as elevadas atividades da FAL e da POD promoveram a
polimerizacdo de fenois e a deposicao localizada de lignina, caracterizando a ativagdo de uma
resposta estrutural de cicatrizagdo. Dessa forma, a temperatura definiu o destino metabdlico dos
fenois: sob refrigeragdo predominou a defesa antioxidante, enquanto em temperatura mais
elevada ocorreu a transicao para a lignificacao.

De forma integrada, os resultados evidenciam que a temperatura regula o destino
metabolico dos compostos fenodlicos: sob refrigeracdo predominam respostas antioxidantes e
metabdlicas, enquanto em temperatura mais elevada ocorre a transi¢do para uma barreira fisica
de defesa. Esses achados contribuem para a compreensao da cicatrizagdo em inhame
(Dioscorea cayenensis) e para o desenvolvimento de estratégias de processamento e
conservacgao mais eficientes.
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