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RESUMO 

Os inibidores enzimáticos, juntamente com agentes antioxidantes, são amplamente 

utilizados em formulações cosméticas. Compostos com atividade anti-elastase e 

antitirosinase têm sido empregados em formulações para pele senil como agentes 

anti-aging e clareadores. Produtos naturais (PNs) têm demonstrado potencial inibitório 

enzimático, sendo amplamente usados como matéria-prima em fitocosméticos. Neste 

trabalho, o objetivo foi investigar o extrato e as frações da Chomelia ribesioides, uma 

espécie desconhecida do ponto de vista químico e potencial biológico. Os extratos 

etanólicos de C. ribesioides foram avaliados frente às enzimas e a atividade foi medida 

através da absorbância dos produtos reacionais. Os extratos brutos investigados da C. 

ribesioides, fruto (CrFrE) e folha (CrFE) (100 µg/mL), apresentaram atividade 

inibitória da elastase de 58,7 e 58,6%, respectivamente. A atividade inibitória 

observada em relação à tirosinase para os extratos e frações testados foi inferior a 25%. 

A investigação dos extratos ativos de C. ribesioides foi realizada por cromatografia 

líquida de ultraeficiência acoplada a espectrometria de massas de alta resolução 

(CLUE-IES-QqTOF-EM/EM). O tratamento dos dados espectrais foi realizado usando 

a plataforma Global Natural Products Social Molecular Networking (GNPS). Os 

compostos anotados da análise do CrFrE foram: quercetina, 20-hidroxiecdisona, ácido 

triterpênico, ácido di-cafeoilquínico, fitoesfingosina e delfinidina-3-O-hexosídica. Do 

CrFE foram anotados: quercetina, rutina, ácido mono-cafeoilquínico, flavan-3-ol, 

di-hidrokaempferol, ácido di-cafeoilquínico e delfinidina-3-O-hexosídica. Foi análise 

das frações hexânicas na cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas 

(CG-EM). A análise dos dados espectrais juntamente com o índice de retenção linear 

(IRL) levou a onze compostos, sendo: hexadecano, heptadecano, nonadecano, metil 

hexadecanoato, etil hexadecanoato, metil linoleato, metil octadecenoato e etil linoleato 

na fração hexano do fruto (CrFrEHe) e neofitadieno, metil hexadecanoato e metil 

octadecenoato presentes na fração hexano da folha (CrFEHe). No ensaio com o radical 

DPPH, as amostras testadas tiveram forte atividade antioxidante com EC50 entre 6,8 e 

10,6 µg/mL. Essa atividade pode estar relacionada com o teor de compostos fenólicos 

(185,92-280,56 mg EAG/g amostra) quantificados nas amostras. Os resultados obtidos 

contribuíram para o conhecimento químico e biológico da espécie C. ribesioides.  

Palavras-chave: Desreplicação de compostos, Triagem enzimática, Potencial 

antioxidante, Aplicação cosmética. 
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ABSTRACT 
Enzyme inhibitors, together with antioxidant agents, are widely used in cosmetic 

formulations. Compounds exhibiting anti-elastase and anti-tyrosinase activities have 

been employed in formulations for aging skin as anti-aging and skin-whitening agents. 

Natural products (NPs) have shown enzymatic inhibitory potential and are extensively 

used as raw materials in phytocosmetics. In this study, the objective was to investigate 

the extract and fractions of Chomelia ribesioides, a species that remains chemically and 

biologically unexplored. Ethanolic extracts of C. ribesioides were evaluated against 

target enzymes, and the activity was measured through the absorbance of the reaction 

products. The crude extracts from C. ribesioides fruit (CrFrE) and leaves (CrFE) (100 

µg/mL) exhibited elastase inhibitory activity of 58.7% and 58.6%, respectively. The 

inhibitory activity observed against tyrosinase for the tested extracts and fractions was 

below 25%. The investigation of the active extracts of C. ribesioides was carried out 

using ultra-high-performance liquid chromatography coupled with high-resolution 

quadrupole time-of-flight mass spectrometry (UHPLC-ESI-QqTOF-MS/MS). Spectral 

data processing was performed using the Global Natural Products Social Molecular 

Networking (GNPS) platform. Compounds annotated in the CrFrE analysis included 

quercetin, 20-hydroxyecdysone, triterpenic acid, di-caffeoylquinic acid, 

phytosphingosine, and delphinidin-3-O-hexoside. The CrFE extract yielded annotations 

for quercetin, rutin, mono-caffeoylquinic acid, flavan-3-ol, dihydrokaempferol, 

di-caffeoylquinic acid, and delphinidin-3-O-hexoside. The hexane fractions were 

analyzed by gas chromatography–mass spectrometry (GC–MS). Interpretation of the 

spectral data, together with the linear retention index (LRI), identified eleven 

compounds, including hexadecane, heptadecane, nonadecane, methyl hexadecanoate, 

ethyl hexadecanoate, methyl linoleate, methyl octadecenoate, and ethyl linoleate in the 

fruit hexane fraction (CrFrEHe), and neophytadiene, methyl hexadecanoate, and methyl 

octadecenoate in the leaf hexane fraction (CrFEHe). In the DPPH radical scavenging 

assay, the tested samples exhibited strong antioxidant activity, with EC₅₀ values ranging 

from 6.8 to 10.6 µg/mL. This activity may be related to the phenolic compound content 

(185.92–280.56 mg GAE/g sample) quantified in the samples. The results obtained 

contribute to the chemical and biological understanding of the C. ribesioides species. 

Keywords: Compound dereplication; Enzymatic screening; Antioxidant potential; 

Cosmetic application. 
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1 - INTRODUÇÃO 

1.1 - APLICAÇÃO DOS PRODUTOS NATURAIS NA INDÚSTRIA 

COSMÉTICA 

A pele é o órgão que atua como barreira de proteção para o corpo 

humano contra agressões externas, como patógenos, radiações ultravioleta e poluição. 

Também é responsável por mostrar o processo de envelhecimento do corpo humano, 

devido à perda de sua elasticidade e distúrbios relacionados ao estresse oxidativo da 

pele (BRAGAZZI et al., 2019). Algumas das consequências do envelhecimento da pele 

são a ausência de uma espessura uniforme da epiderme, elastose dérmica, redução de 

colágeno e aumento de enzimas responsáveis pela degradação da matriz da pele. O 

fotoenvelhecimento, devido à exposição aos raios solares, resulta na produção de 

radicais livres, que por sua vez podem oxidar proteínas, causar danos ao DNA e reduzir 

hormônios (SAHU et al., 2013).  

A indústria cosmética possui grande capacidade de inovar em seus 

produtos e alcançar uma boa margem de lucros. Em escala global, esse ramo de 

mercado teve um aumento de 3,8% na última década e um volume líquido de 181 

bilhões de libras. Além disso, outros valores, como a expansão anual no 

desenvolvimento dessa indústria, que varia de 3% a 5,5% nas últimas duas décadas, 

mantêm-se estáveis e flexíveis frente às crises econômicas. As expectativas para esse 

mercado são contínuas e positivas, com a proximidade global da população a mercados 

emergentes, prevendo aumento de cerca de 50%. Nos próximos 10 anos, espera-se que 

Brasil, China, Estados Unidos e Japão liderem essa indústria (MAHOMOODALLY; 

RAMJUTTUN, 2016). A ABIHPEC (Associação Brasileira da Indústria de Higiene 

Pessoal, Perfumaria e Cosméticos) realizou um levantamento da atividade econômica 

das empresas brasileiras; o panorama de 2015 a 2024 apresenta valores de exportações e 

importações (Figura 1.1), em US$ milhões, mostrando a importância desse mercado 

para a economia brasileira (ABIHPEC, 2025). 

Figura 1.1 Exportações e importações brasileiras de produtos cosméticos (2015-2024; 

valores em US$ milhões). 
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Fonte: ABIHPEC. 

Pesquisas apontam que as pessoas buscam por um estilo de vida mais 

natural por receio dos produtos artificiais (MAHOMOODALLY; RAMJUTTUN, 2016). 

Nas últimas décadas, foi observado que essa linha de cosméticos produzidos a partir de 

matéria-prima natural pode apresentar menores danos à pele, como menor incidência de 

reações alérgicas. Em relação à sustentabilidade, os biocosméticos possuem menor 

impacto ambiental por serem biodegradáveis, além de terem menos substâncias tóxicas 

presentes em cosméticos convencionais. O aumento da substituição de formulações 

cosméticas sintéticas pelas de origem vegetal está baseado na eficácia, nos benefícios à 

saúde, na menor toxicidade à pele e na sustentabilidade (SILVA et al., 2024). 

A aplicação de metabólitos secundários, como quercetina e ácido elágico, 

são alguns dos metabólitos presentes em extratos vegetais que eliminam radicais livres, 

inibem as enzimas elastase e metaloenzimas. Esses compostos são adicionados em 

formulações cosméticas com o objetivo de prevenir ou reverter o aspecto envelhecido 

da pele, proporcionando uma pele saudável (SAHU et al., 2013). 

Os produtos cosméticos com função clareadora têm o objetivo de 

fornecer tratamento para alguns distúrbios de pigmentação, como melasma, manchas 

café com leite e lentigo solar, expressões da produção de melanina. Alguns desses 

produtos possuem atividade antitirosinase, ou seja, têm a capacidade de inibir a 

atividade dessa enzima, por consequência evitando a hiperpigmentação da pele 

(GILLBRO; OLSSON, 2011). 
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1.2 - Enzimas  
1.2.1 - Elastase 

A elastase é uma serino-protease, da mesma família da quimotripsina. 

Essas enzimas são responsáveis pela clivagem de proteínas e outros componentes da 

matriz extracelular, através da tríade catalítica presente no sítio ativo composto por 

resíduos de serina, aspartato e histidina (Figura 1.2) (ALMONTE; SWEATT, 2011). A 

elastase de neutrófilos humanos é armazenada em grânulos primários dos granulócitos, 

sendo responsável pela degradação de proteínas como elastina, colágeno e fibronectina . 

Comercialmente, existem poucos inibidores eficazes contra essa enzima, o que torna as 

plantas, com sua vasta diversidade de metabólitos secundários, uma alternativa 

promissora para a busca de compostos com potencial inibitório (MERFORT, 2012). 

Quando adequadamente regulada, essa enzima desempenha papéis 

essenciais na manutenção e elasticidade da pele, eliminação de microrganismos 

invasores e na digestão de proteínas, mas fatores como a baixa produção de alfa-1 

antitripsina (inibidor natural da elastase), fazem com que a elastase se encontre 

superexpressa. Para o mercado de cosméticos, a busca por inibidores é voltada para 

retardar alguns efeitos negativos dessa hiperatividade, sinais típicos de envelhecimento 

como flacidez, rugas e perda de elasticidade da pele (CAMELIER et al., 2008; 

CHIOCCHIO et al., 2018). 

Figura 1.2 A. Catálise enzimática, clivagem da ligação peptídica feita pela elastase. B. 

Estrutura 3D da elastase de pâncreas suíno. 

A   

17 



 

B 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: (A) CHIPALA, 2010; PIRES et al., 2019; SKOREŃSKI, 2023; (B) RCSB PDB. 

​As enzimas elastase provenientes do ser humano (HLE) e do pâncreas 

suíno (PPE) possuem semelhança na digestão de proteínas estruturais, e as estruturas 

cristalinas são análogas entre si. A especificidade delas por substratos, como a elastina, 

é devida à similaridade geométrica e pela característica hidrofóbica de seus bolsões de 

ligação. A cadeia polipeptídica da HLE e PPE apresentam estruturas semelhantes, com 

similaridade em torno de 40% incluindo a tríade catalítica (BODE et al., 1989). 

1.2.2 - Tirosinase 

A tirosinase é uma metaloenzima do tipo 3, enzimas com essa 

classificação possuem um dímero metálico em seu sítio ativo (KANTEEV et al., 2015). 
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A tirosinase extraída do cogumelo Agaricus bisporus é uma enzima que possui um 

núcleo dinuclear com íons de cobre; cada íon de Cu2+ está ligado a três resíduos de 

histidina (His) e estão ligados através de uma ligação que forma uma ponte entre os  

(Figura 1.3) (LIU et al., 2008).  

Figura 1.3 A. Estrutura cristalina 3D da tirosinase de Agaricus bisporus, apresentada 

como tetrâmero. B. Subunidade da tirosinase, destacando o sítio ativo da metaloenzima 

(Esferas pretas: oxigênio; CuA e CuB: íons de cobre; His: histidinas). 

A                                                                    B                                 

 

 

 

 

 

 

Fonte: (A) ISMAYA et al., 2011. (B) LIU et al., 2008. 

Dentre as atividades catalíticas dessa enzima, está a participação na 

síntese de melanina na via biológica da melanogênese (Figura 1.4), responsável pela 

pigmentação da pele, cabelo e olhos. No processo da melanogênese, a tirosinase atua na 

hidroxilação de monofenois (L-tirosina) e oxidação de difenois (L-DOPA), resultando 

na formação de quinonas que posteriormente são convertidas em melanina (HWANG et 

al., 2007; ROCHA; MOREIRA, 2007). 

Figura 1.4 A. Reações da melanogênese catalisadas pela tirosinase. B. Via biológica 

da melanogênese. 

A 
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Fonte: GILLBRO; OLSSON, 2011; XUE et al, 2023. 

As reações que a enzima tirosinase catalisam também são chamadas de 

monooxigenase (hidroxilação da L-tirosina) e oxidase (oxidação do L-DOPA). A parte 

responsável por essas reações é chamada de sítio ativo, cujo centro possui dois íons Cu2+ 

que são capazes de se ligarem ao oxigênio molecular. A formação das ligações do 

oxigênio aos íons metálicos resulta em estados de oxidação do sítio ativo da tirosinase. 

Os quatro estados de oxidação são: met-tirosinase, desoxi-tirosinase, oxi-tirosinase e 

deact-tirosinase. A oxidação na forma met é chamada de estado nativo ou “período de 

latência”, no qual os dois Cu2+ estão ligados a uma hidroxila. O estado de oxidação 
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seguinte é o desoxi, em que os íons de cobre são reduzidos a Cu+ e não se ligam a 

nenhum oxigênio. Essa forma é crucial para que uma molécula de O2 se ligue aos íons 

metálicos e passe para o estado de oxidação oxi, que se apresenta no formato de um 

peróxido. O último estado é o deact, o estado inativo da enzima tirosinase, em que a 

forma oxi catalisa a monooxigenase de um catecol, reduzindo um dos íons metálicos em 

Cu0, esse último estado não tem participação na via da melanogênese (RAMSDEN; 

RILEY, 2014). 

Quando essa enzima se encontra superexpressa, ocorre uma produção 

excessiva de melanina, o que resulta no surgimento de manchas na pele. Nesse contexto, 

várias indústrias cosméticas têm buscado potenciais inibidores de tirosinase, visando 

desenvolver novas formulações que bloqueiem essa atividade enzimática, prevenindo a 

formação de manchas na pele (DAY; COHEN, 2013). 

Diversos compostos têm apresentado atividade anti-enzimática frente a 

tirosinase de cogumelo, como o ácido kójico extraído de fungos (MUKHERJEE et al., 

2024), que tem sido usado nas indústrias cosméticas por décadas como componente de 

formulações cosméticas. Entretanto, o ácido kójico possui citotoxicidade e instabilidade 

no seu armazenamento, condições que motivaram a busca por novos inibidores (SINGH 

et al., 2016). Atualmente, este composto é utilizado como controle positivo em ensaios 

enzimáticos frente a tirosinase, na triagem de potenciais inibidores, por apresentar IC50 

de 3,37 μg/mL ± 0,65 e com porcentagem de inibição acima de 90% (15,6 μg/mL) 

(FREITAS et al., 2016). 

A hidroquinona é um composto fenólico que devido sua atividade 

biológica frente à tirosinase (IC50 de 70 μM) era usada em produtos clareadores de pele 

devido sua atividade inibitória na hiperpigmentação, todavia, foram feitos estudos que 

apontaram o potencial mutagênico e citotóxico para as células animais (CHEN et al., 

2009). Diante desses riscos, a FDA (Food and Drug Administration) restringiu a 

comercialização de produtos que possuem hidroquinona na formulação, sendo permitido 

a compra somente com prescrição médica; alguns países como Japão e Austrália, além 

da União Europeia foram mais rigorosos e proibiram seu uso no tratamento de melasma. 

Apesar dos danos que podem ser causados, ainda existem tratamentos cutâneos que 

fazem a aplicação desse composto, como no tratamento de melasmas e 

hiperpigmentação pós-traumática, mas seu uso é feito em menores concentrações (4%) 

(TRUSWELL, 2020).  
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Na busca por compostos com atividade antitirosinase os derivados de 

resorcinóis estão se mostrando promissores inibidores da enzima e foi observado que a 

presença do grupo resorcinol é primordial para a atividade inibitória. O composto 

1-(2,4-dihidroxifenil)-3-(2,4-dimetoxi-3-metilfenil)propano isolado da espécie Dianella 

ensifolia apresentou o IC50 de 0,24 μM, mostrando um resultado superior aos inibidores 

já conhecidos (ácido kójico e hidroquinona) frente a tirosinase. Além disso, 

experimentos mutagênicos (teste de Ames) constataram que esse derivado de resorcinol 

não possui atividade prejudicial às células da pele, tornando esse composto aplicável em 

formulações clareadoras da pele (NESTEROV et al., 2008). 

A tirosinase é uma enzima presente em diversos organismos, como 

bactérias, fungos, insetos, mamíferos e plantas, e desempenha funções em processos 

biológicos essenciais. A estrutura dessa enzima que possui diferentes origens é estudada 

com base em suas propriedades, seus sítios de ligação de cobre, mecanismo de ativação 

e estrutura de domínio, sendo necessário mais estudos para complementar as 

informações já conhecidas (AGARWAL et al., 2014). Estudos apontam que tirosinases 

provenientes de diferentes origens possuem resultados distintos em relação a alguns 

inibidores enzimáticos. As diferenças estruturais e o ambiente onde essas enzimas se 

localizam podem explicar os dados obtidos, sendo o caso da tirosinase humana e a 

tirosinase de cogumelo (MANN et al., 2018). No entanto, o uso da tirosinase obtida do 

Agaricus bisporus ainda é bastante difundido em ensaios enzimáticos na busca de 

inibidores, devido a facilidade de manuseio, o baixo custo em relação a tirosinase de 

humana e também a similaridade do sítio ativo. O fato de alguns inibidores da tirosinase 

de cogumelo terem sua capacidade reduzida frente a tirosinase humana está atrelado à 

baixa similaridade dessas duas enzimas, pois possuem apenas 23% de suas sequências, 

incluso o sítio ativo metálico (OYAMA et al., 2022). Somado ao manuseio e custos 

financeiros, os ensaios enzimáticos frente a tirosinase de cogumelo auxiliam no 

entendimento da atividade enzimática dessa enzima, assim como a sua inibição, e 

muitos artigos atuais utilizam essa metodologia em suas pesquisas que estão voltadas 

para a aplicação de Produtos Naturais (CHATATIKUN et al., 2023). 

1.3 - Família Rubiaceae 

A família Rubiaceae possui cerca de 630 gêneros e aproximadamente 

13.000 espécies catalogadas pelo mundo, sendo encontradas predominantemente em 

locais de clima tropical e quente (KALA et al., 2015). Os metabólitos secundários dessa 
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família possuem uma vasta gama de aplicação na indústria farmacêutica e alimentícia, 

com destaque para os alcaloides indólicos, terpenos e antraquinonas. A classificação dos 

gêneros e das espécies é muito relevante nesta família e, geralmente, é baseada em 

características morfológicas (tamanho da folha, frutos presentes, etc) e na caracterização 

química, pois os metabólitos servem como marcadores quimiotaxonômicos, tornado 

possível a diferenciação nos gêneros e subfamílias (MARTINS; NUNEZ, 2015; 

FARISCO, 2019).  

1.3.1 - Gênero Chomelia 

Dentre os gêneros da família Rubiaceae, destaca-se Chomelia, um dos 

mais diversos, com cerca de 76 espécies que são características em regiões neotropicais 

e estão inseridas na tribo Guettardeae. Esse gênero está presente nos territórios da 

América Central até o Paraguai, sendo que das 76 espécies identificadas, 37 foram 

registradas no Brasil, sendo 28 endêmicas. 

No Brasil, estas espécies podem ser encontradas em todos os biomas, 

mas são mais abundantes na Mata Atlântica e no Cerrado. Em relação à tribo 

Guettardeae, esta possui delimitações objetivas e deficiência na parte de classificação 

de seus gêneros, observações estas realizadas após uma comparação de análises 

filogenéticas de Rubiaceae, tribos e gêneros desta família. Essas características da tribo 

Guettardeae se refletem em Chomelia, pois o fato deste gênero possuir uma morfologia 

diversa entre suas espécies, dificulta a delimitação das mesmas (PESSOA, 2017). 

Existem muitas pesquisas a respeito do gênero Chomelia tanto na área da 

botânica, onde são descritas as características morfológicas, quanto na farmácia, 

biologia, química, e outras, onde se busca a identificação dos compostos químicos, sua 

atividade biológica e aplicações. Na espécie C. asiatica, popularmente conhecida como 

kommi na cultura indiana (GARG, 2024), com o uso de análises químicas qualitativas, 

já foram identificados compostos como alcaloides, flavonoides, aminoácidos, fenóis, 

lipídeos, glucosídeos, saponinas e taninos. A maioria dos metabólitos geralmente é 

sintetizado pela parte foliar da planta. Alguns deles não tem uma função identificada, 

mas em sua maioria possuem funções estruturais e atividade imunológica contra agentes 

patogênicos presentes nas plantas (SENTHILKUMARAN et al., 2017).  

As cascas, folhas e raízes de C. asiatica são usadas na medicina popular 

indiana no tratamento de dores abdominais, infecção ocular e ferimentos na pele. Tem 

estudos que identificaram os metabólitos secundários presentes na espécie, testaram as 
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atividades biológicas e quantificaram os compostos que podem estar relacionados aos 

efeitos benéficos observados no uso popular da cultura indiana. As principais atividades 

relatadas, foram: antinociceptiva, antimicrobiana, antioxidantes, cicatrizantes, 

anti-inflamatória e anticancerígena. Na parte de quantificação, o extrato etanólico da 

folha da C. asiatica obteve concentrações de 236 mg EAG/g (equivalente de ácido 

gálico por grama de amostra) e 12,3 mg EQ/g (equivalente de quercetina por grama de 

amsotra) para fenois totais e flavonoides, a presença desses compostos explicam a 

atividade antioxidante da espécie (IC50 de 26,6 μg/mL, ensaio DPPH). Também foi 

determinado que o mesmo extrato na concentração de 100 µg/mL foi capaz de eliminar 

60 - 67% de células cancerígenas no pulmão, propondo assim a atividade 

anticancerígena (MANOJJ et al., 2020). 

Através da técnica de CG-EM foram identificados compostos presentes 

nas folhas de C. asiatica, distribuídos nas classes dos aldeídos, açúcares, álcoois, 

cetonas, ácidos graxos, terpenoides, fenois, ésteres e tocoferol.  Alguns dos compostos 

identificados foram 11-hidroxi-aliacolida (1), 2-etil-1-dodecanol (2), ácido 

tetradecanóico (3), hept-1-en-3-ona (4) (Figura 1.5) (ANJANADEVI, 2016). Entretanto 

alguns dos compostos identificados apresentaram incoerências, na tabela de resultados 

(tabela 3, página 19 do artigo de referência) existem compostos com fórmula molecular 

incorreta, e a identificação do derivado de xilose não poderia ser feita pela metodologia 

apresentada, sendo necessário uma etapa de derivatização do açúcar para a posterior 

análise por CG-EM. 

Figura 1.5 Compostos identificados nas raízes de Chomelia asiatica. 

 

Outra espécie do gênero Chomelia estudada foi a C. obtusa, conhecida 

como viuvinha na região Sul do Brasil (GIEHL, 2025). Através de uma metodologia 

empregando RMN de 1H, foram identificados qualitativamente diversos metabólitos 

secundários, como 3-O-β-D-glucopiranosil quercetina (5) e 
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3-O-[α-raminosil-(1→6)-β-galactopiranosídeo] quercetina (6). Também foram 

identificados os isômeros ácido ursólico (7), ácido oleanólico (8), ácido 

3-O-β-D-quinovopiranosil-28-O-β-D-glucopiranosil quinóvico (9) e ácido 

3-O-β-D-quinovopiranosil-28-O-β-D-glucopiranosil cinchólico (10) (Figura 1.6). A 

ausência de secoiridoides e alcaloides indólicos foi relatada, e esses resultados podem 

ser empregados no sistema de quimiotaxonomia para auxiliar na delimitação da espécie 

(BARROS et al., 2008). Outros estudos realizados na parte de prospecção química da 

mesma espécie (C. obtusa) identificaram várias substâncias presentes no extrato da 

planta. Entre as principais, destacam-se ácido ursólico, ácido oleanólico, triterpenos 

glucosilados, derivados de quercetina, ácidos clorogênicos, esteroides e açúcares livres. 

Vale ressaltar que alguns desses metabólitos apresentaram atividades anti-inflamatória, 

antioxidante e moluscicida (TATIBANA et al., 2009). 

Figura 1.6 Compostos identificados na folha da espécie C. obtusa. 

 

1.3.2 - Chomelia ribesioides 

Chomelia ribesioides Benth. ex A. Gray, popularmente conhecida como 

Comélia, é uma planta nativa do cerrado brasileiro e da savana boliviana. No Brasil, tem 

ocorrência em quatro das cinco regiões, com exceção do Sul, sendo mais encontrada nos 

domínios fitogeográficos da Amazônia e do Cerrado. Possui como característica uma 

corola campanulada internamente pubescente, o que a difere das demais espécies de 

Chomelia. Esta espécie é classificada como uma arvoreta, pois possui tronco definido e 

tem tamanho de um arbusto. Possui grupos de quatro folhas verticiladas ao redor do 

caule, contendo de 3 a 4 cm de comprimento por 2 a 2,5 cm de largura. Outras 

características incluem formato elíptico, pecioladas, consistência herbácea, nervuras 

primárias e secundárias proeminentes. Seus frutos verdes têm a presença de manchas 

marrons em sua parte superior com tamanho variando entre 1 e 1,5 cm, e quando 

maduros passam a ter uma cor preta (Figura 1.7) (NASCIMENTO et al., 2018). Em 

relação aos estudos botânicos voltados para a taxonomia desta planta, sua morfologia 
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causa divergências a respeito de qual gênero essa espécie deveria ser classificada, até o 

momento permanece no gênero Chomelia, mas é possível observar sinonímias em 

gêneros diversos (Figura 1.8) (PESSOA, 2024). Os estudos dessa espécie estão 

concentrados na parte botânica, não existindo até o momento estudos químicos e 

biológicos, sendo relevante a sua investigação através de técnicas hifenadas para 

contribuição com o conhecimento da espécie e do gênero. 

Figura 1.7 A. Espécie C. ribesioides. B. Exsicata da espécie C. ribesioides  

A                                                              B 

 

 

 

 

 

 

 

fonte: PESSOA, 2024.  

Figura 1.8 A. Sinonímias para a espécie C. ribesioides. B. Folhas da espécie C. 

ribesioides.  

A                                                                                  B 

fonte: (A) PESSOA, 2024. 

1.4 - Uso de Técnicas Hifenadas e da Plataforma GNPS (Global Natural Products 

Social Molecular Networking) para Investigação Química de Extratos de Plantas 

As técnicas hifenadas são comumente aplicadas para a obtenção de 

informações a respeito dos metabólitos presentes nas plantas, sem a necessidade de 

isolamento dos compostos. Essas técnicas consistem na separação de compostos através 
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de técnicas cromatográficas como a cromatografia líquida (CL) ou cromatografia gasosa 

(CG). Após a separação dos compostos, a amostra é conduzida para técnicas 

espectroscópicas ou espectrométricas que atuam como detector, como exemplos temos o 

detector de arranjo de diodos (DAD), o espectrômetro de massas (EM e EM/EM) e 

espectroscopia de ressonância magnética nuclear (RMN) que podem ser acoplados às 

técnicas cromatográficas, passando a ser chamado de técnica hifenada: CL-EM 

(cromatografia líquida acoplada à espectrometria de massas), CL-RMN (cromatografia 

líquida acoplada a espectroscopia de ressonância magnética nuclear), CL-DAD 

(cromatografia líquida com detector de arranjo de diodos), CG-EM (cromatografia 

gasosa acoplada à espectrometria de massas) (RODRIGUES et al., 2006).  

O tratamento de dados obtidos pela análise de amostras via CL-EM/EM 

pode ser realizado usando softwares como DataAnalysis 4.0, Bruker Smart Formula 

(Bruker Daltonics, Bremen, Germany) e bases de dados do software CompoundCrawler, 

juntamente com os dados na literatura, como ferramentas para a identificação dos 

compostos. O uso destes softwares e das bases de dados permite escolher áreas de 

interesse do espectro e pico do íon molecular específico, além de fornecer o erro, os 

íons fragmentos (EM2), propor a estrutura química e fórmula molecular (MENDES et 

al., 2023). 

O Global Natural Products Social Molecular Networking (GNPS) é uma 

plataforma online de livre acesso utilizada para armazenamento e comparação de 

resultados de espectros de massas. Essa ferramenta possibilita a análise espectral através 

dos bancos de dados presentes no GNPS, e a desreplicação dos compostos é realizada a 

partir da criação de redes moleculares que acusam as similaridades espectrais. As redes 

moleculares facilitam a organização de dados de EM, mesmo trabalhando com uma 

grande quantidade de compostos, além de fornecer informações de metadados da 

amostra, que torna as análises mais eficientes e práticas (HUO et al., 2023; PILON et 

al., 2021). Nesse sentido, a plataforma GNPS pode agregar com a desreplicação dos 

compostos presentes na Chomelia ribesioides, enriquecendo os resultados químicos e 

biológicos já conhecidos para o gênero Chomelia e fornecendo novas informações para 

a espécie, para uma possível aplicação cosmética. Com isso em mente, surge o interesse 

no desenvolvimento desta pesquisa. 

2 - OBJETIVO 

Este projeto de pesquisa teve como objetivo a investigação química da 
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espécie Chomelia ribesioides, assim como a determinação da atividade 

anti-enzimática (elastase e tirosinase) e antioxidante, tendo em vista que são 

atividades interessantes na busca de agentes para aplicação em cosméticos. 

2.1 - Objetivos específicos 

❖​ Coleta dos frutos e folhas de C. ribesioides; 

❖​ Secagem das folhas e preparo dos extratos etanólicos dos frutos frescos e 

folhas; 

❖​ Fracionamento dos extratos etanólicos de C. ribesioides; 

❖​ Prospecção química dos constituintes presentes no extrato e/ou frações 

ativas por CG-EM e CLUE-ESI-QqTOF-EM/EM; 

❖​ Triagem biológica frente às enzimas elastase e tirosinase dos extratos e 

frações obtidos de C. ribesioides; 

❖​ Determinação da atividade antioxidante (método DPPH), quantificação 

dos compostos fenólicos pela técnica de espectroscopia (UV-Vis). 

3 - METODOLOGIA 

3.1 - PREPARO DE AMOSTRAS E ESTUDO QUÍMICO 

3.1.1 - Coleta e Preparo dos Extratos  

O estudo da espécie Chomelia ribesioides foi vinculado ao Programa 

MAI/DAI - UFCAT (Processo: 403611/2020-2) e ao projeto FINEP colaborativo entre 

Brasil e Alemanha (NativePlantInnovation 0558/21) “Plantas nativas brasileiras como 

fonte de matéria-prima inovadora para uso agrícola sustentável e cosmético, 

contribuindo para bioeconomia aprimorada”. Os frutos e folhas de C. ribesioides foram 

coletadas no dia 02 de fevereiro de 2023, na Reserva Ecológica Pasto do Pedrinho, em 

Catalão - GO (latitude: 18° 9' 57" sul, longitude: 47° 56' 47" oeste, altitude: 835 

metros). A identificação vegetal foi realizada pelo Prof. Dr. Helder N. Consolaro, do 

Departamento de Ciências Biológicas da Universidade Federal de Catalão (UFCAT). O 

acesso ao patrimônio genético foi registrado no Sistema de Gestão do Patrimônio 

Genético (SISGEN) sob o número A1E6774 (https://sisgen.gov.br/). 

As folhas foram secas em estufa a 40 ºC por sete dias, sendo 

posteriormente trituradas e maceradas com etanol PA. Os frutos frescos foram 

colocados diretamente no etanol para o processo de extração. O material vegetal 

permaneceu no processo de maceração por no mínimo 3 dias, posteriormente foi 

concentrado no rotaevaporador a 40 °C (Marca IKA, modelo RV 05 Basic), equipado 
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com bomba de vácuo (Vaccubrand, Modelo ME 1C) e banho maria (marca FISATOM). 

Após a remoção do solvente foram obtidos os extratos etanólicos da folha (CrFE) e do 

fruto (CrFrE), e então armazenados no freezer. 

3.1.2 - Fracionamento dos Extratos Etanólicos (Partição Líquido-Líquido) 

​Após o preparo dos extratos etanólicos da folha (CrFE) e do fruto 

(CrFrE), uma alíquota de 7 g de cada foi solubilizada em 400 mL de etanol/água na 

proporção 1:3 (v/v). Posteriormente, adicionou-se esta solução em um funil de 

separação seguida da adição de 100 mL de hexano, repetindo o processo por três vezes. 

Então, 100 mL de acetato de etila foram adicionados na fase aquosa, repetindo o 

processo por três vezes. Em sequência, as frações hexano e acetato de etila foram 

levadas ao rotaevaporador para remoção dos respectivos solventes. A fração 

hidroalcoólica foi obtida após a remoção do solvente orgânico (hexano ou acetato de 

etila) no rotaevaporador e liofilização. As frações secas foram pesadas para cálculo de 

rendimento e alíquotas foram pesadas para realização dos ensaios enzimáticos.  

3.1.3 - Condições Cromatográficas da Técnica de CLUE-ESI-QqTOF-EM/EM 

As amostras CrFE e CrFrE foram solubilizadas em 1 mL de 

água/metanol/isopropanol (4:3:3, v/v/v), obtendo-se uma solução-estoque a 5 mg/mL. 

Em seguida 0,1 mL desta solução foi diluída em 1 mL de água/metanol/isopropanol 

(4:3:3, v/v/v), obtendo-se uma concentração de 0,5 mg/mL e 1 µL foi injetado. 

As análises de CLUE-EM/EM foram feitas em colaboração com a Profa. 

Dra. Quezia Bezerra Cass (Departamento de Química, Universidade Federal de São 

Carlos – UFSCar). O equipamento usado foi o cromatógrafo líquido de ultra eficiência 

acoplado ao espectrômetro de massas de alta resolução (CLUE-ESI-QqTOF-EM/EM) 

(Agilent, modelo Infinity II 1290), equipado com sistema de EM IMPACT HDTM 

(Bruker Daltonics), composto por fonte electrospray (ESI), analisador híbrido de íons 

do tipo quadrupolo-tempo de voo (QqToF) e software DataAnalysis. 

Para a análise foi utilizada uma coluna analítica CortecsTM C18+ (2,7 

µm; 10 × 0,21 cm) (Waters, Milford, MA, EUA), com fase móvel composta por água 

(A), acetonitrila (B) e 0,1% de ácido fórmico em ambos os solventes. Um gradiente 

linear de 5 a 100% de B em 20 min foi utilizado a uma vazão de 0,4 mL/min a 40 °C. 

Os experimentos de ionização foram realizados no modo positivo [M + H]+. Os 

parâmetros utilizados para fonte de ionização foram: nebulizador a 3,0 bar, fluxo de gás 

seco de 8,0 L/min, temperatura do aquecedor seco de 180 °C, tensão capilar de 4500 V, 
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deslocamento da placa final de 500 V e energia da célula de colisão de 5 eV. A 

aquisição dos espectros foi realizada no modo auto EM/EM, com energia de colisão de 

30 e 50 eV em toda a faixa m/z analisada (100-1000). Para a anotação dos compostos, 

foram utilizados os softwares Data Analysis 4.0 e Bruker Smart Formula (Bruker 

Daltonics, Bremen, Alemanha). 

3.1.4 - Criação de Redes Moleculares na Plataforma GNPS 

Os dados espectrais obtidos dos experimentos de 

CLUE-IES-QqTOF-EM/EM para os extratos brutos das folhas e dos frutos da C. 

ribesioides (CrFE e CrFrE) foram inseridos na plataforma GNPS para se obter as redes 

moleculares (Figura 3.1). As redes moleculares foram criadas utilizando o fluxo de 

trabalho online disponível no site GNPS 

(https://ccms-ucsd.github.io/GNPSDocumentation/) por meio da plataforma GNPS 

(http://gnps.ucsd.edu). Dentre as configurações escolhidas para criação das redes 

moleculares estão a tolerância da massa do pico do íon molecular que foi definida em 

0,02 Da, e a tolerância dos íons fragmentos em 0,02 Da. Em seguida, uma rede foi 

criada, em que as arestas foram filtradas para manter apenas aquelas com um cosseno 

igual ou superior a 0,7, e os nós possuindo no mínimo 6 picos correspondentes. 

Além disso, o tamanho máximo de uma família molecular foi definido 

como 100, e as conexões de menor pontuação foram removidas das famílias 

moleculares até que o tamanho ficasse abaixo desse limite. Os espectros presentes nas 

redes foram comparados com as bases de dados espectrais da plataforma do GNPS. Os 

espectros da biblioteca foram filtrados da mesma maneira que os dados experimentais 

inseridos. Todas as correspondências mantidas entre os espectros da rede e os espectros 

da biblioteca precisaram ter um escore acima de 0,7 e pelo menos 6 picos 

correspondentes para que fosse feita a anotação dos compostos. As redes geradas foram 

processadas e visualizadas no software Cytoscape 3.10.1. 

Figura 3.1 Fluxograma para criação da rede molecular na plataforma do GNPS. 
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fonte: criado em BionRender.com. 

3.1.5 - Condições Cromatográficas da Técnica de CG-EM 

As frações hexânicas da folha e fruto da C. ribesioides (CrFEHe e 

CrFrEHe) foram solubilizadas em 1 mL de metanol na concentração de 1 mg/mL e 

injetadas no cromatógrafo gasoso acoplado ao espectrômetro de massas [CG Agilent 

7820A, acoplado ao EM (quadrupolo, G4513A)]. O preparo das amostras e as análises 

foram realizadas nos laboratórios do Instituto de Química da Universidade Federal de 

Catalão (IQ-UFCAT). 

As amostras foram injetadas no modo split com um delay de 2 min, a 

temperatura do forno se manteve em 50 °C por 2 min, em seguida se iniciou o gradiente 

de 4 °C/min até o forno atingir 70 °C, após isso a temperatura subiu à 25 °C/min até 

200 °C, e por fim 4 °C/min até os 300 °C onde se manteve por 3 min. O gás de arraste 

usado foi o hélio com um fluxo de 1,0 mL/min, em uma coluna HP-5MS (30 m x 250 

µm e filme 0,25 µm) para a separação dos constituintes químicos. O espectrômetro de 

massas ionizou os compostos por impacto de elétrons (energia de ionização de 70 eV, 

fonte a 230 °C), foi realizada uma varredura na faixa de m/z 50 - 600.  

A identificação dos compostos presentes na fração hexânica da folha e do 

fruto da C. ribesioides foi feita com a comparação dos dados experimentais e os dados 

presentes na biblioteca NIST Mass Spectral 2.0. Também foi feita a injeção de um 
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padrão de hidrocarbonetos para obter o tempo de retenção e calcular o IRL dos 

compostos através do software Retensoft.   

3.2 - ENSAIOS ENZIMÁTICOS  

A triagem com os extratos etanólicos da folha e do fruto da C. ribesioides 

frente às enzimas elastase e tirosinase foram feitas no Laboratório de Estudos de 

Biomoléculas, localizado no IQ-UFCAT. 

3.2.1 - Preparo das Amostras para os Ensaios Enzimáticos 

Uma solução estoque na concentração de 31 mg/mL em DMSO foi 

preparada para as amostras de extratos etanólicos dos frutos e das folhas de C. 

ribesioides, bem como de suas frações. Em seguida, foram pipetados 30 µL da solução 

estoque (31 mg/mL) e diluído em 150 µL de água ultrapura e 120 µL de DMSO, para a 

obtenção da concentração de 3,1 mg/mL. 

3.2.2 - Preparo dos Reagentes para o Ensaio Enzimático da Elastase 

a) Tampão 

Para a triagem enzimática foi preparada uma solução de tampão trizma 

(pH = 8,0) (Sigma-Aldrich) na concentração de 100 mM.  

b) Substrato 

O substrato N-succinil-Ala-Ala-Ala-p-nitroanilida (sucAla3-pNA) 

(Sigma-Aldrich) foi solubilizado em tampão trizma na concentração de 4,4 mM. 

c) Enzima 

Foi preparada uma solução de 200 µL, contendo 0,3 unidades/mL de 

elastase (2 µL) em tampão (198 µL). A solução tampão trizma e o substrato 

sucAla3-pNA foram mantidos na geladeira até a utilização no ensaio enzimático (2-8 

°C). 

3.2.3 - Ensaio Enzimático da Elastase 

O ensaio foi padronizado e realizado com o espectrofotômetro Cary 60 

UV-Vis modelo G6860A (Serial No. MY24239213) (Agilent Technologies, Santa 

Clara, CA, USA). Na triagem dos possíveis inibidores foi utilizada a elastase 

pancreática suína (E.C.3.4.21.36) (CAS 394445-21-1, Sigma-Aldrich). O substrato 

utilizado para medir a cinética da elastase é o N-succinil-Ala-Ala-Ala-p-nitroanilida 

que é hidrolisado em N-succinil-Ala-Ala-Ala e p-nitroanilina. O ensaio enzimático foi 

realizado com base na medida da atividade da elastase, determinada pela leitura 
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espectrofotométrica da absorbância da p-nitroanilina em 410 nm conforme 

procedimentos anteriores com algumas adaptações (CHIOCCHIO et al., 2018; 

KORKMAZ et al., 2010; MERFORT, 2012; SILVA et al., 2025).  

A concentração das amostras dos extratos (CrFE e CrFrE) e frações 

(item 3.2.1) utilizada no ensaio enzimático foi de 100 μg/mL. Na cubeta, a 

concentração dos reagentes, tampão trizma, substrato sucAla3-pNA e elastase, foram 

de 85 mM, 0,3 mM e 0,2 µg/mL, respectivamente.  

Para leitura, foram preparadas quatro soluções, as quais foram 

classificadas como: branco (B), controle negativo (CN), controle da amostra (CA) e 

amostra (A).  A solução B foi preparada com 700 µL de tampão trizma e 25 µL de 

DMSO/H2O (1:1); na solução CN utilizou-se 675 µL de tampão trizma, 25 µL de 

DMSO/H2O (1:1) e 25 µL da enzima elastase; em CA, 700 µL de tampão trizma e 25 

µL da amostra; e a solução A utilizou-se 675 µL de tampão trizma, 25 µL da amostra e 

25 µL da enzima elastase. Essas soluções foram incubadas por 15 minutos em 

temperatura ambiente. Após o período de incubação, 50 µL do substrato (0,3 mM) foi 

adicionado em cada solução, antes da leitura no espectrofotômetro de absorção no 

UV-visível. Os ensaios foram realizados em duplicata e os parâmetros utilizados na 

leitura das soluções no espectrofotômetro comprimento de onda de  410 nm, por 5 min 

a temperatura ambiente, leitura inicial (0 min) e final (5 min), conforme a Figura 3.2.  

Os cálculos da inibição das amostras foram feitos com base nos valores 

de absorbância, sendo convertidos em concentração de produto reacional 

(p-nitroanilina). Os cálculos de inibição enzimática foram feitos em comparação com o 

controle negativo (CN), usando a equação a seguir: 

%Inibição = 100 – [(Af-Ai/Afc-Aic) x 100], Em que: 

●​ Af = Absorbância final da amostra (A); 

●​ Ai = Absorbância inicial da amostra (A); 

●​ Afc= Absorbância final do controle negativo (CN); 

●​ Aic= Absorbância inicial do controle negativo (CN). 
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Figura 3.2 Fluxograma do ensaio enzimático para enzima elastase. 

 

fonte: criado em BionRender.com. 

3.2.4 - Preparo dos Reagentes para o Ensaio Enzimático da Tirosinase 

a) Tampão 

A solução do tampão de fosfato de potássio (pH = 6,5) (Êxodo 

Científica) foi preparada na concentração de 50 mM. 

b) Substrato 

O substrato L-DOPA (L-3,4-dihidroxifenilalanina) (Sigma-Aldrich), foi 

solubilizado no tampão de fosfato para se obter uma solução de 3,5 mM.  

c) Enzima 

A solução da enzima foi preparada na concentração de 0,5 mg/mL em 

tampão fosfato e armazenada em freezer (-18 °C). As soluções de tampão e do 

substrato foram armazenadas na geladeira até o uso (2-8 °C). 

3.2.5 - Ensaio Enzimático da Tirosinase 

O ensaio enzimático padronizado da enzima tirosinase foi realizado 

utilizando a enzima tirosinase EC 1.14.18.1 (T3824, Sigma-Aldrich) extraída do 

cogumelo Agaricus bisporus, popularmente conhecido como Champignon. A 

tirosinase é uma metaloenzima que utiliza dois substratos em sua via metabólica, a 

L-tirosina e o L-DOPA. O ensaio enzimático foi realizado usando como substrato o 

L-DOPA e a atividade da tirosinase foi determinada pela leitura espectrofotométrica da 

absorbância do produto reacional, a dopaquinona, a 475 nm (CHEN; KUBO, 2002; 

HWANG et al., 2007; KANLAYAVATTANAKUL et al., 2018; SILVA et al., 2025).  
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As amostras dos extratos (CrFE e CrFrE) e frações foram avaliadas a 

100 μg/mL. Na cubeta, as concentrações do tampão fosfato de potássio, do substrato e 

da enzima tirosinase foram de 20 mM, 0,5 mM e 30 µg/mL (50 unidades/mL), 

respectivamente. 

Para o ensaio enzimático as cubetas foram distribuídas no mesmo 

modelo apresentado no ensaio da elastase (seção 3.2.3): o branco (B) contendo 310 µL 

de tampão de fosfato de potássio, 329 µL de água ultra pura e 25 µL de DMSO/H2O 

(1:1); o controle negativo (CN) contendo 310 µL de tampão de fosfato de potássio, 

284 µL de água ultra pura, 25 µL de DMSO/H2O (1:1) e 45 µL da enzima tirosinase; o 

controle da amostra (CA) contendo 310 µL de tampão de fosfato de potássio, 329 µL 

de água ultra pura e 25 µL da amostra; e a solução da amostra (A) contendo 310 µL de 

tampão de fosfato de potássio, 284 µL de água ultra pura, 25 µL da amostra e 45 µL da 

enzima tirosinase. Essas soluções foram incubadas por 15 minutos em temperatura 

ambiente. Após este período, 111 µL do substrato (0,5 mM) foi adicionado em cada 

solução antes da leitura no espectrofotômetro de absorção no UV-visível.  Os ensaios 

foram realizados em duplicata e os parâmetros utilizados na leitura das soluções no 

espectrofotômetro no comprimento de onda de 475 nm, por 5 min a temperatura 

ambiente, leitura inicial (0 min) e final (5 min), conforme a Figura 3.3.  

O cálculo do percentual de inibição foi feito usando os valores de 

absorbância, através da conversão em concentração de produto reacional 

(dopaquinona). Os cálculos de inibição enzimática foram feitos em comparação com o 

controle negativo (CN), usando a equação a seguir: 

%Inibição = 100 – [(Af-Ai/Afc-Aic) x 100],  

onde: 

●​ Af = Absorbância final da amostra (A); 

●​ Ai = Absorbância inicial da amostra (A); 

●​ Afc= Absorbância final do controle negativo (CN); 

●​ Aic= Absorbância inicial do controle negativo (CN). 
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Figura 3.3 Fluxograma do ensaio enzimático para enzima tirosinase. 

 

fonte: criado em BionRender.com. 

3.3 - ENSAIO ANTIOXIDANTE (MÉTODO DPPH) 

O ensaio para avaliar a atividade antioxidante dos extratos etanólicos da 

folha e fruto da C. ribesioides (CrFE e CrFrE), assim como as frações de acetato de etila 

(CrFEAcE e CrFrEAcE) foi feito com o método DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazila). 

Foi estabelecido um protocolo com base na literatura (RUFINO et al., 2008; COSTA et 

al., 2017). Todas as etapas do ensaio foram realizadas nos laboratórios do Instituto de 

Química da Universidade Federal de Catalão (IQ/UFCAT). 

3.3.1 - Preparo dos Reagentes 

a) Solução estoque de DPPH 

Foi preparada uma solução a 60 μM de DPPH (Sigma-Aldrich) em 

metanol (99,9% HPLC, SCIAVICCO), a qual foi armazenada na geladeira e sem 

contato com a luz.   

b) Solução de ácido ascórbico (controle positivo) 

Foi preparada uma solução estoque de ácido ascórbico na concentração 

de 3 mg/mL; a partir dela foram feitas diluições seriadas para obter as concentrações de 

trabalho (40; 20; 10; 5; 2,5; 1,25; 0,63; 0,31 μg/mL). 

3.3.2 - Preparo das Amostras dos Extratos e Frações 

Para cada amostra (CrFE, CrFrE, CrFEAcE e CrFrEAcE) foi preparada 

uma solução estoque a 3 mg/mL em metanol. A partir de diluições seriadas foram 
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preparadas as soluções nas seguintes concentrações: 100; 50; 25; 12,5; 9,38; 6,25; 4; 

3,13; 2 e 1,57 μg/mL. 

3.3.3 - Curva do DPPH 

A curva de calibração foi feita em duplicata para cada concentração (9,7; 

19; 29; 38,7; 48 e 58 μM). As soluções foram preparadas em cubetas de vidro utilizando 

a solução estoque de DPPH (58 μM) e metanol (Tabela 3.1), em seguida feita a leitura 

no espectrofotômetro no comprimento de onda de 517 nm (RUFINO et al., 2008). 

Tabela 3.1 Preparo das soluções com diferentes concentrações de DPPH. 

DPPH Solução estoque (mL) Metanol (mL) Concentração (µM) 

Branco 0 3 - 

1 0,5 2,5 9,7 

2 1 2 19 

3 1,5 1,5 29 

4 2 1 38,7 

5 2,5 0,5 48 

6 3 0 58 

3.3.4 - Determinação da Atividade Antioxidante das Amostras da C. ribesioides 

O ensaio foi feito em triplicata utilizando tubos de ensaios envolvidos 

com papel laminado para homogeneizar e incubar a mistura. Os tubos foram separados 

em quatro tipos [controle negativo (CN), branco do DPPH (B), controle da amostra 

(CA) e amostra (A)]. Em CN: 3000 μL de DPPH (60 μM); B: 3000 μL de metanol; CA: 

2900 μL de metanol e 100 μL de amostra (extrato, fração ou padrão); A: triplicata com 

2900 μL de DPPH e 100 μL de amostra (extrato, fração ou padrão). Após a adição das 

soluções, as misturas ficam incubadas por 30 minutos em temperatura ambiente (sem 

contato com a luz), em seguida são transferidas para cubetas e lidas no 

espectrofotômetro no comprimento de onda de 517 nm. Com os valores de absorbância 

obtidos e com auxílio dos softwares Microsoft Excel version 2019 e GraphPad Prism 

10.6.0 foi possível obter algumas informações utilizando as seguintes fórmulas: 

% ativ. antioxi.= ((AbsDPPH - Abs amostra)/(AbsDPPH))*100               Fórmula 1 

g DPPH = (μM DPPH/1.000.000)*394,3                                              Fórmula 2 

g extrato/g DPPH = (EC50/1000)/ g DPPH                                          Fórmula 3 

IAA = concentração inicial de DPPH (μg/mL)/ EC50 (μg/mL)           Fórmula 4 
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●​ AbsDPPH = absorbância do controle negativo; 

●​ Abs amostra = absorbância das triplicatas (extrato, fração ou padrão) 

●​ EC50 = metade da concentração efetiva; 

●​ g extrato/g DPPH = quantidade (em gramas) de extrato para reduzir uma 

grama de DPPH; 

●​ IAA = índice de atividade antioxidante. 

3.4 - QUANTIFICAÇÃO DE FENÓIS TOTAIS NA ESPÉCIE C. RIBESIOIDES 

A determinação do teor de fenóis presentes nos extratos etanólicos e 

frações da C. ribesioides (CrFrE e CrFE) foi realizada no Laboratório de Estudos de 

Biomoléculas (IQ/UFCAT). 

3.4.1 - Quantificação de Compostos Fenólicos 

Para o preparo dos reagentes assim como a padronização da metodologia 

do ensaio de quantificação de fenóis totais foram utilizados procedimentos relatados na 

literatura, com algumas modificações (DAMIANI et al. 2014; LAZZAROTTO et al. 

2020). 

3.4.2 - Preparo dos Reagentes 

a) Solução de carbonato de sódio (Na2CO3) 

Foi pesado 10,1 g de Na2CO3 P.A. e diluiu-se com água ultrapura para 

100 mL em balão volumétrico. 

b) Solução Folin-Ciocalteu 3% 

Foram diluídos 3 mL de reagente Folin-Ciocalteu (Sigma-Aldrich) em 

água ultrapura e completou para o volume de 100 mL em balão volumétrico. 

c) Solução estoque do padrão (ácido gálico) 

Foi solubilizado 10,7 mg de ácido gálico anidro 99% em metanol (99,9% 

HPLC, SCIAVICCO) na concentração de 100 μg/mL. Após o preparo, os reagentes 

foram armazenados na geladeira dentro de um frasco de vidro âmbar. 

3.4.3 - Preparo das Amostras dos Extratos e Frações 

Foram preparadas soluções estoques dos extratos etanólico da folha e do 

fruto da espécie C. ribesioides (CrFE e CrFrE), e as frações de acetato de etila da folha 

(CrFEAcE) e fruto (CrFrEAcE), na concentração de 1,3 mg/mL (em metanol) de cada 

amostra. Para solução de trabalho, a concentração foi diluída para 0,195 mg/mL. 
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3.4.4 - Curva Padrão de Compostos Fenólicos 

O ácido gálico anidro 99% é comumente utilizado como padrão na 

quantificação de fenóis totais presentes em uma amostra, são preparadas soluções em 

diferentes concentrações para se obter a curva padrão. A partir da solução estoque (100 

μg/mL) foram preparadas as seguintes concentrações: 10, 20, 40, 60 e 80 μg/mL 

(Tabela 3.2). 

Para o preparo da curva padrão foi feita a triplicata para cada 

concentração em tubos de ensaios previamente envolvidos com papel laminado. Em 

cada tubo foi adicionado 1375 μL do reagente Folin-Ciocalteu 3% e 125 μL do padrão. 

Após 5 minutos, foi adicionado 125 μL da solução de Na2CO3 10% e incubados por 60 

minutos em temperatura ambiente (sem interferência de luz). Em seguida, feita a leitura 

no espectrofotômetro com comprimento de onda de 765 nm. 

Tabela 3.2 Preparo das soluções com diferentes concentrações de ácido gálico. 

Padrão  (ácido gálico) Solução estoque (mL) Metanol (mL) Concentração (µg/mL) 

Branco 0 10 - 

Padrão 1 1 9 10 

Padrão 2 2 8 20 

Padrão 3 4 6 40 

Padrão 4 6 4 60 

Padrão 5 8 2 80 

Padrão 6 10 0 100 

3.4.5 - Quantificação dos Fenóis Totais na C. ribesioides 

Na análise dos extratos (CrFE, CrFrE) e das frações (CrFEAcE e 

CrFrEAcE) a quantificação também foi feita em triplicata, seguindo procedimento 

semelhante, ao invés da adição de 125 μL da solução do padrão foi adicionado 125 μL 

da amostra (0,195 mg/mL). Nos tubos foram adicionados a solução de Folin-Ciocalteu 

3% e a amostra, após 5 minutos foi adicionado o carbonato de sódio, a mistura foi 

incubada por 60 minutos nas mesmas condições já apresentadas, então foi realizada a 

leitura a 765 nm no espectrofotômetro. A quantificação dos compostos fenólicos totais 

presentes nas amostras analisadas, foi realizada utilizando as seguintes fórmulas: 

y = ax + b                                                                                               Fórmula 1 

Fd = 1,3 mg / 0,195 mg = 6,67                                                              Fórmula 2 

mg EAG/ g amostra = EAG * solvente * Fd / amostra/1000            Fórmula 3 
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●​ y = absorbância; 

●​ x e EAG = equivalente de ácido gálico (μg/mL); 

●​ solvente = metanol (mL); 

●​ Fd = fator de diluição; 

●​ amostras = CrFE, CrFrE, CrFEAcE ou CrFrEAcE (g). 

4 - RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Após o preparo dos extratos etanólicos da folha e do fruto da C. 

ribesioides (CrFE e CrFrE), foi realizada a investigação química e biológica e os 

resultados discutidos conforme a metodologia já apresentada. 

4.1 - FRACIONAMENTO DOS EXTRATOS BRUTOS (PARTIÇÃO 

LÍQUIDO-LÍQUIDO) 

​A extração com etanol por maceração foi realizada a partir de 144,5 g de 

frutos e 59,0 g de folhas secas moídas da C. ribesioides. Após a remoção do solvente 

em rotaevaporador foram obtidas 18,1 g do extrato CrFrE e 15,0 g do extrato CrFE. A 

partição líquido-líquido foi realizada para ambos os extratos etanólicos utilizando 7 g de 

cada extrato, sendo obtido as quantidades descritas na Tabela 4.1. 

Tabela 4.1 Massas obtidas dos extratos e frações de C. ribesioides. 

 *Não foi liofilizado. CrFrE: extrato etanólico do fruto de C. ribesioides; CrFE: extrato etanólico da 

folha de C. ribesioides. a Rendimento calculado com base na massa fresca dos frutos e na massa seca das 

folhas.  b Rendimento calculado com base na massa utilizada para partição (7,0g). 
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Código Extrato bruto (g) Rendimento (%)a Frações Massa (g) Rendimento (%)b 

 

 

CrFrE 

 

 

18,1 

 

 

12,5 

 Hexânica 0,4 5 

Acetato de Etila 1,0 14,4 

Hidroalcoólica  * * 

 

 

CrFE 

 

 

15,0 

 

 

25,4 

 Hexânica 1,2 16,6 

Acetato de Etila 2,2 31,6 

Hidroalcoólica  2,4 34,1 



4.2 - PROSPECÇÃO QUÍMICA DOS EXTRATOS DE C. RIBESIOIDES 

4.2.1 - Desreplicação dos Compostos nos Extratos 

As redes moleculares foram geradas na plataforma do GNPS (descrito no 

item 3.1.4), a partir da análise dos dados experimentais de espectrometria de massas dos 

extratos da folha (CrFE) e do fruto (CrFrE) obtidos do experimento de CLUE-EM/EM 

no modo positivo [M+H]+ (Figura 4.1). Os principais parâmetros estabelecidos para o 

processamento dos dados foram o valor de cosseno, erro, diferença de massa e picos 

semelhantes, tendo todas as correspondências entre os espectros da rede (experimental) 

e os espectros da biblioteca com escore acima de 0,7 e o mínimo de pelo menos 6 picos 

correspondentes para a anotação dos compostos. As redes geradas foram processadas e 

visualizadas no software Cytoscape 3.10.1 (WANG et al., 2016) e os dados 

experimentais utilizados para a geração das redes de interações moleculares estão 

disponíveis no link https://gnps.ucsd.edu/ProteoSAFe/status.jsp?task=e74f66ef2897496 

6ac0394efc43aeec9 

Foram obtidos 376 nodos, incluindo os compostos que tiveram 

similaridade em seus dados EM/EM e os que não apresentaram correspondência 

espectral, dentre os quais, 133 nodos geraram 30 clusters e 243 nodos isolados. O nodo 

foi representado por gráfico de pizza em duas cores, sendo azul dos frutos e vermelho 

das folhas. Os dados inseridos na plataforma permitiram a comparação dos espectros de 

massas obtidos com os espectros armazenados nas bibliotecas do GNPS, o que resultou 

na anotação de 38 compostos (Figura 4.1). 

A plataforma GNPS possibilita que pesquisadores de diferentes grupos de 

pesquisa possam colaborar entre si com seus dados espectrais individuais, esse 

compartilhamento de informações facilita a desreplicação e identificação de compostos. 

A área de PNs em particular, teve um grande progresso com o uso de redes moleculares 

capazes de facilitar a análise espectros de massa obtidos de técnicas hifenadas. Outro 

fator interessante, é o aumento dos resultados inseridos na plataforma, resultando em 

bibliotecas maiores e com anotações mais precisas de compostos de PNs (PILON et al., 

2021).  

A partir dos compostos anotados no GNPS, o tratamento de dados 

EM/EM experimentais foi feito também usando os softwares DataAnalysis 4.0, Bruker 

Smart Formula (Bruker Daltonics, Bremen, Germany) e as bases de dados do software 

CompoundCrawler. O uso destes softwares, do molecular networking e a comparação 

com os dados na literatura permitiu anotar 10 compostos. Dentre os compostos 
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anotados, a quercetina, a fitoesfingosina e o di-hidrokaempferol tiveram 

correspondência apenas no fruto, os demais metabólitos foram anotados pelo GNPS 

estando presente nos frutos e nas folhas (Figura 4.1).  

Figura 4.1 A. Redes moleculares geradas pelo GNPS dos extratos CrFrE (azul) e CrFE 

(vermelho). B. Rede molecular ampliada com os nodos destacados para os compostos 

anotados. 

A 

  

 

B 
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4.2.2 - Compostos Anotados no CrFrE e CrFE  

​Os dados espectrais obtidos no modo positivo [M + H]+ para os extratos 

das folhas e frutos foram analisados e os compostos desreplicados usando o GNPS e os 

outros softwares. A comparação dos íons produtos com os dados da literatura e a 

investigação destes metabólitos secundários na família, gênero e espécie, confirmou a 

anotação de seis compostos presentes no extrato do fruto (CrFrE) (1A, 2A, 3A, 4A, 5A 

e 6A) e sete no extrato da folha (CrFE) (1B, 2B, 3B, 4B, 5B, 6B e 7B) de C. ribesioides. 

No CrFrE os compostos são das classes esteroide, flavonoide e terpeno, enquanto no 

CrFE são compostos fenólicos e flavonoides (Tabela 4.2).  

  Nos cluster gerados pela análise do molecular networking, os compostos 

foram observados em ambos os extratos, com exceção da quercetina, 

di-hidrokaempferol e fitoesfingosina, que foram observados nas redes moleculares 

apenas no fruto (Figura 4.1). Entretanto, usando os softwares DataAnalysis 4.0, Bruker 

Smart Formula, CompoundCrawler, a presença da quercetina também foi observada na 

folha. 

A quercetina (1A e 1B, Figura 4.2) foi observada pelos picos do íon 

molecular [M + H]+ em m/z 303,0495 no CrFE e m/z 303,0487 no CrFrE, fórmula 

molecular C15H10O7. Os íons produtos do CrFE m/z 257,0449 (C14H9O5
+); 229,0488 

(C13H9O4
+); 201,0488 (C12H9O3

+); 153,0172 (C7H5O4
+); 137,0220 (C7H5O3

+) e 121,0277 

(C7H5O2
+) e CrFrE (m/z 303,0487; 257,0479; 229,0478; 201,0533; 153,0141; 137,0213 

e 121,0303), são característicos da quercetina (SCIGELOVA et al., 2011).  

Figura 4.2 Proposta de fragmentação da quercetina (1A e 1B). 
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O composto 2A, anotado como 20-hidroxiecdisona (Figura 4.3) é um 

composto pertencente à classe dos esteroides sendo muito comum em plantas. Esse 

composto apresentou o pico do íon molecular [M+H]+ em m/z 481,3154 (C27H44O7), com 

íons fragmentos característicos deste esteroide em m/z 463,3045; 445,2943; 371,2213; 

303,1949 e 165,1263. Os íons fragmentos observados com m/z 463,3045 [M - H2O]+ é 

formado pela perca de -18,0109 Da, uma molécula de água e m/z 445,2943 [M - 2H2O]+ 

no espectro de EM2 indica a perda de duas moléculas de água. Os íons fragmentos em 

m/z 371,2213 [M - C4H10O]+ e 303,1949 [M - C8H16O3]+ representam a perda completa 

ou parcial da cadeia lateral do esterol (LE et al., 2014; ROSTANDY; GAO, 2019). 

Figura 4.3 Estrutura da 20-hidroxiecdisona (2A).  

 

O composto 3A apresentou o pico do íon molecular em m/z 457,3654, 

fórmula química C30H49O3. O íon produto de m/z 411,3618 foi gerado após a perda de 

46,0036 Da referente a eliminação do grupo carboxílico [M - COOH]+. É observado a 

eliminação de uma molécula de água pelo íon fragmento em m/z 439,3576  [M - H2O]+.  

Os íons fragmentos em m/z 203,1782 e 191,1781 são formados pela reação de 

retro-Diels-Alder (RDA), gerando os íons fragmentos de m/z 203,1782 e 191,1781. 
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Esses íons produtos são característicos de dois isômeros constitucionais (C30H49O3), os 

ácidos ursólico e oleanólico, não sendo possível distinguir por espectrometria de 

massas, sendo o composto 3A anotado como ácido triterpênico (Figura 4.4) (SHEN et 

al., 2011). 

Figura 4.4 Proposta de fragmentação do ácido triterpênico (ácido ursólico ou 

oleanólico) (3A). 

 

Os compostos 4A (CrFrE) e 6B (CrFE) foram anotados como um 

derivado de ácido di-cafeoilquínico (Figura 4.5), através dos picos característicos 

observados. O pico do íon molecular do 4A em m/z 517,1333 (C25H25O12) e seu pico 

base com m/z 163,0388 (C9H8O3)+, são provenientes da eliminação da fração de ácido 

quínico [319,0810 – C7H7O4]. O íon fragmento de m/z 499,1227 é resultante da perda de 

uma molécula de água [517,1333 – H2O], e o pico de m/z 337,0920 (C12H16O8)+ foi 

formado pela liberação de um ácido cafeico [517,1333 – C9H8O4], seguida da perda de 

uma molécula de água [337,0920 – H2O] gerando o íon fragmento com m/z 319,0810. 

Também foram observados íons que poderiam ser indicativos da liberação de ácido 

clorogênico (m/z 355,1026) e ácido cafeico (m/z 181,0485), todavia estes picos estavam 

em baixa intensidade. Os mesmos íons produtos foram observados no espectro EM/EM 

do composto 6B (Tabela 4.2). 

Os fragmentos característicos para o composto 4A e 6B são observados 

em isômeros de ácidos di-cafeoilquínico como: ácido 1,5-di-cafeoilquínico, ácido 
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3,5-di-cafeoilquínico e o ácido 4,5-di-cafeoilquínico, mas não podem ser distinguidos 

por EM, sendo então anotados como ácido di-cafeoilquínico (SANTOS; LOPES, 2008; 

LI et al., 2017). 

Figura 4.5 Proposta de fragmentação do derivado de ácido di-cafeoilquínico (4A e 6B). 

 

O composto 5A, foi anotado como fitoesfingosina (Figura 4.6) presente 

no CrFrE. O pico do íon molecular observado com m/z 318,3000 (C18H39NO3), 

juntamente com os íons fragmentos observados em m/z 301,2935 (C18H38NO2
+), m/z 

300,2885 [M – H2O]+, m/z 284,9285 (C17H35NO2
+), m/z 282,2799 [M – 2H2O]+ e m/z 

60,0442 (C2H6NO+) (WARD et al., 2017; DAPIC et al., 2019; AMARAL et al., 2021).   

Figura 4.6 Estrutura da fitoesfingosina (5A). 

 

Os compostos 6A (CrFrE) e 7B (CrFE) foram anotados como 

delfinidina-O-hexosídica (provável 3-O-) (Figura 4.7), através do pico do íon molecular 

com m/z 465,1012 (C21H21O12), e dos íons produtos comparados na literatura. O íon 

fragmento com m/z 303,0507 foi gerado a partir da perda de uma ramificação 

hexosídica [M – Hex]+ e o íon fragmento m/z 257,0449 foi formado após a eliminação 

de uma molécula de água e de um CO [303,0507 – (H2O + CO)]+. Também foi 

observado uma segunda eliminação de CO que resultou na formação do íon produto de 

m/z 229,0484 [257,0449 - CO]+, e juntamente com os íons produtos de m/z 173,0957 e 
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m/z 153,1268 [303,0507 – C8H6O4]+ muito característicos (BARNES et al., 2009; 

SCORRANO et al., 2017; YANG; CHEN, 2022). 

Figura 4.7 Proposta de fragmentação da delfinidina-3-O-hexosídica (6A e 7B). 

 

O composto 2B apresentou a fórmula molecular C27H31O16 observada 

pelo pico do íon molecular [M + H]+ em m/z 611,1606. Os íons produtos observados 

foram característicos do composto de rutina, m/z 465,1022; 303,0502; 129,0544 e 

85,0283 (Figura 4.8). A rutina é a forma glicosilada da quercetina (dissacarídeo 

rutinose), mas não é possível apontar apenas por espectrometria de massas quais são as 

unidades monoméricas. A perda das unidades hexosídicas foi observada pelo íon 

fragmento m/z 465,1022 que representa a perda de 146,0584 Da (C6H12O4), também é 

observado a perda das suas hexoses [M - C12H22O9]+, na qual o íon produto de m/z 

303,0502 é referente a aglicona da quercetina (SATHEESHKUMAR et al., 2014). 

Figura 4.8 Proposta de fragmentação da rutina (2B). 
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O composto 3B foi anotado como ácido mono-cafeoilquínico (Figura 

4.9), um éster dos ácidos cafeico e quínico, observado pelo pico do íon molecular [M + 

H]+ de m/z 355,1014 (fórmula de C16H18O9). Os principais íons produtos observados 

foram m/z 181,0484; 163,0381; 145,0273; 135,0428 e 117,0325. O íon fragmento em 

m/z 181,0484 representa uma clivagem da estrutura que leva a formação do ácido 

cafeico [M - C9H8O4]+. O íon fragmento m/z 163,0381 é formado pela perda de 18,0103 

Da do ácido cafeico, referente a uma molécula de água. Os íons produtos m/z 145,0273 

e 135,0428 foram formados a partir da eliminação de uma molécula de água [163 – 

H2O]+ e monóxido de carbono [163 – CO]+, respectivamente. Também é observado o 

íon fragmento m/z 117,0325, obtido da perda de outra molécula de monóxido de 

carbono [145 – CO]+, ou pela outra via que seria pela perda de uma molécula de água 

[135 – H2O]+ (WILLEMS et al., 2016). 

Figura 4.9 Proposta de fragmentação do derivado do ácido mono-cafeoilquínico (3B). 

 

O composto 4B apresentou o pico do íon molecular [M + H]+ em m/z 

291,0869 (C15H14O6) e os íons fragmentos m/z 291,0869; 273,0732; 249,0753; 

165,0547; 139,0390 e 123,0442, que são característicos de flavan-3-ol (catequina ou 

epicatequina, Figura 4.10). O íon fragmento m/z 273,0732 é resultante da perda de uma 

molécula de água [291 – H2O]+ e o íon fragmento  m/z 249,0753 foi gerado da perda de 

C2 [273 - C2]+. Os demais íons fragmentos foram formados a partir das eliminações de 

–C9H9O3  em m/z 165,0547); –C7H7O3 em m/z 139,0390 e –C7H7O2 em  m/z 123,0442 

(LI; DEINZER, 2007; WOLF et al., 2010). 
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Figura 4.10 Proposta de fragmentação do flavan-3-ol (catequina ou epicatequina) (4B). 

 

​O composto 5B foi anotado como uma molécula derivada do composto 

kaempferol, conhecido como di-hidrokaempferol (Figura 4.11) através da comparação 

dos dados espectrais. O pico do íon molecular [M + H]+ em  m/z 289,0710 (C15H12O6). O 

íon fragmentos m/z 271,5891 é resultado da perda de uma molécula de água [289 – 

H2O]+, seguido da eliminação de duas moléculas de monóxido de carbono, m/z 

243,2286 [271 – CO]+ e 215,6379 [243 –CO]+. Outras fragmentações observadas são as 

duas vias de fissão no anel C, uma formando o íon fragmento m/z 153,0177 (C7H5O4)+ e 

a outra formando o íon m/z 167,0698 (C8H7O4)+, essa segunda tem continuidade com o 

íon fragmento m/z 149,0581 formado após eliminação de uma molécula de água [167 – 

H2O] (LE GALL et al., 2003). 

Figura 4.11 Proposta de fragmentação do di-hidrokaempferol (5B). 

 

Das anotações realizadas usando o GNPS e o DataAnalysis, os 

compostos quercetina, ácido triterpênico (ácido ursólico ou oleanólico) e os derivados 

de ácido clorogênico (ácidos di e mono-cafeoilquínico), foram relatados na literatura 
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para o gênero Chomelia, em que foi observado a presença de derivados de quercetina, 

ácido oleanólico, ácido ursólico e ácido clorogênico(BARROS et al., 2008; TATIBANA  

et al., 2009). Devido a escassez de estudos publicados para a espécie C. ribesioides e 

para o gênero, torna-se desafiador a citação da presença dos demais compostos anotados 

(Figura 4.12)  

Figura 4.12 Distribuição dos compostos anotados nos extratos CrFE e CrFrE usando os 

softwares. 

 

 

Tabela 4.2 Compostos anotados nos extratos CrFE e CrFrE. 
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CrFrE 
Fórmula 

Molecular 
Tr 

(min) 
[M-H]+ 

(Experimental) 
[M-H]+ 

(Teórico) EM/EM 
Erro 

(ppm) Nome Classe Referência 

1A C15H10O7 7 303,0495 303,0499 

303,0493; 257,0449; 229,0488; 
201,0488; 153,0172; 137,0220; 

121,0277 1,5 quercetina flavonoide SCIGELOVA et al., 2011 

2A C27H44O7 5,3 481,3154 481,3160 
481,3154; 463,3045; 445,2943;  
371,2213;  303,1949; 165,1263 1.3 20-hidroxiecdisona esteróide 

LE et al., 2014; 
ROSTANDY e GAO, 

2019 

3A C30H49O3 8 457,3634 457,3654 
457,3654; 439,3576; 411,3618;  

203,1782; 191,1781 2,3 ácido triterpênico terpenóide       SHEN et al., 2011 

4A        C25H25O12 6 517,1333 517,1341 

517,1333; 499,1227; 337,0920; 

319,0810; 163,0388 1,7 ácido di-cafeoilquínico fenol 

SANTOS; LOPES, 2008; 

LI et al., 2017 

5A       C18H39NO3 9,9 318,3000 318,3003 

318,3000; 301,2935; 300,2885; 

284,9285; 282,2799; 60,0442 0,8 fitoesfingosina esfingolipídio 

WARD et al., 2017; 

DAPIC et al., 2019; 

AMARAL et al., 2021 

6A    C21H21O12 5,3 465,1012 465,1028 

465,1012; 303,0507; 257,0449; 

229,0484; 173,0957; 153,1268 3,4 delfinidina-3-O-hexosídica* antocianina 

BARNES et al., 2009; 

SCORRANO et al., 2017; 

YANG; CHEN, 2022 

CrFE 
Fórmula 

Molecular 
Tr 

(min) 
[M-H]+ 

(Experimental) 
[M-H]+ 

(Teórico) EM/EM 
Erro 

(ppm) Nome Classe Referência 

1B C15H10O7 5,2 303,0498 303,0499 

303,0487; 257,0479; 229,0478; 
201,0533; 153,0141; 137,0213; 

121,0303 0,5 quercetina flavonoide SCIGELOVA et al., 2011 

2B C27H31O16 5,1 611,1606 611,1607 
611,1606; 465,1022; 303,0502;  

129,0544; 85,0283 1 rutina flavonoide 
SATHEESHKUMAR et 
al., 2014 



Dados espectrais descritos nesta tabela foram obtidos da análise no CompoundCrawler e Data Analysis. 

* provável 3-O-. 

4.2.3 - Identificação dos Constituintes Presentes nas Frações Hexânicas 

Com a técnica de CG-EM foi possível identificar constituintes apolares 

(alcanos, ésteres de ácidos graxos, diterpenos) presentes nas frações hexânicas do fruto 

(CrFrEHe) e da folha da C. ribesioides (CrFEHe). Para identificação dos compostos foi 

empregado o uso de um padrão de hidrocarbonetos (C7-C40, Figura 4.13) que foi 

injetado nas mesmas condições cromatográficas das amostras (Figura 4.14 e 4.15) 

descritas na metodologia, o tempo de retenção e a quantidade de carbonos presente em 

cada hidrocarboneto foram inseridos no software Retensoft que possibilitou calcular o 

IRL dos compostos com base no padrão utilizado. Os espectros de massa experimentais 

das amostras (CrFrEHe e CrFEHe) foram comparados com a biblioteca (NIST) 

disponível no equipamento, e os IRL experimentais (calculado no Retensoft) foram 

comparados com os IRL encontrados na literatura, que resultou na identificação de 9 

compostos (Tabela 4.3). 

Figura 4.13 Cromatograma do padrão de hidrocarbonetos (C7-C40) analisado no 

CG-EM. 
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3B C16H18O9 3,6 355,1021 355,1024 
355,1014; 181,0484; 163,0381; 
145,0273; 135,0428; 117,0325 0,8 ácido mono-cafeoilquínico fenol WILLEMS et al., 2016 

4B C15H15O6 6 291,0855 291,0869 
291,0869; 273,0732; 249,0753; 
165,0547; 139,0390; 123,0442 2,7                flavan-3-ol flavonoide 

LI; DEINZER, 2007; 
WOLF et al., 2010 

5B C15H13O6 9 289,0710 289,0707 

289,0710; 271,5891; 243,2286; 
215,6379; 167,0698; 153,0177; 

149,0581 -1,3      di-hidrokaempferol flavonoide LE GALL et al., 2003 

6B        C25H25O12 6 517,1345 517,1341 

517,1345; 449,1236; 337,0920; 

319,0831; 163,0390 1,7 ácido di-cafeoilquínico fenol 

SANTOS; LOPES, 2008; 

LI et al., 2017 

7B    C21H21O12 5,3 465,1024 465,1028 

465,1024; 303,0507; 257,0443; 

229,0449; 173,0932; 153,1275 3,4 delfinidina-3-O-hexosídica antocianina 

BARNES et al., 2009; 

SCORRANO et al., 2017; 

YANG; CHEN, 2022 



 

Figura 4.14 Cromatograma obtido pela técnica de CG-EM para a fração CrFEHe. 

 

Figura 4.15 Cromatograma obtido pela técnica de CG-EM para a fração CrFrEHe. 
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Na fração hexânica do fruto da C. ribesioides foram identificados 8 

compostos atribuídos nas classes dos alcanos e dos ácidos graxos: hexadecano, 

heptadecano, nonadecano, metil hexadecanoato, etil hexadecanoato, metil linoleato, 

metil octadecenoato e etil linoleato (1C - 8C), na fração hexânica da folha foram 

identificados 3 compostos das classes dos ácidos graxos e diterpenos: neofitadieno, 

metil hexadecanoato e metil octadecenoato (1D, 2D e 3D) (Figura 4.16, Tabela 4.3).  

Figura 4.16 Metabólitos secundários identificados na C. ribesioides por CG-EM. 

 

Tabela 4.3 Compostos identificados nas frações hexânicas da C. ribesioides através da 

técnica de CG-EM. 
Compostos 
(CrFrEHe) 

Tr 
(min) 

Fórmula 
Molecular 

Pico do íon 
molecular (m/z) Composto IRLexp IRLlit Referência 
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1C 13.736 C16H34 226 hexadecano 1599 1600 ADAMS, 2017 
2C 14.714 C17H36 240 heptadecano 1699 1700 ADAMS, 2017 
3C 17.103 C19H40 268 nonadecano 1898 1900 ADAMS, 2017 
4C 17.536 C17H34O2 270 metil hexadecanoato 1924 1921 ADAMS, 2017 
5C 18.721 C18H36O2 284 etil hexadecanoato 1993 1993 ADAMS, 2017 
6C 21.051 C19H34O2 294 metil linoleato 2095 2085 ADAMS, 2017 
7C 21.203 C19H36O2 296 metil octadecenoato 2101 2103 PINO et al, 2005 
8C 23.044 C20H36O2 308 etil linoleato 2158 2159 PINO et al, 2005 

Compostos 
(CrFEHe) 

Tr 
(min) 

Fórmula 
Molecular 

Pico do íon 
molecular (m/z) Composto IRLexp IRLlit Referência 

1D 16.297 C20H38 278 neofitadieno 1837 1840 KUKIĆ et al, 2006 
2D 17.536 C17H34O2 270 metil hexadecanoato 1924 1921 ADAMS, 2017 
3D 21.210 C19H36O2 296 metil octadecenoato 2101 2103 PINO et al, 2005 

Legenda: 1C, 2C, 3C, 4C, 5C, 6C, 7C, 8C, 1D, 2D e 3D (Compostos identificados pela CG-EM na fração hexânica do fruto 

e da folha da C. ribesioides (CrFrEHe e CrFEHe)), IRLexp (índice de retenção linear experimental), IRLlit (índice de 

retenção presente na literatura: PINO et al, 2005; KUKIC et al, 2006; ADAMS, 2017. 
4.3 - TRIAGEM ENZIMÁTICA DA ELASTASE E TIROSINASE 

4.3.1 - Atividade Inibitória Enzimática Investigada para o Fruto e Folha da C. 

ribesioides 

Os extratos etanólico bruto das folhas e dos frutos da C. ribesioides, 

assim como as frações, foram testados na concentração de 100 μg/mL em um método 

espectrofotométrico com os comprimentos de onda de 410 e 475 nm para elastase e 

tirosinase, respectivamente, de acordo com nas seções 3.2.3 e 3.2.5. Os resultados de 

triagem das amostras frente a elastase estão descritos no gráfico da Figura 4.17. 

Figura 4.17 Avaliação do potencial inibitório dos extratos etanólicos e frações obtidas 

de C. ribesioides frente à enzima elastase. 

 
Quercetina (Controle positivo); C. ribesioides (Cr); folha (F); fruto (Fr); extrato etanólico (E); fração 

hexânica (He); fração de acetato de etila (AcE); fração hidroalcoólica (Hi). 

54 



De acordo com os resultados obtidos, os extratos etanólicos brutos 

apresentaram os melhores resultados frente a elastase, o extrato etanólico das folhas 

(CrFE) apresentou 58,6% de inibição, e o extrato etanólico dos frutos (CrFrE) 

apresentou 58,7% de inibição. Após o fracionamento dos extratos brutos não houve 

aumento da atividade inibitória enzimática. As frações das folhas, apolar e de alta 

polaridade, perderam atividade, apresentando inibição de 4,9% (CrFEHe) e 6,6% 

(CrFEHi). Contudo, a fração de acetato de etila de média polaridade (CrFEAcE) 

manteve-se ativa, com 45,6% de inibição, similar à apresentada pelo extrato bruto, 

sugerindo que os compostos responsáveis pela inibição estão mais presentes nessa 

fração. As frações oriundas do extrato bruto do fruto tanto a apolar como a de média 

polaridade perderam a atividade após o fracionamento apresentando 10,2% (CrFrEHe) e 

20,3% (CrFrEAcE) de inibição. Foi feito o teste com o controle positivo (quercetina) 

para comparação da inibição, a inibição da enzima elastase foi de 99,8% (Figura 4.17). 

Os resultados de inibição sugerem que a interação dos compostos presentes nas frações 

hexânica, acetato de etila e hidroalcoólica dos extratos possibilitaram uma maior 

inibição da atividade da elastase, visto que o material bruto apresentou maior inibição 

que as frações, algo que pode ser explicado pelo sinergismo entre as frações do extrato 

bruto, fazendo com que o todo possua maior inibição em comparação aos fracionados 

(GERTSCH et al., 2011).  

A investigação química realizada nos extratos ativos dos frutos e das 

folhas permitiu a anotação de alguns compostos conhecidos pela sua atividade 

anti-elastase, podendo justificar a atividade inibitória encontrada nos extratos. A 

quercetina (Figura 4.2), utilizada como controle positivo no ensaio enzimático, foi um 

dos compostos anotados na matriz de ambos os extratos da C. ribesioides. O IC50 para 

quercetina é de 11,64 ± 0,67 μg/mL frente a elastase (SUTJIATMO et al., 2020).  

Também foi anotado nos frutos o ácido triterpênico (ursólico ou 

oleanólico) (Figura 4.4), conhecido como inibidor de elastase com IC50 de 10,91 ± 0,03 

μg/mL, composto usado como controle positivo nos ensaios frente às enzimas 

colagenase, elastase e hialuronidase, que são responsáveis pela degradação de proteínas 

estruturais e outros danos na epiderme (CHOMPOO et al., 2012). De acordo com LEE e 

colaboradores (2001) a potência inibitória foi determinada para ambos os isômeros, com 

valores de IC50 de 76,5 μg/mL para o ácido oleanólico e 31 μg/mL para o ácido ursólico.  

A rutina, que foi anotada no extrato bruto das folhas, também é um 

composto inibidor de elastase, com valor de IC50 de 46,88 μg/mL (Figura 4.8) 
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(GIRSANG et al., 2020). As inibições observadas para os extratos brutos (Figura 4.17) 

podem ser justificadas pela presença desses e de outros compostos que apresentam 

atividade anti-elastase presentes no fruto e folha da C. ribesioides. 

Figura 4.18 Avaliação do potencial inibitório dos extratos etanólicos e frações obtidas 

de C. ribesioides frente à enzima tirosinase.   

 
Ácido kójico (Controle positivo); C. ribesioides (Cr); folha (F); fruto (Fr); extrato etanólico (E); fração 

hexânica (He); fração de acetato de etila (AcE); fração hidroalcoólica (Hi). 

O ensaio das amostras de C. ribesioides frente a enzima tirosinase foi 

realizado usando o ácido kójico como controle positivo (100 μg/mL), que apresentou 

inibição de 92,9% (Figura 4.18). Nenhuma das amostras testadas, extratos e frações, 

apresentou inibição significativa em tirosinase, os extratos etanólicos brutos CrFE e 

CrFrE apresentaram 20,1% e 23,4% de inibição, respectivamente. As frações 

apresentaram porcentagem ainda menor, sendo que apenas a fração em acetato de etila 

da folha (CrFEAcE) manteve uma inibição próxima do extrato bruto com 18,9% de 

inibição. 

De acordo com a literatura, os compostos anotados como: a quercetina e 

a rutina apresentaram atividade inibitória da tirosinase, com IC50 de 22 μg/mL (KUBO 

et al., 2020) e 55,65 μg/mL (GIRSANG et al., 2020), respectivamente. Assim como, os 

ácidos ursólico e oleanólico com IC50 de 8,4 ± 0,09 e 14,8 ± 0,16 μg/mL, 

respectivamente (NILE et at., 2019). A baixa atividade observada nas amostras testadas 

pode se dar pela baixa concentração desses compostos inibidores, ou pelo fato de 

estarem inseridos em uma matriz complexa que dificulta sua atividade antitirosinase. 
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4.4 - ENSAIO ANTIOXIDANTE (DPPH) 

O DPPH é um radical livre que apresenta uma coloração roxa, que 

absorve no comprimento de onda de 517 nm. No ensaio, o composto antioxidante reage 

com o DPPH doando um elétron ou um hidrogênio, assim o radical se converte em uma 

molécula estável (DPPH-H) (Figura 4.19), adquirindo uma coloração amarela, e 

consequentemente uma redução da absorbância no comprimento de onda, isso faz com 

que tenha a redução da absorbância em 517 nm (AGUIAR; NOVELLI, 2020). 

Figura 4.19 Reação do radical DPPH com um composto antioxidante. 1: DPPH na 

forma de radical (solução roxa), 2: DPPH reduzido (DPPH-H) (solução amarela). 

 

Para quantificar o potencial antioxidante dos extratos etanólicos (CrFE e 

CrFrE), das frações (CrFEAcE e CrFrEAcE) e padrão (ácido ascórbico), foi feita a 

curva de DPPH, com concentrações entre 10 e 60 µM (Figura 4.20), seguindo a 

metodologia já apresentada, foi realizada a leitura de cada concentração no 

comprimento de onda de 517 nm. 

Figura 4.20 Curva de calibração do DPPH.  

 

57 



Em ensaios de determinação de atividade antioxidante através do método 

com DPPH é comum o uso do ácido ascórbico como padrão, pois o composto apresenta 

alta capacidade de sequestrar o radical livre (ABRAHÃO et al., 2012). A curva analítica 

do padrão (Figura 4.21) demonstrou a relação da concentração do analito com a sua 

atividade antioxidante, em que é possível observar que mesmo em baixas concentrações 

o padrão reduziu consideravelmente o DPPH. Na concentração de 5 µg/mL o ácido 

ascórbico apresentou uma atividade de 96% que não teve grande variação em 

concentrações maiores, também foram quantificadas outras informações, como EC50, a 

quantidade de amostra necessária para reduzir um grama de DPPH, e IAA (índice de 

atividade antioxidante). O EC50 foi de 1,67 µg/mL, a massa necessária para reduzir o 

radical sendo de 0,16 g ácido ascórbico/g DPPH e o IAA de 14,37 (Tabela 4.4). Na 

literatura a concentração para ter uma atividade superior a 90% seria de 25 µg/mL 

(ABRAHÃO et al., 2012), e um EC50 de 6,69 µg/mL (COSTA et al., 2013), a distinção 

nos valores pode se dar pela metodologia aplicada, como concentração do radical livre, 

tempo de incubação, comprimento de onda empregado ou fatores laboratoriais, mas 

pode ser observado que dado a alta atividade antioxidante o uso do ácido ascórbico 

como padrão é válido. 

Figura 4.21 Capacidade sequestrante de DPPH do ácido ascórbico. 

 

Tabela 4.4 Quantificação da atividade antioxidante do padrão. 

Amostra Ácido ascórbico 

5 µg/mL (%) 96 
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Amostra Ácido ascórbico 

EC50 (µg/mL) 1,67 

g amostra/ g DPPH 0,16 

IAA 14,37 

No ensaio antioxidante para os extratos da folha (CrFE), do fruto (CrFrE) 

e das frações de acetato de etila (CrFEAcE e CrFrAcE) da C. ribesioides foram testadas 

diferentes concentrações. No extrato bruto da folha e do fruto foi visto que a partir da 

concentração de 50 µg/mL tiveram uma atividade sequestrante do radical superior a 

93%. Na triagem para as frações de acetato de etila da folha e do fruto, foi observada 

um perfil semelhante de atividade mas em concentrações inferiores (12,5 e 25 µg/mL), 

o que era o esperado já que se trata de uma fração que possui uma alta concentração de 

compostos antioxidantes (Tabela 4.5). A triagem preliminar para as quatro amostras 

constatou que a partir da concentração de 25 µg/mL a porcentagem da atividade 

antioxidante das amostras não apresentava variação (Figura 4.22). 

Figura 4.22 Perfil da atividade antioxidante observado nas amostras. 

 

Para as amostras CrFE e CrFrE foram escolhidas as concentrações 1,57; 

3,13; 6,25; 9,38, 12,5; 25; 50 e 100 µg/mL, e após utilizar a absorbância de cada 

concentração foi feito o cálculo da porcentagem da atividade antioxidante e então 

plotada as informações em forma de gráficos (Figura 4.23 e 4.24). Aplicando as 

fórmulas apresentadas na metodologia foram obtidas as seguintes informações EC50, 

quantidade (em gramas) de extrato para reduzir um grama de DPPH (g extrato/ g 
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DPPH) e IAA. Foi determinado um EC50 de 10,64 e 8,31 µg/mL para o CrFE e CrFrE, 

em gramas foi quantificado  1,02 e 0,80 g extrato/ g DPPH para reduzir um grama do 

radical, com o índice de atividade antioxidante de 2,26 e 2,89 para o CrFE e CrFrE 

respectivamente (Tabela 4.5). Não foram encontrados resultados na literatura para a C. 

ribesioides, então foi feita a comparação com resultados da espécie C. asiatica, pois por 

estarem no mesmo gênero poderiam apresentar similaridade química e biológica. O 

extrato etanólico da folha da C. asiatica obteve um EC50 de 26,6 µg/mL (MANOJJ et 

al., 2020), também foi quantificado o EC50 para o extrato acetônico da folha, com EC50 

de 20,38 µg/mL (KARTHIKKUMARAN et al, 2014), mostrando que os extratos da C. 

ribesioides apresentaram uma atividade antioxidante maior. O IAA calculado para o 

CrFE e CrFrE corroboram esse potencial, visto que quando esse índice é superior à 2 a 

atividade é considerada alta (Tabela 4.5) (COSTA et al., 2017).  

Figura 4.23 Atividade antioxidante do extrato CrFE, quantificada pela capacidade 

sequestrante de DPPH. 

 

Figura 4.24 Atividade antioxidante do extrato CrFrE, quantificada pela capacidade 

sequestrante de DPPH. 
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Para as frações de acetato de etila da folha e do fruto da C. ribesioides 

foram escolhidas as concentrações 2; 4; 6,25; 9,38; 12,5; 25; 50 e 100 µg/mL. Também 

foram calculados as porcentagens da atividade antioxidante e posteriormente plotado em 

formato de gráfico a concentração em função da atividade antioxidante para cada fração 

(Figura 4.25 e 4.26). O EC50 para CrFEAcE foi de 6,79 µg/mL e de para CrFrEAcE foi 

de 7,12 µg/mL, enquanto a quantidade (em grama) de extrato necessária para reduzir 

um grama de radical livre foi de 0,65 e 0,68 g extrato/ g DPPH, também foi obtido um 

IAA de 3,53 e 3,37, respectivamente (Tabela 4.5). Após a comparação dos resultados 

dos extratos com as frações, foi visto que a atividade antioxidante das frações foi 

superior em relação ao extrato bruto, isso pode ser explicado pela concentração de 

compostos fenólicos, que apresentam atividade antioxidante, esse teor foi quantificado 

nos ensaios seguintes. 

Figura 4.25 Atividade antioxidante da fração CrFEAcE, quantificada pela capacidade 

sequestrante de DPPH. 
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Figura 4.26 Atividade antioxidante da fração CrFrEAcE, quantificada pela capacidade 

sequestrante de DPPH. 

 

Tabela 4.5 Quantificação da atividade antioxidante das amostras CrFE, CrFEAcE, 

CrFrE e CrFrEAcE. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.5 - QUANTIFICAÇÃO DOS FENÓIS TOTAIS 

O reagente Folin-Ciocalteu usado na quantificação de fenóis totais é 

composto por complexos de molibdênio e tungstênio (ácidos fosfomolíbdico e 

fosfotúngstico), a solução possui cor amarelada devido ao estado de oxidação desses 

metais. O método colorimétrico é baseado na redução do molibdênio pelo íon fenolato. 
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Amostra CrFE Amostra CrFEAcE 

50 µg/mL (%) 94,8 12,5 µg/mL (%) 83,6 

EC50 (µg/mL) 10,64 EC50 (µg/mL) 6,79 

g extrato/ g DPPH 1,02 g extrato/ g DPPH 0,65 

IAA 2,26 IAA 3,53 

Amostra CrFrE Amostra CrFrEAcE 

50 µg/mL (%) 93,9 25 µg/mL (%) 94,5 

EC50 (µg/mL) 8,31 EC50 (µg/mL) 7,12 

g extrato/ g DPPH 0,80 g extrato/ g DPPH 0,68 

IAA 2,89 IAA 3,37 



Nessa reação ocorre a mudança do estado de oxidação do metal de  Mo6+ (cor amarela) 

para Mo5+ (cor azul) que absorve em 765 nm (Figura 4.27) (PÉREZ et al., 2023). 

Figura 4.27 Redução do molibdênio presente no reagente Folin-Ciocalteu pelo padrão 

(ácido gálico), para determinação dos fenóis totais.  

 

Foi feita a curva de calibração usando ácido gálico como padrão (Figura 

4.28), para construção da curva foram preparadas diferentes concentrações do padrão 

(10, 20, 40, 60, 80 e 100 µg/mL), adicionados nos tubos reacionais e lidos à 765 nm, 

conforme descrito na metodologia. As absorbâncias determinadas foram usadas para 

determinar a equação de reta  (y = 0,0075x - 0,0639), usada para calcular o equivalente 

de ácido gálico (EAG) nas amostras. 

Figura 4.28 Curva de calibração para quantificação de compostos fenólicos. 

 

Tabela 4.6 Teores de compostos fenólicos presentes na C. ribesioides. 
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Amostra massa (mg) metanol (mL) mg EAG/g % (m/m) 
CrFE 1,7 1,308 185,92 18,59 
CrFrE 1,8 1,385 207,51 20,75 
CrFEAcE 1,5 1,154 280,56 28,06 
CrFrEAcE 2,2 1,692 243,17 24,32 



Figura 4.29 Quantificação dos compostos fenólicos (mg EAG/g) nos extratos 

etanólicos da folha, do fruto e das frações de acetato de etila de C. ribesioides (CrFE, 

CrFrE, CrFEAcE e CrFrEAcE). 

 

Os extratos etanólicos do fruto e da folha da C. ribesioides apresentaram 

207,51 e 185,92 mg EAG/g (Figura 4.31) com teores de compostos fenólicos totais de 

20,75 e 18,59% (m/m) respectivamente (Tabela 4.6), enquanto as frações de acetato de 

etila do fruto e da folha tiveram concentrações superiores de fenóis (243,17 e 280,56 mg 

EAG/g), como o esperado. Não foi encontrado nenhum registro na literatura de ensaio 

de quantificação de fenóis totais para a espécie C. ribesioides, mas foi encontrado 

alguns estudos voltados para o gênero, como por exemplo, o extrato etanólico da folha 

da C. asiatica apresentou concentração de 236 mg EAG/g (MANOJJ et al., 2020). 

Outro estudo quantificou os fenóis totais em diferentes extratos da folha da Chomelia 

asiatica, foram realizadas extrações com éter de petróleo, clorofórmio, acetona, metanol 

e água quente, foram constatadas as concentrações de 254, 373, 572, 206 e 169 mg 

EAG/g,  com a quantidade de compostos fenólicos variando entre 169 e 572 mg EAG/g, 

dependendo do solvente utilizado (KARTHIKKUMARAN et al, 2014). Os resultados 

experimentais da C. ribesioides estão em conformidade aos da espécie de mesmo 

gênero (C. asiatica) encontrados na literatura.  

Os compostos fenólicos apresentam alta atividade antioxidante devido 

sua capacidade de doar átomo de hidrogênio, fazendo com que esses compostos atuem 

como sequestradores de radicais livres (SOARES, 2002). Os compostos anotados pelo 

GNPS mostram a presença de compostos fenólicos nas amostras CrFE e CrFrE (Tabela 
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4.2), e a quantificação dos fenóis totais nas amostras da C. ribesioides determinou um 

teor (mg EAG/g) semelhante ao da C. asiatica presente na literatura. A presença desses 

compostos junto do teor observado justifica a forte atividade antioxidante que foi 

registrada no ensaio de DPPH (Tabela 4.5). 

5 - CONCLUSÃO 

A investigação química dos extratos etanólicos da folha e do fruto da 

espécie C. ribesioides na técnica de CLUE-IES-QqTOF-EM/EM possibilitou a 

desreplicação de 10 compostos pela plataforma do GNPS, sendo majoritariamente 

compostos fenólicos. A técnica de CG-EM trouxe a identificação de 9 compostos 

presentes na fração hexânica da folha e do fruto da C. ribesioides, os compostos 

pertencentes às classes dos alcanos, ácidos graxos e diterpeno. 

Nos ensaios biológicos, os extratos CrFE e CrFrE tiveram bons 

resultados frente à enzima elastase, com atividade inibitória em torno de 58%, todavia 

foi observado a perda da atividade quando foi realizado a triagem das frações (hexânica, 

acetato de etila e hidroalcoólica). Os resultados dos extratos e das frações frente à 

tirosinase não apresentaram atividades expressivas, com a maior atividade próximo de 

23%. Com base na literatura, os prováveis responsáveis pela atividade inibitória 

enzimática seriam os compostos fenólicos (ácido triterpênico), flavonoides (quercetina e 

rutina). 

No ensaio da atividade antioxidante com as amostras testadas, foi 

observado um significativo potencial antioxidante, com atividade em torno de 94% na 

concentração de 50 µg/mL dos extratos bruto, e com atividade similar para as frações de 

acetato de etila mesmo em concentrações inferiores (25 e 12,5 µg/mL). Os extratos 

etanólicos da folha e do fruto apresentaram EC50 de 10,64 e 8,31 µg/mL. Quando foram 

testadas as frações de acetato de etila, foram observados EC50 menores, de 6,79 e 7,12 

µg/mL, justificável pela maior concentração dos compostos antioxidantes. De modo 

geral o IAA foi determinado acima de 2,26 comprovando uma alta atividade 

antioxidante para as quatro amostras (CrFE, CrFEAcE, CrFrE, CrFrEAcE). Tendo em 

vista as atividades biológicas foi feita a quantificação dos compostos fenólicos totais, os 

teores ficaram entre 186 - 208 mg EAG/g (18,6 e 20,8%) para os extratos bruto, e 243 - 

281 mg EAG/g (24,3 e 28,1%) nas frações de acetato de etila. Neste sentido, o uso das 

técnicas hifenadas em conjunto com as ferramentas de molecular networking e bancos 

de dados nos diferentes softwares utilizados, foi possível contribuir com o 
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conhecimento químico desta espécie C. ribesioides, até então desconhecida. A parte 

biológica também foi enriquecedora para a espécie, principalmente a atividade 

antioxidante que apresentou um alto potencial para a aplicação em formulações 

cosméticas. Em etapas futuras poderia ser feito ensaio de citotoxicidade, estabilidade, 

entre outros, para comprovar a aplicação cosmética. 
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