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RESUMO

As florestas tropicais imidas, como a Amazonia, abrigam inimeras espécies vegetais de
interesse para as industrias alimenticia e farmacéutica, com potencial para impulsionar o
desenvolvimento cientifico, tecnologico e econdmico da regido. Entretanto, espécies
como Theobroma bicolor (macambo), Theobroma subincanum (cupui) e Theobroma
sylvestre (cacau-azul), pertencentes a familia Malvaceae e classificadas como Plantas
Alimenticias Nao Convencionais (PANC), ainda sao pouco exploradas e carecem de
estudos detalhados sobre sua composi¢ao quimica e seu valor nutricional. Nesse contexto,
este trabalho teve como objetivo investigar a composi¢do centesimal, o perfil quimico de
compostos bioativos e o potencial citotoxico dos frutos (cascas, polpas e sementes) de
espécies amazonicas do género Theobroma. Os extratos de cacau-azul, cupui e macambo
foram obtidos por maceragdo a frio em banho ultrassonico. A composi¢ao centesimal
(umidade, proteinas, lipidios, carboidratos e cinzas) foi determinada para as diferentes
partes dos frutos in natura. O perfil quimico foi avaliado por técnicas espectroscopicas e
cromatograficas, e os ensaios de citotoxicidade foram realizados frente as linhagens
tumorais A549 e HCT-8 e as células endoteliais HUVEC. O fruto de 7. sylvestre (cacau-
azul) apresentou parametros fisico-quimicos compativeis com padrdes de derivados de
cacau, destacando-se as sementes, com elevados teores de proteinas, carboidratos e valor
energético (144,13 kcal/100 g). Foram identificados 23 metabdlitos, incluindo
flavonoides e metilxantinas, sendo quatro relatados pela primeira vez no género
Theobroma:  3-metil-1-butanol-pentosil-hexosideo-1,  secoisolariciresinol-9’-O-f-D-
glucopiranosideo, um glicosideo diterpenoide furanoide e siringina. Os extratos
apresentaram citotoxicidade moderada e atividade antiproliferativa relevante contra as
linhagens A549, HCT-8 e HUVEC. Em T subincanum (cupui), as sementes apresentaram
elevados teores de proteinas, carboidratos e valor energético (360,69 kcal/100 g). A
analise do perfil lipidico revelou a presenca de 4cidos graxos como palmitico e linoleico
nas diferentes partes do fruto, além de acido elaidico na polpa e na casca. Foram
identificados seis constituintes, incluindo triptofano, o alcaloide teacrina e flavonoides
como epicatequina, clovamida e luteolina, evidenciando similaridade quimica entre
espécies do género. Para 7. bicolor (macambo), a composi¢do centesimal indicou as
sementes com elevado teor energético (377,40 kcal/100 g) e predomindncia de
carboidratos, enquanto o perfil lipidico mostrou altos teores de acidos graxos saturados,
especialmente derivados dos 4acidos palmitico e estedrico. A caracterizagdo quimica
revelou compostos como acido oleico, acido formico, triptofano e as metilxantinas
teofilina e teobromina. Nos ensaios de citotoxicidade, os extratos apresentaram atividade
moderada e efeitos antiproliferativos, com maior inibicdo do crescimento celular
observada para os extratos da casca. Os resultados demonstram que as espécies estudadas
possuem relevante potencial nutricional e bioativo, constituindo fontes promissoras de
compostos com propriedades antioxidantes e antiproliferativas. Portanto, essas
contribuicdes ampliam o conhecimento fitoquimico sobre o género Theobroma e
evidenciam o potencial de aproveitamento sustentavel dessas espécies amazdnicas no
desenvolvimento de alimentos funcionais, ingredientes nutracéuticos e aplicacdes
biotecnologicas.

Palavras-chave: Theobroma bicolor, Theobroma subincanum, Theobroma sylvestre,
compostos fendlicos, citotoxicidade.
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ABSTRACT

Humid tropical forests, such as the Amazon, harbor countless plant species of interest to
the food and pharmaceutical industries, with the potential to drive the region's scientific,
technological, and economic development. However, species such as Theobroma bicolor
(macambo), Theobroma subincanum (cupui), and Theobroma sylvestre (blue cacao),
belonging to the Malvaceae family and classified as Unconventional Food Plants (UFPs),
remain underexplored and require detailed studies on their chemical composition and
nutritional value. In this context, this study aimed to investigate the proximate
composition, chemical profile of bioactive compounds, and cytotoxic potential of the
fruits (peels, pulps, and seeds) of Amazonian Theobroma species. Extracts of blue cacao,
cupui, and macambo were obtained by cold maceration in an ultrasonic bath. The
proximate composition (moisture, proteins, lipids, carbohydrates, and ash) was
determined for the different parts of the fresh fruits. The chemical profile was evaluated
using spectroscopic and chromatographic techniques, while cytotoxicity assays were
performed against the A549 and HCT-8 tumor cell lines and HUVEC endothelial cells.
The fruit of T_ sylvestre (blue cacao) exhibited physicochemical characteristics consistent
with cocoa-derived products, with the seeds standing out for their high protein and
carbohydrate contents and energy value (144.13 kcal/100 g). A total of 23 metabolites
were identified, including flavonoids and methylxanthines, four of which were reported
for the first time in the genus Theobroma: 3-methyl-1-butanol-pentosyl-hexoside-1,
secoisolariciresinol-9'-O-f-D-glucopyranoside, a furanoid diterpenoid glycoside, and
syringin. The extracts exhibited moderate cytotoxicity and relevant antiproliferative
activity against the A549, HCT-8, and HUVEC cell lines. In 7' subincanum (cupui), the
seeds showed high protein and carbohydrate contents and a high energy value (360.69
kcal/100 g). Lipid profile analysis revealed the presence of fatty acids such as palmitic
and linoleic acids in the different parts of the fruit, as well as elaidic acid in the pulp and
peel. Six constituents were identified, including tryptophan, the alkaloid theacrine, and
flavonoids such as epicatechin, clovamide, and luteolin, highlighting the chemical
similarity among species within the genus. For 7. bicolor (macambo), proximate
composition analysis indicated that the seeds had a high energy value (377.40 kcal/100
g) and were predominantly composed of carbohydrates, whereas the lipid profile showed
high levels of saturated fatty acids, particularly derivatives of palmitic and stearic acids.
Chemical characterization revealed compounds such as oleic acid, formic acid,
tryptophan, and the methylxanthines theophylline and theobromine. In the cytotoxicity
assays, the extracts demonstrated moderate activity and antiproliferative effects, with the
greatest inhibition of cell growth observed for the peel extracts. These findings
demonstrate that the studied species possess significant nutritional and bioactive
potential, representing promising sources of compounds with antioxidant and
antiproliferative properties. Therefore, these contributions expand the phytochemical
knowledge of the genus Theobroma and highlight the potential for the sustainable use of
these Amazonian species in the development of functional foods, nutraceutical
ingredients, and biotechnological applications.

Keywords: Theobroma bicolor, Theobroma subincanum, Theobroma sylvestre, phenolic
compounds, cytotoxicity.
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1. INTRODUCAO

A crescente busca pela diversidade de frutas estd ligada ao seu papel
indispensavel em uma dieta saudavel, pois estas sdo fontes ricas de vitaminas, minerais,
fibras e compostos bioativos, cujos beneficios significativos atuam na prevengao de
inimeras doengas (Carrillo-Perdomo et al., 2015; Charoenkiatkul; Thiyajai; Judprasong,
2016; Pinheiro et al., 2024; Zhao et al., 2023). Assim, o consumo diario e regular oferece
ao individuo quantidades substanciais de micronutrientes, fibras, antioxidantes e
compostos fitoquimicos que atuam na preven¢ao de doengas cronicas, como cancer e
infarto (Angelino et al., 2019; Baraldi et al., 2025).

Entre os constituintes quimicos das frutas, destacam-se os compostos
fenodlicos, oriundos do metabolismo secundario. Considerados antioxidantes naturais, eles
protegem multiplos 6rgdos contra a oxidagdo e exercem agdes farmacologicas, como as
atividades anti-inflamatéria e neuroprotetora (Ramos et al., 2015; Silva et al., 2023a;
Stefanucci et al., 2020). Embora as frutas mais consumidas sejam cultivadas em larga
escala, ha potencial para frutas consumidas localmente que sdo menos conhecidas e que
podem se mostrar benéficas quando investigadas (Rodrigues; Silva; Brito, 2018).

Nos ultimos anos, a busca e utilizacdo de frutas nativas, como as frutas
amazonicas, tém apresentado uma tendéncia crescente no mercado, refletindo a demanda
dos consumidores por produtos naturais com propriedades nutricionais e funcionais (Cruz
et al., 2024; Oliveira et al., 2025; Rodrigues et al., 2023). Entre elas destacam-se as
espécies do género Theobroma. Entretanto, poucos sdo os relatos cientificos publicados
relacionados a diferentes desse género, bem como sua caracterizagdo quimica,
propriedades biologicas e farmacoldgicas, manejo pos-colheita e/ou dados experimentais
direcionados a sua utilizacdo na area de alimentos (Quijano; Pino, 2009; Mar et al., 2024;
Soleri; Cleveland, 2007).

Sendo assim, o presente trabalho objetivou a caracterizagdo quimica e
avaliacdo do potencial citotoxico de extratos obtidos das cascas, polpas e sementes de trés
espécies do género Theobroma: Theobroma bicolor (macambo), Theobroma subincanum
(cupui) e Theobroma sylvestre (cacau-azul), visando contribuir para o conhecimento
cientifico da quimica deste género e gerar subsidios para o desenvolvimento de produtos

alimenticios alternativos ao cacau.
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2. OBJETIVOS
2.1 GERAL

Estudar a composi¢ao quimica, nutricional e propriedades citotoxicas dos
frutos (cascas, polpas e sementes) de Theobroma bicolor, Theobroma subincanum e

Theobroma sylvestre.

2.2 ESPECIFICOS

e Determinar a composic¢ao centesimal (umidade, proteinas, lipidios, carboidratos e
cinzas) dos frutos (cascas, polpas e sementes) de Theobroma spp.;

o Identificar os compostos presentes nas fragdes lipidicas desses frutos por CG-MS;

e Analisar a citotoxicidade dos extratos desses frutos frente as células A549, HCT-
8 e HUVEC;

e Obter fragdes ricas em metilxantinas e compostos fendlicos dos extratos dos frutos
de Theobroma spp. por Sistema de Extracdo em Fase Soélida;

e (Caracterizar os compostos majoritarios desses frutos por RMN e UPLC-

QToF/MS.
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3. REVISAO DA LITERATURA
3.1 ALIMENTOS FUNCIONALIS E ESTILO DE VIDA

Um estilo de vida saudavel constitui um sistema multifatorial, que
compreende a pratica regular de atividade fisica, a manutencdo do bem-estar mental,
habitos adequados de higiene, escolhas alimentares balanceadas e a abstinéncia do uso
recreativo de substancias nocivas (Szakaly et al., 2012). Nos ultimos anos, a sociedade
tornou-se cada vez mais consciente da intima relagdo entre saude e alimentagdo. Isso
ocorre porque o estilo de vida de um individuo, incluindo seus habitos alimentares,
influencia rotineiramente sua longevidade (Chen, 2011; Gutiérrez-Domingo; Vivas,
2025) (Figura 1). Como resultado, observa-se uma mudanga no comportamento do
consumidor de hoje, caracterizada por um maior cuidado a satide e uma atengao criteriosa
ao perfil nutricional dos alimentos que consomem (Ozenoglu et al., 2024; Szakaly et al.,

2012).

Figura 1 - Representagdo de um estilo de vida saudavel, destacando a pratica de
atividade fisica associada ao consumo de alimentos naturais e hidrata¢do adequada,
elementos fundamentais para a promocao da satde e bem-estar fisico e metabolico.

Fonte: Freepik (2025)
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Entre as diversas categorias de alimentos atualmente, tem-se em ascensao os
alimentos funcionais, pois hoje os alimentos ndo se destinam apenas em satisfazer a fome
e a fornecer os nutrientes necessarios ao individuo, mas também a prevenir doengas
relacionadas a nutricdo e melhorar o bem-estar fisico ¢ mental dos consumidores
(Menrad, 2003; Obayomi et al., 2026). Conforme Sir¢ et al. (2008), um alimento sé pode
ser considerado funcional se, além de seu efeito nutricional basico, tiver um efeito
benéfico sobre uma ou mais fun¢des do corpo humano, seja melhorando a condigao fisica
geral e/ou reduzindo o risco de progressao de doengas. A quantidade e a forma do
alimento funcional devem ser as esperadas normalmente para fins dietéticos. Portanto,
nao deve estar na forma de um comprimido ou cdpsula, mas semelhante a um alimento
convencional (Diplock et al., 1999).

Com base nos estudos de Souza et al. (2023), o mercado de alimentos
funcionais € o setor que rapidamente tem crescido no mercado alimentar global, atingindo
300 milhdes de ddlares em 2017, e acima de 440 milhdes de dolares em 2022, sendo,
portanto, uma tendéncia desafiadora para a industria de alimentos. Paises como China,
Estados Unidos, Coreia do Sul e Japdo — reconhecido como pioneiro no
desenvolvimento desses produtos — estdo liderando uma corrida tecnoldgica emergente
no setor de alimentos funcionais marinhos. Esses constituem uma fonte ainda
subexplorada de compostos bioativos, como peptideos, polissacarideos, carotenoides e
acidos graxos como dmega-3, cujos efeitos benéficos a satde ja sdo evidenciados (Guo
et al., 2026).

Entre os alimentos funcionais promissores, as Plantas Alimenticias Nao
Convencionais (PANC) da regido amazonica emergem como um grupo destaque, pois
apresentam compostos bioativos, como dacidos fendlicos e flavonoides, e outros
compostos nutracéuticos, com indices acima dos alimentos convencionais (Silva et al.,
2021). Sua oferta em mercados locais ndo somente se dé pelo fruto in natura, mas também
nota-se seu uso em subprodutos, como em bebidas (licores, sucos), geleias, doces,

sorvetes, picolés, chas, condimentos, entre outras formas ainda artesanais (Passos, 2019).

32 PLANTAS ALIMENTICIAS NAO CONVENCIONAIS (PANC) COMO
ALIMENTO FUNCIONAL

No Brasil, o acronimo PANC foi criado pelo professor e bidlogo Valdely
Ferreira Kinupp, em 2008, com o intuito de referir-se as plantas que possuem uma ou
mais partes comestiveis, sendo elas espontaneas ou cultivadas, nativas ou exdticas, que

17



ndo estao incluidas no cardapio cotidiano (Kinupp; Barros, 2004). Eram anteriormente
conhecidas como plantas daninhas, silvestres, incos ou mato devido a falta de
conhecimento e ao desuso pela maior parte da populagdo. Contudo, essas sdo espécies
que podem ter importancia bioldgica, nutricional e econdmica com potenciais ainda
inexplorados (Ferreira et al., 2024; Kinupp; Barros, 2004).

Dentre as partes de PANC, ricas em nutrientes e consumidas in natura ou em
preparos culindrios, descritas na literatura estdo as flores, cascas de frutos maduros,
sementes e rizomas, dentre outras (Kinupp; Lorenzi, 2014). Como exemplo, tem-se o
estudo conduzido por Pires et al. (2018) que abordou a avaliagdo da produgdo e
propriedades sensoriais de iogurtes com extratos de pétalas de Rosa damascena
(Rosaceae) e Centaurea cyanus L. (Asteraceae), ambas flores comestiveis ricas em
antocianinas. Outra espécie muito utilizada na culinaria brasileira e também catalogada
como PANC ¢ Viola x wittrockiana (hibrido) conhecida como amor-perfeito. Suas flores
sdo particularmente exploradas, pois apresentam alto valor nutricional e também sao ricas
em compostos bioativos, como flavonoides e antocianinas (Kinupp; Lorenzi, 2014; Orr,
2011). Folhas de Pereskia aculeata Miller (ora-pro-nobis), conhecidas pelo alto teor de
compostos fenolicos e mucilagem, que conferem propriedades antioxidantes e
emulsificantes, sdo utilizadas no preparo de hamburgueres a base de proteina de soja
(Oliveira et al., 2026). Ja suas sementes, que apresentam baixo teor lipidico e sdo fonte
de agucares como arabinofuranose, arabinopiranose e ramnopiranose, sdo largamente
empregadas na produgdo de paes, destacando-se como uma planta alimentar ndo
convencional de multiplas aplicacdes (Lira et al., 2023; Martinevski et al., 2013).

No Brasil, ainda existem poucos trabalhos cientificos e divulgacao a respeito
de PANC. As principais familias botanicas amplamente utilizadas em aplicagdes
alimenticias estdo Lamiaceae, Rutaceae, Piperaceae e Malvaceae, pois sdo fontes de
nutrientes como carboidratos, proteinas, aminoacidos, lipidios, além de compostos
bioativos e fitoquimicos, que exercem acao terapéutica e sao empregados também em
nutracéuticos. Na familia Malvaceae estdo catalogadas como PANC algumas espécies dos
géneros Ceiba, Hibiscus, Malviscus e Theobroma. Célices e folhas de Hibiscus sabdariffa
L. tém sido muito utilizadas na industria alimenticia para a produ¢do geleias, molhos,
bebidas instantaneas e infusdes com intuito ao apelo sensorial dos pratos tradicionais e
criacdo de novas receitas (Mariutti et al., 2021; Mendonga et al., 2023). J4 no género
Theobroma, a polpa de cupuagu (Theobroma grandiflorum (Willd. ex Spreng.) K.Schum),

por exemplo, ¢ amplamente utilizada na regido amazdnica para a elaboracdao de sucos,
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sorvetes, compotas, geleias e bebidas fermentadas, como iogurtes e cervejas (Bezerra et
al., 2024; Costa et al., 2017; Fonseca Junior et al., 2025; Ipiranga; Souza; Fonseca Junior,

2022; Vriesmann; Silveira; Petkowicz, 2010).
3.3 FAMILIA MALVACEAE A. JUSS

A familia Malvaceae A. Juss, pertencente a ordem denominada Malvales e
proposta por Jussieu em 1789, sendo constituida por 252 géneros e cerca de 4.330
espécies, encontra-se distribuida em zonas temperadas, subtropicais e tropicais na Africa,
Asiae Europa, incluindo paises como China, ndia, Asia Central, Mediterrineo, América
do Sul e México (Le Péchon; Gigord, 2014; Sharifi-Rad et al., 2020). No Brasil, existem
73 géneros e 791 espécies, das quais 7 e 422, respetivamente, sdo endémicas (Silva;
Gallao; Arruda, 2023).

As plantas da familia Malvaceae podem ser encontradas na forma de ervas,
arbustos, com folhas em disposi¢ao alternadas ou espiraladas, enquanto suas flores
exibem cores intensas, como Hibiscus acetosella Welw. ex Hiern (vinagreira-roxa), Ceiba
speciosa (A.St.-Hil.) Ravenna (paineira-rosa) e Malva parviflora L. (malva) que sdo de
tonalidade rosadas e roxas, e Hibiscus arnottianus (hibiscus-de-flor-branca) e Sida
rhombifolia L. (guanxuma) de coloracdo brancas (Mar et al., 2020; Pires et al., 2023;
Silva et al., 2023b). Muitas espécies da familia sdo famosas por serem cultivadas como
plantas ornamentais, como as dos géneros Malva e Hibiscus, e também presentes em fins
paisagisticos e jardinagem, como espécie Ceiba speciosa (Habtemariam, 2019; Sazima,;
Sazima, 2022).

Embora certas espécies sejam extensivamente empregadas na agricultura,
silvicultura e horticultura no Brasil, destacando o algodao (Gossypium spp.) e a cola (Cola
spp.) como exemplos notorios, algumas espécies pertencentes a familia Malvaceae sdo
reconhecidas como PANC (Bayer; Kubitzki, 2003; Milido et al., 2022).

Algumas PANC da familia, presentes no pais, estdio a sumauma (Ceiba
pentandra (L.) Gaertn), a paineira-rosa (Ceiba speciosa (St.-Hill.) Ravenna), o cacau-
jacaré (Herrania mariae (Mart.) Decne. ex Goudot) e a vinagreira-roxa (Hibiscus
acetosella Welw. ex Hiern) (Rodrigues; Spence, 2023). Muitas vezes, elas sdo plantas
nativas, exoticas, cultivadas ou silvestres que permanecem desconhecidas ou
subutilizadas pela maioria da populacao brasileira (Costa et al., 2023). Geralmente, as
PANC destacam-se como rica fonte de nutrientes, como vitaminas, minerais ¢ fibras, além
de possuirem propriedades anti-inflamatorias e antioxidantes (Bezerra; Brito, 2020;
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Folharini et al., 2019). Por isso, folhas, flores e sementes dessas espécies sao empregados
como ingredientes no preparo de saladas, bolos, geleia e chas, conforme apresentado na

Tabela 1 (Mariutti et al., 2021; Rodrigues; Spence, 2023).

Tabela 1 - PANC da familia Malvaceae empregadas em pratos culinarios.

Nome Parte da Prato
Espécie Referéncia
Popular Planta Culinario
(Baraniak; Kania-
Ceiba pentandra _
Sumatuma Semente ~ Amendoim Dobrowolska,
(L.) Gaertn
2023)
Corchorus

Meloquia Folhas Mucilagem (Oh; Kim, 2022)
olitorius L.

Hibiscus _ ‘ ‘ (Mendonga et al.,
Vinagreira Folhas Bebidas
sabdariffa L. 2021)
Malva nicaeensis Saladas (Basheer et al.,
Malva-branca
All. e Lavatera Folhas frescas e 2021; Ben-Simchon
e Malva-alta '
cretica L. cozidas et al., 2019)
Salada fresca,
Malvaviscus ‘ (Kaisoon et al.,
Malvavisco Flores geleia e ,
arboreus Cav. 2011; Lim, 2014)
xarope
Sterculia
lychnophora Noz-de-malva Noz Biscoitos (Toan; Chi, 2022)
Hance

Atualmente, na regido amazonica, do ponto de vista econdmico, destaca-se o
género Theobroma dentro da familia Malvaceae. O género abriga 22 espécies, sendo nove
delas nativas da regido. O cacaueiro (Theobroma cacao L.), cujas sementes sao utilizadas
na fabrica¢do do chocolate, ¢ uma espécie notdvel contendo o alcaloide estimulante
teobromina como constituinte ativo de seu fruto. As sementes do cacaueiro também sao
ricas em compostos fenolicos, incluindo as catequinas (flavan-3-6is), antocianinas e
proantocianidinas, polifen6is com propriedades antioxidantes (Kim; Lee; Lee, 2011;
Yafiez et al., 2021). Entretanto, observa-se que outras espécies dentro desse género ainda

carecem de estudos cientificos sobre a sua composicao, especialmente as PANC.
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3.4 GENERO Theobroma spp.

Charles de L'Ecluse, o humanista, médico e botanico foi o primeiro a citar o
cacau na literatura botanica como Cacao fructus; onde em 1737, o taxonomista sueco
Carl von Linné (Linneu) descreveu-o como Theobroma fructus. Porém, em 1753, o
proprio Linneu propds o nome especifico de Theobroma cacao, que permanece até hoje.
Dessa forma, o nome cientifico do género Theobroma, com a traducdo de 'Theo'
significando deuses e 'broma' referindo-se a comida, ¢ adequadamente interpretado como
"alimento dos deuses" (Modeste et al., 2017; Souza et al., 2018).

Dentre as 22 espécies do género Theobroma, o cacau (Theobroma cacao L.)
¢ 0 mais comercializado mundialmente. As sementes de 7. cacao tém sido utilizadas, ao
longo dos ultimos séculos, como ingrediente na producdo de chocolates e demais
produtos alimenticios (Kongor et al., 2016). Ela ¢ reconhecida por ser fonte de polifenois,
flavonoides, catequinas, procianidinas, aminodacidos, polipeptideos e oligopeptideos que
estdo relacionadas com efeitos psicoestimulantes, anti-inflamatorios, anticancerigenos,
antidiabéticos e antioxidantes da espécie (Aprotosoaie; Luca; Miron, 2016; Kim et al.,
2014; Ledn-Perez et al., 2019; Mar et al., 2024).

O cenario econdmico global da cadeia do cacau ¢ marcado por seu alto valor
de mercado, projetando um crescimento significativo de US$ 106 bilhdes, em 2017, para
USS 190 bilhoes até 2026 (Voora; Bermudez; Larrea, 2019). Esta expansao impacta
positivamente a rentabilidade ao longo da cadeia produtiva, que tem como base a
agricultura familiar. A producao mundial ¢ predominantemente sustentada por pequenos
agricultores da América Latina, Africa e Asia, responsaveis pelo abastecimento do
mercado internacional (Agéncia Agraria de Noticias, 2024).

O género Theobroma apresenta ampla distribuicdo nas regides tropicais,
ocorrendo desde a Africa Ocidental equatorial até as Américas e a Asia. Sua maior
concentracdo, entretanto, encontra-se nas dareas equatoriais da América do Sul,
especialmente no Brasil. Além disso, o género também estd presente nas Américas
Central, Norte e nas Indias Ocidentais e em regides tropicais da Asia, conforme ilustrado

na Figura 2.
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Figura 2 - Ocorréncia de Theobroma spp. em todo o mundo.

Ocoméncia ]

Fonte: www.gbif.org

Estudos de polpas do fruto, sementes e flores de algumas espécies do género

Theobroma apresentam acdes biologicas ja descritas, como a acdo antioxidante, anti-

inflamatodria e citotoxicidade, conforme observado na Tabela 2. A agdo antioxidante,

especialmente atribuida aos compostos fenolicos presentes, ndo apenas ressalta sua

importancia na preservacgao da integridade celular, mas também sugere o potencial desses

elementos vegetais como fontes naturais de compostos bioativos, especialmente dos

demais frutos do género que ainda sdo pouco conhecidos, como cacau-azul (Theobroma

sylvestre Mart.), cupui (Theobroma subincanum Mart.), cacau-de-mico (Theobroma

simiarum Donn. Sm.), cacaui (Theobroma speciosum (L.) Willd) e cacaurana (Theobroma

microcarpum Mart.) (Flores et al., 2018; Giorgetti; Negri; Rodrigues, 2007).

Tabela 2 - Espécies de Theobroma com estudos quimicos, biologicos e farmacologicos.

Parte
Nome Estudos
Espécie da Extrato/Fracao Referéncia
Popular farmacologicos
Planta
Theobroma
bicolor Extratos aquoso e Atividade (Torres et
Macambo Sementes ‘ o
Humb. & etanolico antioxidante al., 2002)
Bonpl
o (Osman;
Theobroma Sementes Atividade '
Cacau Extratos aquosos o Nasarudin;
cacao L. e folhas antioxidante
Lee, 2004)
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Theobroma Extrato Atividade anti-  (Ramiro et
Sementes ) ) )
cacao L. hidroalcoolico inflamatoéria al., 2005)
Theobroma
grandiflorum Polpa e Atividade (Pugliese et
] Cupuagu - o
Willd. ex sementes antioxidante al., 2013)
Spreng.
Theobroma
mariae Cacau- Extrato (Silva et al.,
. Flores . ‘ Citotoxicidade
(Mart.) K. jacaré hidroetanolico 2025)
Schum.
Theobroma
speciosum Atividade (Mar et al.,
) Cacaui  Flores  Extrato aquoso o
Willd. ex antioxidante 2021)
Spreng.
Theobroma o '
Fragoes Atividade (Bruni et al.,
subincanum Cupui  Sementes _ o
metanolicas antioxidante 2002)
Mart.
Theobroma Casca, (Fonseca
Cacau- Extrato )
sylvestre polpa e Citotoxicidade Junior et al.,
azul hidroetanolico
Mart. sementes 2025)

Atualmente, o mercado de produtos relacionados ao chocolate demanda em

larga escala da produ¢do de 7. cacao. Entretanto, a sustentabilidade de 7. cacao ¢é
desafiada por alguns fatores, como as mudancas climaticas, pragas e doengas, além do
desmatamento (Ingram et al., 2018). Portanto, alternativas na substituicdo ao cacau

surgem ao conhecer o potencial dos frutos das demais espécies do género.
3.4.1 Frutos de Theobroma spp.

Os frutos de Theobroma spp. apresentam cheiro e sabor agradéaveis e sdo
utilizados na fabricacdo de sucos, gelatinas, sorvetes, licores, marmeladas e outros
produtos na industria de alimentos (Gonzalez et al., 2016; Rogez et al., 2004).

As arvores de Theobroma spp. sao penerifolias e caulifloras, isto €, seus frutos

e flores brotam no tronco (Figueroa-Herndndez et al., 2019). Os seus frutos sdo alongados
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com ou sem sulcos na superficie (pericarpo) e coloragdo variada dependendo da espécie.
O mesocarpo (polpa) geralmente ¢ carnoso e adocicado, amarelo ou branco, com mais de
10 sementes (améndoas) por fruto, conforme ilustrado na Figura 3. Mundialmente, as
sementes torradas de 7. bicolor e T. grandiflorum sdo largamente empregadas na producao
de chocolate, em substituicdo ao 7. cacao, e localmente estdo presentes em doces e

cosméticos, visto que suas composi¢des quimicas sao afins (Motamayor et al., 2013).

Figura 3 - Mesocarpo e sementes de frutos de Theobroma subincanum (A), Theobroma
bicolor (B) e Theobroma sylvestre (C).

A B B

Fonte: Propria (2023)

3.4.2 Composicao Quimica de Theobroma spp.

A familia Malvaceae contém varias classes de compostos, especialmente
Theobroma spp., entre as quais estdo alcaloides, acidos organicos, flavonoides e seus
derivados. Além das classes de compostos mencionadas, ha muitos estudos relatando a
presenca de substancias da classe dos fenilpropanoides e derivados, bem como demais

compostos fendlicos, classe essa de valor consideravel, visto que tem sido associada a
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varios efeitos promotores da satide, como a prevengao de diferentes tipos de cancer e
doengas coronarianas (Perez-Vizcaino; Fraga, 2018).

Os alcaloides, oriundos do metabolismo especial (secundario) de vegetais,
apresentam como funcao primadria a prote¢ao da espécie contra herbivoros e organismos
patogénicos (Huang et al., 2021). Alguns alcaloides purinicos (pseudoalcaloides) (Figura
4) foram isolados de espécies do género Theobroma (Tabela 3). Dos diferentes tipos de
pseudoalcaloides, Theobroma apresenta em sua composicao as metilxantinas comuns
como cafeina, teobromina e teacrina, encontrados especialmente em sementes e folhas de
diferentes espécies do género. Os alcaloides purinicos sao metabodlitos secundarios
provenientes de nucleotideos de purina (Crozier; Clifford; Ashihara, 2006) presentes em
cerca de 100 espécies em 13 ordens do reino vegetal (Ashihara; Crozier, 1999), incluindo
Malvales. Hammerstone Jr, Romanczyk Jr e Aitken (1994) evidenciaram o conteudo de
alcaloides purinicos por cromatografia liquida de alta eficiéncia, em sementes e folhas de
onze espécies de Theobroma, e constataram que o acido 1,3,7,9-tetrametilarico (teacrina)
foi o principal alcaloide purinico presente nas amostras. Tragos de teofilina ndo foram

detectadas nas amostras do estudo.

Figura 4 - Alcaloides purinicos encontrados em espécies de Theobroma: Cafeina (A),
Teobromina (B) e Teacrina (C).
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Os fenilpropanoides, obtidos a partir da desaminacdo da L-fenilalanina, sdo
fitoquimicos ndo essenciais para a sobrevivéncia dos vegetais, sendo assim classificados
como compostos secundarios (JONES, 1984). Nos tltimos anos, a aten¢do dada a classe
deve-se as substancias presentes que desempenham acdo farmacoldgica como
antioxidante (Vladimir-KneZevi¢ et al., 2012), filtro UV (Takshak; Agrawal, 2019), anti-
inflamatorio (Cunha et al., 2019), cicatrizante (Ambrosone et al., 2014) e agentes
antifungicos (Raut et al., 2014) e anticancer (Gao; Gao; Zhu, 2019). O género Theobroma
contém duas classes principais de fenilpropanoides, isto €, o dcido cindmico e derivados

de tocoferol (Tabela 3). Dois derivados comuns do 4cido cindmico, dcido p-cumadrico e
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acido cafeico, e dois derivados do acido cindmico contendo acido quinico, acido p-
cumaroilquinico e acido clorogénico, foram isolados das folhas de 7. cacao por Jalal e
Collin (1977). Em 2016, Tauchen e seu grupo caracterizaram as amostras por UHPLC-
MS/MS detectando os mesmos constituintes em folhas, sementes e pericarpo de 7.
bicolor, T. cacao e T. grandiflorum. Em outro estudo, Bruni et al. (2002) isolaram quatro
tipos de tocoferol, a, B, y e & tocoferol, das sementes de Theobroma subincanum.
Febrianto e Zhu (2022) detectaram o derivado de 4cido fenolico clovamida em graos de

T. grandiflorum, T. bicolor e T. subincanum.

Os flavonoides sao uma importante classe de produtos naturais encontrados
em frutas, legumes e algumas bebidas. Eles apresentam uma estrutura polifenolica e sdo
conhecidos por serem sintetizados em locais especificos do vegetal e, principalmente,
responsaveis pela cor e aroma de flores, a polinizagdo e dispersao de sementes e esporos,
além do desenvolvimento de algumas mudas (Griesbach, 2010). Os flavonoides da
familia Malvaceae abrangem flavonas, flavonois e seus derivados (Tabela 3 e Figura 5).
Os flavonois simples como catequina e epicatequina foram encontrados em feijao de 7.
cacao por Quiroz-Reyes e Aguilar-Méndez, (2022) e sementes de 7. grandiflorum por
Oliveira, Rogero e Genovese (2015). Ramos-Escudero et al. (2021) isolaram a
procianidina (proantocianidina) em feijdo de 7' cacao e Pugliese et al. (2013) obtiveram
a flavona vitexina em sementes de 7. grandiflorum. Os derivados glicosideos de flavonas,
como hipoletina, quercetina e isoscutelareina estdo distribuidos em sementes e flores de
espécies do género Theobroma (Febrianto; Zhu, 2022a; Mar et al., 2021; Pugliese et al.,

2013). As estruturas desses constituintes estao presentes na Figura 5.
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Tabela 3 - Compostos identificados em Theobroma spp.

Grupo Compostos

Fonte (parte da planta)

Referéncias

Acido oxalico (1)

Acido citrico (2)

Acidos organicos

Acido mélico (3)

T. cacao (pericarpo)
T. bicolor (pericarpo)
T. cacao (pericarpo)
T grandiflorum (sementes;
casca)
T. speciosum (flores)
T. bicolor (pericarpo)
T. cacao (pericarpo)
T. grandiflorum (casca)
T. speciosum (flores)

Pérez-Mora; Jorrin-Novo; Melgarejo (2018)

Pérez-Mora; Jorrin-Novo; Melgarejo (2018);
Andrade et al. (2022); Mar et al. (2021)

Pérez-Mora; Jorrin-Novo; Melgarejo (2018); Mar
et al. (2021)

Catequina (4)

Epicatequina (5)

Procianidina (6)
Vitexina (apigenina-8-C-

T. cacao (feijoes)

T. grandiflorum (sementes)
T. cacao (feijoes)

T. grandiflorum (sementes)
T’ cacao (feijoes)

T. grandiflorum (sementes)

Quiroz-Reyes e Aguilar-Méndez (2022); Andrade
et al. (2022); Oliveira et al. (2015)
Quiroz-Reyes e Aguilar-Méndez (2022); Andrade
et al. (2022)

Ramos-Escudero et al. (2021)

Pugliese et al. (2013)

Flavonoides glucosideo) (7)
Hipoletina 8-O-4-D- T. grandiflorum (sementes) . ) .
glucuronideo (8) T subincanum (sementes) Pugliese et al. (2013); Febrianto e Zhu (2022)
Quercetina 3-O-pentosideo (9) T. grandiflorum (sementes) Pugliese et al. (2013)
Isoscutelareina 8-O-f-D- . .
slucuronideo (10) T’ grandiflorum (sementes) Pugliese et al. (2013)
Quercetina 3-O-glicosideo (11) 1. speciosum (flores) Mar et al. (2021)
T angustifolium (sementes)
Alcaloides Cafeina (12) T. bicolor (sementes; folhas) Hammerstone (1994); Ashihara (1999); Marx e

T’ cacao (sementes; folhas)
T. grandiflorum (folhas)

Maia (1991); Dozier; Kim e Russell (2020)
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Teobromina (13)

Teacrina (14)

T. mammosum (folhas)
T. simiarum (folhas)

T. speciosum (folhas)

T angustifolium (sementes)
T. bicolor (folhas)

T’ cacao (sementes; folhas)
T. grandiflorum (sementes)
T. mammosum (sementes)

T. mariae (sementes)

T. speciosum (sementes)
T angustifolium (sementes)
T. bicolor (sementes)

T. grandiflorum (sementes)
T. mammosum (sementes)
T. microcarpum (sementes)
T. speciosum (sementes)
T subincanum (sementes)

Hammerstone (1994); Marx e Maia (1991);
Dozier; Kim e Russell (2020)

Hammerstone (1994); Marx e Maia (1991);
Dozier; Kim e Russell (2020)

Acido p-cumérico (15)

Compostos fenolicos
(Fenilpropanoides)

Acido cafeico (16)

Acido p-cumaroilquinico (17)
Acido clorogénico (18)

T. bicolor (sementes;
pericarpo)
T. cacao (sementes; folhas;
pericarpo)
T grandiflorum (sementes;
folhas; pericarpo)
T. bicolor (sementes;
pericarpo)
T. cacao (sementes; folhas;
pericarpo)
T. grandiflorum (folhas)
T’ cacao (folhas)
T. bicolor (pericarpo)

Jalal e Collin (1977); Tauchen et al. (2016)

Jalal e Collin (1977); Tauchen et al. (2016)

Jalal e Collin (1977)
Jalal e Collin (1977); Tauchen et al. (2016)
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a-tocoferol (19)
B-tocoferol (20)
y-tocoferol (21)
d-tocoferol (22)

Clovamida (23)

T. cacao (folhas)
T. grandiflorum (sementes;
folhas; pericarpo)
T. subincanum (sementes)
T subincanum (sementes)
T. subincanum (sementes)
T subincanum (sementes)
T. bicolor (feijoes)
T. grandiflorum (feijoes)
T. subincanum (feijoes)

Bruni et al. (2002)
Bruni et al. (2002)
Bruni et al. (2002)
Bruni et al. (2002)

Febrianto e Zhu (2022)
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Figura 5 - Estruturas dos compostos identificados em Theobroma spp.
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3.4.3 Composicao Nutricional de Theobroma spp.

Em estudos acerca da composi¢ao nutricional do género Theobroma, as
sementes de 7. cacao (cacau) tém sido destaque ao longo dos ultimos quinze anos
(Afoakwa et al., 2011; Bertazzo et al., 2011). Bertazzo et al. (2011) determinaram que sua
composicdo aproximada apresenta entre 32—39% de agua, 30-32% de gordura, 10-15%
de proteinas, 5—6% de polifenois, 4-6% de amido, 4-6% de pentosanos, 2-3% de
celulose, 2—3% de sacarose, 1-2% de teobromina, 1% de acidos € 1% de cafeina. Pereira
et al. (2017) observaram que a polpa branco-amarelada do cupuacgu (7. grandiflorum),
assim como a casca, sao ricas fontes de fibra e amido, destacando-se ainda pela presenca
de polissacarideos complexos, como a pectina (Falcao et al., 2022; Salgado et al., 2011;
Vriesmann; Silveira; Petkowicz, 2009). Contudo, pouco se sabe sobre a composi¢ao de
polpas e frutos das demais espécies de Theobroma.

Entre os principais minerais presentes no género estdio K e Mg, como
macrominerais, ¢ Fe, Cu, P ¢ Zn (microminerais) (Oliveira; Genovese, 2013). Quanto a
composicao de lipidios, as sementes de 7. cacao, por exemplo, apresentam 95% de
triacilglicerois, 2% de diacilglicerois, < 1% de monoacilglicerdis, 1% de lipidios polares
e 1% de acidos graxos livres (como porcentagens de lipidios) (Biehl; Ziegleder, 2003).
Os principais acidos graxos predominantes na manteiga de cacau sao saturados (estearico;
18:0, 35% e palmitico; 16:0, 25%) e monoinsaturados (oleico; 18:1, 35%), sendo a
gordura restante principalmente linoléico poli-insaturado (3%) (Bracco, 1994). Oliveira
e Genovese (2013) constaram que a composi¢do de acido graxo presente na polpa de
cupuacgu compreende em 34% de acido estedrico e 25% de acido palmitico, seguido dos
demais poli-insaturados. Sendo assim, essa diversidade nutricional destaca o cacau, o
cupuagu e outras espécies do género Theobroma como fontes de macromoléculas e
bioativos (potenciais ingredientes) valiosos para diversas industrias, incluindo

alimenticia, cosmética, farmacéutica, entre outras (Rocha; Silva; Rodrigues, 2024).

3.5 Theobroma bicolor Humb. & Bonpl.

Conforme Ayovi (2021), a espécie Theobroma bicolor ¢ conhecida
popularmente como cacau branco, cacau-do-peru ou macambo (Figura 6), sendo
largamente encontrada em florestas tropicais da América Central e do Sul. A espécie ¢ de
facil adaptagdo local e sua polpa ¢ naturalmente utilizada na produgdo de gelados pelo

sabor agridoce caracteristico e suas sementes sdo empregadas, quando torradas, na
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producao de chocolate, além de alguns locais as utilizarem na producao de doces e

cosméticos (Motamayor et al., 2013; Rosa et al., 2024).

Figura 6 - Fruto de Theobroma bicolor.

Fonte: Gonzales e Torres (2010)

Melgarejo et al. (2006) descrevem que o macambo ¢ uma espécie nativa da
América tropical. Sendo distribuida pela bacia amazonica, sua presenga percorre desde o
Meéxico até o Brasil, bem como paises vizinhos, como o Peru, Equador, Colémbia e
Bolivia.

Ayovi (2021) afirma que a espécie 7. bicolor ainda é pouco difundida, com
limitado conhecimento, o que desestimula o seu plantio em larga escala, sendo apenas
cultivada em nivel regional por processos de domesticacao e tecnificagdo (Hernandez;
Hernandez, 2012). Entretanto, alguns autores ja apresentam alternativas de incentivo para
seu uso na culindria.

Quinteros et al. (2018) desenvolveram estudos com o0 macambo gerando uma
pasta alimenticia do fruto mediante a torrefacdo das sementes, a fim de realizar uma
investigagdo sensorial acerca do produto alimenticio, conforme as metodologias de
producdo. Semelhantemente, Diaz e Hernandez (2020) desenvolveram uma cobertura de
chocolate a partir do mesmo fruto, que redundou na constatagdo de teores de gordura e
mineral semelhante ao do comercial. Contudo, Ayovi (2021) afirma que, comercialmente,
0 macambo ¢ uma das espécies menos utilizadas do género Theobroma na gastronomia,
isso ao se considerar o uso da 7. cacao.

Rangel-Fajardo et al. (2012), em seus estudos, determinaram que as sementes

de T bicolor podem ser utilizadas para produzir manteigas com teor de gordura
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semelhante ao do cacau, podendo ser cogitada como sua substituta, apesar de, segundo

Ayovi (2021), ndo haver relatos da mesma ter sido utilizada em escala industrial.
3.6 Theobroma subincanum Mart.

A espécie Theobroma subincanum € uma pequena arvore subtropical presente
nas florestas da América Central e do Sul (compreendendo desde a Venezuela, Guiana
Francesa até a bacia amazonica), onde suas sementes sdo utilizadas pelos nativos para
alimentagdo (consumidos em fruta seca e em polpa) e forragem. Comparada as demais
espécies do género, 1. subincanum possui ainda escassez de estudos quimicos e
farmacologicos (Moita, 2019).

Lira et al. (2020) destacam que a mesma ¢ conhecida como cacau-silvestre,
ou cupui, e suas sementes (Figura 7) possuem maior tamanho, com tegumentos lenhosos
e resistentes, sendo mais espessos que os de 7. cacao (cacau), € menor importancia
econdmica que este e o conhecido cupuacu (7. grandiflorum). Contudo, o fruto ¢ bastante
apreciado pela populagdo local. Eles sdo coletados para consumo in natura na forma de
sucos e sdo comercializados em feiras regionais. As sementes (améndoas) também sio

comestiveis e proporcionam um chocolate de razoavel qualidade.

Figura 7 - Fruto de Theobroma subincanum.

Fonte: Fonseca Junior et al. (2026)

Embora o cupui seja consumido como fruto, ainda ha escassez de estudos
sobre sua composi¢do. Nesse contexto, torna-se necessaria a realizacdo de pesquisas
voltadas a caracterizagdo fisico-quimica e a composi¢cdo centesimal de seus frutos,

complementando investigagdes como a de Moita (2019), que realizou um estudo de
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metabolomica global das cascas e das sementes de Theobroma grandiflorum e Theobroma
cacao.

Novas pesquisas voltadas aos estudos analiticos e quantitativos de T
subincanum podem ampliar o conhecimento sobre a espécie e favorecer seu
aproveitamento no desenvolvimento de novos produtos, especialmente em razao de seu
pH acido e do moderado teor de so6lidos soluveis. Entretanto, pouco € o seu destaque, ja
que, com valores de acucares totais e proteinas similares aos de outras frutas, a espécie
nao apresenta um forte diferencial (Lira et al., 2020).

O estudo de Moita (2019) mostrou-se promissor ao identificar na espécie a
presenga de flavonoides glucoronideos, como isoscutelareina-8-O-f-D-glucoronideo
(Figura 8), hipoleatina-8-O-f-D- glucoronideo, hipoleatina 3”-metil éter 8-O-f-D-
glucoronideo e hipoleatina-8-O-$-D- glucoronideo 3”-O-sulfato. A agdo antioxidante
desses compostos contra o radical livie DPPH e por peroxidagao lipidica foi previamente

relatada por Sotero et al. (2012) e Do et al. (2026).

Figura 8 - Estrutura da Isoscutelareina-8-O-4-D-glucoronideo.

Moita (2019) descreveu o perfil espectrométrico de 7. subincanum,
comprovando uma semelhanga com a 7. grandiflorum. Assim, o trabalho de Moita (2019)
agregou valor as cascas dos frutos de tal espécie, residuos descartados e recorrentes na

regido amazonica.
3.7 Theobroma sylvestre Matrt.

Entre as espécies do género Theobroma, poucas informacdes podem ser
consolidadas em pesquisas publicadas a respeito da espécie Theobroma sylvestre Mart.
(cacau-azul), sendo raramente atuais. Nao foram encontradas as informacdes de dados

fitoquimicos e estudos farmacoldgicos na literatura.
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Faria, Lemes e Gribel (2001) informam que o fruto da espécie ¢ popularmente
conhecido como cacaui, também denominado aos frutos de outra espécie do mesmo
género, Theobroma speciosum Willd, apresentando sabor caracteristico e interesse
econdmico pelo consumo. Os autores buscaram compreender a variabilidade genética
dessa espécie, a fim de fornecer subsidios para o incremento na producdo de frutos.

Ouro, Antezana-Vera e Marenco (2015) desenvolveram estudos com a T.
sylvestre determinando o efeito do teor de umidade da madeira dessa espécie na variagao
em diametro dos seus galhos. Os autores destacaram que a sua madeira possui alto valor
econdmico, sendo utilizada em construgdo civil, na producao de laminas folheadas e
moveis em geral.

O banco de dados do museu nacional de historia natural dos Estados Unidos,
EOL, dispde que T sylvestre ¢ uma arvore nativa do Pantanal, Amazonia, Mata Atlantica
e com forte presenca nos estados Acre e Para. Essa espécie, segundo o banco de dados,
cresce, naturalmente, as margens do rio.

A caréncia de dados sobre o uso popular e a constituicdo quimica de T
sylvestre sublinha uma lacuna significativa na ciéncia. Portanto, justifica-se a necessidade
de estudos fitoquimicos e farmacologicos para essa espécie, cujos achados inéditos

possuem potencial para aplicagdo biotecnoldgica e geragdo de propriedade intelectual.
3.8 PATENTES DE Theobroma spp.

A andlise dos depositos de patentes diretamente associadas ao género
Theobroma evidencia o interesse de industrias e centros de Pesquisa & Desenvolvimento
(P&D) em diversas areas. Os principais focos tecnoldgicos identificados incluem:
tecnologia de alimentos, especialmente para produtos derivados do cacau; industrias
farmacéutica e cosmética; biotecnologia e engenharia genética; métodos de cultivo, como
hibridizacdo e polinizacdo artificial; e o desenvolvimento de formulagdes para bebidas.
Nota-se um destaque particular aos frutos cupuacu (7. grandiflorum) e cacau (7. cacao),

conforme observado na Tabela 4.
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Tabela 4 - Analise do panorama de Propriedade Intelectual para aplicacdes das espécies
do género Theobroma.

Titulo

Aplicacio

Nuamero

Pais Referéncia

Produtos
alimenticios,
ingredientes,

processos e
usos

Manteiga
vegetal de
triglicerideos
de cadeia
média

Formulagdes
de chocolate
com
propriedades
funcionais

Composicao
para a
producdo de
manteiga de

A presente invengao
preve o uso do
extrato ou polpa de
plantas do género
Theobroma
(principalmente
cacau) como
ingrediente em
produtos
alimenticios,
especialmente em
produtos de
confeitaria.

A invencao situa-se
no campo das
necessidades

humanas, mais
especificamente de
composi¢des
alimentares, e
apresenta em sua
composi¢ao
triglicerideos de
cadeia média.

A presente invengao
refere-se a
substancias bioativas
do cacau e a métodos
para concentrar
extragdes. A invengao
refere-se também a
formulagdes,
preparagoes
farmacéuticas,
preparagdoes
nutricionais e
suplementos
alimentares extraidos
de materiais
alimentares.

O modelo de
utilidade divulga a
manteiga de cacau (7
cacao) e seu método
de producao, que

AU2018382579B2

BR102019021218A2

WO02007062206A2

PH22018000886U1

(Festring;
Kuschel;
Vieira,
2018)

Australia

(Sabara;
Dean
Junior,
2019)

Brasil

(Martin,

OMPI 2007)

(PCT)

(Lobaton;
Pabelona,
2018)

Filipinas
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cacau utiliza o grao de
(Theobroma) cacau como principal
componente do
produto e mel, d6leo
vegetal e leite fresco
com baixo teor de
gordura como
ingredientes.

A presente invengao
refere-se, em
particular, a um

Extrato das 10 de cascas de

cascas dos ~
N graos de cacau ou a
graos de T uma composi¢ao (Aries;
cacao para o . ti‘; 5 0‘:‘1 CA3098361A1 Canadd 5 >
controle da . FR3080767A1 Franca gny,
dermatoldgica que 2019)

rosacea e da
vermelhidao
da pele.

compreenda o
referido extrato para
a prevencao e/ou
tratamento da
rosacea.

E critica a auséncia de informagdes quanto ao patenteamento de insumos
agroflorestais desse género entre os paises que abrangem a floresta amazdnica, como Peru,
Colombia, Venezuela, Bolivia e Equador, com excecdo do Brasil. Tal lacuna poderia
impulsionar investimentos € a bioeconomia da regido. Dentre as patentes relacionadas a
Theobroma spp., apenas 26 (aproximadamente 86%) correspondem a tecnologia de
alimentos, enquanto 13,7% estdo relacionadas a outras areas tecnoldgicas que utilizam as
mesmas espécies, movimentando o mercado e os recursos financeiros associados a essa

biodiversidade (Fonseca Junior et al., 2025).

Considerando o potencial das Plantas Alimenticias Nao Convencionais
(PANCs) de espécies amazonicas para a tecnologia de alimentos, o presente estudo visa
contribuir com informagdes que viabilizem o aproveitamento das diferentes partes
(cascas, polpas e sementes) dos frutos de macambo, cupui e cacau-azul (espécies de
Theobroma). Para isso, foram investigados os perfis de citotoxicidade dessas espécies,
bem como realizada a caracterizagcdo de seus constituintes quimicos.

Dessa forma, os capitulos a seguir apresentam estudos referentes as referidas
espécies, abordando suas caracterizacdes quimicas, composi¢do centesimal e perfis de

citotoxicidade.
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Capitulo I

CARACTERIZACAO QUIMICA, PERFIL NUTRICIONAL E
POTENCIAL DE CITOTOXICIDADE DOS FRUTOS DE Theobroma
sylvestre Mart. DA AMAZONIA.
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Resumo

Theobroma sylvestre Mart. (Malvaceae) ¢ uma espécie nativa da regido amazonica que
permanece pouco estudada. Este artigo apresenta o perfil nutricional e a caracterizagdo
quimica das fragdes fenolicas obtidas dos frutos dessa espécie. A polpa apresentou
parametros fisico-quimicos em conformidade com a legislacdo brasileira para o suco do
cacau, evidenciando seu potencial para aplicagdes alimenticias. As andlises por LC-
HRMS e RMN de 1D/2D permitiram a identificagdo de 23 metabolitos, dentre esses estdo
os alcaloides purinicos teofilina (7), teobromina (8), teacrina (9) e cafeina (10). Além
disso, diversos flavonoides foram identificados, como epicatequina (13), guaijaverina
(15), quercitrina (16), miricitrina (17), astragalina (19) e kaempferol (20). As fragdes
fendlicas demonstraram citotoxicidade moderada e efeito antiproliferativo frente as

linhagens celulares tumorais (A549 e HCT-8) e endoteliais do tipo HUVEC, com valores
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de ICso variando entre 12,63 ¢ 95,66 pg/mL. A fragdo das sementes apresentou maior
atividade antiproliferativa, especialmente frente as células HUVEC (Glso= 7,55 pg/mL).
A presenca de compostos bioativos nas fragdes pode estar associada ao efeito
antiproliferativo observado frente a linhagens celulares analisadas, e refor¢a o potencial
terapéutico da espécie. Este estudo estabelece bases solidas para a continuidade do estudo

quimico e farmacologico de T sylvestre.

Palavras-chave: Malvaceae; Cacau-azul; Compostos fenodlicos; Perfil nutricional;

Citotoxicidade.

INTRODUCAO

O género Theobroma, pertencente a familia Malvaceae, compreende
aproximadamente 200 géneros e mais de 4000 espécies distribuidas em regides tropicais
com destaque para as Américas, Africa e Asia (Jardim Botanico do Rio de Janeiro, 2025).
Dentro dessa familia, diversas espécies possuem grande importincia econdmica no
Brasil, como Theobroma cacao L. (cacau) e Theobroma grandiflorum (Willd. ex Spreng.)
K. Schum. (cupuacu). Essas plantas sdo nativas de regides equatoriais da América do Sul
e amplamente utilizadas nas industrias alimenticia, cosmética e farmacéutica (Velasquez-
Vasconez et al., 2025; Zapata-Alvarez et al., 2024). Entre as espécies com aplicagdes
promissoras destacam-se 7. grandiflorum, T. bicolor e T. subincanum. A polpa do fruto
de T' grandiflorum, notadamente rica em pectina, ¢ amplamente empregada pela industria
alimenticia na producdo de geleias, iogurtes e outros derivados (Bezerra et al., 2024;
Pereira; Abreu; Rodrigues, 2018; Vriesmann; Silveira; Petkowicz, 2010). As polpas de T.
bicolor e T. subincanum sao utilizadas na formulagdo de sorvetes e licores, em razao da
presenca de compostos volateis aromaticos e de componentes nutricionais com potencial
para aplicacdes inovadoras na industria de alimentos (Silva et al., 2024; Febrianto; Zhu,
2022; Lim, 2014). Além do seu valor econdmico e nutricional, esse género tem despertado
interesse cientifico em virtude do seu uso por populacdes locais do norte do Brasil. Um
exemplo, ¢ T cacao, tradicionalmente utilizada por comunidades amazonicas no
tratamento de disturbios hepaticos e osteomusculares (Giorgetti et al., 2007). O
reconhecimento do seu potencial terap€utico tem motivado a investigagao de compostos
bioativos presentes em seus extratos, incluindo 4acidos fenolicos, terpenoides,

procianidinas, flavonoides (livres e glicosilados), além de alcaloides e aminoacidos
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(Nwonuma et al., 2023; Patil et al., 2022). Esses metabolitos tém sido associados a efeitos
farmacolodgicos relevantes, como atividade antioxidante (Nwonuma et al., 2023; Patil et
al., 2022) e acdo citotoxica seletiva contra células tumorais (Patil et al., 2022). Nesse
contexto, a fracao fendlica extraida das flores da espécie 7. mariae demonstrou atividade
antiproliferativa em ensaios in vitro (Silva et al., 2025). Tal propriedade foi atribuida a
presenca de flavonoides como hiperosideo, guaijaverina, astragalina, juglanina e
kaempferol (Silva et al., 2025).

Apesar da diversidade e do potencial biotecnologico do género, Theobroma
sylvestre Mart. (Figura 9), popularmente conhecida como “cacau-azul” permanece pouco
estudada. Nativa da regido amazonica, essa espécie ocorre em areas de terra firme e nas
margens de rios nos estados do Amazonas, Acre e Para (Brazil) (Jardim Botanico do Rio
de Janeiro, 2025). As sementes de 7. sylvestre sdo ricas em acidos graxos e tém sido
apontadas como uma potencial alternativa a manteiga de cacau (Gilabert-Escriva et al.,
2002). Embora espécies como 7. cacao, T. speciosum e T. subincanum serem usadas na
medicina tradicional por comunidades amazonicas (Giorgetti; Negri; Rodrigues, 2007),
ainda ndo h4 registros na literatura cientifica do uso popular nem sobre a caracterizacao
quimica de 7. sylvestre. Esse fato evidencia uma lacuna relevante, que justifica a
realizacdo de estudos fitoquimicos e farmacoldgicos sobre a espécie.

Nesse contexto, o presente estudo teve como objetivo identificar os principais
constituintes quimicos das fragdes obtidas a partir de extratos hidroetanélicos da casca,
polpa e sementes dos frutos de 7. sylvestre. Para tanto, foram empregadas técnicas
analiticas avangadas, incluindo cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a
espectrometria de massas com analisador de tempo de voo quadrupolo (HPLC-QToF
/MS) e espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN). Além disso, os efeitos
antiproliferativos e citotoxicos dessas fracdes foram avaliados em linhagens celulares

cancerosas € normais por meio de ensaios in vitro.
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Figura 9 - Theobroma sylvestre Mart.: (a) Fruto preso ao caule; (b) Frutos reunidos,
destacando suas caracteristicas morfoldgicas e coloragao. Imagens registradas em
Manaus, Amazonas - Brasil.

MATERIAIS E METODOS

MATERIAIS, NORMAS E SOLVENTES

Metanol, acetonitrila e acido férmico grau HPLC foram obtidos da Merck
(Darmstadt, Alemanha). A &4gua destilada foi purificada utilizando um sistema de
purificacdo de dgua Milli-Q (Millipore, Bedford, MA, EUA). A solucdo de referéncia de
leucina-encefalina foi adquirida da Waters Co. (Manchester, Reino Unido). Padrdes de
referéncia de grau analitico foram obtidos da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA) e
utilizados para a preparacao das curvas de calibragdo externa. Todos os outros reagentes

e solventes empregados sdo de grau analitico e comercialmente disponiveis.

COLETA E PREPARACAO DE AMOSTRAS DE FRUTAS

Frutos de T. sylvestre foram coletados em mar¢o de 2023 no campus da
Universidade Federal do Amazonas (UFAM), Manaus, Amazonas, Brasil (coordenadas:
3°05"24,779" S, 59°57'52,342" O). Uma exsicata foi depositada no Herbario da
Universidade Federal do Amazonas (HUAM) sob o numero de acesso 6056. Os
componentes do fruto — casca, polpa e sementes — foram separados manualmente e
posteriormente liofilizados. Os materiais secos foram extraidos utilizando uma solucdo
hidroetanolica (etanol/agua, 8:2 v/v; 20 mL) em banho ultrassonico (modelo SSBuc-6L,
Mylabor, Sao Paulo, Brasil) a temperatura ambiente por 30 min, repetido trés vezes
(Carrion et al., 2013). Os extratos resultantes foram concentrados por evaporagdo do

solvente sob capela de exaustdo a temperatura ambiente. Os rendimentos de extracao dos
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extratos hidroetandlicos foram de 14,17% para a casca, 53,78% para a polpa e 18,50%
para as sementes. Os extratos concentrados foram desengordurados por parti¢ao liquido-
liquido com hexano e, posteriormente, submetidos a extragdo em fase sélida (SPE)
utilizando cartuchos Strata X (33 mm, Phenomenex, CA, EUA). Os cartuchos foram pré-
condicionados com 1 mL de metanol, seguido de 1 mL de agua ultrapura (H>O UP). A
eluicdo sequencial foi realizada com 4gua e, em seguida, com metanol a 100%. Apds a
remog¢ao do solvente, foram obtidas trés fragoes fenolicas: PFPe (fracdo fendlica da
casca), PFPu (fragdao fenolica da polpa) e PFS (fracdo fendlica das sementes). Essas
fragdes foram analisadas por UPLC-QToF/MS e RMN para identificar e elucidar os

principais compostos fendlicos da matriz.

COMPOSICAO CENTESIMAL

A composi¢ao centesimal dos componentes da fruta (casca, polpa e sementes)
foi determinada utilizando os seguintes métodos padrdo: teor de umidade por secagem
em estufa a 105 °C; teor de cinzas por incineracao a 550 °C; teor de lipidios por extragcdo
Soxhlet com hexano por 8 h; teor de proteinas pelo método classico de Kjeldahl (Lutz,
2008) e teor de carboidratos conforme descrito por Ogunlaja et al. (2020). O valor
energético total foi calculado utilizando a equagdo proposta por Palmeira et al. (2019).

Energia (kcal) =4 x (g de proteinas + g de carboidratos) + 9 x (g de lipidios).

ANALISE UPLC-QToF/MS

A analise do perfil metabdlico foi realizada utilizando um espectrometro de
massas Xevo® G2-XS QTof (Waters Corp., Manchester, Reino Unido) acoplado a um
sistema UPLC Acquity H-Class, operado com o software MassLynx® (v4.1). A
separacao cromatografica foi obtida em uma coluna de fase reversa Acquity UPLC BEH
C18 (100 mm x 2,1 mm d.i., tamanho de particula de 1,7 um) mantida a 40 £ 2 °C. A fase
movel consistiu em &cido formico a 0,1% em agua (solvente A) e acido formico a 0,1%
em acetonitrila (solvente B), com uma vazao de 0,3 mL/min. O programa de eluicdo em
gradiente foi o seguinte (A:B, %): 0—15 min (98:2), 15-20 min (80:20), 20-25 min
(60:40), 25-27 min (2:98), 27-27,1 min (98:2) € 27,1-30 min (98:2). O volume de inje¢ao
foi de 10 puL. A detecgdo por espectrometria de massa foi realizada no modo de ionizagao

por eletrospray negativo (ESI"), com uma faixa de varredura de massa de m/z 100—1500
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e um tempo de varredura de 0,2 s. Os parametros da fonte ESI foram definidos da seguinte
forma: tensdo capilar, 3,0 kV; temperatura da fonte, 100 °C; temperatura de
dessolvatagdo, 250 °C; tensdo do cone, 30 V; fluxo de gés do cone, 50 L/h; e fluxo de gas
de dessolvatagao de 700 L/h. A aquisi¢ao de dados foi realizada no modo continuo MSE,
com varreduras de baixa energia a 6 eV e varreduras de alta energia com rampa de 20 a
35 eV ao longo de uma execu¢do de 30 minutos. A leucina encefalina (m/z 554,2615
[M—H] e m/z 556,2771 [M+H]") foi usada como referéncia de massa de bloqueio por

meio do sistema LockSpray™.

ANALISE DE RMN

As analises de RMN de 'H, 'H — 3C HSQC e 'H — 3C HMBC das fragdes
fenolicas foram realizadas utilizando um espectrometro de 11,7 T a 298,0 K (Bruker®
Avance I1I, BBFO Plus SmartProbe™, Nova York, NY, EUA). Amostras da casca, polpa
e sementes foram dissolvidas em 550 pL de CDsOD contendo TMSP (pureza >99,0%)
como referéncia interna (0,0 ppm). Os espectros foram processados e analisados

utilizando o software TopSpin™ versao 4.1.3 (Bruker®) (SILVA et al., 2025).

ENSAIO DE CITOTOXICIDADE

As células foram cultivadas em meio DMEM-F12 (Dulbecco's Modified
Eagle's Medium F12 Ham; Sigma, Alemanha), suplementado com 10% de soro fetal
bovino (SFB) e 1% de penicilina/estreptomicina, a 37 °C em atmosfera umidificada
contendo 5% de CO.. Para avaliar os efeitos citotoxicos das fragdes fenodlicas do cacau-
azul, células A549 (adenocarcinoma pulmonar humano), HCT-8 (adenocarcinoma
colorretal humano) e HUVEC (células endoteliais da veia umbilical humana) foram
semeadas em placas de 96 pogos nas densidades de 5 x 10, 1 x 10* e 6 x 10° células por
poco, respectivamente. Apds 24 horas, as células foram tratadas com essas fracdes em
varias concentragoes (5, 10, 25, 50 e 100 pg/mL) durante 48 horas.

Apbs o tratamento, adicionou-se solugdo de MTT (0,5 mg/mL) a cada pogo e
incubou-se por 4 h. Os cristais de formazan resultantes foram dissolvidos em DMSO e a
absorbancia foi medida a 570 nm (Granato et al., 2022). Os parametros de citotoxicidade,
incluindo ICso, Glso € LCso, foram calculados utilizando métodos estabelecidos. O ICsg é

definido como a concentragdo na qual o crescimento celular ¢ inibido em 50%, onde (T/C)
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x 100 = 50, sendo T e C o numero de células tratadas e de controle, respectivamente, ao
final do periodo de tratamento. O Glso representa a concentragao necessaria para inibir o
crescimento celular liquido em 50% em relagao as células ndo tratadas e ¢ calculado como
([T—="To]/[C —To]) x 100 =50, onde T > To e To ¢ a contagem de células no tempo zero.
A LCsp refere-se a concentracdo na qual ocorre uma perda liquida de 50% de células
vidveis em comparacdo com o numero inicial de células e é definida como ([T — To] / To)
x 100 =—50, onde T < To. Além disso, o indice de seletividade (IS) foi determinado pela
razdo entre o valor de ICso para células HUVEC e o valor de ICso para células

cancerigenas.

ANALISE ESTATISTICA

Os dados sdo expressos como média + desvio padrdo. A analise de variancia
(ANOVA) de uma via, seguida pelo teste post hoc de Tukey, foi utilizada para avaliar
comparagdes multiplas com um nivel de confianca de 95%. As diferengas foram
consideradas estatisticamente significativas quando p < 0,05. As andlises estatisticas

foram realizadas utilizando o software Minitab® versao 18.1 (State College, PA, EUA).

RESULTADOS E DISCUSSAO

PARAMETROS FiSICO-QUIMICOS E COMPOSICAO CENTESIMAL

A Tabela 5 apresenta os parametros fisico-quimicos, a composi¢ao centesimal
(expressa em g/100 g de matéria seca) e o valor energético (kcal/100 g de matéria seca)
das diferentes partes do 7. sylvestre (casca, polpa e sementes). O pH e o teor de solidos
soluveis da polpa sdo consistentes com os valores relatados para a polpa de T. cacao
(Borges etal., 2021), sugerindo similaridades nos perfis de acidez e dogura entre os frutos.
Além disso, os parametros fisico-quimicos obtidos estdo dentro dos limites estabelecidos
pela legislagdo brasileira vigente para o suco de cacau (Ministério da Agricultura, 2018),
que define padrdes de identidade e qualidade para reforcar o potencial terapéutico de
produtos derivados do cacau, incluindo requisitos minimos de sélidos soltveis e pH. Essa
conformidade refor¢a o potencial de 7. sylvestre para aplicagdes alimentares. A polpa
pode ser usada na preparagdo de geleias, conservas e sucos, € também tem potencial para
a producdo de bebidas fermentadas (Duarte et al., 2010; Puerari; Magalhaes; Schwan,
2012).
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Tabela 5 - Parametros fisico-quimicos, composi¢ao proximal (g/100 g de matéria seca) e
valor energético (kcal/100 g de matéria seca) da casca, polpa e semente de 7. sylvestre.

Parametros Polpa Semente Casca
pH 4,36 +0,11 - _
Solidos soluiveis em °Brix 11,03 +0,75 - -
Umidade 90,91 + 0,45 63,32 + 0,82° 80,78 + 0,73
Cinzas 0,51+0,01° 1,30 + 0,02° 1,19 +0,18°
Lipidios 0,04 + 0,00° 0,52 + 0,00° 0,12 + 0,00°
Proteina 1,54 +0,31° 5,91 0,00 1,85 +0,03°
Carboidratos 1,54 +0,14° 28,94 + 0,84° 16,04 £0,51°
Energia 34,48 +0,18° 144,13 + 3,382 72,67 +2,18°

Nota: média + desvio padrao. Valores seguidos por letras diferentes na mesma linha sao
significativamente diferentes de acordo com o teste t (p < 0,05).

Em relagdo ao teor de umidade, a polpa apresentou o maior valor (90,91 +
0,45%), seguida pela casca (80,78 + 0,73%) e pelas sementes (63,32 + 0,82%), com
diferengas estatisticamente significativas entre elas (p < 0,05). Esses resultados indicam
o alto teor de 4gua na polpa, o que contribui para a textura suculenta da fruta. Quanto ao
teor de cinzas, a casca e as sementes apresentaram os maiores valores, sugerindo uma
maior concentracdo de minerais inorganicos. A analise de cinzas ¢ um indicador chave
do teor mineral total, revelando a presenca de elementos essenciais como calcio, fosforo,
ferro, potassio e magnésio — minerais que desempenham fungdes fisiologicas
fundamentais, incluindo a satde Ossea, a fungdo muscular e o transporte de oxigénio
(Alzahrani et al., 2017).

As sementes do cacau-azul apresentaram os maiores teores de proteina (5,91
+ 0,00 g) e carboidrato (28,94 + 0,84 g) em comparacao com a polpa e a casca (p < 0,05).
Esse perfil nutricional ¢ consistente com o observado em outras espécies de Theobroma,
como 7. cacao (cacau), T. bicolor (macambo) e 7. grandiflorum (cupuagu), cujas
sementes sdo conhecidas por serem ricas em compostos nutricionais — especialmente
lipidios e carboidratos — enquanto a polpa tende a conter niveis mais elevados de agticares
soluveis e fibras alimentares (Benlloch-Tinoco et al., 2024). Estudos anteriores
demonstraram que as sementes de Theobroma spp. sao tradicionalmente valorizadas por
seu alto teor energético e proteico, corroborando os resultados deste estudo, no qual as
sementes do cacau-azul apresentaram o maior valor energético (144,13 + 3,38 kcal)

(Peixoto Araujo et al., 2021).
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DESCRICAO QUIMICA QUALITATIVA

As frutas sdo reconhecidas por conterem diversos tipos de compostos
bioativos, incluindo compostos fendlicos. Esses constituintes tém recebido crescente
atencao devido aos seus beneficios para a saude, principalmente relacionados as suas
propriedades antioxidantes (Oliveira et al., 2025) e antitumorais (Saldarriaga et al., 2025).
Dada a relevancia desses compostos, as fragdes fenolicas da casca (PFPe), da polpa
(PFPu) e das sementes (PFS) de T. sylvestre foram analisadas separadamente por LC-
HRMS e RMN de 'H, em combinagdo com experimentos bidimensionais (COSY, HSQC
e HMBC).

As andlises por LC-MS foram essenciais para a identificacdo de dezenove
compostos, confirmada por baixos erros de massa e padrdes de fragmentacao especificos
(Tabela 6). O uso combinado de ambas as técnicas permitiu a identificagdo de 23
metabolitos, incluindo 4acidos organicos, aminodcidos, alcaloides metilxantinicos,
flavonoides livres e glicosilados, um lignano, um diterpeno, um alcool glicosilado e um

fenilpropanoide (
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Figura 10). A presenca de flavonoides e alcaloides em todas as trés fragdes ¢
consistente com os perfis fitoquimicos previamente relatados em espécies do mesmo
género (Balcazar-Zumaeta et al., 2023; Silva et al., 2024; Lo Coco et al., 2007; Silva et
al., 2025).
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Figura 10 - Estruturas quimicas dos constituintes identificados nos frutos de 7. sylvestre
por analises de LC-HRMS e RMN.
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Na regido alifatica do espectro de RMN de 'H, o 4cido succinico (1) foi
identificado por um simpleto em 6n 2,55, mostrando correlagdo direta com um carbono
em oc 30,1 e correlagdo de longo alcance com um carbono em oc 175,1 (Caligiani et al.,
2010). Um sinal de préton carbindlico em on 5,09 (d, J = 3,7 Hz), caracteristico da a-
glicose (2), também foi observado em todas as fragdes (Silva et al., 2025). Além disso, o
isomero 1 (3) do glicosideo do 4cido vanilico foi identificado pelo seu ion molecular em
m/z 329,0881 [M—H] (TR 6,3 min), que produziu um fragmento em m/z 167,0334
[M—H], consistente com o acido vanilico apos a perda de uma unidade de hexose (162
Da) (Shang et al., 2022).

O aminoécido é4cido y-aminobutirico (GABA) (4) foi identificado por um
tripleto em dn 2,26 (J = 7,3 Hz), mostrando correlagdo com um multipleto em du 1,59
(Villalon-Lopez et al., 2023). A tirosina (5) foi detectada nas fragdes de polpa e semente,
com sinais de RMN de 'H mais intensos na fragdo de semente. Dois dupletos em u 6,75
(/ =8,8 Hz) e 6u 7,09 (J = 8,8 Hz) foram observados, tipicos de um anel aromatico p-
substituido com acoplamento orto (Caligiani et al., 2010). Além disso, o triptofano (6) foi
detectado na fragdo da polpa, evidenciado por um simpleto em on 7,32, correlacionando-
se com carbonos em d¢ 108 e d¢ 27,8 (Kuhn et al., 2024). Os niveis de triptofano foram
previamente quantificados em graos de cacau de varias origens (Bertazzo et al., 2011a).

Os alcaloides metilxantinicos teofilina (7, TR 2,9 min) e teobromina (8, TR
3,4 min) sdo isdbmeros constitucionais com o mesmo valor de m/z de 181,07 [M+H]", mas
exibem padrdes de fragmentacdo distintos. A teofilina produz um fragmento em m/z
124,0386 devido a clivagem do anel imidazol (—57 Da), enquanto a teobromina produz
um fragmento em m/z 138,0672 a partir da perda combinada de CO e CH3z (43 Da). A
teacrina (9, TR 6,0 min) foi identificada pelo seu ion molecular em m/z 225,0969 [M+H]",
com perdas caracteristicas de um grupo metil (—15 Da) e CO+CHj3 (—43 Da). Um padrao
de fragmentagdo semelhante (—43 Da) foi observado para a cafeina (10, TR 6,5 min). Os
simpletos caracteristicos d¢ RMN de 'H em &u 7,89 (teobromina) e 8u 7,87 (cafeina)
confirmaram suas identidades. Simpletos para teofilina e teacrina também foram
observados; a teacrina foi encontrada nas fracdes da polpa e da semente, enquanto a
teofilina apareceu em todas as fracdes analisadas. Os compostos 7, 8 e 10 foram relatados
em sementes de cacau e cupuacu (Balcazar-Zumaeta et al., 2023; Lo Coco et al., 2007) e
sao conhecidos por suas propriedades farmacologicas (Lo Coco et al., 2007).

O ion detectado em TR 7,3 min com m/z 577,1342 [M—H]" foi atribuido a

procianidina B1 (11), previamente relatada em sementes de 7. cacao (Caligiani et al.,
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2010; Jean-Marie et al., 2022). O fragmento MS? em m/z 289,0684 resulta da clivagem
da ligagdo interflavanica inferior, produzindo o mondémero (epi)catequina (Rush et al.,
2018). A fragmentagdo retro Diels-Alder (RDA) adicional gerou o ion em m/z 425,08
(=152 Da), seguida pela perda de dgua para produzir um fragmento em m/z 407,0764
(Oliveira et al., 2022).

O composto com m/z 381,1771 [M—H]" foi atribuido ao 3-metil-1-butanol
pentosil-hexosideo-1 (12), com um fragmento MS? dominante em m/z 249,1345 (100%)
resultante da perda de pentose (—132 Da) (Wei et al., 2021). O composto com TR 8,0 min
e m/z 289,0684 [M—H] foi identificado como epicatequina (13), um flavan-3-ol
amplamente distribuido. Os dados de RMN corroboraram essa identificagdo, com sinais
em on 6,65 (d, J = 8,0 Hz) e du 6,84 (m) indicando um padrdo de substitui¢ao orto/meta
no anel B, tipico de uma configuragdo 3',4'-di-hidroxi.

Outros flavonoides glicosilados incluiram miricetina-3-O-arabinosideo (14,
m/z 449,0695), quercetina-3-arabinopiranosideo (15, m/z 433,0777 [M—H]’), quercetina-
3-O-ramnosideo (16, m/z 447,0907 [M—H]’), miricetina-3-O-ramnosideo (17, m/z
463,0872 [M-H]), kaempferol-3-O-ramnosideo (18, m/z 431,0968 [M—-H]) e
kaempferol-3-O-glicosideo (19, m/z 447,0927 [M—-H]). Todos os compostos
apresentaram perda de agucar e geracao de ions aglicona em m/z 316 (miricetina), m/z
300 (quercetina) e m/z 285 (kaempferol). Além da clivagem glicosidica, a fragmentagao
por RDA do anel C foi observada nos compostos 15, 16 e 18, gerando fragmentos em m/z
255,0270 e m/z 255,0284. As atribuicdes de RMN de 'H para os flavonoides 15 a 19 estio
detalhadas na Tabela 6. Além disso, o composto em RT 19,1 min com m/z 285,0399
[M—H] foi identificado como kaempferol (20), confirmado por sinais de RMN de 'H:
dois dupletos em don 6,80 (J = 8,5 Hz) e on 8,00 (J = 8,5 Hz), consistentes com um sistema
AA'BB' no anel B (Ren et al., 2012).

Além disso, o lignano secoisolariciresinol-9’-O-f-D-glucopiranosideo (21, m/z
523,2147 [M—H]") foi detectado em todas as trés fragdes, com suporte de sinais de RMN
de 'H em &1 6,58 (d, J = 1,8 Hz) e du 6,65 (d, J = 8,0 Hz), correlacionando-se com 8¢
113,4 e oc 122.4, respectivamente (Crispim et al., 2025). Em PFPe, um glicosideo
diterpenoide furanoide (22, TR 12,3 min) foi identificado com um ion molecular em m/z
521,2033 [M—H], e fragmentacao em m/z 359,1468 devido a perda de hexose (—162 Da)
(Xu et al., 2017). Em TR 16,3 min, o ion em m/z 371,1330 [M—H] foi detectado nas

fragdes de polpa e semente. O espectro de RMN de 'H mostrou sinais caracteristicos da
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siringina (23): éu 3,81 (m), ou 3,89 (s) e ou 6,36 (d, J= 5,5 Hz), correlacionando-se com
dc 56,7, d¢ 62,7 e dc 130,8, respectivamente (Qian et al., 2024).

De modo geral, as anélises combinadas de LC-HRMS e RMN 1D/2D foram
eficazes para a identificacao de metabolitos nas fragcoes de 7. sylvestre. Notavelmente, os
compostos 12, 21, 22 e 23 nao haviam sido relatados anteriormente em espécies de

Theobroma.
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Tabela 6 - Metabdlitos identificados nas fragdes fenolicas dos frutos de 7. sylvestre por LC-HRMS e espectroscopia de RMN 1D/2D. PFPe = fracao
fenolica da casca; PFPu = fragao fenolica da polpa; PFS = fracdo fenolica das sementes.

fon fons
TR Precursor calculados Fragmentagoes Composto 5 'H em pom
° (min) [M—-H]~ [M—-H]|~ IM-H]™ (m/z)/ (Composicao elementar, . ng 8 3C em ppm Fracoes  Referéncias
(m7) M (m7Z)| M [M+H]* (m/z) Erro de massa em ppm) i
+H]* (m/z) +H]* (m/7)
Acidos orgénicos/A¢ticares
Acido succinico (Caligiani et
1 - - - - (CaHs0u) 2,55 (s) 30,1; 175,1 al., 2010)
a-glucose 5,09(d, J=3,7 (Silva et al.,
- - - - 1: PFPe
2 (CeH1206) Hz) 93,1;73.8 PEPu 2025)
3126972)0338314 (15000) Isomero 1 do glicosideo do = 60 (m): 3.73 PFS (Ramos-
3 6,3 329,0881  329,0873 ) (100) acido vanilico 60 (m); 3, 56,5; 125,7 escudero et
108,0199 (10) (C14H 1500, 2.,4) (s) al., 2024)
152,0107 (05) 7 i
Aminoacidos
4 Acido y-aminobutirico 2éft9 §m)7 3 24.8:35.6; 182,7 ey L(’V ﬂlaktmi
- - - - D ) =1/, D a D a D u OpeZ cta .
(C4HoNO2) Hz) PFS 2023)
6,75(d, J=8,8 (Caligiani et
5 i i i i Tirosina Hz) 116,0; 129,7; PFPe al., 2010;
(CoH11NO3) 7,09 (d, J = 8,8 133,4; 158,6 PFS Campelo et
Hz) al., 2024)
6,91 (d, /=83 (Bertazzo et
116,9285(100) Triptofano Hz), 111,3; 118,6; al., 2011a;
6 39 203,0826  203,0821 142,0642 (10) (C11H12N203, 2,5) 7,32 (sl) 125,2 Kuhn et al.,
7,55 (m) 2024)
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Ton Tons
Precursor

calculados

Fragmentacoes

Composto

1
0 (:151) [M—H] - [M-H]- [M-H] (m/%)/ (Composicio elementar, 8 I-(I Jer;llgpm 8 BCemppm  Fragdes Referéncias
mr) M (mfz) M [M+H]" (m/z) Erro de massa em ppm) i
+H|" (m/z) +H|" (m/7)
Alcaloides
. 29,6; 32,2 PFPe (Villalon-
181,0716  181,0726 Teofilina 3,53 (s); 3,73 e ,
7 29 - e 124,0386 (100) NN 100,3; 138,0, PFPu Lopez et al.,
[M+H] [M+H] (C7HgN4O2, - 5,5) (s); 8,08 (s) 152.3: 153.7 PFS 2023)
o 34 IBLOT2ZT 1810726 1380672 (40) Teobromina 189 _ oib¢ (Choi etal,
’ [M+H]"  [M+H]"  110,0726 (20) (C7HsN4O2, 0,5) ’ PES 2005)
(Hammerstone
28.5;29,5; 30,9; JR;
9 6.0 225,0969  225,0988 1251%’%571332(?8)) Teacrina 3(;2)3 3(85)%3(;4;4 32,2; 100,3; Romanczyk
’ [M+H]"  [M+H]" ’ (CoH12N4Os, - 8,4) I 138,0; 152,3; JR; Aitkent,
168,0766 (60) 3,66 (s) i
153,7 1994; Wang et
PFPu
PFS al., 2010)
(Choi et al.,
0 65 195,0891  195,0882  138,0672(100) Cafeina 7,87 (s) i Vizl(l)e?l?n—
’ [M+H]"  [M+H]"  110,0726 (50) (CsH10N4O2, 4,6) ’ ,
Lopez et al.,
2023)
Proantocianidina
577,1342(100)
289,0684 (50) Procianidina B1 PFPu (Oliveira et
7.3 5771342 STTLI346 4070764 (35) (C30Ha6013, - 0,7) - - PFS al., 2022)

425,0843 (20)

Glicosideo de alcool alifatico
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TR Precursor calculados Fragmentacgoes Composto s 'H em ppm
0 (min) [M—H] - [M-H]- [M-H] (m/%)/ (Composicio elementar, . ng 8 BCemppm  Fragdes Referéncias
mr) M (mfz) M [M+H]" (m/z) Erro de massa em ppm) i
+H|" (m/z) +H|" (m/7)
249,1345 (100)
;S;’};gg gg; 3-Metil-1-butanol pentosil- PFPe (Wei et al
12 94  381,1771  381,1761 ’ hexosideo-1 - - PFPu ’
161,0451 (20) (CreH30010, 2.7) PES 2021)
101,0242 (10) 1OT30M10, £,
113,0239 (12)
Flavonoides
289,0712 (100)
245,0808 (25) 3,77 (m); 5,94
: . 68,4; 96,9; PFPe .
203,0696 (40) Epicatequina (m); P (Davis et al.,
1380 2890684 28,0712 137,0240 (90) (C15H140e, - 9,7) 6,65 (d,J=28,0 111;;’66’ 111497’42’ I;)l;PSu 1996)
125,0227 (80) Hz); 6,84 (m) Y ’
109,0293 (50)
316,0214(100)  Miricetina-3-O-arabinosideo ) PFPe
14104 449,0695  449,0720 317,0290 (20) (C20Hi8012, - 5,5) i PFS
300,0277(100) Quercetina-3-0- PFPe (Oliveira et
271,0245 (50) -L-arabinopiranosideo ) al., 2022;
15 1294330777 4330771 433,0777 (30) (Guaijaverina) 7,63 (m) 1032, 121.8 PPFFPSu Silva et al.,
255,0270 (15) (C20H18011, 1,4) 2025)
0,91 (m); 5,34
33000f0023é71 ((19000)) Quercetina-3-O-raminosideo  (sl), 6,20 (d,J  16,2; 93,4; 98,6, PFPe (Oliveira et
16 13,9 447,0907  447,0927 271’0245 (45) (Quercitrina) =2,0 Hz); 6,38 102,3; 116,5; PFPu al., 2021)
255,0284 (20) (C21H20011, - 4,4) (d,/=2,0 Hz), 115,6,121,6 PFS "
’ 6,90 (d, /=82
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TR Precursor calculados Fragmentacgoes Composto 5 H em ppm
N° (min) [M-H] - [M-H]- [M-H] (m/%)/ (Composicio elementar, /. Hz) 8 BCemppm  Fragdes Referéncias
mr) M (mfz) M [M+H]" (m/z) Erro de massa em ppm) i
+H|" (m/z) +H|" (m/7)
Hz); 7,30 (dd,
J=82;2,0
Hz); 7,33 (d, J
=2,0 Hz)
17 155 4630872 agsogry 16021460 M‘rlcetll(“ﬁfr'icoi;?f;moSldeo 533 (sl); 6,94  102,3;109,5  PFPe  (Oliveira ct
271,0245 (12) (CaHnO1a, - 1.1) (s) 1454 PFS al., 2021)
0,90 (m); 5,37
(sl), 6,20 (d, J
284,0313(100) Ka;mpfem,l(f'o' —2.0Hz): 639 163 93,4; 98.6, .
18 15,8 431,0968 431,0978  285,0403 (45) FRamnosiceo (d,J=2,0Hz);  102,2; 115,2; (Oliveira et
255.0284 (25) (Afzelina) 6.93 (d, /=88 130,6 al.,2021)
(C21H20010, - 2,3) PFPe
Hz); 7,77 (d, J
=8,8 Hz)
Kaempferol-3-O-glicosideo 6}’12 (g ’Oé E d8’§ (Ren et al.,
19 164 447,0907  447,0927  285,0365 (20) (Astragalina) ~ 8.8 Hz). 6,36 115,4 2012; Silva et
(C21H20011, - 4,5) ’ (m)’ ’ al., 2025)
6,80 (d, J=8,5
133,0302 (100) Kaempferol Hz); 8,00 (d, J PFPe  penetal
20 19,1 2850375  285,0399  151,0047 (30) (CisHioOs, - 8.4) =8,5 Hz); 6,17 115,4 PFPu 2012)
217,0491 (20) PO, = O, (d, J=2,3 Hz); PFS
6,33 (m)
Lignana
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Precursor calculados Fragmentacgoes Composto

1
° (:151) [M—H] - [M-H]- [M-H] (m/%)/ (Composicio elementar, 8 I-(I Jer;llgpm 8 BCemppm  Fragdes Referéncias
mr) M (mfz) M [M+H]" (m/z) Erro de massa em ppm) i
+H|" (m/z) +H|" (m/7)
3,84 (m); 4,26
(—)-Secoisolariciresinol-9°- (4, = 8.0 Hz); 62,5; 104,6; PFPe Crispi
21 139 5232147 5232178 361,1668 (100)  O-f-D-glucopiranosideo 6,65 (d, J=8,0  113,4; 122,4: PFPu lrlsé’arznset
(CasHseO11, -5.9) Hz); 6,58 (d, J 1442 PFS al., 2025)
= 1,8 Hz)
Glicosideo diterpénico
>21,2033 (100) Glicosideo diterpénico
359,1468 (40 . Xu et al.,
22 12,3 521,2033  521,2017 344.1263 Elog furanoide - - PFPe ( 2017)

341,1371 (5) (C26H3301, 3,1)

Glicosideo fenilpropanoide

209,0804 (100) Siringina 3,81 (m); 3,89 o PFPu  (Qianetal,
23 163  371,1330  371,1342  371,1330 (50) (C17H>400, -3.23) (s);6,36 (d, /= 56,7;62,7;130,8  ©rg 2024)
165,0902 (10) 174N, 7 5,5 Hz)
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ENSAIO CITOTOXICO E ANTIPROLIFERATIVO

As fragoes fenolicas da casca, polpa e sementes do fruto de 7. sylvestre foram
avaliadas quanto a sua atividade contra células epiteliais de adenocarcinoma pulmonar
humano (A549), células de carcinoma colorretal humano (HCT-8) e células endoteliais
da veia umbilical humana (HUVEC). De acordo com a classificacao de citotoxicidade
proposta por Anywar et al. (2022) e pelo Instituto Nacional do Cancer (NCI), compostos
com valores de ICso <20 pg/mL sdao considerados altamente citotoxicos, aqueles entre 21
e 200 pg/mL moderadamente citotoxicos e aqueles entre 201 e 500 pg/mL fracamente
citotoxicos. A avaliacdo de acordo com esses critérios revelou que as amostras exibiram
um perfil predominantemente citotoxico moderado em todas as linhagens celulares
avaliadas, tanto saudaveis quanto cancerosas, com valores de ICso variando de 12,63 a
95,66 ng/mL (Figura 11). Em relacdo ao indice de seletividade (IS), os extratos de T
sylvestre apresentaram baixa seletividade geral, visto que valores de IS acima de 3 sao
indicativos de citotoxicidade preferencial em relagdo as células tumorais. Notavelmente,
a fragcdo de sementes apresentou seletividade relativamente maior em relacao as células
normais (por exemplo, HUVEC), com valores de IS na faixa de 0,5, sugerindo aumento
da citotoxicidade em relacdo as células ndo tumorais (GRANATO et al., 2022) (Tabela
7).

Além disso, as fracdes demonstraram atividade antiproliferativa relevante,
particularmente a fracdo da semente, que apresentou o menor valor de Glso contra células
HUVEC (7,55 pg/mL). Em contraste, as fragdes da casca (Glso = 30,4 pg/mL) e da polpa
(GlIso = 26,7 pg/mL) foram mais eficazes contra células cancerigenas HCT-8.

Dentro da familia Malvaceae, a espécie Sida santaremnensis H. Monteiro
também demonstrou atividade antiproliferativa significativa, atribuida a presenca do
flavonoide kaempferol (20) (Marques et al., 2021), um composto investigado como
agente terapéutico para carcinoma hepatocelular devido aos seus efeitos antitumorais bem
documentados (Guo et al., 2016; Huang et al., 2013). No presente estudo, o kaempferol
foi identificado em todas as trés fracdes do fruto de 7. sylvestre, corroborando os efeitos
citotoxicos observados nas linhagens celulares testadas. Este mesmo constituinte bioativo
foi previamente identificado na fracdo fenolica das flores de 7. mariae, que também
exibiram atividade antiproliferativa contra linhagens celulares normais (HUVEC) e
tumorais (HepG2) (SILVA et al., 2025). Outro flavonoide relevante, a astragalina (19),

um derivado glicosilado do kaempferol, também tem sido amplamente reconhecido por
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suas propriedades anticancerigenas. Estudos demonstraram que a astragalina inibe
significativamente a proliferagdo de linhagens de células de carcinoma hepatocelular
(HepG2, Huh-7 e H22) em ensaios in vitro (Li et al., 2017). O polifenol procianidina B1
(11), identificado nas fra¢des da polpa e da semente de 7. sylvestre, tem sido associado a
uma notavel atividade antitumoral. Estudos recentes demonstraram que a administragao
oral de procianidina Bl em modelos murinos (15 mg/kg) inibiu significativamente o
crescimento tumoral em células HepG2, atingindo uma taxa de inibicdo tumoral de
aproximadamente 60% sem causar efeitos metabdlicos adversos (Na et al., 2020). Outro
flavonoide, a miricitrina (17), detectada nas fragdes da casca e da semente de 7. sylvestre,
demonstrou efeitos antiproliferativos significativos, inibindo a angiogénese induzida por
VEGF em células endoteliais vasculares e reduzindo o crescimento tumoral in vivo em
modelos de xenoenxerto de glioblastoma U251 (Hu et al., 2020). Portanto, o perfil
quimico do fruto de 7. sylvestre, devido particularmente a presenga de compostos
bioativos como o kaempferol, a astragalina, a procianidina B1 e a miricitrina, pode estar
diretamente associado aos efeitos celulares observados. Essas descobertas abrem novas
perspectivas para futuras investigacdes sobre o potencial terapéutico dessa espécie

amazonica.

Tabela 7 - ICso e Indice de Seletividade (IS) dos extratos PFPe, PFPu e PFS.

ICso (g EAG/mL) IS
Amostras
HUVEC A549 HCT-8 HUVEC/A549 HUVEC/HCT-8
PFPe 60,01 95,66 59,50 0,62 1,01
PFPu 61,60 77,87 49,89 0,79 1,23
PFS 12,63 22,75 24,06 0,55 0,52

Nota: A ICso ¢ definida como a concentracdo de um agente que reduz o crescimento
celular em 50%, calculada quando (T/C) x 100 = 50, onde T ¢ a contagem de células no
momento do tratamento e C ¢ a contagem de células controle no mesmo momento. O
indice de seletividade (IS) ¢ determinado dividindo-se o valor de ICso para células
HUVEC pelo valor de ICso para células cancerigenas. PFPe (Fracao Fenolica da Casca);
PFPu (Fragao Fenolica da Polpa) e PFS (Fragao Fendlica das Sementes).
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Figura 11 - A avaliagdo da citotoxicidade de PFPe (Fragdo Fenodlica da Casca), PFPu (Fracdo Fenolica da Polpa) e PFS (Fracdo Fendlica das
Sementes) foi realizada nas linhagens celulares A549, HCT-8 e HUVEC. (A, D e G) ICso: concentragdo do agente que reduz o crescimento celular
em 50%. (B, E e H) Glso: concentragdo do agente que diminui o crescimento em 50% em comparagdo com as células ndo tratadas. (C, F e I) LCso:
concentracdo do agente que causa uma reducdo liquida de 50% das células em relagcdo a contagem inicial de células no inicio do tratamento.
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CONCLUSAO

Um total de vinte e trés compostos foram identificados nas fragdes fendlicas
de T. sylvestre, incluindo alcaloides metilxantinicos e flavonoides livres e glicosilados,
previamente relatados em outras espécies de Theobroma. Notavelmente, quatro
metabolitos adicionais sdo relatados aqui pela primeira vez no género: 3-metil-1-butanol
pentosil-hexosideo-1, secoisolariciresinol-9'-O-f-D-glucopiranosideo, um glicosideo
diterpenoide furanoide, e siringina. Essa descoberta sugere caracteristicas quimicas
unicas de 7. sylvestre. Além disso, as amostras exibiram citotoxicidade moderada e
efeitos antiproliferativos relevantes contra linhagens de células endoteliais (HUVEC) e
cancerigenas (A549 ¢ HCT-8). Esses efeitos sdo atribuidos a presenca de compostos
bioativos como o kaempferol, a astragalina, a procianidina B1 e a miricitrina, refor¢ando
o potencial terapéutico dessa espécie amazdnica. Em conjunto, essas descobertas
ampliam significativamente o conhecimento fitoquimico de 7. sylvestre. Elas também
fornecem uma base sélida para futuros estudos focados na quantificacdo de compostos
bioativos e na avaliagdo de propriedades funcionais, contribuindo, em ultima analise, para

suas potenciais aplicagcdes farmacologicas, nutracéuticas e biotecnoldgicas.
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Resumo

Theobroma subincanum (cupui) € uma espécie amazonica com reconhecido potencial
nutricional e bioativo, embora sua composi¢cdo quimica e propriedades bioldgicas
permane¢cam pouco exploradas. Este estudo caracterizou os constituintes quimicos e
avaliou os efeitos citotoxicos de extratos hidroalcoodlicos obtidos da casca, polpa e
sementes dos frutos de 7. subincanum. Os extratos foram analisados por UPLC-QToF/MS

e RMN, e suas atividades citotoxica e antiproliferativa foram avaliadas em linhagens
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celulares cancerigenas (A549, HCT-8) e normais (HUVEC). As sementes apresentaram
os maiores teores de proteinas, carboidratos e valor energético, enquanto a polpa e a casca
foram ricas em 4cidos graxos, como os acidos palmitico e oleico. Os compostos teacrina,
epicatequina, clovamida e luteolina foram identificados nos extratos. Os ensaios de
citotoxicidade indicaram atividade moderada do extrato da polpa contra todas as
linhagens celulares testadas (ICso: 12,29-22,80 pg/mL), com maior seletividade para as
células cancerigenas (IS > 1). No geral, os resultados destacam a relevancia nutricional
das sementes ¢ o potencial bioativo da polpa, sugerindo aplicagcdes promissoras na

industria alimenticia.

Palavras-chave: Malvaceae; Citotoxicidade; Fracdes Fenolicas; RMN; Analise

Nutricional.

INTRODUCAO

A Floresta Amazodnica representa um reservatorio inestimavel de diversidade
bioldgica, notavel por sua ampla variedade de frutos comestiveis de sabores distintos,
bem como por numerosas plantas alimenticias e medicinais nao convencionais. Embora
tradicionalmente consumidas por populagdes ribeirinhas e locais, muitas dessas espécies
permanecem pouco exploradas tanto pela ci€éncia quanto pela industria (Cruz et al., 2025).
Dentro dessa rica biodiversidade, espécies do género Theobroma (Malvaceae), como o
cacau (Theobroma cacao L.) e o cupuagu (Theobroma grandiflorum (Willd. ex Spreng.)
K. Schum.), destacam-se por suas reconhecidas aplicacdes nos setores alimenticio,
cosmético e farmacéutico. No processamento do cacau, por exemplo, as améndoas geram
um subproduto semelhante a um mel, rico em aglicares redutores, adcidos organicos e
compostos fenolicos, que contribuem para seu potencial antioxidante e perfil nutricional
e fisico-quimico distintivo, ressaltando sua aplicabilidade na industria alimenticia (Rocha
et al., 2025; Silva et al., 2014). Por outro lado, as sementes de cupuagu, devido ao seu
alto teor lipidico, sdo exploradas comercialmente para a producao de manteiga e licores,
reforgando seu potencial como substituto de derivados de cacau nas indlstrias de
confeitaria e chocolate (Benlloch-Tinoco et al., 2024; Bezerra et al., 2024a).

As Plantas Alimenticias Nao Convencionais (PANCs) tém surgido como
recursos promissores para a industria alimentar do século XXI, oferecendo fontes

alternativas de nutrientes, compostos bioativos e ingredientes naturais com potenciais
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aplicagdes nas formulagdes alimenticia, farmacéutica e cosmética (Ferreira et al., 2024).
Essas plantas possuem uma ou mais partes comestiveis, como folhas, raizes, frutos ou
flores, e podem ser silvestres ou cultivadas, nativas ou exdticas. Elas estdo tipicamente
ausentes das dietas convencionais, muitas vezes devido ao limitado conhecimento dos
consumidores ou a habitos culturais (Milido et al., 2022). Entre as espécies menos
conhecidas do género Theobroma, Theobroma sylvestre recentemente ganhou atengao por
seu potencial nutricional e farmacoldgico e ¢ atualmente classificada como uma PANC
(Kinupp; Lorenzi, 2014; Mar et al., 2024). Estudos revelaram a presenga de acidos
organicos, aminoacidos, alcaloides purinicos, proantocianidinas, flavonoides e
terpenoides glicosilados nesta espécie, bem como atividade antiproliferativa associada a
esses metabolitos (Fonseca Junior et al., 2025).

De modo semelhante, outra espécie amazonica pouco explorada é Theobroma
subincanum Mart., comumente conhecida como "cupui" ou "macambillo". Esta espécie ¢
nativa da América do Sul e esta distribuida em paises como Peru, Colémbia, Venezuela e
nas regides norte do Brasil (Amazonas, Acre e Rondonia). Os frutos (Figura 12) possuem
formato elipsoide, medindo aproximadamente 7—11 ¢cm de comprimento ¢ 5—6 cm de
diametro. Eles tém um pericarpo espesso e resistente coberto com um indumento similar
ao do verdadeiro cupuacu. As numerosas sementes sdo oblongas, com cerca de 2-2,5 cm
de comprimento, e sdo envoltas por uma polpa branco-amarelada, doce e inodora (Lira et
al., 2020). Embora menos explorada comercialmente que o cacau e o cupuacu, este fruto
¢ muito apreciado por comunidades locais e consumido in natura ou utilizado em sucos,
refrescos, sorvetes, licores e vinhos, devido a sua polpa amarelada comestivel (Figura
12A) com sabor distintivo e acidez pronunciada (Lim, 2014; Lira et al., 2020; Martini et
al., 2008). As sementes de 7. subincanum contém tocoferois, dcidos graxos e esterois
distribuidos em suas partes (embrido, tegumento e endosperma), destacando seu potencial
como alternativa ao 7. cacao na produ¢ao de chocolates e produtos de confeitaria (Bruni
et al., 2002). Além do seu valor nutricional, a espécie tem atraido atengdo cientifica
devido ao seu potencial como fonte de compostos bioativos (Febrianto; Zhu, 2022). No
entanto, suas caracteristicas fisico-quimicas, composi¢ao centesimal, perfil quimico e
atividades bioldgicas permanecem pouco caracterizados.

Portanto, este estudo teve como objetivo investigar a composicao quimica e
os efeitos citotoxicos de extratos obtidos da casca, polpa e sementes dos frutos de 7.
subincanum. Os extratos foram analisados por Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia

acoplada a Espectrometria de Massas com Quadrupolo e Tempo de Voo (UPLC-
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QToF/MS) e por Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN). Os efeitos
citotoxicos e antiproliferativos dos extratos foram avaliados em linhagens de células

cancerigenas, bem como em cé¢lulas saudéveis, para avaliar a seletividade.

Figura 12 - Theobroma subincanum Mart.: (A) Pericarpo do fruto; (B) Frutos maduros
de cupui, destacando suas caracteristicas morfoldgicas e fenotipicas. Imagens
capturadas em Manaus, Amazonas — Brasil.

A B

MATERIAIS E METODOS

MATERIAIS, NORMAS E SOLVENTES

Metanol, acetonitrila e acido formico de grau HPLC foram obtidos da Merck
(Darmstadt, Alemanha). Agua destilada foi purificada utilizando um sistema de
purificacdo de 4gua Milli-Q (Millipore, Bedford, MA, EUA). A solu¢do de referéncia de
leucina encefalina foi adquirida da Waters Co. (Manchester, Reino Unido). Padrdes de
referéncia de grau analitico foram obtidos da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA) e
utilizados para preparar as curvas de calibracdo externa. Todos os outros reagentes e

solventes foram de grau analitico e comercialmente disponiveis.

COLETA E PREPARACAO DE AMOSTRAS DE FRUTAS

Frutos de 7. subincanum Mart. foram coletados em fevereiro de 2023 proximo
a Manaus, Amazonas, Brasil (Ramal da Boa Esperangca, BR-174; 2°45'14.93"S,
60°2'22.47"W, SISGEN: AOB6BFD). Casca, polpa e sementes foram liofilizadas e
extraidas com etanol/dgua (8:2, v/v) utilizando banho ultrassonico a temperatura
ambiente por 30 min, repetido trés vezes. Os extratos foram concentrados em condi¢des

ambiente, rendendo 14,14%, 46,34% e 8,72% para casca, polpa e semente,
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respectivamente. As amostras foram desengorduradas com hexano e posteriormente
fracionadas em cartuchos de SPE Strata X (Phenomenex, CA, EUA), eluidos
sequencialmente com agua e metanol 100%, resultando em extratos enriquecidos em
compostos fenolicos da casca (ECC), polpa (EPC) e semente (ESC). Esses extratos foram

usados para analises de UPLC-QToF/MS ¢ RMN.

COMPOSICAO CENTESIMAL

A composi¢do centesimal das partes do fruto de 7. subincanum (casca, polpa
e sementes) foi avaliada utilizando métodos analiticos padrdo. O teor de umidade foi
determinado por secagem em estufa a 105 °C, cinzas por incinerag¢do a 550 °C, lipidios
por extragdo Soxhlet com hexano por 8 h, e proteinas pelo método classico de Kjeldahl
(Lutz, 2008). O teor de carboidratos foi estimado seguindo o procedimento de Ogunlaja
et al. (2020). O valor energético total foi calculado usando a equacdo (Palmeira et al.,
2019):

Energia (kcal) =4 x (g de proteinas + g de carboidratos) + 9 x (g de lipidios).

ANALISE POR GC-MS

Aproximadamente 10 mg das fracdes lipidicas (extratos em hexano) foram dissolvidos
em 0,25 mL de cloroférmio:metanol (2:1, v/v) e misturados com 500 uLL de NaOH 0,1 M
em metanol. A mistura foi aquecida a 60 °C por 30 min para formar ésteres metilicos de
acidos graxos (FAMEs), e a reacdo foi interrompida com 0,2 mL de dgua destilada. Os
FAME:s foram extraidos trés vezes com 1 mL de hexano de grau GC, seguido de agitacao
vigorosa por 1 min. A fase superior foi coletada e o processo de extracao foi repetido
mais duas vezes utilizando hexano. Apo6s a mistura, a solu¢do de FAME em hexano foi
deixada em repouso por 30 min. Uma aliquota de 1 pL foi analisada por GC-MS
(Shimadzu Nexis GC2030 - GCMS-QP2020 NX) com injetor split—splitless. A separagao
foi realizada em uma coluna SH-RTx-5Sil-MS (30 m x 0,25 mm, 0,25 um) usando hélio
como gas de arraste (pressao inicial 51,2 kPa). O programa de temperatura iniciou a 40
°C, aumentou a 3 °C/min até 210 °C, e foi mantido por 5 min, para um tempo total de
corrida de 60:09 min. Os &cidos graxos foram identificados usando as bibliotecas WILEY
275 e NIST 3.0. As analises foram realizadas em triplicata, e os resultados sao relatados

como area relativa média do pico + desvio padrao (Oliveira et al., 2025).
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ANALISE POR UPLC-QToF/MS

A caracterizacdo de metabolitos dos extratos foi conduzida usando um
espectrometro de massas Xevo® G2-XS QTof (Waters Corp., Manchester, Reino Unido)
acoplado a um sistema UPLC Acquity H-Class, operado com o software MassLynx®
(v4.1). A separagdo cromatografica foi realizada em uma coluna de fase reversa Acquity
UPLC BEH C18 (100 mm X 2,1 mm d.i., tamanho de particula 1,7 pm) mantida a 40 + 2
°C. A fase movel consistiu em acido féormico 0,1% em agua (solvente A) e 4cido férmico
0,1% em acetonitrila (solvente B), entregue a uma vazao de 0,3 mL/min. O programa de
eluicdo gradiente foi o seguinte (A:B, %): 0—15 min (98:2), 15-20 min (80:20), 20-25
min (60:40), 25-27 min (2:98), 27-27,1 min (98:2), ¢ 27,1-30 min (98:2). O volume de
injecdo foi de 10 pL. A detec¢do espectrométrica de massas foi realizada nos modos de
ionizagdo por electrospray negativo e positivo (ESI" e ESI'), usando uma faixa de
varredura de massa de m/z 100 — 1500 e um tempo de varredura de 0,2 s. Os parametros
da fonte ESI foram definidos da seguinte forma: voltagem do capilar, 3,0 kV; temperatura
da fonte, 100 °C; temperatura de dessolvatagdo, 250 °C; voltagem do cone, 30 V; fluxo
de gas do cone, 50 L/h; e fluxo de gas de dessolvatagdo, 700 L/h. Os dados foram
adquiridos no modo continuo MSE, com varreduras de baixa energia a 6 eV e varreduras
de alta energia variando de 20 a 35 eV ao longo da corrida de 30 min. Leucina encefalina
(m/z 554,2615 [M-H] "~ e m/z 556,2771 [M+H]") foi usada como referéncia de massa de

bloqueio através do sistema LockSpray™.

ANALISE DE RMN

Extratos de 7. subincanum (casca, polpa e sementes) foram analisados por
RMN ('H, 'H - 3C HSQC e 'H — 3C HMBC) em um espectrdmetro de 11,7 T (Bruker®
Avance III HD 500, 500 MHz para 'H e 125,8 MHz para '*C, BBFO Plus SmartProbe™,
Nova York, NY, EUA) a 298,0 K. As amostras foram dissolvidas em 550 pL de CDsOD
contendo acido trimetilsililpropandico (TMSP) (pureza > 99,0%) como referéncia interna
(0,0 ppm). Os espectros foram processados e analisados usando o software TopSpin™

versao 4.1.3 (Bruker®).
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ENSAIO DE CITOTOXICIDADE

O potencial citotdxico das diferentes partes do fruto de 7. subincanum foi
avaliado usando o ensaio colorimétrico de MTT, seguindo as condigdes experimentais e
os procedimentos metodoldgicos descritos por de Lima et al. (2024). As linhagens
celulares humanas A549 (adenocarcinoma de pulmao), HCT-8 (adenocarcinoma
colorretal) e HUVEC (endoteliais de veia umbilical) foram obtidas do Banco de Células
do Rio de Janeiro (BCRJ, RJ, Brasil) e usadas nos ensaios in vitro. O reagente MTT (3-
[4,5-dimetiltiazol-2-i1]-2,5-difenilbrometo de tetrazolio) ¢ um composto amarelo que ¢
reduzido enzimaticamente por desidrogenases mitocondriais para formar cristais de
formazam azul insolivel em células metabolicamente ativas (Geirnaert et al., 2017). As
células foram cultivadas em meio DMEM Ham-F12 suplementado com 10% (v/v) de soro
fetal bovino e 100 pg/mL de penicilina, e semeadas em placas de 96 pocos (100 puL por
poco) nas densidades de 1 x 10* células/pogo para HCT-8 e 6 x 10° células/pogo para
HUVEC e A549. Apdés a adesdo celular, as culturas foram expostas por 48 h a
concentragdes seriadas (5, 10, 25, 50 e 100 pg/mL) dos extratos do fruto de T.
subincanum. Subsequentemente, a solucdo de MTT (0,5 mg/mL) foi adicionada a cada
poco, seguida de incubagdo por mais 4 h a 37 °C. Os cristais de formazam resultantes
foram solubilizados em 100 pL de dimetilsulfoxido (DMSO), e a absorbancia foi medida
a 570 nm. Os valores de ICso (concentracdo inibitdria que reduz a viabilidade celular em
50%), Glso (concentragdo de inibi¢ao de crescimento que suprime a proliferacdo em 50%)
e LCso (concentragdo letal resultando em 50% de morte celular) foram determinados de
acordo com os procedimentos de Carmo et al. (2018, 2019). O indice de seletividade (IS)
foi calculado como a razdo entre o valor de ICso para a linhagem nado tumoral HUVEC e
0 ICso para cada linhagem de células cancerigenas. De acordo com Carmo et al. (2019),

valores de IS maiores que 3 indicam alto grau de seletividade para células tumorais.

ANALISE ESTATISTICA

Os dados sdao apresentados como média £+ desvio padrao. Diferencas
estatisticas foram avaliadas por ANOVA unidirecional seguida pelo teste de Tukey (p <
0,05). As andlises foram realizadas utilizando o Minitab® versao 18.1 (State College, PA,
EUA).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

PARAMETROS FiSICO-QUIMICOS E COMPOSICAO CENTESIMAL

A Tabela 8 apresenta os parametros fisico-quimicos da polpa, casca e
sementes liofilizadas de 7. subincanum, destacando seu potencial nutricional. O alto teor
de umidade da polpa (83,61 g/100 g) contribui para a textura suculenta do fruto,
semelhante a observada em frutos de manga, cacau e cacau-azul (Fonseca Junior et al.,
2025; Nguyen et al., 2025). A casca e as sementes apresentaram os maiores teores de
cinzas, sugerindo uma maior concentragdo de minerais inorganicos. Em matrizes
alimentares, as cinzas representam principalmente o residuo inorganico remanescente
apds a combustdo completa, consistindo principalmente de elementos como calcio,
fosforo, potassio e trago de minerais. Esses elementos desempenham fungdes fisiologicas
essenciais, incluindo formagdo éssea, contragdo muscular e transporte de oxigénio
(Alzahrani et al., 2017). Esses achados indicam que a casca e as sementes podem servir
como fontes potenciais de minerais dietéticos, contribuindo para o valor nutricional e
aplicagdes em alimentos funcionais (Edo et al., 2023).

As sementes do cupui apresentaram os maiores teores de proteinas (10,88 +
0,59 g) e carboidratos (75,01 + 0,68 g) em comparagao com a polpa ¢ a casca (p < 0,05).
Esse padrao nutricional esta alinhado com o de outras espécies de Theobroma, incluindo
T. cacao (cacau), T. bicolor (macambo), T. grandiflorum (cupuagu) e 7. sylvestre (cacau-
azul), cujas sementes sdo tipicamente ricas em lipidios e carboidratos, enquanto a polpa
contém maiores niveis de agucares soluveis e fibras (Benlloch-Tinoco et al., 2024;
Fonseca Junior et al., 2025).

O alto contetido energético das sementes (360,69 + 0,36 kcal) reforca seu
potencial como ingredientes em alimentos densos em energia ou formulagdes funcionais.
Estudos anteriores mostraram que sementes de Theobroma sao tradicionalmente
reconhecidas por seu alto conteudo energético e proteico, corroborando os presentes
achados (Araujo et al., 2021). E importante ressaltar que a composi¢do do fruto pode
variar dependendo da sazonalidade, regido de coleta e métodos de processamento,
sugerindo que mais estudos sobre vitaminas, fragoes de fibra e perfis lipidicos detalhados
sd0 necessarios para caracterizar totalmente o potencial nutricional e funcional de T.

subincanum.
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Tabela 8 - Parametros fisico-quimicos, composic¢ao centesimal (g/100 g de matéria seca)
e energia (kcal/100 g de matéria seca) da polpa, semente e casca de 7. subincanum (cupui).

Parametros Polpa Semente Casca
pH 3,47 + 0,06 - -

°Brix 14,43 + 0,40 - -
Umidade 83,61 + 0,20° 8,76 £ 0,13° 76,37 + 0,52°
Cinzas 0,55 +0,01¢ 3,45 + 0,04 1,16 £ 0,04°
Lipidios 0,05 + 0,00° 1,90 + 0,007 0,04 + 0,00°
Proteinas 1,20+ 0,31° 10,88 £ 0,59° 4,47 +0,22°
Carboidratos 14,58 +0,20° 75,01 +0,68° 17,96 + 0,69°
Energia 63,59 + 0,79° 360,69 + 0,36 90,06 + 1,92°

Nota: média + desvio padrdo. Letras idénticas, na mesma linha, indicam que ndo ha
diferenga estatisticamente significativa, de acordo com o teste de Tukey.

PERFIL DE ACIDOS GRAXOS DAS FRACOES LIPIDICAS

Os perfis de acidos graxos esterificados da polpa, semente ¢ casca de T.
subincanum foram analisados por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas (GC-MS), permitindo a identificacdo de cinco compostos principais. Os
resultados sdo expressos como areas relativas dos picos (%).

A polpa apresentou a maior propor¢ao de ésteres metilicos de acidos graxos
(FAMES) totais (91,68%), seguida pela casca (71,23%) e pelas sementes (47,58%). Em
todas as partes do fruto, foram detectados acidos palmitico, linoleico e estearico, com
predominio do 4cido palmitico na casca (24,43%) e na polpa (15,34%). Este achado
sugere que esses tecidos podem servir como fontes potenciais de 4cidos graxos saturados.
Perfis semelhantes foram relatados para 7. subincanum do Equador (Bruni et al., 2000).

O 4cido linoleico, um acido graxo poli-insaturado essencial conhecido por
seus efeitos anti-inflamatdrios e cardioprotetores, também foi identificado na casca,
apoiando ainda mais sua relevancia nutricional e medicinal. O &cido elaidico (um acido
graxo trans) foi detectado na polpa (46,75%) e na casca (12,44%), mas esteve ausente
nas sementes, indicando que estas ultimas podem ser mais adequadas para consumo
direto. Resultados comparaveis foram relatados por Bruni et al. (2002). Dado que a alta
ingestdo de acidos graxos trans esta associada ao risco cardiovascular (Mozaffarian et al.,
2006), sua presenca na polpa deve ser cuidadosamente considerada no desenvolvimento
de produtos alimenticios. Em contraste, as sementes, livres de 4cido elaidico, parecem
mais adequadas para consumo direto ou uso em formulagdes alimentares. Esses

resultados enfatizam a importancia de uma andlise detalhada do perfil lipidico dos
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extratos do fruto de 7. subincanum, tanto para destacar seu potencial nutricional e bioativo

quanto para garantir a seguranga em aplicacdes alimenticias e nutracéuticas.

DESCRICAO QUIMICA

O perfil quimico dos extratos do fruto de 7. subincanum foi caracterizado por
LC-HRMS e espectroscopia de RMN uni e bidimensional (‘H, HSQC e HMBC),
permitindo a identificagdo de seis constituintes (Tabela 9) respaldados pela comparacao
com dados da literatura.

Triptofano (1) foi detectado exclusivamente no extrato da polpa (EPC), com
sinais caracteristicos em ou 7,18 (s, H-8) e 6u 7,35 (sl, H-6). No espectro HSQC, esses
protons correlacionaram-se com carbonos em oc 108,3 (C-7) e oc 111,2 (C-6),
respectivamente. A ocorréncia deste aminoacido, tanto na forma livre quanto ligado a
proteinas, foi previamente relatada em graos de cacau de diferentes origens (Bertazzo et
al., 2011a) e nos frutos de 7. sylvestre (Fonseca Junior et al., 2025).

Além disso, Teacrina (2), um alcaloide purinico relatado em espécies de
Theobroma e Herrania (Fonseca Junior et al., 2025; Hammerstone JR; Romanczyk JR;
Aitkent, 1994), foi identificada tanto nos extratos da casca (ECC) quanto da polpa (EPC).
O ion molecular em m/z 225,0980 [M+H]" e os fragmentos em m/z 210,0756 e 168,0771
sdo tipicos de xantinas metiladas. Sinais de protons metilicos em on 3,23 — ou 3,66,
correlacionando-se com carbonos em oc 28,2 — d¢ 31,7 ppm, juntamente com correlagdes
HMBC para C-2 (8¢ 152,2) e C-4 (d¢ 136,5), confirmaram a estrutura.

O espectro de MS da epicatequina (m/z 289,0731 [M—-H]") exibiu ions
fragmentos tipicos em m/z 245,0157, confirmando a clivagem retro Diels-Alder do
esqueleto flavan-3-ol. No espectro de RMN de 'H, dupletos em &u 5,92 (J =2,3 Hz) e n
5,84 (J = 2,3 Hz) do anel A, e em 6u 6,80 (J = 8,0 Hz) do anel B, corroboraram sua
identificacdo (Huang et al., 2021). Epicatequina (3) foi previamente relatada nos graos de
T. grandiflorum, T. bicolor e T. subincanum (Febrianto; Zhu, 2022).

Da mesma forma, clovamida (4) e hipolaetina-8-O-f-D-glucuronideo 3"-O-
sulfato (5) foram detectados nos extratos da semente e da polpa de 7. subincanum, e
também foram relatados nos graos de 7. grandiflorum, T. bicolor e T. subincanum
(Febrianto; Zhu, 2022), refor¢ando a similaridade quimica entre membros deste género.
A flavona luteolina (6) foi identificada pelo seu ion molecular em m/z 285,0462 [M—H]~

(Sanchez-Rabaneda et al., 2003). 7. cacao também ¢ caracterizado pela presenga de
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luteolina (Benlloch-Tinoco et al., 2024), a qual tem sido associada com atividades
antioxidante ¢ anti-inflamatoria (Tian et al., 2021).

Coletivamente, estes achados destacam que 7. subincanum ¢é uma fonte
promissora de compostos fendlicos antioxidantes, apoiando seu potencial uso no

desenvolvimento de alimentos funcionais e formulacdes nutracéuticas.

92



Tabela 9 - Compostos identificados nos extratos de 7. subincanum por UPLC-QToF/MS e RMN. ECC: casca, EPC: polpa, ESC: semente.

Ion Precursor

N° (r};gn) (F()rrg::lrzr: I:I(l)(s):zzular) (m/z) Fragl(n’;;ljacoes 3 'H em ppm (J, Hz) 3 3C em ppm Amostras Referéncias
[M=H]"/[M+H]* %
Aminoacido
. 146,0588 .
Triptofano . ’ 7,18 (s, H-8); 108,3 (C-7); 111,2 (Fonseca Junior et
I 448 (CH1N:0,) 205,0961 [M+H] i?ggggg 7.35 (sl, H-6) (C-6); 1278 (C-2)  EPC al., 2025)
Alcaloide
152,2 (C-2); 136,5
(C-4); 99,0 (C-5);
(Hammerstone Jr;
. 210,0756 153,5 (C-6); 150,5
Teacrina . i 3,44 (s, 3H); 3,56 (s, 3H,); . i i ECC Romanczyk Jr;
2 593 (CoH2N403) 22,0980 [M+H] 168,0771 3,23 (s, 3H); 3,66 (s, 3H) (C..g), 29.2 (CH3T EPC Aitken, 1994;
153,0536 1); 30,6 (CHs-3); Wang et al., 2010)
28,2 (CH3-7); 31,7 getal,
(CH;-9)
Fenilpropanoide
254,9837
. i (Barros et al., 2016;
Clovamida B 222,0416 ESC . ]
3 957 (C1sH1NO?) 358,0969 [M—-H] 178.0534 - - EPC Febrlle(r)l;-(;-,)Zhu,
135,0459
Flavonoides
. . 5,92 (d, J=2,3 Hz, H-6); ) (Febrianto; Zhu,
4 784 E(%Calffqg‘ga 289.0731 [M—H]" 2450157  5.89(d,J=2.3 Hz, H-8); (Cg 58)2 (ﬁg (951_’;) ESC 2022b; Huang et
156 6,80 (d, J=8,0 Hz, H-5") P al., 2021)
Hipolaetina-8-0-f-D- 301,0389 ESC (Febrianto; Zhu,
5 11,51 glucuronideo 3"-O-sulfato  557,0275 [M-H]~ 254,9837 - - EPC 2022b; Moita,
(C21H13016S) 175,0255 2019)
. 254,9837
Luteolina ’ ESC (Sanchez-Rabaneda
1 —H]~ 1 2 - -
6 736 (Ci5H100¢) 285,0462 [M-H] 1;3’83?2 EPC et al., 2003)
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EFEITOS CITOTOXICOS E ANTIPROLIFERATIVOS

Os extratos obtidos da polpa, sementes e casca dos frutos de 7. subincanum
foram avaliados quanto a citotoxicidade contra células epiteliais de adenocarcinoma de
pulmao (A549), células de carcinoma de colon humano (HCT-8) e células endoteliais de
veia umbilical humana (HUVEC). De acordo com a classificagdo de citotoxicidade
proposta por Anywar et al. (2022) e pelo Instituto Nacional do Cancer (NCI), os extratos
da semente ¢ da casca nao apresentaram atividade citotoxica contra nenhuma das
linhagens celulares testadas, incluindo células saudaveis e cancerigenas, com valores de
ICso acima de 100 ug/mL (Figura 13). Esta auséncia de citotoxicidade indica que essas
fragdes sdo seguras e adequadas para potenciais aplicagdes alimenticias ou nutracéuticas.
Em contraste, o extrato da polpa exibiu citotoxicidade moderada tanto para células
cancerigenas (A549 e HCT-8) quanto para células saudaveis (HUVEC), com valores de
ICso variando de 12,29 a 22,80 pg/mL. Embora os valores do Indice de Seletividade (IS)
estejam abaixo do limiar de trés, indicando baixa seletividade para células tumorais, o
extrato da polpa mostrou atividade ligeiramente maior contra linhagens de células
cancerigenas em comparagdo com células endoteliais normais (IS > 1) (Granato et al.,
2022) (Tabela 10). Esses achados sugerem que, embora a polpa exiba bioatividade
moderada, os extratos da semente e da casca demonstram perfis promissores de
biocompatibilidade e seguranca, refor¢ando seu potencial como ingredientes funcionais
ou fontes de compostos bioativos em formulagdes alimentares.

Em comparagdo com a casca e as sementes, a polpa do cupui apresentou a
maior capacidade de inibir o crescimento celular, com valores de Glso variando de 10,32
a 11,66 pg/mL, efeito também relatado para outra espécie do género, T. sylvestre (Fonseca
Junior et al., 2025). Notavelmente, foi a tUnica fracdo do fruto a exercer efeito letal na
concentracao de 23,46 ug/mL em ambas as linhagens celulares, saudaveis e cancerigenas.
No presente estudo, a clovamida foi identificada no extrato da polpa de T. subincanum,
um composto amplamente associado a atividades antioxidante, anti-inflamatoria,
neuroprotetora, antiplaquetiria e anticancerigena (Kolodziejczyk-Czepas, 2024). A
luteolina, também detectada, demonstrou inibir o crescimento de tumores prostaticos
humanos (Pratheeshkumar et al., 2012). Esses achados indicam o potencial da polpa de

T. subincanum como fonte de compostos bioativos para aplicagdes alimenticias.
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Tabela 10 - ICso e Indice de Seletividade (IS) dos extratos ESC (Extrato da Semente de
Cupui); ECC (Extrato da Casca de Cupui) e EPC (Extrato da Polpa de Cupui).

ICs0 (ug EAG/mL) IS
Amostras
HUVEC AS549 HCT-8 HUVEC/A549 HUVEC/HCT-8
ESC >100 >100 >100 1 1
ECC >100 >100 >100 1 1
EPC 22,80 14,35 14,29 1,59 1,60

Nota: A ICso representa a concentracdo de um agente necessario para diminuir o
crescimento celular em 50%, determinada quando (T/C) x 100 =50. Aqui, T é a contagem
de células no momento do tratamento, e C ¢ a contagem de células no grupo controle no
mesmo momento. O indice de seletividade (IS) é calculado comparando a ICso em células
HUVEC saudaveis com a ICso em células cancerigenas, oferecendo uma visao sobre o
potencial do agente em atingir seletivamente células cancerigenas em detrimento das

saudaveis.
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Figura 13 - Avaliagdo da citotoxicidade do ESC (Extrato da Semente de Cupui); ECC (Extrato da Casca de Cupui) e EPC (Extrato da Polpa de
Cupui) foi realizada nas linhagens celulares A549, HCT-8 e HUVEC. (A, D e G) ICso: a concentragdo do agente que reduz o crescimento celular
em 50%. (B, E e H) Glso: a concentragdo do agente que diminui o crescimento em 50% em comparacao com células ndo tratadas. (C, F e I) LCso:
a concentracao do agente que causa uma reducdo liquida de 50% das células em relacdo a contagem inicial de células no inicio do tratamento.
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CONCLUSAO

O estudo conclui que as diferentes partes do fruto de Theobroma subincanum
apresentam perfis quimicos e bioldgicos distintos. As sementes destacam-se pelo alto
valor nutricional, sendo ricas em proteinas e carboidratos, o que as torna um ingrediente
promissor para a industria alimenticia. A casca e a polpa sdo fontes de acidos graxos e
compostos fendlicos, como teacrina e epicatequina. Do ponto de vista bioldgico, a polpa
foi a unica parte que apresentou atividade citotoxica significativa, embora com baixa
seletividade entre células cancerigenas e normais, indicando a necessidade de mais
estudos para garantir sua aplicacdo segura. A presenca de acido elaidico na polpa também
merece atengdo em pesquisas futuras. Em conjunto, os resultados destacam o potencial
de T. subincanum como fonte de nutrientes e compostos bioativos, reforcando a
importancia da exploragdo da biodiversidade amazdnica para aplicagdes alimenticias e

tecnologicas.
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Resumo

Theobroma bicolor Humb. & Bonpl. (Malvaceae), conhecido popularmente como
macambo, ¢ uma espécie amazOnica nativa com expressivo potencial econdmico e
nutricional, embora ainda classificada como uma Planta Alimenticia Nao Convencional
(PANC). Assim, este trabalho apresenta a composi¢do centesimal, o perfil de acidos
graxos e a caracteriza¢do quimica dos extratos de casca, polpa e sementes de seus frutos.
A andlise nutricional revelou que as sementes possuem alta densidade energética (377,40

kcal/100 g) e elevado teor de carboidratos (60,76 %), enquanto a polpa apresentou
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conformidade para aplicagdes em produtos de baixa caloria. O perfil lipidico,
determinado por CG-MS, indicou o predominio de 4cidos graxos saturados, com destaque
para o estearato de metila (41,38 %) nas sementes. Por meio de andlises de RMN 1D/2D,
foram identificados metabolitos fundamentais, incluindo o acido oleico (1), o aminoacido
triptofano (3) e os alcaloides purinicos teofilina (4) e teobromina (5). Nos ensaios
biologicos, as fracdes da casca e sementes exibiram citotoxicidade moderada frente as
linhagens tumorais A549 e HCT-8 e endoteliais HUVEC, com valores de I1Cso variando
entre 28, 24 ¢ 191,10 ug EAG/mL. O extrato da casca demonstrou alta seletividade (IS >
3) contra a linhagem de adenocarcinoma colorretal (HCT-8). Os resultados colaboram o
potencial funcional de alimento de 7. bicolor, fornecendo subsidios para seu

aproveitamento integral pelas industrias alimenticia e farmacéutica.

Palavras-chave: Malvaceae; Citotoxicidade; PANC; RMN; Composi¢do centesimal.

INTRODUCAO

A Floresta Amazonica, que ocupa aproximadamente 50% do territorio
brasileiro, representa um bioma de relevancia global ndo apenas por sua extensdo, mas
também por sua excepcional biodiversidade. Este patrimonio natural abriga uma vasta
riqueza de familias botanicas frutiferas, amplamente apreciadas e utilizadas por
comunidades locais e ribeirinhas (Cruz et al., 2024). Dentre essas familias, destaca-se a
Malvaceae, que engloba cerca de 250 géneros e 4.200 espécies, com aproximadamente
80 géneros e 400 espécies presentes no Brasil (Souza; Lorenzi, 2005; Yoshitome et al.,
2008). Os géneros Pachira e Theobroma, incluidos em Malvaceae, compreendem
espécies tipicamente encontradas em 4reas proximas a rios na regido amazonica e
possuem importancia significativa para exploragdo pela industria local (Costa et al., 2023;
Santos et al., 2025). No entanto, ambos os géneros também incluem espécies ainda pouco
conhecidas ou subutilizadas na dieta didria da populagao. Estas sao denominadas Plantas
Alimenticias Nao Convencionais (PANC), definidas como espécies que, apesar de
possuirem uma ou mais partes comestiveis e potencial para incorpora¢do na dieta, ndo
sdo cultivadas ou comercializadas em larga escala (Milido et al., 2022).

O género Theobroma (Malvaceae s.1.) possui distribui¢do natural em florestas
tropicais de terras baixas da regido Neotropical, estendendo-se da bacia amazonica ao sul

do México (aproximadamente de 15°S a 18°N de latitude). Compreende 22 espécies, das
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quais 11 sdo endémicas do bioma amazonico: 7. bicolor, T. canumanense, T. cacao, T.
camargonum, T. glaucum, T. grandiflorum, T. microcarpum, T. obovatum, T. speciosum,
T. subincanum e T. sylvestre (Mar et al., 2021). Todas estas produzem frutos comestivesis,
caracterizados por aromas e sabores distintivos, sendo algumas utilizadas como matéria-
prima na produgdo de sucos, geleias, sorvetes, licores, compotas e outros produtos
derivados (Gonzalez et al., 2016; Ipiranga; Souza; Fonseca Junior, 2022; Rogez et al.,
2004). Dentre a classe dos fitoquimicos, os principais compostos bioativos identificados
no género incluem polifendis (catequinas, antocianidinas e proantocianidinas), alcaloides
purinicos (metilxantinas) e fenilpropanoides (4cidos organicos simples e tocoferois),
presentes desde as folhas até os frutos do género (Cuatrecasas, 1964; Sitarek et al., 2024).
O principal componente das sementes de espécies como 7. cacao e T. grandiflorum sao
lipidios, predominantemente compostos por triacilglicerdis (TAG). Os principais acidos
graxos que constituem esses lipidios sdo os acidos palmitico e estedrico (Bezerra et al.,
2024b; Kobi et al., 2024).

A familia Malvaceae tem sido alvo de diversos estudos sobre suas
propriedades biolodgicas, com énfase em aplicacdes medicinais. Destacam-se atividades
como anti-inflamatoria e antidepressiva com Hibiscus asper (Foyet et al., 2011), agdo
antioxidante com Sida linifolia (Nwankwo et al., 2023), anticancerigena, entre outras
relatadas em investigagdes recentes (Andujar et al., 2012; Sitarek et al., 2024). No género
Theobroma, o cacau (Theobroma cacao L.) apresenta efeitos antioxidantes e atividades
antifiingicas contra patdégenos como Candida albicans e Aspergillus niger (Andriana et
al.,, 2025; Desvita et al., 2022). Cascas e sementes da espécie ndo convencional
Theobroma bicolor (macambo) demonstram alta capacidade antioxidante, com valores de
96.943,78 pmol TE/100 g e 10,40 mg EAG/g de polifendis totais no cotilédone, além de
ampla a¢do antimicrobiana, inibindo até 88,89% do crescimento de E. coli e 48,26% de
Salmonella spp. em concentragdes de 75% (Rojas Uribe et al., 2025). Estes achados
evidenciam o potencial bioativo desta espécie para aplicacdes nas industrias alimenticia
e farmaceéutica, justificando novas pesquisas sobre suas propriedades (Mar et al., 2024).

A espécie amazodnica nativa, Theobroma bicolor Humb. & Bonpl. (Figura 14),
¢ conhecida regionalmente como "macambo", "pataste", "bacau" ou "cacau-do-peru".
Ocorre em territorios tropicais da América do Sul, incluindo Bolivia, Brasil (Amazonas,
Acre e Rondonia), Equador, Colémbia e Peru, sendo também cultivada no México
(América do Norte) (Benlloch-Tinoco et al., 2024). Seus frutos sdo de formato oval, com

comprimento de 25-35 cm e didmetro de 12—-15 cm. Cada fruto contém, em média, 40
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sementes envoltas por uma polpa esbranquicada ou amarelada, com odor caracteristico e
sabor agridoce, rica em proteinas e fibras (soluveis e insoluveis). As sementes de
macambo produzem uma manteiga de alta qualidade, abundante em gorduras — com
42,0% de acido graxo C18:1 (4cido oleico) — semelhante a do cacau (Theobroma cacao
L.). Este perfil sugere seu potencial como substituto nas industrias de cosméticos e
confeitaria, particularmente na produc¢do de chocolate (Benlloch-Tinoco et al., 2024;

Gonzalez et al., 2016; Torres et al., 2002).

Figura 14 - Theobroma bicolor Humb. & Bonpl. (macambo): (A) Pericarpo do fruto
aberto, mostrando a cavidade interna; (B) Fruto maduro inteiro, evidenciando suas
caracteristicas morfologicas externas. Material registrado em Manaus, Amazonas —

Brasil.

Assim, o presente estudo teve como objetivo identificar os principais
constituintes quimicos dos extratos hidroetandlicos da casca, polpa e sementes dos frutos
de macambo (Theobroma bicolor Humb. & Bonpl.). Para tal, foram empregadas técnicas
analiticas avangadas, incluindo cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a
espectrometria de massas quadrupolo tempo-de-voo (CLAE-QTOF/EM) e
espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN). Adicionalmente, foram
avaliados os efeitos antiproliferativos e citotoxicos destas fragdes em linhagens celulares

cancerigenas e normais por meio de ensaios in vitro.
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MATERIAIS E METODOS

MATERIAIS

Metanol, acetonitrila e acido formico grau HPLC foram obtidos da Merck
(Darmstadt, Alemanha). Agua destilada foi purificada utilizando sistema de purificagio
de agua Milli-Q (Millipore, Bedford, MA, EUA). A solugdo de referéncia de leucina
encefalina foi adquirida da Waters Co. (Manchester, Reino Unido). Padrdes de referéncia
grau analitico foram obtidos da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA) e utilizados para
preparar as curvas de calibragdo externa. Todos os outros reagentes e solventes foram de

grau analitico e comercialmente disponiveis.

COLETA E PREPARACAO DE AMOSTRAS DO FRUTO

Os frutos de Theobroma bicolor Humb. & Bonpl. foram coletados em
Benjamin Constant (Amazonas, Brasil) em dezembro de 2022 (coordenadas: 4°22'41,96"
S, 70°02'43,63" O, SISGEN: AOB6BFD). Os componentes do fruto (casca, polpa e
sementes) do macambo foram submetidos a liofilizacdo (liofilizador modelo SL-404,
Solab) por 72 horas a 233,15 K e —93.325,7 Pa. Os extratos foram preparados conforme
metodologia proposta por Carrion et al. (2013). Os materiais liofilizados foram extraidos
com solugdo hidroetandlica (20 mL) na proporcao de 8:2 (etanol:dgua, v/v) em banho
ultrassonico (modelo SSBuc-6L, Mylabor, Sdo Paulo, Brasil) a temperatura ambiente por
30 minutos, sendo este procedimento repetido trés vezes. Os extratos resultantes foram
concentrados por evaporacdo do solvente em capela de exaustdo a temperatura ambiente.
Os rendimentos de extragdo dos extratos hidroetandlicos obtidos foram de 5,38% para a
casca, 47,63% para a polpa e 5,71% para as sementes.

Estes extratos foram submetidos a extragdo em fase solida (SPE) para
remocao de agucares das amostras e obten¢do de fragcdes ricas em compostos fenolicos,
utilizando cartuchos SPE (Strata X, 33 pum, Phenomenex, Torrance, CA, EUA). Estes
foram inicialmente pré-condicionados por elui¢do com 1 mL de metanol, seguido por 1
mL de dgua ultrapura. As amostras foram inicialmente submetidas a parti¢cdo liquido-
liquido com hexano para remogao de lipidios presentes. Subsequentemente, os extratos
hidroetanodlicos foram aplicados aos cartuchos SPE. A eluicdo foi realizada
sequencialmente com agua (fase aquosa) e depois com metanol 100% (fase organica). A

fracdo final foi coletada em vial e evaporada a temperatura ambiente; esta fragdo,
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identificada como frag¢do fenolica, foi submetida a anélise por cromatografia liquida de
ultra eficiéncia acoplado a espectrometria de massas tandem por tempo de voo (UPLC-

QToF/MS) e ressonancia magnética nuclear (RMN).

COMPOSICAO CENTESIMAL DO FRUTO

A composi¢ao centesimal das diferentes partes do fruto de Theobroma bicolor
(casca, polpa e sementes) foi determinada segundo métodos padrdo: umidade por
secagem em estufa (105 °C) até peso constante; cinzas por incineragdo em mufla (550
°C) por 5 h; lipidios por extragao com hexano por 8 h em extrator Soxhlet; proteinas pelo
método classico de Kjeldahl (Lutz, 2008) e teor de carboidratos determinado por
diferenga conforme descrito por Ogunlaja et al. (2020). O valor energético total das
amostras foi calculado pela equagdo: Energia (kcal) = 4 x (g de proteina + g de

carboidratos) + 9 x (g de lipidios) (Palmeira et al., 2019).

PERFIL DE ACIDOS GRAXOS

As fragdes lipidicas (em hexano) (10 mg) da casca, polpa e sementes de 7.
bicolor foram combinadas com 0,25 mL de cloroféormio/metanol (2:1; v/v) e 500 pL de
NaOH 0,1 M em metanol. Esta mistura foi aquecida a 60 °C por 30 minutos, seguida da
adicdo de 0,2 mL de 4gua destilada ao final da reagdo. Os ésteres metilicos de acidos
graxos resultantes foram extraidos adicionando-se 1 mL de hexano, seguido de agitagdo
em vortex por um minuto. Apds agitagdo e separagdo de fases, a fase sobrenadante foi
analisada utilizando Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG-
MS) (Nexis GC2030, GCMS-QP2020 NX, Shimadzu), conforme descrito na
metodologia de Vasquez et al. (2021), com adaptacdes.

ANALISE DE RMN

Fracdes fendlicas de T. bicolor foram analisadas por RMN ('H, 'H-*C
HSQC e '"H-*C HMBC) em espectrometro de 11,7 T (Bruker® Avance 111 HD 500, 13
MHz para 'H e 125,8 MHz para '*C, BBFO Plus SmartProbe™, Nova York, NY, EUA) a
298,0 K. Amostras da casca, polpa e sementes foram dissolvidas em 550 pL de CD3OD

contendo 4cido trimetilsililpropanodico (TMSP) (pureza >99,0%) como referéncia interna
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(0,0 ppm). Os espectros foram processados e analisados utilizando o software TopSpin™

versao 4.1.3 (Bruker®).

ANALISE POR UPLC-QToF/MS

O perfil metabdlico das fragdes foi realizado utilizando espectrometro de
massas Xevo® G2-XS QTof (Waters Corp., Manchester, Reino Unido) acoplado a um
sistema UPLC Acquity H-Class, operado com software MassLynx® (v4.1). A separacao
cromatografica foi alcancada em coluna de fase reversa Acquity UPLC BEH C18 (100
mm % 2,1 mm d.i., tamanho de particula 1,7 pm) mantida a 40 = 2 °C. A fase moével
consistiu de 4cido foérmico 0,1% em &gua (solvente A) e éacido foérmico 0,1% em
acetonitrila (solvente B), com fluxo de 0,3 mL/min. O programa de eluicao gradiente foi
o seguinte (A:B, %): 0—15 min (98:2), 15-20 min (80:20), 20-25 min (60:40), 25-27 min
(2:98), 27-27,1 min (98:2) e 27,1-30 min (98:2). O volume de injecdo foi de 10 pL. A
detecgdo espectrométrica de massas foi realizada no modo de ionizagdo por eletrospray
negativo (ESI"), com faixa de varredura de massas de m/z 100-1500 e tempo de varredura
de 0,2 s. Os parametros da fonte ESI foram configurados da seguinte forma: voltagem do
capilar, 3,0 kV; temperatura da fonte, 100 °C; temperatura de dessolvatacao, 250 °C;
voltagem do cone, 30 V; fluxo de gis no cone, 50 L/h; e fluxo de gés de dessolvatacao,
700 L/h. A aquisicao de dados foi conduzida em modo continuo MSE continuum, com
varreduras de baixa energia a 6 eV e varreduras de alta energia com rampa de 20 a 35 eV
durante 30 min. Leucina encefalina (m/z 554,2615 [M—H]™ e m/z 556,2771 [M+H]") foi

utilizada como referéncia de lock mass através do sistema LockSpray™.

ENSAIO DE CITOTOXICIDADE

A avaliacdo da citotoxicidade das partes do fruto de 7. bicolor foi realizada
utilizando o ensaio colorimétrico do reagente MTT, seguindo as condi¢des e
procedimentos metodologicos previamente adotados por Lima et al. (2024). Células A549
(adenocarcinoma pulmonar humano), HCT-8 (adenocarcinoma colorretal humano) e
HUVEC (células endoteliais de veia umbilical humana) foram utilizadas nos
experimentos in vitro, obtidas do Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRIJ, RJ, Brasil).
O MTT (brometo de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazélio) ¢ uma solugdo

amarela convertida em cristais azuis de formazan pela atividade mitocondrial (Geirnaert
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et al., 2017). As células foram cultivadas em meio DMEM Ham-F12, suplementado com
10% (v/v) de soro fetal bovino e 100 pg/mL de penicilina, e entdo plaqueadas em placas
de 96 pocos com 100 puL/pogo de meio de cultura nas densidades de 1 x 10* células/pogo
(HCT-8) e 6 x 10° células/poco (HUVEC e A549). Apds adesdo, as células foram tratadas
por 48 h com concentragdes seriadas de 5, 10, 25, 50 e 100 ug/mL dos extratos do fruto
de T. bicolor. Subsequentemente, o reagente MTT (0,5 mg/mL) foi adicionado a cada
poco, ¢ as placas foram incubadas por mais 4 h a 37°C. Os cristais de formazan formados
foram dissolvidos em dimetilsulféxido (DMSO) (100 pL), e a absorbancia foi medida a
570 nm. A ICso (concentragdo inibitdria - concentracdo do agente que inibe 50% da
viabilidade celular), Glso (concentracdo de inibi¢do do crescimento - concentragdo do
agente que inibe o crescimento em 50%) e LCso (concentracdo letal - concentragdo do
agente que resulta em 50% de perda celular) foram determinadas segundo o método
descrito por Carmo et al. (2018) e Carmo et al. (2019). Além disso, o indice de
seletividade (IS) foi calculado como a razdo ICso (linhagem celular HUVEC) / ICso
(linhagem celular cancerigena). O IS indica a seletividade das amostras para as linhagens
celulares testadas, e, de acordo com Carmo et al. (2019), valores de IS superiores a 3 sdo

considerados indicativos de alta seletividade.

ANALISE ESTATISTICA

Os dados sdao expressos como média + desvio padrao. Andlise de variancia
(ANOVA) de um fator, seguida pelo teste post hoc de Tukey, foi utilizada para avaliar
comparagdes multiplas a um nivel de confianca de 95%. As diferengas foram
consideradas estatisticamente significativas quando p < 0,05. As analises estatisticas

foram realizadas utilizando o Minitab® versao 18.1 (State College, PA, EUA).

RESULTADOS E DISCUSSAO

PARAMETROS FiSICO-QUIMICOS E COMPOSICAO CENTESIMAL DO FRUTO
T. bicolor

A Tabela 11 apresenta a composi¢ao centesimal das diferentes partes do fruto
T. bicolor e mostra variagdes significativas que influenciam seu potencial de aplicacdo na
industria de alimentos (Anokhi Chandrababu et al., 2024). A polpa destaca-se pelo seu

alto teor de umidade (88,09 + 0,22 g), caracteristica que contribui para sua menor
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densidade energética, uma vez que parte da energia € consumida no processo de mudanca
de fase (43,22 + 0,88 kcal/100 g) (Marinho et al., 2025). Além disso, contém 6,93% de
carboidratos e apenas uma quantidade reduzida de gordura, refor¢cando seu perfil
nutricional leve. O teor de proteinas (3,74 + 0,08 g) destaca o potencial da polpa para
aplicagdo em produtos de baixa caloria, e seu pH levemente acido (5,40 + 0,36) e valor
de 12,40 °Brix indicam sabor suave e estagio adequado de maturacao do fruto (Sadiq et
al., 2022).

A casca exibe maior teor de carboidratos (34,59 + 0,42 g) e fornece 149,90 +
1,70 kcal/100 g em comparagdo com a polpa, sugerindo seu potencial como ingrediente
fibroso em formulagdes alimenticias destinadas ao aumento da ingestdo de carboidratos
e minerais (Mwagandi Chimbevo; Essuman, 2019).

As sementes, por sua vez, apresentam os menores niveis de umidade (12,73
+ 0,00 g) e o maior teor de carboidratos (60,76 + 0,28 g) em comparagdo com a polpa e
casca (p < 0,05), resultando em maior densidade energética (377,40 £+ 0,47 kcal/100 g).
Este perfil nutricional evidencia que as sementes representam uma fonte concentrada de
energia, favorecendo seu uso na producdo de formulagdes ricas em carboidratos
(Olosunde; Akpanmkpuk; David, 2022). O teor de cinzas (3,60 £ 0,12 g) indica que as
sementes possuem maior conteiido mineral (Ribeiro et al., 2019). Estes fatores conferem
as sementes valor significativo em produtos que buscam maior teor energético e mineral,
contribuindo para a diversificagdo e aproveitamento integral do fruto na industria de

alimentos (Osei et al., 2023).

Tabela 11 - Parametros fisico-quimicos, composi¢ao centesimal (g/100 g de matéria
seca) e energia (kcal/100 g de matéria seca) da polpa, semente e casca de 7. bicolor

(macambo).
Parametros Polpa Semente Casca
pH 5,40 £ 0,36 - -
°Brix 12,40+ 0,17 - -
Umidade 88,09 + 0,22° 12,73 + 0,00° 61,49 +0,40°
Cinzas 1,17 +0,00° 3,60+ 0,122 1,09 +0,02°
Lipidios 0,06 + 0,00° 8,54 +£0,01% 0,04 + 0,00°
Proteinas 3,74 +0,08° 14,35 +£0,16* 2,78 £ 0,00°
Carboidratos 6,93 +£0,14° 60,76 +£ 0,28 34,59 + 0,42°
Energia 43,22 +0,88°¢ 377,40 £ 0,47° 149,90 + 1,70°

Nota: média = desvio padrdo. Letras diferentes atribuidas aos valores na mesma linha

indicam diferenga significativa segundo o teste de Tukey (p < 0,05).
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PERFIL DE ACIDOS GRAXOS DAS FRACOES LIPIDICAS DE T. bicolor

Os perfis de acidos graxos esterificados das fragdes lipidicas da polpa,
semente e casca de Theobroma bicolor foram determinados por cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas (CG-MS), ap6s derivatizacdo para formagdo de
ésteres metilicos e etilicos. A identificagdo foi realizada com base nos tempos de retengao
e na comparagao dos espectros de massas com dados da literatura. Os resultados sao
apresentados como areas relativas dos picos (%).

Foram identificados seis principais derivados de acidos graxos: palmitato de
metila, palmitato de etila, palmitato de isopropila, estearato de metila, linoleato de etila e
araquidato de metila. De modo geral, observou-se predomindncia de acidos graxos
saturados nas diferentes partes do fruto.

Na polpa, destacaram-se os derivados do acido palmitico, particularmente
palmitato de etila (5,05%) e palmitato de isopropila (3,98%), além de palmitato de metila
(1,09%), indicando que o &cido palmitico constitui um dos principais componentes
lipidicos desse tecido.

A fragdo lipidica da semente apresentou forte predominancia de estearato de
metila (41,38%), evidenciando o acido estearico como principal acido graxo dessa matriz.
Também foi detectado araquidato de metila (5,14%), reforcando a presenca de acidos
graxos saturados de cadeia longa na semente. Esse perfil sugere maior estabilidade
oxidativa do 6leo da semente, caracteristica relevante para aplicagdes tecnologicas e
alimenticias.

Na casca, foram identificados palmitato de etila (5,00%) e palmitato de
isopropila (3,09%), além de linoleato de etila (1,25%). A preseng¢a do derivado do 4cido
linoleico, um 4cido graxo poli-insaturado essencial, confere potencial interesse
nutricional a casca, embora em menor propor¢do quando comparado aos saturados.

De maneira geral, o perfil lipidico de 7. bicolor revela predominio de acidos
graxos saturados, especialmente palmitico e estedrico, com contribui¢do secundaria de
acido linoleico. A elevada propor¢ao de acido estedrico nas sementes pode representar
uma caracteristica tecnoldgica importante, uma vez que este acido graxo estd associado a
maior estabilidade térmica e oxidativa. Esses resultados destacam a importancia da
caracterizacdo detalhada das fragdes lipidicas de 7. bicolor, tanto para avaliacdo de seu
potencial nutricional quanto para possiveis aplicagdes na industria de alimentos e

produtos funcionais.
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DESCRICAO QUIMICA QUALITATIVA

O perfil quimico dos extratos de 7. bicolor foi investigado por RMN
unidimensional e bidimensional (‘H, COSY, HSQC e HMBC), permitindo a atribui¢io
estrutural de cinco metabodlitos com base na analise dos deslocamentos quimicos,
multiplicidades, constantes de acoplamento e correlagdes heteronucleares, bem como por
comparac¢ao com dados da literatura para compostos previamente descritos para espécies
vegetais do género Theobroma.

A presenca de um acido graxo de cadeia longa foi inferida a partir do espectro de
RMN de 'H, que exibiu multiplicidade em 8u 0,90 atribuidos aos grupos metilicos
terminais; um sinal intenso em ou 1,28 correspondente aos metilenos da cadeia alifatica,
além de um sinal em ou 2,26 (t, J = 7,3 Hz) caracteristico do metileno a-carbonilico.
Adicionalmente, observaram-se sinais olefinicos em du 5,34, indicativos da presenga de
insaturagdo na cadeia. No mapa de correlagdo HSQC foram observados carbonos
metilicos e metilénicos distribuidos entre dc 13,0 a dc 33,9 ppm, consistentes com uma
cadeia alifatica longa. Também, os prétons olefinicos em 6n 5,34 apresentaram correlagdo
direta com o carbono em 129,5 ppm compativeis com os carbonos C-9 e C-10 de um
acido graxo monoinsaturado. O conjunto dos dados espectroscopicos ¢ compativel com
um acido graxo C18:1, consistente com acido oleico (1), previamente descrito para
espécies do género Theobroma (Benlloch-Tinoco et al., 2024; Ruksilp, 2020).

Adicionalmente, no espectro d¢ RMN de 'H foi observado um simpleto em Sy
8,43, o qual apresentou correlagdo direta no mapa HSQC com o carbono em dc 168,0
ppm, compativel com um carbono formil. O padrdo espectral observado ¢ consistente
com 4cido formico (2), conforme descrito na literatura (Halleraker, Barth, 2020).

O espectro de RMN de 'H revelou sinais caracteristicos de um aminodacido
aromatico. Observou-se um multipleto em 6n 3,85 atribuido ao proton do carbono o (H-
o), bem como sinais em oy 3,13 correspondentes ao grupo metileno B (H-P), adjacente ao
sistema aromatico. J4 na regido aromatica, foram identificados sinais em 6u 7,05 e 7,69
(d, J = 7,8 Hz), compativeis com prétons orto-acoplados do sistema indolico. No mapa
de correlagdo HSQC, observou-se o carbono carbonilico em 173,0 ppm, além de sinais
em oc 55,2 e 27,0 ppm atribuidos aos carbonos C-a e C-f, respectivamente. Os sinais
aromaticos distribuidos entre dc 112,3 e 138,4 ppm corroboram a presenga de um nticleo
indolico. O conjunto dos dados espectroscopicos ¢ consistente com triptofano (3),

aminoacido aromatico amplamente distribuido em tecidos vegetais (Ye et al., 1993).
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Os espectros de RMN de 'H evidenciaram a presenca de alcaloides purinicos
derivados do nucleo xantinico. Para o composto (4), observou-se um simpleto em ou 7,93,
atribuido ao H-8 do anel xantinico. No mapa de correlagdo HSQC foram identificados
sinais em oc 27,0 € 28,0 ppm, compativeis com grupos N-metil, além de sinal em o¢ 140,0
ppm atribuido ao carbono C-8. O conjunto dos dados ¢ consistente com teofilina (1,3-
dimetilxantina, 4), conforme descrito na literatura (Hamdani, Amane, Duhayon, 2019).
Para o composto (5), o espectro de RMN de 'H revelou um simpleto em &y 7,86
correspondente ao H-8 e um simpleto em 6 3,95 (3H) atribuido a um grupo N-metil. No
mapa de correlagdo HSQC foram observados sinais em & 32,6 ppm (N-CHs), 107,8 ppm
(C-5) e 142,8 ppm (C-8), compativeis com teobromina (3,7-dimetilxantina, 5) (Younis et
al., 2025). As diferengas nos deslocamentos quimicos dos carbonos do anel xantinico e
dos grupos metil sustentam atribui¢des compativeis com teofilina e teobromina

previamente descritas na literatura para o género Theobroma (Fonseca Junior et al., 2025).
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Tabela 12 - Metabdlitos identificados em extratos de 7. bicolor (macambo) por 1D e 2D RMN. ECM: casca, EPM: polpa, ESM: semente.

o Compostos L 13 A
N (Férmula molecular) 4 'H em ppm (J, Hz) 6 C em ppm Amostras Referéncias
Acido graxo
) 0,90 (m, H-17, H-18); 1,28 (m, H-14; 13,0 (C-18); 21,7 (C-17); 24,7
1 Acido oleico H-16); 1,59 (m, H-3); 2,0 (m, H-8); (C-3); 26,6 (C-8); 29,3 (C-14); ESM (Ruksilp, 2020)
(C13H340,) (C18:1) 2,26 (t,J=7,3 Hz, H-2); 5,34 (m, H- 31,5 (C-16); 33,9 (C-2); 129,5 EPM P,
10) (C-10); 178,2 (C=0)
Acido organico
Acido formico (Halleraker, Barth,
2 (CH:0») 8,44 (s) 168,0 ESM 2020)
Aminoacido
. 3,13 (m, B): 3,85 (m, 0); 7.05 (d, s 210 (CB); 35,2 (C-a); 12,3 ESM
3 Triptofano 7.8 Hz, H-4); 7,69 (d, J =7.8 Hz, H- (G735 118,0(C-6); 119,0(C-4); EPM (Ye et al., 1993)
(C11H12N20,) ’ ’ ’ ,6) ’ ’ ’ 123,0 (C-5); 128,5 (C-7); 138,4 ECM N
’ (C-2), 173,0 (C=0)
Alcaloides
. ESM .
4 Teofilina 7.93 (s, H-8) 27,0 (CHs-1); 28,0 (CH3-3); EPM (Hamdani, Amane,
(C7HsN4O») ’ ’ 140,0 (C-8) ECM Duhayon, 2019)
5 Teobromina 3.95 (s, 3H): 7,86 (s, H-8) 32,6 (CHs-7); 107,8 (C-5); E}%ﬁ (Younis et al.,
(C7HsN4O) ’ ’ > ’ 142,8 (C-8) ECM 2025)
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ENSAIO CITOTOXICO E ANTIPROLIFERATIVO DE T. bicolor

Amostras da casca, polpa e sementes do fruto de 7. bicolor foram avaliadas
quanto a sua atividade contra células epiteliais de adenocarcinoma pulmonar humano
(A549), células de carcinoma colorretal humano (HCT-8) e células endoteliais de veia
umbilical humana (HUVEC). De acordo com a classificacdo de citotoxicidade proposta
por Anywar et al. (2022) e pelo Instituto Nacional do Cancer (NCI), compostos com
valores de ICso < 20 pg/mL sdo considerados altamente citotdxicos, aqueles entre 21 e
200 pg/mL moderadamente citotoxicos, e aqueles entre 201 e 500 pg/mL fracamente
citotoxicos. A avaliacdo baseada nestes critérios revelou que a casca e a semente do
macambo exibiram perfil moderadamente citotoxico em todas as linhagens celulares
avaliadas, tanto saudéaveis quanto cancerigenas, com valores de ICso variando de 28,24 a
191,10 pg/mL (Figura 15). Em relacdo ao indice de seletividade (IS), o extrato da casca
de T. bicolor apresentou alta seletividade (IS > 3), indicativo de citotoxicidade
preferencial contra a linhagem tumoral de adenocarcinoma colorretal ileocecal humano
em compara¢do com as células endoteliais de veia umbilical humana (HUVEC). As
demais amostras geralmente exibiram baixa seletividade em relacdo as células tumorais.
Notavelmente, a fracdo da polpa mostrou seletividade relativamente maior para células
normais (ex., HUVEC), com valores de IS em torno de 0,92, sugerindo citotoxicidade

aumentada em relacdo as células ndo tumorais (Granato et al., 2022) (Tabela 13).

Tabela 13 - ICs e Indice de Seletividade (IS) dos extratos ESM, EPM ¢ ECM.

ICso (ug EAG/mL) IS
Amostras
HUVEC A549 HCT-8 HUVEC/A549 HUVEC/HCT-8
ESM 191,1 164,6 >250 1,16 0,76
EPM 230 >250 >250 0,92 0,92
ECM 153,7 165,3 28,24 0,93 5,44

Nota: ICso representa a concentragdo de um agente necessaria para diminuir o crescimento
celular em 50%, determinada quando (T/C) x 100 = 50. Aqui, T ¢ a contagem de células
no momento do tratamento, e C ¢ a contagem de células no grupo controle no mesmo
momento. O indice de seletividade (IS) ¢ calculado comparando a ICso em células
HUVEC saudaveis com a ICso em células cancerigenas, oferecendo percepgdo sobre o

potencial do agente em atingir seletivamente células cancerigenas em detrimento das
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saudaveis. ESM (Extrato da Semente de Macambo); ECM (Extrato da Casca de
Macambo) e EPM (Extrato da Polpa de Macambo).

A casca do macambo apresentou a maior capacidade de inibir o crescimento
celular em comparacao com a polpa e a semente, exibindo valores de Glso entre 10,80 e
11,27 pg/mL nas linhagens celulares cancerigenas. Este comportamento também foi
relatado para outra espécie do género, 7. sylvestre (Fonseca Junior et al., 2025). Foi a
unica amostra do fruto capaz de induzir efeito letal em concentragdes de 135,3 pug/mL na
linhagem de carcinoma colorretal. Estes resultados destacam o potencial da fragdo
fenolica dos frutos de 7. bicolor, apontando para promissoras perspectivas de futuras

aplicacdes na industria de alimentos.
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Figura 15 - Avaliacdo da citotoxicidade do ESM (Extrato da Semente do Macambo); ECM (Extrato da Casca do Macambo) e EPC (Extrato da
Polpa do Macambo) foi realizada nas linhagens celulares A549, HCT-8 e HUVEC. (A, D e G) ICso: a concentracdo do agente que reduz o

crescimento celular em 50%. (B, E e H) Glso: a concentragao do agente que diminui o crescimento em 50% em comparacdo com células ndo

tratadas. (C, F e I) LCso: a concentrag@o do agente que causa uma reducao liquida de 50% das células em relagdo a contagem inicial de células no
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CONCLUSAO

O estudo das fragdes de Theobroma bicolor demonstra que esta espécie
amazoOnica € promissora para as industrias alimenticia e farmacéutica. A composi¢ao
centesimal revelou que as sementes sao fontes energéticas concentradas (377,40 kcal/100
g), ricas em carboidratos e minerais, enquanto a polpa apresenta perfil nutricional leve e
adequado para produtos de baixa caloria. A caracterizagdo por CG-MS e RMN 1D/2D
identificou constituintes de alto valor bioldgico e tecnoldgico, com destaque para a
predominancia de dcidos graxos saturados nas sementes (estearato de metila, 41,38%),
sugerindo estabilidade oxidativa superior para aplicagdes em cosméticos e gorduras
vegetais. A presenca dos alcaloides teofilina e teobromina, aliada ao aminoacido
triptofano e ao acido oleico, refor¢a o valor fitoterapéutico da espécie. No ambito
bioldgico, as fracdes de casca e sementes exibiram citotoxicidade moderada frente a
linhagens tumorais, com a casca apresentando alta seletividade (IS > 3) contra o
adenocarcinoma colorretal (HCT-8). Sendo assim, os resultados ratificam que o
aproveitamento integral de 7. bicolor ¢ uma estratégia vidvel para a valorizacdo da
biodiversidade amazonica, estabelecendo bases solidas para o desenvolvimento de novos

produtos funcionais e o avango de investigacdes sobre seus compostos antitumorais.
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CONCLUSAO GERAL

A partir da pesquisa realizada com os frutos das espécies Theobroma
bicolor, Theobroma subincanum e Theobroma sylvestre verificou-se a composi¢ao
centesimal, o perfil quimico, bem como a citotoxicidade das partes dos frutos, que sao de
grande interesse a industria de alimentos.

A caracterizagdo fisico-quimica e a composicao centesimal das diferentes
partes dos frutos demonstraram que as espécies 1. bicolor, T. subincanum e T. sylvestre
apresentam perfis nutricionais relevantes e comparaveis aos de outras espécies do género,
incluindo o 7' cacao. Em todas as espécies, a polpa apresentou elevado teor de umidade,
associado a textura suculenta e a aplicagdo em produtos como sucos, polpas e derivados
fermentados. Em contraste, as sementes destacaram-se pelo alto teor de carboidratos,
proteinas e valor energético, indicando serem fontes concentradas de nutrientes e
promissora para formulagdes de maior densidade energética. A casca, por sua vez, exibiu
teores relevantes de cinzas e carboidratos, sugerindo elevada concentragdo de minerais e
potencial aproveitamento como ingrediente rico em fibras e micronutrientes. Esses
resultados reforcam a possibilidade de aproveitamento integral dos frutos, contribuindo
para estratégias de valorizacdo de espécies alimenticias ndo convencionais.

A analise da fragao lipidica revelou diferengas importantes entre as espécies
e entre as diferentes partes do fruto. Em 7! subincanum, foram identificados os acidos
graxos palmitico, linoleico e estedrico, além da presenca do 4cido elaidico na polpa e
casca, indicando a necessidade de atencdo quanto ao seu uso em formulagdes
alimenticias. As sementes, por outro lado, ndo apresentaram esse acido graxo trans,
reforcando seu potencial para aplicagdes alimentares mais seguras. Em 7. bicolor,
observou-se predomindncia de acidos graxos saturados, especialmente derivados dos
acidos palmitico e estearico, com destaque para o elevado teor de estearato de metila nas
sementes, o que sugere maior estabilidade oxidativa do 6leo.

A investigacdo fitoquimica das trés espécies revelou um conjunto de
metabolitos secunddrios pertencentes a diferentes classes quimicas. Nas espécies
analisadas, foram identificados aminoacidos, alcaloides metilxantinicos, flavonoides,
compostos fendlicos, lignanas e outros metabolitos especializados. Entre os constituintes
destacam-se os alcaloides teobromina, teofilina, cafeina e teacrina, amplamente
associados ao género Theobroma. Foram identificados, também, os flavonoides

epicatequina, quercetina, miricetina, kaempferol, luteolina e seus derivados glicosilados,
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além de compostos fendlicos como procianidinas e clovamida. Observou-se que alguns
metabolitos em 7. sylvestre ndo haviam sido previamente relatados para espécies do
género, ampliando o conhecimento quimico em Malvaceae. Essa diversidade estrutural
reforga o potencial dessas espécies como fontes de compostos bioativos com propriedades
antioxidantes e funcionais.

Os ensaios de citotoxicidade demonstraram perfis distintos para as diferentes
partes dos frutos. Em 7. sylvestre, as fragdes fenolicas exibiram atividade citotoxica
predominantemente moderada em diferentes linhagens celulares, sugerindo a presenca de
compostos bioativos capazes de interferir na proliferacao celular. Em 7. subincanum, os
extratos de sementes e casca ndo apresentaram citotoxicidade significativa, indicando
biocompatibilidade e potencial aplicagdo em produtos alimenticios ou nutracéuticos,
enquanto a polpa demonstrou atividade moderada. J4 em 7. bicolor, a casca apresentou
maior capacidade de inibicao do crescimento celular e demonstrou seletividade relevante
para células tumorais em comparagao as cé¢lulas normais. Esses resultados sugerem que
a citotoxicidade observada pode estar associada a presenca de flavonoides e outros
compostos fenolicos identificados nas analises quimicas, evidenciando o potencial dessas
espécies como fontes de moléculas bioativas.

Em decorréncia disso, este estudo demonstra que 7. bicolor, T. subincanum e
T. sylvestre — plantas alimenticias ndo convencionais (PANC) — apresentam
caracteristicas nutricionais, quimicas e bioldgicas que reforcam seu potencial para
aproveitamento pela industria de alimentos. Tais espécies configuram-se como
alternativas promissoras ou complementares ao 7. cacao, bem como para o
desenvolvimento de alimentos funcionais, ingredientes nutracéuticos e novos produtos do
género Theobroma. Assim, o aproveitamento dessas espécies pode contribuir para a
valorizacdo da biodiversidade amazonica, o estimulo a cadeias produtivas sustentaveis e

a inovagao tecnologica na industria alimenticia.
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APENDICE

MATERIAL SUPLEMENTAR

Analise por Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear 1D e 2D de 7. sylvestre (cacau-azul)

Figure S1A

Regides ampliadas dos espectros de RMN de 'H (0,0 — 3,0 ppm) das fragdes fendlicas da casca (PFPe), polpa (PFPu) e sementes (PFS)
(500,13 MHz, CD3;0D).
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Figure S1B

Regides ampliadas dos espectros de RMN de 'H (3,4 — 4,5 ppm) das fra¢des fendlicas da casca (PFPe), polpa (PFPu) e sementes (PFS)
(500,13 MHz, CD3;0D).
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Figure S1C

Regides ampliadas dos espectros de RMN de 'H (5,0 — 6,5 ppm) das fracdes fenolicas da casca (PFPe), polpa (PFPu) e sementes (PFS)
(500,13 MHz, CD30D).
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Figure S1D

Regides ampliadas dos espectros de RMN de 'H (6,2 — 8,5 ppm) das fra¢des fendlicas da casca (PFPe), polpa (PFPu) e sementes (PFS)
(500,13 MHz, CD3;0D).
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Figure S2
Espectro COSY 'H-'H das fracdes fendlicas da casca (PFPe) (11,74 T, CD;OD).
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Figure S3

Espectro COSY 'H-'H das fracdes fendlicas da polpa (PFPu) (11,74 T, CD;OD).
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Figure S4
Espectro COSY 'H-'H das fra¢des fenolicas das sementes (PFS) (11,74 T, CD;0D).
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Figure S5
Espectro HSQC 'H-"3C das fra¢des fenolicas da casca (PFPe) (11,74 T, CD;OD).

_i8 PO S S G S =7 PRV S A

F1 [ppm]

40

]
, 1

60

o
° )
< -_—
» -
o o
L ] a v

o v L <

o < . .

» -

o
ﬂ.. ~
o -

140

]

i

°

. @

"8
llllllllllllllllllllllllllllllll

I T T T | T T T | T T T | T T T |

6 4 2 F2 [ppm]

134



Figure S6
Espectro HSQC 'H-'3C das fra¢des fendlicas da polpa (PFPu) (11,74 T, CDsOD).
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Figure S7
Espectro HSQC 'H-"3C das fragdes fenolicas das sementes (PFS) (11,74 T, CD;0D).
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Figure S8

Espectro HMBC 'H-!3C das fracdes fenolicas da casca (PFPe) (11,74 T, CDs;OD).
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Figure S9
Espectro HMBC 'H-'3C das fra¢des fendlicas da polpa (PFPu) (11,74 T, CD;OD).
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Figure S10
Espectro HMBC 'H-'3C das fragdes fendlicas das sementes (PFS) (11,74 T, CD;0D).
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Nowadays, Brazil is considered one of the countries that still has a great biodiversity of fauna and flora, and
within this wide diversity, the Malvaceae family stands out, presenting 243 genera and 4,300 species. In this
family, the genus Theobroma. Is highlighted for the economic value of multiple applicability in food, nutritional,
medicinal and craft sectors. Due to its importance, the major objective of this review was to compile the main

articles of the last 10 years on the Theobroma spp. based on chemical, biological and pharmacological properties,
as well as applications and patents of functional products. Of the 20 species of the genus Theobroma spp. reported
in experimental studies, it was observed that its chemical composition is rich in phenolic acids, such as p-cou-
maric acids, caffeic and chlorogenic, as well as flavonols (catechin and epicatechin), flavones and derivatives
such as hypoletin. Thus, this study shows the technological prospection based on the worldwide patent

landscape.

1. Introduction

The Amazon rainforest has one of the highest rates of biodiversity in
the world. It is a gene pool for many animal and plant species and an
endless source of variability for endemic species, including Theobroma
spp., a prominent genus of the Malvaceae family, formerly called Ster-
culiaceae. Theobroma spp. is distributed in the rainforests of the southern
hemisphere, from Mexico to the southern Amazon rainforest (Giustina
et al., 2014).

The Malvaceae family, presents species that are part of the list of
medicinal plants and, therefore, with relevance for chemical and phar-
macological studies. This family contains 246 genera and more than
4225 species distributed worldwide, specifically in tropical and
temperate regions, and in Brazil there are approximately 80 genera and
400 species found (Giustina et al., 2014; Mar et al., 2021; Pérez-Mora
et al., 2018).

The Theobroma genus has 20 species, which 9 are native to the
Amazon region. These species are a vital resource for indigenous com-
munities in Latin America and other communities in countries with a

* Corresponding author.
E-mail address: jaqueline.araujo@ifam.edu.br (J.A. Bezerra).

https://doi.org/10.1016/j.focha.2024.100683

tropical climate distributed across different continents such as Asia and
Africa. It is part of the human and animal diet in the Amazon, with
potential interest in the agro-industrial sector (Motamayor et al., 2013).

Theobroma spp. fruits have a pleasant smell and taste, it also has
multiple uses in the manufacture of juices, jellies, ice cream, liqueurs,
marmalades and other products. Although they are cultivated only at a
regional level, some species such as T. bicolor Bonpl. (macambo or
bacao) and T. grandiflorum (Willd. ex Spreng.) K. Schum (cupuacu or
cupu) are in the process of domestication and technification
(Pérez-Mora et al., 2018).

The antioxidant activity and phenolic composition of the pulp juice
of T. cacao L., T. bicolor and T. grandiflorum were described by
Pérez-Mora et al. (2018), studies of cupuacgu pulp and seeds were re-
ported by Pugliese et al. (2013) and according to Oliveira and Genovese
(2013) the same activity has been discussed in composition of cocoa
liquors.

The seeds of T. cacao, T. bicolor e T. grandiflorum are used in all of the
world in the production of chocolate (roasted seeds), applied in sweets
and cosmetics. It is important to emphasize that the close relatives of
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cocoa, from other Theobroma species, can be used in genetic improve-
ment programs, as a source of genes related to the desired phenotypes,
highlighting their disease resistance, drought tolerance, high protein
content and other agronomic characteristics along with its economic
interest (Motamayor et al., 2013).

An interesting and promising example of T. speciosum Willd. ex
Spreng, a species native to the Amazon region, is popularly known as
cocoai, still little widespread in Brazil, despite its traditional areas of
occurrence. It has agronomic importance for presenting a possible
source of resistance genes for other species of the genus, in genetic
improvement and great potential to produce derived foods for human
consumption, it can also be found throughout the humid tropics and
among the species of the genus (Colli-Silva & Pirani, 2020).

The efficient use of these species requires a detailed knowledge of
their biology, especially from a genetic and molecular point of view;
however, till this date, only a few studies have been published about this
topic. A substantial equivalence analysis between commercial cacao and
its wild relatives is needed as a preliminary step before validating,
producing and commercializing Amazonian Theobroma species as a food
alternative. This result will improve consumer confidence and accep-
tance, opening new markets interested in exotic fruits, avoiding prob-
lems of illicit crops (non-standard), encouraging good practices with
applied technologies and increasing the income of family farmers or
indigenous producers (Pérez-Mora et al., 2018).

In the southern hemisphere of Latin America, studies involving the
fruits of Theobroma species are limited, mainly regarding their chemical
composition and biological activities. The T. cacao widely used in the
food industry, are rich in polyphenols and methylxanthines, which are
related to the blockade of adenosine receptors, central nervous system
stimulants, and beneficial effects on the cardiovascular system (Franco
et al., 2013).

Tauchen et al. (2016) demonstrated the antiproliferative activity of
T. bicolor seed in relation to cancer cells Hep-G2 (hepatocellular carci-
noma) and HT-29 (colon carcinoma). Chemical and biological data of
T. angustifolium DC, T. mammosum Cuatrec. & J. Le6n, Herrania mariae
(Mart.) Goudot, T. microcarpum Mart., T. simiarum Donn. Sm., T. spe-
ciosum Willd. Ex Spreng. and T. guianense (Aubl.) J.F. Gmel. are still
scarce. The development of foods with functional properties is a growing
field aiming to attend the new demands of the consumer market.
Therefore, the insertion of new ingredients plays an important role in
the composition of foods, as it exerts a great influence on the charac-
teristics, adding value to the final product (for example, color, flavor,
rheological properties, water and oil retention capacity), stimulating the
productive chain of the species, the cultivation and generating
employment and income for the human communities of rural producers
(Silva et al., 2014).

Several studies have shown that peels, bagasse and seeds of Theo-
broma fruits are good sources of food nutrients and phytochemicals
bioactives, including phenolic compounds, carotenoids and others.
These co-products are promising sources of alternative food ingredients
in the various branches of the food, pharmaceutical and other industries
(Kababie-Ameo et al., 2022).

This review represents an updated and comprehensive compilation
of articles published in the last 10 years on the genus Theobroma spp. The
main objective was to show the chemical composition, as well as the
chemical, biological and pharmacological properties, including the ap-
plications in patents of the species, belonging to this genus, to arouse the
interest of researchers and entrepreneurs for the development of new
functional products and processes of industrial production.

2. Research strategy and eligibility criteria

This review was searched in Scopus, Capes Periodics, Google Data-
base and PubMed. The search was performed using the terms “Theo-
broma AND caffeine OR theobromine OR theophylline OR products OR
nutritional OR chemical OR antibacterial OR activity”, considering title,
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abstract and keywords. The search for data on chemical composition,
constituents and biological activities of species of the genus Theobroma
were realized in Scopus and PubMed. The keywords consisted of “The-
obroma AND alkaloids OR organic acids OR flavonoids OR phenolic
compounds OR biological OR activity”, evaluating titles and abstracts.
All of the articles resulting from the researched selection were read in
their entirety, based on the adopted criteria. Following the steps: the
elaboration of a tool with the following information: author, date, spe-
cies, main constituents, quantification and identification of constituents
and also biological activities. 30 articles were gathered for this selection
of chemical composition. Published articles were considered from 2012
to May 2022. The selected articles reported the chemical composition
and properties of Theobroma fruits, totalizing 56 articles.

Have been performed an analysis of 500 patents contained in the
patent databases: GOOGLE PATENTS, USTPO and ESPACENET, using
the Booleans: "Fruits of Theobroma" AND "Food Technology" AND
"Functional Food" AND "Biotechnological application" AND "Medicinal
Application". Patents (30) were selected using as an evaluative criterion
fruits of Theobroma and their applications in the fields of Food Tech-
nology, Functional Foods, Biotechnological Application and Medicinal
Application. The search was performed on November 28, 2022.

3. Chemical composition of Theobroma (malvaceae) species

The Malvaceae family comprises several classes of chemical com-
pounds. In the case of phytochemical studies of this family, the present
compounds, especially of the genus Theobroma, are alkaloids, organic
acids, flavonoids and their derivations. Besides the classes of compounds
mentioned, the family also has many studies with substances from the
class of phenylpropanoids and derivatives, as well as many phenolic
compounds, a class of considerable value since they have been associ-
ated with various health-promoting effects, such as prevention of
different types of cancer and coronary heart disease (Perez-Vizcaino &
Fraga, 2018).

The chemical composition of the genus Theobroma has high levels of
fat consisting of stearic, oleic, palmitic and linoleic fatty acids, in
varying amounts. Sterols, fibers, minerals and methylxanthine com-
pounds such as theobromine, theophylline and caffeine were relevant in
its composition, being also known for their rich polyphenol contents
(Jean-Marie et al., 2021).

The main compounds quantified were alkaloids from the flour of the
T. cacao species, with theobromine, caffeine and the two main catechins
being found. The fruit peel had the highest theobromine content (10.21
ug /g), while the seed had the highest content of caffeine, epicatechin
and catechin (1.11 pg/g, 3.40 pg/g e 3.09 mg/g), respectively.

Signs of organic acids were attributed to citric and malic acids, the
phenolic compounds to protocatechuic acid, quercetin, quercetin pen-
toside and quercetin-3-O-glucoside (Mar et al., 2021), quercetin being
reported in T. cacao (Sanchez-Rabaneda et al., 2003).

Caffeine, theobromine and theophylline occur naturally in a wide
variety of foods and beverages such as coffee, cocoa, tea, yerba mate as
well as energy drinks and are widely consumed throughout the world
(Martinez-l16pez et al., 2014).

Caffeine and theobromine are considered biomarkers for caffeinated
beverages (Dozier et al., 2020). Although considerable amounts of
caffeine and theobromine can be consumed from dietary sources (coffee,
tea, cola drinks and chocolate), it is believed that only relatively small
amounts of theophylline are ingested from the same sources. Theoph-
ylline occurs naturally in tea and in trace amounts in cocoa and coffee
beans. Theobromine levels have been reported to represent only 0.15
%—0.46 % in different types of chocolate (Monteiro et al., 2016).

3.1. Alkaloids (methylxanthines)

Alkaloids, derived from the special (secondary) metabolism of
plants, have as their primary function the protection of the species
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against herbivores and pathogenic organisms (Huang et al., 2021). Some
alkaloids (Fig. 1) were isolated from species of the genus Theobroma
(Table 1). Of the different types of alkaloids, the Theobroma genus pre-
sents in its composition common purine alkaloids such as caffeine,
theobromine and theocrine, found especially in seeds and leaves of
different species of the genus. Purine alkaloids are secondary metabo-
lites derived from purine nucleotides. Present in about 100 species in 13
orders of the plant kingdom (Ashihara & Crozier, 1999), including
Malvales. Hammerstone et al. (1994) described the content of purine
alkaloids by high performance liquid chromatography in seeds and
leaves of eleven species of Theobroma, and showed that 1,3,7,9-tetrame-
thyluric acid (theacrine) was the main purine alkaloid present in the
samples. The authors have not detected the presence of theophylline in
the studied samples.

3.2. Phenylpropanoids

Phenylpropanoids, obtained from the deamination of L-phenylala-
nine, are non-essential phytochemicals for the survival of plants, thus
being classified as secondary compounds. In recent years, the attention
given to the class is due to the substances present that carry out me-
dicinal action as an antioxidant (Vladimir-Knezevic et al., 2012), UV
filter (Takshak & Agrawal, 2019), anti-inflammatory agents (Cunha
et al., 2019), healing (Ambrosone et al., 2014), antibacterial and anti-
cancer (Gao et al., 2019).

The genus Theobroma (Malvaceae) has two major classes of phenyl
propanoids, such as cinnamic acid and to coopherol derivatives
(Table 1). Two common cinnamic acid derivatives, p-coumaric acid and
caffeic acid, and two cinnamic acid derivatives containing quinic acid, p-
coumaroylquinic acid and chlorogenic acid, were isolated from T. cacao
leaf by Jalal and Collin (1977). The study from Tauchen et al. (2016)
characterized the samples by UHPLC-MS/MS detecting the same con-
stituents in leaves, seeds and pericarp of T. bicolor, T. cacao and
T. grandiflorum. In another study, Bruni et al. (2002) isolated four types
of tocopherol, a, B, y and tocopherol 8, from the seed of T. subincanum.
Febrianto and Zhu (2022) detected the derivative of the phenolic acid
Clovamide in samples of T. grandiflorum, T. bicolor and T. subincanum.

3.3. Flavonoids

Flavonoids are an important class of natural products found in fruits,
vegetables and some beverages. They have a polyphenolic structure and
are known to be synthesized in specific locations in the plant and are
mainly responsible for the color and aroma of the flowers, pollination
and dispersal of seeds and spores, besides the development of some
seedlings (Griesbach, 2010). Flavonoids from the Malvaceae family
include flavones, flavonols and their derivatives (Table 1). Simple fla-
vonols such as catechin and epicatechin have been found in T. cacao
grains by Quiroz-Reyes and Aguilar-Méndez (2022) and seeds of
T. grandiflorum by De Oliveira et al. (2015). Ramos-Escudero et al.
(2021) isolated procytian (proanthocyanidin) in T. cacao beans and
Pugliese et al. (2013) flavone vitexin obtained from T. grandiflorum
seeds. Flavone glycosides, such as hypoletin, quercetin and iso-
scutelarein are distributed in seeds and flowers of species of the

57.2%

32.9%

71%

2.8%
- =
antioxidant  antimicrobial and cytotoxic other activities

antibacterial

Fig. 1. Properties reported in studies of Theobroma spp.
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Theobroma genus (Febrianto & Zhu, 2022a; Mar et al., 2021; Pugliese
et al., 2013).

4. Antioxidant activity of the genus Theobroma

The FRAP from the grain flour exhibited a weak reducing power
relative to the pod bark, but the total phenolic content (111.05 mg GAE/
g flour) was higher than that reported for cocoa pod bark flour (5.4 a
16.6 mg GAE/g flour). Furthermore, the DPPH content reported for
wheat flours varied between 4 and 5 umol equivalents of Trolox/g, lower
value than cocoa residue flours (46 and 87 umol equivalents of Trolox/g)
and cocoa bark flours, respectively (Vargas-arana et al., 2022).

Lee et al. (2003) investigated the total phenolic and flavonoid con-
centration of cocoa, black tea, green tea, and red wine. The phenolic and
flavonoid content of the cocoa per serving was 611 mg of gallic acid
equivalents (GAE) and 564 mg of epicatechin equivalents (ECE),
respectively. As a result, the highest amount of phenolic and flavonoid
content was detected in cocoa as compared to black tea (124 mg GAE
and 34 mg ECE), green tea (165 mg GAE and 47 mg ECE), and red wine
(340 mg GAE and 163 mg ECE). Moreover, ABTS and DPPH radical
scavenging activity assays indicated the highest antioxidant activity in
cocoa.

Comparing the antioxidant potential of T. cacao species from French
Guiana and Brazil, French-Guyanese seeds showed DPPH activity
equivalent to two mixtures of Brazilian cacao hybrids capable of 324.06
+ 51.7 and 363.3 + 120.1 umol TE/g of dry matter, respectively. For the
ORAC essay, Guyana showed a higher capacity when compared to seeds
of the T. cacao species from Africa Forastero (303 + 5 umol TE/g dry
matter). In the analysis of total polyphenols, for cupuacu pulp, the
values varied from 27.9 + 1 mg EAG/100 g to 32.5 + 1 mg EAG/100 g
(Jean-Marie et al., 2021).

In the literature, Theobroma species have represented a great phar-
macological potential (Fig. 1), having as main activities described the
antioxidant potential (57.2 %), antimicrobial activity (18.1 %), anti-
bacterial activity (14.8 %), cytotoxic activity (7.1 %) and hematic, anti-
obesity and cytoprotective activity (2.8 %). This demonstrates the
importance of gender-related studies for the development of future
products.

5. Chemical, biological and pharmacological properties
5.1. Food applications

Grains from T. grandiflorum, T. bicolor, and T. subincanum species
showed high potential as alternatives for functional food ingredients, in
addition to their flavoring potential. T. bicolor samples with their white
color may be suitable for the development of products resembling
chocolate with a shiny appearance (Febrianto & Zhu, 2022b). Substan-
tial equivalence studies were conducted on three Theobroma spp., cacao,
bicolor, and grandiflorum through analysis of chemical composition and
protein profile of fruits (pulp juice and seeds). Principal component
analysis of sugar content, organic acid, and phenol in pulp juice revealed
equivalence among the three species, with differences in some com-
pounds leading to distinct organoleptic properties (Pérez-mora et al.,
2018).

To preserve the compounds and their activity, cupuagu pulp was
subjected to spray drying using blends of inulin/maltodextrin as wall
materials, under simulated intestinal fluid conditions, resulting in the
release of 76.7 % of the ascorbic acid present in the species. These
findings indicate the great potential of cupuagu microencapsulates as a
strategy to enhance the value of Amazonian fruits (Acosta-Vega et al.,
2023). Research on the addition of cupuassu pulp and flour has
contributed to improving the physicochemical and sensory character-
istics of fermented dairy beverages, potentially increasing their nutri-
tional value (Gutiérrez-Alzate et al., 2023).

A fermentation process of cupuacu juice (T. grandiflorum) using the
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Table 1
. Summary of common bioactive compounds identified in Theobroma spp.
Chemical class Compound name Source (Plant Analytical Reference
Part) method
Organic acids Oxalic aCid T. cacao HPLC-PDA (Pérez-Mora, Jorrin-Novo
(pericarp) & Marina, 2018)
HO O
O OH
Citric aCid T. bicolor HPLC-PDA (Pérez-Mora, Jorrin-Novo
(pericarp) TH NMR & Marina, 2018); (Mar
D DH T. cacao et al., 2021); (Andrade
0 (pericarp) et al., 2022)

OH

OH
Malic acid

0
OH
OH OH

Flavonoids Cate Chin
OH

OH

Epicatechin

HO N

OH

T. grandiflorum
(seeds; bark)
T. speciosum
(flowers)

T. bicolor HPLC-PDA
(pericarp) TH NMR
T. cacao

(pericarp)

T. grandiflorum

(bark)

T. speciosum

(flowers)

T. cacao (beans) HPLC-DAD
T. grandiflorum UFLC-DAD
(seeds)

T. cacao (beans) HPLC-DAD;
T. grandiflorum UFLC-DAD
(seeds)

(Mar et al., 2021); (
Pérez-Mora, Jorrin-Novo
& Marina, 2018); (
Andrade et al., 2022)

(Oliveira & Genovese,
2013); (Quiroz-Reyes &
Aguilar-Méndez, 2022); (
Andrade et al., 2022)

(Quiroz-Reyes &
Aguilar-Méndez, 2022); (
Andrade et al., 2022)

(continued on next page)
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Table 1 (continued)
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Chemical class

Compound name

Source (Plant
Part)

Analytical Reference
method

Procyanidin

OH

OH

Vitexin (apigenin-8-C-glucoside)

HO

H

.||IIO

OH

OH

0]

Hypolaetin 8-0-3-D glucuronide

HO,,

OH

HO

OH

OH

OH

OH

OH

T. cacao (beans)

T. grandiflorum
(seeds)

T. grandiflorum
(seeds)

T. subincanum
(seeds)

HPLC-DAD (Ramos-Escudero et al.,

2021)
HPLC- (Pugliese et al., 2013)
DAD/MS
HPLC- (Pugliese et al., 2013); (
DAD/MS Febrianto & Zhu, 2022)

(continued on next page)
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Table 1 (continued)
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Chemical class Compound name Source (Plant Analytical Reference
Part) method
3 -0N- 3 T. grandiflorum HPLC- (Pugliese et al., 2013)
Quercetin 3-0 pent031(§lHe e DADAS
HO (0]
‘ OH
o}
OH (0] OH
(0]
OH
OH
Isoscutelarein 8_0_B_D_glucur0nide T. grandiflorum HPLC- (Pugliese et al., 2013)
OH (seeds) DAD/MS
HO,, OH
HO 0]
o~ Yo ™~
HO o
OH (@]
Quercetin 3 -O-glucoside (Tﬁssve;itsum TH NMR (Mar et al., 2021)
OH
HO O
OH
0]
OH O WOH
O .
HO 5 OH
OH
Alkaloids Caffeine T. angustifolium GC-MS; (Hammerstone,
(seeds) HPLC; Romanczyk & Aitkent,
O T. bicolor (seeds; HPLC-MS 1994); (Pereira-caro et al.
/ leaves) 2013); (Marx & Maia,
T. cacao (seeds; 1991); (Dozier, Kim &
\ N N leaves) Russell, 2020)
T. grandiflorum
/ (leaves)
N T. mammosum
O N (leaves)
I T. simiarum
(leaves)
T. speciosum
(leaves)

(continued on next page)
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T. mariae (seeds)
T. speciosum

Chemical class Compound name Source (Plant Analytical Reference
Part) method
Theobromine T. angustifolium HPLC-MS (Hammerstone,
(seeds) Romanczyk & Aitkent,
O T. bicolor (leaves) 1994); (Marx & Maia,
/ T. cacao (seeds; 1991); (Dozier, Kim &
leaves) Russell, 2020)
HN N T. grandiflorum
(seeds)
)\ | /> T. mammosum
(seeds)
0 T o

Theacrine
O
/
\N N
| =o
o) N N
| \

Phenolic compounds - i i
(Phenylpropanoids) p COUMAric aCId

OH

X

OH
Caffeic acid

OH
0
= OH
OH
p-coumaroylquinic acid
o)
0 =
N 0o
o)
HO

(seeds)

T. angustifolium HPLC-MS (Hammerstone,
(seeds) Romanczyk & Aitkent,
T. bicolor (seeds) 1994); (Marx & Maia,
T. grandiflorum 1991); (Dozier, Kim &
(seeds) Russell, 2020)

T. mammosum

(seeds)

T. microcarpum

(seeds)

T. speciosum

(seeds)

T. subincanum

(seeds)

T. bicolor (seeds; MS/MS (Tauchen et al., 2016)
pericarp)

T. cacao (seeds;

leaves; pericarp)

T. grandiflorum

(seeds; leaves;

pericarp)
T. bicolor (seeds; MS/MS (Tauchen et al., 2016); (
pericarp) Jala & Collin, 1977)

T. cacao (seeds;
leaves; pericarp)
T. grandiflorum
(leaves)

T. cacao (leaves) MS/MS (Jala & Collin, 1977)

(continued on next page)
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Chemical class Compound name Source (Plant Analytical Reference
Part) method
3 3 T. bicolor MS/MS (Jala & Collin, 1977); (
Chlorogenlc aCld (pericarp) Tauchen et al., 2016)

HO

HO

a-tocopherol

B-tocopherol

Y-tocopherol

OH

OH

T. cacao (leaves)
T. grandiflorum
(seeds; leaves;
pericarp)

T. subincanum
(seeds)

T. subincanum
(seeds)

T. subincanum
(seeds)

HPLC-UV/ (Bruni et al., 2002)
vis

HPLC-UV/ (Bruni et al., 2002)
vis

HPLC-UV/ (Bruni et al., 2002)
vis

(continued on next page)
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Chemical class Compound name Source (Plant Analytical Reference
Part) method
S-tocopherol T. subincanum HPLC-UV/ (Bruni et al., 2002)
(seeds) vis
Clovamide T. bicolor (beans) ~ HPLC- (Febrianto & Zhu, 2022)
OH T. grandiflorum DAD/MS
(beans)
o OH OH T. subincanum
9 (beans)
HO X
NH

HO

probiotic bacterium Lactiplantibacillus plantarum Lp62 resulted in
increased phenolic content, flavonoids, and antioxidant potential. The
fermentation enhanced the functional properties of cupuacu juice,
making it an effective vehicle for delivering the probiotic bacterium L.
plantarum Lp62 (Licia et al., 2017). The study investigated the impact
of ultrasound-assisted homogenization (US) and arabic gum (GA) on the
colloidal stability of cupuacu juice. The results showed that increasing
energy density and GA concentration resulted in higher juice viscosity,
reducing sedimentation. This increase in energy density was attributed
to greater vitamin C bioavailability in the cupuacgu juice serum. It is
concluded that the use of US and GA may be a promising strategy for the
food industry to maintain the physicochemical properties of cupuacu
juice during storage (Silva et al., 2019).

An investigation into the analysis of the complex composition of
cocoa beans during fermentation stages provided crucial insights into
assessing their quality and nutritional attributes. Besides contributing to
the development of flavor precursors, the results suggest that fermenting
cocoa beans to the optimal point reduces the risk of heavy metal
contamination and positively enhances the bioavailability of essential
minerals for human nutrition (Millena et al., 2023). As alterations in
protein composition during cocoa seed ripening and maturation, along
with potential modifications during post-harvest processing (fermenta-
tion, drying, and roasting), have been investigated. These studies have
revealed a significant reservoir of potential bioactive compounds
derived from the protein components, which could be utilized in food
functionalization (Rawel et al., 2019).

A study was conducted to determine the profile of bioactive com-
pounds in cocoa residues, including mucilage and bean husks, and to
assess their antioxidant activity in two varieties. The results indicated
the presence of bioactive compounds in the external parts of the fruits,
such as bean husks, pod husks, mucilage, and placenta, which are
considered byproducts. These cocoa residues showed potential to be
used as functional ingredients in various applications in the food in-
dustry (Llerena et al., 2023). The iced tea derived from cocoa almond
husks offers a cost-effective and environmentally friendly way to boost
antioxidant consumption. The powder is rich in dietary fiber (37.5 %),
lipids (19.7 %), proteins (14.6 %), and contains 25.7 mg of gallic acid
equivalents per gram. Retaining 85.3 % of the phenolics, the preferred
formulation comprises 30 g of powder mixed with 1 liter of water (Lopes
et al., 2021).

Enhancing local diets with nutritionally rich ingredients can have a
significantly positive impact on the health status of local populations. By
introducing foods that are sources of essential nutrients such as

vitamins, minerals, and antioxidants, people can improve their overall
health, strengthen their immune systems, and reduce the risk of nutri-
tional deficiencies and diet-related diseases. This not only promotes
individual well-being but also contributes to the sustainable develop-
ment of communities by increasing productivity, reducing healthcare
costs, and enhancing overall quality of life.

5.2. Applications medicinal

The use of the Theobroma genus as food has been widely proposed for
a long time, as this is common for byproducts of food processing. The
T. cacao seed bark, for example, has considerable amounts of proteins,
minerals and vitamins that makes it an interesting and inexpensive
material for human and animal food. (Table 2) (Rojo-Poveda et al.,
2020).

Despite the presence of theobromine, studies have revealed positive
effects when using diets fortified with the right amount of bark from the
seed of T. cacao for poultry, rabbits, ruminants or pigs.

It is widely accepted that oxidative stress is involved in the devel-
opment and/or secondary pathology of several human diseases. Several
studies show evidence that the regular consumption of plant-based foods
is associated with a lower risk of incidence of these (Ponce-Sanchez
etal., 2021). It is believed that the beneficial health effect of plant-based
foods can be mainly credited to the number of phenolic compounds and
their ability to promote the antioxidant effect. Currently, antioxidant
activity is mostly examined in common food plants such as fruits and
vegetables. However, recent studies indicate that other categories of
plants, such as medicinal plants, also have significant antioxidant effi-
cacy (Tauchen et al., 2016).

An investigation of T. cacao by-products for the extraction of
bioactive compounds using subcritical water revealed that the extracts
contained levels of total proteins, total phenols, and total flavonoids.
The antiradical activity against DPPH radicals (ICso ~ 11-13 pg/mL)
and ABTS radicals (IC59 ~ 7-9 pg/mL), as well as the total antioxidant
activity (~14-20 mg EAK/100 g DE), indicated suitability for formu-
lating a functional cosmetic product (Svarc-Gaji¢ et al., 2023).

The antidiabetic capacity was assessed, revealing that among sixteen
Brazilian native fruits and six commercial frozen pulps, cupuassu fruit
exhibited the most robust inhibition of a-amylase activity (De Souza
Schmidt Gongalves et al., 2010). Recently, the impact of the daily con-
sumption of cupuassu liquor, derived from fermented seeds, on oxida-
tive stress and lipid profile in rats with streptozotocin-induced diabetes
was examined. The findings indicated that supplementing with cupuassu
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Table 2
Form of consumption of parts of Theobroma species.
BOTANICAL PART(S) WAY OF CONSUMPTION REFERENCE
NAME TESTED
T. bicolor Pericarp, Pulp is eaten fresh, seedsare ~ (Tauchen et al.,
Aril, seed consumed roasted 2016)
T. cacao Leaf, Pulp is eaten fresh, seedsare ~ (Tauchen et al.,
pericarp, consumed roasted; leaves 2016)
Aril, seed used as infusion/decoction
Bark, pulp Nanoparticles (Ag nps) (Thatikayala et al.
and seed using silver nitrate and 2019)
extracts of different parts of
T. cacao: the husk (h-Ag
nps), pulp (p-Ag nps), and
seed (s-Ag nps)
Bark e Assessment of the (Binartha,
seed antibiofilm potential of Kardinal, and
hydroalcoholic extracts Widyarman 2021)
from T. cacao (cacao) waste
Cocoa Proposing the elaboration of ~ (Nogueira et al.
bean chocolate cake with 2022)
substitution of wheat flour
by cocoa bean shell powder
(csp).
Bean Cocoa tea made from the (Rojo-poveda
husk of the cocoa bean et al., 2020)
Leaf, The use of cocoa on diabetic (Kababie-Ameo
pericarp, neuropathy. et al., 2022)
Aril, seed
Fruit Cacau liqueurs (Nascimento et al.
2014)
Fruit Cacau liqueurs (Melo Neto et al.
2020)
T. grandiflorum Leaf, Pulp is eaten fresh, seedsare  (Tauchen et al.,
pericarp, consumed roasted; leaves 2016)
aril used as Infusion/decoction
Fruit juice Cytotoxicity and (Chen et al. 2015)
pulps antimicrobial potential of
methanolic extracts of
T. grandiflorum (cupuagu)
against clinical isolates of
uropathogenic E. coli.
Pulp Fruit pulp flours as (Curimbaba et al.,
complementary 2020)
antioxidants, prebiotics,
immunomodulators and
dietary anti-inflammatories
Seed Microencapsulated extract (Nascimento et al.
of cupuacu seed by-product 2014)
Fruit Formulation of phytosomes (Priani et al.
containing cocoa pod 2019)
extract, in the preparation of
facial serum
Bark Microencapsulated cocoa (Grassia et al.
bark phenolic extracts for 2021)
bakery products
Fruit Cupuacu fermented drinks (Rosa et al. 2020)
Pulp Goat’s milk yogurt made (Costa et al. 2017)
with cupuagu pulp
Fruit Cocoa honey obtained from (Nascimento et al.
the fruit 2014)
Fruit Cupuagu liqueurs (Nascimento et al.

2014)

liquor led to decreased plasma triacylglycerol levels, elevated HDL
cholesterol levels, and enhanced plasma antioxidant capacity (T. B. De
Oliveira & Genovese, 2013). Persistent consumption of a phenolic-rich
extract derived from cupuassu liquor, in the context of a high-fat diet,
resulted in diminished lipid peroxidation, heightened plasma antioxi-
dant capacity, and enhanced glucose tolerance (K. de De Oliveira et al.,
2015).

Several clinical studies have also demonstrated the cardioprotective
effects of cocoa oral supplementation, preventing chronic cardiovascu-
lar events, reducing blood pressure, improving endothelial dysfunction,
suppressing the formation of atherosclerotic lesions, and inhibiting
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atherosclerosis (Sesso et al., 2022).

The genus Theobroma features species abundant in secondary me-
tabolites, with a notable presence of phenolic compounds, among which
theobromine stands out as an example (Meng et al., 2024). The theo-
bromine alkaloid showed the ability to stimulate the formation of
apatite, which increases the crystallinity of tooth enamel, making it
more resistant to acid dissociation. Due to its promising results when
added to other types of materials, the addition of theobromine to glass
ionomer cements (GIC) could enhance its anti-cariogenic effects without
altering the mechanical properties of the material (Badrie et al., 2015).
Moreover, there is growing evidence indicating that theobromine might
have the ability to promote bone growth. In vitro studies have shown
that theobromine can enhance the osteogenic capacity of human
mesenchymal stem cells (hMSCs) and accelerate skeletal development in
rats (Clough et al., 2017).

Theobromine has also exhibited neuroprotective properties,
demonstrating its capacity to prevent neuronal damage and improve
motor memory and cognitive regulatory functions. Due to its low inci-
dence of side effects and minimal harm to the human body at suitable
doses, theobromine and its derivatives hold potential as effective agents
for preventing brain-related disorders, offering significant prospects in
the medical field (Meng et al., 2024). Theobromine has shown the ability
to enhance memory in the hippocampus, influencing the activity of
hippocampal neurons and protecting them from harm by regulating
adenosine receptors (Valada et al., 2022). In a study conducted by Wen
et al. (2021), the impact of theobromine on a non-alcoholic fatty liver
disease (NAFLD) mouse model was investigated. The findings showed
that theobromine resulted in decreases in body weight and liver weight,
along with improvements in liver morphology.

However, it is important to note that further research is needed to
fully understand the effects of theobromine on human health and to
determine the optimal doses to achieve benefits without adverse effects.

5.3. Antibacterial activity and anticariogenic effects

The silver nanoparticles (AgN) Pssynthesized from extracts of leaves
and pods of cocoa plants showed smaller particle sizes and higher purity
in the range of 10-100 nm. This indicates that the cocoa leaf extract has
richer phenolic compounds than the pod extract, resulting in a different
rate of nucleation and growth of the AgNPs, resulting in antibacterial
activity against E. coli, with zone of inhibition of 21 mm in a concen-
tration of 0.15 g/mL of the aqueous extract (Efavi et al., 2022).

Biological and antioxidant activities of aqueous extracts of cocoa pod
barks revealed that ethyl acetate extracts were active against Staphylo-
coccus aureus, Escherichia coli and Candida albicans, which had the con-
centration of 0,01 mg/mL, the inhibition diameters were (6.62 & 0.10),
(6.52 + 0.02) and (11.72 £ 0.36) mm, respectively (Wheni et al., 2021).

The cocoa bean husk is one of the main by-products of chocolate
manufacturing and has several compounds with biofunctionality. It can
function as an antibacterial agent, and its action is mainly reported
against Streptococcus mutans (Campos-Vega et al., 2018). T. cacao pod
shell extract of both variants (yellow and purple) showed good antiox-
idant activity and antidiabetic activity with ICsq as of 41.3 and 44.5
pg/mL for the DPPH assay and 41.6 and 27.7 pg/mL for the inhibitory
assay of a-glucosidase, respectively. Meanwhile, for the antibacterial
test, the pod shell of T. cacao of both variants also had the most active
extracts with MIC (minimum inhibitory concentration) from 0.62
mg/mL against S. aureus (Wheni et al., 2021).

Active compounds derived from plants could be used as substitutes
for pharmaceuticals to control diseases caused by microorganisms. The
antibacterial potential of the hydroalcoholic extract of the leaves of the
fruits from T. cacao species was evaluated on gram-positive bacteria
Staphylococcus aureus and Bacillus subtilis and gram-negative bacteria
E. coli and Pseudomonas aeruginosa. The results obtained for gram-
negative bacteria, antibacterial potential was observed only in Pseudo-
monas aeruginosa in all its concentrations (Luiz et al., 2016).
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The 30 % aqueous extract of T. cacao was highly efficient against the
broad spectrum of clinical isolates of gram-negative and gram-positive
bacteria (Klebsiella pneumoniae, Proteus meirabilis, Proteus vulgaris, Sal-
monella typhimurium, S. typhi, Staphylococcus aureus, S. epidermidis, S.
saprophytics and Streptococcus pyogenes), with more effective behavior
than the commercially available antibiotic ciprofloxacin, in addition to a
high inhibition against adherents and biofilm formation (Wheni et al.,
2021).

The cocoa shell (T. cacao L.) has antioxidant and antimicrobial ac-
tivity with potential as a natural food preservative, but in the use of
cocoa husk extract it presented a disadvantage due to its short shelf life
and limited application in food, so one of the efforts that can be made is
to encapsulate the extract, this study concluded that encapsulated
extract of cocoa husk using 20 % maltodextrin showed the highest
antioxidant and antimicrobial activity compared to other treatments,
having a concentration of 30 %; 40 %; 50 % and 60 %, but for the
treatment of 20 % and 30 % there is no difference. Ethanol extracts from
fruit peels can be made into encapsulated forms which are very likely to
be used as natural preservatives (Hasanuddin et al., 2019). In addition to
that, the plant extract of T. cacao alone or combined with conventional
antibiotics showed benefits in the treatment of infections involving
multidrug-resistant bacteria (Silva et al., 2014).

5.4. Centesimal composition

Theobroma bicolor is widely distributed in the neotropical region with
great potential for economic use. The seeds, as well as the flowers of
T. bicolor, have a high nutritional value. Seed nutrients are high in
protein, fat, carbohydrates and fiber, as well as copper, magnesium,
manganese, potassium and zinc (Ponce-Sanchez et al., 2021). When
reviewing the use of the species, the pulp and grains of the species
T. bicolor are mainly used for the preparation of sweets (marzipan,
nougat and marshmallow), chocolate (mixture of patashte and cocoa
seeds), beverages such as atole, pozol, powder and popo, and in a
smaller extent, they are consumed as fresh fruits (Parada-Berrios et al.,
2022).

Theobroma cacao is considered a super food due to its high nutrient
content and proven health benefits, its beans are high in carbohydrates
(31 %), protein (11 %), fat (54 %), fiber (16 %) and minerals (Shahanas
etal., 2019). The knowledge of bioactive compounds in cocoa and cocoa
products suggests that they can be considered as part of healthy nutri-
tional foods and health promoters. It provides a wide variety of valuable
food products and has potential health benefits (Campos-Vega et al.,
2018).

The cocoa beans contain over 300 volatile compounds, most of
which are responsible for their distinctive aroma and flavor. The cocoa
flavor is characterized by aliphatic esters, polyphenols, aromatic car-
bonyls and theobromine, which are primarily responsible for preventing
rancidity in cocoa butter. A review of the composition of 1 g of
powdered cocoa bean showed that it contains 3 % mineral elements (i.e.
Copper [0.04 mg], Iron [0.14 mg], Manganese [0.04 mg], Magnesium
[4.99 mg], Phosphorus [7.34 mg], Zinc [0.07 mg], Potassium [15.24
mg], Calcium [1.28 mg] and Selenium [0.14 pg]l, respectively), 5 %
amino acids (i.e. Valine [11.77 mg], Isoleucine [7.60 mg], Tryptophan
[2.93 mg], Threonine [7.76 mg], Leucine [11.90 mg], Lysine [9.83 mg]
and Histidine [3.40 mg], respectively) (i.e. Carbohydrate [0.28 g], Total
dietary fiber [0.37 g], Protein [0.20 g], and Total lipid fat [0.14 g],
respectively), and < 1 % vitamins (i.e. Vitamin B2 [0.002 mg] and
Niacin [0.02 mg], respectively) (Etaware, 2021).

The contents of the metals K, Mg, P and Ca found in the aqueous
extracts of the species of T. speciosum constituted the following values,
115+ 2pgmL %, 18.4 £ 0.2 pgmL ™}, 7.0 £ 0.0 pgmL ™%, 3.1 £ 0.1 pg
mL~\. The flowers aqueous extract represents a new promising food
source rich in antioxidant compounds (Mar et al., 2021).

The cupuacu pulp is considered the most important part, it is
consumed for its flavor, color and pleasant aroma, offering potential for
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the manufacture of derivative products, both industrially and hand-
crafted (Etaware, 2021). Both the pulp and the aroma extracted from it
can be used as an input for the preparation of various products, such as
alcoholic and non-alcoholic beverages, among others, which has
attracted scientific interest over the last few years due to its bioactive
compounds (Vriesmann & Oliveira, 2009). From the study realized with
the pulp of the T. grandiflorum species, were obtained values of calcium
content (13 mg/100 g), phosphor (21 mg/100 &), iron (0.5 mg/100 g),
potassium (331 mg/100 g), sodium (3 mg/100 g), manganese (18
mg/100 g) and zinc (0.3 mg/100 g) (Ramos et al., 2022).

6. Theobroma spp. products

Among the by-products resulting from the processing of the Theo-
broma spp. are the seeds and bark, while in the cosmetics industry the
residues are used empirically as fertilizer or are discarded. The residues
generated in processing are not properly treated, with no use of seeds or
peels, with seeds equivalent to 25 % of the weight of the fruit (Alba et al.,
2021).

Cocoa pulp has a physical-chemical composition that enables the
development of products such as nectars, liqueurs, jellies, vinegars,
among others (Puerari et al., 2012). Cocoa honey is a regional name for
the transparent liquid extracted from the pulp that surrounds the seed
before the cocoa fermentation process, composed of water, fermentable
sugars (10-18 %), non-volatile acids (0,77-1.52 % of citric acid) and
pectin (0.9-2.5 %) (Alba et al., 2021). When we pay attention to the
losses of cocoa byproducts and market demands, there is a need to
develop products that can be included in human food (Freitas, 2017).
Cupuacu nectar was microbiologically safe, as well as with potential for
commercialization, since they obtained similar results in sensory
acceptance. This nectar formulation has high antioxidant capacity and
high vitamin C contente (Freitas, 2017).

Obtaining flour of good physical quality in relation to its physical
characteristics with good pH values, water content, titratable acidity,
total sugar content and with high yield through the residues of the
frozen cupuacu fruit pulp, led to the use of the waste generated by the
industrialization of the fruit, which could be an alternative for mini-
mizing waste and controlling environmental wear (Puerari et al., 2012).
The flours produced from co-products of the frozen cupuassu fruit pulp
industry have considerable phenolic contents and expressive constitu-
ents of antioxidant capacity, have technological functional potential,
and can be considered as possible raw materials for obtaining extracts
rich in antioxidants or for extracting natural antioxidants in the food and
pharmaceutical industries (Curimbaba et al., 2020).

The alcoholic formulation of 40 % of T. cacao, in which pH analysis
data, titratable and fixed acidity, vitamin C, total and reducing sugars
and alcohol content were obtained, remained stable during the com-
mercial stability analysis period, with reductions being observed sig-
nificant, but small, in the physical chemical parameters analyzed at time
zero (0) to 90 days, proving to be a good alternative in the food industry
(Alba et al., 2021). Regarding the physicochemical analyses, for the
sparkling product of T. grandiflorium, it generated a product with more
attractive sensory characteristics and with a higher nutritional quality
(higher protein and carbohydrate content) (Curimbaba et al., 2020).

7. Patents of Theobroma spp .

The evaluation of patent deposits directly related to the Theobroma
genus, proved the interest in research and development - R&D of
products and processes correlated with their applications by countries,
which sought individual protection, by country or Wold Intellectual
Property Organization - WIPO through the Patent Cooperation Treaty —
PCT described below: Brazil with 2 patents, WIPO (PCT) with 7 patents,
United States with 7 patents, Japan with 2 patents, Australia with 1
patent, South Korea with 3 patents, Canada with 6 patents, France
with 2 patents, Philippines with 1 patent, European Patent Office with
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1 patent, Romania with 1 patent and Russia with 1 patent, however,
there were deposits with double protection, for the same patent as an
example between WIPO (PCT) and the country of origin or protection in
two countries simultaneously, as described below: WIPO (PCT) and
Australia with 1 patent, Canada and France with 1 patent in common,
and WIPO (PCT) and Canada with 2 separate patents.

Of the evaluated application areas of the 30 patents involving the
genus Theobroma; 26/30 patents were in the area of Food Technology,
BR112013001959B1, US7521238B2, BR102019021218A2, W0O20070-
62206A2, US20220338519A1, JP2003088372A, US11077162B2,
(W02019/153046A1, AU2019216877A1), US10543242B2, (WO202-
1074316A1, CA3154121A1), (W02020225056A1, CA3135952A1),
CA3056180A1, PH22018000886U1, WO02014018822A2, CA30560-
38A1, KR100923538B1, EP2934561B1, JP2008195652A, KR101139-
376B1, US20060134230A1, US20210046135A1, US20210236572A1,
RO128712A2, CA2600301A1, WO2008134648A2 and RU2479313C2,
which correspond approximately (86.66 %); 22/30 patents went to
Functional Foods, BR112013001959B1, BR102019021218A2, WO200-
7062206A2, US20220338519A1, JP2003088372A, US11077162B2,
(W02019/153046A1, AU2019216877A1), KR101361186B1, PH2201-

8000886U1, WO02014018822A2, CA3056038A1, KR100923538B1,
EP2934561B1, JP2008195652A, KR101139376B1, US20060134-
230A1, US20210046135A1, US20210236572A1, RO128712A2,

CA2600301A1, WO2008134648A2 and RU2479313C2, roughly corre-
sponding (73.33 %); 10/30 patents apply to the area of Biotechnology,
BR112013001959B1, US7521238B2, JP2003088372A, KR100923-
538B1, EP2934561B1, KR101139376B1, FR2904542A1, US20210236-
572A1, WO02008134648A2 and RU2479313C2, that correspond
approximately (33.33 %) and 20/30 patents have Medicinal Applica-
tion, BR112013001959B1, WO02007062206A2, US20220338519A1,
JP2003088372A, US11077162B2, (WO02019/153046Al, AU2019-
216877A1), KR101361186B1, US10543242B2, (CA3098361Al,
FR3080767A1), W02016046375A1, KR100923538B1, EP2934561B1,
JP2008195652A, KR101139376B1, FR2904542A1, US202100-
46135A1, US20210236572A1, RO128712A2, W02008134648A2 and
RU2479313C2, roughly corresponding (66.66 %). However, of the 30
patents analyzed and their respective applications, patents with multiple
applications stand out, in ascending order: 5/30 patents have only 1
following field of application: (CA3098361A1, FR3080767A1),
WO02016046375A1, (W02021074316A1, CA3154121A1), (W0O2020-
225056A1, CA3135952A1) and CA3056180A1, which correspond to
16.66 %, 10/30 patents that have 2 fields of application such as:
US7521238B2, BR102019021218A2, KR101361186B1, US1054-
3242B2, PH22018000886U1, WO2014018822A2, CA3056038A1,
US20060134230A1, FR2904542A1 and CA2600301A1, that express
33,33 %, 7/30 patents present 3 fields of application in the sequence:
WO02007062206A2, US20220338519A1, US11077162B2, (W0O2019/
153046Al, AU2019216877A1), JP2008195652A, US20210046135A1
and RO128712A2, that provided 23.33 % and 8/30 patents demon-
strated 4 fields of application such as: BR112013001959Bl1,
JP2003088372A, KR100923538B1, EP2934561B1, KR101139376B1,
US20210236572A1, WO02008134648A2 and RU2479313C2, corre-
sponding to 26.66 % of the total number of patents selected.

The analysis of the thirty selected patents related to the application
of Theobroma fruits allowed us to observe that industrial interest in the
area of food technology represented 86.66 % of the patents, followed by
functional foods with 73.33 %, followed by medicinal application with
66.66 % and in the area of biotechnology with 33.33 %. Demonstrating
the power and diversity of markets, involving these products or pro-
cesses applied to industries with multiple applications, always looking
for innovative products to improve the quality of life of human beings
(Fig. 2; Table 3).

For the evaluation of the technological complexity required to obtain
the results proposed in the patents, these were classified as: Low, Me-
dium and High Technology. The results obtained showed relative clas-
sification equivalence. With 10/30 patents classified as Low
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Fig. 2. Areas with potential industrial application for the fruits of Theobroma,
of the thirty patents evaluated.

Technology, (W02019/153046Al, AU2019216877A1), KR1013611-
86B1, (CA3098361A1, FR3080767A1), (W02021074316A1, CA315-
4121A1), (WO02020225056A1, CA3135952A1), CA3056180Al,
PH22018000886U1, CA3056038A1, US20060134230A1 and CA260-
0301A1, corresponding to 30 %, 9/30 patents were classified as Medium
Technology, US7521238B2, BR102019021218A2, W02007062206A2,
US20220338519A1, US11077162B2, WO02014018822A2, JP20081-
95652A, US20210046135A1 and RO128712A2, representing 33.33 %
and 11/30 patents, by distinction, classified as High Technology,
BR112013001959B1, JP2003088372A, US10543242B2, W0201604-
6375A1, KR100923538B1, EP2934561B1, KR101139376B1, FR290-
4542A1, US20210236572A1, W02008134648A2 and RU2479313C2,
providing 36.66 % of the total number of carefully analyzed patents.

The correlation between the added value in a patented product is
directly related to its technological complexity, the greater or higher
complexity is expected to be more concerned about protecting that in-
vention, however it was observed that of the patents evaluated, the
holders of these deposits preferred to protect the patents of Theobroma
fruits with high technology aggregated in collective protections (Offices
or treaties involving several countries eg: PCT with 152 countries) or
individual by country, inventions with medium complexity for tech-
nologies derived from Theobroma fruits, accompanied the line of pro-
tection of high complexity, thus opting for collective and individual
protection by country. However, for patents on inventions using the
fruits of Theobroma, with low technological complexity, applicants
opted for double protection (between countries or between the country
of origin and a patent office), or for simple protection by country. The
only country that overvalued the research of products and processes that
evolved into patents derived from the fruits of Theobroma, regardless of
the technological complexity, was the United States of America, with 2
high patents, 4 medium and 1 low, totaling 7 patents out of the 30
evaluated, this indicates how much the American market values the
products and processes derived from the fruits of Theobroma, stimulating
the heating of the market, in the areas of food technology, functional
foods, biotechnology and medicinal application, with important tech-
nological innovations for the human societies (Fig. 3).

8. Conclusion

The fruits of the Theobroma genus have great potential in the food,
pharmaceutical and cosmetic industries, as they have a high antioxidant
and antimicrobial potential. The fruits have a high nutritional content
and have antibacterial and anticariogenic properties. In the last 10
years, only two (T. cacao and T. grandiflorum) species were more
explored in terms of chemistry and their chemical and biological prop-
erties. As a perspective, there is potential to study other promising
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Table 3

Evaluation of patents related to the fruits of Theobroma and its applications.
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Patent title

Application

Patent number

Country

Reference

Use of succinate dehydrogenase inhibitors and/or
respiratory chain complex iii inhibitors to improve
the ratio of harmful microorganisms to beneficial

Tissue culture medium for Macadamia and T. cacao

Medium chain triglyceride vegetable butter

Chocolate formulations with functional properties

Oral supplements containing enriched phenolic
compound extracts combined with organic acid
sodium salts, creatines and/or creatine salts

Theobromine synthase and gene for coding the
synthase

Preparation of protective plants of the heart to
prevent and improve coronary heart disease

Formulation and method of use

Novel cosmetic and/or pharmaceutical compositions
and applications thereof

Composition for the treatment of joint conditions

Extract of shells of T. cacao beans for controlling
rosacea and skin redness

T. cacao extract for use in the treatment or prevention
of receptor tyrosine kinases related disorders

Chocolate products, ingredients, processes and uses

Foodstuff and beverage products, ingredients,
processes and uses

The present invention refers to the use of succinate
dehydrogenase inhibitors and/or complex iii
inhibitors to control undesirable pathogenic fungi
The present invention provides a method and a culture
medium for the production of food biomass by directly
culturing seed kernel tissue, or seed cotyledonary
differentiated tissue.

The invention is situated in the field of human needs,
more specifically of food compositions and presents in
its composition medium chain triglycerides

This invention is directed to bioactive substances from
cacao and methods for concentrating extractions. The
invention is also directed to formulations,
pharmaceuticals preparations, nutritional
preparations, and dietary supplements extracted from
food materials.

When taken together in an oral supplement, the
particular phenolic compound(s) found in such
extracts and in other genera containing significant
quantities of total phenols are believed to enhance the
activity of the phosphocreatine salts in a synergistic
manner and result in enhancement of physical activity
as well as provide recovery from inflammation.

The present invention refers to the theobromine
synthase, DNA or RNA encoding the enzyme, and D. A
method of producing caffeine and theobromine or a
precursor thereof, using the microorganism, plant or a
cell or tissue cultivated thereof. Refers to a method of
variation of the amount of precursor.

The present invention provides a new natural plant
preparation that can prevent and control various risk
factors for coronary heart disease, including vascular
inflammatory processes that cause cardiovascular
events

This invention relates to formulations for the
promotion of gastrointestinal health and methods of
treatment and/or use thereof. The formulations are
useful for a variety of applications, such as modulating
a subject’s gut microbiome and/or the treatment of
diseases, disorders or conditions characterised, at least
in part by poor gastrointestinal health, including
inflammatory bowel disease (IBD)

The present invention comprises the compositions of
extracts of Polynia species and extracts of Theobroma
species, or extracts of Salix species and zinc sulfate as
active ingredients, methods to prepare these
compositions, and cosmetic and/ or pharmaceutical
uses of these compositions.

The present invention is related to a composition for
improving the health status of various joints in the
human body. The composition may be used to treat
osteoarthritis, rheumatic joint disease, joint swelling,
pain, hallux valgus, traumatic conditions of the joints
including sprains, strains, post-surgical recovery, bone
edema, and speed up the recovery of athletes post-
injury.

The present invention relates in particular to an
extract of cocoa bean shells or a cosmetic or
dermatological composition comprising said extract
for preventing and / or treating rosacea.

The present invention relates to the treatment or
prevention of receptor tyrosine kinases-related
disorders. More particularly, the present invention
concerns a T. cacao extract for use in the treatment of
receptor tyrosine kinases related disorders and a
pharmaceutical composition comprising such extract.
The present invention provides a new composition
obtainable from a plant in the Theobroma genus and
the use of that composition as an ingredient in a
chocolate product.

The present invention provides the use of a
composition obtainable from the pulp of a plant in the
Theobroma genus or an extract of said pulp, as an
ingredient in a foodstuff product.
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BR112013001959B1

US7521238B2

BR102019021218A2

WO02007062206A2

US20220338519A1

JP2003088372A

US11077162B2

WO02019/153046A1
AU2019216877A1

KR101361186B1

US10543242B2

CA3098361A1
FR3080767A1

WO02016046375A1

WO02021074316A1
CA3154121A1

WO02020225056A1
CA3135952A1

Brazil

United States

Brazil

WIPO

(PCT)

United States

Japan

United States

WIPO
(PCT)
Australia

South Korea

United States

Canada
France

WIPO
(PCT)

WIPO
(PCT)
Canada

WIPO
(PCT)
Canada

(Fought et al.,
2011)

(Atehortua et al.,
2011)
(Sabara; Dean,

2019)

(Martin, 2006)

(Daugherty;
Tempesta, 2022)

(Mizuno et al.,
2003)

(Shandong
University of
Technology, 2021)

(Legge, 2019)

(Ulmann et al.,
2007)

(Stancioiu;
Catanas, 2014)

(Aries et al., 2019)

(Legeai-Mallet;
Carretero, 2016)

(Abu-Hardan,
2019)

(Dupas-Langlet,
2019)

(continued on next page)
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Table 3 (continued)
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Patent title

Application

Patent number

Country

Reference

Chocolate products, ingredients, processes and uses

Composition of making cacao (Theobroma) butter

Methods for increasing the production of phenolic
compounds from T. cacao

Foodstuff products, ingredients, processes and uses

Angiotensin-I converting enzyme inhibitor,
Manufacturing process thereof, and Functional
foods containing the same

Composition comprising raphanus, Theobroma and
Passiflora for treating opioid and alcohol abuse

Colitis inhibitor comprising T. cacao ingredient

Anti-influenza viral drug and, viral-infection
suppression products and foods comprising the
same

Weight loss composition and formulation

Use of herbal extract obtained e.g. from i.e. T. cacao
and/or at least another active agent e.g. to enhance
augmentation of melanin synthesis in melanocytes
of epidermis and to improve natural skin
pigmentation

Synergistic herbal compositions for the treatment of
obesity and overweight

Synergistic herbal compositions for testosterone
boosting

The present invention refers to the field of new
chocolate products, new ingredients for use in such
products and uses of the new ingredients.

In addition, it refers to the compositions of
tropicalizing agents based on fat, their methods of
preparation, chocolate tropicalization methods.

The utility model disseminates cocoa butter (T. cacao)
and its production method, which employs cocoa bean
as the main component of the product and honey,
vegetable oil and fresh milk with low fat content as
ingredients.

Described here are methods to increase the production
of phenolic compounds from T. cacao. For example,
the devices and methods described increase the
production of phenolic compounds from cocoa plants
with industrial and economic value.

The present invention provides the use of a
composition obtained from pulp of a plant of the genus
Theobroma, preferably cocoa pulp, or a pulp extract of
a plant of the genus Theobroma, preferably cocoa pulp,
as an ingredient in a food, preferably a confectionery
product.

The object of the present invention is to provide
angiotensin converting enzyme (ACE) inhibitor
derived from natural products having high safety and
high activity as a food, a preparation method thereof,
and a food and drink containing the same.

A pharmaceutical composition for use in the treatment
of opioid abuse, opioid dependence, alcohol abuse and
/ or alcohol dependence, and / or for use in the
treatment of symptoms of opioid and / or alcohol
withdrawal, wherein the pharmaceutical
composition.

The present invention relates to an inhibitor and
method for suppressing colitis. A colitis inhibitor and
food comprise a ingredient T. cacao or a cocoa
polyphenol derived from T. cacao.

The present invention provides a high inhibiting effect
against flu virus infection and provides an anti-
influenza virus agent with no side effects and
contained in functional foods. Influenza anti-virus
agents and infection inhibitors present in the mixture
of foods containing orange (Citrus spp.), cat’s nail
(Uncaria tomentosa), cocoa (T. cacao) and others.
This invention discloses a new and unique
combination of Dahurian angelica Root extract,
Polygonum multiflorum extract, T. cacao extract, Yerba
mate extract, Oolong tea extract, Kohki Tea extract,
Horse chesnut extract, and Ligustrum lucidum extract
useful as a dietary supplement for increasing weight
loss in humans.

The invention refers to the use in a cosmetic
composition or for the preparation of a
pharmaceutical composition, of an effective amount
of cocoa extract (T. cacao L.); and contains the extract
or composition intended to promote increased
melanin synthesis in the melanocytes of the epidermis
or capillary bulb, with a view to giving it a tanned
appearance, or to prepare the skin for exposure to the
sun, or for therapeutic purposes, to repigmentthe
depigmented skin, for example in the case of vitiligo,
or to pigment the hair.

The invention relates to synergistic herbal
composition comprising combination of first
ingredient selected from the extracts, fractions,
phytochemicals and mixtures thereof derived from

T. cacao and a second ingredient selected from the
extracts, fractions, phytochemicals and mixtures
thereof derived from Citrus aurantifolia and optionally
containing at least one ingredient selected from
pharmaceutically.

The invention relates to synergistic herbal
compositions comprising at least one ingredient
selected from the extracts and fractions derived from
Punica granatum and at least one ingredient selected
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CA3056180A1

PH22018000886U1

WO02014018822A2

CA3056038A1

KR100923538B1

EP2934561B1

JP2008195652A

KR101139376B1

US20060134230A1

FR2904542A1

US20210046135A1

US20210236572A1

Canada

Philippines

WIPO (PCT)

Canada

South Korea

European
Patent Office

Japan

South Korea

United States

France

United States

United States

(Festring et al.,
2019)

(Lobaton;
Pabelona, 2018)

(Cuero Rengifo,
2014)

(Vieira et al., 2018)

(Maeda et al.,
2009)

(Qadan, 2012)

(Matsuyama et al.,
2008)

(Shimizu et al.,
2011)

(Abraham, 2006)

(Claude Dal, 2011)

(Gokaraju et al.,
2021)

(Gokaraju G.R.;
et al.; 2018)

(continued on next page)
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Patent title

Application

Patent number

Country

Reference

Method for treating rheumatism

from the extracts and fractions derived from T. cacao
for improving testosterone levels in humans.

The invention refers to a method of treatment of
rheumatism. According to the invention, the method
consists of administering 4 to 5 g of cocoa powder
dissolved in cold water, associated with 250 ml of
cowberry tea, administered concomitantly vitamin C
to support the immune system, and can apply anti-
infection treatment and possibly vitamin and mineral

RO128712A2

Romania

(Scurtu S.I.; 2010)

supplements, as appropriate.
Compositions and methods for increasing
metabolism, thermogenesis and/or muscular
definition

Compositions and Methods for Increasing Metabolism,
Thermogenesis and/or Muscular Definition Field of
the Invention The present invention relates to

CA2600301A1 Canada (Heuer M. A.; 2005)

compositions and methods for increasing a person’s
natural metabolic rate, increasing thermogenesis or

decreasing water retention.
Cocoa ingredients having enhanced levels of stilbene
compounds and methods of producing them

The invention provides methods of making food
products and ingredients having enhanced levels of

WO02008134648A2 WIPO (PCT) (Hurst W. J.; et al.;

2008)

natural stilbene compounds, such as resveratrol.
Chocolate liquor, cocoa powders, and cocoa extracts
having enhanced levels of resveratrol prepared from

cacao beans are disclosed.
Method of treating and preventing respiratory
diseases involving administration of
cholecalciferol

The present invention provides treatment, prevention
and relief of respiratory symptoms ensured by the
combined application of cholecalciferol and said

RU2479313C2 Russia (Clymer J. W. &

Ranney P. J.; 2006)

excipients. The excipient is specified in a group
consisting of tea extract, vitamin A, probiotics,
vitamin C, Andrographis extract, 1-tryptophan, Allium
sativum, T. grandiflorum, coenzyme Q10, acai berry,

grapes, guarana and others

high tech
36.66% 0
media tech
30.00% O
low tech
33.33%0

Simple protection by country Double protection Collective protection

Fig. 3. Relationship technological complexity and patent protection of products derived from the fruits of the genus Theobroma in the thirty patentes evaluated.

species of bioactive compounds in their different plant parts for further
industrial application. This review intends to stimulate new studies to
evaluate the biological and nutritional potential of different plant parts
of the genus Theobroma, aiming the promotion of human health.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Theobroma sylvestre Mart. (Malvaceae) is a native species of the Amazon region that remains poorly studied. This

Malvaceae aper presents the nutritional profile and chemical characterization of the phenolic fractions obtained from the
paper p p p

Cacau-azul

fruits of this species. The pulp exhibited physicochemical parameters in accordance with Brazilian regulations for
cocoa juice, highlighting its potential for food applications. Analyses by LC-HRMS and 1D/2D NMR enabled the
identification of 23 metabolites, including the alkaloids theophylline (7), theobromine (8), theacrine (9), and
caffeine (10). In addition, several flavonoids were identified, such as epicatechin (13), guaijaverin (15), quer-
citrin (16), myricitrin (17), astragalin (19), and kaempferol (20). These fractions demonstrated moderate
cytotoxicity and antiproliferative activity against tumor cell lines (A549 and HCT-8) and endothelial HUVEC
cells, with ICsg values ranging from 12.63 to 95.66 pg/mL. The seed fraction showed the highest antiproliferative
activity, particularly against HUVEC cells (GIso = 7.55 pg/mL). The presence of bioactive compounds in the
samples may be associated with the observed antiproliferative effects against the tested cell lines and reinforces
the therapeutic potential of the species. This study provides a solid foundation for further chemical and phar-
macological investigation of T. sylvestre.

Phenolic compounds
Nutritional profile
Citotoxicity

1. Introduction

The genus Theobroma, belonging to the family Malvaceae, comprises
approximately 200 genera and over 4000 species distributed across
tropical regions, particularly in the Americas, Africa, and Asia Jardim
Botanico do Rio de Janeiro. Within this family, several species hold
significant economic importance in Brazil, such as Theobroma cacao L.
(cacao) and Theobroma grandifiorum (Willd. ex Spreng.) K. Schum.
(cupuagu). These plants are native to equatorial regions of South
America and are widely utilized in the food, cosmetic, and pharma-
ceutical industries (Velasquez-Vasconez et al., 2025; Zapata-Alvarez

et al., 2024). Among the species with promising applications are
T. grandiflorum, T. bicolor, and T. subincanum. The fruit pulp of
T. grandiflorum, notably rich in pectin, is widely used by the food in-
dustry in the production of jams, yogurts, and other derivatives (Bezerra
et al., 2024; Pereira et al., 2018; Vriesmann et al., 2010). The pulps of
T. bicolor and T. subincanum are employed in the formulation of ice
creams and liqueurs due to the presence of aromatic volatile compounds
and nutritional components with potential for innovative food industry
applications (da Silva et al., 2024; Febrianto & Zhu, 2022; Lim, 2014).

Beyond its economic and nutritional value, this genus has attracted
scientific interest due to its traditional use by local populations in
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northern Brazil. For example, T. cacao is traditionally used by Amazo-
nian communities to treat hepatic and musculoskeletal disorders
(Giorgetti et al., 2007). The recognition of its therapeutic potential has
motivated the investigation of bioactive compounds present in its ex-
tracts, including phenolic acids, terpenoids, procyanidins, flavonoids
(both free and glycosylated), as well as alkaloids and amino acids
(Nwonuma et al., 2023; Patil et al., 2022). These metabolites have been
associated with relevant pharmacological effects, such as antioxidant
activity (Nwonuma et al., 2023; Patil et al., 2022) and selective cyto-
toxicity against tumor cells (Patil et al., 2022). In this context, the
phenolic fraction extracted from the flowers of T. mariae demonstrated
antiproliferative activity in in vitro assays. This property was attributed
to the presence of flavonoids such as hyperoside, guaijaverin, astragalin,
juglanin, and kaempferol (Silva et al., 2025).

Despite the diversity and biotechnological potential of the genus,
Theobroma sylvestre (Fig. 1), popularly known as “blue cacao,” remains
poorly studied. Native to the Amazon region, this species occurs in terra
firme areas and along riverbanks in the Brazilian states of Amazonas,
Acre, and Para Jardim Botanico do Rio de Janeiro. The seeds of
T. sylvestre are rich in fatty acids and have been suggested as a potential
alternative to cocoa butter (Gilabert-Escriva et al., 2002). While species
such as T. cacao, T. speciosum, and T. subincanum are used in traditional
medicine by Amazonian communities (Giorgetti et al., 2007), here are
no scientific records of popular use or chemical characterization for
T. sylvestre. This highlights a significant knowledge gap that justifies the
need for phytochemical and pharmacological investigations of the
species.

Given this context, the present study aimed to identify the main
chemical constituents of the fractions obtained from hydroethanolic
extracts of the bark, pulp, and seeds of T. sylvestre fruits. To this end,
advanced analytical techniques were employed, including High-
Performance Liquid Chromatography coupled with Quadrupole Time-
of-Flight Mass Spectrometry (HPLC-QTOF/MS) and Nuclear Magnetic
Resonance (NMR) spectroscopy. In addition, the antiproliferative and
cytotoxic effects of these fractions were evaluated against cancerous and
normal cell lines through in vitro assays.

2. Materials and methods
2.1. Materials, standards and solventes

HPLC-grade methanol, acetonitrile, and formic acid were obtained
from Merck (Darmstadt, Germany). Distilled water was purified using a
Milli-Q water purification system (Millipore, Bedford, MA, USA). The
leucine enkephalin reference solution was purchased from Waters Co.
(Manchester, UK). Analytical-grade reference standards were obtained

Fig. 1. Theobroma sylvestre: (a) Fruit attached to the stem; (b) Clustered fruits,
highlighting their morphological characteristics and coloration. Images taken in
Manaus, Amazonas — Brazil.
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from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) and used for the preparation of
external calibration curves. All other reagents and solvents were of
analytical grade and commercially available.

2.2. Collection and preparation of fruit samples

Fruits of T. sylvestre were collected in March 2023 on the campus of
the Federal University of Amazonas (UFAM), Manaus, Amazonas, Brazil
(coordinates: 3°05'24.779" S, 59°57'52.342" W). A voucher specimen
was deposited in the Herbarium of the Federal University of Amazonas
(HUAM) under accession number 6056. The fruit components — peel,
pulp, and seeds — were manually separated and subsequently lyophi-
lized. Dried materials were extracted using a hydroethanolic solution
(ethanol/water, 8:2 v/v; 20 mL) in an ultrasonic bath (model SSBuc-6L,
Mylabor, Sao Paulo, Brazil) at room temperature for 30 min, repeated
three times (Carrion et al., 2013). The resulting extracts were concen-
trated by solvent evaporation under a fume hood at ambient tempera-
ture. Extraction yields of the hydroethanolic extracts were 14.17 % for
the peel, 53.78 % for the pulp, and 18.50 % for the seeds. The concen-
trated extracts were defatted by liquid-liquid partitioning with hexane
and subsequently subjected to solid-phase extraction (SPE) using Strata
X cartridges (33 mm, Phenomenex, CA, USA). Cartridges were pre-
conditioned with 1 mL of methanol followed by 1 mL of ultrapure water.
Sequential elution was performed with water and then 100 % methanol.
After solvent removal, three phenolic fractions were obtained: PFPe
(phenolic fraction of the peel), PFPu (phenolic fraction of the pulp), and
PFS (phenolic fraction of the seeds). These fractions were analyzed by
UPLC-QTOF/MS and NMR to identify and elucidate the main phenolic
compounds in each matrix.

2.3. Proximate composition

The proximate composition of the fruit components (peel, pulp, and
seeds) was determined using the following standard methods: moisture
content by oven drying at 105 °C; ash content by incineration at 550 °C;
lipid content by Soxhlet extraction with hexane for 8 h; protein content
by the classical Kjeldahl method (Lutz, 2008), and carbohydrate content
as described by Ogunlaja et al. (2020). The total energy value was
calculated using the equation proposed by (Palmeira et al., 2019):

Energy (kcal) = 4 x (g protein + g carbohydrates) + 9 x (g lipids).

2.4. UPLC-QToF/MS analysis

Metabolite profiling was performed using a Xevo® G2-XS QTof mass
spectrometer (Waters Corp., Manchester, UK) coupled to an Acquity H-
Class UPLC system, operated with MassLynx® software (v4.1). Chro-
matographic separation was achieved on an Acquity UPLC BEH C18
reversed-phase column (100 mm x 2.1 mm i.d., 1.7 pm particle size)
maintained at 40 + 2 °C. The mobile phase consisted of 0.1 % formic
acid in water (solvent A) and 0.1 % formic acid in acetonitrile (solvent
B), delivered at a flow rate of 0.3 mL/min. The gradient elution program
was as follows (A:B, %): 0-15 min (98:2), 15-20 min (80:20), 20-25 min
(60:40), 25-27 min (2:98), 27-27.1 min (98:2), and 27.1-30 min (98:2).
The injection volume was 10 pL. Mass spectrometric detection was
carried out in negative electrospray ionization (ESI") mode, with a mass
scan range of m/z 100-1500 and a scan time of 0.2 s. ESI source pa-
rameters were set as follows: capillary voltage, 3.0 kV; source temper-
ature, 100 °C; desolvation temperature, 250 °C; cone voltage, 30 V; cone
gas flow, 50 L/h; and desolvation gas flow, 700 L/h. Data acquisition
was conducted in MSE continuum mode, with low-energy scans at 6 eV
and high-energy scans ramped from 20 to 35 eV over a 30-min run.
Leucine enkephalin (m/z 554.2615 [M—H] and m/z 556.2771 [M+H] ")
was used as the lock mass reference via the LockSpray™ system.
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2.5. NMR analysis

'H, 'H-'3C HSQC, and 'H-'3C HMBC NMR analyses of the phenolic
fractions were performed using an 11.7 T spectrometer at 298.0 K
(Bruker® Avance III, BBFO Plus SmartProbe™, New York, NY, USA).
Samples from the peel, pulp, and seeds were dissolved in 550 pL of
CD30D containing TMSP (purity >99.0 %) as an internal reference (0.0
ppm). Spectra were processed and analyzed using TopSpin™ software
version 4.1.3 (Bruker®) (Silva et al., 2025).

2.6. Cytotoxicity assay

Cells were cultured in Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium F12 Ham
(DMEM-F12; Sigma, Germany), supplemented with 10 % fetal bovine
serum (FBS) and 1 % penicillin/streptomycin, at 37 °C in a humidified
atmosphere containing 5 % CO,. To assess the cytotoxic effects of the
phenolic fractions from blue cacao, A549 (human lung adenocarci-
noma), HCT-8 (human colorectal adenocarcinoma), and HUVEC
(human umbilical vein endothelial) cells were seeded in 96-well plates
at densities of 5 x 10°, 1 x 10% and 6 x 10° cells per well, respectively.
After 24 h, cells were treated with these fractions at various concen-
trations (5, 10, 25, 50, and 100 pg/mL) for 48 h.

Following treatment, MTT solution (0.5 mg/mL) was added to each
well and incubated for 4 h. The resulting formazan crystals were dis-
solved in DMSO, and absorbance was measured at 570 nm (Granato
et al., 2022). Cytotoxicity parameters, including ICsg, GlIsg, and LCsp,
were calculated using established methods. ICsg is defined as the con-
centration at which cell growth is inhibited by 50 %, where (T/C) x 100
= 50, with T and C representing the number of treated and control cells,
respectively, at the end of the treatment period. Glsy represents the
concentration required to inhibit net cell growth by 50 % relative to
untreated cells and is calculated as ([T-To]/[C-To]) x 100 = 50, where T
> Tp, and Ty is the cell count at time zero. LCsq refers to the concen-
tration at which there is a net 50 % loss in viable cells compared to the
initial cell number and is defined as ([T-T¢]/To) x 100 = —50, where T
< To. Moreover, the selectivity index (SI) was determined by the ratio
between the ICsg value for HUVEC cells and the ICsq value for cancer
cells.

2.7. Statistical analysis

Data are expressed as mean =+ standard deviation. One-way analysis
of variance (ANOVA), followed by Tukey’s post hoc test, was used to
assess multiple comparisons at a 95 % confidence level. Differences were
considered statistically significant at p < 0.05. Statistical analyses were
performed using Minitab® version 18.1 (State College, PA, USA).

Table 1
Physicochemical parameters, proximate composition (g/100 g of dry matter)
and energy value (kcal/100 g of dry matter) of the peel, pulp and seed of T.
sylvestre.

Parameters Peel Pulp Seed

pH 4.36 £ 0.11

Soluble solids in °Brix 11.03 + 0.75

Moisture 80.78 + 0.73° 90.91 £ 0.45% 63.32 £ 0.82¢
Ash 1.19 + 0.18% 0.51 + 0.01° 1.30 + 0.02°
Lipids 0.12 + 0.00° 0.04 + 0.00¢ 0.52 + 0.00*
Protein 1.85 4 0.03" 1.54 +0.31° 5.91 + 0.00°
Carbohydrates 16.04 + 0.51° 1.54 + 0.14¢ 28.94 + 0.84°
Energy 72.67 + 2.18° 34.48 + 0.18¢ 144.13 + 3.38%

Note: mean + standard deviation. Values followed by different letters within the
same rows are significantly different according to the T-test (p < 0.05).
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3. Results and discussion
3.1. Physicochemical parameters and proximate composition

Table 1 presents the physicochemical parameters, proximate
composition (expressed in g/100 g of dry matter), and energy value
(kcal/100 g of dry matter) of the different parts of T. sylvestre fruit (peel,
pulp, and seeds). The pH and soluble solids content of the pulp are
consistent with values reported for T. cacao pulp (Borges et al., 2021),
suggesting similarities in acidity and sweetness profiles between the
fruits. Moreover, the obtained physicochemical parameters fall within
the limits established by current Brazilian legislation for cocoa juice
(Ministério da Agricultura, 2018), which defines identity and quality
standards for reinforcing the therapeutic potential of cocoa-derived
products, including minimum soluble solids and pH requirements.
This compliance reinforces the potential of T. sylvestre pulp for food
applications. The pulp may be used in the preparation of jams, preserves,
and juices, and also holds potential for the production of fermented
beverages (Duarte et al., 2010; Puerari et al., 2012).

Regarding moisture content, the pulp exhibited the highest value
(90.91 + 0.45 %), followed by the peel (80.78 + 0.73 %) and the seeds
(63.32 £ 0.82 %), with statistically significant differences between them
(p < 0.05). These results indicate the high-water content in the pulp,
which contributes to the fruit’s juicy texture. As for ash content, the peel
and seeds showed the highest values, suggesting a greater concentration
of inorganic minerals. Ash analysis is a key indicator of total mineral
content, revealing the presence of essential elements such as calcium,
phosphorus, iron, potassium, and magnesium - minerals that play
fundamental physiological roles, including in bone health, muscle
function, and oxygen transport (Alzahrani et al., 2017).

The seeds of blue cacao exhibited the highest protein (5.91 + 0.00 g)
and carbohydrate (28.94 + 0.84 g) contents compared to the pulp and
peel (p < 0.05). This nutritional profile is consistent with that observed
in other Theobroma species, such as T. cacao (cacao), T. bicolor (mac-
ambo), and T. grandiflorum (cupuagu), whose seeds are known to be rich
in nutritional compounds - especially lipids and carbohydrates —
whereas the pulp tends to contain higher levels of soluble sugars and
dietary fiber (Benlloch-Tinoco et al., 2024). Previous studies have shown
that seeds of Theobroma spp. are traditionally valued for their high en-
ergy and protein content, supporting the results of this study, in which
blue cacao seeds exhibited the highest energy value (144.13 + 3.38
kcal) (Araujo et al., 2021).

3.2. Qualitative chemical description

Fruits are recognized for containing various types of bioactive
compounds, including phenolic compounds. These constituents have
garnered increasing attention due to their health benefits, primarily
related to their antioxidant (Oliveira et al., 2025) and antitumor prop-
erties (Saldarriaga et al., 2025). Given the relevance of these com-
pounds, the phenolic fractions from the peel (PFPe), pulp (PFPu), and
seeds (PFS) of T. sylvestre were separately analyzed by LC-HRMS and 'H
NMR, in combination with two-dimensional experiments (COSY, HSQC
e HMBC).

LC-MS analyses were essential for the identification of nineteen
compounds, confirmed by low mass errors and specific fragmentation
patterns (Table 2). The combined use of both techniques enabled the
identification of 23 metabolites, including organic acids, amino acids,
methylxanthine alkaloids, free and glycosylated flavonoids, a lignan, a
diterpene, a glycosylated alcohol, and a phenylpropanoid (Fig. 2). The
presence of flavonoids and alkaloids across all three fractions is
consistent with phytochemical profiles previously reported in species of
the same genus (Balcdzar-Zumaeta et al., 2023; da Silva et al., 2024; Lo
Coco et al., 2007; Silva et al., 2025).

In the aliphatic region of the 'H NMR spectrum, succinic acid (1) was
identified by a singlet at 8y 2.55, showing direct correlation with a
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Table 2
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Metabolites identified in the phenolic fractions of T. sylvestre fruits by LC-HRMS and 1D/2D NMR spectroscopy. PFPe = phenolic fraction of the peel; PFPu = phenolic
fraction of the pulp; PFS = phenolic fraction of the seeds.

No RT Observedions  Calculated Product ions Compound (Elemental §'Hinppm (J, & '3Cin ppm Fractions  References
(min) [M—H] — ions [M — H] [M —H] — composition, Hz)
(m/2)/[M + — (m/2)/M + (m/2)/[M + Mass error in ppm)
H]" (m/2) H]' (m/2) H]" (m/2)
Organic acids/Sugar
1 - - - - Succinic acid 2.55 (s) 30.1,175.1 PFPe Caligiani et al.
PFPu (2010)
2 - - - - a-glucose 5.09(d, J= 93.1,73.8 PFS Silva et al. (2025)
3.7 Hz)
3 6.3 329.0881 329.0873 167.0334 Vanillic acid glycoside 7.60 (m), 3.73 56.5, 125.7 Ramos-escudero
(50) isomer 1 (C14H;509, 2.4) (s) et al. (2024)
329.0881
(100)
108.0199
(10)
152.0107
(05)
Amino acids
4 - - - - y-Aminobutyric acid 1.59 (m) 24.8, 35.6, 182.7 PFPe Villalén-Lopez et al.
2.26 (t,J=7.3 PFPu (2023)
Hz) PFS
5 - - - - Tyrosine 6.75(d, J = 116.0, 129.7, 133.4, PFPe (Caligiani et al.,
8.8 Hz) 158.6 PFS 2010; Campelo
7.09 (d, J = et al., 2024)
8.8 Hz)
6 3.9 203.0826 203.0821 116.9285 Tryptophan (C;HgN4O, 6.91 (d, J = 111.3,118.6, 125.2 (Bertazzo et al.,
(100) 2.5) 8.3 Hz), 2011; Kuhn et al.,
142.0642 7.32 (sD) 2024)
(10) 7.55 (m)
Alkaloids
7 2.9 181.0716 [M 181.0726 [M 124.0386 Theophylline (C;HgN4O», - 3.53 (s), 3.73 29.6, 32.2, 100.3, PFPe Villalon-Lopez et al.
+H]" +H]" (100) 5.5) (s), 138,0, 152.3, 153.7 PFPu (2023)
8.08 (s) PFS
8 3.4 181.0727 [M 181.0726 [M 138.0672 Theobromine (C;HgN405, 7.89 (s) - PFPe Choi et al. (2005)
+ HI* +H]" (40) 0.5) PFPu
110.0726 PFS
(20)
9 6.0 225.0969 [M 225.0988 [M 153.0513 Theacrine (CgH;,N403, - 3.23 (s), 3.44 28.5, 29.5, 30.9, PFPu (Hammerstone JR
+H]' +H]' (100) 8.4) ), 32.2, 100.3, PFS et al., 1994; Wang
210.0732 3.56 (s), 3.66 138.0,152.3153.7 et al., 2010)
(70) (s)
168.0766
(60)
10 65 195.0891 [M  195.0882 [M 138.0672 Caffeine (CgH;oN4O2, 4.6) 7.87 (s) - (Choi et al., 2005;
+HIT +HIT (100) Villalén-L6pez
110.0726 et al., 2023)
(50)
Proanthocyanidin
11 7.3 577.1342 577.1346 577.1342 Procyanidin B1 - - PFPu Oliveira et al.
(100) (C30H26012, - 0.7) PFS (2022)
289.0684
(50)
407.0764
(35)
425.0843
(20)
Aliphatic alcohol glycoside
12 9.4 381.1771 381.1761 249.1345 3-Methyl-1-butanol - - PFPe Wei et al. (2021)
(100) pentosyl-hexoside-1 PFPu
381.1755 (C16H30010, 2.7) PFS
(70)
382.1785
(10)
161.0451
(20)
101.0242
(10$)
113.0239
(12)
Flavonoids
13 8.0 289.0684 289.0712 289.0712 Epicatechin (C15H140s, - 3.77 (m), 5.94 68.4, 96.9, 114.6, PFPe Davis et al. (1996)
(100) 9.7) (m), 119.4, 132.6, 147.5 PFPu
245.0808 6.65 (d, J = PFS
(25)

(continued on next page)
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Table 2 (continued)

No RT Observedions  Calculated Product ions Compound (Elemental §Hinppm (J, & '3Cin ppm Fractions  References
(min) [M — H] — ions [M — H] [M — H] — composition, Hz)
(m/z)/[M + — (m/2)/M + (m/2)/[M + Mass error in ppm)
H]* (m/z) H]* (m/z) H]* (m/2)
203.0696 8.0 Hz)
(40) 6.84 (m)
137.0240
(90)
125.0227
(80)
109.0293
(50)
14 10.4 449.0695 449.0720 316.0214 Myricetin-3-O-arabinoside - - PEPe
(100) (C20H18012, - 5.5) PFS
317.0290
(20)
15 12.9 433.0777 433.0771 300.0277 Quercetin-3- 7.63 (m) 103.2,121.8 PFPe (Oliveira et al.,
(100) arabinopyranoside PFPu 2022; Silva et al.,
271.0245 (Guaijaverin) PFS 2025)
(50) (CoH18011, 1.4)
433.0777
(30)
255.0270
(15)
16 13.9 447.0907 447.0927 300.0277 Quercetin-3-O-rhamnoside 0.91 (m), 5.34 16.2, 93.4, 98.6, PFPe Oliveira et al.
(100) (quercitrin) (sD), 6.20 (d, J 102.3, 116.5, 115.6, PFPu (2021)
301.0331 (Cp1H30011, - 4.4) =2.0Hz), 6.38 121.6 PFS
(90) (d,J=2.0Hz),
271.0245 6.90 (d, J =
(45) 8.2 Hz), 7.30
255.0284 (dd, J = 8.2;
(20) 2.0 Hz),
7.33(d, J =
2.0 Hz)
17 15.5 463.0872 463.0877 316.0214 Myricetin-3-O-rhamnoside 5.33 (sD), 6.94 102.3, 109.5, 145.4 PFPe Oliveira et al.
(80) (Myricitrin) (sD PES (2021)
271.0245 (C21H20012, - 1,1)
12)
18 15.8 431.0968 431.0978 284.0313 Kaempferol-3-O- 0.90 (m), 5.37 16.3, 93.4, 98.6, PFPe Oliveira et al.
(100) rhamnoside (C21H20010, - (s, 6.20 (d, J 102.2, 115.2, 130.6 (2021)
285.0403 2.3) =2.0Hz), 6.39
(45) (d,J = 2.0 Hz),
255.0284 6.93 (d, J =
(25) 8.8 Hz), 7.77
(d,J =8.8Hz)
19 16.4 447.0907 447.0927 285.0365 Kaempferol-3-O-glucoside 6.83(d, J = 115.4 (Ren et al., 2012;
(20) (Astragalin) 8.8 Hz), 8.06 Silva et al., 2025)
(C21H20010, - 4.5) (d,J=8.8 Hz),
6.36 (m)
20 19.1 285.0375 285.0399 133.0302 Kaempferol (C15H100s, - 6.80 (d, J = 115.4 PFPe Ren et al. (2012)
(100) 8.4) 8.5 Hz), 8.00 PFPu
151.0047 (d,J=8.5Hz), PES
(30) 6.17 (d, J =
217.0491 2.3 Hz), 6.33
(20) (m)
Lignan
21 13.9 523.2147 523.2178 361.1668 (—)-Secoisolariciresinol-9- 3.84 (m), 4.26 62.5,104.6, 113.4, PFPe Crispim et al.
(100) O-p-D-glucopyranoside (d,J=8.0Hz), 122.4, 144.2 PFPu (2025)
(C26H36011, -5.9) 6.65 (d, J = PFS
8.0 Hz), 6.58
(d,J=1.8Hz)
Diterpenoid glycoside
22 12.3 521.2033 521.2017 521.2033 Furanoid diterpene - - PFPe Xu et al. (2017)
(100) glycoside (Cz6H33011, 3.1)
359.1468
(40)
344.1263
(10)
341.1371 (5)
Phenylpropanoid glycoside
23 16.3 371.1330 371.1342 209.0804 Syringin (C;7H2400, -3,23) 3.81 (m), 3.89 56.7, 62.7, 130.8 PFPu Qian et al. (2024)
(100) (s), 6.36 (d, J PFS
371.1330 = 5.5 Hz)
(50)
165.0902
(10)
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Fig. 2. Chemical structures of the constituents identified

carbon at 8¢ 30.1 and long-range correlation with a carbon at 8¢ 175.1
(Caligiani et al., 2010). A carbinolic proton signal at 6y 5.09 (d, J = 3.7
Hz), characteristic of a-glucose (2), was also observed in all fractions
(Silva et al., 2025). In addition, vanillic acid glycoside isomer 1 (3) was
identified by its molecular ion at m/z 329.0881 [M—H] (RT 6.3 min),
which produced a fragment at m/z 167.0334 [M—H]’, consistent with
vanillic acid after the loss of a hexose unit (162 Da) (Shang et al., 2022).

The amino acid y-aminobutyric acid (GABA) (4) was identified by a
triplet at 8y 2.26 (J = 7.3 Hz), showing correlation with a multiplet at 8y
1.59 (Villalon-Lopez et al., 2023). Tyrosine (5) was detected in the pulp
and seed fractions, with stronger 'H NMR signals in the seed fraction.
Two doublets at 8y 6.75 (J = 8.8 Hz) and 6y 7.09 (J = 8.8 Hz) were
observed, typical of a para-substituted aromatic ring with ortho coupling
(Caligiani et al., 2010). Additionally, tryptophan (6) was detected in the

(21) R = glucopyranoside

(23) R = Glucose OR

(22) Ry and R, = H or Glucose

in T. sylvestre fruits by LC-HRMS and NMR analyses.

pulp fraction, evidenced by a singlet at 8y 7.32, correlating with carbons
at 8¢ 108 and 8¢ 27.8 (Kuhn et al., 2024). Tryptophan levels have been
previously quantified in cacao beans from various origins (Bertazzo
et al., 2011).

The methylxanthine alkaloids theophylline (7, RT 2.9 min) and
theobromine (8, RT 3.4 min) are constitutional isomers with the same
m/z value of 181.07 [M+H]™, but they exhibit distinct fragmentation
patterns. Theophylline yields a fragment at m/z 124.0386 due to imid-
azole ring cleavage (—57 Da), whereas theobromine produces a frag-
ment at m/z 138.0672 from the combined loss of CO and CH3 (—43 Da).
Theacrine (9, RT 6.0 min) was identified by its molecular ion at m/z
225.0969 [M+H]", with characteristic fragment losses of a methyl
group (—15 Da) and CO + CHs (—43 Da). A similar fragmentation
pattern (—43 Da) was observed for caffeine (10, RT 6.5 min).
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Characteristic 'H NMR singlets at 8y 7.89 (theobromine) and 8y 7.87
(caffeine) confirmed their identities. Singlets for theophylline and
theacrine were also observed; theacrine was found in the pulp and seed
fractions, while theophylline appeared in all analyzed fractions. Com-
pounds 7, 8, and 10 have been reported in cacao and cupuacu seeds
(Balcazar-Zumaeta et al., 2023; Lo Coco et al., 2007), and are known for
their pharmacological properties (Lo Coco et al., 2007).

The ion detected at RT 7.3 min with m/z 577.1342 [M—H] was
attributed to procyanidin B1 (11), previously reported in T. cacao seeds
(Caligiani et al., 2010; Jean-Marie et al., 2022). The MS? fragment at
m/z 289.0684 results from cleavage of the lower interflavan bond,
yielding the (epi)catechin monomer (Rush et al., 2018). Additional retro
Diels-Alder (RDA) fragmentation generated the ion at m/z 425.08
(—152 Da), followed by water loss to yield a fragment at m/z 407.0764
(Oliveira et al., 2022).

The compound with m/z 381.1771 [M—H]" was assigned to 3-
methyl-1-butanol pentosyl-hexoside-1 (12), with a dominant MS? frag-
ment at m/z 249.1345 (100 %) resulting from pentose loss (—132 Da)
(Wei et al., 2021). The compound at RT 8.0 min with m/z 289.0684
[M—H] was identified as epicatechin (13), a widely distributed
flavan-3-ol. NMR data supported this identification, with signals at 8y
6.65 (d, J = 8.0 Hz) and 8y 6.84 (m) indicating an ortho/meta substi-
tution pattern in ring B, typical of a 3',4-dihydroxy configuration.

Additional glycosylated flavonoids included myricetin-3-O-arabino-
side (14, m/z 449.0695), quercetin-3-arabinopyranoside (15, m/z
433.0777 [M—H]), quercetin-3-O-rhamnoside (16, m/z 447.0907
[M—H]’), myricetin-3-O-rhamnoside (17, m/z 463.0872 [M—H]),
kaempferol-3-O-rhamnoside (18, m/z 431.0968 [M—H]"), and kaemp-
ferol-3-O-glucoside (19, m/z 447.0927 [M—H]"), all showing sugar loss
and generation of aglycone ions at m/z 316 (myricetin), m/z 300
(quercetin), and m/z 285 (kaempferol). In addition to glycosidic cleav-
age, RDA fragmentation of ring C was observed in compounds 15, 16,
and 18, generating fragments at m/z 255.0270 and m/z 255.0284. 'H
NMR assignments for flavonoids 15 to 19 are detailed in Table 2.
Furthermore, the compound at RT 19.1 min with m/z 285.0399 [M—H]"
was identified as kaempferol (20), confirmed by 'H NMR signals: two
doublets at 8y 6.80 (J = 8.5 Hz) and 8y 8.00 (J = 8.5 Hz), consistent with
an AA’BB’ system in ring B (Ren et al., 2012).

Additionally, the lignan secoisolariciresinol-9'-O-B-D-glucopyrano-
side (21, m/z 523.2147 [M—H]") was detected in all three fractions,
supported by THNMR signals at 5y 6.58 (d, J = 1.8 Hz) and &y 6.65 (d, J
= 8.0 Hz), correlating with ¢ 113.4 and 8¢ 122.4, respectively (Crispim
et al., 2025). In PFPe, a furanoid diterpenoid glycoside (22, RT 12.3
min) was identified with a molecular ion at m/z 521.2033 [M—H]", and
fragmentation at m/z 359.1468 due to hexose loss (—162 Da) (Xu et al.,
2017). At RT 16.3 min, the ion at m/z 371.1330 [M—H] was detected in
the pulp and seed fractions. The 'H NMR spectrum showed character-
istic signals of syringin (23): &y 3.81 (m), 6y 3.89 (s), and 6y 6.36 (d, J =
5.5 Hz), correlating with 8¢ 56.7, 8¢ 62.7, and 8¢ 130.8, respectively
(Qian et al., 2024).

Overall, the combined LC-HRMS and 1D/2D NMR analyses were
effective for the identification of metabolites in T. sylvestre fractions.
Notably, compounds 12, 21, 22, and 23 had not previously been re-
ported in Theobroma species.

3.3. Cytotoxic and antiproliferative assay

The phenolic fractions from the peel, pulp, and seeds of T. sylvestre
fruit were evaluated against human lung adenocarcinoma epithelial
cells (A549), human colorectal carcinoma cells (HCT-8), and human
umbilical vein endothelial cells (HUVEC). According to the cytotoxicity
classification proposed by Anywar et al. (2022) and the National Cancer
Institute (NCI), compounds with ICsg values < 20 pg/mL are considered
highly cytotoxic, those between 21 and 200 pg/mL moderately cyto-
toxic, and those between 201 and 500 pg/mL weakly cytotoxic. Evalu-
ation according to these criteria revealed that the samples exhibited a
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predominantly moderate cytotoxic profile across all evaluated cell lines,
both healthy and cancerous, with ICsy values ranging from 12.63 to
95.66 pg/mL (Fig. 3). Regarding the selectivity index (SD), T. sylvestre
extracts exhibited low overall selectivity, as SI values above 3 are
indicative of preferential cytotoxicity toward tumor cells. Notably, the
seed fraction showed relatively higher selectivity toward normal cells (e.
g., HUVEC), with SI values in the range of 0.5, suggesting increased
cytotoxicity to non-tumor cells (Granato et al., 2022) (Table 3).

Additionally, the fractions demonstrated relevant antiproliferative
activity, particularly the seed fraction, which showed the lowest GIsg
value against HUVEC cells (7.55 pg/mL). In contrast, the peel (Glso =
30.4 pg/mL) and pulp (GI5¢ = 26.7 pg/mL) fractions were more effective
against HCT-8 cancer cells.

Within the Malvaceae family, the species Sida santaremnensis H.
Monteiro also demonstrated significant antiproliferative activity,
attributed to the presence of the flavonoid kaempferol (20) (Marques
et al.,, 2021), a compound investigated as a therapeutic agent for he-
patocellular carcinoma due to its well-documented antitumor effects
(Guo et al., 2016; Huang et al., 2013). In the present study, kaempferol
was identified in all three fractions of T. sylvestre fruit, supporting the
cytotoxic effects observed in the tested cell lines. This same bioactive
constituent was previously identified in the phenolic fraction of
T. mariae flowers, which also exhibited antiproliferative activity against
both normal (HUVEC) and tumor (HepG2) cell lines (Silva et al., 2025).
Another relevant flavonoid, astragalin (19), a glycosylated derivative of
kaempferol, has also been widely recognized for its anticancer proper-
ties. Studies have shown that astragalin significantly inhibits the pro-
liferation of hepatocellular carcinoma cell lines (HepG2, Huh-7, and
H22) in in vitro assays (Li et al., 2017). The polyphenol procyanidin B1
(11), identified in the pulp and seed fractions of T. sylvestre, has been
associated with notable antitumor activity. Recent studies demonstrated
that oral administration of procyanidin B1 in murine models (15 mg/kg)
significantly inhibited tumor growth in HepG2 cells, achieving a tumor
inhibition rate of approximately 60 % without causing adverse meta-
bolic effects (Na et al., 2020). Another flavonoid, myricitrin (17),
detected in the peel and seed fractions of T. sylvestre, has demonstrated
significant antiproliferative effects by inhibiting VEGF-induced angio-
genesis in vascular endothelial cells and reducing tumor growth in vivo
in U251 glioblastoma xenograft models (Hu et al., 2020). Therefore, the
chemical profile of T. sylvestre fruit, particularly the presence of bioac-
tive compounds such as kaempferol, astragalin, procyanidin B1, and
myricitrin, may be directly associated with the observed cellular effects.
These findings open new avenues for future investigations into the
therapeutic potential of this Amazonian species.

4. Conclusion

A total of twenty-three compounds were identified in the phenolic
fractions of T. sylvestre, including methylxanthine alkaloids and both
free and glycosylated flavonoids, which have been previously reported
in other Theobroma species. Notably, four additional metabolites are
reported here for the first time in the genus: 3-methyl-1-butanol
pentosyl-hexoside-1, secoisolariciresinol-9-O-B-D-glucopyranoside, a
furanoid diterpenoid glycoside, and syringin. This finding suggests
unique chemical features of T. sylvestre. Furthermore, the samples
exhibited moderate cytotoxicity and relevant antiproliferative effects
against endothelial (HUVEC) and cancer cell lines (A549 and HCT-8).
These effects that are attributed to the presence of bioactive com-
pounds such as kaempferol, astragalin, procyanidin B1, and myricitrin,
reinforcing the therapeutic potential of this Amazonian species.
Collectively, these findings significantly advance the phytochemical
knowledge of T. sylvestre. They also provide a solid basis for future
studies focused on the quantification of bioactive compounds and the
evaluation of functional properties, ultimately contributing to its po-
tential pharmacological, nutraceutical, and biotechnological
applications.
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Fig. 3. Cytotoxicity assessment of PFPe (Phenolic Fraction of Peels); PFPu (Phenolic Fraction of Pulp) and PFS (Phenolic Fraction of Seeds) was performed on A549,
HCT8, and HUVEC cell lines. (A, D and G) ICsq: the concentration of the agent that reduces cell growth by 50 %. (B, E and H) Glsq: the agent concentration that
decreases growth by 50 % compared to untreated cells. (C, F and I) LCs¢: the agent concentration that causes a net reduction of 50 % of the cells relative to the initial

cell count at the beginning of treatment.

Table 3
ICs and Selectivity Index (SI) of the extracts PFPe, PFPu and PFS.
Samples ICso (pg GAE/mL) SI
HUVEC A549 HCT-8 HUVEC/A549 HUVEC/HCT-8
PFPe 60.01 95.66 59.50 0.62 1.01
PFPu 61.60 77.87 49.89 0.79 1.23
PFS 12.63 22.75 24.06 0.55 0.52

Notes: ICs is defined as the concentration of an agent that reduces cell growth
by 50 %, calculated when (T/C) x 100 = 50, where T is the cell count at
treatment time and C is the control cell count at the same time. The selectivity
index (SI) is determined by dividing the ICs, value for HUVEC cells by the ICsq
value for cancer cells. PFPe (Phenolic Fraction of Peels); PFPu (Phenolic Fraction
of Pulp) and PFS (Phenolic Fraction of Seeds).
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Abstract

Theobroma subincanum (cupui) is an Amazonian species with recognized nutritional and bioactive potential, although its
chemical composition and biological properties remain scarcely explored. This study characterized the chemical constituents
and evaluated the cytotoxic effects of hydroalcoholic extracts obtained from the peel, pulp, and seeds of T. subincanum
fruits. The extracts were analyzed by ultra-performance liquid chromatography coupled with quadrupole time-of-flight mass
spectrometry and nuclear magnetic resonance, and their cytotoxic and antiproliferative activities were assessed against cancer
(A549 and HCTS8) and normal (human umbilical vein endothelial cells) cell lines. The seeds exhibited the highest levels of
proteins, carbohydrates, and energy content, while the pulp and peel were rich in fatty acids such as palmitic and oleic acids.
The compounds theacrine, epicatechin, clovamide, and luteolin were identified in the extracts. Cytotoxicity assays indicated
moderate activity of the pulp extract against all tested cell lines (ICs, [inhibitory concentration that reduces cell viability by
50%]: 12.29-22.80 pg/mL), with higher selectivity toward cancer cells (selectivity index > 1). Overall, the findings highlight the
nutritional relevance of the seeds and the bioactive potential of the pulp, suggesting promising applications in the food industry.

Keywords: Malvaceae; cytotoxicity; phenolic fractions; NMR; nutritional analysis.

Practical Application: The cupui fruit shows potential for use in the food industry due to its nutritional and bioactive properties.

1 INTRODUCTION beans produce a honey-like byproduct rich in reducing sugars,
organic acids, and phenolic compounds, which contribute to its
antioxidant potential and distinctive nutritional and physicoche-
mical profile, highlighting its applicability in the food industry
(Rochaetal., 2025; Silva et al., 2014). Conversely, cupuagu seeds,
owing to their high lipid content, are commercially exploited for
butter and liqueur production, reinforcing their potential as a
substitute for cacao derivatives in confectionery and chocolate

industries (Benlloch-Tinoco et al., 2024; Bezerra et al., 2024).

The Amazon rainforest represents an invaluable reservoir
of biological diversity, remarkable for its wide variety of edible
fruits with distinctive flavors, as well as numerous unconventio-
nal food and medicinal plants. Although traditionally consumed
by riverine and local populations, many of these species remain
underexplored by both science and industry (Cruz et al., 2025).
Within this rich biodiversity, species of the Theobroma genus
(Malvaceae), such as cacao (Theobroma cacao L.) and cupuagu

(Theobroma grandiflorum (Willd. ex Spreng.) K. Schum.), stand
out for their recognized applications in the food, cosmetic, and
pharmaceutical sectors. In cacao processing, for instance, the

Unconventional food plants (UFPs) have emerged as pro-
mising resources for the 21st-century food industry, offering al-
ternative sources of nutrients, bioactive compounds, and natural
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ingredients with potential applications in food, pharmaceutical,
and cosmetic formulations (Ferreira et al., 2024). These plants
possess one or more edible parts, such as leaves, roots, fruits,
or flowers, and may be wild or cultivated, native or exotic.
They are typically absent from conventional diets, often due to
limited consumer awareness or cultural habits (Milido et al.,
2022). Among the lesser-known Theobroma species, Theobroma
sylvestre has recently gained attention for its nutritional and
pharmacological potential and is currently classified as a UFP
(Kinupp & Lorenzi, 2014; Mar et al., 2024). Studies have revealed
the presence of organic acids, amino acids, purine alkaloids,
proanthocyanidins, flavonoids, and glycosylated terpenoids in
this species, as well as antiproliferative activity associated with
these metabolites (Fonseca Junior et al., 2025).

Similarly, another underexplored Amazonian species is
Theobroma subincanum Mart., commonly known as “cupui”
or “macambillo” This species is native to South America and is
distributed in countries such as Peru, Colombia, Venezuela, and
the northern regions of Brazil (Amazonas, Acre, and Rondénia).
The fruits (Figure 1) are ellipsoid in shape, measuring approxi-
mately 7-11 cm in length and 5-6 cm in diameter. They have a
thick and resistant pericarp covered with an indumentum similar
to that of true cupuagu. The numerous seeds are oblong, about
2-2.5 cm long, and are surrounded by a whitish-yellow pulp
that is sweet and odorless (Lira et al., 2020). Although less com-
mercially exploited than cacao and cupuagu, this fruit is highly
appreciated by local communities and consumed fresh or used
in juices, refreshments, ice creams, liqueurs, and wines, owing
to its edible yellowish pulp (Figure 1A) with a distinctive flavor
and pronounced acidity (Lim, 2014; Lira et al., 2020; Martini et
al., 2008). The seeds of T. subincanum contain tocopherols, fatty
acids, and sterols distributed in their parts (embryo, tegument,
and endosperm), highlighting their potential as an alternative to
T. cacao in the production of chocolates and confectionery pro-
ducts (Bruni et al., 2002). Beyond its nutritional value, the species
has attracted scientific attention due to its potential as a source
of bioactive compounds (Febrianto & Zhu, 2022). However, its

physicochemical characteristics, proximate composition, chemi-
cal profile, and biological activities remain poorly characterized.

Therefore, this study aimed to investigate the chemical
composition and cytotoxic effects of extracts obtained from
the peel, pulp, and seeds of T. subincanum fruits. The extracts
were analyzed by ultra-performance liquid chromatography
coupled with quadrupole time-of-flight mass spectrometry
(UPLC-QToF/MS) and nuclear magnetic resonance (NMR)
spectroscopy. The cytotoxic and antiproliferative effects of the
extracts were assessed in cancer cell lines as well as in healthy
cells to evaluate selectivity.

1.1 Relevance of the work

This study performed the chemical characterization of phe-
nolic fractions from different parts of Theobroma subincanum
(cupui) fruit, together with the cytotoxicity assessment against
tumor and normal cells. The analysis of proximate composition,
fatty acid profile, and phenolic compounds identified potential
sources of nutrients and bioactive compounds for the food in-
dustry. These findings contribute to understanding the health
potential and safety of this unconventional food plant, promo-
ting the valorization of Brazilian biodiversity and encouraging
the development of new applications for native fruits.

2 MATERIALS AND METHODS

2.1 Standards, reagents, and solvents

Methanol, acetonitrile, and formic acid of HPLC grade
were obtained from Merck (Darmstadt, Germany). Distilled
water was purified using a Milli-Q water purification system
(Millipore, Bedford, MA, USA). The leucine enkephalin re-
ference solution was acquired from Waters Co. (Manchester,
UK). Analytical grade reference standards were obtained from
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) and used to prepare the

Figure 1. Theobroma subincanum Mart.: (A) Fruit pericarp; (B) Ripe cupui fruits, highlighting their morphological and phenotypic characteristics. Images taken in Manaus, Amazonas, Brazil.
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external calibration curves. All other reagents and solvents were
of analytical grade and commercially available.

2.2 Collection and preparation of fruit samples

Fruits of T. subincanum Mart. were collected in February
2023 near Manaus, Amazonas, Brazil (Ramal da Boa Esperan-
¢a, BR-174; 2°45'14.93"S, 60°2'22.47"W). Peel, pulp, and seeds
were freeze-dried and extracted with ethanol/water (8:2, v/v)
using an ultrasonic bath at room temperature for 30 min, re-
peated three times. Extracts were concentrated under ambient
conditions, yielding 14.14, 46.34, and 8.72% for peel, pulp,
and seed, respectively. Samples were defatted with hexane and
further fractionated on Strata X SPE cartridges (Phenomenex,
CA, USA), eluting sequentially with water and 100% methanol,
resulting in phenolic compound-enriched extracts from peel
(ECC), pulp (EPC), and seed (ESC). These extracts were used
for UPLC-QToF/MS and NMR analyses.

2.3 Proximate composition

The proximate composition of T. subincanum fruit parts
(peel, pulp, and seeds) was assessed using standard analytical
methods. Moisture content was determined by oven drying at
105 °C, ash by incineration at 550 °C, lipids by Soxhlet extrac-
tion with hexane for 8 h, and proteins by the classical Kjeldahl
method (Lutz, 2008). Carbohydrate content was estimated fol-
lowing the procedure of Ogunlaja et al. (2020). The total energy
value was calculated using the Equation 1 (Palmeira etal., 2019):

Energy (kcal) = 4 x (g of proteins + g of carbohydrates) (1)
+ 9 x (g of lipids)

2.4 Gas chromatography coupled with mass spectrometry
(GC-MS) analysis

Approximately 10 mg of lipid fractions (hexane extracts)
were dissolved in 0.25 mL of chloroform:methanol (2:1, v/v) and
mixed with 500 uL of 0.1 M NaOH in methanol. The mixture
was heated at 60 °C for 30 min to form fatty acid methyl esters
(FAME:s), and the reaction was stopped with 0.2 mL of distilled
water. FAMEs were extracted three times with 1 mL of GC-grade
hexane, and the pooled hexane layer was allowed to stand for
30 min. An aliquot of 1 mL was analyzed by GC-MS (Shimad-
zu Nexis GC2030—GCMS-QP2020 NX) with a split-splitless
injector. Separation was achieved on an SH-RTx-5Sil-MS co-
lumn (30 m x 0.25 mm, 0.25 pum) using helium as a carrier gas
(initial pressure 51.2 kPa). The temperature program started
at 40 °C, increased at 3 °C/min to 210 °C, and was held for 5
min, for a total run time of 60:09 min. Fatty acids were iden-
tified using the WILEY 275 and NIST 3.0 libraries. Analyses
were performed in triplicate, and results are reported as mean
relative peak area + standard deviation (Oliveira et al., 2025).

2.5 UPLC-QToF/MS analysis

Metabolite profiling of the extracts was conducted using a
Xevo' G2-XS QTof mass spectrometer (Waters Corp., Manches-
ter, UK) coupled to an Acquity H-Class UPLC system, operated
with MassLynx" software (v4.1). Chromatographic separation
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was performed on an Acquity UPLC BEH C18 reversed-phase
column (100 mm X 2.1 mm i.d., 1.7 mm particle size) maintained
at 40 £ 2 °C. The mobile phase consisted of 0.1% formic acid in
water (solvent A) and 0.1% formic acid in acetonitrile (solvent
B), delivered at a flow rate of 0.3 mL/min. The gradient elution
program was as follows (A:B, %): 0-15 min (98:2), 15-20 min
(80:20), 20-25 min (60:40), 25-27 min (2:98), 27-27.1 min
(98:2),and 27.1-30 min (98:2). The injection volume was 10 mL.
Mass spectrometric detection was performed in both negative
and positive electrospray ionization (ESI™ and ESI*) modes,
using a mass scan range of m/z 100-1500 and a scan time of
0.2 s. The ESI source parameters were set as follows: capillary
voltage, 3.0 kV; source temperature, 100 °C; desolvation tem-
perature, 250 °C; cone voltage, 30 V; cone gas flow, 50 L/h; and
desolvation gas flow, 700 L/h. Data were acquired in continuous
Mass Spectrometry at Elevated Energy continuum mode, with
low-energy scans at 6 eV and high-energy scans ramped from
20 to 35 eV over the 30-min run. Leucine enkephalin (m/z
554.2615 [M—-H]~ and m/z 556.2771 [M+H]*) was used as a
lock mass reference through the LockSpray™ system.

2.6 NMR analysis

Extracts of T. subincanum (peel, pulp, and seeds) were analy-
zed by NMR ('H, '"H-"CHSQC, and 'H-"CHMBC) onan 11.7
T spectrometer (Bruker Avance III HD 500, 13 MHz for 1H and
125.8 MHz for 13C, BBFO Plus SmartProbe™, New York, NY,
USA) at 298.0 K. Samples were dissolved in 550 mL of CD,0D
containing trimethylsilylpropanoic acid (purity = 99.0%) as an
internal reference (0 ppm). Spectra were processed and analyzed
using TopSpin™ software version 4.1.3 (Bruker’).

2.7 Cytotoxicity assay

The cytotoxic potential of the different fruit parts of T. su-
bincanum was assessed using the colorimetric MTT (3-[4,5-di-
methylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide) assay,
following the experimental conditions and methodological
procedures described by de Lima et al. (2024). Human cell lines
A549 (lung adenocarcinoma), HCT-8 (colorectal adenocarci-
noma), and human umbilical vein endothelial cells (HUVEC)
(umbilical vein endothelial) were obtained from the Banco de
Células do Rio de Janeiro (BCRJ, R]J, Brazil) and used in the in
vitro assays. The MTT reagent (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-
-2,5-diphenyltetrazolium bromide) is a yellow compound that
is enzymatically reduced by mitochondrial dehydrogenases to
form insoluble blue formazan crystals in metabolically active
cells (Geirnaert et al., 2017). Cells were cultured in Dulbecco’s
Modified Eagle Medium Ham-F12 medium supplemented with
10% (v/v) fetal bovine serum and 100 mg/mL penicillin, and
seeded into 96-well plates (100 mL per well) at densities of 1
x 10* cells/well for HCT-8 and 6 x 10 cells/well for HUVEC
and A549. After cell attachment, cultures were exposed for 48
h to serial concentrations (5, 10, 25, 50, and 100 mg/mL) of T.
subincanum fruit extracts. Subsequently, MTT solution (0.5
mg/mL) was added to each well, followed by incubation for an
additional 4 h at 37 °C. The resulting formazan crystals were
solubilized in 100 mL of dimethyl sulfoxide, and absorbance
was measured at 570 nm. The ICs, (inhibitory concentration
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that reduces cell viability by 50%), GIso (growth inhibition
concentration that suppresses proliferation by 50%), and LCso
(lethal concentration resulting in 50% cell death) values were
determined according to the procedures of Carmo et al. (2018;
2019). The selectivity index (SI) was calculated as the ratio
between the ICs, value for the non-tumor HUVEC line and the
ICs, for each cancer cell line. According to Carmo et al. (2019),
SI values greater than three are indicative of a high degree of
selectivity toward tumor cells.

2.8 Statistical analysis

Data are presented as mean * standard deviation. Statistical
differences were evaluated by one-way ANOVA followed by
Tukey’s test (p < 0.05). Analyses were performed using Minitab’
version 18.1 (State College, PA, USA).

3 RESULTS AND DISCUSSION

3.1 Physicochemical parameters and proximate
composition

Table 1 presents the physicochemical parameters of the
freeze-dried pulp, peel, and seeds of T. subincanum, highlighting
their nutritional potential. The high moisture content of the
pulp (83.61 g/100 g) contributes to the fruit’s succulent texture,
similar to that observed in mango, cacao, and blue cacao fruits
(Fonseca Junior et al., 2025; Nguyen et al., 2025). The peel
and seeds exhibited the highest ash levels, suggesting a greater
concentration of inorganic minerals. In food matrices, ash pri-
marily represents the inorganic residue remaining after complete
combustion, consisting mainly of elements such as calcium,
phosphorus, potassium, and trace minerals. These elements play
essential physiological roles, including bone formation, muscle
contraction, and oxygen transport (Alzahrani et al., 2017). These
findings indicate that the peel and seeds could serve as potential
sources of dietary minerals, contributing to nutritional value
and functional food applications (Edo et al., 2023).

Cupui seeds showed the highest protein (10.88 * 0.59 g)
and carbohydrate (75.01 + 0.68 g) contents compared with the
pulp and peel (p < 0.05). This nutritional pattern aligns with
that of other Theobroma species, including T. cacao (cocoa), T.

bicolor (macambo), T. grandiflorum (cupuagu), and T. sylvestre
(blue cacao), whose seeds are typically rich in lipids and car-
bohydrates, whereas the pulp contains higher levels of soluble
sugars and fibers (Benlloch-Tinoco et al., 2024; Fonseca Junior
et al., 2025).

The high energy content of the seeds (360.69 + 0.36 kcal)
reinforces their potential as ingredients in energy-dense foods
or functional formulations. Previous studies have shown that
Theobroma seeds are traditionally recognized for their high
energy and protein content, supporting the present findings
(Araujo et al., 2021). It is important to note that fruit compo-
sition can vary depending on seasonality, region of collection,
and processing methods, suggesting that further studies on
vitamins, fiber fractions, and detailed lipid profiles are warranted
to fully characterize the nutritional and functional potential of
T. subincanum.

3.2 Fatty acid profile of lipid fractions

Esterified fatty acid profiles of the pulp, seed, and peel of T.
subincanum were analyzed by gas chromatography coupled with
mass spectrometry (GC-MS), allowing the identification of five
major compounds. Results are expressed as relative peak areas (%).

The pulp showed the highest proportion of total FAMEs
(91.68%), followed by the peel (71.23%) and the seeds (47.58%).
In all parts of the fruit, palmitic, linoleic, and stearic acids were
detected, with a predominance of palmitic acid in the peel
(24.43%) and pulp (15.34%). This finding suggests that these
tissues may serve as potential sources of saturated fatty acids.
Similar profiles have been reported for T. subincanum from
Ecuador (Bruni et al., 2000).

Linoleic acid, an essential polyunsaturated fatty acid kno-
wn for its anti-inflammatory and cardioprotective effects, was
also identified in the peel, further supporting its nutritional
and medicinal relevance. Elaidic acid (a trans fatty acid) was
detected in the pulp (46.75%) and peel (12.44%) but was absent
in the seeds, indicating that the latter may be more suitable
for direct consumption. Comparable results were reported by
Bruni et al. (2002). Given that high intake of trans fatty acids is
associated with cardiovascular risk (Mozaffarian et al., 2006),
their presence in the pulp should be carefully considered when
developing food products. In contrast, the seeds, free of elaidic

Table 1. Physicochemical parameters, proximate composition (g/100 g of dry matter) and energy (kcal/100 g of dry matter) of pulp, seed, and

peel of T. subincanum (cupui)*.

Parameters Pulp Seed Peel

pH 3.47 +0.06 — —
°Brix 14.43 + 0.40 — —
Moisture 83.61 = 0.20° 8.76 £ 0.13¢ 76.37 £ 0.52°
Ash 0.55 £ 0.01¢ 3.45 + 0.04° 1.16 + 0.04°
Lipids 0.05 + 0.00° 1.90 + 0.00* 0.04 + 0.00¢
Proteins 1.20 £ 0.31¢ 10.88 + 0.59* 4.47 +0.22°
Carbohydrates 14.58 + 0.20¢ 75.01 £ 0.68* 17.96 + 0.69°
Energy 63.59 + 0.79¢ 360.69 = 0.36° 90.06 + 1.92°

*Mean =* standard deviation. Identical letters indicate that there is no statistically significant difference, according to the Tukey test.
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acid, appear more suitable for direct consumption or use in
food formulations. These results emphasize the importance of
a detailed lipid profile analysis for T. subincanum fruit extracts,
both to highlight their nutritional and bioactive potential and
to ensure safety in food and nutraceutical applications.

3.3 Chemical description

The chemical profile of T subincanum fruit extracts was
characterized by LC-HRMS and one- and two-dimensional
NMR spectroscopy (‘H, HSQC, and HMBC), allowing the iden-
tification of six constituents (Table 2) supported by comparison

with literature data.

Tryptophan (1) was detected exclusively in the pulp extract
(EPC), with characteristic signals atd, 7.18 (s, H-8) and d,, 7.35

(sl, H-6). In the HSQC spectrum, these protons correlated with
carbons at d_ 108.3 (C-7) and d 111.2 (C-6), respectively. The
occurrence of this amino acid, both in free form and protein-
-bound, has previously been reported in cocoa beans from diffe-
rent origins (Bertazzo etal., 2011) and in the fruits of T. sylvestre
(Fonseca Junior etal., 2025). In addition, Theacrine (2), a purine
alkaloid reported in Theobroma and Herrania species (Fonseca
Janior et al., 2025; Hammerstone Jr. et al., 1994), was identified
in both peel (ECC) and pulp (EPC) extracts. The molecular ion
at m/z 225.0980 [M+H]* and fragments at m/z 210.0756 and
168.0771 are typical of methylated xanthines. Methyl hydrogen
signalsatd,; 3.23-d, 3.66, correlating with carbons atd . 28.2-d.
31.7 ppm, together with HMBC correlations to C-2 (d_ 152.2)
and C-4 (d_ 136.5), confirmed the structure.

Table 2. Compounds in T. subincanum extracts identified by UPLC-QToF/MS and NMR. ECC: peel, EPC: pulp, ESC: seed.

Compounds

Precursor ion

Fragmentations

1 3 13 3
No (;i) (m/z) d I({II;_IIE)P m dp:mm Samples References
(Chemical formula) [M-H]/[M+H]" (m/z)
146.0588,  7.18 (s, H-8), _
Tryptophan 205.0961 188.0700 7.35 1083 (C7), (Fonseca Junior etal,
1 4.48 111.2 (C-6), EPC
(C.H N.O) [M+H]* 127.8 (C-2) 2025)
nrzE 2y 118.0628 (sl, H-6) ! !
152.2 (C-2),
136.5 (C-4),
3.44 (s,3H), 99.0(C-5),
210.0756 153.5 (C-6),
Theacrine 225.0980 3.56 (s, 3H,), 150.5(C-8), ECC (Hammerstone Jr. et
2 5.93 [M+H]* 168.0771 29.2 (CH3— al.,, 1994; Wang et al,,
(C,H,,N,0,) 3.23 (s, 3H), 1),30.6 EPC 2010)
153.0536 (CH,-3),
3.66 (s, 3H). 28.2 (CH3_
7),31.7
(CH,-9).
592(d,J =
2.3 Hz, H-6),
B 95.2 (C-6), (Febrianto & Zhu,
3 7.84 2[8131?1?1:]%1 245.0157 253.81?12((11)-1]—8_) 94.7 (C-8), ESC 2022; Huang et al.,
Epicatechin ’ ? > 115.5(C-5), 2021)
6.80 (d, ] =
(C15H14O6) 8.0 Hz, H-5').
254.9837 —
222.0416 ESC (Barros et al., 2016;
4 9.57 Clovamide 358'096? — Febrianto & Zhu,
[M-H] 178.0534 EPC 2022)
(C18H17NO7)
135.0459
Hypolaetin-8-O- 301.0389 — —
b-D-glucoronide ) ESC
5 11.51 3"-0O-sulfate 557.0275 2549837 (Febrianto & Zhu,
(C,H,0,89) [M-HJ EPC 2022; Moita, 2019)
175.0255
254.9837 — —
Luteolin 285.0462 ESC (Sanchez-Rabaneda
6 17.36 L] 175.0285 et al. 2003)
(C,H,,0) EPC "
133.0315
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The MS spectrum of epicatechin (m/z 289.0731 [M-H]")
exhibited typical fragment ions at m/z 245.0157, confirming
retro-Diels—Alder cleavage of the flavan-3-ol skeleton. In the 'H
NMR spectrum, doublets atd,; 5.92 (J=2.3 Hz) and d,; 5.84 (J =
2.3 Hz) of ring A and at d,, 6.80 (J = 8.0 Hz) of ring B supported
its identification (Huang et al., 2021). Epicatechin (3) was pre-
viously reported in the beans of T. grandiflorum, T. bicolor, and
T. subincanum (Febrianto & Zhu, 2022). Similarly, clovamide
(4) and hypolaetin-8-O-p-D-glucuronide 3"-O-sulfate (5) were
detected in the seed and pulp extracts of T. subincanum and have
also been reported in the beans of T. grandiflorum, T. bicolor, and
T. subincanum (Febrianto & Zhu, 2022), reinforcing the chemical
similarity among members of this genus. The flavone luteolin
(6) was identified by its molecular ion at m/z 285.0462 [M-H]"
(Sanchez-Rabaneda et al., 2003). T. cacao is also characterized by
the presence of luteolin (Benlloch-Tinoco et al., 2024), which has
been associated with antioxidant and anti-inflammatory activi-
ties (Tian et al., 2021). Taken together, these findings highlight
that T. subincanum is a promising source of antioxidant phenolic
compounds, supporting its potential use in the development of
functional foods and nutraceutical formulations.

3.4 Cytotoxic and antiproliferative effects

The extracts obtained from the pulp, seeds, and peel of T.
subincanum fruits were evaluated for cytotoxicity against lung
adenocarcinoma epithelial cells (A549), human colon carcinoma
cells (HCT8), and HUVEC. According to the cytotoxicity classifi-
cation proposed by Anywar et al. (2022) and the National Cancer

Institute (NCI), the seed and peel extracts showed no cytotoxic ac-
tivity toward any of the tested cell lines, including both healthy and
cancerous cells, with ICs, values above 100 mg/mL (Figure 2). This
absence of cytotoxicity indicates that these fractions are safe and
suitable for potential food or nutraceutical applications. In con-
trast, the pulp extract exhibited moderate cytotoxicity toward
both cancerous (A549 and HCT8) and healthy (HUVEC) cells,
with ICs, values ranging from 12.29 to 22.80 mg/mL. Although
the SI values were below the threshold of three, indicating low
selectivity for tumor cells, the pulp extract showed slightly
higher activity against cancer cell lines compared to normal
endothelial cells (SI > 1) (Granato et al., 2022) (Table 3).
These findings suggest that, while the pulp exhibits moderate
bioactivity, the seed and peel extracts demonstrate promising
profiles of biocompatibility and safety, reinforcing their potential
as functional ingredients or sources of bioactive compounds in
food formulations.

Compared to the peel and seeds, the cupui pulp exhibited
the highest capacity to inhibit cell growth, with Gls, values
ranging from 10.32 to 11.66 mg/mL, an effect also reported for
another species of the genus, T. sylvestre (Fonseca Junior et al.,
2025). Notably, it was the only fruit fraction to exert a lethal
effect at a concentration of 23.46 mg/mL in both healthy and
cancerous cell lines. In the present study, clovamide was iden-
tified in the pulp extract of T. subincanum, a compound widely
associated with antioxidant, anti-inflammatory, neuroprotecti-
ve, antiplatelet, and anticancer activities (Kolodziejczyk-Czepas,
2024). Luteolin, also detected, has been shown to inhibit the

Figure 2. Cytotoxicity assessment of ESC (seed extract of Cupui), ECC (peel extract of Cupui), and EPC (pulp extract of Cupui) was performed
on A549, HCTS8, and HUVEC cell lines. (A, D, and G) IC,; the concentration of the agent that reduces cell growth by 50%. (B, E, and H) GL
the agent concentration that decreases growth by 50% compared to untreated cells. (C, F, and I) LC, : the agent concentration that causes a net
reduction of 50% of the cells relative to the initial cell count at the beginning of treatment.
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Table 3. IC,, and selectivity index (SI) of the extracts ESC (seed extract of Cupui), ECC (peel extract of Cupui), and EPC (pulp extract of Cupui)*.

IC,, (mg GAE/mL) SI
Samples
HUVEC A549 HCT-8 HUVEC/A549 HUVEC/HCT-8
ESC > 100 > 100 >100 1 1
ECC > 100 > 100 > 100 1 1
EPC 22.80 14.35 14.29 1.59 1.60

*IC,, represents the concentration of an agent needed to decrease cell growth by 50%, determined when (T/C) x 100 = 50. Here, T is the cell count at the time of treatment, and C is the
cell count in the control group at the same moment. The selectivity index (SI) is calculated by comparing the IC,  in healthy HUVEC cells to the IC, in cancer cells, offering insight into

the agent’s potential to selectively target cancer cells over healthy ones.

growth of human prostate tumors (Pratheeshkumar et al., 2012).
These findings indicate the potential of T. subincanum pulp as a
source of bioactive compounds for food applications.

4 CONCLUSION

The study concludes that the different parts of the T. subin-
canum fruit present distinct chemical and biological profiles.
The seeds stand out for their high nutritional value, being rich
in proteins and carbohydrates, which makes them a promising
ingredient for the food industry. The peel and pulp are sources
of fatty acids and phenolic compounds, such as theacrine and
epicatechin. From a biological perspective, the pulp was the
only part that showed significant cytotoxic activity, albeit with
low selectivity between cancerous and normal cells, indicating
the need for further studies to ensure its safe application. The
presence of elaidic acid in the pulp also warrants attention in
future research. Overall, the results highlight the potential of T.
subincanum as a source of nutrients and bioactive compounds,
reinforcing the importance of exploring Amazonian biodiversity
for food and technological applications.
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