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Resumo

Introdugéo

Frutas Punica granatum L. sdo cultivados em muitos paises tropicais e subtropicais,
com promissor cultivo no Brasil. Roméas sdo consumidas como frutas frescas, e também
usados para produtos cosméticos. Neste sentido o objetivo foi avaliar a atividade
antioxidante, o conteudo total de compostos fendlicos e o conteudo total de flavonoides
de extratos das cascas e polpa/sementes de romas. Material e Métodos: Extratos
aquosos (100%, v.v-') casca de roma e metandlicos (95%, v.v-') da casca e da pol-
pa/semente foram triturados e filtrados. Estes extratos foram submetidos aos ensaios de
atividade antioxidante por 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH) e de redugdo do mo-
libdénio, de Folin-Ciocalteu e cloreto de aluminio Resultados: Extratos metandlicos
(IC50 = 2,11 g.L-") e aquosos (IC50 = 3,09 g.L-") da casca apresentaram elevada
capacidade antioxidante e superior a polpa/semente (IC50 = 4,52 g.L-') no ensaio de
DPPH.
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O total de compostos fendlicos e de flavonoides totais foi superior nos extratos aquosos
da casca (230,90 ug e 5,754x10-* mg), seguido de extratos metandlicos da casca (225,90
pug e 1,183x10-* mg) e por fim extratos metanodlicos da polpa/semente (45,28 ug de
equivalentes de acido galico.mg-' e 1,613x10-* mg de equivalentes de rutina.mL-").
Conclusdo: O extrato metanodlico das cascas da roma se destacou neste estudo e foi o
extrato com maior quantidade de compostos fendlicos totais e flavonoides totais.

Palavras-chave:
Compostos bioativos; Atividade antioxidante; Fendlicos; Saude; frutas nativas.

Abstract

Introduction: Punica granatum L. fruits are cultivated in many tropical and subtropical
countries, with promising cultivation in Brazil. Pomegranates are consumed as fresh fruit,
and also used for cosmetic products. The main is to evaluate the antioxidant activity, the
total content of phenolic compounds and the total content of flavonoids of pomegranate
peel and pulp/seed extracts. Material and Methods: Aqueous extracts (100%, v.v-') of
pomegranate peel and methanol (95%, v.v-") of the peel and pulp/seed were ground and
filtered. These extracts were submitted to tests of antioxidant activity by 2,2-diphenyl-1-
picryl-hydrazyl (DPPH) and reduction of molybdenum, Folin-Ciocalteu and aluminum
chloride. Results: Methanolic extracts (IC50 = 2.11 g.L- ") and aqueous (IC50 = 3.09 g.L-
1) from the peel showed high antioxidant capacity and higher than the pulp/seed (IC50 =
4.52 g.L-") in the DPPH assay. The total of phenolic compounds and total flavonoids was
higher in the aqueous extracts of the bark (230.90 pg and 5.754x10-* mg), followed by
methanolic extracts of the bark (225.90 pg and 1.183x10-* mg) and finally methanolic
pulp/seed extracts (45.28 ug of gallic acid equivalents.mg' and 1.613x10-* mg of rutin
equivalents.mL-"). Conclusion: The methanolic extract of pomegranate peel stood out in
this study and was the extract with the highest amount of total phenolic compounds and
total flavonoids.
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Introducao

A romazeira (Punica granatum L.) Quando madura, a polpa é rosa averme-

(Lythraceae; anteriormente pertencente a
familia Punicaceae) é um arbusto ou arvo-
re frutifera com folhas caducifdlias que
produz a fruta conhecida como roma.
Estas frutas sao arredondadas, ligeira-
mente hexagonais, com casca resistente,
acastanhada e brilhante.

Ihada com sabor doce e refrescante. A
roma também possui inUmeras sementes,
mais de 600, que sao geralmente con-
sumidas juntamente com a polpa’.

Esta planta é originaria do Oriente Médio,
onde o Ird é o maior produtor. No entanto,
por ser facilmente adaptada em diversos
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climas, atualmente é conhecida mun-
dialmente', e com produgcdo promissora
no Brasil. A roma é comumente con-
sumida fresca ou na forma de bebidas,
sucos, compotas, geleias, medicamentos
fitoterapicos e suplementos dietéticos®. Na
medicina popular a fruta, assim como cas-
ca e as folhas da roma sido comumente
utilizadas pela sua acdo antidiarreica,
analgésica e recentemente pelo seu pos-
sivel potencial antioxidante para uso con-
tra doencas cronicas.

Com isso, a roma ganhou atencdo subs-
tancial entre os pesquisadores devido as
suas promissoras atividades biologicas,
incluindo antiin-flamatéria, antibacteriana,
antidiarreica, imunomoduladora, antitumo-
ral, cicatrizante e antifungica, atribuidas a
varios constituintes da sua sementes, cas-
ca, suco, pericarpo e folha desta arvore®.
Sua acao benéfica em diferentes doencas
parece ser devido a sua composi¢cdo de
compostos bioativos presentes tanto na
casca como ha polpa e na semente. Ela
parece conter compostos fendlicos como
antocianinas, taninos, flavonoides e
acidos fendlicos, os quais desempenham
grande importancia na inibicdo de radicais
livres, sendo assim considerada um an-
tioxidante de origem natural®.
Aparentemente a casca, polpa, sementes
flores e folhas contém elevada atividade
antioxidante® ©.

Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar
a atividade antioxidante, o conteudo total
de compostos fendlicos e o conteudo total
de flavonoides de extratos das cascas e
polpa/sementes de romas para promissor
uso pela industria alimenticia e/ou far-
macéutica.
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Método

Material biolégico

Romas vermelhas em estado de matu-
racao adequado, sem infecgcdes ou inju-
rias, foram adquiridas em trés cidades do
Mato Grosso do Sul, Brasil. Apdés aqui-
sicdo foram mantidas resfriadas e leva-
das ao laboratério de analises de ali-
mentos onde foram lavadas e higieniza-
das, apds, separadas as cascas das pol-
pas e assim obter os extratos.

Extratos

Para extracao da casca foram utilizados,
agua (100%, v.v-") e metanol (95%, v.v-")
e da polpa/semente somente metanol
(95%, v.v-")". As amostras foram todas tri-
turadas, pesadas (50 mg) e filtradas.
Apos, extraidos em sistema soxhlet por 6
horas e, a seguir, concentrados em rota-
evaporador e liofilizados. A partir da mas-
sa bruta obtida (em g) de cada extrato e
apods concentracio e evaporacao obteve-
se o peso final (em g) que com o referen-
cial de 100% calculou-se o rendimento.

Atividade antioxidante (DPPH)

Estes extratos foram submetidos aos en-
saios de 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH)
(expresso em IC50), de redugédo do mo-
libdénio (expressos em pg equivalentes
de acido ascérbico . g-'), de Folin-Cio-
calteu (expressos em pg equivalentes de
acido galico . mg-') e de cloreto de alu-
minio (mg equivalentes de rutina . mL-").
Para avaliagéo antioxidante pelo ensaio
de DPPH, os extratos aquosos foram res-
suspendidos em solugdo metandlica
(30%, v.v-") e os extratos metandlicos fo-
ram ressuspendidos em metanol, em con-
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centracdo de 10 gL-' conforme proposto
Ye et al [8]. Retirou-se entdo, os volumes
de 2,5; 1,25; 0,63; 0,30 mL da solucio
mae para avolumar em 5 mL com solugao
hidrometandlica para o extrato aquoso
(30%, v.v-"), e apenas metanol (95%, v.v-
') para o extrato metanolico, conferindo as
concentragdes de 10 gL-', 5 gL-*, 2,5 gL-,
1,25 gL-' e 0,6 g-'L, respectivamente.
Aliquotas de 50 pL foram retiradas para
entao acrescentar a solu¢cao de DPPH que
foram mantidas em repouso no escuro por
30 minutos em temperatura ambiente, e
analisadas em espectro-fotbmetro a 517
nm. O DPPH foi lido como branco. Os
resultados de atividade antioxidante foram
expressos como porcentagem de inibicao
e concentracdo inibitéria maxima ou 1C50
(gL-"), o qual apresenta a quantidade de
antioxidante necessaria para decrescer a
concentragao inicial de DPPH em 50%, ou
seja, quanto maior o consumo de DPPH
por uma amostra, menor sera seu IC50 e
maior sera sua atividade antioxidante.

Atividade antioxidante (Redu¢ao de mo-
libidénio)

Para avaliacao da capacidade antioxidante
total pelo ensaio de reducéo do molibdénio
utilizou-se metodologia descrita por de
Souza Schmidt® com pequenas modifi-
cagdes. Resumidamente, 10 mg de extrato
foram avolumados para 10 mL com
solugao hidrometandlica (30%, v.v-') para
0 extrato aquoso e solucdo metandlica
(95%, v.v-") para o extrato metandlico, ten-
do a concentracao de 1 gL-'. Adicionou-se
1 mL de molibdato de amdnio em aliquotas
de 100 pL de cada extrato ressuspendidos.
Foram entdo dispostos em banho-maria
por 90 minutos a temperatura de 95°C,

apos, deixados em repouso até ficar com
temperatura ambiente (23°C). Adicionou-se
a cada amostra 2 mL de agua destilada e
efetuou-se a leitura no espectrofotdmetro a
695 nm. Utilizou-se como branco a solug¢ao
de 1 mL de solugdo de molibdato de amb-
nio e 2 mL de agua destilada.

Os resultados obtidos foram expressos em
Mg equivalente de acido ascorbico/g de
amostra seca-".

Compostos Fenodlicos Totais

Para determinagdo do teor de compostos
fendlicos totais utilizou-se metodologia pre-
viamente descrita por de Souza Schmidt et
al [9].

Resumidamente, 5 mg de cada ex-trato foi
avolumado para 5 mL com solugao
hidrometandlica (30%, v.v-1) para o extrato
aquoso e solugdo metandlica (95%, v.v-1)
para o extrato metandlico, tendo a
concentragao de 1 gL-1.

Da solugao preparada foram retirados 100
ML e transferidos para um baldo volu-
métrico de 5 mL, sendo acrescentados a
esta aliquota 1 mL de agua destilada, 0,2
mL de reagente Folin-Ciocalteu e 0,6 mL
de carbonato de so6dio a 20%, completando
o volume com agua destilada.

A reacgao ocorreu por 90 minutos em tem-
peratura ambiente, e apds esse periodo
foram efetuadas as leituras em espec-
trofotdmetro a 750 nm.

Utilizou-se como branco para a leitura a
solugao de 1 mL de agua destilada, 0,2 mL
de reagente Folin-Ciocalteu e 0,6 mL de
carbonato de sddio a 20%, completando o
volume com agua destilada.

Os resultados foram expressos em g
equivalentes de acido galico / mg de amos-
tra de peso seco-'.
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Flavonoides Totais

Para a determinacao de flavonoides totais
foram pesados 50 mg do extrato e avo-
lumados para 25 mL com solucdo hidro-
metandlica (30%, v.v-'), para o extrato
aquoso e solugdo metandlica (95%, v.v-")
para o extrato metandlico, tendo esta so-
lugdo a concentracdo de 2 gL-' [10]. Da
solugcdo preparada retirou-se 200 pL e
transferiu-se para um baldao volumétrico
de 10 mL, sendo acrescentados a esta
aliquota 5 mL de solucéo (70% em agua e
30% em metanol) e 200 yL de cloreto de
aluminio, completando o volume com so-
lugdo padrdo (70% em agua e 30% em
metanol). A reagdo de ensaio obtida foi
deixada em repouso por 20 minutos em
temperatura ambiente, apds esse periodo
de tempo foram efetuadas as leituras no
espectrofotdmetro a 450 nm. Utilizou-se
como branco para a leitura a solucao de 5
mL de solugéo padrédo e 200 pL de cloreto
de aluminio e os resultados foram ex-
pressos em mg equivalentes de rutina.

Resultados

Na tabela 1 verifica-se a atividade antioxi-
dante a partir da percentagem de inibigéo e
concentracao inibitéria maxima dos extratos
da casca e da polpa/semente de roma. Nos
extratos obtidos a partir da casca, nas con-
centragdes mais elevadas (5gL-' e 10gL-")
houve atividade antioxidante satisfatéria e pa-
ra o extrato metandlico da polpa/ semente o
percentual de inibicao foi maior somente na
concentracdo mais alta (10 gL-"). O extrato
metandlico da casca mostrou IC50 menor
gue a concentracao inibitéria maxima do ex-
trato aquoso da casca e ambos foram me-
nores que o extrato metandlico da polpa/se-
mente apresentando, assim, maior capacida-
de de inibir os radicais de DPPH.
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Tabela 1

Porcentagem de inibicdo e concentragao
inibitéria maxima (IC50) de atividade an-
tioxidante do extrato aquoso e metandlico
das cascas da roma e do extrato metané-
lico da polpa/semente da roma.

Casca
Extrato

Polpalsemente
Extrato aquoso Extrato
ICse ICs ICs  AA
A AA® ]
(aL") (aL") (gL
10 9523 94,91 95,61

5 95,23 94,91 59,16

Concentragio
(gl)

% AA* %

25 2274 309 g28 8890 4 gag 4106

1,25 12,29 12,40 10,18

452 474

06 853 593 4.3

AA: antioxidant activity. AA em equivalentes de dcido ascorbico

A partir do ensaio de reducdo do mo-
libdénio a capacidade antioxidante total
do extrato metandlico da casca foi su-
perior (82,8 upg equivalentes de acido
ascorbico/g de amostra seca-") ao extrato
aquoso da casca (68,8 ug equivalentes de
acido ascorbico / g de amostra seca-') e
ao extrato metanolico da polpa/semente
(47,4 pg equivalentes de acido ascérbico.
g de amostra seca-'). Os extratos obtidos
a partir da casca e da polpa/semente da
roma apresentaram diferentes rendimen-
tos. O extrato aquoso da casca demons-
trou 12,15% e o metandlico rendeu
13,13%. Ja o extrato metandlico da polpa/
semente apresentou menor rendimento
(10,85%). Em estudo recente o rendimen-
to de extracdo também foi mais elevado
para as cascas que outras partes da fru-
ta™.

A tabela 2 demonstra que o teor de
fendlicos totais foi similar entre os extratos
da casca (aquoso e metandlico) e ambos
foram superiores ao extrato da polpa/
semente.

Quanto ao teor de flavonoides totais, o ex-
trato aquoso da casca se mostrou mais
eficiente, seguido pelo extrato metandlico
da polpa/semente e casca.
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Tabela 2:
Teor de fenodlicos totais e de flavonoides
totais para extratos de roma.

Casca Polpalsemente

Extrato Extrato Extrato
aquoso metandlico metanélico
Fendlicos totais
(g pquivalentes de Acdo 230,90 225,90 45,28
gilico . mg')
Flavonoides totais
(mg equivalentes de nutina . 5, 754104 1,183x104 1,613x104
mL")
Discussao

A roma é uma importante fonte de com-
postos bioativos e tem sido utilizada na
medicina popular por muitos séculos [12].
Por este motivo, o presente estudo inves-
tigou a atividade antioxidante por meio do
ensaio de DPPH e de redugao de molib-
dénio de diferentes extratos obtidos da
casca e da polpa/semente. Em adicao, ve-
rificou-se o total de fendlicos e de flavo-
noides dos mesmos extratos.

O extrato aquoso e o metanolico da casca
foram efetivos na atividade antioxidante
em ambos os ensaios. Outro estudo ja
havia demonstrado que a casca apres-
entava grande potencial antioxidante a
partir de ensaio FRAP'. A partir da ati-
vidade antioxidante pela reducdo do
DPPH os extratos aquosos mostraram
maior percentual de inibicdo que extrato
metandlico da casca de P. granatum e is-
so foi similar a outro estudo™.

Em outro estudo, o extrato aquoso foi mais
eficiente que o etandlico para extracao nas
cascas'. Ja o extrato metandlico da casca
apresentou atividade antioxidante seme-
Ihante ao estudo de Jardini et al. (2007)
que obteve 93,09% de inibigdo do DPPH
16.

Por exemplo, Zeghad e colaboradores'”
encontraram IC50 = 0,6 mg/mL e EL-
Aguel E colaboradores IC50 0.98018 para

extratos de cascas de roma. Autores jus-
tificam que essas discrepancias entre valo-
res de atividade antioxidante podem ser
devido as diferentes condigdes ambientais
e experimentais, como o estagio de desen-
volvimento, temperatura de secagem, ar-
mazenamento e método de extracdo utili-
zados nos estudos. Ampla variancia nos
valores conforme as diferentes cultivares e
os diferentes solventes e percentuais ex-
tratores de atividade antioxidante e de total
de compostos fendlicos sao referidos na
literatura, tanto para casca como para pol-
pa e semente'’.

Os valores de IC50 para atividade antioxi-
dante de extratos de diferentes variedades
de roma variaram de 0,00176 a 0,00309
gL-"[19], apresentando valores abaixo dos
encontrados no atual estudo (IC*° de 2,11
gL-"). A partir do teste de molibdénio, a
capacidade antioxidante total foi de 82,8,
68,8, e de 47,4 ug de equivalentes de
acido ascorbico. g-', respectivamente, para
extratos metandlicos e aquosos da casca e
metanolicos da polpa/semente. Autores de-
monstraram que diferentes variedades de
sucos de casca de roma mostraram va-
lores maiores que os atuais, sendo de
90,95 até 135,07 equivalentes de acido
ascorbico. g-'. Em estudo em que o extrato
metanolico da casca da roma mostrou a
maior atividade antioxidante entre todos os
extratos (agua e acetato de etila), ele foi
selecionado para testar seu efeito na
peroxidacao lipidica, atividade de elimi-
nacédo de radicais hidroxila e oxidagao de
lipoproteina de baixa densidade (LDL)
humana demonstrando efeitos benéficos. A
capacidade do extrato metandlico de casca
de romé& tem elevada capacidade de extin-
guir os radicais hidroxila e parece estar di-
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retamente relacionado com a prevencgio
da propagacado do processo de peroxi-
dacéo lipidica e eliminagcdo de espécies
ativas de oxigénio, reduzindo assim a taxa
de reacdo em cadeia prevenindo especial-
mente doengas crénicas® como obesi-
dade, dislipidemias e diabetes?'.

A casca demonstrou maior capacidade de
potencial de combate aos radicais livres
comparado a polpa/semente, alguns auto-
res referem até que capacidade antio-
xidante da casca é pelo menos 10 vezes
maior que a polpa e a semente®.

Ja o total de compostos fendlicos foi
superior nos extratos aquosos da casca
(230,90 pg equivalentes de acido galico.
mg-"'), seguido de extratos metandlicos da
casca (225,90 ug equivalentes de acido
galico. mg-') e por fim extratos
metanolicos da polpa/semente (45,28 ug
equivalentes de &cido galico. mg-').
Valores do teor de fendlicos totais ana-
lisados por El-Beltagi et al.[14] a partir de
extrato aquoso (5,14 pg de equivalentes
de pg equivalentes de acido galico. mg-")
e metandlico (4,91 pg equivalentes de
acido galico. mg-') das cascas de roma
foram inferiores aos achados deste estu-
do.

Outro estudo também referiu que extratos
metandlicos da casca demonstraram 27%
a mais de compostos fendlicos totais e
80% a mais de atividade antioxidante
comparados aos extratos aquosos de ro-
ma=,

A casca contém majoritariamente elagita-
ninos (punicalagina e derivados do acido
elagico), seguido por flavonoides (catequi-
na, galocatequina e derivados da querce-
tina, acidos fendlicos e antocianinas’®.
Outro estudo refere que a casca de roma
apresenta acido galico e flavondides
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(quercetina, kaempferol e glicosideos lute-
olina)* e a polpa possui acido elagico®
além de conter compostos fendlicos
como: antocianinas (delfinidina, cianidina
e pelargonidina), quercetina, acidos
fendlicos (caféico, catequinico, clorogéni-
co, orto e paracumarico, elagico, galico e
quinico) e taninos (puni-calagina)®. Neste
estudo, o teor de flavonoides também foi
mais elevado na casca (extrato aquoso:
5,754x10-* e metandlico 1,183x10-* em
mg de equivalentes de rutina. mL-') com-
parados a polpa/semente (1,613x10-* mg
de equivalentes de rutina. mL-') entre-
tanto, estes resultados foram inferiores ao
encontrado por Barros [27] de 5,85 mg de
equivalente de quercetina por g de amos-
tra.

Cabe destacar que no mesmo extrato
(aquoso da casca) com maior teor de fe-
nolicos totais e conteudo de flavonoides
totais foi também o de maior atividade
antioxidante. Isso também foi demostrado
por outros autores™ que referem que
grande quantidade de compostos fené-
licos contidos no extrato da casca pode
estar diretamente associada a sua forte
capacidade antioxidante'?. Os extratos
obtidos de diferentes partes desta planta,
incluindo casca de frutas, sementes e fo-
Ihas, exercem diversos beneficios a saude
e ja foi reportado na literatura efeitos
antidiabéticos, anti-hipertensivos, antimi-
crobianos e antitumorais para (Punica
granatum, L.)*®®. A casca parece ter
potencial para uso na industria alimenticia
€ na producao de nutracéuticos ou ainda
em formulagdes concentradas®.

Conclusoes
O extrato metandlico das cascas da roméa

(Punica granatum, L.) apresentou maior
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IC*® mais efetivo e atividade antioxidante
total, seguido do extrato aquoso das
cascas de roméa que apresentou o maior
teor de fendis totais e flavonoides, en-
quanto o extrato metandlico da polpa de
roma apresentou menor resultado para to-
dos os ensaios realizados.

Por fim, o extrato metandlico das cascas
da romé se destacou neste estudo e foi o
extrato com maior quantidade de com-
postos fendlicos totais e flavonoides totais.
Pode-se considerar que o consumo da fru-
ta pode ser efetivado de diferentes formas,
ou seja, através de xaropes que utilizem
tanto as cascas como a polpa, através de
sucos e chas ou até mesmo consumindo
in natura para que seja aproveitado ao
maximo os beneficios da fruta.
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