Farmacopeia Brasileira, 72 edicdto PM151-00

ROMA, pericarpo

Punicae granati pericarpium

A droga é constituida por porg¢des secas do pericarpo do fruto de Punica granatum L., contendo, no
minimo, 5,0 % de polifenais totais, expressos em acido elagico (C14HsNOg, 302,20).

IDENTIFICACAO
A. Descricdo macroscopica

O exocarpo consiste em porc¢des irregulares de até 5,0 cm de comprimento e até 2,5 cm de largura;
espessura com até 0,9 cm. A superficie externa, em vista frontal, é amarelo-avermelhada a castanho-
amarelada e aspera. Sdo observadas varias lenticelas. A superficie interna, em vista frontal, é
amarelada a pardo-amarelada e rugosa. Algumas por¢oes evidenciam restos do célice persistente.

B. Descrigdo microscopica

O exocarpo é formado por epiderme unisseriada e coberta por cuticula espessa e lisa. Em vista frontal,
as paredes anticlinais das células epidérmicas sdo retas e espessas. Varias lenticelas estdo distribuidas
uniformemente no exocarpo. Subjacente as células epidérmicas ocorre parénquima formado por
varias camadas de células arredondadas e retangulares onde sdo observados feixes vasculares
colaterais, células esclerenquimaticas arredondadas ou irregulares, isoladas e células pétreas isoladas
ou em grupos. O mesocarpo é bem vascularizado e préximo ao floema ocorrem drusas de oxalato de
calcio. Ocorrem fibras de parede espessada e lignificada, evidenciando pequeno limen e medindo de
80-150 um de comprimento e 20-30 um de largura. Pequenos graos de amido, circulares e medindo
cerca de 5 um estdo distribuidos nas regiGes mais internas do mesocarpo.

C. Descricdo microscopica do pd

O po atende a todas as exigéncias estabelecidas para a espécie, menos 0s caracteres macroscopicos.
P6 de coloracdo pardo-clara. Sdo observados: fragmentos de epiderme com células conforme
descritas, em vista frontal; fragmentos de epiderme com lenticelas, em vista frontal; fragmentos da
epiderme, em seccdo transversal, apresentando cuticula espessa e lisa; fragmentos de parénguima, em
seccao transversal, contendo feixes vasculares; fragmentos do parénquima, em seccéo transversal
contendo drusas de oxalato de calcio; fragmentos do parénquima, em sec¢do transversal, com porcées
de feixes vasculares, fibras observadas em vista longitudinal; drusas isoladas; porcdes de elementos
traqueais com espessamento helicoidal, em vista longitudinal; pequenos graos de amido.

D. Proceder conforme descrito em Cromatografia em camada delgada (5.2.17.1).

Fase estacionaria: silica-gel GF2s4 (0,25 mm).

Fase movel: tolueno, acetato de etila e acido formico (4:8:2).

Solugdo amostra: pesar, com exatiddo, em baldo de fundo redondo de 50 mL, cerca de 0,25 g da
droga em po (250 pum) e adicionar 12,5 mL de metanol. Adicionar pérolas de vidro ao baléo e levar
a refluxo em banho maria (85 - 95 °C) por 20 minutos. Resfriar o extrato, filtrar, através de algodao,

para baldo volumétrico de 25 mL e completar o volume com 0 mesmo solvente. Diluir, transferindo
uma aliquota de 1 mL para baldo volumétrico de 5 mL e completar o volume com metanol.
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Solucéo referéncia: preparar uma solucgéo a 260 pg/mL de punicalaginas e 50 pg/mL de acido elagico
em metanol.

Revelador (1): dissolver 5 g de Polietilenoglicol 4000 em metanol e completar o volume para 100 mL
com 0 mesmo solvente.

Revelador (2): preparar uma solugéo de cloreto férrico a 5% em agua.

Procedimento: aplicar em duas cromatoplacas, separadamente, em forma de banda, 25 uL da
Solugdo amostra e da Solucdo referéncia. Desenvolver o cromatograma por 10 cm. Remover a
cromatoplaca, deixar secar ao ar por 15 minutos, em ap0s secar, em estufa, a temperatura entre 100
°C e 105 °C durante 10 minutos. Deixar esfriar e nebulizar a primeira placa com o difenilborato de
aminoetanol SR, secar a placaa temperatura entre 100 °C e 105 °C durante 5 minutos, em seguida
nebulizar com Revelador 1, secar a placa a temperatura entre 100 °C e 105 °C durante 5 minutos
(visualizar a placa em 365 nm). Nebulizar a segunda placa com o Revelador 2 e deixar secar ao ar
por 15 minutos (visualizar a placa na luz visivel).

Resultados: no esquema a seguir ha as sequéncias de zonas obtidas com a Solucéo referéncia e a
Solucdo amostra. Outras zonas podem ocasionalmente estar presentes.

Parte superior da placa 1 Parte superior da placa 2

Acido Elégico: zona

Acido Eléagico: zona
de fluorescéncia

zona de fluorescéncia de coloracio preta

zona de coloragdo preta

zona de fluorescéncia

— Punicalaginas: zona o — Punicalaginas: zona de col 3
de fluorescéncia zona de fluorescéncia de coloragdo preta zona de coloragdo preta

zona de fluorescéncia

Solucdo Referéncia Solucdo Amostra Solucao Referéncia Solucdo Amostra

TESTES
Agua (5.4.1.4). Método Gravimétrico. No maximo 12,0 %.
Cinzas totais (5.4.2.4). No maximo 16,0%.

Contagem do numero total de micro-organismos mesofilos (5.5.3.1.2). Cumpre o teste.
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Metais pesados (5.4.5). Cumpre o teste.
Pesquisa de micro-organismos patogénicos (5.5.3.1.3). Cumpre o teste.

Residuos de agrotoxicos (5.4.3). Cumpre o teste.

DOSEAMENTO

Polifenais totais, expressos em acido elagico

Proceder conforme descrito em Cromatografia a liquido de alta eficiéncia (5.2.17.4). Utilizar
cromatografo provido de detector ultravioleta a 256 nm; pré-coluna empacotada com silica
octadecilsilanizada, coluna de 150 mm de comprimento e 4,6 mm de diametro interno, empacotada
com silica octadecilsilanizada (5 um), mantida a temperatura de 30 °C; fluxo da fase mdvel de
0,7mL/minuto.

Eluente A: 4gua e 4cido trifluoracético (100:0,01, v/v).

Eluente B: acetonitrila e acido trifluoracético (100:0,08, v/v).

Gradiente de fase movel: adotar sistema de gradiente descrito na tabela a seguir:

(nT]ien”[‘J'fgs) Eluente A (%) | Eluente B (%) Eluicio
0-20 100 > 75 0->25 gradiente linear
20-23 75> 50 25> 50 gradiente linear
23-25 50->0 50 100 gradiente linear
25-27 0 100 isocrética
27-28 0-> 100 100> 0 gradiente linear
28-33 100 0 isocratica

Solugdo amostra: pesar, com exatiddo, em baldo de fundo redondo de 50 mL, cerca de 0,25 g da
droga em p6 (250 pm) e adicionar 12,5 mL de metanol. Adicionar pérolas de vidro ao baldo e levar
a refluxo em banho maria (85 - 95 °C) por 20 minutos. Resfriar, filtrar, através de algodao, para baldo
volumétrico de 25 mL e completar o volume com o mesmo solvente. Diluir o extrato, transferindo
uma aliquota de 1 mL para baldo volumétrico de 5 mL e completar o volume com metanol. Filtrar
por membrana 0,45 pum.

Solucéo referéncia: Dissolver 5 mg de acido elagico (pureza 95 %) em metanol e completar o volume
para 50 mL com o mesmo solvente. Pipetar, 1050 pyL desta solucéo e completar o volume para 5 mL
com 0 mesmo solvente (20 pg/mL).

Procedimento: injetar, separadamente, 5 puL da Solugdo referéncia e da Solucdo amostra em
triplicata, registrar os cromatogramas e medir as areas sob o0s picos. Os tempos de retencdo das
punicalaginas o e f3, na solu¢gdo amostra foram de aproximadamente 10,5 e 12,1 minutos e do 4cido
elagico, na solucdo amostra e de referéncia de aproximadamente 18,6 minutos. Calcular o teor de
polifendis totais, expressos em &cido elagico,na amostra, a partir da substancia referéncia. O resultado
é expresso pela média das determinacfes em porcentagem de droga vegetal, considerando a
determinacdo de agua, segundo a expressao:

Cpx[(ZA FR) + (4
TFT% = px[(ZAaBx FR) + (Aae)] xFDx 100
Apxm
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em que,

TFT = Teor de polifendis totais expressos em acido elagico % (p/p);

Cp = concentracdo da solucdo de referéncia de acido eldgico em g/mL, considerando pureza do
padréo;

YAop = somatorio das areas dos picos correspondentes as punicalaginas o ¢ f no cromatograma
obtido com a solucdo amostra;

Aae = area do pico correspondente ao acido elagico no cromatograma obtido com a solugdo amostra;
Ap = éarea do pico correspondente ao &cido elagico no cromatograma obtido com a solucéo
dereferéncia,;

FR = Fator de resposta para as punicalagina (3)

m = massa da amostra, em gramas, utilizada na preparagéo da solu¢do amostra, considerando a perda
por dessecacdo;

FD = Fator de diluicdo da amostra (125).

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Em recipiente hermeticamente fechado ao abrigo da luz e do calor.
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Figura 1 — Aspectos macroscopicos e microscépicos e microscépicos do pé em Punica granatum L.

As escalas correspondem em A-C a1 cm; em D-L a 50 pm.

A — representacdo esquematica da superficie externa (ex) da casca, em vista frontal contendo calice persistente (ca). B —
representacdo esquematica da superficie interna (in) da casca, em vista frontal contendo célice persistente (ca). C—
representacdo esquematica da superficie interna da casca, em vista frontal. D — representacdo histolégica da casca, em
seccdo transversal, mostrando célula esclerenquimatica (ce); células parenquimaticas (pa); cuticula (ct); epiderme (ep);
feixes vasculares (fv); grupo de células pétreas (cp). E — fragmento do parénquima contendo feixe vascular: floema (fl) e
xilema (xi). F — fragmento de parénquima contendo grupo de células pétreas (cp). G — Grupo de células contendo drusas
(dr). H — Esclereides isoladas (es). | — fragmento contendo células epidérmicas (ce) em vista frontal. J — fragmento de
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parénquima contendo elementos de vaso com espessamento helicoidal (eh). K — fibra (fi) isolada em vista longitudinal.
L — Gréos de amido (ga).



