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Introdugao

Os compostos fendlicos de origem natural séo produtos
do metabolismo secundario de vegetais e alguns,
principalmente os presentes nas cascas dos frutos, tém
como fungéo a protegao da planta contra condigbes
adversas e contribuem para as caracteristicas de
adstringéncia, cor e sabor e sua estabilidade oxidativa
(NACZK; SHAHIDI, 2004). Tais compostos podem
apresentar ainda propriedades antioxidantes, anti-
inflamatdria e hipocolesterolémica, possuindo assim

potencial para promover a saude (GONCALVES, 2008).

A cultura da romazeira é de interesse de produtores da
regido semiarida do Brasil, devido as propriedades que
a fruta apresenta quanto a elevada concentragéo de
compostos fendlicos.
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Investigagbes sobre os componentes quimicos e sua
atividade biolégica em todas as partes da roma (Punica
granatum L.), incluindo folhas, sementes, suco e casca,
estdo despertando o interesse tanto do ponto de vista
de saude como econdmico (GIL et al., 2000; LANSKY,;
NEWMAN, 2007; SINGH et al., 2002; SUMNER et al.,
2005).

A punicalagina (Figura 1) € um tanino hidrolisavel
(elagitanino), com atividades antioxidante e anti-
inflamatdria reconhecidas, se destacando como uma
promissora molécula multifuncional (GONZALEZ-
MOLINA et al., 2009). Na roma, ela se concentra em
maior parte na casca e no mesocarpo do fruto (FISCHER
etal., 2011).
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Figura 1. Estrutura da punicalagina.

O perfil de compostos fendlicos é distinto para
diferentes frutas, podendo ainda variar de acordo
com a cultivar analisada. A Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (CLAE) de fase reversa acoplada a
um detector de arranjo de fotodiodos (DAD), por ser
uma técnica instrumental de grande precisao, é uma
ferramenta usada para a identificagcdo e quantificacao
dos mesmos que, entretanto, pode necessitar de
metodologias especificas para os diferentes compostos
fendlicos. Desta forma, este trabalho teve como
objetivo adaptar um método cromatografico para
deteccéo e quantificagéo de punicalagina em roma.

Metodologia utilizada

Processamento da matéria-prima

Os frutos de roma (Punica granatum L.) foram
fornecidos pela fazenda Boa Fruta, localizada em
Petrolina/PE. Os frutos foram higienizados com agua
potavel. Cada fruto foi cortado em quatro partes, sendo
os arilos separados das cascas (semente e polpa).

As cascas foram fatiadas com faca no sentido
longitudinal em dimensdes aproximadas de 1 cm,
colocadas em uma bandeja e levadas a um secador
de cabine para desidratar a 40°C por 24 horas. As
cascas desidratadas foram trituradas e posteriormente
acondicionadas em embalagens de aluminio e
polietileno (stand up pouch), seladas a vacuo e
mantidas a 7 °C até o momento das determinacdes
analiticas.

Extracdo da amostra

A etapa de extracao foi feita segundo metodologia
descrita por Kim e Lee (2002). O extrato foi obtido a
partir de 1 g da casca desidratada de roma, com uma
solugdo de metanol 80% em agua, sendo a amostra
submetida em seguida a etapas de sonificagéo e
centrifugacdo. Repetiu-se trés vezes a lavagem da
amostra com a solugéo.

Método cromatografico

Para a analise cromatografica, foram realizadas
adaptacdes na metodologia descrita por Luque-
Rodriguez et al. (2007), tendo sido modificadas

as dimensdes da coluna e o gradiente de eluicdo.
Estes autores utilizam para a identificagdo de alguns
compostos fendlicos, ndo incluindo a punicalagina,
uma coluna C,, com dimensdes 250 mm x 4,6 mm;
5 um. Neste trabalho, visando a caracterizacao da
punicalagina, esta coluna foi substituida pela coluna
Thermo® Scientific C,, BDS (100 mm x 4,6 mm;

2,4 ym) com temperatura do forno a 40°C, em um
cromatografo liquido de alta eficiéncia da Waters
modelo Alliance® 2690/5 com detector de arranjo de
diodos (DAD), volume de injegéo de 1 pL, fluxo de

1 mL.min"" e leituras no comprimento de onda de
260 nm. Afase movel foi eluida em modo gradiente
composta por solugdes de acetonitrila (solugéo

A) e de acido formico a 1% em agua (solucao B),
conforme descrito a seguir: 0-5 min, 97-95%B; 5-10
min, 95-85%B; 10-16 min, 85-70%B; 16-18 min, 70-
97%B; 18-25 min, 97%B.

A quantificagdo do composto foi realizada por
padronizacao externa, a partir da construgéo de
curva analitica com o padréo de punicalagina
(mistura de isdmeros) da marca Sigma-Aldrich®,
disponivel comercialmente.

Resultados

A substituicdo da coluna cromatografica por uma de
menor comprimento e com particulas de didametro
reduzido (2,4 pm) permitiu a redugao do tempo da
corrida cromatografica, além da reducéo de residuo
gerado.

Aidentificacdo da punicalagina nas amostras
analisadas foi realizada através da comparagao

dos tempos de retengéo e dos espectros de
absorgao UV/Visivel do padrédo comercial (Figura

2) e do extrato da casca de roma (Figura 3), além

da comparagao com dados da literatura, como os
estudos realizados por Gil et al. (2000) e Cam e HiSil
(2010).
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Figura 2. I: Cromatograma obtido do extrato na casca de roma a 260 nm (picos A e B: isdbmeros da punicalagina). Il
Espectro de absor¢do UV/Visivel a 260 nm (em vermelho: espectro do pico A; em azul: espectro do pico B).
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Figura 3. I: Cromatograma obtido do padrédo comercial de punicalagina (picos A e B: isbmeros da punicalagina). II:
Espectro de absorgdo UV/Visivel a 260 nm (em vermelho: espectro do pico A; em azul: espectro do pico B).

Gil et al. (2000), dentre os diversos compostos fendlicos
presentes na casca de roma, encontraram resultados
semelhantes, identificando os isdbmeros da punicalagina.

A partir da curva analitica construida com o padréo
comercial na faixa de trabalho igual a 0,05 a 0,80
mg.mL", foi possivel quantificar as concentragdes de
punicalagina na casca de roma liofilizada, conforme
descrito na Tabela 1.

Cam e HiSil (2010) encontraram uma concentragao total
de punicalagina igual a 11,66 g.100g™" na casca de roma,
préximo ao valor encontrado no presente trabalho.

Os resultados obtidos mostraram que o método
adaptado mostrou-se satisfatério para analise de
identificagao e quantificagdo por CLAE da punicalagina
em amostras de casca de roma.
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Tabela 1. Concentragdo de punicalagina na casca desidratada de roma

Punicalagina
Amostra (Pico A)
(9-100g™)
Casca de roma 3.01

desidratada

Punicalagina Punicalagina Total
(Pico B) (Picos A+B)
(9-100g™) (9.100g™)
7,00 10,01

Valores referentes a média de duplicatas.
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