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INTRODUCAO:

A producdo do urucum (Bixa orellana L.) figura entre as cadeias produtivas de matrizes vegetais de
grande relevancia econdmica, mas também na geracdo de residuos agroindustriais, especialmente durante o
beneficiamento dos frutos e o processamento industrial das sementes. Nesse contexto, o reaproveitamento dessas
biomassas tem ganhado destaque, impulsionado pelo interesse em praticas mais sustentaveis e na valorizagdo de
coprodutos. O valor comercial do urucum ¢ determinado com base no teor de pigmentos bixina e norbixina,
extraidos de suas sementes, que possuem baixo custo de producdo e baixa toxicidade (TAHAM; CABRAL;
BARROZO, 2015). Essas caracteristicas conferem ao urucum uma posi¢ao de destaque entre os aditivos naturais,
sendo considerado um corante alimentar seguro por entidades como a Food and Drug Administration (FDA) e a
Organizagdo Mundial da Saiude (OMS).

Diversos estudos tém investigado as propriedades antioxidantes, antitumorais, anti-inflamatorias e
antimicrobianas dos compostos bioativos presentes nas sementes (DOS SANTOS RAMOS et al., 2021; RAJU et
al., 2023). No entanto, ainda sdo escassos os estudos relacionados a composicdo e as propriedades bioativas de
outras partes da planta. Dentre as técnicas convencionais e emergentes ja aplicadas as sementes do urucum para a
recuperacdo desses compostos bioativos, o tratamento enzimatico se apresenta como uma alternativa por sua
simplicidade, aspecto sustentavel, eficiéncia e alta especificidade. A utilizagdo de enzimas, como celulases e
proteases, visa a hidrolise dos componentes da parede celular vegetal, promovendo maior liberagdo dos compostos
bioativos, que podem estar complexados a carboidratos e proteinas (PURI; SHARMA; BARROW, 2012).

Dessa forma, o presente trabalho teve como objetivo determinar as melhores condi¢des de tratamento
enzimatico para a recuperagdo de compostos bioativos da cachopa de urucum, avaliando-se as propriedades
antioxidante e antimicrobiana dos extratos obtidos.

METODOLOGIA:

Os frutos do urucum provenientes de Lagoa de Dentro (PB) foram processados no Laboratorio de
Bioquimica de Alimentos da UNICAMP, onde as cachopas foram separadas manualmente, moidas e submetidas a
analise granulométrica.

Para o tratamento enzimatico, foram utilizados os complexos FoodPro CBL (celulases) e FoodPro PXT
(proteases), conforme delineamento composto central rotacional (Tabela 1), variando-se concentracdo da enzima
(%, v/v) e a concentragdo de substrato (mg/mL), totalizando 11 ensaios para cada tratamento enzimatico. As
condi¢cOes fixas dos ensaios foram estabelecidas em estudos anteriores sdo: pH 4,5 para FoodPro CBL; pH 8,5
para FoodPro PXT; a temperatura de incubagdo de 60°C e o tempo de reacdo de 30 minutos foram aplicados para
ambos os tratamentos enzimaticos.

Os efeitos destas variaveis foram avaliados em fungdo das respostas de compostos bioativos (fenolicos e
flavonoides) e atividade antioxidante pelos métodos ABTS, DPPH e FRAP (PEREIRA; ARRUDA; PASTORE,
2018; ZHISHEN; MENGCHENG; JIANMING, 1999; RE et al., 1999; BRAND-WILLIAMS, CUVELIER e
BERSET, 1995; BENZIE e STRAIN, 1999).
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Tabela 1. Delineamento experimental com duas varidveis independentes (2%) e niveis para determinagdo das
condigdes ideais do tratamento enzimatico da cachopa de urucum.

Tratamentos enzimaticos Valores codificados Valores reais

Ensaios CBL Ensaios PXT Enzima Substrato Enzima (%, v/v) Substrato(mg/mL)
CBL1 PXT1 -1,00000 -1,00000 0,50 5,00
CBL2 PXT2 -1,00000 1,00000 0,50 15,00
CBL3 PXT3 1,00000 -1,00000 1,00 5,00
CBL4 PXT4 1,00000 1,00000 1,00 15,00
CBLS5 PXT5 -1,41421 0,00000 0,40 10,00
CBL6 PXT6 1,41421 0,00000 1,10 10,00
CBL7 PXT7 0,00000 -1,41421 0,75 2,93
CBL8 PXTS8 0,00000 1,41421 0,75 17,07
CBL9 PXT9 0,00000 0,00000 0,75 10,00
CBL10 PXT10 0,00000 0,00000 0,75 10,00
CBL11 PXTI11 0,00000 0,00000 0,00 10,00

Controle (C) --- 0,00000 --- 10,00

A atividade antimicrobiana do extrato resultante do ensaio com melhores respostas foi analisada por
métodos qualitativo (difusdo em agar) e quantitativo (CIM), utilizando cepas padrdo de bactérias patogénicas
(BEARGIE; BRACKEN; RILEY, 1965; - NCCLS, 2003). A analise do delineamento experimental e dos modelos
estatisticos foi realizada utilizando o software Statistica® 13 da TIBCO Software Inc. (Palo Alto, California,
EUA). Os resultados foram analisados estatisticamente por Analise de Variancia (ANOVA), seguida pelo teste de
Tukey, utilizando o software Minitab® 19 da Minitab Inc. (Palo Alto, Califérnia, EUA).

RESULTADOS E DISCUSSAO:

A farinha da cachopa apresentou granulometria variando entre 0,05 e 0,71 mm (peneiras de Meshn 24 a
270). As Tabelas 2 e 3 apresentam as variaveis dependentes dos ensaios conduzidos com os complexos
enzimaticos CBL e PXT aplicados a farinha da cachopa, respectivamente.

Tabela 2. Compostos bioativos totais e propriedades antioxidantes dos extratos de farinha de cachopa de urucum
hidrolisada com a enzima CBL conforme o DCCR.

ABTS DPPH FRAP FEN FLAV FLAV
(umol TE/g) (umol TE/g) (umol TE/g) (mg AGE/g) (mg CE/g) (mg QE/g)

C 550,49+ 15,80 250,08+ 1,68  43871+2,00 74,32+ 0,80 8,00 + 0,48 1432 + 1,46
CBLI  572,72+14,12c  344,52+288b 71504+4340a 117,93+£872a 10,10+ 0,60def 21,01 +0,77a
CBL2 468,69 + 11,60de 246,80 £2,92d 458,64+ 12,62c 63,07+ 1,32cde  8,76+031fg 15,49 % 0,74cd
CBL3  602,85+19,39c  323,14+9,54c  592,39+31,51b 101,66 +4,83b  8,87+038efg 18,02+ 0,11bc
CBL4 479,87 +17,45de 19133 +3,17¢ 459,98 £40,28c 69,58 + 1,95cd 10,44 +0,87cde 14,80 +0,97d
CBLS  33486+4,13f  197,93+436e 328,77+17,63d  72,77+£495c 12,11 £0,98ab 19,84 % 0,64ab
CBL6  502,77+8,77d  25492+691d  491,04+636c 56,96+ 0,23¢ 747+0,18g  14,51+0,32d
CBL7  702,41+33,55a 376,51+17,11a 710,38 +40,99a 123,62+9,14a  12,93+0,62a 22,16+ 1,45a
CBLS  451,50+5,17e  188,88+3,99¢ 441,50 £2545c 59,13 +588de  8,08+0,55¢ 17,84 % 0,99bc
CBLY  679,88+9,19ab  96,00+4,53f 253,01 +545¢  32,47+031f  11,86+0,68abc 22,57+ 1,17a
OB 665,61+ 19,44ab 100,68+ 1,19f  247,79+3,46e  30,76=028f 11,78 +036abc 21,82+ 1,75a
CBLI  65332+8,75b 100,91 £4,70f  244,95+526e  34,75+0,89f 10,97+ 0,64bcd 20,34 + 1,72ab

Os resultados sao apresentados como média (n = 3) + desvio padrao. Médias seguidas de letras iguais na mesma coluna, ndo apresentam
diferencas significativas (p < 0,05) pelo Teste de Tukey. Siglas: TE - equivalente Trolox; AGE - Acido galico equivalente; CE - Catequina
equivalente; QE - Quercetina equivalente.

Dentre os ensaios avaliados, o CBL7 destacou-se por apresentar os maiores valores de atividade
antioxidante nos métodos ABTS (702,41 umol TE/g), DPPH (376,51 pmol TE/g) e FRAP (710,38 umol TE/g),
evidenciando elevada capacidade de eliminagdo de radicais livres e poder de redugdo de ion férrico. Esse resultado
estd diretamente associado aos altos teores de compostos fendlicos (123,62 mg AGE/g) e flavonoides totais (12,93
mg CE/g e 22,16 mg QFE/g), que reforcam o potencial funcional deste extrato. Embora outros tratamentos, como
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CBL1 e CBL3, também tenham apresentado desempenho expressivo, especialmente em FRAP e teor de fendlicos
(FEN), a performance geral do tratamento CBL7 foi superior e mais equilibrado entre todos os pardmetros
analisados. Por outro lado, tratamentos como CBL9 a CBLI11, apesar de apresentarem elevados teores de
flavonoides, mostraram baixa atividade antioxidante em DPPH e FRAP, sugerindo que a composigdo qualitativa
dos flavonoides ou a presenga de outros compostos bioativos pode influenciar a eficiéncia antioxidante. Assim, o
tratamento CBL7 (0,75% (v/v) de enzima e 2,93 mg/mL de substrato) se configurou como o mais promissor para
aplicagdes voltadas ao aproveitamento de compostos bioativos com agdo antioxidante.

Para o tratamento enzimatico com a enzima PXT (Tabela 3), as condigdes adotadas no ensaio PXT7
apresentou o desempenho mais expressivo, com maior capacidade antioxidante para ABTS (728,33 umol TE/g),
DPPH (159,24 pmol TE/g) e FRAP (469,85 umol TE/g), além de ter resultado em extratos com elevados teores de
fenolicos (89,44 mg AGE/g) e flavonoides (19,38 mg CE/g e 49,51 mg QE/g). Esses resultados indicam que o
tratamento PXT7 promoveu uma libera¢do mais eficiente de compostos bioativos da matriz vegetal. Em contraste,
os tratamentos PXT9, PXT10 ¢ PXT11, embora tenham alcangado os maiores valores de ABTS (superiores a 840
umol TE/g), apresentaram baixas respostas em DPPH e FRAP, além de teores fendlicos reduzidos, sugerindo que
os compostos gerados nesses extratos possivelmente tém menor eficdcia como sequestradores de radicais livres.
De forma geral, o equilibrio entre os pardmetros antioxidantes e os teores de compostos fenolicos (FEN) e
flavonoides (FLAV) reforca o potencial dos extratos obtidos na condi¢do do ensaio PXT7, que se mostrou mais
promissor para aplicagdes funcionais em comparagao aos demais.

Tabela 3. Determinagdo de compostos bioativos e propriedades antioxidantes dos extratos de farinha de cachopa
de urucum hidrolisada com a enzima PXT conforme o DCCR.

ABTS DPPH FRAP FEN FLAV FLAV
(nmol TE/g) (nmol TE/g) (nmol TE/g) (mg AGE/g) (mg CE/g) (mg QE/g)

C 550,49 £ 15,80 250,08 + 1,68 438,71 + 2,00 74,32 + 0,80 8,09 + 0,48 14,32 + 1,46
PXT1 654,22 +23,06¢ 141,38 + 2,60b 383,08 + 15,38b 72,95 +7,52b 7,89 +0,57¢ 30,84 +0,58b
PXT2 294,74 + 7,50e 72,91 +£0,73¢g 283,63 + 3,10de 49,57 £ 1,79¢cd 10,31 +0,99d 21,08 £ 0,88f
PXT3 644,65+ 13,02¢ 125,42 + 3,48¢c 385,19+ 16,77b 58,93 + 3,28¢c 4,59 + 0,39f 29,55 £ 1,32bc
PXT4 301,13 +£0,20e 72,70 £ 0,76¢g 284,72 +7,70d 44,69 £0,97de 11,13 +0,64cd 20,94 + 1,48f
PXT5 444,36 + 5,62d 96,30 + 1,14¢ 317,46 +£19,19d 55,10+ 0,32¢ 1487+ 0,41b 27,93 + 0,84bcd
PXT6 451,17 £ 1,56d 84,63 + 1,28f 370,83 + 4,22bc 41,80 £+ 2,90de 7,56 = 0,49¢ 24,06 + 1,13def
PXT7 7523”1373; 15924 +229a  469.85+56,03a  89,44+7,6da  1938=0,65a 49,51 4,582
PXT8 266,16 + 0,16 64,14 +0,94h 330,13+ 11,45cd 38,98 +0,78¢f  10,95+0,5lcd 23,23 + 0,66ef
PXT9 858,91 + 8,92a 105,23 +2,09d 232,50 + 1,59¢f 32,23 +1,51f 9,72 £ 0,29d 25,61 + 0,24cde
PXT10 847,69 +£9,87a 101,13 + 1,28de 217,34 + 0,25f 29,73 £ 0,32f 10,78 £0,21d 28,59 +£0,14bc
PXT11 867,62 +7,18a 103,08 + 1,44d 227,50 + 5,20f 30,38 + 1,25f 12,43 +0,80c 25,94 £0,31cde

Os resultados s@o apresentados como média (n = 3) + desvio padrdo. Médias seguidas de letras iguais na mesma coluna, ndo apresentam
diferengas significativas (p < 0,05) pelo Teste de Tukey. Siglas: TE - equivalente Trolox; AGE - Acido galico equivalente; CE - Catequina
equivalente; QE - Quercetina equivalente.

A partir do DCCR, foi possivel identificar condigdes otimas para extracdo de compostos bioativos nos
ensaios CBL e PXT. Analisando as Tabelas 2 e 3, pode-se verificar que as condi¢des do ensaio 7, assim como dos
pontos centrais 9, 10 e 11 obtiveram os melhores resultados. Pode-se observar que a concentragdo de enzima entre
as quatro formulagdes nao variou, sendo 0,75% (v/v) (ensaios 7, 9, 10 e 11) a ideal e que a concentragao de
substrato variou de 2,93 (ensaio 7) a 5 mg/mL (ensaios 1 e 3). Os tratamentos CBL7 e PXT7 apresentaram os
melhores desempenhos globais, com elevada atividade antioxidante e altos teores de fendlicos e flavonoides. Ja os
tratamentos nas condi¢des do ponto central (CBL9-11 e PXT9-11), apesar dos altos valores de ABTS, mostraram
respostas inferiores em DPPH, FRAP e FEN, indicando menor equilibrio entre os pardmetros. Assim, os dados
sugerem que as condi¢cdes intermedidrias sdo mais eficazes para maximizar a extragdo de compostos
antioxidantes. A aplicacdo de ferramentas multivariadas, como a fun¢do de desejabilidade, pode auxiliar na
definicao precisa das melhores condi¢des experimentais.

A partir dos resultados da determinagdo de compostos bioativos e das propriedades antioxidantes,
aplicou-se a analise de componentes principais (PCA). As Figuras la ¢ 1b exibem os dados da analise de
componentes principais (PCA) para os dois conjuntos experimentais, os quais permitiram identificar padrdes
distintos de associacao entre os ensaios ¢ as variaveis bioativas.
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Figura 1. a) Grafico Bi-plot de Analise de Componentes Principais para o complexo enzimatico CBL; b) Grafico
Bi-plot de Analise de Componentes Principais para o complexo enzimatico PXT.

No conjunto CBL, os eixos F1 e F2 explicaram 85,42% da variancia, com destaque para o tratamento
CBL7, posicionado de forma isolada e fortemente correlacionado as variaveis ABTS, CE e QE, indicando
predominancia de flavonoides na resposta antioxidante. Ja os tratamentos CBL1 e CBL3 foram associados a EAG,
DPPH e FRAP, sugerindo maior influéncia dos fenolicos totais. No conjunto PXT, os eixos F1 e F2 explicaram
82,13% da variancia, e o tratamento PXT7 também se destacou por sua separacdo clara dos demais, com forte
correlagdo com quase todas as variaveis, especialmente EAG ¢ FRAP, além de CE e QE, refletindo um perfil mais
equilibrado de compostos bioativos. Em contraste, PXT9 a PXTI11, mesmo com altos valores de ABTS,
mostraram fraca correlagdo com as demais variaveis, situando-se em regido oposta no grafico, sugerindo menor
contribuicdo fendlica e menor eficacia antioxidante global.

Esses resultados graficos reforgam que as condi¢des de ensaio adotadas em CBL7 e PXT7 representaram
os pontos otimos de extragdo, com perfis bioativos distintos, mas com alto desempenho em multiplas variaveis. A
PCA, portanto, confirmou visualmente os achados quantitativos, evidenciando a influéncia especifica dos grupos
de compostos nas diferentes respostas antioxidantes.

Os extratos hidrolisados CBL7, CBL10, PXT7 e PXTI10 foram avaliados quanto a atividade
antimicrobiana. Inicialmente, verificou-se a sensibilidade das cepas bacterianas aos extratos padronizados pelo
teor de fendlicos totais. Observou-se que a Pseudomonas aeruginosa (ATCC 15442) foi resistente a todos os
extratos testados.

Por outro lado, os demais micro-organismos apresentaram sensibilidade variavel. Para o extrato CBL10,
foi determinada uma Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) de 0,31 mg AGE/mL contra Staphylococcus aureus
(ATCC 23235). Ja contra Escherichia coli (ATCC 35218) e Salmonella Typhimurium (ATCC 14028), as CIMs
foram de 0,18 mg AGE/mL para o extrato CBL7 e 0,15 mg AGE/mL para o CBL10.

Nos ensaios com os extratos da série PXT, tanto o PXT7 quanto o PXT10 apresentaram atividade contra
Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Salmonella Typhimurium, com CIMs de 0,13 mg AGE/mL ¢ 0,15 mg
AGE/mL, respectivamente.

A atividade antimicrobiana observada nos extratos pode ser atribuida principalmente a presenga de
compostos fenolicos e outros metabolitos bioativos liberados ou concentrados durante a hidrélise dos residuos de
urucum. Bactérias Gram-negativas, como Escherichia coli e Salmonella spp., possuem uma parede celular com
fina camada de peptidoglicano ¢ uma membrana externa rica em lipopolissacarideos e lipoproteinas. Essa
estrutura favorece a interacdo com compostos lipofilicos presentes nos extratos. Por outro lado, bactérias
Gram-positivas, como Staphylococcus aureus, apresentam parede espessa composta por peptidoglicanos porosos,
que permitem a difusdo de compostos polifendlicos hidrossoluveis, como catequinas e acidos fendlicos. Esses
compostos podem inibir a sintese de acidos nucleicos, comprometer a integridade da membrana citoplasmatica e
afetar o metabolismo energético, resultando na inibi¢do do crescimento microbiano (Quiroz et al., 2019).
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CONCLUSAO:

Os tratamentos enzimaticos CBL7 e PXT7 demonstraram maior eficiéncia na liberacdo de compostos
bioativos da farinha da cachopa, refletindo-se em altos teores de fendlicos e flavonoides e elevada atividade
antioxidante e antimicrobiana. A analise multivariada confirmou esses tratamentos como os mais equilibrados e
eficazes. Esses resultados indicam além das melhores condigdes de processamento enzimatico, o potencial de
aplicacdo funcional dos extratos obtidos em condigdes intermediarias de hidrolise, especialmente para
formulagdes com propriedades antioxidantes e antimicrobianas, despontando a cachopa como um possivel
conservante natural.
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