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envolvendo o género que evidenciam o0s interesses em explorar seus
potenciais, por isso, o0 objetivo deste trabalho é comparar a atividade
antioxidantes os hidrolisados obtidos por acdo da enzima pepsina, das
proteinas biologicamente ativas presentes em tubérculos de D. cayannensis
e D. bulbifera e caracterizar o perfil de seus peptideos bioativos. Assim, fez-
se necessario produzir uma farinha fina que foi submetida a extracdo das
proteinas em tampdo glicina 0,1 mol/L e em &gua ultra pura, ambos em pH
9. Determinado o teor de proteinas soltveis pelo método de Bradford (1976)
que demonstrou que as proteinas de D. bulbifera se solubiliza melhor em
solucdo tampéo de Gly e D. cayannensis em H20. Os concentrados proteicos
foram submetidos a hidrélise com pepsina, e os peptideos formados foram
confirmados em eletroforese de poliacrilamida (Tris-Tricina). A atividade
antioxidante foi realizada com o radical de ABTS" e os resultados
constataram que houve relevancia do grau de hidrolise das proteinas pela
enzima pepsina em relacdo aos concentrados proteicos, em algumas
amostras, € o inhame teve maior capacidade de sequestro do radical se
comparado ao cara-moela. Pesquisas como essas agregam valores e contribui
para valorizacdo e expansao do conhecimento destas espécies de tubérculos
cultivadas e consumidas na regido.
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Comparative study of the antioxidant capacity of the enzymatic hydrolyzate of proteins from
Yam da Costa (Dioscorea cayennensis) and Air potato (Dioscorea bulbifera)

Abstract. The tubers of the genus Dioscorea hold significant socioeconomic importance for the
Northeast region of Brazil. The white yam (Dioscorea cayennensis) is a vegetable that boasts excellent
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nutritional and energetic values, playing a crucial role in the local diet. On the other hand, the air potato
(Dioscorea bulbifera) is a species with limited commercial availability and little recognition among
Brazilians, although it is familiar to healers and housewives who use it for medicinal purposes. Various
studies involving the genus highlight the interest in exploring its potential. Therefore, the objective of
this study is to compare the antioxidant activity of hydrolysates obtained by the action of the enzyme
pepsin on the biologically active proteins present in the tubers of D. cayennensis and D. bulbifera, and
to characterize the profile of their bioactive peptides. Thus, it was necessary to produce a fine flour that
was subjected to protein extraction in 0.1 mol/L glycine buffer and ultra-pure water, both at pH 9. The
soluble protein content was determined using the Bradford method (1976), which showed that the
proteins of D. bulbifera dissolved better in glycine buffer solution and those of D. cayennensis in water.
The protein concentrates were hydrolyzed with pepsin, and the resulting peptides were confirmed using
polyacrylamide gel electrophoresis (Tris-Tricine). The antioxidant activity was measured using the
ABTS+ radical, and the results indicated that the degree of protein hydrolysis by the enzyme pepsin was
significant in relation to the protein concentrates in some samples. Additionally, the white yam
demonstrated a higher radical scavenging capacity compared to the air potato. Studies like these add
value and contribute to the appreciation and expansion of knowledge about these tuber species cultivated
and consumed in the region.
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Estudio comparativo de la capacidad antioxidante del hidrolizado enzimatico de proteinas de
Yam da Costa (Dioscorea cayennensis) y el iame de aire (Dioscorea bulbifera)

Resumen. Los tubérculos del género Dioscorea tienen una relevancia socioecondémica importante para
la region Nordeste de Brasil. EI flame blanco (Dioscorea cayennensis) es una hortaliza que presenta
excelentes valores nutricionales y energéticos, siendo importante en la dieta de la poblacién. Por otro
lado, el fiame de aire (Dioscorea bulbifera) es una especie de comercializacion limitada y poco conocida
por los brasilefios, aunque es familiar entre curanderos y amas de casa que lo utilizan con fines
medicinales. Hay varias investigaciones que involucran al género y que evidencian el interés en explorar
sus potenciales. Por ello, el objetivo de este trabajo es comparar la actividad antioxidante de los
hidrolizados obtenidos por la accién de la enzima pepsina sobre las proteinas bioldgicamente activas
presentes en los tubérculos de D. cayennensis y D. bulbifera, y caracterizar el perfil de sus péptidos
bioactivos. Asi, fue necesario producir una harina fina que se someti6 a la extraccion de proteinas en
tampon de glicina 0,1 mol/L y en agua ultrapura, ambos a pH 9. El contenido de proteinas solubles se
determind mediante el método de Bradford (1976), que demostré que las proteinas de D. bulbifera se
disolvian mejor en solucion tampon de glicina y las de D. cayennensis en agua. Los concentrados
proteicos se sometieron a hidrolisis con pepsina, y los péptidos formados se confirmaron mediante
electroforesis en gel de poliacrilamida (Tris-Tricina). La actividad antioxidante se midi6 utilizando el
radical ABTS+, y los resultados indicaron que el grado de hidrdlisis de las proteinas por la enzima
pepsina era relevante en relacion con los concentrados proteicos en algunas muestras. Ademas, el iame
blanco demostré una mayor capacidad de captura de radicales en comparacion con el fiame de aire.
Investigaciones como esta agregan valor y contribuyen a la valorizacion y expansion del conocimiento
sobre estas especies de tubérculos cultivadas y consumidas en la region.

Palabras clave: Tubérculos. Actividad Antioxidante. Proteinas. Dioscorea.
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INTRODUCAO

O inhame (Dioscorea spp) € um alimento com expressivo consumo mundial e considerada
cultura alternativa em expansdo, os tubérculos desse género possuem relevante importancia
socioecondmica para a regido Nordeste do Brasil (Oliveira et al., 2012), € um importante recurso
alimentar presente na dieta da maioria dos brasileiros. O seu consumo é diversificado, pode ser utilizado
de maneira industrial na producéo de farinhas ou tradicional em diferentes preparos como cozidos, fritos
e assados (Adepoju; Boyejo; Adeniji, 2018). E possui diversas vitaminas do complexo B (tiamina,
riboflavina, niacina), além das vitaminas A, vitamina C (acido ascérbico) e carboidratos, principalmente,
em amido, como também, a principal fonte de carboidratos na dieta humana, além de baixos teores de
gordura (Santos et al., 2007).

As espécies de cara mais cultivadas sdo D. alata, D. rotundata e D. cayennensis (Paula et al.,
2012). Esse altimo é conhecido como inhame, liderando a producdo dos estados de Pernambuco e
Paraiba que sdo considerados os maiores produtores ao nivel nacional, e sdo também os maiores
consumidores do produto. O inhame ou cara da costa (Dioscorea cayennensis) € uma hortalica nativa
das regides dos hemisférios sob o clima tropical, além da América do Sul também é popular na Africa
Ocidental e partes de Asia, América e Central (Tavares et al., 2011). Apresenta um valor nutricional e
energético potencialmente capaz de fornecer carboidratos, antinutrientes, minerais, b-caroteno, amido
se qualificando entdo adequado para o consumo de todos (Adepoju; Boyejo; Adeniji, 2018).

Ha certas espécies tidas como “esquecidas™ a nivel comercial (Siqueira; Veasey, 2009) e que
estdo limitadas a cultivo por pequenos proprietarios e em quintais rurais, uma dessas € a Dioscorea
bulbifera L., espécie indigena da Africa e Asia tropical, ela é popularmente conhecida como cara-moela
ou caré do ar, devido o seu formato, e por ser uma trepadeira com tubéras aéreas com ramos de até 20
metros de comprimento, subindo em grandes arvores e se dispersando facilmente (Lim, 2016). Com
pequena comercializacdo comparada as outras espécies de Dioscorea, 0 cara-moela ainda é pouco
conhecido pelos brasileiros, entretanto, € familiar entre curandeiros e donas de casa que 0s usam para
fins medicinais. Sua utilizacdo é para diminuir inflamagdes de escaras, cicatrizacdo da pele, para
problemas de hemorroidas, e em paises como Jamaica e india o cara tem sido usado até mesmo para o
tratamento e picada de animais como cobra e escorpido. (Monteiro; Martinez, 2016).

As pesquisas envolvendo o género Dioscorea evidenciam seu potencial anticancer, antitumorais,
anti-inflamatorio, antibacteriano, antioxidante, possuem capacidade de eliminacdo de radicais livres e
até mesmo em teste in vivo demonstrou uma reducdo da resisténcia a insulina, uma possivel inovagao
para tratamentos para obesidade e diabetes. (Gao et al., 2002; Ghosh et al., 2011; 2012a; 2012b; 2013;
2015; Kuete et al., 2012; Gaofeng et al., 2016; Hidayat et al., 2018; Chaniad et al., 2020). Apresentando
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esses achados, ha crescentes interesses em explorar esses potenciais com 0 apoio dos mecanismos
cientificos. Por isso, O objetivo desse trabalho é comparar a atividade antioxidantes os hidrolisados
obtidos por acdo da enzima pepsina, das proteinas biologicamente ativas presentes em tubérculos nativos

e cultivados no nordeste brasileiro e caracterizar o perfil de seus peptideos bioativos.

METODOLOGIA

Obtencdo da Matéria-Prima e Preparo de Farinha

Os tubérculos (figura 1 e 2) foram adquiridos no comércio da cidade de Caruaru, Pernambuco. E
inicialmente lavados com agua corrente e imersos em agua clorada (200ppm), por 15 minutos, € em
seguida lavados com &gua destilada. Apds secos a sombra, os tubérculos foram devidamente embalados
em sacolas plasticas e congelados em freezer para as analises posteriores. Seguindo com a preparagao
de uma farinha, para isso alguns caras foram descongelados, descascados e cortados em pequenos
pedacos.

Os pedacos foram triturados em liquidificador com dgua destilada, e a massa obtida foi espremida
em uma malha fina de poliéster, esse processo foi repetido duas vezes para a retirada da mucilagem,
(Tavares et al., 2011). Essa mucilagem é quimicamente constituida por agua, pectinas, aglcares e acidos
organico que interferem na extracdo. Apos a passagem na malha, a massa obtida foi submersa em etanol
70% por 18 horas, e mantidos sob refrigeracdo para retirada de compostos fenolicos que interferem na
atividade antioxidante do extrato, produzindo resultados falsos positivos. (Costa et al., 2017)

Em seguida se fez centrifugacdo com as condi¢des de 7000 rpm por 10’ a 4°C. O precipitado
resultante foi espalhado em bandejas e posto na sombra, para evaporacdo do etanol. Apo6s secagem, a
massa foi triturada em moinho para obtencdo de uma farinha fina, expandindo assim a superficie de

contato, para maior aproveitamento do material.
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Figuras 1 e 2: Tubérculos de Dioscorea cayanenssis e Dioscorea bulbifera L. respectivamente.

Fonte: Elaboradas pelos proprios autores.

Extracdo de Proteinas Soluveis

As proteinas foram extraidas em solugdo tampdo de meio alcalino, Glicina 0,1mol/L NaCl
0,15mol/L pH 9,0. A farinha fina foi dissolvida nessas solucgdes extratoras na proporg¢édo de 1:10, sendo
mantida em agitagdo por 3 horas a temperatura ambiente (22°) a mistura foi centrifugada a 7.000 rpm
por 15 minutos a 4°C, o sobrenadante foi filtrado em papel de filtro. O precipitado foi utilizado para
repetir o processo no mesmo tampdo, e no final da repeticdo o precipitado € descartado. Ap6é misturado
os dois sobrenadantes foram filtrados em papel filtro, e a partir de entdo sdo denominados de extrato
bruto (EB).

Concentracédo de Proteinas

Foi realizada a concentragdo pela precipitacdo das proteinas no pl (ponto isoelétrico), para isso,
0 pH dos extratos foram ajustados para 6,2 pela adigdo de acido cloridrico (HCI 1mol/L) essa mistura
foi deixada em repouso por 18 horas. A proteina precipitada foi separada por centrifugacdo a 9.000 rpm
por 30 min a 4°C. Esse processo se repetiu nos pls 5,2 e 4,5. Os precipitados dos trés pls diferentes
foram misturados e o pH ajustado para 7,0 pela adicdo de hidroxido de sodio (NaOH 1 mol/L). Os
precipitados foram dialisados em membrana de celulose (3,5 kDa) com agua destilada em agitacdo em
temperatura ambiente, com trocas de agua a cada 1 h por 10 vezes para retirar 0 excesso de sodio na
amostra.
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Hidrélise Enziméatica

Para o processo de hidrdlise do Concentrado proteico pelo ponto isoelétrico (CPI), os CPIs foram
dissolvidos em &gua destilada (1:1) e a solugédo colocada em béquer foi ajustado com NaOH 0,25mol/L
até o pH 3,6 6timo para a ensima pepsina. A reacdo de hidrolise foi interrompida por aquecimento a 85
°C por 15min, para a inativacao da enzima. Apos o final da reacéo, os hidrolisados assim obtidos foram

centrifugados a 9.000 rpm/ 30min. E os hidrolisados obtidos foram congelados e liofilizados.

Figura 3: Processo para submissdo da hidrolise a partir da farinha.

e g 3 i s g
Preparo da Hidrolise
. enzimatica com Dialise (1kDa)
Farinha ;
pepsina
o / A 4 Ne =/
| . W ~ W \
Extracdo de
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soluveis
N / N J A J
i I__I N - J_I N
Precipitacao
pelo ponto Dialise (3.5kDa)
isoelétrico (CPI)
% / M /

Fonte: Elaborada pelos proprios autores.

Atividade Antioxidante

A atividade foi realizada com o método de captura do radical 2,2"-azinobis (3-etilbenzotiazolina-
6-acido sulfonico) (ABTS™), que tem como vantagem varios maximos de absorcdo e uma boa
solubilidade, permitindo o teste de compostos lipofilicos e hidrofilicos. (Kuskoski et al., 2005). O radical
foi obtido ap6s a reacdo de ABTS™ (7 umol/L) com persulfato de potassio (140 pmol/L), depois de
repouso em temperatura ambiente (22°) no escuro, durante 16 h. Uma vez formado o radical, ele é diluido
com etanol até alcancar absorbancia entre 0,70 (x 0,1) e 754 nm. Uma aliquota de 15 pL de cada
concentracdo foi homogeneizada em 1,5 ml do radical de ABTS™. Apds 6 min a leitura foi realizada a
(734 nm). O antioxidante de referéncia para a elaboracdo da curva padrdo foi o Trolox 2 umol/L (6-
hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic acid), o Trolox foi diluido em etanol para o preparo
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de concentracgdes de 100 umol/L a 1.500 pmol/L. Os resultados s&o expressos em atividade antioxidante

equivalente a Trolox.

Quantitativo de Proteina Soluvel

O teor de proteinas sollveis do concentrado protéico foi pelo o método de Bradford (1976),
utilizando a albumina sérica bovina (BSA) para curva padréo. Foi feita diluicdo de 2mg de CPI para 2
ml agua destilada, e em seguida diluicdes seriadas em meio salino de Cloreto de Sodio (0,15 mol/L) nas
proporg¢des de 1:1 a 1:5. Depois adicionou-se 2,5 mL do reagente de Bradford e apds 10 min foi feita a
leitura das absorbancias em espectrofotdmetro UV/VIS em comprimento de onda a 595 nm.

Eletroforese de Poliacrilamida (Tris-Tricina)

A caracterizacdo das proteinas e oligopeptideos obtidos depois da hidrolise, foi realizada uma
eletroforese com gél de poliacrilamida (Tris-Tricina), conforme metodologia de Laemmli (1970).
Utilizando géis em diferentes concentracdes: (16% T e 3% C), gel de corridae (10% Te3% C; 10% T
e 6% C) gel separador e de empilhamento. As amostras liofilizadas foram diluidas (1:10) em &gua ultra
pura. E acrescentou-se o tampao redutor de Tris-HC1 0,5mol/L, pH 6,8, 10% SDS, 20% Glicerol, 5% -
mercaptoetanol e 0,1% de Comassie blue G250. Durante 10 min foram aquecidas em 90°C, e 30 ul de
cada amostra aplicada no gel, a corrida durou cerca de 7 h em amperagem de 25mA e em 300V. A
fixacdo foi em TCA 20% por 30 min e em seguida corado com Coomassie Brilliant Blue G por 24 h e
descorado em &cido acético a 10%, com trocas em intervalos de 30min até a revelagdo das bandas. Como

padrdo utilizou um marcador de baixo peso de massa molecular.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Determinacéo do Teor de Proteinas Soluveis

Conforme o método de Bradford (1976) os resultados da dosagem de proteinas sollveis nos
extratos brutos e concentrados proteicos obtidos a partir da farinha do cara e do inhame, encontrasse na
Tabela 1 e 2. Os maiores teores de proteinas sollveis sdo nos concentrados proteicos extraidos em agua
ultra pura, constatou-se que as diferentes condicGes de extracao resultaram em teores de proteina soltvel
também diferentes, as proteinas contidas em D. cayannensis foram melhor extraidas em agua ultra pura,

em todos os tratamentos, e as proteinas contidas nos extratos brutos de D. bulbifera foram melhor
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extraidas em tampao Glicina 0,1 mol/L e o CPI em agua. Pode-se observar que o inhame possui uma

quantidade significantemente maior de proteinas sollveis quando comparados ao cara-moela.

Tabela 1: Quantificaiéo do teor de iroteinas sollveis nos extratos brutos.

D.c. Gly 6,61 mg/ml
D.c. H20 9,17 mg/ml
D.b. Gly 0,44 mg/ml
D.b. H20 0,19 mg/ml

Fonte: Elaborada pelos autores

Tabela 2: Quantificaiéo do teor de iroteinas sollveis nos concentrados iroteico.

D.c. Gly 12,67 mg/ml
D.c. H20 16,86 mg/ml
D.b. Gly 0,76 mg/ml
D.b. H20 0,80 mg/ml

D.c. Gly: amostra de Dioscorea cayenenssis extraida em Glicina; D. c. H20: amostra de Dioscorea cayenenssis extraida
em &gua ultra pura; D. b. Gly: amostra de Dioscorea bulbifera extraida em Glicina; D. b. H20: amostra de Dioscorea
bulbifera extraida em agua ultra pura.

Fonte: Elaborada pelos autores

Eletroforese em Gel de Poliacrilamida (Tris-Tricina)

Em todos os CPI observados na eletroforese encontra-se um padrdo onde hd uma concentracao
de bandas marcadas entre 24 - 17 kDa, caracteristica da proteina Dioscorina padrdo da familia Dioscorea,
essa proteina possui massa molecular na faixa de 28 — 33 kDa (Sousa et al., 2017). Como esperado 0s
hidrolisados apresentam bandas mais expressivas abaixo de 12kDa demonstrando a eficacia da clivagem

promovida pela acdo da enzima pepsina, e confirmando a formacao dos peptideos (Figura 4 e 5).
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Figura 4: Gel de eletroforese (Tris-Tricina) com amostras de Dioscorea bulbifera. CPI Db Gly - Concentrado proteico pelo
ponto isoelétrico extraido em glicina; H.P Gly Db 1h - Hidrolisado com a enzima pepsina com tempo de acéo de 1 hora nas
amostras; H.P Gly Db 2h - Hidrolisado com a enzima pepsina com tempo de acdo de 2 hora; CPI Db H20 - Concentrado
proteico pelo ponto isoelétrico extraido em agua ultra pura; H.P H20 Db 1h - Hidrolisado com a enzima pepsina com
tempo de acéo de 1 hora; H.P H20 Db 2h - Hidrolisado com a enzima pepsina com tempo de a¢éo de 2 horas.

38K
31K
24K
17K
12K
8.5

Fonte: Elaborada pelos autores.

Figura 5: Gel de eletroforese (Tris-Tricina) com amostras de Dioscorea cayannensis CPI Dc Gly - Concentrado proteico
pelo ponto isoelétrico extraido em glicina; H.P Gly Dc 1h - Hidrolisado com a enzima pepsina com tempo de acéo de 1
hora; H.P Gly Dc 2h - Hidrolisado com a enzima pepsina com tempo de acdo de 2 horas; CPI Dc H20 - Concentrado
proteico pelo ponto isoelétrico extraido em &gua ultra pura; H.P H20 Dc 1h - Hidrolisado com a enzima pepsina com
tempo de acdo de 1 hora; H.P H20 Dc 2h - Hidrolisado com a enzima pepsina com tempo de agéo de 2 horas

38K
31K
24K

17K
12K

8.5K;

Fonte: Elaborada préprios autores.

Determinacéo da Atividade Antioxidante

Nas amostras de D. cayannensis a capacidade de sequestro do radical ABTS™ foi mais expressiva
na amostra extraida em &gua e no hidrolisado obtido por acdo da enzima ap6s uma hora, apresentando
40,25% de captura em relacdo as outras condicGes testadas (Grafico 1). O hidrolisado com acdo da

enzima de duas horas apresentou 37,34% de captura e o concentrado proteico, a 33,45% de captura. A
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atividade antioxidante cresceu em funcéo do grau de hidrolise da amostra, mas com a agéo de duas horas
houve uma queda pouco significativa que contraria o esperado. As hipdteses consideradas sdo que 0s
peptideos formados apresentarem mais cadeias laterais de aminoacidos expostos, reagem melhor com
0s compostos radicalares que as cadeias polipeptidicas das proteinas intactas, e a enzima tenha concluido
sua eficécia ja na primeira hora, para corroborar com as hipoteses faz necessario teste com uma maior
variancia de tempo de acéo da enzima. As amostras extraidas em Glicina obtiveram valores de captura
inferiores com maximas de 30,36 % e minimas de 27,67%, essa distincdo pode ser devido a quantidade
de proteinas soltveis que € maior na extracdo em agua ultra pura.

D. bulbifera demonstrou uma maior capacidade de sequestro do radical ABTS" nos hidrolisados
das amostras extraidas em &gua ultra pura apresentando 30,86% (H.P. 1h) e 28,14% (H.P. 2h), se
comparada aos hidrolisados das amostras extraidas em tampdo glicina que obteve uma captura de
26,16% (H.P. 1h) e 24,48% (H.P. 2h). Ja nos concentrados proteicos 24,44% de captura de radical foi
da amostra extraida em H20 e 28,18% em Gly (Gréfico 2).

Gréficos 1 e 2: Capacidade de captura do radical de ABTS* de amostras hidrolizadas com tempos de a¢do da enzima
pepsina de 1 e 2 horas, e de concentrado protéico.

Capacidade Antioxidante de D. cayanensis Capacidade Antioxidante de D. buldbifera
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Fonte: Elaboradas pelos préprios autores.

Com a andlise, observamos que houve relevancia do grau de hidrolise das proteinas pela enzima
pepsina em relacdo aos concentrados proteicos, em algumas amostras. E o inhame teve maior capacidade
de sequestro do radical se comparado ao cara-moela, algo que esperado devido a discrepancia de

proteinas solUveis entre os tubérculos.
CONCLUSAO
Os teores de proteinas sollveis nos extratos brutos sdo maiores em Dioscorea cayannensis

comparado aos teores de Dioscorea bulbifera. Com a eletroforese foi possivel observar a eficiéncia da

enzima nas clivagens das proteinas, formando peptideos ativos. Os resultados demonstraram que 0s
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tubérculos estudados apresentam significativa atividade antioxidante, com destaque para os hidrolizados
proteicos, que mostraram maior capacidade de neutralizar radicais livres. A variagdo na atividade
antioxidante entre as diferentes espécies de tubérculos pode ser atribuida a presenca de diferentes
compostos bioativos, e o tratamento de hidrolise permite uma a formacgdo de mais cadeias laterais de
amino&cidos expostos que pode interagir com os radicais livres e neutraliza-los. A elevada atividade
antioxidante das proteinas e peptideos dos tubérculos sugere seu potencial uso como ingredientes
funcionais em produtos alimenticios e suplementos nutricionais. Alem disso, esses compostos podem
ser explorados para o desenvolvimento de novas terapias antioxidantes. Estudos futuros devem
considerar a utilizagdo de multiplos métodos de atividades antioxidantes e diferentes enzima hidroliticas
para uma avaliacdo mais abrangente. Além disso, a analise de uma gama mais ampla de tubérculos

poderia fornecer uma visao mais completa das suas capacidades antioxidantes.
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