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RESUMO 

 

PUGLIESE, A.G. Compostos fenólicos do cupuaçu (Theobroma grandiflorum) e do 

cupulate: Composição e possíveis benefícios.  Dissertação (mestrado) – Faculdade de 

Ciências Farmacêuticas – Universidade de São Paulo, São Paulo, 2010. 

 

O cupuaçu é uma fruta nativa brasileira, com boa palatabilidade e grande 

potencial agroindustrial, seja na produção de polpa congelada, seja na de um produto 

análogo ao chocolate, o cupulate
®
. Polpas frescas de cupuaçu apresentaram composição 

centesimal e teor de fenólicos similares ao longo do ano, favorecendo sua  

industrialização. Esta regularidade também foi observada entre as distintas marcas 

avaliadas de polpa de cupuaçu congelada. Foi verificado, porém, diminuição de 

fenólicos, capacidade antioxidante e inibitória de α-amilase da polpa congelada em 

relação à polpa fresca. Esta enzima foi inibida pela polpa deste fruto; no cupulate não 

foi detectada nenhuma inibição de α-amilase ou de α-glicosidase. O cupulate 

apresentou, aproximadamente, metade da capacidade antioxidante, do teor de fenólicos 

e de proantocianidinas totais do chocolate. Apresentou, ainda, menor teor de proteínas e 

maior teor de lipídios que o chocolate. Os ácidos graxos presentes em maior quantidade 

na semente de cupuaçu, tanto fresca como processada (líquor), são o oléico e o 

esteárico. Os efeitos do processamento das sementes de cupuaçu assemelham-se àqueles 

observados no cacau: grande perda de umidade, aumento de lipídios, redução de 

carboidratos e do teor de polifenólicos. O decréscimo destes compostos ocorre, 

possivelmente, devido à sua condensação oxidativa, gerando taninos insolúveis de alto 

peso molecular. Os flavonóides identificados no cupuaçu foram catequina, epicatequina, 

theograndinas e glucuronídeos de isorhamnetina, quercetina e luteolina. Foram, ainda, 

identificados procianidinas até decâmeros na semente fresca de cupuaçu, já no líquor, 

devido à baixa concentração, somente até tetrâmeros. 
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ABSTRACT 

 

PUGLIESE, A.G. Cupuassu’s (Theobroma grandiflorum) and cupulate’s phenolic 

compounds: Chemical composition and possible benefits. Dissertation (Master) – 

Faculdade de Ciências Farmacêuticas – Universidade de São Paulo, São Paulo, 2010. 

  

 Cupuassu is a brazilian native fruit, with good flavor and great industrial 

potential, either in the production of frozen pulps or in the manufacturing process of a 

chocolate-like food, the cupulate
®

. Cupuassu’s fresh pulp showed similar chemical 

composition and phenolics content over the year, supporting its industrialization. This 

regularity was also observed between different brands of cupuassu frozen pulp. It was 

found, however, that the processed pulp has a decrease on phenolics content, 

antioxidant capacity and α-amylase inhibitory activity, in relation to the fresh pulp. This 

enzyme was inhibited by the fruit pulp. Cupulate, on the other hand, did not inhibit 

either α-amylase or α-glucosidase. This product showed, approximately, half of the 

antioxidant capacity, of the total phenolics content and of the total proanthocyanidins 

content found in the regular chocolate. Cupulate showed, also, less proteins content and 

more lipids content than chocolate. The most abundant fatty acids, either in the 

cupuassu’s fresh seed or in the processed seed (liquor), were the oleic acid and stearic 

acid. The processing effects observed in the cupuassu’s seeds were similar to those 

observed in cocoa processing, i.e. high moisture reduction, lipids increase, carbohydrate 

and phenolics content reduction. The phenolics decrease occurs, possibly, due to 

oxidative condensation, yielding unsoluble tannins of high molecular mass. The 

flavonoids identified on cupuassu were catechin, epicatechin, theograndins and 

glucuronides of isorhamnetin, quercetin and luteolin. Procyanidins up to decamers on 

the cupuassu’s fresh seeds were also identified, but only up to tetramers on cupuassu’s 

liquor, due to the their low concentration. 

 

 

 

 

 

 

Key-words: flavonoids, tannins, antioxidant, Theobroma grandiforum and cupulate. 



1. INTRODUÇÃO 

 

1.1. Cupuaçu e cupulate 

 

Nos últimos 50 anos, a atenção dada ao setor agropecuário brasileiro aumentou 

muito, seja devido ao fato de que o Brasil é um exportador de inúmeros produtos, seja 

porque a ética do mundo atual considera fundamental não apenas melhorar a qualidade 

do produto em si, mas todo o contexto em que ocorre sua produção. Sendo assim, o 

desenvolvimento do setor rural brasileiro obteve atenção não somente política, mas 

também sócio-econômica nas mais diversas regiões do país. Desde então, projetos 

geraram não somente uma forte integração entre as famílias rurais e as novas formas de 

racionalidade produtiva, como também quebraram a relativa autonomia setorial 

(NAVARRO, 2001).  

Este mesmo autor afirma que, a partir do século XXI, algumas questões foram 

ampliadas na discussão de tais projetos: preservação do meio ambiente, mudanças 

climáticas, desenvolvimento sustentável, aumento da demanda de alimentos, aspectos 

nutricionais, utilização de agrotóxicos, dentre tantos outros. O que se vê é o surgimento 

não somente de novas formas de gestão dos recursos naturais, com a utilização de uma 

extraordinária tecnologia, como também de uma nova visão sobre o mundo rural. 

Assim, um estudo sobre qualquer produto produzido (ou potencialmente 

produzido) em solo nacional é fundamental para viabilizar novos projetos, visto que a 

produção agrícola tende cada vez mais a unir custo baixo, qualidade nutricional, 

facilidade de exportação e, por fim, mas não menos importante, preservação do meio 

ambiente.  

Este trabalho visa estudar o fruto do cupuaçuzeiro (Theobroma grandiflorum 

Willd. Ex Spreng. K. Shum), espécie nativa das florestas tropicais, encontrado em 

estados brasileiros como o Pará e Maranhão. Pertence à família Malvaceae e ao gênero 

Theobroma, este último é composto de 22 espécies de plantas tropicais do continente 

americano, dentre elas o cacau (Theobroma cacau L.).  

As possíveis aplicações deste fruto, somadas à facilidade de manejo em climas 

tropicais, levaram famílias a trocarem o cultivo de arroz, feijão e milho, sem muito 

sucesso, pelas árvores de cupuaçu. A fruticultura nacional se dá por cooperativas de 

pequenos agricultores do Pará, Amazonas, Rondônia, Acre, entre outros. O trabalho 



destes grupos já conta com inovações como o plantio em consórcio com a pupunha 

palmeira, que provê coco, palmito e sombra necessária ao cupuaçu; e a geração de 

energia através da casca do cupuaçu (MÜLLER, et al., 1995; COMCIÊNCIA, 2004). Já 

o cacau, tem como principais produtores os estados do Pará, Mato Grosso, Bahia, Minas 

Gerais, Espírito Santo e Amazonas. O cultivo voltado à exportação iniciou-se na 

América, África e Ásia já desde 1585. O Brasil participa no comércio internacional 

exportando cacau em amêndoas desde 1961 (CUENCA & NAZÁRIO, 2004).  

Assim, há um considerável interesse econômico pelo cupuaçu (Figura 1), 

devido à sua polpa aromática e seu teor de acidez bastante apreciados pelos 

consumidores. O fruto é usado em geléias, sorvetes e bebidas (YANG et al., 2003).  

 

  

Figura 1 – A - Cupuaçuzeiro em consórcio. B - Cupuaçus. 

 

O aroma intenso e marcante do cupuaçu o distingue de outros frutos nativos 

brasileiros – como o umbu-cajá (Spondias citherea), Camu-camu (Myrciaria dubia) e o 

araça-boi (Eugenia stipitata) –, por ser caracterizado pelo seu alto teor de ésteres 

(butanoato de etila, hexanoato de etila) e traços de terpenos (FRANCO et al., 2000). 

Estes voláteis, que compõem o aroma, conferem ao cupuaçu um flavor frutado, floral, 

verde, amanteigado, pungente, caramélico, abaunilhado e notas de maçã e chocolate 

(FRANCO et al., 2005).  



Também com aroma agradável, as amêndoas, advindas das sementes torradas do 

cupuaçu, podem ser usadas na fabricação de um produto similar ao chocolate, 

conhecido como “cupulate”. Este produto foi desenvolvido e patenteado pela 

EMBRAPA, Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuária (NAZARÉ et al., 1990). 

Neste trabalho, para fins didáticos, será utilizado o termo cupulate para denominar este 

produto, ainda que seus percentuais e modos de processamento não sejam 

necessariamente iguais aos da patente (BRASIL, 2008).  

Um estudo comparativo entre o chocolate (derivado do cacau) e o cupulate 

(derivado do cupuaçu) requer uma caracterização da sua composição química e de seus 

potenciais benefícios à saúde humana. 

O quadro 1 (TACO, 2006) apresenta a composição do fruto cupuaçu, deste sob 

a forma de polpa congelada, e do fruto cacau. Verifica-se que o cupuaçu apresenta 

quase o dobro de vitamina C que o cacau, e teor de potássio 4 vezes superior. Observa-

se que o teor de carboidratos é metade do encontrado no cacau, seu teor lipídico, no 

entanto, é 10 vezes maior.  

 

Quadro 1 - Composição de alimentos por 100 gramas de parte comestível: Centesimal, 

mineral, vitaminas e colesterol. 

Descrição dos 
alimentos 

Fruto cupuaçu 
Polpa congelada           

de cupuaçu 
Fruto cacau 

Umidade (%) 86,2 86,6 79,2 

Energia (kcal) 49 49 74 

Proteína (g) 1,2 0,8 1 

Lipídios (g) 1 0,6 0,1 

Carboidratos (g) 10,4 11,4 19,4 

Fibra alimentar (g) 3,1 1,6 2,2 

Cinzas (g) 1,2 0,6 0,3 

Cálcio (mg) 13 5 12 

Magnésio (mg) 18 14 25 

Manganês (mg) 0,07 0,17 0,04 

Fósforo (mg) 21 14 9 

Ferro (mg) 0,5 0,3 0,3 

Sódio (mg) 3 1 1 

Potássio (mg) 331 291 72 

Cobre (mg) 0,07 0,14 0,15 

Zinco (mg) 0,3 0,2 0,5 

Tiamina (mg) 0,37 0,07 0,25 

Riboflavina (mg) 0,04 0,07 Tr 

Piridoxina (mg) 0,07 0,05 0,04 

Niacina (mg) 4,34 Tr Tr 

Vitamina C (mg) 24,5 10,5 13,6 

 Fonte: Tabela Brasileira de Composição de Alimentos - TACO, 2006. Tr: Traços. 



O cupuaçu possui alto teor de ácido ascórbico, apresentando 110 mg /100 g de 

amostra (GONÇALVES, 2008). Este valor supera, por exemplo, os teores de vitamina 

C da laranja Baía: 65 mg/100 g (TACO, 2006). Sabendo que este composto é de grande 

importância biológica, variedades com altos teores de ácido ascórbico são desejáveis. 

Este fruto, por apresentar alto teor de lipídeos em sua semente, é utilizado em 

produtos de beleza, cremes e sabonetes, que também se valem do apelo de produto 

natural de origem amazônica. A composição da manteiga de cupuaçu (Figura 2), 

embora semelhante à do cacau, distingue-se desta. Para uma gordura ser considerada 

equivalente à do cacau (CBE – cocoa butter equivalent), deve possuir mais de 65 % de 

triacilgliceróis do tipo SOS (esteárico, oléico, esteárico) e menos de 45% de ácidos 

graxos insaturados. A manteiga de cupuaçu, no entanto, possui cerca de 29 % de 

triacilgliceróis SOS e 46 % de ácidos graxos insaturados (LUCCAS et al., 2001). 

Mesmo não sendo equivalente à manteiga de cacau, sua composição lipídica 

semelhante, somada à sua maciez e alto ponto de fusão, faz com que ela possa ser usada 

na fabricação de produtos análogos ao chocolate em localidades onde as temperaturas 

são amenas (LANNES et al., 2003).  

 

  

Figura 2 – A – Corte longitudinal do cupuaçu. B - Manteiga e torta de cupuaçu. 

 



Na produção do chocolate, pode-se utilizar até 5 % em peso de manteiga de 

cupuaçu, sem alteração das características sensoriais. Já na produção do cupulate, há 

uma total substituição da manteiga e do macerado das amêndoas (líquor) do cacau pela 

do cupuaçu. Como resultado, tem-se um produto similar ao chocolate, mas com tempo 

de cristalização inferior. Isto se deve ao ponto de fusão (33,9 ºC) superior ao do cacau 

(31,0 ºC) (LUCCAS et al., 2001).  

O maior teor de ácidos graxos monoinsaturados confere maior maciez à gordura, 

característica bastante apreciada por consumidores no teste de aceitação do cupulate 

(COHEN et al., 2005). A utilização desta gordura natural desprovida de ligações trans 

pode ainda substituir a gordura hidrogenada na fabricação de bolos e sorvetes 

(GILABERT-ESCRIVÁ, 2002). 

Em relação às proteínas da semente de cupuaçu, estas apresentam valor 

biológico por conter boa composição aminoacídica e teores acima dos recomendados às 

crianças e adultos, para alguns dos aminoácidos essenciais. Além de enriquecer o 

alimento, suas proteínas melhoram certas propriedades funcionais, como a capacidade 

de emulsificação (CARVALHO, 2004; LOPES et al., 2008). Esta qualidade também é 

verificada na polpa do cupuaçu, porém como resultado do alto teor de açúcares solúveis, 

possibilitando o seu uso como geléias, sucos e iogurtes (ROGEZ et al., 2004). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



1.1.1 Produção de cupulate 

 

 O cupuaçu, como o cacau, sofre diversos processos físico-químicos na 

conversão da semente para o derivado final (Figura 3). O processamento do cacau 

consiste nas seguintes etapas: colheita, retirada da polpa junto com as sementes (a polpa 

é drenada durante a fermentação, ou antes desta, com uma despolpadora), fermentação 

em recipientes sob aquecimento natural do processo, atingindo até 50 °C (usado para 

reduzir a adstringência e a acidez das sementes), secagem por aquecimento artificial ou 

sob o sol (Figura 4), forneamento a 120-150 ºC (usado para o desenvolvimento do 

flavor e, por vezes, para facilitar a liberação da casca que envolve a semente), moagem 

(obtenção de uma pasta denominada “líqüor”, cuja fluidez se deve à quebra das paredes 

celulares e liberação da manteiga de cacau) (Figura 5), alcalinização (eventualmente 

usado para aprimoramento do flavor, cor e dureza), adição de parte dos demais 

ingredientes, mixagem, refinamento a 25-50 ºC (a pressão de rolos aprimora a textura), 

armazenamento a 45-50 ºC (maturação), concheamento (perde compostos voláteis e 

umidade, de 49 até 82 ºC), adição das partes restantes dos ingredientes e temperagem 

(Figura 6), que é o resfriamento a 10 ºC e reaquecimentos sucessivos a 29-31 ºC (usado 

para obter uma boa cristalização) (WOLLGAST et al., 2000). O processamento do 

cupuaçu para produzir o cupulate sofre as mesmas etapas que o cacau.  

 

 

Figura 3 - Fluxograma da fabricação do chocolate/cupulate. Fonte: MORORÓ (2007). 



 

 

Figura 4 – A - Despolpamento. B - Cochos de fermentação. C - Secagem. 

 

 

Figura 5 – A - Forneamento. B - Descascamento. C - Moagem. 

 

 

Figura 6 – A - Refinamento. B - Concheamento. C - Temperagem. 



A fermentação ocorre em cochos cobertos com folhas de bananeira ou sacos de 

aniagem. Somente a folha de bananeira é utilizada por apresentar uma palma fechada, 

ideal para a conservação do calor gerado pelo metabolismo microbiano. O saco de 

aniagem também é bastante utilizado por, além de permitir a conservação da 

temperatura, possibilitar a liberação da água evaporada em decorrência do calor. Esta 

umidade é um grande problema para a qualidade do cacau, porque favorece o 

desenvolvimento de fungos. A fermentação é inicialmente anaeróbica. A partir do 

terceiro até o sétimo e último dia, as sementes são revolvidas diariamente. Desse modo, 

a fermentação se torna aeróbica e o calor produzido é homogenizado entre as sementes. 

A fermentação das sementes de cupuaçu/cacau é uma etapa especialmente 

importante para a produção de cupulate/chocolate, pois além de desenvolver o flavor a 

semente precisa perder, através da fermentação, sua acidez (proveniente de ácidos como 

o cítrico, lático, oxálico e succínico) e excessiva adstringência (resultante da presença 

de polifenóis, principalmente os flavan-3-óis e procianidinas). Logo no início dela, 

grandes alterações no conteúdo polifenólico podem ser percebidas: foi observado, no 

caso do cacau, um abrupto decréscimo do conteúdo de (-)-epicatequina entre o segundo 

e terceiro dia de fermentação. Ao sexto dia, devido à oxidação e à difusão dos polifenóis 

nos líquidos que exudam durante a fermentação, o conteúdo de (-)-epicatequina é 

reduzido a 10 – 20 % da quantidade inicial. Mesmo quando não há fermentação, 

observou-se um decréscimo de 50 % no teor de (-)-epicatequina após a secagem das 

sementes (BRACO et al., 1969; BIEHL, 1973; KIM et al., 1984; HERRMANN et al., 

1995; HANSEN et al., 1998; HASLAM, 1998). 

Durante a fermentação, microorganismos em condições anaeróbicas consomem 

os ácidos e açúcares presentes internamente e no resíduo externo da semente. Como 

resultado, diminui-se a acidez e o ºBrix, e produzem-se ácido acético e etanol, que 

contribuem para a desestruturação das membranas celulares. Os polifenóis, uma vez 

lisadas as membranas, difundem-se com os demais líquidos celulares e são oxidados a 

quinonas. Essas di-cetonas cíclicas podem (1) reagir com peptídeos ou proteínas, 

atribuindo coloração marrom; (2) oxidar-se e formar taninos insolúveis de alto peso 

molecular ou (3) formar outros produtos. Estas reações ocorrem por auto-oxidação, ou 

com a enzima polifenol oxidase. Não apenas a condensação de subunidades é 

observada, mas também uma diminuição da quantidade total de polifenóis 

(HERRMANN et al., 1994; ROMANCZYK et al., 1997; BRAVO et al., 1998; 

KEALEY et al., 1998; HANSEN et al., 1998; HASLAM, 1998). 



Após a fermentação e a secagem, as sementes são forneadas. Esta etapa se utiliza 

de altas temperaturas, o que, somado à presença do oxigênio, provoca oxidação 

adicional nos compostos polifenólicos (KEALEY, 1998; WOLLGAST et al., 2000). 

Um maior tempo de forneamento reduz o teor de polifenólicos, o que, por sua vez, 

aprimora sobremaneira o flavor e a textura: intensifica o sabor de chocolate, aumenta a 

viscosidade, reduz a adstringência (proveniente de polifenóis) e o amargor (resultante da 

presença de alcalóides como a theobromina, cafeína e dicetopiperazinas) (MISNAWI et 

al., 2004; HASLAM, 1998). Durante este processamento há degradação de metade dos 

aminoácidos, desnaturação parcial de proteínas e destruição quase total de açúcares 

redutores. Há perda de compostos voláteis, incluindo aldeídos, cetonas, furanos, 

pirazinas, alcoóis e ésteres. Além destas perdas, o forneamento reduz a umidade, 

desprende o invólucro fibroso do cotilédone (amêndoa) e este se torna mais friável e 

escuro (MINIFIE, 1989). 

 De modo geral, para se obter um chocolate com alto teor de flavonóides e 

taninos – o que é bom nutricionalmente, mas diminui a palatabilidade – deve-se usar 

sementes naturalmente ricas em polifenóis, uma baixa temperatura, curto tempo de 

exposição a esta, e a utilização do processo de branqueamento (idealmente 95 ºC por 5 

minutos) para inibir a polifenol oxidase (KEALEY et al., 1998). A etapa de 

alcalinização, utilizada por alguns produtores, também leva a consideráveis decréscimos 

do conteúdo polifenólico (MILLER et al., 2008; SULISTYOWATI et al., 2008).  

Após o forneamento, ocorre a etapa de concheamento, ou conchagem. Este 

procedimento revolve o liquor por várias horas, podendo variar de 6 a 96 horas. Quanto 

mais tempo ocorre o conchemamento, melhores serão as qualidades sensoriais do 

produto final. Durante o conheamento, há perda de umidade e de alguns compostos 

voláteis, como a redução de mais de 50% dos aldeídos de baixo ponto de fusão e de 

aproximadamente 30% do ácido acético (FRISSE, 1985; LEY, 1994). Esta etapa 

aprimora as propriedades do fluido (redução do coeficiente de viscosidade plástica de 

Casson) pela perda de umidade. A redução final da viscosidade se dá pela adição do 

emulsificante lecitina de soja (COHEN & JACKIX, 2009). A temperatura de 

conchagem pode variar de 40-70 ºC, para o chocolate ao leite, e de 40-80 ºC, para o 

chocolate amargo. Uma temperatura maior do que as citadas causa a desnaturação das 

proteínas do leite, o conseqüente empelotamento da massa, uma maior intensidade da 

reação de Maillard e, com isso, o surgimento do aroma queimado (ITAL, 1998). 



Enquanto a massa ainda está aquecida pelo processo de concheamento, esta é 

transferida para o equipamento de temperagem. Esta etapa promove a pré-cristalização 

do chocolate, influenciando nas características físicas e sensoriais do produto final. O 

fluido é aquecido e resfriado sucessivamente, enquanto sofre agitação. Este tratamento 

termo-mecânico tem por objetivo a obtenção da forma cristalina mais estável dentre as 

diversas estruturas polimórficas que a manteiga de cacau (WILLE & LUTTON, 1966) e 

de cupuaçu (LUCCAS, 2001) pode adquirir. A massa, inicialmente quente, é resfriada 

para induzir a cristalização. Um novo aquecimento é efetuado para que somente formas 

cristalinas estáveis sejam fundidas. O empacotamento adequado dos cristais de gordura 

atribui maior densidade e viscosidase à massa, o que facilita a moldagem, diminue o 

tempo de solidificação e aumenta a consistência e o brilho do produto final (COHEN et 

al., 2004). 

 De modo semelhante à produção do chocolate de cacau, os componentes da 

semente de cupuaçu, e os ácidos e açúcares que a envolvem, sofrem trabalho metabólico 

microbiano. A fermentação, somado ao forneamento e demais processos, leva a 

alterações físico-químicas (NAZARÉ, 1990). Espera-se, portanto, que este 

processamento interfira na composição de compostos bioativos do cupuaçu, quali e 

quantitativamente, alterando os eventuais efeitos biológicos potencialmente favoráveis à 

saúde humana. 

 As formulações empregadas na produção de chocolate e cupulate são variadas, a 

utilizada no presente trabalho foi a de um chocolate/cupulate meio amargo: 

 

52 % Amêndoas de cupuaçu/cacau   

8 % Manteiga de cupuaçu/cacau   

33,5 % Açúcar 

6 % Leite em pó 

0,5 % Lecitina 

  

A formulação meio-amarga contém maiores quantidades da amêndoa. Desse 

modo, pôde-se avaliar um produto mais rico em polifenólicos e com melhor potencial à 

saúde humana. 

 

 



1.2. Compostos bioativos 

 

Através da alimentação obtemos macro e micronutrientes, e ainda compostos 

bioativos com atividades promotoras da saúde, como é o caso da capacidade 

antioxidante. Esta característica está relacionada aos teores de vitaminas A, C e E, 

carotenóides, e compostos fenólicos – como os flavonóides – presentes nos frutos e 

hortaliças em geral. Alimentos ditos funcionais, como o chá verde, vinho, soja, frutas 

vermelhas e chocolate, possuem, além da capacidade antioxidante, atividades 

antiinflamatória e/ou hipocolesterolêmica (SEIFRIED et al., 2007; RICE-EVANS et al., 

1996; GERMAN e DILLARD, 1998). 

Os compostos fenólicos compõem a maior categoria dentre os agentes 

fitoquímicos, que se encontram amplamente distribuídos no reino vegetal. Estes 

compostos são derivados das vias bioquímicas do ácido chiquímico e fenilpropanoídico. 

Tais vias compõem o denominado metabolismo secundário, sua presença está associada 

à proteção contra a predação. Esse efeito se deve ao sabor adstringente dos compostos 

fenólicos, somado à diminuição sistemática do metabolismo dos nutrientes digeridos e 

absorvidos pelo herbívoro, particularmente o das proteínas. Uma teoria alternativa 

sugere que o metabolismo secundário ofereceria às plantas meios de adaptação às novas 

condições ambientais. Segundo essa visão, as enzimas sintetizadas para executar os 

processos do metabolismo secundário permitiriam a atuação da rede de enzimas do 

metabolismo primário, até que as condições voltem a ser propícias à atividade 

metabólica e ao crescimento. Desse modo, os processos do metabolismo secundário é 

que teriam valor à planta, e não necessariamente os produtos (HASLAM, 1998). 

Independentemente de qual o benefício, a evolução levou a uma ampla variedade 

de metabólitos secundários, muitos deles sendo fenólicos. Estes compostos subdividem-

se em três grupos principais: os flavonóides, os ácidos fenólicos, e os taninos. Os 

flavonóides possuem estrutura molecular C6-C3-C6 com diversas variações, e são 

compostos muito encontrados na natureza. Estes grupos estão distribuídos na natureza 

em frutas como o morango, a uva, a maçã e nas nozes. Os ácidos fenólicos abrangem os 

ácidos benzóicos e derivados (hidroxibenzóico, vanílico, gálico, etc.) e os ácidos 

cinâmicos e derivados (cumárico, caféico, ferúlico, clorogênico, etc.). Os taninos são 

polímeros de alto peso molecular e são divididos em três classes: taninos hidrolisáveis, 

taninos condensados (universais em Angiospermas), e os taninos complexos, de 

distribuição mais limitada na natureza (KING; YOUNG, 1999; COS et al., 2003).  



1.2.1. Flavonóides 

 

Os flavonóides são compostos bioativos encontrados amplamente nos alimentos e 

caracterizados por sua estrutura de difenilpropano (C6-C3-C6) composta por quinze 

carbonos (Figura 7) (HERTOG et al., 1992). Sua estrutura é caracterizada por um 

grupo cromóforo, benzopirano, ligado a um anel aromático. O anel heterocíclico 

conhecido como benzopirano é chamado de anel C. Esta estrutura esta fundida a um 

anel aromático, chamado de anel A, e possui um grupamento fenila, denominado anel 

B. Este anel aromático pode estar ligado em C2 (2-fenilbenzopiranos, os flavonóides), 

C3 (3-fenilbenzopirano, os isoflavonóide) ou C4 (4-fenilbenzopirano, os 

neoflavonóides). Todos os três grupos possuem uma chalcona como precursora, que é 

uma forma isomérica de cadeia aberta. Flavonóides com anel heterocíclico de cinco 

carbonos são denominados auronas. Possíveis modificações aos flavonóides incluem 

metoxilação, glicosilação nos grupos hidroxila (O-glicosídeos) e nos carbonos (C-

glicosídeos), presença do grupo fenila e alquila ligado covalentemente a partes dos 

flavonóides e condensação adicional de anéis aromáticos no núcleo do flavonóide 

(ARON & KENNEDY, 2008). A forma glicosilada ocorre com carboidratos tais como a 

D-glicose, L-ramnose, glicoramnose, galactose e arabinose. Os flavonóides subdividem-

se em diversas classes incluindo antocianinas, flavonas, flavanóis, flavanonas, 

isoflavonas e flavonóis (Figura 8).  

 

 

 

Figura 7 - Estrutura básica dos flavonóides. 

 

Flavonóides representam um grupo abundante e amplamente difundido entre as 

frutas e vegetais. Seu consumo está relacionado a efeitos cardioprotetores devido à sua 

influência em mecanismos associados à aterosclerose. Alguns dos possíveis efeitos 

benéficos dos flavonóides, como aqueles encontrados no cacau, incluem: propriedades 

antioxidantes, aprimoramento da função endotelial, redução da pressão arterial, 



decréscimo do funcionamento e ativação da agregação plaquetária e modulação do 

sistema imune e das vias inflamatórias. 

 

 

 

Figura 8 - Estruturas das principais classes de flavonóides. 

 

A ação biológica benéfica dos flavonóides é devida à habilidade seqüestradora 

de radicais livres, redução da formação destes radicais e estabilização de membranas 

pelo decréscimo de sua fluidez. Os dois primeiros protegem contra danos por oxidação 

de moléculas como DNA, lipídios (como a LDL) e proteínas; o último efeito reduz a 

mobilidade de radicais livres na bicamada lipídica e, conseqüentemente, inibe a 

peroxidação das membranas das células endoteliais (ENGLER & ENGLER, 2004; 

GERMAN & DILLARD, 2005). Além destes efeitos, diversos estudos têm demonstrado 

que os flavonóides podem inibir e, às vezes, induzir uma grande variedade de enzimas 

envolvidas em importantes processos reguladores como o da divisão e proliferação 

celular, da agregação plaquetária, da atuação da resposta inflamatória e do sistema 

imune do organismo humano. Como conseqüência desta cascata de eventos, diversas 

condições patológicas podem ser evitadas, tais como o desenvolvimento de tumores, 

aterosclerose, trombose, câncer e inflamação crônica (ENGLER & ENGLER, 2004; 

HOLLMAN; KATAN, 1997a; 1999). 



A oxidação nos sistemas biológicos é uma conseqüência da ação dos radicais 

livres no organismo. Tais radicais originam-se de fontes exógenas, substâncias com a 

qual entramos em contato, ou de fontes endógenas, substâncias originárias de processos 

biológicos do próprio organismo. A variedade de radicais livres existentes englobam 

radicais de oxigênio (íon superóxido (O2
-
), hidroxila (OH), peróxido de hidrogênio 

(H2O2), alcoxila (RO), peroxila (ROO), peridroxila (HOO) e oxigênio singlete 
1
O2), 

complexos de metais de transição (Fe
+3

/Fe
+2

 e Cu
+2

/Cu
+
), radicais de carbono 

(triclorometil (CCl3)), radicais de enxofre (tiol (RS)), radicais de nitrogênio (óxido 

nítrico (NO) e fenildiazina (C6H5N=N)), além de espécies reativas de oxigênio 

(peróxido de hidrogênio (H2O2) e o oxigênio singlete (
1
O2)) (ERENEL et al., 1993; 

RICE-EVANS & BURDON, 1993).  

A ação antioxidante ocorre tanto pela inibição da formação dos radicais quanto 

pela eliminação dos radicais formados. A neutralização se dá pela doação de átomos de 

hidrogênio a estas moléculas, interrompendo a cadeia reacional. O potencial 

antioxidante dos compostos fenólicos deve-se principalmente à primeira atuação, 

seqüestrando radicais livres e quelando metais. Os antioxidantes, como os flavonóides, 

possuem diversas duplas conjugadas em ressonância e hidroxilas que são capazes de 

estabilizar a carga positiva oriunda da perda do próton. Quanto maior a quantidade de 

hidroxilas e de ligações olefínicas adicionais no anel C, mais potencializada será sua 

capacidade antioxidante (NAKAMURA et al., 2003; PIETTA, 2000; ROBARDS et al., 

1999; HOLLMAN, KATAN, 1997b). 

As informações sobre a composição dos flavonóides do cupuaçu são escassas. 

YANG et al. (2003) identificaram através de RMN nove flavonóides antioxidantes na 

semente do cupuaçu (Figura 9): (+)-catequina (3), (-)-epicatequina (4), isocutelarina 8-

O--D-glucuronídeo (5), hipolaetina 8-O- glucuronídeo (6), quercetina 3-O--D-

glucuronídeo (7), éster metílico 6” de quercetina 3-O--D-glucuronídeo (8), quercetina 

(9), caempferol (10), e éster metílico 6”de isoscutelarina 8-O--D-glucuronídeo (11); e 

dois novos flavonóides sulfatados glicosídicos, teograndina I (1) e teograndina II (2). 

Catequina e epicatequina são flavan-3-óis, quercetina e caempferol são flavonóis, 

isoscutelarina, hipolaetina e teograndina são flavonas.      

 



 

 

Figura 9 - Flavonóides antioxidantes do cupuaçu: teograndina I (1), teograndina II (2) 

(+)-catequina (3), (-)-epicatequina (4), isocutelarina 8-O--D-glucuronídeo (5), 

hipolaetina 8-O- glucuronídeo (6), quercetina 3-O--D-glucuronídeo (7), éster metílico 

6” de quercetina 3-O--D-glucuronídeo (8), quercetina (9), caempferol (10), e éster 

metílico 6”de isoscutelarina 8-O--D-glucuronídeo (11). 

 

As informações sobre o cacau, fruto do mesmo gênero, e os flavonóides nele 

encontrados são mais difundidas, constituem-se de (+)-catequina, (-)-epicatequina, 

procianidinas (como a B2 e a B5), luteolina e seus glicosídeos, apigenina e seus 

glicosídeos, quercetina glicosilada e naringenina (SÁNCHEZ-RABANEDA et al., 

2003; WOLLGAST e ANKLAM, 2000). 

O perfil de flavonóides conhecidos do cupuaçu apresenta em comum com o do 

cacau a presença de flavanóis, como a (+)-catequina e a (-)-epicatequina. Pela existência 

destas catequinas presume-se a possível existência de procianidinas também no 

cupuaçu. 



1.2.2 Ácidos Fenólicos. 

 

Os ácidos fenólicos estão presentes em plantas como batatas, alcachofra, 

rabanete, beterraba, cenoura, berinjela, alface, brócolis, espinafre, entre outros 

(MATTILA & HELLSTRÖM, 2007). Os ácidos fenólicos ocorrem nas plantas 

predominantemente como derivados substituídos do ácido hidroxibenzóico, que 

possuem sete átomos de carbono (C6-C1) (Figura 10), e derivados do ácido 

hidroxicinâmico, que possuem nove átomos de carbono (C6-C3) (Figura 11). O ácido 

fenólico de sete carbonos é o mais comum e o mais encontrado na natureza. Estes 

derivados variam quanto aos seus padrões de hidroxilação e metoxilação do anel 

aromático (SHAHIDI & NACZK, 1995; HERMANN, 1989).  

 

    

Figura 10 – A - Ácido p-hidroxibenzóico. B – Ácido protocatecuico. 

 

 

Figura 11 – A - Ácido p-hidroxicinâmico. B – Ácido caféico. 

 

Os ácidos fenólicos podem também apresentar-se ligados entre sí ou a outros 

compostos. A forma de arranjo mais encontrada ocorre com o ácido caféico, o qual, 

associado ao ácido quínico, origina o ácido clorogênico (SOARES, 2002). 

Assim como outros compostos fenólicos, os ácidos fenólicos atraem atenção por 

seu potencial benefício à saúde. São atribuídas a eles atividades como antioxidante, 

antibacteriana, antiviral, anticarcinogênica, antiinflamatória e vasodilatadora (DUTHIE 

et al., 2000; BREINHOLT, 1999; SHAHIDI & NACZK, 1995). 



1.2.3. Taninos, proantocianidinas e procianidinas  

  

Taninos são compostos com massa molecular intermediária ou alta, chegando a 

30.000 Dalton. São moléculas altamente hidroxiladas e podem formar complexos 

insolúveis com carboidratos e proteínas. O nome tanino, aliás, advém desta capacidade 

de ligação a proteínas: utilizam-se taninos no processo de curtume da pele de animais, 

em inglês “tanning”. O couro é, então, o resultado de complexos estáveis entre taninos e 

o colágeno da pele (BRAVO et al., 1998; HERRMANN et al., 1994; MAKKAR et al., 

1989; MAKKAR et al. 1987). De mesmo modo, os taninos se complexam com as 

proteínas salivares, atribuindo sensação de adstringência. Quanto mais polimerizado o 

tanino, maior é a sua precipitação. Os taninos resultantes em solução são aqueles de 

baixa massa molecular (SARNI-MANCHADO et al., 1999). 

Os taninos podem ser subdivididos em três grupos: hidrolisáveis, complexos e 

condensados. O primeiro grupo consiste num núcleo de glicose ou outro poliol 

esterificado com o ácido gálico (também chamado tanino gálico) ou o com o ácido 

hexahidroxidifênico (também chamado tanino elágico). A condensação oxidativa de 2 

unidades galoil converte taninos gálicos em elágicos (Figura 12). Estes taninos são 

facilmente hidrolisáveis com ácidos, bases, aquecimento ou enzimas, produzindo álcool 

polihídrico e ácido fenilcarboxílico (RICE-EVANS et al., 1996; CROFT, 1998; 

BRAVO, 1998). 

 

 

 

Figura 12 – A - Ácido gálico. B – Ácido hexahidroxidifênico. 

 

Os taninos complexos consistem em um flavan-3-ol ligado glicosidicamente a 

uma unidade de tanino gálico ou elágico. Eles são apenas parcialmente hidrolisáveis 

(COS et al., 2003). 



Os taninos condensados, ou proantocianidinas, são polímeros de alta massa 

molecular. As unidades monoméricas que os compõem são, em grande parte, os flavan-

3-ol, sendo um flavan-3,4-diol seu precursor. A condensação oxidativa ocorre entre o 

carbono C-4 com o C-6 ou C-8 das unidades adjacentes (Figura 13). Eles não possuem 

em sua estrutura um grupo poliol ligado e não são imediatamente hidrolisáveis 

(BRAVO et al., 1998; HERMANN et al., 1994; FERREIRA, 2003). 

 

 

 

Figura 13 - Procianidina C1, um tanino condensado. 

 

 Os taninos condensados sob aquecimento em soluções alcoólicas (n-butanol) 

acidificadas (ácido clorídrico) se auto-oxidam produzindo pigmentos vermelhos de 

antocianidinas (Figura 14) e são, por isso, também denominadas proantocianidinas 

(PORTER et al., 1986). 

 

 

 

Figura 14 – A - Cianidina (uma antocianidina). B - (-)-epicatequina. C - (+)-catequina. 



Proantocianidinas são oligômeros de flavonóides, especialmente os flavan-3-ol:  

(+)-catequina, (-)-epicatequina, (+)-galocatequina, (-)-epigalocatequina e (-)-

epigalocatequina galato (BRAVO et al., 1998; HERMANN et al., 1995; KEALEY et 

al., 1998; COS et al., 2003). As ligações dos taninos condensados, ou proantocianidinas 

são ácido-lábeis, sua hidrólise ácida em meios alcoólicos produz antocianidinas. Se as 

subunidades monoméricas forem somente (+)-catequina e (-)-epicatequina, cianidina é o 

único produto resultante da hidrólise. Proantocianidinas são chamadas, então, de 

procianidinas (PORTER, L.J., 1989; WOLLGAST et al., 2000; DIXON et al., 2004; 

SCALBERT et al., 2000).  

Taninos condensados são muito encontrados nas plantas superiores. Encontram-

se como misturas complexas de polímeros compostos de 4 a 11 monômeros, associados 

aos flavan-3-ol que os compõem. Taninos hidrolisáveis e complexos, no entanto, tem 

baixa distribuição na natureza (HAMMERSTONE et al., 2000; SCALBERT et al., 

2000; COS et al., 2003). 

Grande parte da literatura de taninos condensados refere-se apenas às 

proantocianidinas oligoméricas (dímeros, trímeros e tetrâmeros), devido à dificuldade 

de analisar moléculas com alto grau de polimerização. Proantocianidinas, no entanto, 

podem ocorrer num grau de polimerização de 50 ou mais. A falta de dados sobre a 

composição de taninos deve-se, ainda, à ausência de padrões comerciais, à distribuição 

irregular nos tecidos, e à variação sazonal e no processamento (COS et al., 2003). 

Proantocianidinas são classificadas de acordo com seu padrão de hidroxilação: 

procianidina (3,5,7,3’,4’-OH), prodelfinidina (3, 5, 7, 3’, 4’, 5’-OH), propelargonidina 

(3,5,7,4’-OH), profisetinidina (3,7,3’,4’-OH), prorobinetidina (3,7,3’,4’,5’-OH), 

proguibourtinidina (3, 7, 4’-OH), proteracacinidina (3,7,8,4’-OH), promelacacinidina 

(3,7,8,3’,4’-OH), entre outras (FERREIRA et. al., 1996). As procianidinas, por sua vez, 

podem ser classificadas de acordo com o número de subunidades e modos de ligação: 

procianidina A (dímero com ligação entre C2 e C4 da unidade “superior” ao oxigênio 

em C7 e C6 ou C8, respectivamente, da unidade “inferior”), procianidina B (dímero 

com ligação entre C4 “superior” com C8 “inferior”), procianidina C (trímero), 

procianidina D (tetrâmero), entre outras. Cada subgrupo (Figura 13, 15 e 16) apresenta 

variações quanto à estereoquímica de suas ligações (FERREIRA et. al., 1996; COOPER 

et. al., 2008). 



 

Figura 15 – Procianidinas diméricas. A - Procianidina A1. B - Procianidina A2. 

 

 

Figura 16 – Procianidinas diméricas. A - B1. B - B2. C - B3. D - B4. 

 

Proantocianidinas oligoméricas são solúveis em diferentes meio aquosos e 

orgânicos, o mesmo, no entanto, não é observado nos taninos condensados de alta 

massa molecular. Esta insolubilidade é fonte de erros na quantificação de polifenóis de 

plantas pois os extratos negligenciam a fração insolúvel (BRAVO et.al., 1998). Os 

estudos das proantocianidinas quantificaram o seu teor total por métodos colorimétricos 

e identificaram de dímeros até decâmeros pela utilização de CLAE, LCMS e UPLC-

MS/MS (KEALEY et al., 1998; ADAMSON et al., 1999; LAZARUS et al., 1999; 

HAMMERSTONE et al., 1999; HAMMERSTONE et al., 2000; ORTEGA et al., 2008). 

Os taninos condensados, de mesmo modo que os flavonóides, possuem diversas 

evidências de benefícios à saúde humana, a saber: analgésico, imunomodulador, 

propriedades hipocolesterolêmicas, modulador anti-inflamatório e plaquetário, anti-

aterosclerótico, redutor da suceptibilidade de oxidação da LDL, bactericida e, por fim, 

anticancerígeno por ser antioxidante, antimutagênico e regulador da apoptose. Como 

desvantagem, afirma-se que os taninos reduzem a digestibilidade de proteínas e 

depletam micronutrientes como o zinco e o ferro (SCALBERT et al., 1991; REED et 

al., 1995; AERTS et al., 1999; KARIN et al., 2000; SMULIKOWSKA et al., 2001; 

MATHUR et al., 2002; SCHEWE et al., 2001; SCHEWE et al., 2002; MOINI et al., 

2002; COS et al., 2003; DIXON et al., 2004; ENGLER et al., 2004; VINSON et al., 

2006; JALIL et al., 2008; KENNY et al., 2009).  



1.2.3.1. Quantificação de proantocianidinas 

 

 O ensaio da vanilina é frequentemente usado para medições quantitativas de 

taninos condensados (ou seus componentes monoméricos). A maior vantagem deste 

método consiste em sua especificidade a uma estreita gama de flavanols e 

dihidrochalconas, que possuem uma ligação simples na posição 2,3 e grupos hidroxilas 

livres com orientação meta no anel B (SARKAR e HORWARTH, 1976). Ensaios 

baseados no poder redutor, como o Folin-Denis (BURNS, 1963) ou Azul da Prússia 

(PRICE e BUTLER, 1977), por outro lado, identificam indiscriminadamente qualquer 

fenol presente. 

 A quantificação do teor de taninos pela metodologia do butanol acidificado 

avalia a antocianidina, percebida pela coloração avermelhada, formada a partir das 

proantocianidinas do analito, seja moído ou o extrato deste. Esta reação ocorre por auto-

oxidação, seguida de clivagem das ligações interflavonóide catalisada por ácido. A 

produção de antocianidina é grandemente afetada por traços de metais de transição, 

sendo os sais de Fe
2+

 e Fe
3+

 os melhores catalisadores. Estes íons metálicos aceleram a 

reação através da formação de radicais livres, normalmente via espécies de peróxido, 

tanto por etapas de oxidação como de redução (PORTER et al., 1986).  

 O uso da temperatura, assim como o do íon metálico, não aumenta a intensidade 

da formação de antocianidinas da solução final, mas reduz grandemente o tempo 

reacional. Espera-se, no entanto, que a ligação do ferro metálico, por si só, cause um 

deslocamento batocrômico. Desse modo, a simples ligação deste íon já responde, ainda 

que sutilmente, pela formação da coloração vermelha (PORTER et al., 1986). 

 A produção de antocianianidina é influenciada pelo teor de água no meio 

reacional, corroborando o uso de meios orgânicos, como o metanol, na extração. O 

oxigênio atmosférico, por sua vez, contribue parcialmente na formação de 

antocianidina, pois existem três diferentes vias reacionais: autocatalítica (que não requer 

O2), auto-oxidação (requer O2) e por oxidação direta (requer íons metálicos ou p-

benzoquinona) (PORTER et al., 1986). 

 A luz atmosférica não influencia na formação de cor, porém a análise dos 

extratos deve ser feita logo na seqüência, pois diminui a formação das antocianidinas 

assim como a solubilidade em metanol, ao longo do tempo (PORTER et al., 1986). 

 Os ensaios de avaliação do teor de taninos condensados, assim como o de 

fenólicos totais, estão vinculados à quantidade que se extraiu da matriz alimentar. Para 



tal um solvente adequado é necessário e, ainda assim, as análises se prestam mais como 

um reflexo do conteúdo total de proantocianidinas entre as distintas amostras (AZIZAH 

et al.,1999). 

 Para uma análise qualitativa, faz-se necessário a separação e posterior 

quantificação dos oligômeros. A literatura propõe métodos de separação dos taninos 

extraídos, geralmente por cromatografia líquida de alta eficiência, e de sua posterior 

análise por espectrometria de massas (HAMMERSTONE et.al., 2000; SÁNCHEZ-

RABANEDA et. al., 2003; ORTEGA et. al., 2008).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



1.3. Atividade inibitória de -glicosidase e -amilase 

 

 A -glicosidase e -amilase são importantes enzimas digestivas, que interferem 

na absorção da glicose. A presença deste açúcar no sangue é proveniente de 

carboidratos, como o amido, que são hidrolisados pelas duas principais enzimas 

digestivas: -glicosidase e -amilase. A -glicosidase, situada na membrana ciliada do 

intestino delgado, que promove a quebra do amido e da sacarose (clivagem de ligação 

-1,4 e -1,6), liberando moléculas de glicose para serem absorvidas. Já a -amilase, 

presente na saliva e suco pancreático, é responsável por clivar ligações glicosídicas -

1,4 de amilose, liberando dextrina, maltose e maltodextriose (BISCHOFF, 1994; 

MCCARTER e WITHERS, 1994). 

 Ainda no que diz respeito ao metabolismo sanguíneo, a hiperglicemia pós-

prandial, quando ocorre com elevada recorrência, pode causar dano às células β. Estas 

células são responsáveis pela produção e liberação da insulina. O dano a estas células 

terá como conseqüência a diminuição progressiva da secreção deste hormônio 

(YAMAMOTO et al., 2008).  

  Diabetes mellitus consiste numa desordem metabólica de etiologia múltipla 

caracterizada por hiperglicemia crônica e distúrbios no metabolismo de proteínas, 

carboidratos e lipídios, resultando em deficiências na secreção de insulina, 

insensibilidade do receptor à produção endógena deste hormônio, ou ambos (WHO, 

1999).  Seu tratamento pode ser feito, no caso específico do tipo 2, pela diminuição da 

hiperglicemia pós-prandial. Para tal, retarda-se a absorção de glicose através da inibição 

das enzimas -glicosidase e -amilase no trato digestivo. Tais enzimas hidrolisam o 

amido, liberando glicose, e com esta inibição, prolonga-se o tempo de digestão de 

carboidratos, reduzindo, assim, a proporção de glicose absorvida e, consequentemente, 

o aumento brusco de glicose pós-prandial no plasma (TOELLER, 1994). 

 O estresse oxidativo, gerado por breves episódios de hiperglicemia, acarreta 

dano celular, seguido de peroxidação lipídica e inativação de proteínas. Como 

conseqüência deste processo, temos complicações como retinopatia, nefropatia e 

neuropatia (AL-AZZAWIE e ALHAMDANI, 2006; ROLO e PALMEIRA, 2006). 

 Apesar de mecanismos não esclarecidos e poucos estudos relatados, as hipóteses 

salientam que a alta capacidade antioxidante de compostos fenólicos, principalmente 

dos flavonóides, também pode ser efetiva na redução do estresse oxidativo e progressão 



da diabetes mellitus e hipertensão (SONG et al., 2005; MATSUI et al. , 2001; KNOW 

et al., 2006; APOSTOLIDIS et al. 2006). Além disso, os flavonóides encontrados em 

frutos poderiam também atuar inibindo diretamente as enzimas envolvidas na digestão 

de carboidratos (GONÇALVES, 2008), diminuindo a glicemia pós prandial. Neste 

sentido, é de extremo interesse verificar se os compostos fenólicos presentes no cupuaçu 

apresentam capacidade inibitória das enzimas digestivas -amilase e -glicosidase. 

 



2. OBJETIVOS 

 

O objetivo geral deste projeto foi o de estudar a potencial qualidade do cupulate 

e da polpa de cupuaçu na alimentação e promoção da saúde humana. O consumo 

continuado de um alimento com maior teor de polifenólicos e, como consequência, com 

maior atividade antioxidante e, possivelmente, inibitória das enzimas -glicosidase e -

amilase apresentaria benefícios à saúde. Os objetivos específicos foram determinar: 

 

-Os teores de compostos fenólicos (fenólicos totais, flavonóides e proantocianidinas); 

-Os tipos de flavonóides e proantocianidinas; 

-O teor de ácido ascórbico; 

-A composição centesimal e a de ácidos graxos; 

-A atividade antioxidante e inibitória das enzimas -glicosidase e -amilase. 

 

 As amostras avaliadas foram:   

 

-Polpas frescas de cupuaçu; 

-Polpas congeladas comerciais de cupuaçu; 

-Sementes de cupuaçu;  

-Cupulate; 

-Intermediários de produção do cupulate. 

 

 Para fins de comparação, também foram avaliados os teores de fenólicos totais e 

proantocianidinas e composição centesimal das seguintes amostras: 

 

-Polpa fresca de cacau; 

-Semente fresca de cacau; 

-Chocolate. 

 

 

 

 



3. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1. Materiais 

 

As amostras de cupuaçu foram obtidas do CEAGESP. O revendedor, Luma – Frutas 

exóticas, obteve esta fruta de um mesmo cultivar da Bahia. O cupuaçu foi comprado 

especificamente em três diferentes épocas do ano: fevereiro 2009 (verão), maio 2008 

(outono), agosto 2008 (inverno). O mês de novembro (primavera) é uma época de 

entresafra para esta fruta. As amostras de cupuaçu, seus intermediários de produção, e 

de cacau foram produzidas junto à CEPLAC – Comissão Executiva do Plano da 

Lavoura Cacaueira com colaboração da Fazenda Riachuelo, Bahia. 

O cupuaçu foi lavado, seco, aberto e teve sua polpa e sua semente separadas da 

casca, que foi descartada. Congelou-se imediatamente as amostras em nitrogênio 

líquido; a polpa foi, então, separada da semente. A polpa e a semente foram liofilizadas, 

trituradas em nitrogênio líquido em graal com pistilo, homogeneizadas em moinho 

analítico refrigerado (modelo A10 S2, IKA Works inc.,Wilmington, NC) e, 

posteriormente, armazenadas a -20 ºC (freezer) até o momento da análise. 

O cupulate e seus derivados (semente seca, torrada e amêndoas) não receberam este 

tratamento, devido à sua baixa umidade. Estas amostras foram trituradas em nitrogênio 

líquido em graal com pistilo, homogeneizadas em moinho analítico refrigerado (modelo 

A10 S2, IKA Works inc.,Wilmington, NC) e, posteriormente, armazenadas a -20 ºC até 

o momento da análise. Todos os reagentes foram de grau analítico ou grau CLAE. 

 

3.2. Equipamentos 

 

3.2.1 Equipamentos utilizados na produção de cupulate/chocolate 

 

- Torradora Circular, Jafinox. 

- Descascador de 5 platafomas, Jafinox. 

- Moinho de Facas, Jafinox. 

- Refinador de 5 rolos, Jafinox. 

- Concha de chocolate automática, Jafinox. 

- Temperadeira seca de três estágios, Jafinox 



3.2.2. Equipamentos utilizados nas análises 

 

- Estufa (Fanem, 315 SE). 

- Mufla (Quimis). 

- Aparelho digestor (Gerhardt, Kjeldahltherm). 

- Espectrofotômetro (Ultrospec 2000, Pharmacia Biotech). 

- Cromatógrafo a gás GC 17 A Shimadzu/ Class GC 10 equipado com detector de 

ionização de chama, equipado com uma coluna cromatográfica de sílica fundida SP-

2560 (biscianopropil polisiloxana) de 100 m x 0.25 mm. de d.i. x 0,25 μm de filme, 

utilizando Hélio como gás de arraste (1 ml/min) e 1/200 como razão de divisão da 

amostra no injetor – Análise de ácidos graxos. 

- Ultra-Turrax (Polytron- Kinematica GnbH, Kriens-Luzern). 

- Rota-evaporador (RE 120 – Büchi). 

- Cromatógrafo líquido de alta eficiência Hewlett Packard série 1100, equipado com 

detector com arranjo de diodo (DAD). Coluna prodigy 5 μ ODS(3) 250 x 4,60 mm 

(Phenomemex Ltd, Reino Unido) – Quantificação de flavonóides. 

- Cromatógrafo líquido de alta eficiência, modelo Prominence (Shimadzu, Japão). A 

coluna utilizada foi uma coluna prodigy 5 μ ODS(3) 250 x 4,60 mm (Phenomemex Ltd, 

Reino Unido) – Identificação de flavonóides.  

- Espectrômetro de massas tipo ion trap, modelo Esquire HCT (Bruker Daltonics, 

Alemanha). “Electrospray” no modo negativo, com 3000 volts de voltagem capilar, 6 

L/min de gás secante a 300°C, nebulizador a 40 psi, split de 1:5 e varredura de massas 

de 100 a 1200 m/z – Identificação de flavonóides. 

- Cromatógrafo líquido de alta eficiência, modelo Prominence (Shimadzu, Japão). 

Coluna PEG Discovery (Supelco) 50 x 2.0 mm. – Identificação de taninos.  

- Espectrômetro de massas tipo ion trap, modelo Esquire HCT (Bruker Daltonics, 

Alemanha). “Electrospray” no modo negativo, com três mil volts de voltagem capilar, 6 

L/min de gás secante a 300°C, nebulizador a 40 psi, split de 1:5. e varredura de massas 

de 100 a 1800 m/z – Identificação de taninos. 

- Cromatógrafo líquido de alta eficiência Hewlett Packard série 1100, equipado com 

detector com arranjo de diodo (DAD). Coluna 150 mm x 3.6 mm i.d., HP, NucleoSil 

100C18 – Determinação de ácido ascórbico.  

- Espectrofotômetro de microplaca Benchmark Plus (Bio-Rad Laboratories, Hercules). 

- Espectrofotômetro de fluorescência F-3010 (HITACHI, Japão). 



3.3. Métodos 

  

3.3.1. Amostragem 

 

 Os frutos cupuaçu de cada época foram obtidos em triplicata, suas polpas e 

sementes congeladas, liofilizadas e, então, homogeneizadas. 

 As amostras de cupulate e seus intermediários, em virtude de serem produzidas 

em escala piloto para os fins deste trabalho, não permitiram uma amostragem em 

triplicata de lotes. 

 

3.3.2. Produção do cupulate e chocolate 

 

A produção do cupulate e do chocolate foi realizada com o auxílio da Comissão 

Executiva do Plano da Lavoura Cacaueira (CEPLAC) nas dependências da planta piloto 

da Fazenda Riachuelo. A metodologia usada foi a de MORORÓ (2007).  

Vinte quilos de sementes de cupuaçu, para o cupulate, e de cacau, para o 

chocolate, foram postas para fermentar em cochos de madeira recobertos por folhagens 

diversas. Por dois dias as sementes foram deixadas em descanso, permitindo 

fermentação em condições anaeróbicas. A partir do terceiro dia até o sétimo, transferiu-

se o produto de cocho em cocho, uma vez ao dia, revolvendo-o para permitir aeração e 

uniformidade de aquecimento. Após a fermentação, as sementes de cupuaçu/cacau 

foram submetidas a secagem ao sol em terraços apropriados, até reduzirem sua umidade 

para cerca de 5-10%.  

Fez-se uma seleção das sementes de cupuaçu/cacau, procurando retirar as que 

estavam murchas e germinadas. As sementes de cupuaçu selecionadas foram, então, 

forneadas por volta de 1 horas e 40 minutos a 120 ºC em uma torradora com pás de 

agitação. A torrefação foi por tempo suficiente para atingir de 1 - 2 % de umidade. 

As sementes, após serem resfriadas até aproximadamente 50 ºC, foram 

descascadas (Descascador de 5 platafomas, Jafinox). As amêndoas obtidas passaram por 

um novo processo de seleção, visando à retirada de cascas que ainda estavam presentes. 

As amêndoas foram trituradas por um moinho de facas por dois minutos, 

formando uma pasta denominada líquor. A ela foram adicionados 13 Kg de açúcar e 2,3 

Kg de leite em pó, e triturou-se por mais dois minutos. Imediatamente, o líquor passou 

por um refinador em duas seções de duas horas. Este procedimento foi continuado até o 



pó formado ter uma granulosidade menor de 15 μm, o que torna a textura mais 

palatável. 

O líquor obtido foi posto em uma concheadeira e adicionado de 1,5 Kg de 

manteiga de cupuaçu, para a produção de cupulate; e da manteiga de cacau, para a 

produção de chocolate. Esta manteiga de cacau foi extraída de parte das amêndoas 

obtidas, aplicando-se uma pressão de, aproximadamente, 300 Kg/cm
2
; com o auxílio de 

um prensa hidráulica manual, exsudou-se esse óleo, que, por sua vez, foi acondicionado 

e então ressolubilizado por aquecimento (90 ºC) no momento de uso. Este processo 

durou 24 horas.  

Terminadas as 24 horas iniciais do concheamento, adicionou-se ao líquor mais 

1,5 Kg de manteiga de cupuaçu/cacau e 190 g de lecitina. E um novo processo de 

concheamento foi feito por mais uma hora. Este procedimento diminui o sabor azedo do 

produto através da liberação dos ácidos voláteis, sendo que um maior tempo de 

concheamento torna desnecessária a etapa de alcalinização. Todo o processo ocorre a 

uma temperatura de 58 ºC, e resulta no cupulate/chocolate.  

Por fim, o produto foi transferido para uma temperadeira onde permaneceu em 

movimento a 42 ºC por 15 minutos. A temperatura foi reduzida para 28 ºC e, então, o 

chocolate começou a ser enformado. As formas foram acondicionadas em geladeira (4-8 

ºC) por 30 minutos, período após o qual o chocolate foi retirado. Este acondicionamento 

formou microcristais, atribuindo dureza e brilho adequado. 

A formulação do cupulate e do chocolate foi a de um produto meio amargo e 

consistiu em: 

  

 20 Kg  Amêndoas de cupulate/chocolate  

 3 Kg  Manteiga de cupuaçu/cacau 

 13 Kg  Açúcar 

 2,3 Kg  Leite em pó 

 0,19 Kg Lecitina 

 

As etapas analisadas do processo produtivo do cupulate foram: Semente fresca, 

semente fermentada (e seca), semente torrada (e selecionadas), líquor e cupulate. O 

chocolate de cacau foi produzido para servir de comparação com o cupulate. 

 



3.3.3. Composição centesimal 

 

3.3.3.1. Determinação de umidade 

 

Pesou-se 3 g de amostra, que foram secas em estufa a 105 ºC até o seu peso 

permanecer constante. O percentual de umidade foi calculado pela diferença do peso 

final em relação ao inicial (AOAC, 2005).  

 

3.3.3.2. Determinação de cinzas 

 

Aqueceu-se cadinhos de porcelana em mufla a 600ºC por uma hora. Registrou-se 

o peso inicial dos cadinhos secos. Dois gramas da amostra foram adicionadas a este 

recipiente e então foi deixado por duas horas na mufla, em mesmas condições. Os 

cadinhos foram retirados da mufla e foram postos para resfriar em dessecador. 

Umedeceu-se as amostras com álcool absoluto. Os cadinhos tornaram à mufla por mais 

duas horas. Novamente, as amostras foram retiradas da mufla e resfriaram em 

dessecador. O peso final foi registrado; a quantidade de cinzas foi calculado pela 

diferença entre a massa inicial e a final; o percentual se deu pela razão desta diferença 

com o peso inicial da amostra, multiplicado por 100 (AOAC, 2005).  

 

3.3.3.3. Determinação de proteínas 

 

A determinação de proteína foi feita pelo método de Kjeldahl (CHANG, 1998; 

AOAC, 1980) utilizando o fator de 6,25, próprio para produtos de cacau (AOAC, 2005).  

 

3.3.3.4. Determinação de lipídios 

 

Esta determinação foi feita segundo o método de Soxhlet (AOAC, 2005). Dois 

gramas de amostra foram postas dentro de cartuchos feitos de papel filtro e algodão. 

Uma vez fechado os cartuchos, eles foram colocados dentro do vidro intermediário do 

Soxhlet. O balão do Soxhlet foi previamente secado em estufa a 105 °C por 1 hora e seu 

peso, anotado; este foi, então, encaixado no intermediário. Éter etílico foi adicionado em 

quantidade suficiente para permitir o sifonamento do mesmo. Os balões foram 

aquecidos em manta de aquecimento e a parte superior do intermediário foi conectada a 



um destilador. O gotejamento foi uniforme e ocorreu por 8 horas. Os cartuchos foram 

retirados do intermediário para então permitir mais um sifonamento, este último para 

limpar o intermediário. Secaram-se as amostras até resultar somente os lipídios, mas 

antes que estes começassem a escurescer. Os balões foram postos para secar em estufa a 

105 °C por uma hora, e então pesados. A quantidade de lipídios foi calculada pela 

diferença entre a massa final e a massa do balão; o percentual se deu pela razão desta 

diferença com o peso inicial da amostra, multiplicado por 100 (AOAC, 2005). 

 

3.3.3.5. Determinação de carboidratos 

 

Esta determinação foi feita segundo o método colorimétrico de fenol-sulfúrico 

(DUBOIS et al., 1956). Adicionou-se 1 mL de fenol e 5 mL de ácido sulfúrico 

concentrado a 1 mL da suspensão em água da amostra. Foi efetuada a leitura da 

absorbância a 490 nm e o valor comparado com uma curva padrão de glicose (0,1 

mg/mL). Calculou-se o percentual de açúcares (com grupos redutores ou 

potencialmente redutores) em relação à massa total adicionada à suspensão. 

 

3.3.4. Análise de ácidos graxos 

 

A análise de ácidos graxos foi feita segundo o método da AOAC (2002). 

Gordura e ácidos graxos foram extraídos do alimento por métodos hidrolíticos (hidrólise 

ácida). Ácido pirogálico foi adicionado para minimizar a degradação oxidativa dos 

ácidos graxos durante as análises. Triglicerídeo tritridecanoína foi adicionado como 

padrão interno. A gordura foi extraída em éter, metilada para ésteres metílicos de ácidos 

graxos usando BF3 em metanol.  

 

3.3.4.1. Extração de Gordura 

 

As amostras de semente fresca e do líquor de cupuaçu foram moídas finamente e 

homogenizadas com almofariz e pistilo. Pesou-se uma porção da amostra contendo 50-

100 mg de gordura no tubo de ensaio. Adicionou-se, aproximadamente, 50 mg de ácido 

pirogálico, 1 ml de uma solução de tritridecanoina (triglicerídeo C13:0, usado como 

padrão interno) 5 mg/mL em clorofórmio, pérolas de vidro e 1 ml de etanol 95%. 

Misturou-se até que toda amostra estivesse em contato com o solvente. Adicionou-se 5 



ml de HCl 8,3 M e misturou-se bem. O tubo foi levado ao shaker 70 - 80C, com 

agitação moderada, por 40 min. Foi utilizado o Vortex a cada 10 min. Após este 

procedimento, esperou-se esfriar até atingir a temperatura ambiente. Adicionou-se 12 

mL de éter etílico, tampou-se o frasco e agitou-se por 1 min. Adicionou-se, então, 12 

mL de éter de petróleo, tampou-se e agitou-se por mais 1 min. Centrifugou-se a 600 g 

por 5 min até a fase superior estar clara. Transferiu-se o éter (fase superior) para um 

tubo de ensaio de rosca (30 mL / pyrex 9826). 

 

3.3.4.2. Metilação (BF3) 

 

Evaporou-se o éter lentamente em banho termostatizado (com temperatura 

menor que 40C), usando gás nitrogênio. Adicionou-se 1 ml de reagente trifluoreto de 

boro (BF3) 7% em metanol e 1 ml de tolueno. Tampou-se o tubo e aqueceu-o a 100 C 

por 45 min. Agitou-se suavemente a cada 10 min. Esperou-se, então, esfriar a 

temperatura ambiente. Adicionou-se 2,5 ml de água, 1 ml de hexano e, 

aproximadamente, 0,5 g de Na2SO4. Tampou-se o frasco e agitou-se por 1 min. 

Permitiu-se a separação das fases e então, cuidadosamente, transferiu-se a fase superior 

para o vial do auto-injetor contendo pequena quantidade de Na2SO4  anidro. 

 

3.3.4.3. Cromatografia a gás 

 

Foi empregado um cromatógrafo a gás equipado com detector de ionização de 

chama, equipado com uma coluna cromatográfica de sílica fundida SP-2560 

(biscianopropil polisiloxana) de 100 m x 0.25 mm. de d.i. x 0,25 μm de filme, utilizando 

Hélio como gás de arraste (1 ml/min) e 1/200 como razão de divisão da amostra no 

injetor.  

A condição cromatográfica foi isotérmica a 140C por 5 min. e então 

aquecimento a 4C/min. até 240C, permanecendo nesta temperatura por 20 min. A 

temperatura do injetor foi de 250C e no detector foi de 260C. O tempo total de análise 

foi 50 min. 

 

 

 



3.3.4.4. Quantificação de ácidos graxos e da % de gordura 

 

Após injetados os compostos no cromatógrafo a gás, obteve-se a área de cada 

banda referente a um ácido graxo. O fator de conversão de triacilglicerol para ésteres 

metílicos de ácidos graxos (FAME) para o triglicerídeo C13:0, usado como padrão 

interno, foi de 1,0059. O percentual dos ácidos graxos foi calculado pela área do banda 

do ácido graxo em relação à área total de todos os ácidos graxos. O percentual de 

gordura foi calculado como uma somatória das massas de triacilgliceróis saturados, 

monoinsaturados e poliinsaturados, divididos pela massa da amostra e expressos como 

triglicerídeos equivalentes.  

 

3.3.5. Análise de flavonóides 

 

3.3.5.1. Extração de flavonóides 

 

A extração foi realizada segundo ARABBI et al. (2004) com adaptações. As 

amostras foram extraídas com metanol 70 % (armazenado em freezer) na proporção de 

1:200 (m/v), através da utilização do Ultra-Turrax, por 1 minuto em velocidade 5, em 

banho de gelo. Os extratos obtidos foram filtrados em papel-filtro Whatman nº 6. O 

resíduo foi re-extraído mais duas vezes. Para concentração dos extratos foi utilizado 

Rotaevaporador em temperaturas de banho de 40 ºC (até aproximadamente 20 mL). As 

amostras concentradas, já sem metanol, tiveram o seu volume ajustado com adição de 

água em um balão volumétrico de 25 mL. Uma alíquota de 10 mL (pipetada sob 

agitaçao lenta) foi passada em coluna de 1 g de Poliamida (CC 6, Marcherey-Nagel), 

preparada em seringa própria de 6 mL (HPLC Technology). As colunas foram pré-

condicionadas pela passagem de 20 mL de metanol e 60 mL de água. Após a passagem 

dos extratos aquosos, as colunas foram lavadas com 20 mL de água e a eluição dos 

flavonóides foi feita com 40 mL de metanol seguido de 40 mL de metanol:amônia 

(99,5:0,5). Foi utilizado manifold Visiprep 24DL da Supelco. Após secagem completa 

através de rotaevaporação, as amostras foram ressuspendidas em 1mL de metanol (grau 

cromatográfico) e filtradas utilizando-se filtros de polietileno com membrana PTFE 

(Millipore) de 0,22 μm de poro. As extrações foram realizadas em triplicata e a 

quantificação dos flavonóides foi realizada por cromatografia líquida de alta eficiência 

(CLAE). 



3.3.5.2. Cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE) 

 

Para a quantificação dos flavonóides, estes foram separados por uma coluna 

prodigy 5 μ ODS(3) 250 x 4,60 mm, de acordo com ARABBI et al. (2004). Foi 

utilizado um gradiente de solventes constituído por: (A) Água : Tetraidrofurano : Ácido 

trifluoroacético (97,9 : 2 : 0,1) e (B) Acetonitrila. A proporção do solvente B foi 

alterando nas seguintes proporções: 15 % do início até 2 minutos, ascensão a 25 % em 5 

minutos, a 35 % em 8 minutos, a 50 % em 5 minutos, a 90 % em 5 minutos, manteve-se 

esta concentração por mais 5 minutos e retorno às condições iniciais (15 %) em 5 

minutos. O fluxo usado foi de 1 mL/ minuto a 25 ºC. Para limpeza da coluna, foi 

alterada a porcentagem inicial do solvente B para 90 % e, a seguir, re-equilibrada nas 

condições iniciais por 10 minutos. A identificação foi feita a partir dos tempos de 

retenção, dos espectros de absorção do UV e de adição de padrões às amostras 

(spiking): Catequina, Epicatequina, Orientina, Homorientina, Vitexina, Isovitexina, 

Rutina, Quercetina, Caempferol, Scutelarina, Cianidina, Ácido Protocatecuico e Caféico 

As curvas de calibração foram feitas com os compostos acima no mesmo método usado 

para a análise das amostras. Os resultados foram expressos em mg por 100 g de 

amostra, em base seca. A procianidina dimérica e a trimérica foram quantificadas como 

equivalentes de catequina; a quercetina glucuronídeo foi quantificada como quercetina 

rutinosídeo (rutina); a luteolina glucuronídeo, a isorhamnetina e as theograndina I, II e 

III foram quantificadas como equivalentes de homorientina. 

 

3.3.5.3. Espectrometria de massas acoplada à cromatografia líquida (LCMS/MS) 

 

A identificação dos flavonóides por LCMS/MS foi realizada conforme descrito 

por SÁNCHEZ-RABANEDA et al. (2003), com modificações. A análise foi feita em 

cromatógrafo líquido de alta eficiência acoplado a espectrômetro de massas do tipo 

“iontrap”, “electronspray” no modo negativo. A coluna utilizada foi uma coluna prodigy 

5 μ ODS(3) 250 x 4,60 mm. O fluxo utilizado foi de 1 mL/min e a eluição dos 

compostos monitorada por UV a 270 nm. Os solventes utilizados foram água com 0,1 % 

de ácido fórmico (A) e acetonitrila (B). O solvente B, na avaliação da fração metanol, 

foi alterado nas seguintes proporções: 15 % do início até 2 minutos, ascensão a 25 % em 

5 minutos, a 35 % em 8 minutos, a 50 % em 5 minutos, a 90 % em 5 minutos, manteve-

se esta concentração por mais 5 minutos e retorno às condições iniciais (15 %) em 5 



minutos. Já na avaliação da fração metanol – amônia, o solvente B foi alterando nas 

seguintes proporções: 15 % do início até 2 minutos, ascensão a 20 % em 5 minutos, a 25 

% em 8 minutos, a 50 % em 15 minutos, a 90 % em 5 minutos, manteve-se esta 

concentração por mais 5 minutos e retorno às condições iniciais (15 %) em 5 minutos.  

 

3.3.6. Determinação do ácido ascórbico (vitamina C) 

 

As análises do ácido ascórbico e do Desidroascórbico foram realizadas segundo 

PASTERNAK et al. (2005). As amostras previamente pulverizadas com nitrogênio 

líquido foram homogenizadas com solução de ácido metafosfórico a 6 % (m/v), em 

proporção 1:2 ou 1:5 dependendo do fruto. Após centrifugação, o sobrenadante foi 

filtrado em membrana Millipore de 0,45 μm, e diluído 1 vez com acido metafosfórico 

para a análise do ácido ascórbico e com ditiotreitol 0,5 M para análise da vitamina C 

total. O conteúdo de ácido desidroascórbico foi obtido pela diferença entre o conteúdo 

de vitamina C total e de ácido ascórbico. As amostras foram analisadas em CLAE 

utilizando coluna 150 mm x 3.6 mm i.d., HP, NucleoSil 100C18, fase móvel 

composta por tampão cloreto de potássio 2 mM, pH 2,5 corrigido com ácido 

ortofosfórico, fluxo de 0,8mL/minuto. A curva padrão foi feita com padrões de ácido 

ascórbico de concentrações entre 10 e 100 μg/mL. A detecção foi realizada por UV a 

254 nm. Os resultados foram expressos em mg/100 g de amostra, em base seca. 

 

3.3.7. Determinação de fenólicos totais e capacidade antioxidante in vitro 

 

3.3.7.1. Extração   

 

A extração foi realizada em duplicata homogeneizando-se cerca de 0,5 g de 

amostra liofilizada em 20 mL de metanol/água na proporção de 70:30, utilizando-se 

Ultra-Turrax, por um minuto em velocidade 4 e banho de gelo. Os extratos foram 

filtrados utilizando-se papel de filtro Whatman nº 6 e armazenados em frascos de vidro 

âmbar.  

 

 

 

 



3.3.7.2. Redução do reagente de Folin-Ciocalteu (Fenólicos Totais) 

 

Este ensaio foi realizado de acordo com SINGLETON et al. (1999), modificado 

por GENOVESE et al. (2003). Utilizou-se 0,25 mL dos extratos obtidos em 3.2.7.1., 

adicionou-se a 2 mL de água destilada e 0,25 mL do reagente de Folin-Ciocalteu. Após 

3 minutos em temperatura ambiente, foram adicionados 0,25 mL de solução saturada de 

carbonato de sódio, e os tubos foram colocados em banho a 37 ºC durante 30 minutos 

para desenvolvimento de cor e posterior medição da absorbância.  

A absorção da luz a 750 nm foi determinada em espectrofotômetro e o conteúdo 

de fenólicos totais calculado utilizando-se curva-padrão de catequina (Sigma chemical 

Co., St. Louis, EUA). Os resultados obtidos foram expressos como mg equivalente de 

catequina / g de amostra, em base seca. 

 

3.3.7.3. Seqüestro de radicais livres (DPPH) 

 

A capacidade antioxidante foi determinada através da redução do DPPH (2,2-

difenil-1-picrilhidrazil) pelos antioxidantes presentes na amostra, método proposto por 

BRAND-WILLIANS et al. (1995) com algumas modificações (DUARTE-ALMEIDA 

et al., 2006). Foi preparada uma solução metanólica de DPPH (0,05 mM) de forma a 

apresentar aproximadamente 0,4 de absorbância em 517 nm de comprimento de onda. 

As determinações foram realizadas em microplaca de poliestireno com 96 cavidades 

(Costar, Cambridge, MA) para uso em comprimento de onda entre 340 e 800 nm. Em 

cada cavidade foram adicionados 250 μL da solução de DPPH, 50 μL de metanol para 

o grupo controle, o mesmo volume para a solução-padrão de Trolox e para os extratos 

obtidos das amostras, adequadamente diluídos quando necessário. Foram efetuadas 

leituras de absorbância a 517 nm no tempo zero e após 20 minutos, utilizando-se 

espectrofotômetro de microplaca a 25 °C. O cálculo foi efetuado com o auxílio da 

seguinte fórmula: 

 

 % descoramento do DPPH =  
517(C)

517(A)517(C)

A

AA 
 x100 

 



na qual, A517(C) refere-se à absorbância do controle a 517 nm e A517(A) refere-se à 

absorbância da amostra a 517 nm. A curva padrão foi preparada com uma solução de 

Trolox em diferentes concentrações para a determinação de suas respectivas 

porcentagens de descoramento. Os resultados foram expressos em μmoles equivalentes 

de Trolox/g amostra, em base seca. 

 

3.3.7.4. Capacidade de absorção do radical oxigênio (ORAC)  

 

Utilizou-se a metodologia descrita por D’ÁVALOS e colaboradores (2004), 

adaptada para leitura em cubetas individuais. Todos os reagentes foram preparados em 

tampão fosfato 75 mM, pH 7,4 e o volume final da mistura será de 2 mL. Neste ensaio, 

200L de amostra foram misturados a 1200 L de uma solução de fluoresceína (Sigma 

Chemical Co., St. Louis, EUA) a 70 nM e incubados a uma temperatura constante de 37 

ºC por 15 minutos antes da adição de 600 L da solução de 2,2’-azobis (2-

amidinopropano) dihidrocloreto (AAPH, Wako Chemicals Inc., Richmond, EUA) a 24 

mM, que dá início à reação. A intensidade de fluorescência (485 nmex/525 nmem) foi 

verificada a cada 10 minutos durante 80 minutos em cubeta de quartzo. O tampão 

fosfato também foi usado para zerar o equipamento. Como controle da reação, 

adicionou-se 200 L de metanol à solução de fluoresceína (HUANG et al., 2005; OU et 

al., 2001). 

 O cálculo da perda de fluorescência da fluoresceína, ou área sob a curva (ASC), 

foi efetuado com auxílio da seguinte fórmula: 

 

ASC = 1 + 1/0 + ...i/0 + ... + 80/0 

 

na qual 0 representa a fluorescência obtida no tempo 0 e i a fluorescência obtida nos 

tempos intermediários entre 0 e 80 minutos. 

 Os resultados foram expressos em moles equivalentes de trolox, utilizando-se 

curva padrão de trolox, realizada a cada ensaio, nas concentrações de 0,4 a 4,8 M. A 

determinação de fluoresceína foi realizada utilizando-se espectrofotômetro de 

fluorescência. 

 Todas as análises foram feitas em triplicata e os valores foram expressos em 

moles equivalentes de Trolox/g de amostra, em base seca. 



3.3.8. Determinação da atividade inibitória da α-glicosidase 

 

3.3.8.1. Extração 

 

Os extratos obtidos por 3.2.7.1. foram rotaevaporados até secagem completa. Em 

seguida, o resíduo obtido foi ressuspendido em água destilada e seu volume foi ajustado 

para 10 mL em balão volumétrico. Uma alíquota de 5 mL deste extrato aquoso 

(pipetada sob agitação lenta) foi passada em coluna de 1 g de Poliamida (CC 6, 

Macherey-Nagel). A coluna foi então lavada com 20 mL de água e a eluição dos 

compostos fenólicos foi feita com 20 mL de metanol e 20 mL metanol:amônia 

(99,5:0,5). Novamente, as frações eluídas de metanol e metanol:amônia foram unidas e 

rotaevaporadas até secagem completa, e ressuspendidas em 10 mL de metanol. 

 

3.3.8.2. Inibição de -glicosidase 

 

Este ensaio foi baseado no método cromogênico descrito por WATANABE et 

al. (1997), com algumas modificações realizadas por KIM et al. (2000), e verifica a 

capacidade de uma amostra em inibir a produção de glicose, liberada na quebra do 

substrato pela enzima. A enzima -glicosidase (EC 3.2.1.20, tipo I, Sigma Chemical 

Co., St. Louis, EUA) - 0.7 U / 10 g/mL - isolada de fungo, foi dissolvida em tampão 

fosfato 0,1 M (pH 7,0) contendo 2 g/L de albumina bovina sérica (Sigma Chemical Co., 

St. Louis, EUA) e 0,2 g/L de azida sódica (NaN3). O substrato utilizado na reação foi o 

p-nitrofenil--D-glicosídeo, também dissolvido em tampão fosfato pH 7,0. Para o 

ensaio a 100 L da solução enzimática foram adicionados 20 L de extrato em 

microplaca de poliestireno com 96 cavidades (Costar, Cambridge, MA), e incubados 

por 5 minutos a 37 ºC. Após incubação, foram adicionados 100 L de substrato e, 

novamente, incubou-se por mais 5 minutos a 37 ºC. Foram efetuadas leituras de 

absorbância a 405 nm no tempo 0 e após 10 minutos, utilizando-se espectrofotômetro de 

microplaca a 37 ºC. Os extratos foram diluídos em várias proporções (1/2, 1/3, 1/5, 

1/10, 1/20 e 1/40) em cada análise realizada, de modo a obter-se linearidade em relação 

à porcentagem de inibição da amostra.  

Os cálculos foram efetuados com o auxílio da seguinte fórmula: 



 % inibição =  
405(C)

405(A)405(C)

A

AA 
 x100 

na qual, A405(C) refere-se à absorbância do controle a 405 nm e A405(A) refere-se à 

absorbância da amostra a 405 nm. 

Os resultados obtidos foram expressos em g de amostra em base seca / mL do 

meio de reação necessário para inibir 50 % da produção de glicose, ou IC 50. 

 

3.3.9. Determinação da atividade inibitória de -amilase 

 

3.3.9.1. Extração 

 

Os extratos obtidos por 3.2.7.1. foram rotaevaporados até secagem completa. Em 

seguida, o resíduo obtido foi ressuspendido em água destilada e seu volume foi ajustado 

para 10 mL em balão volumétrico. Uma alíquota de 5 mL deste extrato aquoso 

(pipetada sob agitação lenta) foi passada em coluna de 1 g de Poliamida (CC 6, 

Macherey-Nagel). A coluna foi então lavada com 20 mL de água, e a eluição dos 

compostos fenólicos foi feita com 20 mL de metanol e 20 mL metanol:amônia 

(99,5:0,5). Novamente, as frações eluídas de metanol e metanol:amônia foram unidas e 

rotaevaporadas até secagem completa, e ressuspendidas em 10 mL de metanol. 

 

3.3.9.2. Inibição da -amilase  

 

Este ensaio foi baseado no método cromogênico descrito por ALI et al. (2006), e 

verifica a capacidade de uma amostra em inibir a produção de maltose pela ação da 

enzima -amilase sobre o amido. Para tanto, foi preparada uma solução 0,5 mg/mL da 

enzima -amilase pancreática suína (EC 3.2.1.1, tipo VI-A, Sigma Chemical Co., Saint 

Louis, EUA) dissolvida em tampão fosfato 0,2 M (pH 6,9). O substrato utilizado na 

reação foi amido de batata 0,5 % (m/v), também dissolvido em tampão fosfato 0,2 M 

após breve aquecimento. Neste ensaio, 40 L do extrato, 160 L de água destilada e 

200 L de solução enzimática foram adicionados a um tubo de ensaio e incubados a 25 

°C por 3 minutos. A reação foi iniciada com a adição de 400 L da solução de amido 

0,5 %. Uma alíquota de 200 L da solução foi retirada em intervalos de tempo 

diferentes (0, 1, 2 e 3 minutos) e adicionada a outro tubo de ensaio, contendo 100 L de 



solução de DNS (96 mM - ácido 3,5-dinitrosalicílico) e levada diretamente para o banho 

a 85 °C. Após 15 minutos, a mistura foi retirada do banho e diluída com 900 L de água 

destilada. A atividade de -amilase foi determinada pela leitura a 540 nm em 

microplaca de poliestireno com 96 cavidades (Costar, Cambridge, MA), utilizando-se 

espectrofotômetro de microplaca. O controle positivo da reação representa 100 % da 

atividade enzimática e foi conduzido da mesma forma, usando 40 L de metanol ao 

invés de extrato. Para o branco da reação, a solução enzimática foi substituída por água 

destilada, e o procedimento foi realizado da mesma forma como descrito acima. No 

tempo 0, as amostras foram adicionadas à solução de DNS imediatamente após a adição 

de enzimas. 

A produção de maltose foi calculada de acordo com a seguinte fórmula: 

 

Produção de maltose = A540 extrato ou controle - A540 branco 

 

no qual, A540 representa a absorbância referente à produção de maltose do controle ou 

do extrato. Através da absorbância de maltose produzida, pode-se calcular a 

porcentagem de maltose (massa/volume) gerada pela equação da reta obtida na curva 

padrão de glicose (0 - 1 mg/mL). 

 A porcentagem de inibição de formação de maltose foi calculada através da 

seguinte fórmula: 

 

% de inibição = 100 - [(% maltose produzida pelo extrato no tempo 3 minutos / % 

maltose produzida pelo controle no tempo 3 minutos) x 100] 

 

 Os resultados obtidos foram expressos em g de amostra em base seca / mL do 

meio de reação necessário para inibir em 50 % a formação de maltose. 

 

3.3.10. Quantificação das proantocianidinas 

 

3.3.10.1. Extração 

 

A extração foi realizada em triplicata homogeneizando-se cerca de 0,5 g de 

amostra liofilizada em 20 mL dos meios de extração descritos a seguir, utilizando-se 



Ultra-Turrax por um minuto em velocidade 4 e banho de gelo. Os extratos foram 

filtrados utilizando-se papel de filtro Whatman nº 6 e armazenados em frascos de vidro 

âmbar.  

 

3.3.10.2. Método da vanilina 

 

Este ensaio foi baseado no método cromogênico descrito por BURNS (1971) 

com aprimoramentos por PRICE (1978), e quantifica as proantocianidinas através da 

vanilina. 

As análises foram feitas em dois meios de extração: metanol puro, indicado por 

AZIZAH et al. (1999) como o melhor solvente para extração de polifenóis do cacau, e 

metanol acidificado (metanol:ácido acético = 99:1), conforme empregado por COELHO 

(1987) para extrair taninos de semente de feijão (Phaseolus vulgaris L.). Desse modo, 

pode-se comparar o melhor meio de extração. 

Os extratos e reagentes foram postos em banho-maria a 30 °C. Quando estes 

atingiram a temperatura do banho, preparou-se tubos de ensaio contendo 1 mL da 

amostra e 5 mL de solução 1 % de vanilina e 4 % de HCl em metanol; o branco foi feito 

adicionando 1 mL de amostra e 5 mL de solução 4 % de HCl em metanol. De mesmo 

modo, foi preparado uma curva padrão, variando de 0 a 2 mg/mL de catequina. As 

amostras foram deixadas em banho a 30 °C por 20 minutos; então, após leve agitação, 

tiveram sua absorbância medida em espectrofotômetro a 500 nm em cubeta de vidro de 

caminho ótico de 1 cm. 

A quantidade de proantocianidinas é calculada com base na curva e é expressa 

em miligramas de catequina por 100 gramas de amostra em base seca. 

 

3.3.10.3. Método do butanol acidificado 

 

Este ensaio foi adaptado do método cromogênico descrito por PORTER et al. 

(1986), e quantifica as proantocianidinas através do butanol acidificado. As análises 

foram feitas em extrato de metanol (metanol:ácido acético = 99:1), conforme 

empregado por COELHO (1987), e no analito finamente moído. 

Preparou-se uma solução de n-butanol e ácido clorídrico concentrado na 

proporção de 3 para 2. Foi adicionado 77 mg de sulfato de ferro hidratado 

(FeSO4·7H2O) a meio litro do butanol acidificado. Adicionou-se 2,5 mL desta solução a 



250 µL do extrato devidamente diluído em um tubo de ensaio. De mesmo modo, foi 

preparada uma curva padrão, variando de 0 a 2,4 mg/mL de catequina. Os tubos foram 

tampados e deixados em banho 95ºC por 15 minutos; então, após leve agitação, tiveram 

sua absorbância medida em espectrofotômetro a 540 nm em cubeta de vidro de caminho 

ótico de 1 cm. 

A quantidade de proantocianidinas foi calculada com base na curva padrão e foi 

expressa em miligramas equivalentes de tanino quebracho por 100 gramas de amostra 

em base seca.  

 

3.3.11. Identificação de proantocianidinas 

 

3.3.11.1. Extração 

 

A extração foi realizada homogeneizando-se cerca de 1 g de amostra liofilizada 

em 200 mL de metanol : ácido clorídrico (99:1), utilizando-se Ultra-Turrax por um 

minuto em velocidade 4 e banho de gelo. Os extratos foram filtrados utilizando-se papel 

de filtro Whatman nº 6, seu pH foi corrigido para 7 com hidróxido de sódio, 

rotaevaporado, ressuspendido a 1mL (aproximadamente 4% do volume da coluna 

descrita a seguir) e armazenado em frascos de vidro âmbar.  

 

3.3.11.2. Purificação em LH20 

 

A purificação em LH20 foi adaptada a partir da metodologia de COELHO 

(1987). Uma coluna de cromatografia líquida de 13 cm de comprimento por 1,5 cm de 

diâmetro foi adequadamente preenchida com resina LH20. O extrato foi aplicado na 

coluna e o fluxo utilizado foi de 0,1 mL/min. O primeiro solvente empregado foi álcool 

etílico 95 %. Manteve-se o uso deste solvente até que a absorbância a 280 nm foi nula, 

esta etapa durou por volta de doze horas. Após esta purificação, os taninos foram 

eluídos da coluna com acetona : água  (1:1) e monitorados em espectrofotômetro a 540 

nm. A eluição se encerrou quando a absorbância neste comprimento de onda se 

aproxima de zero, o que demorou por volta de três horas. Após secagem completa 

através de rotaevaporação, a fração acetona : água foi ressuspendida em 1mL de 



metanol (grau cromatográfico) e filtrada utilizando-se filtro de polietileno com 

membrana PTFE (Millipore) de 0,22 μm de poro. 

 

3.3.11.3. Espectrometria de massas acoplada à cromatografia líquida (LCMS/MS) 

 

 A identificação das proantocianidinas por LCMS/MS foi adaptada da 

metodologia de SASAKI, et al. (2009). A análise foi feita em cromatógrafo líquido de 

alta eficiência acoplado a espectrômetro de massas tipo “ion trap”, “electronspray” no 

modo negativo. A coluna utilizada foi uma PEG Discovery (Supelco) 50 x 2.0 mm. O 

fluxo utilizado foi de 0.25 mL/min e a eluição dos compostos monitorada por UV a 280 

nm. Os solventes utilizados foram água com 10 mM de acetato de amônio e 0,1 % de 

ácido fórmico (A) e metanol (B). A composição deste foi de 15 % de B no início, 

ascendeu a 25 % em três minutos, a 80 % em mais doze minutos, a 90 % em mais dois 

minutos, decresceu a 15 % em um minuto e manteve esta concentração por mais três 

minutos.  

 

3.4. Análise dos resultados 

 

Todas as determinações foram realizadas em triplicata e os resultados expressos 

na forma de média e desvio padrão. A comparação das médias foi realizada por 

ANOVA (p<0,05) e LSD (least significant difference). A análise das médias dos teores 

de ácidos graxos foi feita pelo teste T para amostras dependentes. 



4. RESULTADOS E DISCUSSÃO  

 

4.1. Composição centesimal 

 

As amostras frescas de cupuaçu, polpa e semente, apresentaram certa 

regularidade ao longo do ano quanto à sua composição centesimal (Tabela 1). Os 

percentuais das polpas frescas somente apresentaram diferença estatística (p < 0,05) 

entre si quanto ao teor de cinzas. Adicionalmente, o teor protéico da polpa fresca de 

agosto de 2008 diferiu-se dos demais. Já os percentuais das sementes frescas 

apresentaram regularidade estatística, com exceção do teor de proteínas, que diferiu 

entre as três amostras. O teor de cinzas da semente de fevereiro de 2009, o teor de 

lipídios da semente de agosto de 2008 e os teores de carboidratos das sementes também 

apresentaram diferenças estatísitcas em relação ao teor das demais amostras. Apesar 

destas diferenças, de modo geral o fruto cupuaçu apresentou regularidade ao longo do 

ano. Esta constância é esperada para um fruto cuja colheita se dá somente através 

daqueles que já se desprenderam naturalmente de seus galhos e que, portanto, estão no 

mesmo estado de maturação. A constância da composição e dos aspectos físico-

químicos da matéria prima favorece uma possível industrialização deste fruto, seja 

como polpa congelada, sobremesa, manteiga de cacau, cosmético, ou como cupulate. 

 

Tabela 1 - Composição centesimal das polpas e sementes de cupuaçu e das suas polpas 

comerciais (%). 

Amostra Umidade Cinzas Lipídios Proteínas Carboidratos 

Polpa Maio/08 83 ± 1
a 0,94 ± 0,02

a 
2,2 ± 0,3

a
 1,1 ± 0,1

a
 10,6 ± 0,7

a
 

Polpa Ago/08 82 ± 3
a 

0,81 ± 0,01
b
 2,3 ± 0,3

a
 0,79 ± 0,04

b
 10,2 ± 0,6

a
 

Polpa Fev/09 83,7 ± 0,5
a
 1,03 ± 0,03

c
 1,7 ± 0,1

ab
 1,18 ± 0,02

a
 11 ± 1

a
 

Semente Maio/08 52,8 ± 0,4
b
 1,47 ± 0,02

d
 22 ± 1

cd
 4,2 ± 0,2

c
 13,6 ± 0,9

b
 

Semente Ago/08 52 ± 1
b
 1,50 ± 0,01

d
 21 ± 1

c
 3,8 ± 0,1

d
 16 ± 1

c
 

Semente Fev/09 52,6 ± 0,3
b
 1,4 ± 0,1

e
 22 ± 1

d
 4,9 ± 0,1

e
 17,9 ± 0,6

d
 

Polpa comercial A 90 ± 1
c
 0,46 ± 0,01

f 
0,99 ± 0,08

b
 0,68 ± 0,04

b
 5,4 ± 0,1

e
 

Polpa comercial B 89 ± 1
c
 0,46 ± 0,01

f
 0,97 ± 0,07

b
 0,68 ± 0,03

b
 6,3 ± 0,6

e
 

Polpa comercial C 90 ± 1
c
 0,47 ± 0,02

f
 0,95 ± 0,09

b
 0,67 ± 0,03

b
 5,2 ± 0,3

e
 

Valores na mesma coluna com letras diferentes são diferentes estatisticamente (p < 0,05). 

  

Os percentuais das polpas frescas diferiram-se estatisticamente dos percentuais 

das polpas comerciais em todos os atributos avaliados na composição centesimal, 

somente o teor de lipídio de fevereiro de 2009 e o teor de proteínas de agosto de 2008 



apresentaram semelhança estatística com as polpas comerciais. Os percentuais das 

polpas comerciais das distintas marcas, no entanto, apresentaram regularidade estatística 

em todos os atributos da composição centesimal. De mesmo modo, avaliações 

sensoriais demonstraram constância de sabor e textura entre produtores diferentes 

(FREIRE et al., 2009). Isto sugere procedimentos semelhantes na cadeia de 

processamento do cupuaçu entre as distintas indústrias.  

O excedente de umidade, observado em todas as polpas comerciais, pode ser 

devido à condensação de umidade atmosférica no processamento ou, na pior das 

hipóteses, à adulteração consciente por parte dos produtores, visando lucro devido ao 

aumento de peso. Note que a diluição da polpa de cupuaçu é uma prática proibida por 

lei (BRASIL, 2000). 

Os percentuais da polpa fresca e comercial se assemelham aos apresentados pela 

TACO (2006), e os da semente de cupuaçu se assemelham aos apresentados por 

ARAGÃO et al. (1992). Pequenas variações podem ser devidas tanto aos distintos solos 

de plantio, quanto à existência de mais de um tipo de cupuaçu, como o mamaú, o 

redondo e o sem sementes. O mamaú, de formato oblongo, foi o tipo avaliado no 

presente trabalho. As diferenças encontradas podem, ainda, serem devidas às 

variabilidades genéticas dentro de um mesmo tipo de cupuaçu, resultantes de fatores 

evolutivos individuais. 

 Avaliando a composição centesimal dos intermediários de produção e do 

cupulate (Tabela 2), observa-se que cada etapa do processamento leva a diferenças 

estatisticamente significantes em todos os atributos da composição centesimal das 

amostras. Nota-se uma grande perda de umidade, especialmente durante a etapa de 

fermentação/secagem. Com esta perda, os demais componentes aumentam 

proporcionalmente. Quando da passagem da semente torrada para líquor, há a perda do 

tegumento fibroso (STEINBERG et al., 2003) que reveste a amêndoa, refletindo na 

redução do percentual de carboidratos (fibras da casca), e no aumento do percentual de 

lipídios (concentrados na amêndoa resultante). A etapa final, adição de ingredientes 

(33,5 % de açúcar, 8 % de manteiga de cupuaçu, 6 % de leite em pó e 0,5 % de lecitina) 

ao líquor (52 %), é caracterizada pelo aumento de carboidratos, proveniente do 

substancial incremento de açúcar na fórmula, e na conseqüente redução proporcional 

dos demais ingredientes. 

 

 



Tabela 2 - Composição centesimal da semente fresca de cupuaçu, dos intermediários de 

produção e do cupulate (%). 

Amostra Umidade Cinzas Lipídios Proteínas Carboidratos 

Semente Fresca
# 

53 ± 1
a
 1,46 ± 0,06

a
 22 ± 1

a
 4,3 ± 0,1

a
 16 ± 1

a
 

Semente Fermentada 8,6 ± 0,1
b
 2,76 ± 0,01

b
 45 ± 3

b
 10,0 ± 0,4

b
 31 ± 1

b
 

Semente Torrada 3,2 ± 0,1
c
 3,02 ± 0,02

c
 48 ± 2

b
 10,0 ± 0,2

b
 31 ± 2

b
 

Líquor 2,64 ± 0,03
d
  3,0 ± 0,2

c
 54 ± 2

c
 10,5 ± 0,3

b
 27 ± 1

c
 

Cupulate 1,12 ± 0,01
e
 1,78 ± 0,05

d
 37 ± 2

d
 7,0 ± 0,2

c
 52 ± 3

d
 

#
 Média das sementes Maio/08, Agosto/08, Fevereiro/09. Valores na mesma coluna com letras 

diferentes são diferentes estatisticamente (p < 0,05). 

 

Uma vez caracterizado o cupuaçu e o produto de seu processamento, 

procederam-se análises com o objetivo de comparar este fruto com outro do mesmo 

gênero (Theobroma), o cacau. A análise de composição centesimal realizada mostrou 

que a polpa de cupuaçu possui percentual de água um pouco inferior ao de cacau 

(Tabela 3), já a semente de cupuaçu apresenta teor de umidade maior que a de cacau. 

 

Tabela 3 - Composição centesimal da polpa e semente de cacau e do chocolate (%). 

Amostra Umidade Cinzas Lipídios Proteínas Carboidratos 

Cacau Polpa 85 ± 2
a
 0,43 ± 0,01

a
 0,22 ± 0,02

a
 0,77 ± 0,02

a
 11,7 ± 0,9

a
 

Cacau Semente 46 ± 2
b
 2,09 ± 0,05

b
 20 ± 1

b
 9,1 ± 0,2

b
 19 ± 1

b
 

Chocolate 1,5 ± 0,1
c
 1,55 ± 0,04

c
 35 ± 2

c
 7,8 ± 0,6

c
 53 ± 4

c
 

Valores na mesma coluna com letras diferentes são diferentes estatisticamente (p < 0,05). 

 

A composição da semente fresca de cupuaçu difere-se da composição da 

semente de cacau, por apresentar menos umidade e mais proteínas. Já os produtos do 

processamento destas sementes, cupulate e chocolate, apresentaram composições 

centesimais semelhantes entre sí. 

O liquor de cupuaçu apresentou composição centesimal semelhante à de 

COHEN & JACKIX (2005), exceto por um conteúdo lipídico superior apresentado por 

este autor (cerca de 65%). Esta variação pode ser devida a diferenças no solo, tempo, 

tipo de cupuassu avaliado e outras variações genéticas. Já o cupulate apresentou 

composição semelhante à de GENOVESE & LANNES. (2009), que igualmente 

produziram uma formulação meio amarga. O conteúdo lipíco apresentado por estas 

autoras, ao contrário, foi ligeiramente inferior ao apresentado neste trabalho (cerca de 

29 %). A avaliação de um produto final, o cupulate, é eivada de variações, pois é 

dependente da receita utilizada por cada autor. Por fim, a composição do chocolate se 

assemelha às das bases de dados FINELI (2009) e, especialmente, SOUCI et al. (1994). 



4.2. Perfil de ácidos graxos da semente fresca e líquor 

 

 A análise do total de lípides (Tabela 4), por cromatografia gás-líquido, 

confirmou os dados do percentual lipídico, obtidos em 4.1., da semente fresca e do 

líquor de cupuaçu. Já a composição de ácidos graxos (Tabela 5), obtida pela mesma 

metodologia, demonstrou que seis deles alteraram seu teor significativamente (p < 0,05) 

com o processamento do cupuaçu e cinco deles não. Um estudo semelhante feito com a 

manteiga de cacau, obtida de sementes que passaram por diferentes tempos de 

fermentação e por diferentes tempos e temperaturas de forneamento, também demostrou 

baixa correlação entre o processamento e o teor de ácidos graxos (ASEP et al., 2007).  

 O oléico (41 %), o esteárico (32 %), o eicosanóico (10 %) e o palmítico (7,5 %) 

foram os ácidos graxos presentes em maior quantidade no cupuaçu. O primeiro e o 

segundo são encontrados em grandes concentrações no cacau (35 % cada um), junto 

com o ácido palmítico (25 %) (BRACCO, 1994). O ácido oléico e o esteárico têm um 

efeito neutro no nível lipídico do sangue, isto é, não aumentam o colesterol sanguíneo 

(COOPER et al., 2008; STEINBERG et al., 2003).  

 

Tabela 4 - Percentual lipídico da semente fresca e líquor de cupuaçu por cromatografia. 

Amostra % de gordura 

Semente fresca 22,4 ± 0,8
a 

Líquor 54 ± 4
b 

Valores na mesma coluna com letras diferentes são diferentes estatisticamente (p < 0,05). 

 

Tabela 5 – Teor de ácidos graxos (% do total de lipídios). 

Fórmula Nome 
Semente fresca Líquor 

% % 

16:0 Palmítico 7,54 ± 0,08
a 

6,86 ± 0,05
b
 

17:0 Margárico 0,19 ± 0,01
a
 0,18 ± 0,01

a 

18:0 Esteárico 32,6 ± 0,1
a
 31,4 ± 0,2

b
 

18:1 (n-9) Oléico 41,31 ± 0,06
a
 43,5 ± 0,1

b
 

18:1 (n-7) Vacênico 0,47 ± 0,02
a
 0,46 ± 0,01

a
 

18:2 (n-6) Linoleico 4,9 ± 0,1
a
 5,04 ± 0,01

a
 

18:3 (n-3) α-Linolênico 0,20 ± 0,01
a
 0,13 ± 0,00

b
 

20:0 Eicosanóico 10,51 ± 0,04
a
 10,23 ± 0,09

b
 

20:1 (n-9) Eicosenóico 0,34 ± 0,01
a
 0,37 ± 0,01

b
 

22:0 Docosanóico 1,72 ± 0,01
a
 1,70 ± 0,05

a
 

24:0 Tetracosanóico 0,19 ± 0,00
a
 0,17 ± 0,01

a
 

Totais 

Saturados 52,81 ± 0,07
a
 50,5 ± 0,4

b
 

Monoinsaturados 42,12 ± 0,04
a
 44,4 ± 0,1

b
 

Polinsaturados 5,07 ± 0,11
a
 5,17 ± 0,01

a
 

Valores na mesma linha com letras diferentes são diferentes estatisticamente (p < 0,05). 



 A composição de ácidos graxos confere com a encontrada por COHEN et al. 

(2005), exceto pelo maior percentual de gordura saturada descrito pelo autor. LUCCAS 

(2001), por outro lado, apresentou percentuais semelhantes de ácidos graxos saturados e 

insaturados na gordura do cupuaçu. Esse mesmo autor afirma que, apesar do ponto de 

fusão mais alto da manteiga de cupuaçu (33,9 ºC) frente à do cacau (31 ºC), o alto teor 

de ácidos graxos monoinsaturados, principalmente o ácido oléico, torna a gordura do 

primeiro mais macia que a do segundo. Tal característica é uma vantagem, por ser mais 

apreciada pelos consumidores. 

Por fim, o perfil de ácidos graxos da polpa de cupuaçu, avaliado por ROGEZ et 

al. (2004), difere um pouco do encontrado na semente, pois é composto de alta 

concentração de ácido palmítico (55 %) e de moderada concentração de ácidos oléico 

(18,8 %) e α-linolênico (17,9 %).  



4.3. Teores de ácido ascórbico da polpa de cupuaçu 

 

 Analisando o conteúdo de ácido ascórbico na polpa de cupuaçu (Tabela 6), 

pode-se verificar que as polpas comerciais são estatisticamente semelhantes (p < 0,05) 

entre si e diferem-se das polpas frescas. Somente as polpas frescas de maio de 2008 e 

fevereiro de 2009 apresentaram teores estatisticamente semelhantes entre si, diferindo-

se da polpa de agosto de 2008. 

Os teores de ácido ascórbico na polpa fresca de cupuaçu são semelhantes aos 

obtidos por GONÇALVES (2008); e um pouco mais baixos do que os publicados por 

TACO (2006), SANTOS et al. (2002), CARVALHO et al. (1999) e CALZAVARA et 

al. (1984). A polpa congelada apresentou resultados semelhantes ao encontrado por 

FREIRE et al. (2009), mas inferiores aos obtidos por SCHWAN et al. (2000) e BUENO 

et al. (2002). Em base úmida, o teor das amostras de polpa fresca avaliadas variam de 

9,6 a 11 mg/100 g e as de polpas comerciais variam de 1,5 a 2,1 mg/100 g. Na literatura 

supra-citada, estes valores variam de 10,5 a 65 mg/100 g e 0,82 a 25,8 mg/100 g, 

respectivamente. Como se pode ver, os valores apresentados diferem grandemente de 

autor para autor. Isto pode se dever às influências que o local de plantio, o clima, o 

modo de cultivo, a colheita, o armazenamento (CHITARRA et al., 2005; SOUZA 

FILHO et al., 1999) e as variações genéticas exercem sobre o teor de ácido ascórbico. 

 

Tabela 6 - Conteúdo de ácido ascórbico total (mg/100 g de amostra em b.s.), presente 

nas polpas de cupuaçu e nas suas polpas comerciais.  

Amostra Ácido Ascórbico total 

Polpa Maio/08 98 ± 5
a
 

Polpa Agosto/08 111 ± 7
b
 

Polpa Fevereiro/09 96 ± 8
a
 

Polpa comercial A 9,0 ± 0,5
c
 

Polpa comercial B 12 ± 1
c
 

Polpa comercial C 13 ± 1
c
 

Valores na mesma coluna com letras diferentes são diferentes estatisticamente (p < 0,05). 

 

 Como esperado, o conteúdo de ácido ascórbico das polpas congeladas é inferior 

ao encontrado no fruto in natura. Isto se deve às perdas decorrentes do tratamento 

térmico recebido pelas polpas e, principalmente, ao processo oxidativo que antecede a 

pasteurização. Variação na intensidade do tratamento térmico utilizado por cada 

empresa pode levar a diferentes teores deste componente, justificando as variações entre 

as amostras comerciais (FREIRE, 2009). 



 O teor de ácido ascórbico da polpa in natura se assemelha ao de outras frutas 

nativas brasileiras como o araçá-boi (Eugenia stipitata Mc Vaugh) e o jaracatiá 

(Jaracatia spinosa DC), assim como de polpas comerciais como a do umbu (Spondias 

tuberosa Arruda) (GENOVESE et al., 2008). O teor de ácido ascórbico no cupuaçu é 

superior ao do cacau (13,6 mg/100 g) e ao da laranja baia (56,9 mg/ 100g) mas é quase 

dez vezes inferior ao teor da acerola (941 mg/100 g) (TACO, 2006). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



4.4. Capacidade inibitória de α-amilase e α-glicosidase  

 

Quanto à atividade inibitória das enzimas α-amilase e α-glicosidase (Tabela 7), 

o extrato de cupuaçu purificado em poliamida (polpa e semente) apresentou apenas 

inibição de α-amilase, assim como verificado por GONÇALVES (2008). Sua polpa 

apresentou uma elevada atividade inibitória desta enzima, assim como se observa em 

outras frutas nativas como o cambuci (Campomanesia phaea Berg.) e o panã (Annona 

crassifolia Mart.). Já a semente de cupuaçu apresentou apenas uma pequena inibição de 

α-amilase, semelhante à atividade observada no coquinho azedo (Butia capitada Becc.) 

(GONÇALVES et al., 2010). 

As polpas frescas apresentaram teores de α-amilase significantemente (p < 0,05) 

similares entre si e entre elas e as polpas comerciais. Somente a polpa fresca de 

fevereiro de 2009 diferiu-se das polpas comerciais B e C. As sementes frescas 

diferiram-se das polpas, e a semente de maio de 2008 diferiu-se das demais sementes. 

 

Tabela 7 - Atividade inibitória de α-amilase de extratos purificados em poliamida ou 

em C18, obtidos a partir de polpas e sementes de cupuaçu e de suas polpas comerciais. 

Amostra Atividade inibitória de α-amilase 

  IC50 (mg amostra b.s/mL reação 

  Purificado 

  Poliamida C18 

Polpa Maio/08 1,32 ± 0,09
a 

n.a. 

Polpa Ago/08 1,14 ± 0,07
a 

n.a. 

Polpa Fev/09 1,05 ± 0,07
a 

n.a. 

Semente Maio/08 8,6 ± 0,5
b 

9,8 ± 0,6
a 

Semente Ago/08 8,2 ± 0,4
bc

 9,5 ± 0,5
a 

Semente Fev/09 8,0 ± 0,4
c 

9,5 ± 0,6
a 

Polpa comercial A 1,29 ± 0,06
a 

n.a. 

Polpa comercial B 1,40 ± 0,08
a 

n.a. 

Polpa comercial C 1,38 ± 0,07
a 

n.a. 

n.a. - não avaliado. Valores na mesma coluna com letras diferentes são diferentes estatística-
mente (p < 0,05). 

 

Não foi possível avaliar a atividade inibitória de α-amilase de extratos 

metanólicos brutos (sem purificação), pois o ensaio avalia a formação da maltose 

resultante da ação desta enzima sobre o amido presente no meio. Tanto os açúcares 

redutores naturais do cupuaçu quanto a maltose reagem com o ácido 3,5-dinitrosalicílico 

(DNS), reduzindo-o e formando um composto que absorve luz, tendo seu máximo de 



absorbância a 540 nm. A análise da atividade inibitória de α-amilase foi feita, então, 

somente na amostra purificada. 

 Já a avaliação da atividade inibitória de α-glicosidase foi realizada em seu 

extrato bruto e no extrato purificado. Ambas as abordagens não apresentaram atividade 

inibidora da enzima pela metodologia utilizada.  

O chocolate de cupuaçu e seus intermediários (Tabela 8) de produção não 

apresentaram qualquer atividade inibitória de α-amilase e α-glicosidase, sugerindo que a 

oxidação de compostos, quando da fermentação, leva à inativação deles quanto à sua 

capacidade inibitória da enzima α-amilase. 

 

Tabela 8 - Atividade inibitória de α-amilase de extratos purificados em poliamida ou 

em C18, obtidos da semente fresca de cupuaçu, intermediários de produção e cupulate. 

Amostra Atividade inibitória de α-amilase 

  IC50 (mg amostra b.s/mL reação) 

  Purificado 

  Poliamida C18 

Semente Fresca 8,3 ± 0,4 9,6 ± 0,6 

Semente Fermentada n.d. n.d. 

Semente Torrada n.d. n.d. 

Líquor n.d. n.d. 

Cupulate n.d. n.d. 

n.d. - não detectado.  

 

 Considerando que estas amostras foram previamente purificadas em poliamida, e 

que esta resina sabidamente retém taninos irreversivelmente (GUSTAVSON, 2003), 

havia a possibilidade de as proantocianidinas da semente do cupuaçu terem sua 

capacidade de inibição de α-amilase negligenciada. Para responder a esta questão, foram 

avaliados os mesmo extratos, porém, com suas purificações feitas em C18 (Tabelas 7 e 

8). 

Na avaliação com purificação em C18, as sementes frescas apresentaram 

atividade inibitória de α-amilase, e estes valores foram estatisticamente semelhantes 

entre sí. Já na análise dos intermediários de produção e cupulate, novamente não se 

obteve inibição de α-amilase. A análise dos extratos purificados nesta resina confirmou 

que as proantocianidinas do cupulate e de seus intermediários de produção já não 

possuem mais esta qualidade. 

A semente fresca, ainda que apresente uma pequena inibição desta enzima, não é 

consumida crua. Somente os polifenóis da polpa de cupuaçu, portanto, têm valor na 



alimentação como regulador da quebra do amido via inibição da α-amilase. Seu 

consumo diminui a absorção do açúcar, a hiperglicemia pós-prandial e a hipertensão 

associada, sendo um alimento adequado para pessoas portadoras de diabetes do tipo 2, 

não dependentes de insulina, como citado anteriormente (KWON et al., 2008). 

Por fim, um estudo realizado por MCCUE et al. (2005) em uvas vermelhas e 

canela verificou uma correlação entre a alta atividade antioxidante com a atividade 

inibitória de α-amilase, tal como verificado com a polpa de cupuaçu. No entanto, uma 

inibição excessiva desta enzima pode resultar numa fermentação anormal do amido não 

digerido no cólon (HORII et al., 1987; BISCHOFF et al., 1985). De fato, uma alta 

inibição de α-amilase é o maior obstáculo das drogas atuais usadas como inibidoras de 

α-glicosidase, como a acarbose, causando distensão abdominal, flatulência, meteorismo 

e diarréia (PULS et al., 1975; BISCHOFF, 1994). A polpa de cupuaçu, portanto, por 

apresentar apenas inibição de α-amilase, deve ser consumida numa dieta balanceada, 

com outras frutas e vegetais. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



4.5. Teores de compostos fenólicos e capacidade antioxidante 

 

4.5.1. Fenólicos totais, capacidade de seqüestro do DPPH• e ORAC. 

 

Os teores de fenólicos totais e de atividade antioxidante (seqüestro do DPPH• e 

ORAC) do cupuaçu são apresentados na tabela 9. As polpas frescas apresentaram 

resultados significativamente (p < 0,05) semelhantes entre si, exceto para a polpa de 

maio de 2008 na avaliação ORAC. As polpas comerciais apresentaram, igualmente, 

resultados significativamente próximos entre si, exceto quanto às polpas A e B (na 

avaliação de DPPH) que diferiram entre sí. Os resultados das polpas comerciais 

diferiram-se significativamente, em sua maioria, dos resultados das polpas frescas, 

somente a avaliação de fenólicos totais apresentou algumas semelhanças entre polpas 

frescas e comerciais. Por fim, os resultados das sementes frescas só apresentaram 

semelhança significativa entre a amostra de agosto de 2008 e fevereiro de 2009 nas 

análises de fenólicos totais e seqüestro de DPPH•.  

 

Tabela 9 – Teores de Fenólicos totais das polpas e sementes de cupuaçu e de suas 

polpas comerciais (mg equivalente de catequina/g de amostra b.s.) e capacidade 

antioxidante por DPPH (µmoles equivalentes de trolox/g de amostra b.s.) e ORAC 

(µmoles equivalentes de trolox/g de amostra b.s.). 

Amostra Folin Ciocalteu DPPH ORAC 

Polpa Maio/08 4,9 ± 0,2
abc

 26 ± 1
a
 154 ± 10

a
 

Polpa Agosto/08 5,3 ± 0,2
ac

 26 ± 1
a
 245 ± 11

b
 

Polpa Fevereiro/09 5,4 ± 0,2
a
 28 ± 1

a
 253 ± 6

b
 

Semente Maio/08 20 ± 2
e
 130 ± 8

d
 470 ± 23

c
 

Semente Agosto/08 23,0 ± 0,4
f
 153 ± 3

e
 713 ± 18

d
 

Semente Fevereiro/09 22 ± 2
f
 148 ± 3

e
 521 ± 16

e
 

Polpa comercial A 3,5 ± 0,2
bd

 10 ± 1
b
 108 ± 2

f
 

Polpa comercial B 3,6 ± 0,1
cd

 15 ± 1
bc

 109 ± 3
f
 

Polpa comercial C 3,7 ± 0,3
ad

 17 ± 1
ac

 111 ± 4
f
 

Valores na mesma coluna com letras diferentes são diferentes estatisticamente (p < 0,05). 

 

Os teores de fenólicos totais e de atividade antioxidante (seqüestro do DPPH•) 

da polpa de cupuaçu são baixos quando comparados aos das frutas nativas brasileiras 

camu-camu (Myrciaria dúbia Mc. Vaugh) e cambuci (Campomanesia phaea Berg.). O 

teor de fenólicos totais é semelhante ao do araçá-boi (Eugenia stipitata Mc. Vaugh) e a 

capacidade de seqüestro do DPPH• é semelhante à da jaracatia (Jaracatiá spinosa 

(Aubli) A. DC.) (GENOVESE et al., 2008). Os teores de fenólicos totais foram 



superiores à quantidade apresentada por SPADA et al. (2008) para a polpa do mesmo 

fruto. 

Os teores de fenólicos totais e as atividades antioxidantes avaliados na polpa 

congelada são um pouco inferiores aos das frutas frescas. Estas diferenças podem ser 

devidas ao processamento por despolpadoras automáticas, ao congelamento, ao ínterim 

entre produção e consumo, ou às condições de armazenamento, de distribuição e do 

local de venda. Estes fatores levariam a uma redução no conteúdo polifenólico e de 

ácido ascórbico. Mercados consumidores acostumados com o consumo do cupuaçu in 

natura notam diferenças de flavor e consistência entre este e o industrializado 

(EMBRAPA, 1998).  

Já em uma comparação entre polpa e semente, observa-se que o teor de fenólicos 

totais da semente do cupuaçu é de 4 a 5 vezes superior ao da polpa deste fruto, o que 

evidencia uma maior quantidade de polifenólicos na semente. As substâncias 

polifenolicas são substâncias protetoras contra herbívoros, micróbios e vírus (WINK, 

2003). Flavonóides e taninos, no entanto, não são comumentes identificados em 

sementes, mas em folhas e cascas (HARBORNE, 1993). Substâncias como alcalóides, 

terpenos e flavonóides estão grandemente presentes nas angiospermas. Como possível 

resultado da seleção natural, o metabolismo secundário das plantas produz tais 

compostos, responsável pela proteção das plantas contra herbívoros (larvas, caramujos, 

etc), bactérias e vírus, atração de polinizadores e, especialmente no caso dos taninos, 

redução de palatabilidade e digestibilidade (HARBORNE, 1993; KESSLER, 2006). 

Uma maior concentração dos polifenólicos nas sementes seria, então, um possível 

mecanismo de defesa desta estrutura contra doenças e pestes. De fato, MARTÍN et al. 

(1991), ISLAM et al (2003) e LATANZIO et al. (2005), demonstraram que a semente, 

embora seja basicamente composta de substâncias de reserva (carboidratos e lipídios), 

possui polifenólicos na cobertura externa desta estrutura, o tegumento (em inglês, testa), 

conferindo proteção à semente contra parasitas..  

Quanto ao processamento das sementes de cupuaçu (Tabela 10), observou-se 

uma diferença significativa no teor de fenólicos totais e atividade antioxidante entre a 

semente fresca e os demais intermediários de produção e o cupulate. Houve, portanto, 

uma diminuição significativa do teor de fenólicos totais e da capacidade antioxidante 

quando de sua fermentação e secagem.  

 

 



Tabela 10 - Fenólicos totais da semente fresca de cupuaçu, dos intermediários de 

produção e do cupulate (mg equivalente de catequina/g de amostra b.s.) e capacidade 

antioxidante por DPPH (µmoles equivalentes de trolox/g de amostra b.s.) e ORAC 

(µmoles equivalentes de trolox/g de amostra b.s.). 

Amostra Folin Ciocalteu DPPH ORAC 

Semente Fresca
*
 22 ± 2

a
 144 ± 12

a
 568 ± 19

a
 

Semente Fermentada 2,9 ± 0,4
b
 13,4 ± 0,3

b
 267 ± 12

b
 

Semente Torrada 2,7 ± 0,4
b
 12,1 ± 0,3

b
 103 ± 5

c
 

Líquor 2,6 ± 0,1
b
 12,0 ± 0,4

b
 82 ± 5

c
 

Cupulate 1,8 ± 0,1
b
 8,3 ± 0,6

b
 60 ± 4

c
 

* Média das sementes Maio/08, Agosto/08, Fevereiro/09. Valores na mesma coluna com 
letras diferentes são diferentes estatisticamente (p < 0,05). 

 

A etapa de fermentação é apontada como a mais significativa em termos de 

perda de (-)-epicatequina no processamento do cacau. Após 24 a 48 horas da 

fermentação, micro-organismos sob condições anaeróbicas produzem ácido acético e 

metanol. Estes compostos contribuem para mudanças estruturais nas sementes como a 

quebra de membranas e paredes celulares (WOLLGAST & ANKLAM, 2000). Os 

polifenóis, difusos com os demais líquidos celulares, passam a serem oxidados pela 

enzima polifenol oxidase. O produto da oxidação dos polifenóis são taninos insolúveis 

de alta massa molecular. A oxidação também ocorre de modo não enzimático, uma vez 

que restam somente 6% da atividade desta enzima após dois dias de fermentação. A 

condensação dos polifenóis, quando de sua oxidação, é a explicação para o decréscimo 

de 10 a 20 % do conteúdo de epicatequina e de polifenóis solúveis duante a 

fermentação. Esta perda se deve, ainda, à difusão dos polifenóis nos líquidos que 

exudam durante a fermentação (BRACO et al., 1969; BIEHL, 1973; KIM et al., 1984; 

HERRMANN et al., 1995; HANSEN et al., 1998; KIM & KEENEY, 1984).  

O processo de secagem, por si só, também foi descrito como uma etapa que traz 

consideráveis alterações no conteúdo polifenólico do cacau. Dois dias de secagem ao 

sol foi capaz de reduzir 50 % do teor de epicatequina de sementes frescas, não 

fermentadas. Dado que a atividade da enzima polifenol oxidase reduz para 2 % após o 

processo secagem, acredita-se que a fermentação não enzimática possa ser um processo 

importante durante a secagem (HANSEN et al., 1998; KIM & KEENEY, 1984).  

Comparando semente fermentada, torrada, líquor e cupulate, houve uma 

diminuição não significativa dos teores de fenólicos totais e atividade antioxidante 

(seqüestro do DPPH• e ORAC). As amostras de semente fermentada e torrada, no 

entanto, apresentaram diferença significativa na avaliação por ORAC.  



O forneamento e, secundariamente, as demais etapas que utilizam temperaturas 

moderadas (refinamento, concheamento e temperagem) foram descritas como etapas 

que ocasionam redução adicional no teor de polifenólicos da semente do cacau 

(KEALEY et al., 1998). Kealey e seus colaboradores verificaram uma correlação entre 

o aumento da temperatura de forneamento e a diminuição do teor de oligômeros. Esta 

perda é possivelmente resultante de fatores como: alta temperatura, contato com o 

oxigênio e alto poder redutor dos polifenóis. Como resultado, ocorre oxidação adicional 

dos compostos polifenólicos (WOLLGAST & ANKLAM, 2000).  

O decréscimo do teor de fenólicos e capacidade antioxidante observado na 

transformação de líquor em cupulate, ainda que estatisticamente não significativo, pode 

ser devido à simples diluição dos compostos fenólicos das amêndoas nos demais 

ingredientes adicionados (açúcar, manteiga de cupuaçu, leite em pó e lecitina), além, é 

claro da utilização de temperaturas moderadas quando do concheamento e temperagem.  

Na confecção do chocolate, já foi observado que a adição da etapa de 

alcalinização (com bicarbonato de sódio, por exemplo) reduziu os teores de fenólicos 

totais e atividade antioxidante (MILLER et al., 2008; SULISTYOWATI et al., 2008). 

Assim, é provável que os teores de compostos fenólicos do cupulate seriam menores 

caso houvesse esta etapa de alcalinização no processamento das sementes de cupuaçu.  

Alcalinização, concheamento e fermentação são etapas que contribuem 

grandemente no aprimoramento do flavor, da textura, da cor, e nas reduções de 

adstringência, acidez e umidade. Contudo são essas mesmas etapas que comprometem o 

conteúdo de compostos fenólicos (Tabela 10). O chocolate ao leite é o tipo mais 

vendido, porém seu baixo percentual de sementes e alto teor de açúcares diminuem seus 

efeitos potencialmente benéficos, e apresentam riscos à saúde dental, assim como 

aumento da predisposição a diabetes (COOPER et al., 2008). O produtor de chocolate 

deve balancear, então, um produto palatável e, ao mesmo tempo, saudável. 

O valor de fenólicos totais e de atividade antioxidante da semente do cupuaçu 

(Tabela 9) é por volta de 3 vezes inferior ao da semente do cacau (Tabela 11), em 

conformidade com os resultados de JONFIA-ESSIEN et al. (2008). Já a polpa de 

cupuaçu, considerando estes mesmos parâmetros, é apenas 2 vezes inferior à do cacau. 

Os teores de fenólicos totais e capacidade antioxidante da polpa e semente de cacau e do 

chocolate são estatisticamente diferentes entre si. 

 



Tabela 11 - Fenólicos totais da polpa e semente de cacau e do chocolate (mg 

equivalente de catequina/g de amostra b.s.) e capacidade antioxidante por DPPH 

(µmoles equivalentes de trolox/g de amostra b.s.) e ORAC (µmoles equivalentes de 

trolox/g de amostra b.s.). 

Amostra Folin Ciocalteu DPPH ORAC 

Cacau Polpa 9,9 ± 0,5
a
 61 ± 2

a
 311 ± 12

a
 

Cacau Semente 78 ± 4
b
 427 ± 15

b
 1087 ± 56

b
 

Chocolate 3,5 ± 0,6
c
 16 ± 1

c
 127 ± 5

c
 

Valores na mesma coluna com letras diferentes são diferentes estatisticamente (p < 0,05). 

 

Comparando os dois produtos, produzidos nas mesmas proporções e condições, 

o de cupuaçu é 2 vezes inferior ao de cacau em termos de fenólicos totais e de atividade 

antioxidante. Avaliando os dados da semente e de seu produto, é inegável que este, 

produzido a partir de cacau, apresente maior teor de polifenólicos; contudo, tal 

característica geralmente atribui adstringência ao produto (SARNI-MACHADO, 1999). 

O chocolate é descrito como mais amargo, ácido e característico; já o cupulate é 

percebido como mais doce e de sabor mais suave (QUEIROZ et al., 2000). 

Por fim, os dados de fenólicos totais e capacidade antioxidante correlacionam-se 

positivamente, como se verifica na Tabela 12. O coeficiente de correlação (r) foi mais 

próximo de um entre as análises Folin Ciocalteu e DPPH e, quanto ao conjunto de 

dados, as sementes, líquor e chocolate tiveram o maior coeficiente. 

 

Tabela 12 - Coeficientes de correlação de Pearson (r) obtidos entre os diferentes 

métodos de capacidade antioxidante e fenólicos totais. 

Coeficiente de correlação Apenas as polpas Apenas as sementes, Todas as amostras 

(r)   líquor e chocolate   

Folin Ciocalteu X DPPH 0,8981 0,9895 0,9898 

Folin Ciocalteu X ORAC 0,7594 0,7415 0,7128 

DPPH X ORAC 0,5329 0,8182 0,7697 

 

 

 

 

 

 

 

 



4.5.2. Análise de polifenólicos 

 

4.5.2.1. Identificação de proantocianidinas 

 

 Para a análise dos taninos condensados foi utilizado o metanol acidificado como 

meio extrator, dado que este foi o meio que apresentou maiores concentrações na 

avaliação do teor de proantocianidinas totais (conforme visto no item 4.5.2.). A 

separação inicial dos taninos condensados dos demais compostos contidos no extrato foi 

feita com uma coluna de LH20 (WOLLGAST & ANKLAM, 2000). Esta coluna separa 

os compostos por tamanho molecular, retendo por mais tempo os compostos menores, 

que se infiltram por entre os poros da dextrana. O primeiro solvente utilizado foi o 

álcool etílico 95°, eliminando compostos como sais, açúcares e flavonóides da coluna. 

Já o segundo solvente, a acetona:água (1:1), eluiu os taninos da resina e os elimina 

conforme seu tamanho molecular. O perfil de eluição dos taninos das sementes frescas 

(Figura 17) e do líquor (Figura 18) foi monitorado por absorção a 540 nm. 
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Figura 17 – Perfil de eluição do LH20 dos taninos das sementes frescas, a 540 nm. 
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Figura 18 – Perfil de eluição da coluna de LH20 dos taninos do líquor, a 540 nm. 



 Observando a intensidade de absorção destes cromatogramas, pode-se verificar 

que a quantidade de taninos condensados das sementes frescas é superior ao do líquor, 

assim como foi observado na medição de proantocianidinas totais (item 4.5.2.).  

O eluato de acetona : água, das frações que apresentaram absorbância, foram 

reunidas. Os taninos condensados, purificados dos demais compostos do extrato, foram 

posteriormente injetadas em CLAE para separação qualitativa dos taninos. Outros 

autores (GINER-CHAVEZ et al., 1997) realizam esta etapa de purificação com a LH20 

fora da coluna (in batch), sendo um procedimento mais rápido para fins de simples 

purificação dos taninos.  

 Utilizou-se uma coluna de CLAE de fase normal de polietilenoglicol (PEG) para 

efetuar a separação subseqüente dos taninos condensados. Esta coluna já foi empregada 

na separação de procianidinas do jatobá (SASAKI et al., 2009). Outras colunas de fase 

normal também já foram usadas na separação dos taninos, como a diol (KALILI & 

VILLIERS, 2009) e a de sílica (CALDERÓN et al., 2009; ORTEGA et al., 2008; 

COUNET et al., 2004; SÁNCHEZ-RABANEDA et al., 2003; HAMMERSTONE et al., 

1999; KEALEY et al., 1998; RIGAUD et al., 1993). 

 Os cromatogramas a 280 nm (Figuras 19 e 20) obtidos com coluna de PEG dos 

taninos das sementes frescas de cupuaçu e do líquor assemelham-se aos obtidos por 

RIGAUD et al. (1993). A baixa concentração das proantocianidinas resulta numa baixa 

absorção da luz, por volta de 5 mUA. Isto, aliado à elevação da linha de base como 

resultado da intereferência da absorção da luz a 280 nm pelo metanol (cutoff), prejudica 

a análise isolada do cromatograma em UV. A monitoração dos cromatogramas de íons 

extraídos (EIC) (Figuras 21 e 24) possibilita visualizar, com clareza, o tempo de 

retenção médio de oligômeros de catequina ou epicatequina (massa molar 290 g), seus 

dímeros (mm 578 g), trímeros (mm 866 g), tetrâmeros (mm 1154 g), pentâmeros (mm 

1442 g), hexâmeros (mm 1730 g), heptâmeros (mm 2018 g), octâmeros (mm 2306 g), 

nonâmeros (mm 2594 g) e decâmeros (mm 2882 g). Nota-se que o grau de 

polimerização aumenta conforme o tempo de retenção, começando por volta de 3 

minutos (monômero) e termina em 15 minutos (decâmero). Tal resultado era esperado 

para uma coluna de fase normal.  

 Para possibilitar a identificação até decâmeros, foi utilizado o modo negativo de 

ionização. Utilizando o modo positivo, somente oligômeros até pentâmeros são 

detectados. Já foi demonstrado que a maioria dos polifenóis apresenta maior ionização 

no modo negativo (SELF et al., 1986). 



 

 

Figura 19 - Cromatograma em 280 nm, usando coluna de polietilenoglicol (PEG), dos 

taninos das sementes frescas de cupuaçu. 

 

 Os espectros de massas de cada oligômero (Figuras 22, 23 e 25) podem ser 

identificados pela relação entre massa/carga elétrica (m/z) e pelo espaçamento entre 

cada pico, que é uma conseqüência da abundância isotópica do carbono (C
12

 e C
13

). A 

relação m/z é equivalente a massa molecular subtraída do número de prótons perdidos, 

dividido por esse mesmo número. O espaçamento entre cada pico é indicativo do 

número de prótons perdidos: Uma unidade m/z indica 1 próton perdido; 0,5 unidades 

m/z indicam 2 prótons perdidos e 0,3 unidades m/z indicam 3 prótons perdidos. 

 

 

Figura 20 - Cromatograma em 280 nm, usando coluna de polietilenoglicol (PEG), dos 

taninos do líquor de cupuaçu. 

 

 Os íons observados para cada oligômero das proantocianidinas das sementes 

frescas e do líquor de cupuaçu estão descritos na tabela 13.  

  



 

Figura 21 - Cromatograma de íons (EIC) dos taninos das sementes frescas de cupuaçu. 

A, B, C, D - monômero, dímero, trímero e tetrâmero monocarga, E, F, G, H -pentâmero, 

hexâmero, heptâmero e octâmero duplacarga, I, J – nonâmero e decâmero triplacarga. 



 

Figura 22 – Espectros de massa dos taninos das sementes frescas de cupuaçu. A – 

monômero monocarga (m/z = 289), B – dímero monocarga (m/z = 577), C – trímero 

monocarga (m/z = 865), D – tetrâmero duplacarga (m/z = 576), E – tetrâmero 

monocarga (m/z =1153), F – pentâmero duplacarga (m/z = 720). 



 

Figura 23 – Espectros de massa dos taninos das sementes frescas de cupuaçu. A – 

hexâmero duplacarga (m/z = 864), B – heptâmero duplacarga (m/z =1008), C - 

octâmero duplacarga (m/z =1152), D - octâmero triplacarga (m/z = 768), E – nonâmero 

triplacarga (m/z =864), F – decâmero triplacarga (m/z = 960). 



 

Figura 24 - Cromatograma de íons (EIC) dos taninos das sementes frescas de cupuaçu. 

A, B, C - monômero, dímero e trímero monocarga, D – tetrâmero duplacarga. 

 

 

Figura 25 – Espectros de massa dos taninos do liquor de cupuaçu. A – monômero 

monocarga (m/z = 289), B – dímero monocarga (m/z = 577), C – trímero monocarga 

(m/z = 865), D – tetrâmero duplacarga (m/z = 576). 



 Observa-se na Tabela 13 que oligômeros compostos por quatro ou mais 

subunidades são mais propensos a formar múltiplas cargas. Temos como exemplo o 

tetrâmero, que é encontrado como monocarga (m/z = 1153) e duplacarga (m/z = 576), e 

ainda o pentâmero, heptâmero e octâmero. A formação de espécies com múltiplas 

cargas em taninos com maior número de subunidades sugere que tal ocorrência seja 

uma conseqüência probabilística natural, pois apresenta mais sítios de ionização. A 

formação de múltiplas cargas em polímeros já foi observada por GUYOT et al. (1997). 

  

Tabela 13 – Íons correspondentes às proantocianidinas, de ligação simples, 

identificadas por LCMS. Análise do extrato das sementes frescas e líquor de cupuaçu.  

Amostra Oligômeros Íon molecular Múltiplas cargas 

   (M-H)
-
 ((M-2H)/2)

2-
 ((M-3H)/3)

3-
 

Semente 
fresca 

Monomeros 289     

Dímeros 577     

Trímeros 865     

Tetrâmeros 1153 576   

Pentâmeros  1441 720   

Hexâmeros   864   

Heptâmeros   1008 672 

Octâmeros   1152 768 

Nonâmeros     864 

Decâmeros     960 

Líquor 

Monomeros 289     

Dímeros 577     

Trímeros 865     

Tetrâmeros 1553 576   

 

  

Foi possível identificar, no extrato de taninos das sementes frescas de cupuaçu, 

de monômeros até decâmeros. Já no extrato de taninos do líquor de cupuaçu, foi 

identificado apenas de monômeros até tetrâmeros. Resultados semelhantes foram 

obtidos por KEALEY et al. (1998) para as sementes de cacau. Tanto para o cupuaçu 

quanto para o cacau, o que se observa é uma diminuição eqüitativa de cada oligômero 

quando de seu processamento. Aqueles de maior massa molecular, com maior número 

de subunidades, estão naturalmente presentes em menores quantidades. A reação que 

ocorre nos taninos da semente de cupuaçu, em sua fermentação e torrefação, faz com 

que os de maior massa não sejam mais detectados no líquor pelo espectrômetro de 

massas. A baixa concentração de pentâmeros até decâmeros do líquor de cupuaçu faz 

com que o sinal de seus íons perca-se no ruído da linha de base do espectro de massas. 



4.5.2.2. Proantocianidinas totais. 

 

 Os teores de taninos condensados foram primeiramente avaliados pelo método 

da vanilina após extração em metanol puro, como sugerido por AZIZAH et al. (1999) 

para uma melhor extração dos polifenólicos do cacau, e em metanol acidificado, 

conforme empregado por COELHO (1987) para extração de taninos do feijão 

(Phaseolus vulgaris L.). 

Os resultados obtidos neste experimento (Tabelas 14, 15 e 16) mostraram que a 

extração pelo segundo meio é mais extensiva do que pelo metanol puro. O uso do 

metanol acidificado para a extração de taninos também foi apontado como ideal em 

outros experimentos utilizando sementes comestíveis (VENKATALACHAM & 

SATHE, 2006). Estes autores sugerem que a maior quantidade de taninos verificada no 

extrato em metanol acidificado se deve à extração adicional dos taninos de caráter polar.  

 

Tabela 14 – Teores de proantocianidinas (mg equivalentes de catequina/g de amostra 

b.s.) de polpas e sementes de cupuaçu e de suas polpas comerciais, obtidos usando-se 

dois meios de extração (metanol puro e metanol:ácido clorídrico = 99:1). 

Amostra           mg catequina/g de amostra (b.s.) 

  Metanol puro Metanol:HCl = 99:1  

Polpa Maio/08 1,3 ± 0,1
a
 1,4 ± 0,1

a
 

Polpa Agosto/08 1,5 ± 0,1
a
 1,7 ± 0,1

a
 

Polpa Fevereiro/09 1,7 ± 0,1
a
 1,8 ± 0,1

a
 

Semente Maio/08 122 ± 6
b
 165 ± 4

b
 

Semente Agosto/08 167 ± 1
c
 186 ± 3

c
 

Semente Fevereiro/09 130 ± 1
d
 178 ± 1

d
 

Polpa comercial A 0,64 ± 0,06
a
 0,71 ± 0,06

a
 

Polpa comercial B 0,44 ± 0,03
a
 0,46 ± 0,03

a
 

Polpa comercial C 0,74 ± 0,06
a
 0,81 ± 0,06

a
 

Valores na mesma coluna com letras diferentes são diferentes estatisticamente (p < 0,05). 

 

As polpas de cupuaçu frescas e comerciais apresenteram teores de 

proantocianidinas estatisticamente (p < 0,05) semelhantes entre si, mas diferiram-se 

significativamente dos teores encontrados nas sementes frescas. 

A quantidade de taninos condensados avaliada é modesta se comparada à de 

outras sementes, como as de feijão, que podem apresentar até 449 miligramas 

equivalentes de catequina por grama de amostra em base úmida (RANILLA et al., 

2007), enquanto o valor mais alto obtido para a semente de cupuaçu foi de 88 em b.u.  



Na Tabela 15 temos o teor de proantocianidinas avaliado nos intermediários de 

produção e no cupulate. Assim como foi verificado na análise de fenólicos totais 

(Tabela 10), observa-se que a etapa que gera redução significativa de compostos 

fenólicos é a fermentação O teor de proantocianidinas das sementes frescas difere-se 

estatísticamente dos demais intermediários de produção e do cupulate.  

 

Tabela 15 – Teores de proantocianidinas (mg equivalentes de catequina/g de amostra 

b.s.) dos extratos da semente fresca de cupuaçu, dos intermediários de produção e do 

cupulate, obtidos usando-se dois meios de extração (metanol puro e metanol:ácido 

clorídrico = 99:1). 

Amostra mg catequina/g de amostra (b.s.) 

  Metanol puro Metanol:HCl = 99:1  

Semente Fresca
* 

140 ± 2
a
 176 ± 3

a
 

Semente Fermentada 12 ± 1
b
 35 ± 1

b
 

Semente Torrada 7,4 ± 0,1
b
 21 ± 1

c
 

Líquor 6,9 ± 0,6
b
 17 ± 1

c
 

Cupulate 1,0 ± 0,1
b
 8 ± 1

d
 

* Média das sementes Maio/08, Agosto/08, Fevereiro/09. Valores na mesma coluna com 
letras diferentes são diferentes estatisticamente (p < 0,05). 

 

 De mesmo modo, os teores de proantocianidinas da polpa e semente de cacau e 

chocolate (Tabela 16) são estatisticamente diferentes entre si, como foi observado 

anteriormente na análise de fenólicos totais (Tabela 11). 

 

Tabela 16 – Teores de proantocianidinas (mg equivalentes de catequina/g de amostra 

b.s.) dos extratos de polpa e semente de cacau e chocolate, obtidos usando-se dois meios 

de extração (metanol puro e metanol:ácido clorídrico = 99:1). 

Amostra mg catequina/g de amostra (b.s.) 

  Metanol puro Metanol:HCl = 99:1  

Cacau polpa 41 ± 4
a
 76 ± 6

a
 

Cacau semente 560 ± 9
b
 569 ± 5

b
 

Chocolate 6,1 ± 0,4
c
 26 ± 2

c
 

Valores na mesma coluna com letras diferentes são diferentes estatisticamente (p < 0,05). 

 

Além da metodologia da vanilina, foi utilizado também o procedimento do 

butanol acidificado (Tabelas 17, 18 e 19). Ambos são métodos colorimétricos, mas 

cada um possui um modo de interagir com os taninos condensados. 

A reação da vanilina com as proantocianidinas é positiva quando esta apresenta 

em sua estrutura uma ligação simples na posição 2 – 3 do anel C e um grupo hidroxila 



livre na posição meta do anel B (SARKAR & HOWARTH, 1976). Esta especificidade é 

uma vantagem frente a outras metodologias como a que usa Folin Ciocalteu.  

Já a reação do butanol acidificado age sobre proantocianidinas por autocatálise, 

auto-oxidação (requer O2) e oxidação direta (requer a ligação de íons metálicos nas 

hidroxilas vicinais do anel B), formando antocianidinas. A coloração vermelha se deve 

em grande parte à estrutura de ressonância obtida pelo ganho da ligação olefínica no 

anel C e, em menor grau, ao deslocamento batocrômico causado pela ligação do íon 

metálico na hidroxila em meta do anel B (PORTER et al., 1986). 

 A metodologia do butanol foi utilizada para avaliar o extrato em metanol 

acidificado, que se mostrou o melhor meio de extração, e no analito finamente moído. A 

avaliação direta do analito bruto já foi descrita por PORTER et al. (1986) e seria um 

modo de reduzir erros causados pela insolubilização dos taninos de alta massa 

molecular. 

 

Tabela 17 – Teores de proantocianidinas (mg equivalentes de tanino de quebracho/g de 

amostra b.s.) de polpas e sementes de cupuaçu e de suas polpas comerciais, obtidos 

usando-se o analito moído e seu extrato em metanol:HCl = 99:1.  

Amostra mg tanino/g de amostra (b.s.) 

  Analito moído Extrato em metanol:HCl = 99:1 

Polpa Maio/08 31,0 ± 0,4
ab

 20 ± 1
ab

 

Polpa Ago/08 38 ± 2
a
 25,2 ± 0,2

c
 

Polpa Fev/09 34,3 ± 0,5
a
 23,0 ± 0,2

ac
 

Semente Maio/08 171 ± 7
c
 159 ± 4

d
 

Semente Ago/08 177 ± 7
c
 161 ± 5

d
 

Semente Fev/09 174 ± 7
c
 160 ± 4

d
 

Polpa comercial A 25 ± 1
b
 16,0 ± 0,5

be
 

Polpa comercial B 24 ± 1
b
 15,0 ± 0,3

e
 

Polpa comercial C 25 ± 1
b
 16,2 ± 0,5

be
 

Valores na mesma coluna com letras diferentes são diferentes estatisticamente (p < 0,05). 

 

Comparando as metodologias da vanilina (Tabelas 14, 15 e 16) e do butanol 

(Tabelas 17, 18 e 19), e analisando os extratos em metanol acidificado, observaram-se 

resultados proporcionais. A metodologia do butanol, entretanto, se mostrou mais 

sensível, pois gera resultados com mais diferenças estatisticamente significantes entre as 

amostras. Esta maior sensibilidade já foi observada por MARLES et al. (2003). 

 

 



Tabela 18 – Teores de proantocianidinas (mg equivalentes de tanino de quebracho/g de 

amostra b.s.) da semente fresca de cupuaçu, dos intermediários de produção e do 

cupulate, obtidos usando-se o analito moído e seu extrato em metanol : HCl (99:1).  

Amostra mg tanino/g de amostra (b.s.) 

  Analito moído Extrato em metanol:HCl = 99:1  

Semente Fresca
* 

174 ± 7
a
 160 ± 4

a
 

Semente Fermentada 111 ± 1
b
 63,1 ± 0,3

b
 

Semente Torrada 102 ± 1
c
 43 ± 1

c 

Líquor 101 ± 2
c
 36,8 ± 0,4

d
 

Cupulate 44 ± 4
d
 24,6 ± 0,4

e
 

* Média das sementes Maio/08, Agosto/08, Fevereiro/09 

 

Tabela 19 – Teores de proantocianidinas (mg equivalentes de tanino de quebracho/g de 

amostra b.s.) de polpa e semente de cacau e chocolate, obtidos usando-se o analito 

moído e seu extrato em metanol:HCl = 99:1.  

 Amostra mg tanino/g de amostra (b.s.) 

  Analito moído Extrato em metanol:HCl = 99:1 

Cacau polpa 109 ± 4
a
 55 ± 3

a
 

Cacau semente 499 ± 16
b
 478 ± 15

b
 

Chocolate 68 ± 2
c
 40 ± 3

c
 

Valores na mesma coluna com letras diferentes são diferentes estatisticamente (p < 0,05). 

  

Para comparar os resultados do butanol tanto no analito bruto como no seu 

extrato metanólico (Tabelas 17, 18 e 19), devemos relembrar que os taninos de baixa 

massa molecular são prontamente solubilizados em soluções alcoólicas e aquosas, já os 

de alta massa molecular necessitam de hidrólise prévia para se difundir em solução 

(BRAVO, 1998; WOLLGAST, 2000). Neste ensaio foi observado que tanto polpa como 

semente apresentaram um teor de tanino no ensaio sobre o analito bruto superior ao 

feito em seu extrato (taninos solúveis). A maior quantidade de proantocianidinas 

liberada pode ser devido à hidrólise parcial de taninos de alta massa molecular que, de 

outro modo, permaneceriam insolúveis, seja devido à sua alta massa molecular, seja 

devido ao seu grande número de hidroxilas potencialmente associadas a polissacarídeos 

e proteínas da membrana celular. (BRAVO, 1998). Se dividirmos o valor de taninos 

solúveis pelo valor de taninos do analito bruto (um valor mais próximo do total), 

obtemos as seguintes razões: 0,92, 0,57, 0,42 e 0,36 (respectivamente: semente fresca, 

fermentada/seca, forneada e líquor). Isso pode ser devido à condensação de monômeros 

e oligômeros a polímeros insolúveis de alta massa molecular, ao longo do processo 

produtivo. Deve-se considerar, no entanto, que a presença de açúcar e proteína no 



analito bruto, somado ao calor do meio reacional, pode caramelizar ou ocorrer reação de 

Maillard. O produto resultante pode absorver luz no comprimento de onda medido. Isto 

pode ter especialmente interferido na amostra de cupulate, que teve bastante açúcar e 

leite adicionado a ele e, como conseqüência, apresentou uma razão de 0,56 (superior ao 

do líquor).  

Comparando os resultados obtidos no experimento do butanol acidificado com o 

cacau e cupuaçu, obteve-se uma proporção semelhante à encontrada no experimento de 

fenólicos totais usando Folin Ciocalteu: a semente do primeiro possui por volta de 3 

vezes mais proantocianidinas que a do segundo; a polpa do cacau, 2 vezes mais taninos 

que a do cupuaçu; e o chocolate, 2 vezes mais proantocianidinas que o cupulate.  

Os resultados obtidos pelo experimento da vanilina formam uma relação 

bastante discrepante entre cacau/cupuaçu comparada àquelas encontradas nos demais 

experimentos (fenólicos totais e taninos avaliados por butanol). Isto ocorre porque o 

método apresenta baixa sensibilidade, prejudicando especialmente a análise de amostras 

com diminutos teores de proantocianidinas (MARLES et al., 2003). Logo, as amostras 

de polpa de cupuaçu e cupulate, que possuem baixo teor de fenólicos, foram as mais 

prejudicadas no teste da vanilina. Estas amostras apresentaram, então, uma baixíssima 

produção de cor, desproporcional com os resultados do butanol e do Folin-Ciocalteu. As 

amostras de semente fresca de cupuaçu, como apresentam maior teor de compostos 

fenólicos, não foram prejudicadas no experimento da vanilina. A relação de taninos da 

semente de cacau pela de cupuaçu continua sendo por volta de 3, como nos demais 

experimentos. 

Por fim, no que diz respeito às proantocianidinas, a proporção de semente/polpa 

do cupuaçu varia de 50 a 60 pelo método da vanilina e de 5 a 7 pelo método do butanol. 

Nesta comparação, mesmo a análise por butanol se difere da avaliação de fenólicos 

totais, que apresentou uma proporção semente/polpa de 4 a 5. Isto sugere que a semente, 

além de possuir uma proporção maior de compostos fenólicos do que a verificada na 

polpa, apresenta estes polifenólicos sob a forma de proantocianidinas em uma proporção 

maior ainda do que a verificada na polpa. 

 

 

 

 

 



4.5.2.3. Identificação de flavonóides  

 

Para a quantificação dos flavonóides, a amostra foi extraída com metanol 70 %, 

rotaevaporado e purificado em poliamida. Estes compostos são eluídos da poliamida, 

primeiramente, com metanol puro e então com metanol : amônia = 99,5 : 0,5. Estas duas 

frações foram analisadas por CLAE e LCMS/MS. A identificação dos flavonóides 

consistiu da comparação do espectro de absorção UV com padrões comerciais, adição 

de padrão à amostra (spiking) e perfil de fragmentação por LCMS/MS. Estas duas 

frações apresentaram perfis diferentes (Figuras 26 e 27).  

 

 

Figura 26 - Cromatograma em 270 nm, usando coluna prodigy, da fração metanol do 

extrato de semente fresca de cupuaçu após purificação em poliamida. 

 

 

Figura 27 - Cromatograma em 270 nm, usando coluna prodigy, da fração metanol : 

amônia do extrato de semente fresca de cupuaçu após purificação em poliamida. 



A primeira (Figura 26) apresentou catequina, epicatequina, procianidina 

dimérica e trimérica. A segunda fração (Figura 27) apresentou epicatequina, 

procianidina dimérica e trimérica, quercetina glucuronídeo, luteolina glucuronídeo, 

isorhamnetina glucuronídeo e theograndinas. 

Os cromatogramas nas Figuras 26 e 27 são de extrato de semente fresca de 

cupuaçu. Os espectros da polpa fresca e comercial, assim como da semente processada, 

apresentam perfil similar, em especial o da fração metanol : amônia (Figuras 28 e 29). 

 

 

 

Figura 28 - Cromatograma em 270 nm, usando coluna prodigy, da fração metanol do 

extrato de líquor de cupuaçu após purificação em poliamida. 

 

 

Figura 29 - Cromatograma em 270 nm, usando coluna prodigy, da fração metanol : 

amônia do extrato de líquor de cupuaçu após purificação em poliamida. 



Os nomes sobrepostos aos cromatogramas das Figuras 26, 27, 28 e 29 

denominam os compostos identificados e quantificados após todo o procedimento 

descrito acima. O comprimento de onda utilizado para monitorar a eluição dos 

compostos foi 270 nm (Figuras 30, 31, 32 e 33), pois todos eles geram grande absorção 

da luz nesse comprimento de onda sem haver interferência do solvente (cutoff). Segue, 

abaixo, o procedimento investigativo para a identificação destes compostos. 

 Pelos espectros de absorção no UV da fração metanol, identificou-se catequina 

em 6,8 min (com 98,6% de semelhança com o padrão), epicatequina em 7,7 min (com 

99,9% de semelhança com o padrão) e um derivado de quercetina em 12 min (com 

99,7% de semelhança com um padrão de quercetina rutinosídeo). Três compostos foram 

detectados, mas não corretamente identificados: em 7,1 min (com semelhança de 95,0% 

com o padrão de catequina), em 9,0 min (com semelhança de 97,5% com o padrão de 

catequina) e em 9,5 min (substância pura com baixa semelhança com os compostos da 

biblioteca) (Figura 34).  

 Já na fração metanol : amônia, pelos espectros de absorção no UV, identificou-

se em 7,7 min a epicatequina (com 99,9% de semelhança com o padrão). Novamente, 

encontraram-se as bandas em 7,1 min (98,8% de semelhança com o padrão de 

catequina), em 9,0 min (com semelhança de 97,5% com o padrão de catequina) e em 9,5 

min (substância pura com baixa semelhança com os compostos da biblioteca). Quatro 

bandas foram detectadas em 13,0 min, 14,5 min, 14,7 min e 16,2 min (todos com 99,5% 

de semelhança com o padrão de homorientina); e dois em 15,0 min e 16,7 min (com 

semelhança de 99,6% e 99,7% com o padrão de isovitexina) (Figura 35). 

 Pela técnica de adição de padrão à amostra (spiking), confirmaram-se, na fração 

metanólica, as bandas em 6,8 min e 7,7 min como catequina e epicatequina, 

respectivamente (Figura 36 e 37). Assim, o composto em 7,1 min não poderia, 

portanto, ser nenhum destes dois. Já a banda em 12 min não foi confirmada nem como 

quercetina aglicona (Figura 38), nem como rutina (Figura 39).  

 Na fração metanol : amônia, também se confirmou por spiking a identidade do 

banda em 7,7 min como sendo a epicatequina (Figura 40). Os compostos semelhantes à 

homorientina, em 13,0 min, 14,5 min, 14,7 min e 16,2 min, não foram confirmados pela 

adição de padrão de homorientina (Figura 41) e orientina (Figura 42). Os compostos 

semelhantes à isovitexina, em 15,0 min e 16,7 min, não foram confirmados pela adição 

de padrão de isovitexina (Figura 43) e vitexina (Figura 44).  

 



 

Figura 30 - Gráfico tridimensional mostrando a varredura da absorção da luz (eixo 

vertical) nos distintos comprimentos de onda (eixo a esquerda), variando com o tempo 

de corrida (eixo a direita) da fração metanol do extrato de semente de cupuaçu.  

 

Figura 31 - Gráfico tridimensional mostrando a varredura da absorção da luz (eixo 

vertical) nos distintos comprimentos de onda (eixo a esquerda), variando com o tempo 

de corrida (eixo a direita) da fração metanol do extrato de semente de cupuaçu; 

seccionado no comprimento de onda de 270 nm. 



 

Figura 32 - Gráfico tridimensional mostrando a varredura da absorção da luz (eixo 

vertical) nos distintos comprimentos de onda (eixo a esquerda), variando com o tempo 

de corrida (eixo a direita) da fração metanol-amônia do extrato de semente de cupuaçu.  

 

Figura 33 - Gráfico tridimensional mostrando a varredura da absorção da luz (eixo 

vertical) nos distintos comprimentos de onda (eixo a esquerda), variando com o tempo 

de corrida (eixo a direita) da fração metanol-amônia do extrato de semente de cupuaçu; 

seccionado no comprimento de onda de 270 nm. 
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Figura 36 - Cromatogramas em 270 nm da fração CH3OH do extrato de semente de 

cupuaçu (linha azul) e deste adicionado de catequina (linha vermelha). 

 

 

Figura 37 - Cromatogramas em 270 nm da fração CH3OH do extrato de semente de 

cupuaçu (linha azul) e deste adicionado de epicatequina (linha vermelha). 

 

 

Figura 38 - Cromatogramas em 270 nm da fração CH3OH do extrato de semente de 

cupuaçu (linha azul) e deste adicionado de quercetina (linha vermelha). 

 



 

Figura 39 - Cromatogramas em 270 nm da fração CH3OH do extrato de semente de 

cupuaçu (linha azul) e deste adicionado de rutina (linha vermelha). 

 

 

Figura 40 - Cromatogramas em 270 nm da fração CH3OH : NH4 do extrato de semente 

de cupuaçu (linha azul) e deste adicionado de epicatequina (linha vermelha). 

 

 

Figura 41 - Cromatogramas em 270 nm da fração CH3OH : NH4 do extrato de semente 

de cupuaçu (linha azul) e deste adicionado de homorientina (linha vermelha). 

 



 

Figura 42 - Cromatogramas em 270 nm da fração CH3OH : NH4 do extrato de semente 

de cupuaçu (linha azul) e deste adicionado de orientina (linha vermelha). 

 

 

Figura 43 - Cromatogramas em 270 nm da fração CH3OH : NH4 do extrato de semente 

de cupuaçu (linha azul) e deste adicionado de isovitexina (linha vermelha). 

 

 

Figura 44 - Cromatogramas em 270 nm da fração CH3OH : NH4 do extrato de semente 

de cupuaçu (linha azul) e deste adicionado de vitexina (linha vermelha). 

 



Por último, foram analisados o peso molecular e o padrão de fragmentação dos 

compostos por espectro de massas. O solvente composto por água : tetraidrofurano : 

ácido trifluoroacético (97,9: 2 : 0,1), utilizado inicialmente na avaliação por UV no 

HPLC, foi substituído por água : ácido fórmico (99,9 : 0,1) para não danificar a 

tubulação utilizada no LCMS. A coluna utilizada foi a mesma (Prodigy, Phenomemex). 

A separação dos compostos obtido no LCMS (Figuras 45 e 46) foi semelhante àquela 

obtida inicialmente no HPLC (Figuras 26 e 27). As Tabelas 20 e 21 mostram os íons 

obtidos, seu padrão de fragmentação e a abundância relativa de cada um deles. Os 

espectros de massa de cada um destes íons encontram-se em Anexos (ítem 7.). 

Comparando estes dados com os da literatura (SÁNCHEZ-RABANEDA et al., 

2003; ORTEGA, et al., 2008; CALDERÓN, et al., 2009; MASSBANK, 2010; 

DICTIONARY OF NATURAL PRODUCTS, 2010; PHENOL-EXPLORER, 2010), 

confirmou-se a identidade dos compostos encontrados. Catequina e epicatequina foram 

quantificados utilizando-se uma curva de calibração de padrões comerciais de (+)-

catequina e (-)-epicatequina, respectivamente.  

A banda em 7,1 min (tempo referente aos cromatogramas das Figuras 26 e 27) 

foi confirmada como sendo um dímero; o composto em 9 min, como sendo um trímero. 

Ambos os compostos foram quantificados como mg equivalentes de (+)-catequina.  

O espectro de massas evidenciou, ainda, diferentes tipos de dímero e trímero. Na 

fração metanol, somente foram identificados os dímeros e trímeros com uma única 

ligação entre cada subunidade. A relação m/z destes é de 578 e 866, respectivamente. 

Na fração metanol – amônia, foi possível identificar dímeros com duas ligações entre 

cada subunidade, dímeros da família A, tendo uma relação m/z de 576. Ainda na fração 

metanol – amônia, foram identificados trímeros com duas e até três ligações a mais, 

apresentando relação m/z de 864 e 862. 

 

 



 

Figura 45 - Cromatograma em 270 nm (linha vermelha) e espectro de massas TIC 

(linha azul) da fração CH3OH do extrato de semente de cupuaçu. 

 

 

Figura 46 - Cromatograma em 270 nm (linha vermelha) e espectro de massas TIC 

(linha azul) da fração CH3OH : NH4 do extrato de semente de cupuaçu. 

 

A banda em 13 min (fração metanol - amônia) foi identificada como sendo o 

composto quercetina glucoronídeo. A banda em 12 min (fração metanol), que havia 

apresentado 99,7% de semelhança com o padrão de quercetina rutinosídeo, pode referir-

se a dois compostos detectados no LCMS: a própria quercetina glucoronídeo ou a uma 

quercetina ligada a uma pentose. Devido a essa incerteza, a área da banda em 13 min 

(fração metanol – amônia) não foi adicionada à da banda em 12 min (fração metanol), 

quando do cálculo da massa de quercetina glucuronídeo. Este composto foi quantificado 

como mg equivalentes de quercetina rutinosídeo. 

 

 



Os compostos em 14,6 min e 15 min foram identificados como sendo os 

compostos luteolina glucuronídeo e isorhamnetina glucuronídeo, respectivamente. Estes 

glucuronídeos de flavona foram quantificados como mg equivalentes de homorientina, 

que também é um flavona ligada a um açúcar. 

O composto em 16,2 min foi identificado como theograndina II. Esta flavona, 

assim como a theograndina I, foi detectada na semente do cupuaçu e descrita pela 

primeira vez por YANG e colaboradores (2003). A banda em 16,7 min é uma mistura 

da theograndina I com uma terceira forma de theograndina. Este outro composto 

apresenta fragmentação semelhante à da theograndina II e possui uma diferença de 14 

m/z com esta, sugerindo que seja uma forma metilada da theograndina II. Tal composto 

não foi encontrado na literatura. A banda em 16,2 min (theograndina I) e em 16,7 min 

(theograndina I e theograndina metilada) foram quantificados como mg equivalentes da 

flavona homorientina. As Figuras 47 até 54 mostram as estruturas dos íons formados 

dos principais compostos identificados. 

Os compostos, nomeados nas Tabelas 20 e 21 como “A”, “B”, C”, “D” e “E”, 

não foram identificados. Não foi encontrado nenhum composto com fragmentação 

semelhante. Os compostos A e B surpreendem por possuir massa molar ímpar. Massa 

ímpar, no estudo dos espectros de massas, costuma ser indicativo da presença de 

nitrogênio. Não foi encontrado na literatura, porém, qualquer flavonóide ou ácido 

fenólico de massa ímpar.  

 

 

Figura 47 – Fragmentação proposta para o ânion da catequina e da epicatequina. 

 



Tabela 20 – Compostos identificados por LCMS/MS, modo negativo, seu tempo de 

retenção em minutos ( R), massa molar (Mr), fragmentação no MS2 e abundância 

relativa (%). Fração metanol do extrato de semente de cupuaçu. 

Composto  R (min) Mr Íons MS/MS (m/z (abundância relativa, %)) 

Catequina 7,0 290 288,9 (53,1); 244,9 (100); 230,9 (14,2); 204,9 (42,7);  

      202,9 (15,9); 178,9 (14,5) 

Dímero (uma ligação) 7,5 578 577,3 (<0,1); 451 (26); 424,9 (100); 407 (80,5);  

      289 (20,3) 

Epicatequina 8,6 290 288,9 (44,3); 244,9 (100); 230,9 (9,3); 204,9 (25,3);  

      202,9 (7,9); 178,9 (4,6) 

Trímero (uma ligação) 9 866 865,5 (<0,1); 739 (30,7); 713 (35) 695,1 (100);  

      577 (63,5); 543 (29,7); 407 (37,6); 287 (40,5)   

“A” 10,6 359 358,1 (<0,1); 314 (5,3); 222,9 (6,5); 221,9 (100);  

      178,9 (9); 177,9 (43,6); 160,9 (6,3); 134,9 (2,2) 

Isovitexina 12,5 432 431,1 (0,9); 412,9 (2,9); 352,9 (2,1); 341,8 (3,0)  

      340,9 (26,5); 312,0 (21,1); 310,9 (100); 282,9 (7,4) 

Dímero (uma ligação) 12,8 578 577,3 (<0,1); 450,9 (18,4); 425 (100); 407 (83,4);  

      288,9 (17,2); 286,9 (17,1) 

“B” 14,6 373 372,3 (<0,1); 328 (10,4); 235,9 (71,2); 221,9 (100);  

       177,9 (68,9); 174,9 (11,4) 

“C” 15,3 436 435,2 (<0,1); 398,8 (2,4); 356,9 (1,9); 345 (13,5);  

      315,9 (1,1); 315 (100); 208,9 (1,3) 

Quercetina ligada a pentose 15,6 434 433,3 (<0,1); 432,9 (4,6); 301,9 (14,5); 300,9 (100);  

      300,0 (96,2); 178,8 (2,5); 150,8 (2,6) 

“D” 17,6 838 837 (<0,1); 792,3 (0,5); 791,3 (27,7); 790,5 (100) 

        

Luteolina ou caempferol  19 448 447,2 (<0,1); 446,9 (0,2); 285 (11,1), 284,9 (100);  

ligado a hexose     241 (0,7) 

        

"E" 19,1 951 950,1 (<0,1); 904,5 (31,3); 903,6 (100) 

        

Quercetina glucuronídeo 19,4 478 477,1 (<0,1); 458,7 (0,7); 414,8 (1,6); 370,9 (0,5);  

     301,9 (6,8); 300,9 (100); 174,9 (0,1) 

Luteolina glucuronídeo 20,2 462 461,2 (<0,1); 398,9 (1,1); 285,9 (15,2); 284,9 (100);  

      174,8 (0,9) 

Isorhamnetina glucuronídeo 20,6 492 491,2 (<0,1); 315,9 (11,2); 314,9 (100); 300,9 (2,6);  

      299,9 (12,3); 174,9 (1,6) 

 

 

 



Tabela 21 – Compostos identificados por LCMS/MS, modo negativo, seu tempo de 

retenção em minutos (tr), massa molar (Mr), fragmentação no MS2 e abundância 

relativa (%). Fração metanol-amônia do extrato de semente de cupuaçu. 

Composto tr (min) Mr MS/MS íons (m/z (abundância relativa, %)) 

Dímero (uma ligação) 8,3 578 577,2 (<0,1); 559 (9,1); 451 (21,1); 425 (100);  

      407,9 (6,4); 407 (90,9); 298,9 (12,1); 289 (15,1);  

      245 (6,3) 

Epicatequina 9,6 290 288,9 (36,3); 245,9 (10,1); 245 (100); 230,9 (10,8);  

      204,9 (25,6); 202,9 (16,6); 178,9 (9,4) 

Trímero (duas ligações) 10,4 864 863,6 (<0,1); 712 (22,3); 711 (100); 693,1 (28,3);  

      573 (31,5);559 (33,4); 451 (36,8); 411 (46,5);  

      298,9 (22,4); 289 (18,5) 

"A" 11,6 359 358,1 (<0,1); 314 (4,1); 254,8 (3,5); 222,3 (3,9);  

      221,9 (100), 177,9 (44,2); 161 (3,4); 160,8 (3,4);  

      160 (6,7) 

Trímero (duas ligações) 12,4 864 863,3 (<0,1); 712 (26,6); 711 (100); 694,1 (14,8);  

      693 (38,2); 573,1 (9,8); 559 (49,2), 541 (13,7);  

      451 (25); 412,1 (13,1); 411 (46,7); 299 (9,7) 

Trímero (duas ligações) 13,2 864 863,3 (<0,1); 737,1 (8,3); ; 712 (13,8); 711 (74,7);  

      693,9 (8,5); 693 (33,2); 576 (18,8); 575 (100);  

      423 (7,4) 

Dímero (duas ligações) 13,7 576 575,1 (<0,1); 539 (7,3); 448,9 (17,3); 447,9 (1,7);  

      422,9 (100); 411 (13,5); 407 (9,5); 289 (5,4);  

      284,9 (10,2) 

Quercetina glucuronídeo  14,9 640 639,3 (<0,1); 621 (6,2); 477,9 (6,4); 476,9 (42,4);  

e glicosídeo     464 (8,6); 463 (57,2); 301,9 (8,7); 300,9 (100) 

        

Dímero (duas ligações) 15,9 576 575,3 (<0,1); 448,9 (22,6); 422,9 (100); 411 (9,6);  

      407 (9); 312,9 (8,2); 288,9 (5); 286,9 (7);  

      284,9 (8,2) 

Trímero (três ligações) 17,4 862 861,4 (<0,1); 825 (20,5); 738 (25,1); 735 (100);  

      700,1 (17,6); 693 (15,6); 575,1 (44,2); 571,9 (16,1);  

      571 (44,4); 449 (26,3) 

Dímero (duas ligações) 18,2 576 575 (<0,1); 557 (28); 539 (28,7); 451,9 (16,9);  

      449 (88,1); 435 (15,4); 423 (100); 407 (32,5);  

      327 (14,6); 288,9 (23,4); 284,9 (19) 

Trímero (três ligações) 19,4 862 861,4 (<0,1); 825 (48,3); 739,1 (31,2); 738,1 (25,9);  

      736 (20,5); 735,1 (100); 575 (75,3); 571 (78,8);  

      449 (40,5); 285 (46,9) 

Quercetina glucuronídeo 20,2 478 477,2 (<0,1); 458,9 (1,2); 301,9 (9,3); 300,9 (100);  

      258,9 (1,8) 

"B" 20,6 951 950,2 (<0,1); 905,2 (1); 904,4 (32,9); 903,6 (100) 

        

 



Tabela 21 (continuação) – Compostos identificados por LCMS/MS, modo negativo, 

seu tempo de retenção (tr), massa molar (Mr), fragmentação no MS2 e abundância 

relativa (%). Fração metanol-amônia do extrato de semente de cupuaçu. 

Composto tr (min) Mr MS/MS íons (m/z (abundância relativa, %)) 

Luteolina glucuronídeo 22,1 462 461,2 (<0,1); 398,9 (0,8); 285,9 (8,3); 284,9 (100);  

      215,9 (1,1)  

Isorhamnetina glucuronídeo 22,4 492 491,2 (<0,1); 315,9 (12); 315,6 (1,4); 314,9 (100);  

      300,9 (0,6); 299,9 (6,8); 174,8 (1,2) 

Theograndina II 29,5 558 557,2 (<0,1); 477,9 (19,2); 476,9 (100); 476,5 (7,8);  

      380,9 (4,7); 301,9 (3,7); 300,9 (13,1); 255,8 (3,8);  

      254,8 (80,2); 174,9 (2,2) 

Theograndina II metilada 31,5 572 571,1 (<0,1); 491,9 (2,5); 490,9 (53,9); 394,8 (2,8);  

      316 (2,5); 314,9 (6); 255,9 (2,1); 254,8 (100);  

      174,8 (4,3) 

Theograndina I 31,5 542 541,1 (<0,1); 460,9 (5,5); 285,9 (1,3); 284,9 (5,2);  

      255,8 (2,4); 254,8 (100); 210,8 (0,3); 175,7 (0,4) 

 

 

 

Figura 48 - Fragmentação proposta para o ânion de um trímero (uma ligação). 

 

 

Figura 49 - Fragmentação proposta para o ânion da quercetina glucuronídeo. 



 

Figura 50 - Fragmentação proposta para o ânion da luteolina glucuronídeo. 

 

 

Figura 51 - Fragmentação proposta para o ânion da isorhamnetina glucuronídeo. 

 

 

Figura 52 - Fragmentação proposta para o ânion da theograndina I. 



 

Figura 53 - Fragmentação proposta para o ânion da theograndina II. 

 

 

Figura 54 - Fragmentação proposta para o ânion da theograndina II metilada. 

 

 

 

 

 

 



4.5.2.4. Quantificação de flavonóides 

 

Com relação à análise quantitativa dos compostos detectados (Tabela 22), 

polpas frescas e congeladas, em sua maioria, apresentaram semelhança estatística (p < 

0,05) entre os teores destes compostos. Os teores das sementes frescas, pelo contrário, 

diferiram-se estatisticamente entre si, especialmente a de maio de 2008, e entre estes e 

os teores das polpas frescas e congeladas.  

Avaliando os teores de flavonóides da semente fresca, semente fermentada (e 

seca), semente torrada, líquor e cupulate (Tabela 23), observou-se que a semente fresca 

é a amostra que mais se difere estatisticamente das demais. Assim, a etapa de 

fermentação e secagem é a que mais alterou o conteúdo de flavonóides no processo 

produtivo do cupulate. Contudo, se avaliarmos somente o teor de flavonóis (quercetina 

glucuronídeo) e de flavonas (luteolina glucuronídeo, isorhamnetina glucuronídeo e 

theograndina I, II e III) durante o processo produtivo, pode-se verificar que não houve 

um decréscimo significativo destes, como o que foi observado para os flavan-3-óis. Esta 

diferença se deve ao fato de que somente os flavan-3-óis, em sua maioria, se condensam 

na forma de taninos insolúveis de alta massa molecular (HAGERMAN, 2009). 

KIM et al. (1984) avaliou o teor de fenólicos do cacau e os efeitos de seu 

processamento com base na quantidade de (-)-epicatequina. Este autor afirma que resta 

apenas 10-20 % do teor inicial deste composto ao término da fermentação. Este 

decréscimo também foi observado nos flavan-3-óis quantificados do cupuaçu 

(catequina, epicatequina, dímero e trímero). A semente fermentada, por exemplo, 

apresenta apenas 12 % da quantidade inicial de epicatequina. Como se vê, o processo 

fermentativo afeta ao cupuaçu de mesmo modo que ao cacau. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Tabela 22 - Flavonóides (mg/100 g de amostra b.s.) de polpas e sementes de cupuaçu e 

de suas polpas comerciais. 

Amostra mg/100 g de amostra (b.s.) 

  Catequina Epicatequina Dímero Trímero 

Polpa Maio/08 3,6 ± 0,3
a
 9,0 ± 0,8

a
 2,4 ± 0,2

a
 n.d. 

Polpa Ago/08 2,3 ± 0,2
a
 10,0 ± 0,9

a
  1,7 ± 0,1

a
 n.d. 

Polpa Fev/09 2,6 ± 0,2
a
 9,9 ± 0,7

a
 2,0 ± 0,1

a
 n.d. 

Semente Maio/08 46 ± 3
b
 190 ± 10

b
 65 ± 1

b
 18 ± 1

a
  

Semente Ago/08 56 ± 4
c
 283 ± 25

c
 84 ± 6

c
 63 ± 5

b
 

Semente Fev/09 58 ± 5
c
 264 ± 24

c
 83 ± 4

 c
 41 ± 2

c
 

Polpa comercial A 0,54 ± 0,04
a
 3,3 ± 0,2

a
 0,95 ± 0,06

a
 n.d. 

Polpa comercial B 0,87 ± 0,06
a
 5,5 ± 0,4

a
 1,1 ± 0,1

a
 n.d. 

Polpa comercial C 0,56 ± 0,05
a
 5,9 ± 0,5

a
 0,69 ± 0,05

a
 n.d. 

n.d. - não detectado. Valores na mesma coluna com letras diferentes são diferentes 
estatisticamente (p < 0,05). 

 

Tabela 22 (continuação) - Flavonóides (mg/100 g de amostra b.s.) de polpas e 

sementes de cupuaçu e de suas polpas comerciais. 

Amostra mg/100 g de amostra (b.s.) 

  
Quercetina 

glucuronídeo 
Luteolina 

glucuronídeo 
Isorhamnetina 
glucuronídeo 

Theograndina 
II 

Theograndina  
I e II metilada 

Polpa Maio/08 2,7 ± 0,2
a
 0,77 ± 0,06

a
 0,74 ± 0,07

ab
 0,99 ± 0,08

a
 1,7 ± 0,1

a
 

Polpa Ago/08 11 ± 1
b
 1,0 ± 0,1

a
 4,9 ± 0,2

c
 0,61 ± 0,06

a
 1,3 ± 0,1

a
 

Polpa Fev/09 3,5 ± 0,2
a
 1,2 ± 0,1

a
 1,2 ± 0,1

b
 0,85 ± 0,07

a
 1,7 ± 0,1

a
 

Semente Maio/08 31 ± 3
c
 20 ± 2

b
 8,4 ± 0,5

d
 25 ± 2

b
 11 ± 1

b
 

Semente Ago/08 71 ± 2
d
 26 ± 1

c
 33 ± 1

e
 30 ± 2

c
 51 ± 5

c
 

Semente Fev/09 85 ± 5
e
 24 ± 1

d
 27 ± 1

f
 32 ± 1

d
 57 ± 5

d
 

Polpa comercial A 0,78 ± 0,07
a
 0,20 ± 0,01

a
 0,18 ± 0,01

a
 0,21 ± 0,02

a
 0,25 ± 0,01

a
 

Polpa comercial B 0,65 ± 0,05
a
 0,16 ± 0,01

a
 0,18 ± 0,01

a
 0,14 ± 0,01

a
 0,16 ± 0,01

a
 

Polpa comercial C 2,1 ± 0,2
a
 0,83 ± 0,06

a
 0,94 ± 0,08

ab
 0,67 ± 0,05

a
 1,4 ± 0,1

a
 

n.d. – não detectado. Valores na mesma coluna com letras diferentes são diferentes 
estatisticamente (p < 0,05).  

 

Tabela 23 - Flavonóides (mg/100 g de amostra b.s.) da semente fresca de cupuaçu, dos 

intermediários de produção e do cupulate. 

Amostra mg/100 g de amostra (b.s.) 

  Catequina Epicatequina Dímero Trímero 

S Fresca* 54 ± 4
a
 246 ± 20

a
 77 ± 4

a
 41 ± 3 

S Ferm 7,8 ± 0,6
b
 31 ± 2

b
 19 ± 1

b
 n.d. 

S Torra 3,9 ± 0,3
c
 23 ± 2

b
 13 ± 1

c
 n.d. 

Líquor 3,9 ± 0,2
c
 24 ± 1

b
 15 ± 1

c
 n.d. 

Cupulate 3,6 ± 0,3
c
 17 ± 1

b
 8,6 ± 0,5

d
 n.d. 

* Média das sementes Maio/08, Agosto/08, Fevereiro/09. n.d. – não detectado. Valores na 
mesma coluna com letras diferentes são diferentes estatisticamente (p < 0,05). 

 

 



Tabela 23 (continuação) - Flavonóides (mg/100 g de amostra b.s.) da semente fresca 

de cupuaçu, dos intermediários de produção e do cupulate. 

Amostra mg/100 g de amostra (b.s.) 

  
Quercetina 

glucuronídeo 
Luteolina 

glucuronídeo 
Isorhamnetina 
glucuronídeo 

Theograndina  
II 

Theograndina  
I e II metilada 

S Fresc* 63 ± 4
a
 23 ± 1

a
 23 ± 1

a
 29 ± 2

a
 40 ± 4

a
 

S Ferm 59 ± 5
a
 21 ± 2

ab
 15 ± 1

b
 27 ± 2

ab
 39 ± 3

ab
 

S Torra 48 ± 4
b
 21 ± 2

ab
 12 ± 1

c
 21 ± 1

c
 30 ± 3

c
 

Líquor 58 ± 3
a
 26 ± 1

c
 16 ± 1

b
 26 ± 2

b
 43 ± 4

a
 

Cupulate 43 ± 2
b
 20 ± 1

b
 12 ± 1

c
 21 ± 1

c
 33 ± 2

bc
 

* Média das sementes Maio/08, Agosto/08, Fevereiro/09. Valores na mesma coluna com 
letras diferentes são diferentes estatisticamente (p < 0,05). 

 

O composto encontrado em maior quantidade foi a epicatequina, como ocorre 

com o cacau (KIM et al., 1984). Os teores de dímeros, da catequina, da quercetina 

glucuronídeo e de trímeros, nesta ordem, também se destacaram frente aos demais 

compostos avaliados.  

Alguns dos flavonóides encontrados no cacau, como a cianidina (ORTEGA et 

al., 2008), não são encontrados no cupuaçu, e alguns dos flavonóides encontrados neste, 

como a Theograndina I e II (YANG et al., 2003), não são encontrados naqueles. Ainda 

assim, grandes semelhanças existem na composição de flavonóides destes frutos. Tais 

similaridades, somadas à proximidade filogenética destes frutos de mesmo gênero, 

sugerem semelhanças no metabolismo secundário destas espécies. 

Por fim, já foi verificado por análise sensorial que o cupulate possui sabor 

menos amargo que o chocolate (QUEIROZ et al., 2000). Pode-se supor que o baixo teor 

de fenólicos do cupuaçu frente ao cacau (conforme visto no item 4.5.1.) é o que faz do 

cupulate ser naturalmente menos amargo que o chocolate. Assim, poder-se-ia reduzir o 

tempo de fermentação das sementes de cupuaçu, pois ela não precisa perder tanto de sua 

adstringência e amargor (MORORÓ, 2007). Tal procedimento evitaria a perda de 

fenólicos e tornaria o cupulate mais semelhante sensorialmente ao chocolate. 

 

 

 

 

 

 

 



5. CONCLUSÕES 

 

As amostras frescas de polpa de cupuaçu apresentaram características similares 

ao longo do ano quanto à sua composição centesimal, teor de ácido ascórbico, 

capacidade antioxidante, teor de fenólicos totais, proantocianidinas totais e flavonóides, 

favorecendo a sua industrialização.  

As polpas comerciais também apresentaram regularidade entre as distintas 

marcas quanto aos atributos supracitados, sugerindo procedimentos semelhantes na 

cadeia de processamento do cupuaçu entre as distintas indústrias. Possivelmente devido 

a este tratamento, estes valores foram inferiores aos da polpa in natura. Todas as polpas, 

processadas ou não, apresentaram alta atividade inibitória de α-amilase. Assim, este 

trabalho confirmou a potencial qualidade biológica da polpa de cupuaçu. 

Em termos de quantidade de polifenólicos, a polpa apresentou menor teor que a 

semente, e esta ainda maior percentual de proantocianidinas. O cupuaçu, no entanto, 

possui sementes com ⅓ do teor de polifenólicos e taninos que as sementes do cacau. 

 Durante o processamento da semente de cupuaçu até o líquor, observou-se uma 

grande perda de umidade, redução de carboidratos e aumento de lipídios. O processo de 

fermentação e secagem foi a etapa responsável pela maior decréscimo dos teores de 

fenólicos totais, capacidade antioxidante, flavonóides e proantocianidinas oligoméricas 

solúveis, tal como relatado para o processamento do cacau. O cupulate apresentou ½ to 

teor de fenólicos, taninos e atividade antioxidante quando comparado ao chocolate. 

Os produtos da semente de cupuaçu e cacau, cupulate e chocolate, apresentaram 

composições centesimais semelhantes entre si.  Os ácidos graxos presentes em maior 

quantidade no cupuaçu foram o oléico, o esteárico, o palmítico e o eicosanóico, com 

composição semelhante à do cacau.  

 O flavonóide encontrado em maior quantidade no cupuaçu foi a epicatequina, tal 

como ocorre no cacau. Foi possível detectar catequina, epicatequina, theograndinas e os 

glucuronídeos de quercetina, luteolina e isorhamnetina. O processamento das sementes 

de cupuaçu diminuiu especialmente os teores de flavanóis e oligômeros. Identificaram-

se de monômeros até decâmeros na semente fresca, e somente até tetrâmeros no líquor. 

O cupulate, assim como o chocolate, mas em menor grau, é um potencial 

promotor da saúde. Sua produção é uma boa estratégia financeira ao empresário no 

aproveitamento das sementes do cupuaçu, um subproduto das polpas congeladas. 



 

 

 

90 % umidade 0,46 % cinzas 83 % umidade 0,93 % cinzas 52 % umidade 1,5 % cinzas 

0,97% lipídios 0,68% proteín. 2,1 % lipídios 1,0 % proteín. 22 % lipídios 0,68% proteín. 

5,6 % carboidratos  11 % carboidratos  5,6 % carboidratos 

11 mg ácido ascórbico/100 g 102 mg ácido ascórbico/100 g   -  

Alta inibição de α-amilase  Alta inibição de α-amilase  Baixa inibição de α-amilase. 

Não inibe α-glicosidase  Não inibe α-glicosidase  Não inibe α-glicosidase. 

3,6 mg fenólicos/ g   5,2 mg fenólicos/ g  22 mg fenólicos/ g  

16 mg taninos/ g    23 mg taninos/ g   160 mg taninos/ g 

4,9 mg epicatequina/100 g 10 mg epicatequina/100 g  246 mg epicatequina/100 g 

1,2 mg quercetina gluc./100 g 5,7  mg quercetina gluc./100 g 62 mg quercetina gluc./100 g 

  

Há uniformidade entre polpas. Há uniformidade entre polpas. Há diferença entre as sementes. 

 

            Ganho de umidade, perda de fenólicos,     A semente possui menos umidade que a polpa,  

            ácido ascórbico e atividade antioxidante.      mais lipídios e mais compostos fenólicos. 

 

 
46 % umidade 2,1 % cinzas       O cupuaçu possui mais      A fermentação e a secagem levaram 

20 % lipídios 9,1% proteín.       umidade, mais lipídios,      a perda de umidade, de carboidratos, 

19% carboidratos          menos proteínas e ⅓          de fenólicos, flavonóides e oligômeros. 

78 mg fenólicos/g        do teor de fenólicos e  

478 mg tanino/g          de taninos do cacau.  

                

Este processo reduziu, acentuadamente, o teor de catequinas e pro-      

cianidinas oligoméricas, provavelmente  por condensação oxidativa;  

o mesmo não ocorreu com a quercetina, luteolina, isorhamnetina e 

theograndinas, pois não formam polímeros. Houve pouca variação 

de ácidos graxos. O esteárico e oléico estão em maior percentual. 

 

             

1,5 % umidade 1,5 % cinzas       Cupulate e chocolate  1,1 % umidade 1,8 % cinzas 

35 % lipídios 7,8% proteín.      possuem composições  37 % lipídios 7 % proteín. 

53 % carboidratos        similares. O cupulate  52 % carboidratos 

3,5 mg fenólicos/g                    apresenta ½ do teor de   1,8 mg fenólicos/g  

40 mg taninos/g                      fenólicos e taninos  25 mg taninos/g  

  -             do chocolate   17 mg epicatequina/100g  

  -      43 mg quercetina glucuroní. /100g  

Figura 55 – Esquema ilustrativo do cupuaçu, cacau, cupulate, chocolate e do processamento. 
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Figura 56 - Espectro de massa da banda em 7 min da fração metanol do extrato de 

semente de cupuaçu. Catequina. 
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Figura 57 - Espectro de massa da banda em 7,5 min da fração metanol do extrato de 

semente de cupuaçu. Dímero (uma ligação). 
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Figura 58 - Espectro de massa da banda em 8,6 min da fração metanol do extrato de 

semente de cupuaçu. Epicatequina. 
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Figura 59 - Espectro de massa da banda em 9 min da fração metanol do extrato de 

semente de cupuaçu. Trímero (uma ligação). 
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Figura 60 - Espectro de massa da banda em 10,6 min da fração metanol do extrato de 

semente de cupuaçu. “A”. 
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Figura 61 - Espectro de massa da banda em 12,5 min da fração metanol do extrato de 

semente de cupuaçu. Isovitexina. 
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Figura 62 - Espectro de massa da banda em 12,8 min da fração metanol do extrato de 

semente de cupuaçu. Dímero (uma ligação). 
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Figura 63 - Espectro de massa da banda em 14,6 min da fração metanol do extrato de 

semente de cupuaçu. “B”. 
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Figura 64 - Espectro de massa da banda em 15,3 min da fração metanol do extrato de 

semente de cupuaçu. “C”. 
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Figura 65 - Espectro de massa da banda em 15,6 min da fração metanol do extrato de 

semente de cupuaçu. Quercetina ligada a uma pentose. 
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Figura 66 - Espectro de massa da banda em 17,6 min da fração metanol do extrato de 

semente de cupuaçu. “D”. 
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Figura 67 - Espectro de massa da banda em 19 min da fração metanol do extrato de 

semente de cupuaçu. Luteolina ou caempferol ligado a uma hexose. 
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Figura 68 - Espectro de massa da banda em 19,1 min da fração metanol do extrato de 

semente de cupuaçu. “E”. 
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Figura 69 - Espectro de massa da banda em 19,4 min da fração metanol do extrato de 

semente de cupuaçu. Quercetina glucuronídeo. 
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Figura 70 - Espectro de massa da banda em 20,2 min da fração metanol do extrato de 

semente de cupuaçu. Luteolina glucuronídeo. 
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Figura 71 - Espectro de massa da banda em 20,6 min da fração metanol do extrato de 

semente de cupuaçu. Isorhamnetina glucuronídeo. 
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Figura 72 - Espectro de massa da banda em 8,3 min da fração metanol-amônia do 

extrato de semente de cupuaçu. Dímero (uma ligação). 
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Figura 73 - Espectro de massa da banda em 9,6 min da fração metanol-amônia do 

extrato de semente de cupuaçu. Epicatequina. 
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Figura 74 - Espectro de massa da banda em 10,4 min da fração metanol-amônia do 

extrato de semente de cupuaçu. Trímero (duas ligações). 
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Figura 75 - Espectro de massa da banda em 11,6 min da fração metanol-amônia do 

extrato de semente de cupuaçu. “A”. 
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Figura 76 - Espectro de massa da banda em 12,4 min da fração metanol-amônia do 

extrato de semente de cupuaçu. Trímero (duas ligações). 
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Figura 77 - Espectro de massa da banda em 13,2 min da fração metanol-amônia do 

extrato de semente de cupuaçu. Trímero (duas ligações). 

245.1
284.9

312.9

411.0

422.9

448.9

539.0

-MS2(575.1), 13.7min #935

0

20

40

60

80

100

Intens.

[%]

250 300 350 400 450 500 550 m/z  

Figura 78 - Espectro de massa da banda em 13,7 min da fração metanol-amônia do 

extrato de semente de cupuaçu. Dímero (duas ligações). 
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Figura 79 - Espectro de massa da banda em 14,9 min da fração metanol-amônia do 

extrato de semente de cupuaçu. Quercetina glucuronídeo e glicosídeo. 
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Figura 80 - Espectro de massa da banda em 15,9 min da fração metanol-amônia do 

extrato de semente de cupuaçu. Dímero (duas ligações). 

254.7

284.9

322.9 382.2 407.0

449.0

482.9
539.0

571.0

613.1 657.0

700.1

735.0

789.1

825.0

-MS2(861.4), 17.4min #1184

0

20

40

60

80

100

Intens.

[%]

300 400 500 600 700 800 m/z  

Figura 81 - Espectro de massa da banda em 17,4 min da fração metanol-amônia do 

extrato de semente de cupuaçu. Trímero (três ligações). 
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Figura 82 - Espectro de massa da banda em 18,2 min da fração metanol-amônia do 

extrato de semente de cupuaçu. Dímero (duas ligações). 
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Figura 83 - Espectro de massa da banda em 19,4 min da fração metanol-amônia do 

extrato de semente de cupuaçu. Trímero (três ligações). 
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Figura 84 - Espectro de massa da banda em 20,2 min da fração metanol-amônia do 

extrato de semente de cupuaçu. Quercetina glucuronídeo. 
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Figura 85 - Espectro de massa da banda em 20,6 min da fração metanol-amônia do 

extrato de semente de cupuaçu. “B”. 
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Figura 86 - Espectro de massa da banda em 22,1 min da fração metanol-amônia do 

extrato de semente de cupuaçu. Luteolina glucuronídeo. 

299.9

314.9

-MS2(491.2), 22.4min #1519

0

20

40

60

80

100

Intens.

[%]

200 250 300 350 400 450 m/z  

Figura 87 - Espectro de massa da banda em 22,4 min da fração metanol-amônia do 

extrato de semente de cupuaçu. Isorhamnetina glucuronídeo. 
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Figura 88 - Espectro de massa da banda em 29,5 min da fração metanol-amônia do 

extrato de semente de cupuaçu. Theograndina II. 
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Figura 89 - Espectro de massa da banda em 31,5 min da fração metanol-amônia do 

extrato de semente de cupuaçu. Uma theograndina II metilada. 
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Figura 90 - Espectro de massa da banda em 31,5 min da fração metanol-amônia do 

extrato de semente de cupuaçu. Theograndina I. 
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