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RESUMO 

As florestas tropicais úmidas, como a Amazônia, abrigam inúmeras espécies vegetais de 

interesse para as indústrias alimentícia e farmacêutica, com potencial para impulsionar o 

desenvolvimento científico, tecnológico e econômico da região. Entretanto, espécies 

como Theobroma bicolor (macambo), Theobroma subincanum (cupuí) e Theobroma 

sylvestre (cacau-azul), pertencentes à família Malvaceae e classificadas como Plantas 

Alimentícias Não Convencionais (PANC), ainda são pouco exploradas e carecem de 

estudos detalhados sobre sua composição química e seu valor nutricional. Nesse contexto, 

este trabalho teve como objetivo investigar a composição centesimal, o perfil químico de 

compostos bioativos e o potencial citotóxico dos frutos (cascas, polpas e sementes) de 

espécies amazônicas do gênero Theobroma. Os extratos de cacau-azul, cupuí e macambo 

foram obtidos por maceração à frio em banho ultrassônico. A composição centesimal 

(umidade, proteínas, lipídios, carboidratos e cinzas) foi determinada para as diferentes 

partes dos frutos in natura. O perfil químico foi avaliado por técnicas espectroscópicas e 

cromatográficas, e os ensaios de citotoxicidade foram realizados frente às linhagens 

tumorais A549 e HCT-8 e às células endoteliais HUVEC. O fruto de T. sylvestre (cacau-

azul) apresentou parâmetros físico-químicos compatíveis com padrões de derivados de 

cacau, destacando-se as sementes, com elevados teores de proteínas, carboidratos e valor 

energético (144,13 kcal/100 g). Foram identificados 23 metabólitos, incluindo 

flavonoides e metilxantinas, sendo quatro relatados pela primeira vez no gênero 

Theobroma: 3-metil-1-butanol-pentosil-hexosídeo-1, secoisolariciresinol-9′-O-β-D-

glucopiranosídeo, um glicosídeo diterpenoide furanoide e siringina. Os extratos 

apresentaram citotoxicidade moderada e atividade antiproliferativa relevante contra as 

linhagens A549, HCT-8 e HUVEC. Em T. subincanum (cupuí), as sementes apresentaram 

elevados teores de proteínas, carboidratos e valor energético (360,69 kcal/100 g). A 

análise do perfil lipídico revelou a presença de ácidos graxos como palmítico e linoleico 

nas diferentes partes do fruto, além de ácido elaídico na polpa e na casca. Foram 

identificados seis constituintes, incluindo triptofano, o alcaloide teacrina e flavonoides 

como epicatequina, clovamida e luteolina, evidenciando similaridade química entre 

espécies do gênero. Para T. bicolor (macambo), a composição centesimal indicou as 

sementes com elevado teor energético (377,40 kcal/100 g) e predominância de 

carboidratos, enquanto o perfil lipídico mostrou altos teores de ácidos graxos saturados, 

especialmente derivados dos ácidos palmítico e esteárico. A caracterização química 

revelou compostos como ácido oleico, ácido fórmico, triptofano e as metilxantinas 

teofilina e teobromina. Nos ensaios de citotoxicidade, os extratos apresentaram atividade 

moderada e efeitos antiproliferativos, com maior inibição 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 

contribuições ampliam o conhecimento fitoquímico sobre o gênero Theobroma e 

evidenciam o potencial de aproveitamento sustentável dessas espécies amazônicas no 

desenvolvimento de alimentos funcionais, ingredientes nutracêuticos e aplicações 

biotecnológicas. 

Palavras-chave: Theobroma bicolor, Theobroma subincanum, Theobroma sylvestre, 

compostos fenólicos, 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 (cupuí), 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, 

cupuí, 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-β-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 T. subincanum (cupuí), 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 T. 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. INTRODUÇÃO 

A crescente busca pela diversidade de frutas está ligada ao seu papel 

indispensável em uma dieta saudável, pois estas são fontes ricas de vitaminas, minerais, 

fibras e compostos bioativos, cujos benefícios significativos atuam na prevenção de 

inúmeras doenças (Carrillo-Perdomo et al., 2015; Charoenkiatkul; Thiyajai; Judprasong, 

2016; Pinheiro et al., 2024; Zhao et al., 2023). Assim, o consumo diário e regular oferece 

ao indivíduo quantidades substanciais de micronutrientes, fibras, antioxidantes e 

compostos fitoquímicos que atuam na prevenção de doenças crônicas, como câncer e 

infarto (Angelino et al., 2019; Baraldi et al., 2025). 

Entre os constituintes químicos das frutas, destacam-se os compostos 

fenólicos, oriundos do metabolismo secundário. Considerados antioxidantes naturais, eles 

protegem múltiplos órgãos contra a oxidação e exercem ações farmacológicas, como as 

atividades anti-inflamatória e neuroprotetora (Ramos et al., 2015; Silva et al., 2023a; 

Stefanucci et al., 2020). Embora as frutas mais consumidas sejam cultivadas em larga 

escala, há potencial para frutas consumidas localmente que são menos conhecidas e que 

podem se mostrar benéficas quando investigadas (Rodrigues; Silva; Brito, 2018). 

Nos últimos anos, a busca e utilização de frutas nativas, como as frutas 

amazônicas, têm apresentado uma tendência 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 gênero Theobroma. Entretanto, poucos são os relatos científicos publicados 

relacionados à diferentes desse gênero, bem como sua caracterização química, 

propriedades biológicas e farmacológicas, manejo pós-colheita e/ou dados experimentais 

direcionados a sua utilização na área de alimentos (Quijano; Pino, 2009; Mar et al., 2024; 

Soleri; Cleveland, 2007). 

Sendo assim, o presente trabalho objetivou a caracterização química e 

avaliação do potencial citotóxico de extratos obtidos das cascas, polpas e sementes de três 

espécies do gênero Theobroma: Theobroma bicolor (macambo), Theobroma subincanum 

(cupuí) e Theobroma sylvestre (cacau-azul), visando contribuir para o conhecimento 

científico da química deste gênero e gerar subsídios para o desenvolvimento de produtos 

alimentícios alternativos ao cacau. 
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2. OBJETIVOS 

2.1 GERAL 

Estudar a composição química, nutricional e propriedades citotóxicas dos 

frutos (cascas, polpas e sementes) de Theobroma bicolor, Theobroma subincanum e 

Theobroma sylvestre. 

2.2 ESPECÍFICOS 

• Determinar a composição centesimal (umidade, proteínas, lipídios, carboidratos e 

cinzas) dos frutos (cascas, polpas e sementes) de Theobroma spp.; 

• Identificar os compostos presentes nas frações lipídicas desses frutos por CG-MS; 

• Analisar a citotoxicidade dos extratos desses frutos frente às células A549, HCT-

8 e HUVEC; 

• Obter frações ricas em metilxantinas e compostos fenólicos dos extratos dos frutos 

de Theobroma spp. por Sistema de Extração em Fase Sólida; 

• Caracterizar os compostos majoritários desses frutos por RMN e UPLC-

QToF/MS. 

 

 



16 
 

3. REVISÃO DA LITERATURA 

3.1 ALIMENTOS FUNCIONAIS E ESTILO DE VIDA 

Um estilo de vida saudável constitui um sistema multifatorial, que 

compreende a prática regular de atividade física, a manutenção do bem-estar mental, 

hábitos adequados de higiene, escolhas alimentares balanceadas e a abstinência do uso 

recreativo de substâncias nocivas (Szakály et al., 2012). Nos últimos anos, a sociedade 

tornou-se cada vez mais consciente da íntima relação entre saúde e alimentação. Isso 

ocorre porque o estilo de vida de um indivíduo, incluindo seus hábitos alimentares, 

influencia rotineiramente sua longevidade (Chen, 2011; Gutiérrez-Domingo; Vivas, 

2025) (Figura 1). Como resultado, observa-se uma mudança no comportamento do 

consumidor de hoje, caracterizada por um maior cuidado a saúde e uma atenção criteriosa 

ao perfil nutricional dos alimentos que consomem (Özenoğlu et al., 2024; Szakály et al., 

2012). 

Figura 1 - Representação de um estilo de vida saudável, destacando a prática de 

atividade física associada ao consumo de alimentos naturais e hidratação adequada, 

elementos fundamentais para a promoção da saúde e bem-estar físico e metabólico. 

 
Fonte: Freepik (2025) 
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Entre as diversas categorias de alimentos atualmente, tem-se em ascensão os 

alimentos funcionais, pois hoje os alimentos não se destinam apenas em satisfazer a fome 

e a fornecer os nutrientes necessários ao indivíduo, mas também a prevenir doenças 

relacionadas à nutrição e melhorar o bem-estar físico e mental dos consumidores 

(Menrad, 2003; Obayomi et al., 2026). Conforme Siró et al. (2008), um alimento só pode 

ser considerado funcional se, além de seu efeito nutricional básico, tiver um efeito 

benéfico sobre uma ou mais funções do corpo humano, seja melhorando a condição física 

geral e/ou reduzindo o risco de progressão de doenças. A quantidade e a forma do 

alimento funcional devem ser as esperadas normalmente para fins dietéticos. Portanto, 

não deve estar na forma de um comprimido ou cápsula, mas semelhante a um alimento 

convencional (Diplock et al., 1999). 

Com base nos estudos de Souza et al. (2023), o mercado de alimentos 

funcionais é o setor que rapidamente tem crescido no mercado alimentar global, atingindo 

300 milhões de dólares em 2017, e acima de 440 milhões de dólares em 2022, sendo, 

portanto, uma tendência desafiadora para a indústria de alimentos. Países como China, 

Estados Unidos, Coreia do Sul e Japão — reconhecido como pioneiro no 

desenvolvimento desses produtos — estão liderando uma corrida tecnológica emergente 

no setor de alimentos funcionais marinhos. Esses constituem uma fonte ainda 

subexplorada de compostos bioativos, como peptídeos, polissacarídeos, carotenoides e 

ácidos graxos como ômega-3, cujos efeitos benéficos à saúde já são evidenciados (Guo 

et al., 2026). 

Entre os alimentos funcionais promissores, as Plantas Alimentícias Não 

Convencionais (PANC) da região amazônica emergem como um grupo destaque, pois 

apresentam compostos bioativos, como ácidos fenólicos e flavonoides, e outros 

compostos nutracêuticos, com índices acima dos alimentos convencionais (Silva et al., 

2021). Sua oferta em mercados locais não somente se dá pelo fruto in natura, mas também 

nota-se seu uso em subprodutos, como em bebidas (licores, sucos), geleias, doces, 

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

3.2 PLANTAS ALIMENTÍCIAS NÃO CONVENCIONAIS (PANC) COMO 

ALIMENTO FUNCIONAL 

No Brasil, o acrônimo PANC foi criado pelo professor e biólogo Valdely 

Ferreira Kinupp, em 2008, com o intuito de referir-se às plantas que possuem uma ou 

mais partes comestíveis, sendo elas espontâneas ou cultivadas, nativas ou exóticas, que 
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não estão incluídas no cardápio cotidiano (Kinupp; Barros, 2004). Eram anteriormente 

conhecidas como plantas daninhas, silvestres, inços ou mato devido à falta de 

conhecimento e ao desuso pela maior parte da população. Contudo, essas são espécies 

que podem ter importância biológica, nutricional e econômica 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 culinários, descritas na literatura estão 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 avaliação da produção e 

propriedades sensoriais de iogurtes com extratos de pétalas de Rosa damascena 

(Rosaceae) e Centaurea cyanus L. (Asteraceae), ambas flores comestíveis ricas em 

antocianinas. Outra espécie muito utilizada na culinária brasileira e também catalogada 

como PANC é Viola x wittrockiana (híbrido) conhecida como amor-perfeito. Suas flores 

são particularmente exploradas, pois apresentam alto valor nutricional e também são ricas 

em compostos bioativos, como flavonoides e antocianinas (Kinupp; Lorenzi, 2014; Orr, 

2011). Folhas de Pereskia aculeata Miller (ora-pro-nóbis), conhecidas pelo alto teor de 

compostos fenólicos e mucilagem, que conferem propriedades antioxidantes e 

emulsificantes, são utilizadas no preparo de hambúrgueres à base de proteína de soja 

(Oliveira et al., 2026).  Já suas sementes, que apresentam baixo teor lipídico e são fonte 

de açúcares como arabinofuranose, arabinopiranose e ramnopiranose, são largamente 

empregadas na produção de pães, destacando-se como uma planta alimentar não 

convencional de múltiplas aplicações (Lira et al., 2023; Martinevski et al., 2013). 

No Brasil, ainda existem poucos trabalhos científicos e divulgação a respeito 

de PANC. As principais famílias botânicas amplamente utilizadas em aplicações 

alimentícias estão Lamiaceae, Rutaceae, Piperaceae e Malvaceae, pois são fontes de 

nutrientes como carboidratos, proteínas, aminoácidos, lipídios, além de compostos 

bioativos e fitoquímicos, que exercem ação terapêutica e são empregados também em 

nutracêuticos. Na família Malvaceae estão catalogadas como PANC algumas espécies dos 

gêneros Ceiba, Hibiscus, Malviscus e Theobroma. Cálices e folhas de Hibiscus sabdariffa 

L. têm sido muito utilizadas na indústria alimentícia para a produção geleias, molhos, 

bebidas instantâneas e infusões com intuito ao apelo sensorial dos pratos tradicionais e 

criação de novas receitas (Mariutti et al., 2021; Mendonça et al., 2023). Já no gênero 

Theobroma, a polpa de cupuaçu (Theobroma grandiflorum (Willd. ex Spreng.) K.Schum), 

por exemplo, é amplamente utilizada na região amazônica para a elaboração 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 Júnior et al., 2025; Ipiranga; Souza; Fonseca Júnior, 

2022; Vriesmann; Silveira; Petkowicz, 2010). 

3.3 FAMÍLIA MALVACEAE A. JUSS 

A família Malvaceae A. Juss, pertencente à ordem denominada Malvales e 

proposta por Jussieu em 1789, sendo constituída por 252 gêneros e cerca de 4.330 

espécies, encontra-se distribuída em zonas temperadas, subtropicais e tropicais na África, 

Ásia e Europa, incluindo países como China, Índia, Ásia Central, Mediterrâneo, América 

do Sul e México (Le Péchon; Gigord, 2014; Sharifi‐Rad et al., 2020). No Brasil, existem 

73 gêneros e 791 espécies, das quais 7 e 422, respetivamente, são endêmicas (Silva; 

Gallão; Arruda, 2023). 

As plantas da família Malvaceae podem ser encontradas na forma de ervas, 

arbustos, com folhas em disposição 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 são de 

tonalidade rosadas e roxas, e Hibiscus arnottianus (hibiscus-de-flor-branca) e Sida 

rhombifolia L. (guanxuma) de coloração brancas (Mar et al., 2020; Pires et al., 2023; 

Silva et al., 2023b). Muitas espécies da família são famosas por serem cultivadas como 

plantas ornamentais, como as dos gêneros Malva e Hibiscus, e também presentes em fins 

paisagísticos 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 algodão (Gossypium spp.) e a cola (Cola 

spp.) como exemplos notórios, algumas espécies pertencentes à família Malvaceae são 

reconhecidas como PANC (Bayer; Kubitzki, 2003; Milião et al., 2022). 

Algumas PANC da família, presentes no país, estão a sumaúma (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 são plantas 

nativas, exóticas, cultivadas ou silvestres que permanecem desconhecidas ou 

subutilizadas pela maioria da população brasileira (Costa et al., 2023). Geralmente, as 

PANC destacam-se como rica fonte de nutrientes, como vitaminas, minerais e fibras, além 

de possuírem propriedades anti-inflamatórias e antioxidantes (Bezerra; Brito, 2020; 
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Folharini et al., 2019). Por isso, folhas, flores e sementes dessas espécies são empregados 

como ingredientes no preparo de saladas, bolos, geleia e chás, conforme apresentado na 

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

Tabela 1 - PANC da família Malvaceae empregadas em pratos culinários. 

Espécie 
Nome 

Popular 

Parte da 

Planta  

Prato 

Culinário 
Referência 

Ceiba pentandra 

(L.) Gaertn 
Sumaúma Semente Amendoim 

(Baraniak; Kania-

Dobrowolska, 

2023) 

Corchorus 

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

Hibiscus 

sabdariffa L. 
Vinagreira Folhas Bebidas 

(Mendonça et al., 

2021) 

Malva nicaeensis 

All. e Lavatera 

cretica L. 

Malva-branca 

e Malva-alta 
Folhas 

Saladas 

frescas e 

cozidas 

(Basheer et al., 

2021; Ben-Simchon 

et al., 2019) 

Malvaviscus 

arboreus Cav. 
Malvavisco Flores 

Salada fresca, 

geleia e 

xarope 

(Kaisoon et al., 

2011; Lim, 2014) 

Sterculia 

lychnophora 

Hance 

Noz-de-malva Noz Biscoitos (Toan; Chi, 2022) 

 

Atualmente, na região amazônica, do ponto de vista econômico, destaca-se o 

gênero Theobroma dentro da família Malvaceae. O gênero abriga 22 espécies, sendo nove 

delas nativas da região. O cacaueiro (Theobroma cacao L.), cujas sementes são utilizadas 

na fabricação do chocolate, é uma espécie notável contendo o alcaloide estimulante 

teobromina como constituinte ativo de seu fruto. As sementes do cacaueiro também são 

ricas em compostos fenólicos, incluindo as catequinas (flavan-3-óis), antocianinas e 

proantocianidinas, polifenóis com propriedades antioxidantes (Kim; Lee; Lee, 2011; 

Yañez et al., 2021). Entretanto, observa-se que outras espécies dentro desse gênero ainda 

carecem de estudos científicos sobre a sua composição, especialmente as PANC. 
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3.4 GÊNERO Theobroma spp. 

Charles de L'Ecluse, o humanista, médico e botânico foi o primeiro a citar o 

cacau na literatura botânica como Cacao fructus; onde em 1737, o taxonomista sueco 

Carl von Linné (Linneu) descreveu-o como Theobroma fructus. Porém, em 1753, o 

próprio Linneu propôs o nome específico de Theobroma cacao, que permanece até hoje. 

Dessa forma, o nome científico do gênero Theobroma, com a tradução de 'Theo' 

significando deuses e 'broma' referindo-se a comida, é adequadamente interpretado como 

"alimento dos deuses" (Modeste et al., 2017; Souza et al., 2018). 

Dentre as 22 espécies do gênero Theobroma, o cacau (Theobroma cacao L.) 

é o mais comercializado mundialmente. As sementes de T. cacao têm sido utilizadas, ao 

longo dos últimos séculos, como ingrediente na produção de chocolates e demais 

produtos alimentícios (Kongor et al., 2016). Ela é reconhecida por ser fonte de polifenóis, 

flavonoides, catequinas, procianidinas, aminoácidos, polipeptídeos e oligopeptídeos que 

estão relacionadas com efeitos psicoestimulantes, anti-inflamatórios, anticancerígenos, 

antidiabéticos e antioxidantes da espécie (Aprotosoaie; Luca; Miron, 2016; Kim et al., 

2014; León-Perez et al., 2019; Mar et al., 2024). 

O cenário econômico global da cadeia do cacau é marcado por seu alto valor 

de mercado, projetando um crescimento significativo de US$ 106 bilhões, em 2017, para 

US$ 190 bilhões até 2026 (Voora; Bermúdez; Larrea, 2019). Esta expansão impacta 

positivamente a rentabilidade ao longo da cadeia produtiva, que tem como base a 

agricultura familiar. A produção mundial é predominantemente sustentada por pequenos 

agricultores da América Latina, África e Ásia, responsáveis pelo abastecimento do 

mercado internacional (Agência Agrária de Notícias, 2024).  

O gênero Theobroma apresenta ampla distribuição nas regiões tropicais, 

ocorrendo desde a África Ocidental equatorial até as Américas e a Ásia. Sua maior 

concentração, entretanto, encontra-se nas áreas equatoriais da América do Sul, 

especialmente no Brasil. Além disso, o gênero também está presente nas Américas 

Central, Norte e nas Índias Ocidentais e em regiões tropicais da Ásia, conforme ilustrado 

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

 
Fonte: www.gbif.org 

 

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

Theobroma apresentam ações biológicas já descritas, como a ação antioxidante, anti-

inflamatória e citotoxicidade, conforme observado na Tabela 2. A ação antioxidante, 

especialmente atribuída aos compostos fenólicos presentes, não apenas ressalta sua 

importância na preservação da integridade celular, mas também sugere o potencial desses 

elementos vegetais como fontes naturais de compostos bioativos, especialmente dos 

demais frutos do gênero que ainda são pouco conhecidos, como cacau-azul (Theobroma 

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

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

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

Tabela 2 - Espécies de Theobroma com estudos químicos, biológicos e farmacológicos. 

Espécie 
Nome 

Popular 

Parte 

da 

Planta 

Extrato/Fração 
Estudos 

farmacológicos 
Referência 

Theobroma 

bicolor 

Humb. & 

Bonpl 

Macambo Sementes 
Extratos aquoso e 

etanólico 

Atividade 

antioxidante 

(Torres et 

al., 2002) 

Theobroma 

cacao L. 
Cacau 

Sementes 

e folhas 
Extratos aquosos 

Atividade 

antioxidante 

(Osman; 

Nasarudin; 

Lee, 2004) 
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Theobroma 

cacao L. 
Sementes 

Extrato 

hidroalcóolico 

Atividade anti-

inflamatória 

(Ramiro et 

al., 2005) 

Theobroma 

grandiflorum 

Willd. ex 

Spreng. 

Cupuaçú 
Polpa e 

sementes 
- 

Atividade 

antioxidante 

(Pugliese et 

al., 2013) 

Theobroma 

mariae 

(Mart.) K. 

Schum. 

Cacau-

jacaré 
Flores 

Extrato 

hidroetanólico 
Citotoxicidade 

(Silva et al., 

2025) 

Theobroma 

speciosum 

Willd. ex 

Spreng. 

Cacauí Flores Extrato aquoso 
Atividade 

antioxidante 

(Mar et al., 

2021)  

Theobroma 

subincanum 

Mart. 

Cupuí Sementes 
Frações 

metanólicas 

Atividade 

antioxidante 

(Bruni et al., 

2002) 

Theobroma 

sylvestre 

Mart. 

Cacau-

azul 

Casca, 

polpa e 

sementes 

Extrato 

hidroetanólico 
Citotoxicidade 

(Fonseca 

Júnior et al., 

2025) 

Atualmente, o mercado de produtos relacionados ao chocolate demanda em 

larga escala da produção de T. cacao. Entretanto, a sustentabilidade de T. cacao é 

desafiada por alguns fatores, como as mudanças climáticas, pragas e doenças, além do 

desmatamento (Ingram et al., 2018). Portanto, alternativas na substituição ao cacau 

surgem ao conhecer o potencial dos frutos das demais espécies do gênero. 

3.4.1 Frutos de Theobroma spp. 

Os frutos de Theobroma spp. apresentam cheiro e sabor agradáveis e são 

utilizados na fabricação de sucos, gelatinas, sorvetes, licores, marmeladas e outros 

produtos na indústria de alimentos (González et al., 2016; Rogez et al., 2004). 

As árvores de Theobroma spp. são penerifólias e caulifloras, isto é, seus frutos 

e flores brotam no tronco (Figueroa-Hernández et al., 2019). Os seus frutos são alongados 
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com ou sem sulcos na superfície (pericarpo) e coloração variada dependendo da espécie. 

O mesocarpo (polpa) geralmente é carnoso e adocicado, amarelo ou branco, com mais de 

10 sementes (amêndoas) por fruto, conforme ilustrado na Figura 3. Mundialmente, as 

sementes torradas de T. bicolor e T. grandiflorum são largamente empregadas na produção 

de chocolate, em substituição ao T. cacao, e localmente estão presentes em doces e 

cosméticos, visto que suas composições químicas são afins (Motamayor et al., 2013). 

Figura 3 - Mesocarpo e sementes de frutos de Theobroma subincanum (A), Theobroma 

bicolor (B) e Theobroma sylvestre (C). 

 

Fonte: Própria (2023) 

 

3.4.2 Composição Química de Theobroma spp. 

A família Malvaceae contém várias classes de compostos, especialmente 

Theobroma spp., entre as quais estão alcaloides, ácidos orgânicos, flavonoides e seus 

derivados. Além das classes de compostos mencionadas, há muitos estudos relatando a 

presença de substâncias da classe dos fenilpropanoides e derivados, bem como demais 

compostos fenólicos, classe essa de valor considerável, visto que tem sido associada a 



25 
 

vários efeitos promotores da saúde, como a prevenção de diferentes tipos de câncer e 

doenças coronarianas (Perez-Vizcaino; Fraga, 2018). 

Os alcaloides, oriundos do metabolismo especial (secundário) de vegetais, 

apresentam como função primária a proteção da espécie contra herbívoros e organismos 

patogênicos (Huang et al., 2021). Alguns alcaloides purínicos (pseudoalcaloides) (Figura 

4) foram isolados de espécies do gênero Theobroma (Tabela 3). Dos diferentes tipos de 

pseudoalcaloides, Theobroma apresenta em sua composição as metilxantinas comuns 

como cafeína, teobromina e teacrina, encontrados especialmente em sementes e folhas de 

diferentes espécies do gênero. Os alcaloides purínicos são metabólitos secundários 

provenientes de nucleotídeos 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 conteúdo de 

alcaloides purínicos por cromatografia líquida de alta eficiência, em sementes e folhas de 

onze espécies de Theobroma, e constataram que o ácido 1,3,7,9-tetrametilúrico (teacrina) 

foi o principal alcaloide purínico presente nas amostras. Traços de teofilina não foram 

detectadas nas amostras do estudo. 

Figura 4 - Alcaloides purínicos encontrados em espécies de Theobroma: Cafeína (A), 

Teobromina (B) e Teacrina (C). 

 

Os fenilpropanoides, obtidos a partir da desaminação da L-fenilalanina, são 

fitoquímicos não essenciais para a sobrevivência dos vegetais, sendo assim classificados 

como compostos secundários (JONES, 1984). Nos últimos anos, a atenção dada a classe 

deve-se às substâncias presentes que desempenham ação farmacológica como 

antioxidante (Vladimir-Knežević et al., 2012), filtro UV (Takshak; Agrawal, 2019), anti-

inflamatório (Cunha et al., 2019), cicatrizante (Ambrosone et al., 2014) e agentes 

antifúngicos (Raut et al., 2014) e anticâncer (Gao; Gao; Zhu, 2019). O gênero Theobroma 

contém duas classes principais de fenilpropanoides, isto é, o ácido cinâmico e derivados 

de tocoferol (Tabela 3). Dois derivados comuns do ácido cinâmico, ácido p-cumárico e 
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ácido cafeico, e dois derivados do ácido cinâmico contendo ácido quínico, ácido p-

cumaroilquínico e ácido clorogênico, foram isolados das folhas de T. 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 T. 

bicolor, T. cacao e T. grandiflorum. Em outro estudo, Bruni et al. (2002) isolaram quatro 

tipos de tocoferol, α, β, γ e δ tocoferol, das sementes de Theobroma subincanum. 

Febrianto e Zhu (2022) detectaram o derivado de ácido fenólico clovamida em grãos de 

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

Os flavonoides são uma importante classe de produtos naturais encontrados 

em frutas, legumes e algumas bebidas. Eles apresentam uma estrutura polifenólica e são 

conhecidos por serem sintetizados em locais específicos do vegetal e, principalmente, 

responsáveis pela cor e aroma de flores, a polinização e dispersão de sementes e esporos, 

além do desenvolvimento de algumas mudas (Griesbach, 2010). Os flavonoides da 

família Malvaceae abrangem flavonas, flavonóis e seus derivados (Tabela 3 e Figura 5). 

Os flavonóis simples como catequina e epicatequina foram encontrados em feijão de T. 

cacao por Quiroz-Reyes e Aguilar-Méndez, (2022) e sementes de T. grandiflorum por 

Oliveira, Rogero e Genovese (2015). Ramos-Escudero et al. (2021) isolaram a 

procianidina (proantocianidina) em feijão de T. cacao e Pugliese et al. (2013) obtiveram 

a flavona vitexina em sementes de T. grandiflorum. Os derivados glicosídeos de flavonas, 

como hipoletina, quercetina e isoscutelareína estão distribuídos em sementes e flores de 

espécies do gênero Theobroma (Febrianto; Zhu, 2022a; Mar et al., 2021; Pugliese et al., 

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

Grupo Compostos Fonte (parte da planta) Referências 

Ácidos orgânicos 

Ácido oxálico (1) T. cacao (pericarpo) Pérez-Mora; Jorrin-Novo; Melgarejo (2018) 

Ácido cítrico (2) 

T. bicolor (pericarpo) 

T. cacao (pericarpo) 

T. grandiflorum (sementes; 

casca) 

T. speciosum (flores) 

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

Andrade et al. (2022); Mar et al. (2021) 

Ácido málico (3) 

T. bicolor (pericarpo) 

T. cacao (pericarpo) 

T. grandiflorum (casca) 

T. speciosum (flores) 

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

et al. (2021) 

Flavonoides 

Catequina (4) 
T. cacao (feijões) 

T. grandiflorum (sementes) 

Quiroz-Reyes e Aguilar-Méndez (2022); Andrade 

et al. (2022); Oliveira et al. (2015) 

Epicatequina (5) 
T. cacao (feijões) 

T. grandiflorum (sementes) 

Quiroz-Reyes e Aguilar-Méndez (2022); Andrade 

et al. (2022) 

Procianidina (6) T. cacao (feijões) Ramos-Escudero et al. (2021) 

Vitexina (apigenina-8-C-

glucosídeo) (7) 
T. grandiflorum (sementes) Pugliese et al. (2013) 

Hipoletina 8-O-β-D-

glucuronídeo (8) 

T. grandiflorum (sementes) 

T. subincanum (sementes) 
Pugliese et al. (2013); Febrianto e Zhu (2022) 

Quercetina 3-O-pentosídeo (9) T. grandiflorum (sementes) Pugliese et al. (2013) 

Isoscutelareína 8-O-β-D-

glucuronídeo (10) 
T. grandiflorum (sementes) Pugliese et al. (2013) 

Quercetina 3-O-glicosídeo (11) T. speciosum (flores) Mar et al. (2021) 

Alcaloides Cafeína (12) 

T. angustifolium (sementes) 

T. bicolor (sementes; folhas) 

T. cacao (sementes; folhas) 

T. grandiflorum (folhas) 

Hammerstone (1994); Ashihara (1999); Marx e 

Maia (1991); Dozier; Kim e Russell (2020) 
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T. mammosum (folhas) 

T. simiarum (folhas) 

T. speciosum (folhas) 

Teobromina (13) 

T. angustifolium (sementes) 

T. bicolor (folhas) 

T. cacao (sementes; folhas) 

T. grandiflorum (sementes) 

T. mammosum (sementes) 

T. mariae (sementes) 

T. speciosum (sementes) 

Hammerstone (1994); Marx e Maia (1991); 

Dozier; Kim e Russell (2020) 

Teacrina (14) 

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) 

Compostos fenólicos 

(Fenilpropanoides) 

Ácido p-cumárico (15) 

T. bicolor (sementes; 

pericarpo) 

T. cacao (sementes; folhas; 

pericarpo) 

T. grandiflorum (sementes; 

folhas; pericarpo) 

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

Ácido cafeico (16) 

T. bicolor (sementes; 

pericarpo) 

T. cacao (sementes; folhas; 

pericarpo) 

T. grandiflorum (folhas) 

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

Ácido p-cumaroilquínico (17) T. cacao (folhas) Jalal e Collin (1977) 

Ácido clorogênico (18) T. bicolor (pericarpo) Jalal e Collin (1977); Tauchen et al. (2016) 
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T. cacao (folhas) 

T. grandiflorum (sementes; 

folhas; pericarpo) 

α-tocoferol (19) T. subincanum (sementes) Bruni et al. (2002) 

β-tocoferol (20) T. subincanum (sementes) Bruni et al. (2002) 

γ-tocoferol (21) T. subincanum (sementes) Bruni et al. (2002) 

δ-tocoferol (22) T. subincanum (sementes) Bruni et al. (2002) 

Clovamida (23) 

T. bicolor (feijões) 

T. grandiflorum (feijões) 

T. subincanum (feijões) 

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

Em estudos acerca da composição nutricional do gênero Theobroma, as 

sementes de T. cacao (cacau) têm sido destaque ao longo dos últimos quinze anos 

(Afoakwa et al., 2011; Bertazzo et al., 2011). Bertazzo et al. (2011) determinaram que sua 

composição aproximada apresenta entre 32–39% de água, 30–32% de gordura, 10–15% 

de proteínas, 5–6% de polifenóis, 4–6% de amido, 4–6% de pentosanos, 2–3% de 

celulose, 2–3% de sacarose, 1–2% de teobromina, 1% de ácidos e 1% de cafeína. Pereira 

et al. (2017) observaram que a polpa branco-amarelada do cupuaçu (T. grandiflorum), 

assim como a casca, são ricas fontes de fibra e amido, destacando-se ainda pela presença 

de polissacarídeos complexos, como a pectina (Falcão et al., 2022; Salgado et al., 2011; 

Vriesmann; Silveira; Petkowicz, 2009). Contudo, pouco se sabe sobre a composição de 

polpas e frutos das demais espécies de Theobroma. 

Entre os principais minerais presentes no gênero estão K e Mg, como 

macrominerais, e Fe, Cu, P e Zn (microminerais) (Oliveira; Genovese, 2013). Quanto a 

composição de lipídios, as sementes de T. cacao, por exemplo, apresentam 95% de 

triacilgliceróis, 2% de diacilgliceróis, < 1% de monoacilgliceróis, 1% de lipídios polares 

e 1% de ácidos graxos livres (como porcentagens de lipídios) (Biehl; Ziegleder, 2003). 

Os principais ácidos graxos predominantes na manteiga de cacau são saturados (esteárico; 

18:0, 35% e palmítico; 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 composição de ácido graxo presente na polpa de 

cupuaçu compreende em 34% de ácido esteárico e 25% de ácido palmítico, seguido dos 

demais poli-insaturados. Sendo assim, essa diversidade nutricional destaca o cacau, o 

cupuaçu e outras espécies do gênero Theobroma como fontes de macromoléculas e 

bioativos (potenciais ingredientes) valiosos para diversas indústrias, incluindo 

alimentícia, cosmética, farmacêutica, entre outras (Rocha; Silva; Rodrigues, 2024). 

 

3.5 Theobroma bicolor Humb. & Bonpl. 

Conforme Ayovi (2021), a espécie Theobroma bicolor é 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 é de 

fácil adaptação local e sua polpa é naturalmente utilizada na produção de gelados pelo 

sabor agridoce característico e suas sementes são empregadas, quando torradas, na 
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produção de chocolate, além de alguns locais as utilizarem na produção 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 é uma espécie nativa da 

América tropical. Sendo distribuída pela bacia amazônica, sua presença percorre desde o 

México até o Brasil, bem como países vizinhos, como o Peru, Equador, Colômbia e 

Bolívia. 

Ayovi (2021) afirma que a espécie T. bicolor ainda é pouco difundida, com 

limitado conhecimento, o que desestimula o seu plantio em larga escala, sendo apenas 

cultivada em nível regional por processos de domesticação e tecnificação (Hernández; 

Hernández, 2012). Entretanto, alguns autores já apresentam alternativas de incentivo para 

seu uso na culinária. 

Quinteros et al. (2018) desenvolveram estudos com o macambo gerando uma 

pasta alimentícia do fruto mediante a torrefação das sementes, a fim de realizar uma 

investigação sensorial acerca do produto alimentício, conforme as metodologias de 

produção. Semelhantemente, Díaz e Hernández (2020) desenvolveram uma cobertura de 

chocolate a partir do mesmo fruto, que redundou na constatação de teores de gordura e 

mineral semelhante ao do comercial. Contudo, Ayovi (2021) afirma que, comercialmente, 

o macambo é uma das espécies menos utilizadas do gênero Theobroma na gastronomia, 

isso ao se considerar o uso da T. 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), não haver relatos da mesma ter sido utilizada em escala industrial. 

3.6 Theobroma subincanum Mart. 

A espécie Theobroma subincanum é uma pequena árvore subtropical presente 

nas florestas da América Central e do Sul (compreendendo desde a Venezuela, Guiana 

Francesa até a bacia amazônica), onde suas sementes são utilizadas pelos nativos para 

alimentação (consumidos em fruta seca e em polpa) e forragem. Comparada às demais 

espécies do gênero, T. subincanum possui ainda escassez de estudos químicos e 

farmacológicos (Moita, 2019).  

Lira et al. (2020) destacam que a mesma é conhecida como cacau-silvestre, 

ou cupuí, e suas sementes (Figura 7) possuem maior tamanho, com tegumentos lenhosos 

e resistentes, sendo mais espessos que os de T. cacao (cacau), e menor importância 

econômica que este e o conhecido cupuaçu (T. grandiflorum). Contudo, o fruto é bastante 

apreciado pela população local. Eles são coletados para consumo in natura na forma de 

sucos e são comercializados em feiras regionais. As sementes (amêndoas) também são 

comestíveis e proporcionam um chocolate de razoável qualidade. 

Figura 7 - Fruto de Theobroma subincanum. 

  
Fonte: Fonseca Junior et al. (2026) 

Embora o cupuí seja consumido como fruto, ainda há escassez de estudos 

sobre sua composição. Nesse contexto, torna-se necessária a realização de pesquisas 

voltadas à caracterização físico-química e à composição centesimal de seus frutos, 

complementando investigações como a de Moita (2019), que realizou um estudo de 
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metabolômica global das cascas e das sementes de Theobroma grandiflorum e Theobroma 

cacao. 

Novas pesquisas voltadas aos estudos analíticos e quantitativos de T. 

subincanum podem ampliar o conhecimento sobre a espécie e favorecer seu 

aproveitamento no desenvolvimento de novos produtos, especialmente em razão de seu 

pH ácido e do moderado teor de sólidos solúveis. Entretanto, pouco é o seu destaque, já 

que, com valores de açúcares totais e proteínas similares aos de outras frutas, a espécie 

não apresenta um forte diferencial (Lira et al., 2020). 

O estudo de Moita (2019) mostrou-se promissor ao identificar na espécie a 

presença de flavonoides glucoronídeos, como isoscutelareína-8-O-β-D-glucoronídeo 

(Figura 8), hipoleatina-8-O-β-D- glucoronídeo, hipoleatina 3”-metil éter 8-O-β-D-

glucoronídeo e hipoleatina-8-O-β-D- glucoronídeo 3”-O-sulfato. A ação antioxidante 

desses compostos contra o radical livre DPPH e por peroxidação lipídica foi previamente 

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

Figura 8 - Estrutura da Isoscutelareína-8-O-β-D-glucoronídeo. 

  

Moita (2019) descreveu o perfil espectrométrico de T. subincanum, 

comprovando uma semelhança com a T. grandiflorum. Assim, o trabalho de Moita (2019) 

agregou valor às cascas dos frutos de tal espécie, resíduos descartados e recorrentes na 

região amazônica. 

3.7 Theobroma sylvestre Mart. 

Entre as espécies do gênero Theobroma, poucas informações podem ser 

consolidadas em pesquisas publicadas a respeito da espécie Theobroma sylvestre Mart. 

(cacau-azul), sendo raramente atuais. Não foram encontradas as informações de dados 

fitoquímicos e estudos farmacológicos na literatura. 
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Faria, Lemes e Gribel (2001) informam que o fruto da espécie é popularmente 

conhecido como cacauí, também denominado aos frutos de outra espécie do mesmo 

gênero, Theobroma speciosum Willd, apresentando sabor característico e interesse 

econômico pelo consumo. Os autores buscaram compreender a variabilidade genética 

dessa espécie, a fim de fornecer subsídios para o incremento na produção 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 variação 

em diâmetro dos seus galhos. Os autores destacaram que a sua madeira possui alto valor 

econômico, sendo utilizada em construção civil, na produção de lâminas folheadas e 

móveis em geral. 

O banco de dados do museu nacional de história natural dos Estados Unidos, 

EOL, dispõe que T. sylvestre é uma árvore nativa do Pantanal, Amazônia, Mata Atlântica 

e com forte presença nos estados Acre e Pará. Essa espécie, segundo o banco de dados, 

cresce, naturalmente, às margens do rio.  

A carência de dados sobre o uso popular e a constituição química de T. 

sylvestre sublinha uma lacuna significativa na ciência. Portanto, justifica-se a necessidade 

de estudos fitoquímicos e farmacológicos para essa espécie, cujos achados inéditos 

possuem potencial para aplicação biotecnológica e geração de propriedade intelectual. 

3.8 PATENTES DE Theobroma spp.  

A análise dos depósitos de patentes diretamente associadas ao gênero 

Theobroma evidencia o interesse de indústrias e centros de Pesquisa & Desenvolvimento 

(P&D) em diversas áreas. Os principais focos tecnológicos identificados incluem: 

tecnologia de alimentos, especialmente para produtos derivados do cacau; indústrias 

farmacêutica e cosmética; biotecnologia e engenharia genética; métodos de cultivo, como 

hibridização e polinização artificial; e o desenvolvimento de formulações para bebidas. 

Nota-se um destaque particular aos frutos cupuaçu (T. grandiflorum) e cacau (T. cacao), 

conforme observado na Tabela 4. 
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Tabela 4 - Análise do panorama de Propriedade Intelectual para aplicações das espécies 

do gênero Theobroma. 

Título Aplicação Número País Referência 

Produtos 

alimentícios, 

ingredientes, 

processos e 

usos 

A presente invenção 

prevê o uso do 

extrato ou polpa de 

plantas do gênero 

Theobroma 

(principalmente 

cacau) como 

ingrediente em 

produtos 

alimentícios, 

especialmente em 

produtos de 

confeitaria. 

AU2018382579B2 Austrália 

(Festring; 

Kuschel; 

Vieira, 

2018) 

Manteiga 

vegetal de 

triglicerídeos 

de cadeia 

média 

A invenção situa-se 

no campo das 

necessidades 

humanas, mais 

especificamente de 

composições 

alimentares, e 

apresenta em sua 

composição 

triglicerídeos de 

cadeia média. 

BR102019021218A2 Brasil 

(Sabará; 

Dean 

Junior, 

2019) 

Formulações 

de chocolate 

com 

propriedades 

funcionais 

A presente invenção 

refere-se a 

substâncias bioativas 

do cacau e a métodos 

para concentrar 

extrações. A invenção 

refere-se também a 

formulações, 

preparações 

farmacêuticas, 

preparações 

nutricionais e 

suplementos 

alimentares extraídos 

de materiais 

alimentares. 

WO2007062206A2 
 

OMPI 
(PCT) 

(Martin, 

2007) 

Composição 

para a 

produção de 

manteiga de 

O modelo de 

utilidade divulga a 

manteiga de cacau (T. 

cacao) e seu método 

de produção, que 

PH22018000886U1 Filipinas 

(Lobaton; 

Pabelona, 

2018) 
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cacau 

(Theobroma) 

utiliza o grão de 

cacau como principal 

componente do 

produto e mel, óleo 

vegetal e leite fresco 

com baixo teor de 

gordura como 

ingredientes. 

Extrato das 

cascas dos 

grãos de T. 

cacao para o 

controle da 

rosácea e da 

vermelhidão 

da pele. 

A presente invenção 

refere-se, em 

particular, a um 

extrato de cascas de 

grãos de cacau ou a 

uma composição 

cosmética ou 

dermatológica que 

compreenda o 

referido extrato para 

a prevenção e/ou 

tratamento da 

rosácea. 

CA3098361A1 

FR3080767A1 

Canadá 

França 

(Aries; 

Poigny, 

2019) 

 

É crítica a ausência de informações quanto ao patenteamento de insumos 

agroflorestais desse gênero entre os países que abrangem a floresta amazônica, como Peru, 

Colômbia, Venezuela, Bolívia e Equador, com exceção do Brasil. Tal lacuna poderia 

impulsionar investimentos e a bioeconomia da região. Dentre as patentes relacionadas a 

Theobroma spp., apenas 26 (aproximadamente 86%) correspondem à tecnologia de 

alimentos, enquanto 13,7% estão relacionadas a outras áreas tecnológicas que utilizam as 

mesmas espécies, movimentando o mercado e os recursos financeiros associados a essa 

biodiversidade (Fonseca Júnior et al., 2025). 

Considerando o potencial das Plantas Alimentícias Não Convencionais 

(PANCs) de espécies amazônicas para a tecnologia de alimentos, o presente estudo visa 

contribuir com informações que viabilizem o aproveitamento das diferentes partes 

(cascas, polpas e sementes) dos frutos de macambo, cupuí e cacau-azul (espécies de 

Theobroma). Para isso, foram investigados os perfis de citotoxicidade dessas espécies, 

bem como realizada a caracterização de seus constituintes químicos. 

Dessa forma, os capítulos a seguir apresentam estudos referentes às referidas 

espécies, abordando suas caracterizações químicas, composição centesimal e perfis de 

citotoxicidade. 

.   
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CARACTERIZAÇÃO QUÍMICA, PERFIL NUTRICIONAL E 

POTENCIAL DE CITOTOXICIDADE DOS FRUTOS DE Theobroma 

sylvestre Mart. DA AMAZÔNIA. 
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Resumo 

Theobroma sylvestre Mart. (Malvaceae) é uma espécie nativa da região amazônica que 

permanece pouco estudada. Este artigo apresenta o perfil nutricional e a caracterização 

química das frações fenólicas obtidas dos frutos dessa espécie. A polpa apresentou 

parâmetros físico-químicos em conformidade com a legislação brasileira para o suco do 

cacau, evidenciando seu potencial para aplicações alimentícias. As análises por LC-

HRMS e RMN de 1D/2D permitiram a identificação de 23 metabólitos, dentre esses estão 

os alcaloides purínicos teofilina (7), teobromina (8), teacrina (9) e cafeína (10). Além 

disso, diversos flavonoides foram identificados, como epicatequina (13), guaijaverina 

(15), quercitrina (16), miricitrina (17), astragalina (19) e kaempferol (20). As frações 

fenólicas demonstraram citotoxicidade moderada e efeito antiproliferativo frente às 

linhagens celulares tumorais (A549 e HCT-8) e endoteliais do tipo HUVEC, com valores 
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de IC50 variando entre 12,63 e 95,66 μg/mL. A fração das sementes apresentou maior 

atividade antiproliferativa, especialmente frente as células HUVEC (GI50 = 7,55 µg/mL). 

A presença de compostos bioativos nas frações pode estar associada ao efeito 

antiproliferativo observado frente a linhagens celulares analisadas, e reforça o potencial 

terapêutico da espécie. Este estudo estabelece bases sólidas para a continuidade do estudo 

químico e farmacológico de T. sylvestre. 

 

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

Citotoxicidade. 

 

INTRODUÇÃO 

O gênero Theobroma, pertencente à família Malvaceae, compreende 

aproximadamente 200 gêneros e mais de 4000 espécies distribuídas em regiões tropicais 

com destaque para as Américas, África e Ásia (Jardim Botânico do Rio de Janeiro, 2025). 

Dentro dessa família, diversas espécies possuem grande importância econômica no 

Brasil, como Theobroma cacao L. (cacau) e Theobroma grandiflorum (Willd. ex Spreng.) 

K. Schum. (cupuaçu). Essas plantas são nativas de regiões equatoriais da América do Sul 

e amplamente utilizadas nas indústrias alimentícia, cosmética e farmacêutica (Velasquez-

Vasconez et al., 2025; Zapata-Alvarez et al., 2024). Entre as espécies com aplicações 

promissoras destacam-se T. grandiflorum, T. bicolor e T. subincanum. A polpa do fruto 

de T. grandiflorum, notadamente rica em pectina, é amplamente empregada pela indústria 

alimentícia na produção 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 são utilizadas na formulação de sorvetes e licores, em razão da 

presença de compostos voláteis aromáticos e de componentes nutricionais com potencial 

para aplicações inovadoras na indústria de alimentos  (Silva et al., 2024; Febrianto; Zhu, 

2022; Lim, 2014). Além do seu valor econômico e nutricional, esse gênero tem despertado 

interesse científico em virtude do seu uso por populações locais do norte do Brasil. Um 

exemplo, é T. cacao, tradicionalmente utilizada por comunidades amazônicas no 

tratamento de distúrbios hepáticos e osteomusculares (Giorgetti et al., 2007). O 

reconhecimento do seu potencial terapêutico tem motivado a investigação de compostos 

bioativos presentes em seus extratos, incluindo ácidos fenólicos, terpenoides, 

procianidinas, flavonoides (livres e glicosilados), além de alcaloides e aminoácidos 
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(Nwonuma et al., 2023; Patil et al., 2022). Esses metabólitos têm sido associados a efeitos 

farmacológicos relevantes, como atividade antioxidante (Nwonuma et al., 2023; Patil et 

al., 2022) e ação citotóxica seletiva contra células tumorais (Patil et al., 2022). Nesse 

contexto, a fração fenólica extraída das flores da espécie T. mariae demonstrou atividade 

antiproliferativa em ensaios in vitro (Silva et al., 2025). Tal propriedade foi atribuída à 

presença de flavonoides como hiperosídeo, guaijaverina, astragalina, juglanina e 

kaempferol (Silva et al., 2025). 

Apesar da diversidade e do potencial biotecnológico do gênero, Theobroma 

sylvestre Mart. (Figura 9), popularmente conhecida como “cacau-azul” permanece pouco 

estudada. Nativa da região amazônica, essa espécie ocorre em áreas de terra firme e nas 

margens de rios nos estados do Amazonas, Acre e Pará (Brazil) (Jardim Botânico do Rio 

de Janeiro, 2025). As sementes de T. sylvestre são ricas em ácidos graxos e têm sido 

apontadas como uma potencial alternativa à manteiga de cacau (Gilabert-Escrivá et al., 

2002). Embora espécies como T. cacao, T. speciosum e T. subincanum serem usadas na 

medicina tradicional por comunidades amazônicas (Giorgetti; Negri; Rodrigues, 2007), 

ainda não há registros na literatura científica do uso popular nem sobre a caracterização 

química de T. sylvestre. Esse fato evidencia uma lacuna relevante, que justifica a 

realização de estudos fitoquímicos e farmacológicos sobre a espécie. 

Nesse contexto, o presente estudo teve como objetivo identificar os principais 

constituintes químicos das frações obtidas a partir de extratos hidroetanólicos da casca, 

polpa e sementes dos frutos de T. sylvestre. Para tanto, foram empregadas técnicas 

analíticas avançadas, incluindo cromatografia líquida de alta eficiência acoplada à 

espectrometria de massas com analisador de tempo de voo quadrupolo (HPLC-QToF 

/MS) e espectroscopia de ressonância magnética nuclear (RMN). Além disso, os efeitos 

antiproliferativos e citotóxicos dessas frações foram avaliados em linhagens celulares 

cancerosas e 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 características morfológicas e coloração. Imagens registradas em 

Manaus, Amazonas - Brasil. 

 

 

MATERIAIS E MÉTODOS 

MATERIAIS, NORMAS E SOLVENTES 

Metanol, acetonitrila e ácido fórmico grau HPLC foram obtidos da Merck 

(Darmstadt, Alemanha). A água destilada foi purificada utilizando um sistema de 

purificação de água Milli-Q (Millipore, Bedford, MA, EUA). A solução de referência de 

leucina-encefalina foi adquirida da Waters Co. (Manchester, Reino Unido). Padrões de 

referência de grau analítico foram obtidos da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA) e 

utilizados para a preparação das curvas de calibração externa. Todos os outros reagentes 

e solventes empregados são de grau analítico e comercialmente disponíveis. 

 

COLETA E PREPARAÇÃO DE AMOSTRAS DE FRUTAS 

Frutos de T. sylvestre foram coletados em março 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 Herbário da 

Universidade Federal do Amazonas (HUAM) sob o número de acesso 6056. Os 

componentes do fruto – casca, polpa e sementes – foram separados manualmente e 

posteriormente liofilizados. Os materiais secos foram extraídos utilizando uma solução 

hidroetanólica (etanol/água, 8:2 v/v; 20 mL) em banho ultrassônico (modelo SSBuc-6L, 

Mylabor, São Paulo, Brasil) à temperatura ambiente por 30 min, repetido três vezes 

(Carrion et al., 2013). Os extratos resultantes foram concentrados por evaporação do 

solvente sob capela de exaustão à temperatura ambiente. Os rendimentos de extração dos 
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extratos hidroetanólicos foram de 14,17% para a casca, 53,78% para a polpa e 18,50% 

para as sementes. Os extratos concentrados foram desengordurados por partição líquido-

líquido com hexano e, posteriormente, submetidos à extração em fase sólida (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 água ultrapura (H2O UP). A 

eluição sequencial foi realizada com água e, em seguida, com metanol a 100%. Após a 

remoção do solvente, foram obtidas três frações fenólicas: PFPe (fração fenólica da 

casca), PFPu (fração fenólica da polpa) e PFS (fração fenólica das sementes). Essas 

frações foram analisadas por UPLC-QToF/MS e RMN para identificar e elucidar os 

principais compostos fenólicos da matriz. 

 

COMPOSIÇÃO CENTESIMAL 

A composição centesimal dos componentes da fruta (casca, polpa e sementes) 

foi determinada utilizando os seguintes métodos padrão: teor de umidade por secagem 

em estufa a 105 °C; teor de cinzas por incineração a 550 °C; teor de lipídios por extração 

Soxhlet com hexano por 8 h; teor de proteínas pelo método clássico de Kjeldahl (Lutz, 

2008) e teor de carboidratos conforme descrito por Ogunlaja et al. (2020). O valor 

energético total foi calculado utilizando a equação proposta por Palmeira et al. (2019).  

Energia (kcal) = 4 × (g de proteínas + g de carboidratos) + 9 × (g de lipídios). 

 

ANÁLISE UPLC-QToF/MS 

A análise do perfil metabólico foi realizada utilizando um espectrômetro 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 

separação cromatográfica foi obtida em uma coluna de fase reversa Acquity UPLC BEH 

C18 (100 mm × 2,1 mm d.i., tamanho de partícula de 1,7 μm) mantida a 40 ± 2 °C. A fase 

móvel consistiu em ácido fórmico a 0,1% em água (solvente A) e ácido fórmico a 0,1% 

em acetonitrila (solvente B), com uma vazão de 0,3 mL/min. O programa de eluição 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) e 27,1–30 min (98:2). O volume de injeção 

foi de 10 μL. A detecção por espectrometria de massa foi realizada no modo de ionização 

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 parâmetros da fonte ESI foram definidos da seguinte 

forma: tensão capilar, 3,0 kV; temperatura da fonte, 100 °C; temperatura de 

dessolvatação, 250 °C; tensão do cone, 30 V; fluxo de gás do cone, 50 L/h; e fluxo de gás 

de dessolvatação de 700 L/h. A aquisição de dados foi realizada no modo contínuo 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 execução de 30 minutos. A leucina encefalina (m/z 554,2615 

[M−H]⁻ e m/z 556,2771 [M+H]⁺) foi usada como referência de massa de bloqueio por 

meio do sistema LockSpray™. 

 

ANÁLISE DE RMN 

As análises de RMN de 1H, 1H – 13C HSQC e 1H – 13C HMBC das frações 

fenólicas foram realizadas utilizando um espectrômetro de 11,7 T a 298,0 K (Bruker® 

Avance III, BBFO Plus SmartProbe™, Nova York, NY, EUA). Amostras da casca, polpa 

e sementes foram dissolvidas em 550 μL de CD₃OD contendo TMSP (pureza ≥99,0%) 

como referência interna (0,0 ppm). Os espectros foram processados e analisados 

utilizando o software TopSpin™ versão 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 CO₂. Para avaliar os efeitos citotóxicos das frações fenólicas 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 poços nas densidades de 5 × 10³, 1 × 10⁴ e 6 × 10³ células por 

poço, respectivamente. Após 24 horas, as células foram tratadas com essas frações em 

várias concentrações (5, 10, 25, 50 e 100 μg/mL) durante 48 horas. 

Após o tratamento, adicionou-se solução de MTT (0,5 mg/mL) a cada poço e 

incubou-se por 4 h. Os cristais de formazan resultantes foram dissolvidos em DMSO e a 

absorbância foi medida a 570 nm (Granato et al., 2022). Os parâmetros de citotoxicidade, 

incluindo IC50, GI50 e LC50, foram calculados utilizando métodos estabelecidos. O IC50 é 

definido como a concentração na qual o crescimento celular é inibido em 50%, onde (T/C) 
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× 100 = 50, sendo T e C o número de células tratadas e de controle, respectivamente, ao 

final do período de tratamento. O GI50 representa a concentração necessária para inibir o 

crescimento celular líquido em 50% em relação às células não tratadas e é calculado como 

([T − T0] / [C − T0]) × 100 = 50, onde T > T0 e T0 é a contagem de células no tempo zero. 

A LC50 refere-se à concentração na qual ocorre uma perda líquida de 50% de células 

viáveis em comparação com o número inicial de células e é definida como ([T − T0] / T0) 

× 100 = −50, onde T < T0. Além disso, o índice de seletividade (IS) foi determinado pela 

razão entre o valor de IC50 para células HUVEC e o valor de IC50 para células 

cancerígenas. 

 

ANÁLISE ESTATÍSTICA 

Os dados são expressos como média ± desvio padrão. A análise de variância 

(ANOVA) de uma via, seguida pelo teste post hoc de Tukey, foi utilizada para avaliar 

comparações múltiplas com um nível de confiança de 95%. As diferenças foram 

consideradas estatisticamente significativas quando p < 0,05. As análises estatísticas 

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

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

PARÂMETROS FÍSICO-QUÍMICOS E COMPOSIÇÃO CENTESIMAL 

A Tabela 5 apresenta os parâmetros físico-químicos, a composição centesimal 

(expressa em g/100 g de matéria seca) e o valor energético (kcal/100 g de matéria seca) 

das diferentes partes do T. sylvestre (casca, polpa e sementes). O pH e o teor de sólidos 

solúveis da polpa são consistentes com os valores relatados para a polpa de T. cacao 

(Borges et al., 2021), sugerindo similaridades nos perfis de acidez e doçura entre os frutos. 

Além disso, os parâmetros físico-químicos obtidos estão dentro dos limites estabelecidos 

pela legislação brasileira vigente para o suco de cacau (Ministério da Agricultura, 2018), 

que define padrões de identidade e qualidade para reforçar o potencial terapêutico de 

produtos derivados do cacau, incluindo requisitos mínimos de sólidos solúveis e pH. Essa 

conformidade reforça o potencial de T. sylvestre para aplicações alimentares. A polpa 

pode ser usada na preparação de geleias, conservas e sucos, e também tem potencial para 

a produção de bebidas fermentadas (Duarte et al., 2010; Puerari; Magalhães; Schwan, 

2012). 
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Tabela 5 - Parâmetros físico-químicos, composição proximal (g/100 g de matéria seca) e 

valor energético (kcal/100 g de matéria seca) da casca, polpa e semente de T. sylvestre. 

Parâmetros Polpa Semente Casca 

pH 4,36 ± 0,11 - - 

Sólidos solúveis em °Brix 11,03 ± 0,75 - - 

Umidade  90,91 ± 0,45a 63,32 ± 0,82c 80,78 ± 0,73b 

Cinzas 0,51 ± 0,01b 1,30 ± 0,02a 1,19 ± 0,18a 

Lipídios 0,04 ± 0,00c 0,52 ± 0,00a 0,12 ± 0,00b 

Proteína 1,54 ± 0,31b 5,91 ± 0,00a 1,85 ± 0,03b 

Carboidratos 1,54 ± 0,14c 28,94 ± 0,84a 16,04 ± 0,51b 

Energia  34,48 ± 0,18c 144,13 ± 3,38a 72,67 ± 2,18b 

Nota: média ± desvio padrão. Valores seguidos por letras diferentes na mesma linha são 

significativamente diferentes de acordo com o teste t (p < 0,05).  

 

Em relação 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 

diferenças estatisticamente significativas entre elas (p < 0,05). Esses resultados indicam 

o alto teor de água 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 concentração de minerais inorgânicos. A análise de cinzas é um indicador chave 

do teor mineral total, revelando a presença de elementos essenciais como cálcio, fósforo, 

ferro, potássio e magnésio – minerais que desempenham funções fisiológicas 

fundamentais, incluindo a saúde óssea, a função muscular e o transporte de oxigênio 

(Alzahrani et al., 2017). 

As sementes do cacau-azul apresentaram os maiores teores de proteína (5,91 

± 0,00 g) e carboidrato (28,94 ± 0,84 g) em comparação com a polpa e a casca (p < 0,05). 

Esse perfil nutricional é consistente com o observado em outras espécies de Theobroma, 

como T. cacao (cacau), T. bicolor (macambo) e T. grandiflorum (cupuaçu), cujas 

sementes são conhecidas por serem ricas em compostos nutricionais – especialmente 

lipídios e carboidratos – enquanto a polpa tende a conter níveis mais elevados de açúcares 

solúveis e fibras alimentares (Benlloch-Tinoco et al., 2024). Estudos anteriores 

demonstraram que as sementes de Theobroma spp. são 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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DESCRIÇÃO QUÍMICA QUALITATIVA 

As frutas são reconhecidas por conterem diversos tipos de compostos 

bioativos, incluindo compostos fenólicos. Esses constituintes têm recebido crescente 

atenção devido aos seus benefícios para a saúde, principalmente relacionados às suas 

propriedades antioxidantes (Oliveira et al., 2025) e antitumorais (Saldarriaga et al., 2025). 

Dada a relevância desses compostos, as frações fenólicas da casca (PFPe), da polpa 

(PFPu) e das sementes (PFS) de T. sylvestre foram analisadas separadamente por LC-

HRMS e RMN de 1H, em combinação com experimentos bidimensionais (COSY, HSQC 

e HMBC). 

As análises por LC-MS foram essenciais para a identificação de dezenove 

compostos, confirmada por baixos erros de massa e padrões de fragmentação específicos 

(Tabela 6). O uso combinado de ambas as técnicas permitiu a identificação de 23 

metabólitos, incluindo ácidos orgânicos, aminoácidos, alcaloides metilxantínicos, 

flavonoides livres e glicosilados, um lignano, um diterpeno, um álcool glicosilado e um 

fenilpropanóide ( 
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Figura 10). A presença de flavonoides e alcaloides em todas as três frações é 

consistente com os perfis fitoquímicos previamente relatados em espécies do mesmo 

gênero (Balcázar-Zumaeta et al., 2023; Silva et al., 2024; Lo Coco et al., 2007; Silva et 

al., 2025).  
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Figura 10 - Estruturas químicas dos constituintes identificados nos frutos de T. sylvestre 

por análises de LC-HRMS e RMN. 
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Na região alifática do espectro de RMN de 1H, o ácido succínico (1) foi 

identificado por um simpleto em δH 2,55, mostrando correlação direta com um carbono 

em δC 30,1 e correlação de longo alcance com um carbono em δC 175,1 (Caligiani et al., 

2010). Um sinal de próton carbinólico em δH 5,09 (d, J = 3,7 Hz), característico da α-

glicose (2), também foi observado em todas as frações (Silva et al., 2025). Além disso, o 

isômero 1 (3) do glicosídeo do ácido vanílico foi identificado pelo seu íon 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 ácido vanílico após a perda de uma unidade de hexose (162 

Da) (Shang et al., 2022). 

O aminoácido ácido γ-aminobutírico (GABA) (4) foi identificado por um 

tripleto em δH 2,26 (J = 7,3 Hz), mostrando correlação com um multipleto em δH 1,59 

(Villalón-López et al., 2023). A tirosina (5) foi detectada nas frações de polpa e semente, 

com sinais de RMN de 1H mais intensos na fração de semente. Dois dupletos em δH 6,75 

(J = 8,8 Hz) e δH 7,09 (J = 8,8 Hz) foram observados, típicos de um anel aromático p-

substituído com acoplamento orto (Caligiani et al., 2010). Além disso, o triptofano (6) foi 

detectado na fração da polpa, evidenciado por um simpleto em δH 7,32, correlacionando-

se com carbonos em δC 108 e δC 27,8 (Kuhn et al., 2024). Os níveis de triptofano foram 

previamente quantificados em grãos de cacau de várias origens (Bertazzo et al., 2011a). 

Os alcaloides metilxantínicos teofilina (7, TR 2,9 min) e teobromina (8, TR 

3,4 min) são isômeros constitucionais com o mesmo valor de m/z de 181,07 [M+H]+, mas 

exibem padrões de fragmentação distintos. A teofilina produz um fragmento em m/z 

124,0386 devido à 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 CH3 (−43 Da). A 

teacrina (9, TR 6,0 min) foi identificada pelo seu íon molecular em m/z 225,0969 [M+H]+, 

com perdas características de um grupo metil (−15 Da) e CO+CH3 (−43 Da). Um padrão 

de fragmentação semelhante (−43 Da) foi observado para a cafeína (10, TR 6,5 min). Os 

simpletos característicos de RMN de 1H em δH 7,89 (teobromina) e δH 7,87 (cafeína) 

confirmaram suas identidades. Simpletos para teofilina e teacrina também foram 

observados; a teacrina foi encontrada nas frações da polpa e da semente, enquanto a 

teofilina apareceu em todas as frações analisadas. Os compostos 7 , 8 e 10 foram relatados 

em sementes de cacau e cupuaçu (Balcázar-Zumaeta et al., 2023; Lo Coco et al., 2007) e 

são conhecidos por suas propriedades farmacológicas (Lo Coco et al., 2007). 

O íon detectado em TR 7,3 min com m/z 577,1342 [M−H]- foi atribuído à 

procianidina B1 (11), previamente relatada em sementes de T. cacao (Caligiani et al., 
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2010; Jean-Marie et al., 2022). O fragmento MS2 em m/z 289,0684 resulta da clivagem 

da ligação interflavânica inferior, produzindo o monômero (epi)catequina (Rush et al., 

2018). A fragmentação retro Diels-Alder (RDA) adicional gerou o íon em m/z 425,08 

(−152 Da), seguida pela perda de água para produzir um fragmento em m/z 407,0764  

(Oliveira et al., 2022). 

O composto com m/z 381,1771 [M−H]⁻ foi atribuído ao 3-metil-1-butanol 

pentosil-hexosídeo-1 (12), com um fragmento MS2 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 distribuído. Os dados de RMN corroboraram essa identificação, com sinais 

em δH 6,65 (d, J = 8,0 Hz) e δH 6,84 (m) indicando um padrão de substituição orto/meta 

no anel B, típico de uma configuração 3′,4′-di-hidroxi. 

Outros flavonoides glicosilados incluíram miricetina-3-O-arabinosídeo (14, 

m/z 449,0695), quercetina-3-arabinopiranosídeo (15, m/z 433,0777 [M−H]-), quercetina-

3-O-ramnosídeo (16, m/z 447,0907 [M−H]-), miricetina-3-O-ramnosídeo (17, m/z 

463,0872 [M−H]-), kaempferol-3-O-ramnosídeo (18, m/z 431,0968 [M−H]-) e 

kaempferol-3-O-glicosídeo (19, m/z 447,0927 [M−H]-). Todos os compostos 

apresentaram perda de açúcar e geração de íons aglicona em m/z 316 (miricetina), m/z 

300 (quercetina) e m/z 285 (kaempferol). Além da clivagem glicosídica, a fragmentação 

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 atribuições de RMN de 1H para os flavonoides 15 a 19 estão 

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 1H: 

dois dupletos em δH 6,80 (J = 8,5 Hz) e δH 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-β-D-glucopiranosídeo (21, m/z 

523,2147 [M−H]-) foi detectado em todas as três frações, com suporte de sinais de RMN 

de 1H em δH 6,58 (d, J = 1,8 Hz) e δH 6,65 (d, J = 8,0 Hz), correlacionando-se com δC 

113,4 e δC 122,4, respectivamente (Crispim et al., 2025). Em PFPe, um glicosídeo 

diterpenoide furanoide (22, TR 12,3 min) foi identificado com um íon molecular em m/z 

521,2033 [M−H]-, e fragmentação em m/z 359,1468 devido à perda de hexose (−162 Da) 

(Xu et al., 2017). Em TR 16,3 min, o íon em m/z 371,1330 [M−H]- foi detectado nas 

frações de polpa e semente. O espectro de RMN de 1H mostrou sinais característicos da 



65 

 

siringina (23): δH 3,81 (m), δH 3,89 (s) e δH 6,36 (d, J = 5,5 Hz), correlacionando-se com 

δC 56,7, δC 62,7 e δC 130,8, respectivamente (Qian et al., 2024). 

De modo geral, as análises combinadas de LC-HRMS e RMN 1D/2D foram 

eficazes para a identificação de metabólitos nas frações de T. sylvestre. Notavelmente, os 

compostos 12, 21, 22 e 23 não haviam sido relatados anteriormente em espécies de 

Theobroma. 
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Tabela 6 - Metabólitos identificados nas frações fenólicas dos frutos de T. sylvestre por LC-HRMS e espectroscopia de RMN 1D/2D. PFPe = fração 

fenólica da casca; PFPu = fração fenólica da polpa; PFS = fração fenólica das sementes. 

Nº 
TR 

(min) 

Íon 

Precursor 

[M−H] − 

(m/z)/ [M 

+H]+ (m/z) 

Íons 

calculados 

[M−H]− 

(m/z)/ M 

+H]+ (m/z) 

Fragmentações 

[M−H]− (m/z)/  

[M+H]+ (m/z) 

Composto  

(Composição elementar, 

Erro de massa em ppm) 

 1H em ppm 

(J, Hz) 
 13C em ppm Frações Referências 

Ácidos orgânicos/Açúcares 

1 - - - - 
Ácido succínico 

(C4H6O4) 
2,55 (s) 30,1; 175,1 

PFPe 

PFPu 

PFS 

(Caligiani et 

al., 2010) 

2 - - - - 
α-glucose 

(C6H12O6) 

5,09 (d, J = 3,7 

Hz) 
93,1; 73,8 

(Silva et al., 

2025) 

3 6,3 329,0881 329,0873 

167,0334 (50)  

329,0881 (100) 

108,0199 (10)  

152,0107 (05) 

Isômero 1 do glicosídeo do 

ácido vanílico 

(C14H18O9, 2,4) 

7,60 (m); 3,73 

(s) 
56,5; 125,7 

(Ramos-

escudero et 

al., 2024) 

Aminoácidos 

4 - - - - 
Ácido γ-aminobutírico 

(C4H9NO2) 

1,59 (m) 

2,26 (t, J = 7,3 

Hz) 

24,8; 35,6; 182,7 

PFPe 

PFPu 

PFS 

(Villalón-

López et al., 

2023) 

5 - - - - 
Tirosina 

(C9H11NO3) 

6,75 (d, J = 8,8 

Hz) 

7,09 (d, J = 8,8 

Hz) 

116,0; 129,7; 

133,4; 158,6 

PFPe 

PFS 

(Caligiani et 

al., 2010; 

Campelo et 

al., 2024) 

6 3,9 203,0826  203,0821 
116,9285(100) 

142,0642 (10) 

Triptofano 

(C11H12N2O2, 2,5) 

6,91 (d, J = 8,3 

Hz), 

7,32 (sl) 

7,55 (m) 

111,3; 118,6; 

125,2 
 

(Bertazzo et 

al., 2011a; 

Kuhn et al., 

2024) 
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Nº 
TR 

(min) 

Íon 

Precursor 

[M−H] − 

(m/z)/ [M 

+H]+ (m/z) 

Íons 

calculados 

[M−H]− 

(m/z)/ M 

+H]+ (m/z) 

Fragmentações 

[M−H]− (m/z)/  

[M+H]+ (m/z) 

Composto  

(Composição elementar, 

Erro de massa em ppm) 

 1H em ppm 

(J, Hz) 
 13C em ppm Frações Referências 

Alcaloides 

7 2,9 
181,0716 

[M+H]+ 

181,0726 

[M+H]+ 
124,0386 (100) 

Teofilina 

(C7H8N4O2, - 5,5) 

3,53 (s); 3,73 

(s); 8,08 (s) 

29,6; 32,2, 

100,3; 138,0, 

152,3; 153,7 

PFPe 

PFPu 

PFS 

(Villalón-

López et al., 

2023) 

8 3,4 
181,0727 

[M+H]+ 

181,0726 

[M+H]+ 

138,0672 (40) 

110,0726 (20) 

Teobromina 

(C7H8N4O2, 0,5) 
7,89 (s) - 

PFPe 

PFPu 

PFS 

(Choi et al., 

2005) 

9 6,0 
225,0969 

[M+H]+ 

225,0988 

[M+H]+ 

153,0513(100) 

210,0732 (70) 

168,0766 (60) 

Teacrina 

(C9H12N4O3, - 8,4) 

3,23 (s); 3,44 

(s); 3,56 (s); 

3,66 (s) 

28,5; 29,5; 30,9; 

32,2; 100,3; 

138,0; 152,3; 

153,7 
PFPu 

PFS 

(Hammerstone 

JR; 

Romanczyk 

JR; Aitkent, 

1994; Wang et 

al., 2010) 

10 6,5 
195,0891 

[M+H]+ 

195,0882 

[M+H]+ 

138,0672(100) 

110,0726 (50) 

Cafeína 

(C8H10N4O2, 4,6) 
7,87 (s) - 

(Choi et al., 

2005; 

Villalón-

López et al., 

2023) 

Proantocianidina 

11 7,3 577,1342 577,1346 

577,1342(100) 

289,0684 (50) 

407,0764 (35) 

425,0843 (20) 

Procianidina B1 

(C30H26O12, - 0,7) 
- - 

PFPu 

PFS 

(Oliveira et 

al., 2022) 

Glicosídeo de álcool alifático 
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Nº 
TR 

(min) 

Íon 

Precursor 

[M−H] − 

(m/z)/ [M 

+H]+ (m/z) 

Íons 

calculados 

[M−H]− 

(m/z)/ M 

+H]+ (m/z) 

Fragmentações 

[M−H]− (m/z)/  

[M+H]+ (m/z) 

Composto  

(Composição elementar, 

Erro de massa em ppm) 

 1H em ppm 

(J, Hz) 
 13C em ppm Frações Referências 

12 9,4 381,1771 381,1761 

249,1345 (100)  

381,1755 (70)  

382,1785 (10) 

161,0451 (20)  

101,0242 (10)  

113,0239 (12)  

3-Metil-1-butanol pentosil-

hexosídeo-1 

(C16H30O10, 2,7) 

- - 

PFPe 

PFPu 

PFS 

(Wei et al., 

2021) 

Flavonoides 

13 8,0 289,0684 289,0712 

289,0712 (100)  

245,0808 (25) 

203,0696 (40) 

137,0240 (90) 

125,0227 (80) 

109,0293 (50) 

Epicatequina 

(C15H14O6, - 9,7) 

3,77 (m); 5,94 

(m); 

6,65 (d, J = 8,0 

Hz); 6,84 (m) 

68,4; 96,9; 

114,6, 119,4; 

132,6; 147,5 

PFPe 

PFPu 

PFS 

(Davis et al., 

1996) 

14 10,4 449,0695 449,0720 
316,0214(100) 

317,0290 (20) 

Miricetina-3-O-arabinosídeo 

(C20H18O12, - 5,5) 
- - 

PFPe 

PFS 
 

15 12,9 433,0777  433,0771 

300,0277(100)  

271,0245 (50) 

433,0777 (30)  

255,0270 (15) 

Quercetina-3-O- 

-L-arabinopiranosídeo 

(Guaijaverina) 

(C20H18O11, 1,4) 

 

7,63 (m) 
103,2; 121,8 

PFPe 

PFPu 

PFS  

(Oliveira et 

al., 2022; 

Silva et al., 

2025) 

16 13,9 447,0907 447,0927 

300,0277 (100) 

301,0331 (90) 

271,0245 (45) 

255,0284 (20) 

Quercetina-3-O-raminosídeo 

(Quercitrina) 

(C21H20O11, - 4,4) 

0,91 (m); 5,34 

(sl), 6,20 (d, J 

= 2,0 Hz); 6,38 

(d, J = 2,0 Hz); 

6,90 (d, J = 8,2 

16,2; 93,4; 98,6, 

102,3; 116,5; 

115,6, 121,6   

PFPe 

PFPu 

PFS 

(Oliveira et 

al., 2021) 
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Nº 
TR 

(min) 

Íon 

Precursor 

[M−H] − 

(m/z)/ [M 

+H]+ (m/z) 

Íons 

calculados 

[M−H]− 

(m/z)/ M 

+H]+ (m/z) 

Fragmentações 

[M−H]− (m/z)/  

[M+H]+ (m/z) 

Composto  

(Composição elementar, 

Erro de massa em ppm) 

 1H em ppm 

(J, Hz) 
 13C em ppm Frações Referências 

Hz); 7,30 (dd, 

J = 8,2; 2,0 

Hz); 7,33 (d, J 

= 2,0 Hz) 

17 15,5 463,0872  463,0877 
316,0214 (80) 

271,0245 (12) 

Miricetina-3-O-rhamnosídeo 

(Miricitrina) 

(C21H20O12, - 1,1) 

5,33 (sl); 6,94 

(sl) 

102,3; 109,5; 

145,4 

PFPe 

PFS 

(Oliveira et 

al., 2021) 

18 15,8 431,0968  431,0978 

284,0313(100)  

285,0403 (45) 

255,0284 (25) 

Kaempferol-3-O-

rhamnosídeo 

(Afzelina) 

(C21H20O10, - 2,3) 

0,90 (m); 5,37 

(sl), 6,20 (d, J 

= 2,0 Hz); 6,39 

(d, J = 2,0 Hz); 

6,93 (d, J = 8,8 

Hz); 7,77 (d, J 

= 8,8 Hz) 

16,3; 93,4; 98,6, 

102,2; 115,2; 

130,6 
PFPe 

 

(Oliveira et 

al., 2021) 

19 16,4 447,0907  447,0927 285,0365 (20) 

Kaempferol-3-O-glicosídeo 

(Astragalina) 

(C21H20O11, - 4,5) 

6,83 (d, J = 8,8 

Hz); 8,06 (d, J 

= 8,8 Hz); 6,36 

(m) 

115,4 

(Ren et al., 

2012; Silva et 

al., 2025) 

20 19,1 285,0375 285,0399 

133,0302 (100) 

151,0047 (30) 

217,0491 (20) 

Kaempferol 

(C15H10O6, - 8,4) 

6,80 (d, J = 8,5 

Hz); 8,00 (d, J 

= 8,5 Hz); 6,17 

(d, J = 2,3 Hz); 

6,33 (m) 

115,4 

PFPe 

PFPu 

PFS 

(Ren et al., 

2012) 

Lignana 
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Nº 
TR 

(min) 

Íon 

Precursor 

[M−H] − 

(m/z)/ [M 

+H]+ (m/z) 

Íons 

calculados 

[M−H]− 

(m/z)/ M 

+H]+ (m/z) 

Fragmentações 

[M−H]− (m/z)/  

[M+H]+ (m/z) 

Composto  

(Composição elementar, 

Erro de massa em ppm) 

 1H em ppm 

(J, Hz) 
 13C em ppm Frações Referências 

21 13,9 523,2147 523,2178 361,1668 (100) 

(−)-Secoisolariciresinol-9’-

O-β-D-glucopiranosídeo 

(C26H36O11, -5,9) 

3,84 (m); 4,26 

(d, J = 8,0 Hz); 

6,65 (d, J = 8,0 

Hz); 6,58 (d, J 

= 1,8 Hz) 

62,5; 104,6; 

113,4; 122,4; 

144,2 

PFPe 

PFPu 

PFS 

(Crispim et 

al., 2025) 

Glicosídeo diterpênico 

22 12,3 521,2033 521,2017 

521,2033 (100) 

359,1468 (40) 

344,1263 (10) 

341,1371 (5) 

Glicosídeo diterpênico 

furanoide 

(C26H33O11, 3,1) 

- - PFPe 
(Xu et al., 

2017) 

Glicosídeo fenilpropanoide 

23 16,3 371,1330 371,1342 

209,0804 (100) 

371,1330 (50) 

165,0902 (10) 

Siringina 

(C17H24O9, -3,23) 

3,81 (m); 3,89 

(s); 6,36 (d, J = 

5,5 Hz) 

56,7; 62,7; 130,8 
PFPu 

PFS 

(Qian et al., 

2024) 
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ENSAIO CITOTÓXICO E ANTIPROLIFERATIVO 

As frações fenólicas da casca, polpa e sementes do fruto de T. sylvestre foram 

avaliadas quanto à 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 classificação de citotoxicidade 

proposta por Anywar et al. (2022) e pelo Instituto Nacional do Câncer (NCI), compostos 

com valores de IC50 ≤ 20 μg/mL são considerados altamente citotóxicos, aqueles entre 21 

e 200 μg/mL moderadamente citotóxicos e aqueles entre 201 e 500 μg/mL fracamente 

citotóxicos. A avaliação de acordo com esses critérios revelou que as amostras exibiram 

um perfil predominantemente citotóxico moderado em todas as linhagens celulares 

avaliadas, tanto saudáveis quanto cancerosas, com valores de IC50 variando de 12,63 a 

95,66 μg/mL (Figura 11). Em relação ao índice de seletividade (IS), os extratos de T. 

sylvestre apresentaram baixa seletividade geral, visto que valores de IS acima de 3 são 

indicativos de citotoxicidade preferencial em relação às células tumorais. Notavelmente, 

a fração de sementes apresentou seletividade relativamente maior em relação às células 

normais (por exemplo, HUVEC), com valores de IS na faixa de 0,5, sugerindo aumento 

da citotoxicidade em relação às células não tumorais (GRANATO et al., 2022) (Tabela 

7). 

Além disso, as frações demonstraram atividade antiproliferativa relevante, 

particularmente a fração da semente, que apresentou o menor valor de GI50 contra células 

HUVEC (7,55 μg/mL). Em contraste, as frações da casca (GI50 = 30,4 μg/mL) e da polpa 

(GI50 = 26,7 μg/mL) foram mais eficazes contra células cancerígenas HCT-8. 

Dentro da família Malvaceae, a espécie Sida santaremnensis H. Monteiro 

também demonstrou atividade antiproliferativa significativa, atribuída à presença do 

flavonóide kaempferol (20) (Marques et al., 2021), um composto investigado como 

agente terapêutico 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 três frações do fruto de T. sylvestre, corroborando os efeitos 

citotóxicos observados nas linhagens celulares testadas. Este mesmo constituinte bioativo 

foi previamente identificado na fração fenólica das flores de T. mariae, que também 

exibiram atividade antiproliferativa contra linhagens celulares normais (HUVEC) e 

tumorais (HepG2) (SILVA et al., 2025). Outro flavonóide relevante, a astragalina (19), 

um derivado glicosilado do kaempferol, também tem sido amplamente reconhecido por 
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suas propriedades anticancerígenas. Estudos demonstraram que a astragalina inibe 

significativamente a proliferação 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 frações da polpa e da semente de T. sylvestre, tem sido associado a 

uma notável atividade antitumoral. Estudos recentes demonstraram que a administração 

oral de procianidina B1 em modelos murinos (15 mg/kg) inibiu significativamente o 

crescimento tumoral em células HepG2, atingindo uma taxa de inibição tumoral de 

aproximadamente 60% sem causar efeitos metabólicos adversos (Na et al., 2020). Outro 

flavonóide, a miricitrina (17), detectada nas frações da casca e da semente de T. sylvestre, 

demonstrou efeitos antiproliferativos significativos, inibindo a angiogênese 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 

químico do fruto de T. sylvestre, devido particularmente a presença 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 investigações sobre o potencial terapêutico dessa espécie 

amazônica. 

 

Tabela 7 - IC50 e Índice de Seletividade (IS) dos extratos PFPe, PFPu e PFS. 

Amostras 
IC50 (μg EAG/mL) IS 

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 IC50 é definida como a concentração de um agente que reduz o crescimento 

celular em 50%, calculada quando (T/C) × 100 = 50, onde T é a contagem de células no 

momento do tratamento e C é a contagem de células controle no mesmo momento. O 

índice de seletividade (IS) é determinado dividindo-se o valor de IC50 para células 

HUVEC pelo valor de IC50 para células cancerígenas. PFPe (Fração Fenólica da Casca); 

PFPu (Fração Fenólica da Polpa) e PFS (Fração Fenólica das Sementes).  
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Figura 11 - A avaliação da citotoxicidade de PFPe (Fração Fenólica da Casca), PFPu (Fração Fenólica da Polpa) e PFS (Fração Fenólica das 

Sementes) foi realizada nas linhagens celulares A549, HCT-8 e HUVEC. (A, D e G) IC50: concentração do agente que reduz o crescimento celular 

em 50%. (B, E e H) GI50: concentração do agente que diminui o crescimento em 50% em comparação com as células não tratadas. (C, F e I) LC50: 

concentração do agente que causa uma redução líquida de 50% das células em relação à contagem inicial de células no início do tratamento. 
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CONCLUSÃO 

Um total de vinte e três compostos foram identificados nas frações fenólicas 

de T. sylvestre, incluindo alcaloides metilxantínicos e flavonoides livres e glicosilados, 

previamente relatados em outras espécies de Theobroma. Notavelmente, quatro 

metabólitos adicionais são relatados aqui pela primeira vez no gênero: 3-metil-1-butanol 

pentosil-hexosídeo-1, secoisolariciresinol-9′-O-β-D-glucopiranosídeo, um glicosídeo 

diterpenoide furanoide, e siringina. Essa descoberta sugere características químicas 

únicas de T. sylvestre. Além disso, as amostras exibiram citotoxicidade moderada e 

efeitos antiproliferativos relevantes contra linhagens de células endoteliais (HUVEC) e 

cancerígenas (A549 e HCT-8). Esses efeitos são atribuídos à presença de compostos 

bioativos como o kaempferol, a astragalina, a procianidina B1 e a miricitrina, reforçando 

o potencial terapêutico dessa espécie amazônica. Em conjunto, essas descobertas 

ampliam significativamente o conhecimento fitoquímico de T. sylvestre. Elas também 

fornecem uma base sólida para futuros estudos focados na quantificação de compostos 

bioativos e na avaliação de propriedades funcionais, contribuindo, em última análise, para 

suas potenciais aplicações farmacológicas, nutracêuticas e biotecnológicas. 
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Resumo 

Theobroma subincanum (cupuí) é uma espécie amazônica com reconhecido potencial 

nutricional e bioativo, embora sua composição química e propriedades biológicas 

permaneçam pouco exploradas. Este estudo caracterizou os constituintes químicos e 

avaliou os efeitos citotóxicos de extratos hidroalcoólicos obtidos da casca, polpa e 

sementes dos frutos de T. subincanum. Os extratos foram analisados por UPLC-QToF/MS 

e RMN, e suas atividades citotóxica e antiproliferativa foram avaliadas em linhagens 



83 
 

celulares cancerígenas (A549, HCT-8) e normais (HUVEC). As sementes apresentaram 

os maiores teores de proteínas, carboidratos e valor energético, enquanto a polpa e a casca 

foram ricas em ácidos graxos, como os ácidos palmítico 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 (IC50: 12,29–22,80 μg/mL), com maior seletividade para as 

células cancerígenas (IS > 1). No geral, os resultados destacam a relevância nutricional 

das sementes e o potencial bioativo da polpa, sugerindo aplicações promissoras na 

indústria alimentícia. 

 

Palavras-chave: Malvaceae; Citotoxicidade; Frações Fenólicas; RMN; Análise 

Nutricional. 

 

INTRODUÇÃO 

A Floresta Amazônica representa um reservatório inestimável de diversidade 

biológica, notável por sua ampla variedade de frutos comestíveis de sabores distintos, 

bem como por numerosas plantas alimentícias e medicinais não convencionais. Embora 

tradicionalmente consumidas por populações ribeirinhas e locais, muitas dessas espécies 

permanecem pouco exploradas tanto pela ciência quanto pela indústria (Cruz et al., 2025). 

Dentro dessa rica biodiversidade, espécies do gênero Theobroma (Malvaceae), como o 

cacau (Theobroma cacao L.) e o cupuaçu (Theobroma grandiflorum (Willd. ex Spreng.) 

K. Schum.), destacam-se por suas reconhecidas aplicações nos setores alimentício, 

cosmético e farmacêutico. No processamento do cacau, por exemplo, as amêndoas geram 

um subproduto semelhante a um mel, rico em açúcares redutores, ácidos orgânicos e 

compostos fenólicos, que contribuem para seu potencial antioxidante e perfil nutricional 

e físico-químico distintivo, ressaltando sua aplicabilidade na indústria alimentícia (Rocha 

et al., 2025; Silva et al., 2014). Por outro lado, as sementes de cupuaçu, devido ao seu 

alto teor lipídico, são exploradas comercialmente para a produção de manteiga e licores, 

reforçando seu potencial como substituto de derivados de cacau nas indústrias de 

confeitaria e chocolate (Benlloch-Tinoco et al., 2024; Bezerra et al., 2024a). 

As Plantas Alimentícias Não Convencionais (PANCs) têm surgido como 

recursos promissores para a indústria alimentar do século XXI, oferecendo fontes 

alternativas de nutrientes, compostos bioativos e ingredientes naturais com potenciais 
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aplicações nas formulações alimentícia, farmacêutica e cosmética (Ferreira et al., 2024). 

Essas plantas possuem uma ou mais partes comestíveis, como folhas, raízes, frutos ou 

flores, e podem ser silvestres ou cultivadas, nativas ou exóticas. Elas estão tipicamente 

ausentes das dietas convencionais, muitas vezes devido ao limitado conhecimento dos 

consumidores ou a hábitos culturais (Milião et al., 2022). Entre as espécies menos 

conhecidas do gênero Theobroma, Theobroma sylvestre recentemente ganhou atenção por 

seu potencial nutricional e farmacológico e é atualmente classificada como uma PANC 

(Kinupp; Lorenzi, 2014; Mar et al., 2024). Estudos revelaram a presença de ácidos 

orgânicos, aminoácidos, alcaloides purínicos, proantocianidinas, flavonoides e 

terpenoides glicosilados nesta espécie, bem como atividade antiproliferativa associada a 

esses metabólitos (Fonseca Júnior et al., 2025). 

De modo semelhante, outra espécie amazônica pouco explorada é Theobroma 

subincanum Mart., comumente conhecida como "cupuí" ou "macambillo". Esta espécie é 

nativa da América do Sul e está distribuída em países como Peru, Colômbia, Venezuela e 

nas regiões norte do Brasil (Amazonas, Acre e Rondônia). Os frutos (Figura 12) possuem 

formato elipsoide, medindo aproximadamente 7–11 cm de comprimento e 5–6 cm de 

diâmetro. Eles têm um pericarpo espesso e resistente coberto com um indumento similar 

ao do verdadeiro cupuaçu. As numerosas sementes são oblongas, com cerca de 2–2,5 cm 

de comprimento, e são envoltas por uma polpa branco-amarelada, doce e inodora (Lira et 

al., 2020). Embora menos explorada comercialmente que o cacau e o cupuaçu, este fruto 

é muito apreciado por comunidades locais e consumido in natura ou utilizado em sucos, 

refrescos, sorvetes, licores e vinhos, devido à sua polpa amarelada comestível (Figura 

12A) com sabor distintivo e acidez pronunciada (Lim, 2014; Lira et al., 2020; Martini et 

al., 2008). As sementes de T. subincanum contêm tocoferóis, ácidos graxos e esterois 

distribuídos em suas partes (embrião, tegumento e endosperma), destacando seu potencial 

como alternativa ao T. cacao na produção de chocolates e produtos de confeitaria (Bruni 

et al., 2002). Além do seu valor nutricional, a espécie tem atraído atenção científica 

devido ao seu potencial como fonte de compostos bioativos (Febrianto; Zhu, 2022). No 

entanto, suas características físico-químicas, composição centesimal, perfil químico e 

atividades biológicas permanecem pouco caracterizados. 

Portanto, este estudo teve como objetivo investigar a composição química e 

os efeitos citotóxicos de extratos obtidos da casca, polpa e sementes dos frutos de T. 

subincanum. Os extratos foram analisados por Cromatografia Líquida de Ultra Eficiência 

acoplada a Espectrometria de Massas com Quadrupolo e Tempo de Voo (UPLC-
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QToF/MS) e por Espectroscopia de Ressonância Magnética Nuclear (RMN). Os efeitos 

citotóxicos e antiproliferativos dos extratos foram avaliados em linhagens de células 

cancerígenas, bem como em células saudáveis, para avaliar a seletividade. 

 

Figura 12 - Theobroma subincanum Mart.: (A) Pericarpo do fruto; (B) Frutos maduros 

de cupuí, destacando suas características morfológicas e fenotípicas. Imagens 

capturadas em Manaus, Amazonas – Brasil. 

 

 

MATERIAIS E MÉTODOS 

MATERIAIS, NORMAS E SOLVENTES 

Metanol, acetonitrila e ácido fórmico de grau HPLC foram obtidos da Merck 

(Darmstadt, Alemanha). Água destilada foi purificada utilizando um sistema de 

purificação de água Milli-Q (Millipore, Bedford, MA, EUA). A solução de referência de 

leucina encefalina foi adquirida da Waters Co. (Manchester, Reino Unido). Padrões de 

referência de grau analítico foram obtidos da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA) e 

utilizados para preparar as curvas de calibração externa. Todos os outros reagentes e 

solventes foram de grau analítico e comercialmente disponíveis. 

 

COLETA E PREPARAÇÃO DE AMOSTRAS DE FRUTAS 

Frutos de T. subincanum Mart. foram coletados em fevereiro de 2023 próximo 

a Manaus, Amazonas, Brasil (Ramal da Boa Esperança, BR-174; 2°45'14.93"S, 

60°2'22.47"W, SISGEN: A0B6BFD). Casca, polpa e sementes foram liofilizadas e 

extraídas com etanol/água (8:2, v/v) utilizando banho ultrassônico à temperatura 

ambiente por 30 min, repetido três vezes. Os extratos foram concentrados em condições 

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), eluídos 

sequencialmente com água e metanol 100%, resultando em extratos enriquecidos em 

compostos fenólicos da casca (ECC), polpa (EPC) e semente (ESC). Esses extratos foram 

usados para análises de UPLC-QToF/MS e RMN. 

 

COMPOSIÇÃO CENTESIMAL 

A composição centesimal das partes do fruto de T. subincanum (casca, polpa 

e sementes) foi avaliada utilizando métodos analíticos padrão. O teor de umidade foi 

determinado por secagem em estufa a 105 °C, cinzas por incineração a 550 °C, lipídios 

por extração Soxhlet com hexano por 8 h, e proteínas pelo método clássico 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 equação (Palmeira et al., 

2019): 

Energia (kcal) = 4 × (g de proteínas + g de carboidratos) + 9 × (g de lipídios). 

 

ANÁLISE POR GC-MS 

Aproximadamente 10 mg das frações lipídicas (extratos em hexano) foram dissolvidos 

em 0,25 mL de clorofórmio:metanol (2:1, v/v) e misturados com 500 µL de NaOH 0,1 M 

em metanol. A mistura foi aquecida a 60 °C por 30 min para formar ésteres metílicos de 

ácidos graxos (FAMEs), e a reação foi interrompida com 0,2 mL de água destilada. Os 

FAMEs foram extraídos três vezes com 1 mL de hexano de grau GC, seguido de agitação 

vigorosa por 1 min. A fase superior foi coletada e o processo de extração foi repetido 

mais duas vezes utilizando hexano. Após a mistura, a solução de FAME em hexano foi 

deixada em repouso por 30 min. Uma alíquota de 1 µL foi analisada por GC-MS 

(Shimadzu Nexis GC2030 - GCMS-QP2020 NX) com injetor split–splitless. A separação 

foi realizada em uma coluna SH-RTx-5Sil-MS (30 m × 0,25 mm, 0,25 µm) usando hélio 

como gás de arraste (pressão 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 ácidos graxos foram identificados usando as bibliotecas WILEY 

275 e NIST 3.0. As análises foram realizadas em triplicata, e os resultados são relatados 

como área relativa média do pico ± desvio padrão (Oliveira et al., 2025). 
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ANÁLISE POR UPLC-QToF/MS 

A caracterização de metabólitos dos extratos foi conduzida usando um 

espectrômetro 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 separação cromatográfica foi realizada em uma coluna de fase reversa Acquity 

UPLC BEH C18 (100 mm × 2,1 mm d.i., tamanho de partícula 1,7 µm) mantida a 40 ± 2 

°C. A fase móvel consistiu em ácido fórmico 0,1% em água (solvente A) e ácido fórmico 

0,1% em acetonitrila (solvente B), entregue a uma vazão de 0,3 mL/min. O programa de 

eluição 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 

injeção foi de 10 µL. A detecção espectrométrica de massas foi realizada nos modos de 

ionização 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 parâmetros 

da fonte ESI foram definidos da seguinte forma: voltagem do capilar, 3,0 kV; temperatura 

da fonte, 100 °C; temperatura de dessolvatação, 250 °C; voltagem do cone, 30 V; fluxo 

de gás do cone, 50 L/h; e fluxo de gás de dessolvatação, 700 L/h. Os dados foram 

adquiridos no modo contínuo 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 referência de massa de 

bloqueio através do sistema LockSpray™. 

 

ANÁLISE DE RMN 

Extratos de T. subincanum (casca, polpa e sementes) foram analisados por 

RMN (1H, 1H – 13C HSQC e 1H – 13C HMBC) em um espectrômetro de 11,7 T (Bruker® 

Avance III HD 500, 500 MHz para 1H e 125,8 MHz para 13C, BBFO Plus SmartProbe™, 

Nova York, NY, EUA) a 298,0 K. As amostras foram dissolvidas em 550 µL de CD₃OD 

contendo ácido trimetilsililpropanóico (TMSP) (pureza ≥ 99,0%) como referência interna 

(0,0 ppm). Os espectros foram processados e analisados usando o software TopSpin™ 

versão 4.1.3 (Bruker®). 
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ENSAIO DE CITOTOXICIDADE 

O potencial citotóxico das diferentes partes do fruto de T. subincanum foi 

avaliado usando o ensaio colorimétrico de MTT, seguindo as condições experimentais e 

os procedimentos metodológicos descritos por de Lima et al. (2024). As linhagens 

celulares humanas A549 (adenocarcinoma de pulmão), 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-il]-2,5-difenilbrometo de tetrazólio) é um composto amarelo que é 

reduzido enzimaticamente por desidrogenases mitocondriais para formar cristais de 

formazam azul insolúvel 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 µg/mL de penicilina, e semeadas em placas de 96 poços (100 µL por 

poço) nas densidades de 1 × 104 células/poço para HCT-8 e 6 × 103 células/poço para 

HUVEC e A549. Após a adesão celular, as culturas foram expostas por 48 h a 

concentrações seriadas (5, 10, 25, 50 e 100 µg/mL) dos extratos do fruto de T. 

subincanum. Subsequentemente, a solução de MTT (0,5 mg/mL) foi adicionada a cada 

poço, seguida de incubação por mais 4 h a 37 °C. Os cristais de formazam resultantes 

foram solubilizados em 100 µL de dimetilsulfóxido (DMSO), e a absorbância foi medida 

a 570 nm. Os valores de IC50 (concentração inibitória que reduz a viabilidade celular em 

50%), GI50 (concentração de inibição de crescimento que suprime a proliferação em 50%) 

e LC50 (concentração letal resultando em 50% de morte celular) foram determinados de 

acordo com os procedimentos de Carmo et al. (2018, 2019). O índice de seletividade (IS) 

foi calculado como a razão entre o valor de IC50 para a linhagem não tumoral HUVEC e 

o IC50 para cada linhagem de células cancerígenas. De acordo com Carmo et al. (2019), 

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

 

ANÁLISE ESTATÍSTICA 

Os dados são apresentados como média ± desvio padrão. Diferenças 

estatísticas foram avaliadas por ANOVA unidirecional seguida pelo teste de Tukey (p < 

0,05). As análises foram realizadas utilizando o Minitab® versão 18.1 (State College, PA, 

EUA). 
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RESULTADOS E DISCUSSÃO 

PARÂMETROS FÍSICO-QUÍMICOS E COMPOSIÇÃO CENTESIMAL 

A Tabela 8 apresenta os parâmetros físico-químicos da polpa, casca e 

sementes liofilizadas de T. 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 à observada em frutos de manga, cacau e cacau-azul (Fonseca Júnior et al., 

2025; Nguyen et al., 2025). A casca e as sementes apresentaram os maiores teores de 

cinzas, sugerindo uma maior concentração de minerais inorgânicos. Em matrizes 

alimentares, as cinzas representam principalmente o resíduo inorgânico remanescente 

após a combustão completa, consistindo principalmente de elementos como cálcio, 

fósforo, potássio e traço de minerais. Esses elementos desempenham funções fisiológicas 

essenciais, incluindo formação óssea, contração muscular e transporte de oxigênio 

(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 

aplicações em alimentos funcionais (Edo et al., 2023). 

As sementes do cupuí apresentaram os maiores teores de proteínas (10,88 ± 

0,59 g) e carboidratos (75,01 ± 0,68 g) em comparação com a polpa e a casca (p < 0,05). 

Esse padrão nutricional está alinhado com o de outras espécies de Theobroma, incluindo 

T. cacao (cacau), T. bicolor (macambo), T. grandiflorum (cupuaçu) e T. sylvestre (cacau-

azul), cujas sementes são tipicamente ricas em lipídios e carboidratos, enquanto a polpa 

contém maiores níveis de açúcares solúveis e fibras (Benlloch-Tinoco et al., 2024; 

Fonseca Júnior et al., 2025). 

O alto conteúdo energético das sementes (360,69 ± 0,36 kcal) reforça seu 

potencial como ingredientes em alimentos densos em energia ou formulações funcionais. 

Estudos anteriores mostraram que sementes de Theobroma são tradicionalmente 

reconhecidas por seu alto conteúdo energético e proteico, corroborando os presentes 

achados (Araujo et al., 2021). É importante ressaltar que a composição do fruto pode 

variar dependendo da sazonalidade, região de coleta e métodos de processamento, 

sugerindo que mais estudos sobre vitaminas, frações de fibra e perfis lipídicos detalhados 

são necessários para caracterizar totalmente o potencial nutricional e funcional de T. 

subincanum. 
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Tabela 8 - Parâmetros físico-químicos, composição centesimal (g/100 g de matéria seca) 

e energia (kcal/100 g de matéria seca) da polpa, semente e casca de T. subincanum (cupuí). 

Parâmetros Polpa Semente Casca 

pH 3,47 ± 0,06 - - 

°Brix 14,43 ± 0,40 - - 

Umidade 83,61 ± 0,20a 8,76 ± 0,13c 76,37 ± 0,52b 

Cinzas 0,55 ± 0,01c 3,45 ± 0,04a 1,16 ± 0,04b 

Lipídios 0,05 ± 0,00b 1,90 ± 0,00a 0,04 ± 0,00c 

Proteínas 1,20 ± 0,31c 10,88 ± 0,59a 4,47 ± 0,22b 

Carboidratos 14,58 ± 0,20c 75,01 ± 0,68a 17,96 ± 0,69b 

Energia  63,59 ± 0,79c 360,69 ± 0,36a 90,06 ± 1,92b 

Nota: média ± desvio padrão. Letras idênticas, na mesma linha, indicam que não há 

diferença estatisticamente significativa, de acordo com o teste de Tukey.  

 

PERFIL DE ÁCIDOS GRAXOS DAS FRAÇÕES LIPÍDICAS 

Os perfis de ácidos graxos esterificados da polpa, semente e casca de T. 

subincanum foram analisados por cromatografia gasosa acoplada à espectrometria de 

massas (GC-MS), permitindo a identificação de cinco compostos principais. Os 

resultados são expressos como áreas relativas dos picos (%). 

A polpa apresentou a maior proporção de ésteres metílicos de ácidos graxos 

(FAMEs) totais (91,68%), seguida pela casca (71,23%) e pelas sementes (47,58%). Em 

todas as partes do fruto, foram detectados ácidos palmítico, linoleico e esteárico, com 

predomínio do ácido palmítico na casca (24,43%) e na polpa (15,34%). Este achado 

sugere que esses tecidos podem servir como fontes potenciais de ácidos graxos saturados. 

Perfis semelhantes foram relatados para T. subincanum do Equador (Bruni et al., 2000). 

O ácido linoleico, um ácido graxo poli-insaturado essencial conhecido por 

seus efeitos anti-inflamatórios e cardioprotetores, também foi identificado na casca, 

apoiando ainda mais sua relevância nutricional e medicinal. O ácido elaídico (um ácido 

graxo trans) foi detectado na polpa (46,75%) e na casca (12,44%), mas esteve ausente 

nas sementes, indicando que estas últimas podem ser mais adequadas para consumo 

direto. Resultados comparáveis foram relatados por Bruni et al. (2002). Dado que a alta 

ingestão de ácidos graxos trans está associada ao risco cardiovascular (Mozaffarian et al., 

2006), sua presença na polpa deve ser cuidadosamente considerada no desenvolvimento 

de produtos alimentícios. Em contraste, as sementes, livres de ácido elaídico, parecem 

mais adequadas para consumo direto ou uso em formulações alimentares. Esses 

resultados enfatizam a importância de uma análise detalhada do perfil lipídico dos 
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extratos do fruto de T. subincanum, tanto para destacar seu potencial nutricional e bioativo 

quanto para garantir a segurança em aplicações alimentícias e nutracêuticas. 

 

DESCRIÇÃO QUÍMICA 

O perfil químico dos extratos do fruto de T. subincanum foi caracterizado por 

LC-HRMS e espectroscopia de RMN uni e bidimensional (1H, HSQC e HMBC), 

permitindo a identificação de seis constituintes (Tabela 9) respaldados pela comparação 

com dados da literatura. 

Triptofano (1) foi detectado exclusivamente no extrato da polpa (EPC), com 

sinais característicos em δH 7,18 (s, H-8) e δH 7,35 (sl, H-6). No espectro HSQC, esses 

prótons correlacionaram-se com carbonos em δC 108,3 (C-7) e δC 111,2 (C-6), 

respectivamente. A ocorrência deste aminoácido, tanto na forma livre quanto ligado a 

proteínas, foi previamente relatada em grãos de cacau de diferentes origens (Bertazzo et 

al., 2011a) e nos frutos de T. sylvestre (Fonseca Júnior et al., 2025). 

Além disso, Teacrina (2), um alcaloide purínico relatado em espécies de 

Theobroma e Herrania (Fonseca Júnior et al., 2025; Hammerstone JR; Romanczyk JR; 

Aitkent, 1994), foi identificada tanto nos extratos da casca (ECC) quanto da polpa (EPC). 

O íon molecular em m/z 225,0980 [M+H]⁺ e os fragmentos em m/z 210,0756 e 168,0771 

são típicos de xantinas metiladas. Sinais de prótons metílicos em δH 3,23 – δH 3,66, 

correlacionando-se com carbonos em δC 28,2 – δC 31,7 ppm, juntamente com correlações 

HMBC para C-2 (δC 152,2) e C-4 (δC 136,5), confirmaram a estrutura. 

O espectro de MS da epicatequina (m/z 289,0731 [M–H]⁻) exibiu íons 

fragmentos típicos em m/z 245,0157, confirmando a clivagem retro Diels-Alder do 

esqueleto flavan-3-ol. No espectro de RMN de 1H, dupletos em δH 5,92 (J = 2,3 Hz) e δH 

5,84 (J = 2,3 Hz) do anel A, e em δH 6,80 (J = 8,0 Hz) do anel B, corroboraram sua 

identificação (Huang et al., 2021). Epicatequina (3) foi previamente relatada nos grãos de 

T. grandiflorum, T. bicolor e T. subincanum (Febrianto; Zhu, 2022). 

Da mesma forma, clovamida (4) e hipolaetina-8-O-β-D-glucuronídeo 3''-O-

sulfato (5) foram detectados nos extratos da semente e da polpa de T. subincanum, e 

também foram relatados nos grãos de T. grandiflorum, T. bicolor e T. subincanum 

(Febrianto; Zhu, 2022), reforçando a similaridade química entre membros deste gênero. 

A flavona luteolina (6) foi identificada pelo seu íon molecular em m/z 285,0462 [M–H]⁻ 

(Sánchez-Rabaneda et al., 2003). T. cacao também é caracterizado pela presença de 
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luteolina (Benlloch-Tinoco et al., 2024), a qual tem sido associada com atividades 

antioxidante e anti-inflamatória (Tian et al., 2021). 

Coletivamente, estes achados destacam que T. subincanum é uma fonte 

promissora de compostos fenólicos antioxidantes, apoiando seu potencial uso no 

desenvolvimento de alimentos funcionais e formulações nutracêuticas. 
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Tabela 9 - Compostos identificados nos extratos de T. subincanum por UPLC-QToF/MS e RMN. ECC: casca, EPC: polpa, ESC: semente. 

Nº 
TR 

(min) 

Compostos 

(Fórmula molecular) 

Íon Precursor 

(m/z)  

[M−H]− /[M+H]+  

Fragmentações 

(m/z) 
 1H em ppm (J, Hz)  13C em ppm Amostras Referências 

Aminoácido 

1 4,48 
Triptofano 

(C11H12N2O2) 
205,0961 [M+H]+  

146,0588 

188,0700 

118,0628 

7,18 (s, H-8);  

7,35 (sl, H-6) 

108,3 (C-7); 111,2 

(C-6); 127,8 (C-2) 
EPC 

(Fonseca Júnior et 

al., 2025) 

Alcaloide 

2 5,93 
Teacrina 

(C9H12N4O3) 
225,0980 [M+H]+  

210,0756 

168,0771 

153,0536 

3,44 (s, 3H); 3,56 (s, 3H,); 

3,23 (s, 3H); 3,66 (s, 3H) 

152,2 (C-2); 136,5 

(C-4); 99,0 (C-5); 

153,5 (C-6); 150,5 

(C-8); 29,2 (CH3-

1); 30,6 (CH3-3); 

28,2 (CH3-7); 31,7 

(CH3-9) 

ECC 

EPC 

(Hammerstone Jr; 

Romanczyk Jr; 

Aitken, 1994; 

Wang et al., 2010)  

Fenilpropanoide 

3 9,57 
Clovamida  

(C18H17NO7) 358,0969 [M−H]− 

254,9837 

222,0416 

178,0534 

135,0459 

− − 
ESC 

EPC 

(Barros et al., 2016; 

Febrianto; Zhu, 

2022) 

Flavonoides 

4 7,84 
Epicatequina  

(C15H14O6) 
289,0731 [M−H]− 245,0157 

5,92 (d, J = 2,3 Hz, H-6); 

5,89 (d, J = 2,3 Hz, H-8); 

6,80 (d, J = 8,0 Hz, H-5’) 

95,2 (C-6); 94,7 

(C-8); 115,5 (C-5’) 
ESC 

(Febrianto; Zhu, 

2022b; Huang et 

al., 2021) 

5 11,51 

Hipolaetina-8-O-β-D-

glucuronídeo 3''-O-sulfato 

(C21H18O16S) 
557,0275 [M−H]− 

301,0389 

254,9837 

175,0255 
− − 

ESC 

EPC 

(Febrianto; Zhu, 

2022b; Moita, 

2019) 

6 17,36 
Luteolina 

(C15H10O6) 285,0462 [M−H]− 

254,9837 

175,0285 

133,0315 
− − 

ESC 

EPC 

(Sánchez-Rabaneda 

et al., 2003) 
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EFEITOS CITOTÓXICOS E ANTIPROLIFERATIVOS 

Os extratos obtidos da polpa, sementes e casca dos frutos de T. subincanum 

foram avaliados quanto à citotoxicidade contra células epiteliais de adenocarcinoma de 

pulmão (A549), células de carcinoma de cólon humano (HCT-8) e células endoteliais de 

veia umbilical humana (HUVEC). De acordo com a classificação de citotoxicidade 

proposta por Anywar et al. (2022) e pelo Instituto Nacional do Câncer (NCI), os extratos 

da semente e da casca não apresentaram atividade citotóxica contra nenhuma das 

linhagens celulares testadas, incluindo células saudáveis e cancerígenas, com valores de 

IC50 acima de 100 μg/mL (Figura 13). Esta ausência de citotoxicidade indica que essas 

frações são seguras e adequadas para potenciais aplicações alimentícias ou nutracêuticas. 

Em contraste, o extrato da polpa exibiu citotoxicidade moderada tanto para células 

cancerígenas (A549 e HCT-8) quanto para células saudáveis (HUVEC), com valores de 

IC50 variando de 12,29 a 22,80 μg/mL. Embora os valores do Índice de Seletividade (IS) 

estejam abaixo do limiar de três, indicando baixa seletividade para células tumorais, o 

extrato da polpa mostrou atividade ligeiramente maior contra linhagens de células 

cancerígenas em comparação 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 segurança, reforçando seu potencial como ingredientes funcionais 

ou fontes de compostos bioativos em formulações alimentares. 

Em comparação com a casca e as sementes, a polpa do cupuí apresentou a 

maior capacidade de inibir o crescimento celular, com valores de GI50 variando de 10,32 

a 11,66 μg/mL, efeito também relatado para outra espécie do gênero, T. sylvestre (Fonseca 

Júnior et al., 2025). Notavelmente, foi a única fração do fruto a exercer efeito letal na 

concentração de 23,46 μg/mL em ambas as linhagens celulares, saudáveis e cancerígenas. 

No presente estudo, a clovamida foi identificada no extrato da polpa de T. subincanum, 

um composto amplamente associado a atividades antioxidante, anti-inflamatória, 

neuroprotetora, antiplaquetária e anticancerígena (Kolodziejczyk-Czepas, 2024). A 

luteolina, também detectada, demonstrou inibir o crescimento de tumores prostáticos 

humanos (Pratheeshkumar et al., 2012). Esses achados indicam o potencial da polpa de 

T. subincanum como fonte de compostos bioativos para aplicações alimentícias. 
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Tabela 10 - IC50 e Índice de Seletividade (IS) dos extratos ESC (Extrato da Semente de 

Cupuí); ECC (Extrato da Casca de Cupuí) e EPC (Extrato da Polpa de Cupuí). 

Amostras 
IC50 (g EAG/mL) IS 

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 

Nota: A IC50 representa a concentração de um agente necessário para diminuir o 

crescimento celular em 50%, determinada quando (T/C) × 100 = 50. Aqui, T é a contagem 

de células no momento do tratamento, e C é a contagem de células no grupo controle no 

mesmo momento. O índice de seletividade (IS) é calculado comparando a IC50 em células 

HUVEC saudáveis com a IC50 em células cancerígenas, oferecendo uma visão sobre o 

potencial do agente em atingir seletivamente células cancerígenas em detrimento das 

saudáveis. 

 



96 
 

Figura 13 - Avaliação da citotoxicidade do ESC (Extrato da Semente de Cupuí); ECC (Extrato da Casca de Cupuí) e EPC (Extrato da Polpa de 

Cupuí) foi realizada nas linhagens celulares A549, HCT-8 e HUVEC. (A, D e G) IC50: a concentração do agente que reduz o crescimento celular 

em 50%. (B, E e H) GI50: a concentração do agente que diminui o crescimento em 50% em comparação com células não tratadas. (C, F e I) LC50: 

a concentração do agente que causa uma redução líquida de 50% das células em relação à contagem inicial de células no início do tratamento. 
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CONCLUSÃO 

O estudo conclui que as diferentes partes do fruto de Theobroma subincanum 

apresentam perfis químicos e biológicos distintos. As sementes destacam-se pelo alto 

valor nutricional, sendo ricas em proteínas e carboidratos, o que as torna um ingrediente 

promissor para a indústria alimentícia. A casca e a polpa são fontes de ácidos graxos e 

compostos fenólicos, como teacrina e epicatequina. Do ponto de vista biológico, a polpa 

foi a única parte que apresentou atividade citotóxica significativa, embora com baixa 

seletividade entre células cancerígenas e normais, indicando a necessidade de mais 

estudos para garantir sua aplicação segura. A presença de ácido elaídico na polpa também 

merece atenção em pesquisas futuras. Em conjunto, os resultados destacam o potencial 

de T. subincanum como fonte de nutrientes e compostos bioativos, reforçando a 

importância da exploração da biodiversidade amazônica para aplicações alimentícias e 

tecnológicas. 
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Resumo 

Theobroma bicolor Humb. & Bonpl. (Malvaceae), conhecido popularmente como 

macambo, é uma espécie amazônica nativa com expressivo potencial econômico e 

nutricional, embora ainda classificada como uma Planta Alimentícia Não Convencional 

(PANC). Assim, este trabalho apresenta a composição centesimal, o perfil de ácidos 

graxos e a caracterização química dos extratos de casca, polpa e sementes de seus frutos. 

A análise 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 aplicações em produtos de baixa caloria. O perfil lipídico, 

determinado por CG-MS, indicou o predomínio de ácidos graxos saturados, com destaque 

para o estearato de metila (41,38 %) nas sementes. Por meio de análises de RMN 1D/2D, 

foram identificados metabólitos fundamentais, incluindo o ácido oleico (1), o aminoácido 

triptofano (3) e os alcaloides purínicos teofilina (4) e teobromina (5). Nos ensaios 

biológicos, as frações da casca e sementes exibiram citotoxicidade moderada frente às 

linhagens tumorais A549 e HCT-8 e endoteliais HUVEC, com valores de IC50 variando 

entre 28, 24 e 191,10 µg 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 T. bicolor, fornecendo subsídios para seu 

aproveitamento integral pelas indústrias alimentícia e farmacêutica. 

 

Palavras-chave: Malvaceae; Citotoxicidade; PANC; RMN; Composição centesimal. 

 

INTRODUÇÃO 

A Floresta Amazônica, que ocupa aproximadamente 50% do território 

brasileiro, representa um bioma de relevância global não apenas por sua extensão, mas 

também por sua excepcional biodiversidade. Este patrimônio natural abriga uma vasta 

riqueza de famílias botânicas frutíferas, amplamente apreciadas e utilizadas por 

comunidades locais e ribeirinhas (Cruz et al., 2024). Dentre essas famílias, destaca-se a 

Malvaceae, que engloba cerca de 250 gêneros e 4.200 espécies, com aproximadamente 

80 gêneros e 400 espécies presentes no Brasil (Souza; Lorenzi, 2005; Yoshitome et al., 

2008). Os gêneros Pachira e Theobroma, incluídos em Malvaceae, compreendem 

espécies tipicamente encontradas em áreas próximas a rios na região amazônica e 

possuem importância significativa para exploração pela indústria local (Costa et al., 2023; 

Santos et al., 2025). No entanto, ambos os gêneros também incluem espécies ainda pouco 

conhecidas ou subutilizadas na dieta diária da população. Estas são denominadas Plantas 

Alimentícias Não Convencionais (PANC), definidas como espécies que, apesar de 

possuírem uma ou mais partes comestíveis e potencial para incorporação na dieta, não 

são cultivadas ou comercializadas em larga escala (Milião et al., 2022). 

O gênero Theobroma (Malvaceae s.l.) possui distribuição natural em florestas 

tropicais de terras baixas da região Neotropical, estendendo-se da bacia amazônica ao sul 

do México (aproximadamente de 15°S a 18°N de latitude). Compreende 22 espécies, das 

https://www-sciencedirect-com.ez75.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0963996922014120#b0260
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quais 11 são endêmicas do bioma amazônico: T. 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 comestíveis, 

caracterizados por aromas e sabores distintivos, sendo algumas utilizadas como matéria-

prima na produção de sucos, geleias, sorvetes, licores, compotas e outros produtos 

derivados (González et al., 2016; Ipiranga; Souza; Fonseca Júnior, 2022; Rogez et al., 

2004). Dentre a classe dos fitoquímicos, os principais compostos bioativos identificados 

no gênero incluem polifenóis (catequinas, antocianidinas e proantocianidinas), alcaloides 

purínicos (metilxantinas) e fenilpropanoides (ácidos orgânicos simples e tocoferóis), 

presentes desde as folhas até os frutos do gênero (Cuatrecasas, 1964; Sitarek et al., 2024). 

O principal componente das sementes de espécies como T. cacao e T. grandiflorum são 

lipídios, predominantemente compostos por triacilgliceróis (TAG). Os principais ácidos 

graxos que constituem esses lipídios são os ácidos palmítico e esteárico (Bezerra et al., 

2024b; Kobi et al., 2024). 

A família Malvaceae tem sido alvo de diversos estudos sobre suas 

propriedades biológicas, com ênfase em aplicações medicinais. Destacam-se atividades 

como anti-inflamatória e antidepressiva com Hibiscus asper (Foyet et al., 2011), ação 

antioxidante com Sida linifolia (Nwankwo et al., 2023), anticancerígena, entre outras 

relatadas em investigações recentes (Andújar et al., 2012; Sitarek et al., 2024). No gênero 

Theobroma, o cacau (Theobroma cacao L.) apresenta efeitos antioxidantes e atividades 

antifúngicas contra patógenos como Candida albicans e Aspergillus niger (Andriana et 

al., 2025; Desvita et al., 2022). Cascas e sementes da espécie não convencional 

Theobroma bicolor (macambo) demonstram alta capacidade antioxidante, com valores de 

96.943,78 μmol TE/100 g e 10,40 mg EAG/g de polifenóis totais no cotilédone, além de 

ampla ação antimicrobiana, inibindo até 88,89% do crescimento de E. coli e 48,26% de 

Salmonella spp. em concentrações de 75% (Rojas Uribe et al., 2025). Estes achados 

evidenciam o potencial bioativo desta espécie para aplicações nas indústrias alimentícia 

e farmacêutica, justificando novas pesquisas sobre suas propriedades (Mar et al., 2024). 

A espécie amazônica nativa, Theobroma bicolor Humb. & Bonpl. (Figura 14), 

é conhecida regionalmente como "macambo", "pataste", "bacau" ou "cacau-do-peru". 

Ocorre em territórios tropicais da América do Sul, incluindo Bolívia, Brasil (Amazonas, 

Acre e Rondônia), Equador, Colômbia e Peru, sendo também cultivada no México 

(América do Norte) (Benlloch-Tinoco et al., 2024). Seus frutos são de formato oval, com 

comprimento de 25–35 cm e diâmetro de 12–15 cm. Cada fruto contém, em média, 40 
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sementes envoltas por uma polpa esbranquiçada ou amarelada, com odor característico e 

sabor agridoce, rica em proteínas e fibras (solúveis e insolúveis). As sementes de 

macambo produzem uma manteiga de alta qualidade, abundante em gorduras — com 

42,0% de ácido graxo C18:1 (ácido oleico) — semelhante à do cacau (Theobroma cacao 

L.). Este perfil sugere seu potencial como substituto nas indústrias de cosméticos e 

confeitaria, particularmente na produção de chocolate (Benlloch-Tinoco et al., 2024; 

González 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 

características morfológicas externas. Material registrado em Manaus, Amazonas – 

Brasil. 

 

 

Assim, o presente estudo teve como objetivo identificar os principais 

constituintes químicos dos extratos hidroetanólicos da casca, polpa e sementes dos frutos 

de macambo (Theobroma bicolor Humb. & Bonpl.). Para tal, foram empregadas técnicas 

analíticas avançadas, incluindo cromatografia líquida de alta eficiência acoplada à 

espectrometria de massas quadrupolo tempo-de-voo (CLAE-QTOF/EM) e 

espectroscopia de ressonância magnética nuclear (RMN). Adicionalmente, foram 

avaliados os efeitos antiproliferativos e citotóxicos destas frações em linhagens celulares 

cancerígenas e normais por meio de ensaios in vitro. 
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MATERIAIS E MÉTODOS 

MATERIAIS 

Metanol, acetonitrila e ácido fórmico grau HPLC foram obtidos da Merck 

(Darmstadt, Alemanha). Água destilada foi purificada utilizando sistema de purificação 

de água Milli-Q (Millipore, Bedford, MA, EUA). A solução de referência de leucina 

encefalina foi adquirida da Waters Co. (Manchester, Reino Unido). Padrões de referência 

grau analítico foram obtidos da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA) e utilizados para 

preparar as curvas de calibração externa. Todos os outros reagentes e solventes foram de 

grau analítico e comercialmente disponíveis. 

 

COLETA E PREPARAÇÃO 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: A0B6BFD). Os componentes do fruto (casca, polpa e 

sementes) do macambo foram submetidos à liofilização (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 extraídos 

com solução hidroetanólica (20 mL) na proporção de 8:2 (etanol:água, v/v) em banho 

ultrassônico (modelo SSBuc-6L, Mylabor, São Paulo, Brasil) à temperatura ambiente por 

30 minutos, sendo este procedimento repetido três vezes. Os extratos resultantes foram 

concentrados por evaporação do solvente em capela de exaustão à temperatura ambiente. 

Os rendimentos de extração dos extratos hidroetanólicos obtidos foram de 5,38% para a 

casca, 47,63% para a polpa e 5,71% para as sementes. 

Estes extratos foram submetidos à extração em fase sólida (SPE) para 

remoção de açúcares das amostras e obtenção de frações ricas em compostos fenólicos, 

utilizando cartuchos SPE (Strata X, 33 µm, Phenomenex, Torrance, CA, EUA). Estes 

foram inicialmente pré-condicionados por eluição com 1 mL de metanol, seguido por 1 

mL de água ultrapura. As amostras foram inicialmente submetidas a partição líquido-

líquido com hexano para remoção de lipídios presentes. Subsequentemente, os extratos 

hidroetanólicos foram aplicados aos cartuchos SPE. A eluição foi realizada 

sequencialmente com água (fase aquosa) e depois com metanol 100% (fase orgânica). A 

fração final foi coletada em vial e evaporada à temperatura ambiente; esta fração, 
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identificada como fração fenólica, foi submetida à análise por cromatografia líquida de 

ultra eficiência acoplado à espectrometria de massas tandem por tempo de voo (UPLC-

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

 

COMPOSIÇÃO CENTESIMAL DO FRUTO 

A composição centesimal das diferentes partes do fruto de Theobroma bicolor 

(casca, polpa e sementes) foi determinada segundo métodos padrão: umidade por 

secagem em estufa (105 °C) até peso constante; cinzas por incineração em mufla (550 

°C) por 5 h; lipídios por extração com hexano por 8 h em extrator Soxhlet; proteínas pelo 

método clássico de Kjeldahl (Lutz, 2008) e teor de carboidratos determinado por 

diferença conforme descrito por Ogunlaja et al. (2020). O valor energético total das 

amostras foi calculado pela equação: Energia (kcal) = 4 × (g de proteína + g de 

carboidratos) + 9 × (g de lipídios) (Palmeira et al., 2019). 

 

PERFIL DE ÁCIDOS GRAXOS 

As frações lipídicas (em hexano) (10 mg) da casca, polpa e sementes de T. 

bicolor foram combinadas com 0,25 mL de clorofórmio/metanol (2:1; v/v) e 500 µL de 

NaOH 0,1 M em metanol. Esta mistura foi aquecida a 60 °C por 30 minutos, seguida da 

adição de 0,2 mL de água destilada ao final da reação. Os ésteres metílicos de ácidos 

graxos resultantes foram extraídos adicionando-se 1 mL de hexano, seguido de agitação 

em vórtex por um minuto. Após agitação e separação de fases, a fase sobrenadante foi 

analisada utilizando Cromatografia Gasosa acoplada à Espectrometria de Massas (CG-

MS) (Nexis GC2030, GCMS-QP2020 NX, Shimadzu), conforme descrito na 

metodologia de Vasquez et al. (2021), com adaptações. 

 

ANÁLISE DE RMN 

Frações fenólicas de T. bicolor foram analisadas por RMN (1H, 1H−13C 

HSQC e 1H−13C HMBC) em espectrômetro de 11,7 T (Bruker® Avance III HD 500, 13 

MHz para 1H e 125,8 MHz para 13C, BBFO Plus SmartProbe™, Nova York, NY, EUA) a 

298,0 K. Amostras da casca, polpa e sementes foram dissolvidas em 550 μL de CD3OD 

contendo ácido trimetilsililpropanóico (TMSP) (pureza ≥99,0%) como referência interna 
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(0,0 ppm). Os espectros foram processados e analisados utilizando o software TopSpin™ 

versão 4.1.3 (Bruker®). 

 

ANÁLISE POR UPLC-QToF/MS 

O perfil metabólico das frações foi realizado utilizando espectrômetro 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 separação 

cromatográfica foi alcançada em coluna de fase reversa Acquity UPLC BEH C18 (100 

mm × 2,1 mm d.i., tamanho de partícula 1,7 μm) mantida a 40 ± 2 °C. A fase móvel 

consistiu de ácido fórmico 0,1% em água (solvente A) e ácido fórmico 0,1% em 

acetonitrila (solvente B), com fluxo de 0,3 mL/min. O programa de eluição 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 injeção foi de 10 μL. A 

detecção espectrométrica de massas foi realizada no modo de ionização por eletrospray 

negativo (ESI−), com faixa de varredura de massas de m/z 100–1500 e tempo de varredura 

de 0,2 s. Os parâmetros da fonte ESI foram configurados da seguinte forma: voltagem do 

capilar, 3,0 kV; temperatura da fonte, 100 °C; temperatura de dessolvatação, 250 °C; 

voltagem do cone, 30 V; fluxo de gás no cone, 50 L/h; e fluxo de gás de dessolvatação, 

700 L/h. A aquisição de dados foi conduzida em modo contínuo 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 referência de lock mass através do sistema LockSpray™. 

 

ENSAIO DE CITOTOXICIDADE 

A avaliação da citotoxicidade das partes do fruto de T. bicolor foi realizada 

utilizando o ensaio colorimétrico do reagente MTT, seguindo as condições e 

procedimentos metodológicos 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 (BCRJ, RJ, Brasil). 

O MTT (brometo de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazólio) é uma solução 

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 μg/mL de penicilina, e então plaqueadas em placas 

de 96 poços com 100 μL/poço de meio de cultura nas densidades de 1 × 10⁴ células/poço 

(HCT-8) e 6 × 10³ células/poço (HUVEC e A549). Após adesão, as células foram tratadas 

por 48 h com concentrações seriadas de 5, 10, 25, 50 e 100 μg/mL dos extratos do fruto 

de T. bicolor. Subsequentemente, o reagente MTT (0,5 mg/mL) foi adicionado a cada 

poço, e as placas foram incubadas por mais 4 h a 37°C. Os cristais de formazan formados 

foram dissolvidos em dimetilsulfóxido (DMSO) (100 μL), e a absorbância foi medida a 

570 nm. A IC50 (concentração inibitória - concentração do agente que inibe 50% da 

viabilidade celular), GI50 (concentração de inibição do crescimento - concentração do 

agente que inibe o crescimento em 50%) e LC50 (concentração letal - concentração 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 índice de 

seletividade (IS) foi calculado como a razão IC50 (linhagem celular HUVEC) / IC50 

(linhagem celular cancerígena). 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 são 

considerados indicativos de alta seletividade. 

 

ANÁLISE ESTATÍSTICA 

Os dados são expressos como média ± desvio padrão. Análise de variância 

(ANOVA) de um fator, seguida pelo teste post hoc de Tukey, foi utilizada para avaliar 

comparações múltiplas a um nível de confiança de 95%. As diferenças foram 

consideradas estatisticamente significativas quando p < 0,05. As análises estatísticas 

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

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

PARÂMETROS FÍSICO-QUÍMICOS E COMPOSIÇÃO CENTESIMAL DO FRUTO 

T. bicolor 

A Tabela 11 apresenta a composição centesimal das diferentes partes do fruto 

T. bicolor e mostra variações significativas que influenciam seu potencial de aplicação na 

indústria de alimentos (Anokhi Chandrababu et al., 2024). A polpa destaca-se pelo seu 

alto teor de umidade (88,09 ± 0,22 g), característica que contribui para sua menor 
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densidade energética, uma vez que parte da energia é consumida no processo de mudança 

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, reforçando seu perfil 

nutricional leve. O teor de proteínas (3,74 ± 0,08 g) destaca o potencial da polpa para 

aplicação em produtos de baixa caloria, e seu pH levemente ácido (5,40 ± 0,36) e valor 

de 12,40 °Brix indicam sabor suave e estágio adequado de maturação 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 comparação com a polpa, sugerindo seu potencial como ingrediente 

fibroso em formulações alimentícias destinadas ao aumento da ingestão de carboidratos 

e minerais (Mwagandi Chimbevo; Essuman, 2019). 

As sementes, por sua vez, apresentam os menores níveis de umidade (12,73 

± 0,00 g) e o maior teor de carboidratos (60,76 ± 0,28 g) em comparação 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 produção de formulações ricas em carboidratos 

(Olosunde; Akpanmkpuk; David, 2022). O teor de cinzas (3,60 ± 0,12 g) indica que as 

sementes possuem maior conteúdo mineral (Ribeiro et al., 2019). Estes fatores conferem 

às sementes valor significativo em produtos que buscam maior teor energético e mineral, 

contribuindo para a diversificação e aproveitamento integral do fruto na indústria de 

alimentos (Osei et al., 2023). 

  

Tabela 11 - Parâmetros físico-químicos, composição centesimal (g/100 g de matéria 

seca) e energia (kcal/100 g de matéria seca) da polpa, semente e casca de T. bicolor 

(macambo). 

Parâmetros Polpa Semente Casca 

pH 5,40 ± 0,36 - - 

°Brix 12,40 ± 0,17 - - 

Umidade 88,09 ± 0,22a 12,73 ± 0,00b 61,49 ± 0,40c 

Cinzas 1,17 ± 0,00b 3,60 ± 0,12a 1,09 ± 0,02c 

Lipídios 0,06 ± 0,00b 8,54 ± 0,01a 0,04 ± 0,00c 

Proteínas 3,74 ± 0,08b 14,35 ± 0,16a 2,78 ± 0,00c 

Carboidratos 6,93 ± 0,14c 60,76 ± 0,28a 34,59 ± 0,42b 

Energia  43,22 ± 0,88c 377,40 ± 0,47a 149,90 ± 1,70b 

Nota: média ± desvio padrão. Letras diferentes atribuídas aos valores na mesma linha 

indicam diferença significativa segundo o teste de Tukey (p < 0,05). 
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PERFIL DE ÁCIDOS GRAXOS DAS FRAÇÕES LIPÍDICAS DE T. bicolor 

Os perfis de ácidos graxos esterificados das frações lipídicas da polpa, 

semente e casca de Theobroma bicolor foram determinados por cromatografia gasosa 

acoplada à espectrometria de massas (CG-MS), após derivatização para formação de 

ésteres metílicos e etílicos. A identificação foi realizada com base nos tempos de retenção 

e na comparação dos espectros de massas com dados da literatura. Os resultados são 

apresentados como áreas relativas dos picos (%). 

Foram identificados seis principais derivados de ácidos 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 predominância de ácidos graxos 

saturados nas diferentes partes do fruto. 

Na polpa, destacaram-se os derivados do ácido palmítico, particularmente 

palmitato de etila (5,05%) e palmitato de isopropila (3,98%), além de palmitato de metila 

(1,09%), indicando que o ácido palmítico constitui um dos principais componentes 

lipídicos desse tecido. 

A fração lipídica da semente apresentou forte predominância de estearato de 

metila (41,38%), evidenciando o ácido esteárico como principal ácido graxo dessa matriz. 

Também foi detectado araquidato de metila (5,14%), reforçando a presença de ácidos 

graxos saturados de cadeia longa na semente. Esse perfil sugere maior estabilidade 

oxidativa do óleo da semente, característica relevante para aplicações tecnológicas e 

alimentícias. 

Na casca, foram identificados palmitato de etila (5,00%) e palmitato de 

isopropila (3,09%), além de linoleato de etila (1,25%). A presença do derivado do ácido 

linoleico, um ácido graxo poli-insaturado essencial, confere potencial interesse 

nutricional à casca, embora em menor proporção quando comparado aos saturados. 

De maneira geral, o perfil lipídico de T. bicolor revela predomínio de ácidos 

graxos saturados, especialmente palmítico e esteárico, com contribuição secundária de 

ácido linoleico. A elevada proporção de ácido esteárico nas sementes pode representar 

uma característica tecnológica importante, uma vez que este ácido graxo está associado à 

maior estabilidade térmica e oxidativa. Esses resultados destacam a importância da 

caracterização detalhada das frações lipídicas de T. bicolor, tanto para avaliação de seu 

potencial nutricional quanto para possíveis aplicações na indústria de alimentos e 

produtos funcionais. 
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DESCRIÇÃO QUÍMICA QUALITATIVA 

O perfil químico dos extratos de T. bicolor foi investigado por RMN 

unidimensional e bidimensional (1H, COSY, HSQC e HMBC), permitindo a atribuição 

estrutural de cinco metabólitos com base na análise dos deslocamentos químicos, 

multiplicidades, constantes de acoplamento e correlações heteronucleares, bem como por 

comparação com dados da literatura para compostos previamente descritos para espécies 

vegetais do gênero Theobroma. 

A presença de um ácido graxo de cadeia longa foi inferida a partir do espectro de 

RMN de 1H, que exibiu multiplicidade em δH 0,90 atribuídos aos grupos metílicos 

terminais; um sinal intenso em δH 1,28 correspondente aos metilenos da cadeia alifática, 

além de um sinal em δH 2,26 (t, J = 7,3 Hz) característico do metileno α-carbonílico. 

Adicionalmente, observaram-se sinais olefínicos em δH 5,34, indicativos da presença de 

insaturação na cadeia. No mapa de correlação HSQC foram observados carbonos 

metílicos e metilênicos distribuídos entre δC 13,0 a δC 33,9 ppm, consistentes com uma 

cadeia alifática longa. Também, os prótons olefínicos em δH 5,34 apresentaram correlação 

direta com o carbono em 129,5 ppm compatíveis com os carbonos C-9 e C-10 de um 

ácido graxo monoinsaturado. O conjunto dos dados espectroscópicos é compatível com 

um ácido graxo C18:1, consistente com ácido oleico (1), previamente descrito para 

espécies do gênero Theobroma (Benlloch-Tinoco et al., 2024; Ruksilp, 2020). 

Adicionalmente, no espectro de RMN de 1H foi observado um simpleto em δH 

8,43, o qual apresentou correlação direta no mapa HSQC com o carbono em δC 168,0 

ppm, compatível com um carbono formil. O padrão espectral observado é consistente 

com ácido fórmico (2), conforme descrito na literatura (Halleraker, Barth, 2020). 

O espectro de RMN de 1H revelou sinais característicos de um aminoácido 

aromático. Observou-se um multipleto em δH 3,85 atribuído ao próton do carbono α (H-

α), bem como sinais em δH 3,13 correspondentes ao grupo metileno β (H-β), adjacente ao 

sistema aromático. Já na região aromática, foram identificados sinais em δH 7,05 e 7,69 

(d, J = 7,8 Hz), compatíveis com prótons orto-acoplados do sistema indólico. No mapa 

de correlação HSQC, observou-se o carbono carbonílico em 173,0 ppm, além de sinais 

em δC 55,2 e 27,0 ppm atribuídos aos carbonos C-α e C-β, respectivamente. Os sinais 

aromáticos distribuídos entre δC 112,3 e 138,4 ppm corroboram a presença de um núcleo 

indólico. O conjunto dos dados espectroscópicos é consistente com triptofano (3), 

aminoácido aromático amplamente distribuído em tecidos vegetais (Ye et al., 1993). 
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Os espectros de RMN de 1H evidenciaram a presença de alcaloides purínicos 

derivados do núcleo xantínico. Para o composto (4), observou-se um simpleto em δH 7,93, 

atribuído ao H-8 do anel xantínico. No mapa de correlação HSQC foram identificados 

sinais em δC 27,0 e 28,0 ppm, compatíveis com grupos N-metil, além de sinal em δC 140,0 

ppm atribuído ao carbono C-8. O conjunto dos dados é consistente com teofilina (1,3-

dimetilxantina, 4), conforme descrito na literatura (Hamdani, Amane, Duhayon, 2019).  

Para o composto (5), o espectro de RMN de 1H revelou um simpleto em δH 7,86 

correspondente ao H-8 e um simpleto em δH 3,95 (3H) atribuído a um grupo N-metil. No 

mapa de correlação HSQC foram observados sinais em δ 32,6 ppm (N-CH₃), 107,8 ppm 

(C-5) e 142,8 ppm (C-8), compatíveis com teobromina (3,7-dimetilxantina, 5) (Younis et 

al., 2025). As diferenças nos deslocamentos químicos dos carbonos do anel xantínico e 

dos grupos metil sustentam atribuições compatíveis com teofilina e teobromina 

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

Nº 
Compostos 

(Fórmula molecular) 
 1H em ppm (J, Hz)  13C em ppm Amostras Referências 

Ácido graxo 

1 
Ácido oleico  

(C18H34O2) (C18:1) 

0,90 (m, H-17, H-18); 1,28 (m, H-14; 

H-16); 1,59 (m, H-3); 2,0 (m, H-8); 

2,26 (t, J=7,3 Hz, H-2); 5,34 (m, H-

10) 

13,0 (C-18); 21,7 (C-17); 24,7 

(C-3); 26,6 (C-8); 29,3 (C-14); 

31,5 (C-16); 33,9 (C-2); 129,5 

(C-10); 178,2 (C=O) 

ESM 

EPM 
(Ruksilp, 2020) 

Ácido orgânico 

2 
Ácido fórmico 

(CH2O2) 
8,44 (s) 168,0 ESM 

(Halleraker, Barth, 

2020) 

Aminoácido 

3 
Triptofano 

(C11H12N2O2) 

3,13 (m, ); 3,85 (m, ); 7,05 (d, J 

=7,8 Hz, H-4); 7,69 (d, J =7,8 Hz, H-

6), 

27,0 (C-); 55,2 (C-); 112,3 

(C-3); 118,0 (C-6); 119,0 (C-4); 

123,0 (C-5); 128,5 (C-7); 138,4 

(C-2), 173,0 (C=O) 

ESM 

EPM 

ECM 

(Ye et al., 1993) 

Alcaloides 

4 
Teofilina 

(C7H8N4O2) 
7,93 (s, H-8) 

27,0 (CH3-1); 28,0 (CH3-3); 

140,0 (C-8) 

ESM 

EPM 

ECM 

(Hamdani, Amane, 

Duhayon, 2019) 

5 
Teobromina 

(C7H8N4O2) 
3,95 (s, 3H); 7,86 (s, H-8) 

32,6 (CH3-7); 107,8 (C-5); 

142,8 (C-8) 

ESM 

EPM 

ECM 

(Younis et al., 

2025) 
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ENSAIO CITOTÓXICO E ANTIPROLIFERATIVO DE T. bicolor 

Amostras da casca, polpa e sementes do fruto de T. bicolor foram avaliadas 

quanto à 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 classificação de citotoxicidade proposta 

por Anywar et al. (2022) e pelo Instituto Nacional do Câncer (NCI), compostos com 

valores de IC50 ≤ 20 µg/mL são considerados altamente citotóxicos, aqueles entre 21 e 

200 µg/mL moderadamente citotóxicos, e aqueles entre 201 e 500 µg/mL fracamente 

citotóxicos. A avaliação baseada nestes critérios revelou que a casca e a semente do 

macambo exibiram perfil moderadamente citotóxico em todas as linhagens celulares 

avaliadas, tanto saudáveis quanto cancerígenas, com valores de IC50 variando de 28,24 a 

191,10 µg/mL (Figura 15). Em relação ao índice 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 comparação com as células endoteliais de veia umbilical humana (HUVEC). As 

demais amostras geralmente exibiram baixa seletividade em relação às células tumorais. 

Notavelmente, a fração da polpa mostrou seletividade relativamente maior para células 

normais (ex., HUVEC), com valores de IS em torno de 0,92, sugerindo citotoxicidade 

aumentada em relação às células não tumorais (Granato et al., 2022) (Tabela 13). 

 

Tabela 13 - IC50 e Índice de Seletividade (IS) dos extratos ESM, EPM e ECM. 

Amostras 
IC50 (µg EAG/mL) IS 

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: IC50 representa a concentração de um agente necessária para diminuir o crescimento 

celular em 50%, determinada quando (T/C) × 100 = 50. Aqui, T é a contagem de células 

no momento do tratamento, e C é a contagem de células no grupo controle no mesmo 

momento. O índice de seletividade (IS) é calculado comparando a IC50 em células 

HUVEC saudáveis com a IC50 em células cancerígenas, oferecendo percepção sobre o 

potencial do agente em atingir seletivamente células cancerígenas em detrimento das 
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saudáveis. 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 comparação com a polpa e a semente, exibindo valores de GI50 entre 10,80 e 

11,27 µg/mL nas linhagens celulares cancerígenas. Este comportamento também foi 

relatado para outra espécie do gênero, T. sylvestre (Fonseca Júnior et al., 2025). Foi a 

única amostra do fruto capaz de induzir efeito letal em concentrações de 135,3 µg/mL na 

linhagem de carcinoma colorretal. Estes resultados destacam o potencial da fração 

fenólica dos frutos de T. bicolor, apontando para promissoras perspectivas de futuras 

aplicações na indústria de alimentos. 
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Figura 15 - Avaliação 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) IC50: a concentração do agente que reduz o 

crescimento celular em 50%. (B, E e H) GI50: a concentração do agente que diminui o crescimento em 50% em comparação com células não 

tratadas. (C, F e I) LC50: a concentração do agente que causa uma redução líquida de 50% das células em relação à contagem inicial de células no 

início do tratamento. 
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CONCLUSÃO 

O estudo das frações de Theobroma bicolor demonstra que esta espécie 

amazônica é promissora para as indústrias alimentícia e farmacêutica. A composição 

centesimal revelou que as sementes são 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 caracterização por CG-MS e RMN 1D/2D 

identificou constituintes de alto valor biológico e tecnológico, com destaque para a 

predominância de ácidos graxos saturados nas sementes (estearato de metila, 41,38%), 

sugerindo estabilidade oxidativa superior para aplicações em cosméticos e gorduras 

vegetais. A presença dos alcaloides teofilina e teobromina, aliada ao aminoácido 

triptofano e ao ácido oleico, reforça o valor fitoterapêutico da espécie. No âmbito 

biológico, as frações 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 T. bicolor é uma estratégia viável para a valorização da 

biodiversidade amazônica, estabelecendo bases sólidas para o desenvolvimento de novos 

produtos funcionais e o avanço de investigações sobre seus compostos antitumorais. 
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CONCLUSÃO GERAL 

A partir da pesquisa realizada com os frutos das espécies Theobroma 

bicolor, Theobroma subincanum e Theobroma sylvestre verificou-se a composição 

centesimal, o perfil químico, bem como a citotoxicidade das partes dos frutos, que são de 

grande interesse à indústria de alimentos. 

A caracterização físico-química e a composição centesimal das diferentes 

partes dos frutos demonstraram que as espécies T. bicolor, T. subincanum e T. sylvestre 

apresentam perfis nutricionais relevantes e comparáveis aos de outras espécies do gênero, 

incluindo o T. cacao. Em todas as espécies, a polpa apresentou elevado teor de umidade, 

associado à textura suculenta e à aplicação em produtos como sucos, polpas e derivados 

fermentados. Em contraste, as sementes destacaram-se pelo alto teor de carboidratos, 

proteínas e valor energético, indicando serem fontes concentradas de nutrientes e 

promissora para formulações de maior densidade energética. A casca, por sua vez, exibiu 

teores relevantes de cinzas e carboidratos, sugerindo elevada concentração de minerais e 

potencial aproveitamento como ingrediente rico em fibras e micronutrientes. Esses 

resultados reforçam a possibilidade de aproveitamento integral dos frutos, contribuindo 

para estratégias de valorização de espécies alimentícias não convencionais. 

A análise da fração lipídica revelou diferenças importantes entre as espécies 

e entre as diferentes partes do fruto. Em T. subincanum, foram identificados os ácidos 

graxos palmítico, linoleico e esteárico, além da presença do ácido elaídico na polpa e 

casca, indicando a necessidade de atenção quanto ao seu uso em formulações 

alimentícias. As sementes, por outro lado, não apresentaram esse ácido graxo trans, 

reforçando seu potencial para aplicações alimentares mais seguras. Em T. bicolor, 

observou-se predominância de ácidos graxos saturados, especialmente derivados dos 

ácidos palmítico e esteárico, com destaque para o elevado teor de estearato de metila nas 

sementes, o que sugere maior estabilidade oxidativa do óleo. 

A investigação fitoquímica das três espécies revelou um conjunto de 

metabólitos secundários pertencentes a diferentes classes químicas. Nas espécies 

analisadas, foram identificados aminoácidos, alcaloides metilxantínicos, flavonoides, 

compostos fenólicos, lignanas e outros metabólitos especializados. Entre os constituintes 

destacam-se os alcaloides teobromina, teofilina, cafeína e teacrina, amplamente 

associados ao gênero Theobroma. Foram identificados, também, os flavonoides 

epicatequina, quercetina, miricetina, kaempferol, luteolina e seus derivados glicosilados, 
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além de compostos fenólicos como procianidinas e clovamida. Observou-se que alguns 

metabólitos em T. sylvestre não haviam sido previamente relatados para espécies do 

gênero, ampliando o conhecimento químico em Malvaceae. Essa diversidade estrutural 

reforça 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 T. sylvestre, as frações fenólicas exibiram atividade citotóxica 

predominantemente moderada em diferentes linhagens celulares, sugerindo a presença de 

compostos bioativos capazes de interferir na proliferação celular. Em T. subincanum, os 

extratos de sementes e casca não apresentaram citotoxicidade significativa, indicando 

biocompatibilidade e potencial aplicação em produtos alimentícios ou nutracêuticos, 

enquanto a polpa demonstrou atividade moderada. Já em T. bicolor, a casca apresentou 

maior capacidade de inibição do crescimento celular e demonstrou seletividade relevante 

para células tumorais em comparação às células normais. Esses resultados sugerem que 

a citotoxicidade observada pode estar associada à presença de flavonoides e outros 

compostos fenólicos identificados nas análises químicas, evidenciando o potencial dessas 

espécies como fontes de moléculas bioativas. 

Em decorrência disso, este estudo demonstra que T. bicolor, T. subincanum e 

T. sylvestre — plantas alimentícias não convencionais (PANC) — apresentam 

características nutricionais, químicas e biológicas que reforçam seu potencial para 

aproveitamento pela indústria de alimentos. Tais espécies configuram-se como 

alternativas promissoras ou complementares ao T. cacao, bem como para o 

desenvolvimento de alimentos funcionais, ingredientes nutracêuticos e novos produtos do 

gênero Theobroma. Assim, o aproveitamento dessas espécies pode contribuir para a 

valorização da biodiversidade amazônica, o estímulo a cadeias produtivas sustentáveis e 

a inovação tecnológica na indústria alimentícia. 
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APÊNDICE 

MATERIAL SUPLEMENTAR 

Análise por Espectroscopia de Ressonância Magnética Nuclear 1D e 2D de T. sylvestre (cacau-azul) 

Figure S1A 

Regiões ampliadas dos espectros de RMN de 1H (0,0 – 3,0 ppm) das frações fenólicas da casca (PFPe), polpa (PFPu) e sementes (PFS) 

(500,13 MHz, CD3OD). 
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Figure S1B 

Regiões ampliadas dos espectros de RMN de 1H (3,4 – 4,5 ppm) das frações fenólicas da casca (PFPe), polpa (PFPu) e sementes (PFS) 

(500,13 MHz, CD3OD). 
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Figure S1C 

Regiões ampliadas dos espectros de RMN de 1H (5,0 – 6,5 ppm) das frações fenólicas da casca (PFPe), polpa (PFPu) e sementes (PFS) 

(500,13 MHz, CD3OD). 
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Figure S1D 

Regiões ampliadas dos espectros de RMN de 1H (6,2 – 8,5 ppm) das frações fenólicas da casca (PFPe), polpa (PFPu) e sementes (PFS) 

(500,13 MHz, CD3OD). 
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Figure S2 

Espectro COSY 1H-1H das frações fenólicas da casca (PFPe) (11,74 T, CD3OD). 
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Figure S3 

Espectro COSY 1H-1H das frações fenólicas da polpa (PFPu) (11,74 T, CD3OD). 
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Figure S4 

Espectro COSY 1H-1H das frações fenólicas das sementes (PFS) (11,74 T, CD3OD). 
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Figure S5 

Espectro HSQC 1H-13C das frações fenólicas da casca (PFPe) (11,74 T, CD3OD). 
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Figure S6 

Espectro HSQC 1H-13C das frações fenólicas da polpa (PFPu) (11,74 T, CD3OD). 
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Figure S7 

Espectro HSQC 1H-13C das frações fenólicas das sementes (PFS) (11,74 T, CD3OD). 
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Figure S8 

Espectro HMBC 1H-13C das frações fenólicas da casca (PFPe) (11,74 T, CD3OD). 
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Figure S9 

Espectro HMBC 1H-13C das frações fenólicas da polpa (PFPu) (11,74 T, CD3OD). 
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Figure S10 

Espectro HMBC 1H-13C das frações fenólicas das sementes (PFS) (11,74 T, CD3OD). 
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Abstract
Theobroma subincanum (cupuí) 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 HCT8) 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 (IC₅₀ [inhibitory concentration that reduces cell viability by 
50%]: 12.29–22.80 μg/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 cupuí fruit shows potential for use in the food industry due to its nutritional and bioactive properties.

Nutritional and bioactive potential of Theobroma subincanum Mart.:  
a promising Amazonian fruit for the food industry

Edson Queiroz da FONSECA JUNIOR1,2 , Edinilze Souza Coelho OLIVEIRA2 ,  
Daniel de Queiroz ROCHA2 , Samuel Oliveira da SILVA1,2 , 

 Andreza Cavalcante de OLIVEIRA1,2 , Francisca das Chagas do Amaral SOUZA3 , Gabriela FURLANETO4 ,  
Julia Carvalho Cardoso CONSENTINI4 , Luciana AZEVEDO4 , Pedro Henrique CAMPELO5 ,  
Edgar Aparecido SANCHES6 , Railma Pereira MORAES7 , Jaqueline de Araújo BEZERRA1,8* 

1 INTRODUCTION
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 cupuaçu 
(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 

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 
(Rocha et al., 2025; Silva et al., 2014). Conversely, cupuaçu 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).

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 (Milião 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 Júnior et al., 2025).

Similarly, another underexplored Amazonian species is 
Theobroma subincanum Mart., commonly known as “cupuí” 
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 Rondônia). 
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 cupuaçu. 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 cupuaçu, 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 
(cupuí) 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 cupuí 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-
ça, BR-174; 2°45′14.93ʺS, 60°2′22.47ʺW). 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 et al., 2019): 

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

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 mL of 0.1 M NaOH in methanol. The mixture 
was heated at 60 °C for 30 min to form fatty acid methyl esters 
(FAMEs), 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 × 0.25 mm, 0.25 mm) 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 

was performed on an Acquity UPLC BEH C18 reversed-phase 
column (100 mm × 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 (1H, 1H−13C HSQC, and 1H−13C HMBC) on an 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 CD3OD 
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, RJ, 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 
× 10⁴ cells/well for HCT-8 and 6 × 10³ 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 IC₅₀ (inhibitory concentration 
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that reduces cell viability by 50%), GI₅₀ (growth inhibition 
concentration that suppresses proliferation by 50%), and LC₅₀ 
(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 IC₅₀ value for the non-tumor HUVEC line and the 
IC₅₀ 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 Júnior 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).

Cupuí 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 (cupuaçu), 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 Júnior 
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 

Parameters Pulp Seed Peel

pH 3.47 ± 0.06 — —

°Brix 14.43 ± 0.40 — —

Moisture 83.61 ± 0.20a 8.76 ± 0.13c 76.37 ± 0.52b

Ash 0.55 ± 0.01c 3.45 ± 0.04a 1.16 ± 0.04b

Lipids 0.05 ± 0.00b 1.90 ± 0.00a 0.04 ± 0.00c

Proteins 1.20 ± 0.31c 10.88 ± 0.59a 4.47 ± 0.22b

Carbohydrates 14.58 ± 0.20c 75.01 ± 0.68a 17.96 ± 0.69b

Energy 63.59 ± 0.79c 360.69 ± 0.36a 90.06 ± 1.92b

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 (cupuí)*.

*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 (1H, 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 at dH 7.18 (s, H-8) and dH 7.35 

(sl, H-6). In the HSQC spectrum, these protons correlated with 
carbons at dC 108.3 (C-7) and dC 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 et al., 2011) and in the fruits of T. sylvestre 
(Fonseca Júnior et al., 2025). In addition, Theacrine (2), a purine 
alkaloid reported in Theobroma and Herrania species (Fonseca 
Júnior 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 
signals at dH 3.23–dH 3.66, correlating with carbons at dC 28.2–dC 

31.7 ppm, together with HMBC correlations to C-2 (dC 152.2) 
and C-4 (dC 136.5), confirmed the structure.

No TR 
(min)

Compounds 

(Chemical formula)

Precursor ion 
(m/z) 

[M-H]- /[M+H]+ 

Fragmentations

(m/z)

d 1H in ppm 
(J, Hz)

d 13C in 
ppm Samples References

1 4.48
Tryptophan 

(C11H12N2O2)

205.0961 
[M+H]+ 

146.0588, 
188.0700

118.0628

7.18 (s, H-8), 
7.35 

(sl, H-6)

108.3 (C-7), 
111.2 (C-6), 
127.8 (C-2).

EPC (Fonseca Júnior et al., 
2025)

2 5.93
Theacrine 

(C9H12N4O3)

225.0980 
[M+H]+ 

210.0756

168.0771

153.0536

3.44 (s, 3H),

3.56 (s, 3H,),

3.23 (s, 3H),

3.66 (s, 3H).

152.2 (C-2), 
136.5 (C-4), 
99.0 (C-5), 

153.5 (C-6), 
150.5 (C-8), 
29.2 (CH3-

1), 30.6 
(CH3-3), 

28.2 (CH3-
7), 31.7 

(CH3-9).

ECC

EPC

(Hammerstone Jr. et 
al., 1994; Wang et al., 

2010) 

3 7.84
Epicatechin 

(C15H14O6)

289.0731 
[M-H]- 245.0157

5.92 (d, J = 
2.3 Hz, H-6),

5.89 (d, J = 
2.3 Hz, H-8),

6.80 (d, J = 
8.0 Hz, H-5′). 

95.2 (C-6), 
94.7 (C-8), 

115.5 (C-5′),
ESC

(Febrianto & Zhu, 
2022; Huang et al., 

2021)

4 9.57 Clovamide 

(C18H17NO7)

358.0969 
[M-H]-

254.9837

222.0416

178.0534

135.0459

—

—

ESC

EPC

(Barros et al., 2016; 
Febrianto & Zhu, 

2022)

5 11.51

Hypolaetin-8-O-
b-D-glucoronide 

3″-O-sulfate 
(C21H18O16S)

557.0275 
[M-H]-

301.0389

254.9837

175.0255

— —

ESC

EPC

(Febrianto & Zhu, 
2022; Moita, 2019)

6 17.36
Luteolin

(C15H10O6)

285.0462 
[M-H]-

254.9837

175.0285

133.0315

— —
ESC

EPC

(Sánchez-Rabaneda 
et al., 2003)

Table 2. Compounds in T. subincanum extracts identified by UPLC-QToF/MS and NMR. ECC: peel, EPC: pulp, ESC: seed.
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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 1H 
NMR spectrum, doublets at dH 5.92 (J = 2.3 Hz) and dH 5.84 (J = 
2.3 Hz) of ring A and at dH 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-β-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]⁻ 
(Sánchez-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 IC₅₀ 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 IC₅₀ 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 cupuí pulp exhibited 
the highest capacity to inhibit cell growth, with GI₅₀ values 
ranging from 10.32 to 11.66 mg/mL, an effect also reported for 
another species of the genus, T. sylvestre (Fonseca Júnior 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 Cupuí), ECC (peel extract of Cupuí), and EPC (pulp extract of Cupuí) was performed 
on A549, HCT8, and HUVEC cell lines. (A, D, and G) IC50: the concentration of the agent that reduces cell growth by 50%. (B, E, and H) GI50: 
the agent concentration that decreases growth by 50% compared to untreated cells. (C, F, and I) LC50: 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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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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