S UEM=="

35° Encontro Anual de Iniciacdo Cientifica ERLFNIOW | o . 10 de novembro de 2026
15° Encontro Anual de Iniciacdo Cientifica Junior | I =NNI@3

N~ PPGUem

AVALIACAO ANTIOXIDANTE, ANTIMICROBIANA, FUNCIONAL E DOCKING
MOLECULAR DE CONJUGADO PROTEICO-POLIFENOLICO DE FRACAO DE
STEVIA REBAUDIANA.

Isaac Ascencio do Nascimento (PIBIC/CNPg/FA/UEM), Paula Gimenez Milani
Fernandes (Orientador). E-mail: pgmfernandes@uem.br.

Universidade Estadual de Maringa, Centro de Ciéncias Biolégicas, Departamento de
Bioquimica, Maringd, PR.

Bioquimica/Quimica de macromoléculas
Palavras-chave: Whey Protein isolado; Extrato polifendlico; Compostos fendlicos.
RESUMO

Neste projeto um suplemento proteico-polifenélico foi desenvolvido, por meio da
conjugacao entre a proteina de soro do leite isolado (WPI) com compostos fenélicos
presentes no extrato da fracao polifendlica de Stevia (F1), em busca de um produto
com aumento de solubilidade e com propriedades funcionais. O conjugado
apresentou aumento de cinco vezes a solubilidade, inibicdo da a-amilase superior a
50% e efetiva atividade antioxidante nos ensaios in vitro realizados quando
comparados com seus predecessores. Os compostos encontrados majoritariamente
pelo UHPLC-MS/MS foram aplicados a métodos de docking molecular com a a-
amilase, que indicaram interacdes entre o acido clorogénico e quercetina com o sitio
catalitico da enzima, que conduzem a perfis condizentes ao seu potencial inibitério
obtido.

INTRODUCAO

A conjugacao de proteinas com polifendis tem demonstrado capacidade de
potencializar as propriedades biol6gicas e tecnofuncionais desses compostos
fendlicos, fornecendo maior area de aplicagdo na industria de alimentos e bebidas e
até farmacéutica. A proteina do soro de leite tem capacidade de formar esses
conjugados com os polifendis por meio de interagdes quimicas, exibindo perfis
antioxidantes e antidiabéticos melhorados, este projeto estudou um conjugado de
suplemento proteico com atividades bioativas, introduzidas pela fragcao polifendlica
de Stevia rebaudiana.

MATERIAIS E METODOS

Obtencdo de fracdo polifendlica extrato metandlico de folhas de Stevia (F1) e
analises fisico-quimicas
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A obtencao da fracao F1 foi realizada de acordo com Milani et al., 2017b. Na
F1, foi quantificado esteviosideos, rebaudiosideo A e C, compostos fendlicos totais,
com os resultados expressos utilizando curva padrdao de acido galico (10-500
ug/mL). Flavonoides na fracao F1 foi determinada utilizando curva padrao (25-500
png/mL) de acordo com metodologias descritas no trabalho de Milani et al., 2017b. A
fracado F1 foi submetida a analises usando UHPLC para a identificacdo e
quantificacdo dos compostos fendlicos e flavonoides: (Shimadzu, modelo Nexera
X2).

Conjugacao por método alcalino de F1 com whey protein isolado (WPI) para a
obtencao de CWPI-F1

A obtencgao dos conjugados foi realizada de acordo com algumas adaptacoes.
Apo6s a conjugacao foram realizadas, em F1, Whey e CWPI-F1, as analises de
solubilidade (Chranioti et al., 2016), capacidade antioxidante, o radical ABTS+ e a
atividade de inibicdo da amilase por (Cabeca, et al., 2023).

Docking molecular

A estrutura tridimensional da a-amilase pancreatica humana (PDB ID: 1XDO)
foi obtida do Protein Data Bank. Esta estrutura, resolvida por difragcao de raios X a
2,00 A de resolucao, esta cocristalizada com o inibidor acarbose (ACA) em seu sitio
ativo. Para andlises subsequentes, todos os ligantes foram removidos, e atomos de
hidrogénio foram adicionados a cadeia proteica usando o Discovery Studio v2025.
Para as simulagbes de docking molecular, uma biblioteca virtual foi construida
compreendendo os constituintes das fragdes do extrato. As estruturas moleculares
foram obtidas do banco de dados PubChem e preparadas usando o servidor
OpenBabel. A validacdo do protocolo de docking foi realizada através do redocking
do inibidor ACA usando AutoDock Vina e GOLD v2024.1.0, que renderam valores de
Desvio Médio Quadratico (RMSD) de 0,670 = 0,009 A e 0,619 + 0,002 A,
respectivamente.

No AutoDock Vina, o algoritmo padrdo de busca e pontuacao foi empregado,
com uma caixa de busca definida no sitio catalitico da enzima, medindo 13 x 15 x 16
A ao longo dos eixos x, y e z. No GOLD, o algoritmo de busca padrao e a funcao de
pontuagéo (scoring function) PLP Fitness foram aplicados, delimitando uma esfera
com um raio de 6 A centrada na posicdo do inibidor ACA. Os resultados
representam a média de trés simulacées por constituinte da fracdo em cada
programa e sao expressos como a pontuacao relativa média (MRS).

Analise Estatistica
Todos os testes foram realizados em triplicata e foram submetidos a analises
de variancia ANOVA e teste Tukey com p fixado a 0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO
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A tabela 1 lista todos os compostos fendlicos testados, destacando o acido
clorogénico e quercitina, exceto o acido vanilico e a naringenina, que n&o foram
detectados.

Composto Fenodlico F1 g/100g
Acido 4-hidroxibenzoico 0,03
Acido cafeico 0,03
Acido clorogénico 0,5
Acido cumarico 0,0005
Acido galico 0,0005
Apigenina 0,001
Kaempferol 0,02
Luteonina 0,02
Quercitina 0,1

Tabela 1. Massa dos compostos fendlicos encontrados em g/100g

A quantificacao dos glicosideos de esteviol, rebaudiosideos A e C, na fracao
F1, foi inferior a 0,0001%. Esse resultado se deve pelo processo de fracionamento
em que o acetato de etila ndo apresenta concentracao consideravel de glicosideos.

A solubilidade do conjugado aumentou 5 vezes em relacdo ao WPI e 17
vezes em relacdo a F1. A maior solubilidade do CWPI-F1 ao ser incorporado a
fracao polifendlica de estévia compara-se a Khalifa et al.,, 2019, que a adicdo de
polifendis ao isolado de proteina do soro melhora suas propriedades tecnofuncionais
e bioativas.

O potencial antioxidante mostra que fragcdo F1 teve importante inibicao de
radicais (75,28% para DPPH e 57,25% para ABTS), enquanto o WPI teve
desempenho inferior (8,3% e 10,85%, respectivamente). O conjugado néao
apresentou aumento significativo em relagédo ao WPI.

As amostras F1 e WPI tiveram uma melhor inibicdo da enzima amilase (tabela
2) em concentragdes menores com diminuicdo da inibicdo com o aumento da
concentragdo, enquanto o CWPI-F1 teve uma resposta inibitéria melhor na maior
concentragao testada, corroborando com Milani et al., 2017b, em que a combinacao
de Stevia e WPI potencializou os efeitos antidiabéticos em animais.

Concentragcao pug/mL F1 WPI CWPI-F1
50 41 +0.0009% 24 +0.0042 11 £0.001°
100 39 +0.00012 37 +0.012 5+0.01°
200 36 +0.0001? 23 +0.00012 8 +0.0009°
300 37 £0.001° 26 +0.001° 11 £0.006°
400 27 +0.006% 19 + 0.004% 11 £ 0.003?
500 35 + 0.0004° 5 +0.003° 55 + 0.0005%

Tabela 2. Inibicdo da enzima a-amilase; Letras diferentes representam uma diferenga estatistica signficante de (p > 0.05)
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As andlises realizadas de docking molecular (tabela 3), demonstraram que
muitos dos compostos fendlicos encontrados na fracdo F1 tem altas afinidades com
o sitio catalitico da enzima testada, com destaque a quercitina e acido clorogénico
que tém maior afinidade e encontrados em maior quantidade.

Composto F1 9/100g | LogP* Gold Autodock Vina | MRS
Acido 4- 0,03 1.42 40.97 +0.06 -5.50£0.00 | 0.61
hidroxibenzoico
Acido cafeico 0,03 1.42 47.28 £0.46 -6.70 £0.00 | 0.72
Acido clorogénico 0,5 -0.36 60.09 + 1.28 -8.13+£0.06 | 0.90
Quercetina 0.1 1.04 | 65.58+14.82 | -9.30+0.00 | 1.00

Tabela 3. docking da fragéo polifendlica F1, todos apresentam uma estatistica de (p > 0.05)

CONCLUSOES

O conjugado apresentou uma melhoria significativa em diversas propriedades
bioativas e tecnofuncionais. Enquanto o docking molecular determinou alta afinidade
dos principais compostos fendlicos, encontrado na avaliacdo do UHPLC-MS/MS,
que tendem a explicar sua capacidade inibitoria.
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