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RESUMO

Origindria da india, a castanhola, cujo nome cientifico é Terminalia catappa Linn, uma espécie
da familia das Combretdceas, € uma arvore exética distribuida nas regides costeiras e bem
adaptada as condi¢des de clima e solos do Brasil, inclusive no semidrido nordestino. Embora
seja bem difundida em solo brasileiro, estudos sobre a referida espécie ainda sdo bastante
escassos na literatura. Componentes quimicos presentes na 7. catappa podem ser benéficos
farmaceuticamente, porém pode vir apresentar toxicidade para animais que venham utiliza-la
como alimento. Este trabalho teve como objetivo caracterizar fisica e quimicamente o fruto e,
avaliar o potencial toxicoldgico das folhas da castanhola (Terminalia cappata Linn) utilizando
o bioensaio com Artemia salina Leach, além de verificar a possibilidade de uso da polpa do
fruto como identificador natural de acidos e bases. Todas as andlises foram desenvolvidas no
Laboratério de Bioquimica e Biotecnologia de Alimentos (UFCG/CES). Os frutos de
castanhola utilizados para o referido estudo foram coletados de drvores adultas das vias publicas
da cidade de Cuité — PB, situada na regido do Curimatau Paraibano. As caracteristicas fisicas
do fruto in natura determinadas no estudo foram: massa total, massa da polpa, massa do carocgo,
massa da améndoa, altura, largura e densidade em 4gua e dleo. Foram realizadas andlises
quimicas de teor de dgua, pH, acidez tituldvel, residuo mineral, °Brix e teores de minerais.
Utilizou-se extratos alcodlico e aquoso da polpa do fruto da castanhola para identificacao de
diferentes pHs, por visualizacdo de coloracdo. Também se determinou a concentracgao letal 50%
(CLs0) do extrato etandlico da folha da castanhola, como parametro de toxicidade. A polpa do
fruto da castanhola apresentou teor de dgua de 87,39 %, pH de 4,67, acidez tituldvel de 9,3% e
a folha da castanhola apresentou teor de agua de 77,31 %, pH de 4,57 e acidez titulavel de
10,29%. O teor de s6lidos soluveis para o fruto da castanhola 7,75°Brix. A folha da castanhola
apresentou altos valores de minerais, destacando-se o K (41,24%), Ca (32,84%) e o Fe
(15,02%), sendo estes teores consideravelmente acentuados para a alimentacdo. Os extratos
brutos (alcodlico e aquoso) da polpa do fruto da castanhola assumem diferentes coloracdes que
podem ser identificadas por observacao visual, definindo- se escalas de pH em fun¢do da cor
da solucdo resultante. Para a folha da castanhola encontrou-se um valor de CLs¢ igual a 452,573
ug.mL!. Deste modo a avaliacio de toxicidade testada frente a A. salina mostrou toxicidade
moderada, no entanto bioensaios mais especificos devem ser encorajados, a fim de confirmar
estas conclusdes.

Palavras-chave: Biometria; Artemia salina; Identificador de pH; Castanhola



ABSTRACT

Originally from India, the castanets, whose scientific name is Terminalia catappa Linn, a
species of the family of Combretédceas, is an exotic tree distributed in coastal regions and well
adapted to the climate conditions and soils of Brazil, including in the semi-arid northeast. While
it is widespread in Brazilian soil, studies of the species are still quite scarce in the literature.
Chemical components present in 7. catappa pharmaceutically can be beneficial, but may come
to present toxicity to animals that may use it as food. This study aimed to characterize physically
and chemically the fruit and assess the toxicological potential of castanets leaves (Terminalia
cappata Linn) using the bioassay Leach brine shrimp, and to identify the possibility of using
the pulp of the fruit as natural acid identifier and base. All analyzes were performed at the
Laboratory of Biochemistry and Biotechnology of Food (UFCG /CES). Castanet of the fruits
used for this study were collected from adult trees of public roads in the city of Cuité - PB,
located in Curimatad region. The physical characteristics of the fruit in natura determined in
the study were: total mass, pulp mass, core mass, almond mass, height, width and density in
water and oil. Chemical analysis of water content were held, pH, titratable acidity, mineral
residue, ° Brix and mineral contents. We used alcohol and aqueous extracts of castanet the fruit
pulp to identify different pHs, for color display. Also determined the lethal concentration 50%
(CLs0) of the ethanol extract of the leaf castanets, as a parameter of toxicity. The pulp of the
fruit of the castanet presented 87.39% of water content, pH of 4.67, a titratable acidity of 9.3%
and the sheet showed a castanet water content 77.31%, pH 4.57 and titratable acidity of 10.29%.
The soluble solids content for the fruit of castanets 7.75 ° Brix. The sheet showed high castanet
mineral values, especially K (41.24%), Ca (32.84%) and Fe (15.02%), and these yields
considerably sharp for feeding. The crude extract (alcoholic and aqueous) of the castanet fruit
pulp assume different colorings that can be identified by visual observation, if definindo- pH
ranges depending on the color of the resulting solution. For leaf castanets found yourself a CLso
value of 452.573 pug.mL!. Thus the evaluation of toxicity tested opposite saline A. showed
moderate toxicity, but more specific bioassays should be encouraged to confirm these findings

Keywords: Biometrics; Artemia salina; pH identifier; Castanets
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1 INTRODUCAO

A Terminalia catappa Linn pertencente a familia Combretaceae, conhecida como
castanholeira, chapéu-de-sol e, mais popularmente como, castanhola. E uma arvore nativa da
India, com altura variando entre 25 e 45 m. As espécies do género Terminalia sio amplamente

distribuidas em regides tropicais e subtropicais (COLLINS et al.,1992).

Diversos estudos tém sido realizados sobre as propriedades bioldgicas dessa espécie na
saude humana, sdo descritas varias atividades como anti-inflamatodria, antitumoral, antiviral e
antidiabética. As folhas da 7. catappa sdo utilizadas para fins terap€uticos aproveitados como

forma de bebida (chd) (PETERSON et al., 1978).

A fruta possui polpa comestivel, apesar de muitas vezes, ndo serem aproveitadas, por
ser fibrosa e apresentar sabor ndo muito agraddvel. Dados sobre a composi¢cdo quimica de
alimentos ndo comuns sdo praticamente insuficientes e a fruta da 7. Catappa pode vir a
constituir uma opcao para auxiliar na suplementacdo de dietas da populagdo. O conhecimento
da composi¢ao quimica de alimentos e o valor nutricional destes é de fundamental importancia
para vdrias atividades, tais como: o estabelecimento de dietas adequadas, para recomendacgdo
de uma alimentagdo balanceada a grupos populacionais e desenvolvimento de novos produtos

(LAJOLO et al., 1995).

Componentes quimicos presentes na 7. catappa podem ser benéficos
farmaceuticamente, porém pode vir apresentar toxicidade para animais que venham utilizé-la

como alimento (MARACAIJA et al., 2010).



12

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar fisica e quimicamente o fruto e, avaliar o potencial toxicoldgico das folhas
da castanhola (Terminalia cappata Linn) utilizando o bioensaio com Artemia salina Leach, e

verificar a possibilidade de uso da polpa do fruto como identificador natural de 4cidos e bases.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar fisicamente o fruto in natura da castanhola (massa, densidade e biometria);

e Analisar quimicamente a polpa do fruto e as folhas da castanhola;

e Investigar a utilizagdo da polpa do fruto da castanhola como identificador natural de

acidos e bases;

e Avaliar a toxicidade do extrato etandlico bruto das folhas da castanhola frente a

Artemia Salina Leach;

e Determinar a concentracdo letal 50% (CLso) do extrato etan6lico como parametro de

toxicidade.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 CONSIDERACOES GERAIS

A Terminalia catappa Linn pertencente a familia Combretaceae, conhecida como
castanholeira, chapéu-de-sol e mais popularmente como castanhola, ¢ uma 4rvore nativa da
India. As espécies do género Terminalia sao amplamente distribuidas em regides tropicais e

subtropicais (COLLINS et al.,1992).

A castanhola (Figura 1) € bastante utilizada na arborizagdo urbana e rural no Brasil, por
ser tolerante a salinidade, adaptdvel a diferentes solos, incluindo os inférteis e arenosos (DE
PAULA, 2008) e ser resistente ao efeito dos ventos, além de fornecer sombra, que € muito util
em regides quentes como nos litorais. E uma drvore que possui uma copa ampla (GONZALES-
MENDOZA et al., 2006; THOMSON & EVANS, 2008), com altura variando entre 25 ¢ 45 m
(COLLINS et al.,1992). O tronco ereto, com casca de coloragdo parda e dspera e, sua madeira

€ muito resistente e de boa qualidade (DE PAULA, 2008).

Figura 1. Castanhola (Terminalia catappa Linn) do municipio de Cuité, PB

Fonte: Dados da Pesquisa.
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As arvores perdem suas folhas uma ou duas vezes ao ano durante os periodos secos,
florescem e frutificam anualmente, mas em muitas dreas como no Havai, Fiji e Tonga,

frutificam e florescem continuamente ao longo do ano (THOMSON & EVANS, 2006).

As folhas sdo de tamanho grande, com formato ovalado e de coloragdo verde (Figura
2A), no outono antes de cairem mudam de cor, ficando amarelas e vermelhas (Figura 2B), por
isso, € utilizada como darvore ornamental (DE PAULA, 2008). Possuem propriedades
antioxidantes (CHYAU et al., 2006, LIN, 1992; LIN et al., 1997; CHEN et al., 2000),
anticancerigenas (CHEN & LI, 2006), anti-inflamatérias (GAO et al., 2006), analgésicas

(RATNASOORIYA et al., 2002), antiparasitérias e antifingicas (CHITMANAT et al., 2005).

Figura 2. Folhas da castanhola. A. Folhas de coloracao verde. B. Folhas amarelas e
vermelhas

Fonte: Dados da Pesquisa.

Na india e em outros paises orientais, as folhas t€m sido usadas na medicina popular
como antitérmico e, em Taiwan s@o usadas para prevenir hematomas e no tratamento da
hepatite. Ainda h4 relatos na literatura de outras indica¢des como coélicas e hemorroidas (LIN,

1992; LIN et al., 1997; CHEN et al., 2000).

Devido a utilizagdo crescente de fitoterdpicos na aquicultura, os extratos aquosos das
folhas secas t€ém sido utilizados como opg¢do para o controle de enfermidades (parasitos

metazodrios e protozodrios) nos peixes (CLAUDIANO et al., 2009).
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Além de ser amplamente utilizada na drea medicinal, as folhas ainda podem ser
utilizadas para reduzir o pH da dgua, através de substancias liberadas de coloragcdo marrom que
sdo ricas em 4cido hiimico, dcido tanico e alguns flavondides, especialmente quercetina (anti-
inflamatdrios) e kaempferol (como anticoagulante, antialérgico, anti-inflamatério, antivirético
e diurético). Uma tnica folha em 60 L de dgua potavel com pH inicialmente neutro, baixa o pH
para 6,6 em 3 ou 4 dias. (FORMIGARI & FORMOSURA, 2008).

Os frutos da castanhola sao comestiveis de coloragdo verde, passando a amarelo e
vermelho quando maduros. E constituido por uma casca ou tecido delgado, pouco esponjoso
(exocarpo), pela polpa (mesocarpo) de aspecto carnoso, esponjoso e fibroso (IVANI, 2008) e
em seu interior por um caro¢o duro (endocarpo), contendo a semente comestivel (améndoa),
que é revestida por uma pelicula (Figura 3) (VARESCHI, 1979 apud GONZALEZ-
MENDOZA et al., 2006).

Figura 3. Fruto da castanhola Terminalia catappa Linn

carogo

Fonte: Dados da Pesquisa.

Segundo os diciondrios Michaelis (2000) e Ferreira et al. (1993), o termo améndoa pode
ser dado aos frutos provenientes de muitas arvores que produzem sementes oleaginosas,
incluindo a espécie T. cattapa. Esse termo também pode designar o caro¢o que contém a

semente ou qualquer semente contida em caroco. Segundo esses diciondrios, 0s termos noz e
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castanha também podem dar nome a esses frutos. A palavra améndoa € usada neste trabalho

para designar a semente oleaginosa comestivel desse fruto.

Por ser muito encontrada nos litorais, a castanhola possui adaptacdes morfolégicas do
seu fruto que permitem a sua dispersdo pelas correntes marinhas por longas distancias, o carogo

¢ cilindrico, de casca resistente e fibrosa (NAKANISHI, 1989).

A Tabela 1 mostra algumas aplicagdes medicinais de 7. catappa, a parte da planta

utilizada e sua aplicacdo, segundo Formigari & Formosura (2008).

Tabela 1. Algumas aplicacoes medicinais da 7. catappa

Parte aproveitada Indicacoes

Raiz e casca Disenteria
Febre gastricas e biliares
Vermes intestinais

Folha Antioxidantes, anticancerigenas Anti-
inflamatorias Analgésicas,
Antiparasitarias Antifungicas

Oleo doce da améndoa Emulsdes peitorais
Fruto verde Adstringente
Fruto maduro Laxante
Outras indicacoes Ejaculacgao precoce
Antiespasmodica, antibidtica

Anticarcinogénica, Afrodisiaca
Anti-séptica

Fonte: Adaptada de Formigari & Formosura (2008).

SANTOS & TEIXEIRA (2010) usaram o carogo da 7. catappa Linn como substrato
para o cultivo de orquideas das espécies Oncidium flexuosum Sims, Dendrobium nobile Lindl
e Brassavola tuberculata Hook. Foram analisados os seguintes parametros: altura da parte
aérea, didmetro dos pseudobulbos, nimero de pseudobulbos e pH. As orquideas desenvolvidas
em substrato de 7. catappa e em xaxim apresentaram alturas da parte aérea, didmetro dos
pseudobulbos e nimero de pseudobulbos equivalentes. O substrato de 7. catappa mostrou baixa

velocidade de decomposi¢do, o que manteve a sua boa capacidade de aeracdo, desenvolvimento
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das raizes e valor de pH préximo ao encontrado para o xaxim e, dessa forma, apresentou-se

vidvel como substituto ao xaxim para o cultivo das orquideas avaliadas.

Pode-se retirar, da améndoa da castanhola, 6leo comestivel de alta qualidade ou
transforma-la, ainda, em farinha para uso na alimentag¢ao animal (MOREIRA et al. 2000). Para
estes autores, a castanhola pode vir a proporcionar uma alternativa muito importante no

processo de desenvolvimento agroindustrial da regido nordeste do Brasil.

Segundo Santos et al. (2008), o teor de 6leo nas améndoas € de 49%, o que permite sua
exploracdo econdmica. Dessa quantidade de lipidios, 32% sao de 4cido oléico e 28% de acido
linoléico. Os autores afirmam que o biodiesel produzido a partir da castanhola pode ser utilizado
como substituto para o diesel de petréleo.

As flores sdo em formato de espigas alongadas, com pequenas flores de coloracio
creme, e ocorrem no verdao (FRANCO, 2012).

Componentes quimicos presentes na 7. catappa podem ser benéficos
farmaceuticamente, porém pode vir apresentar toxicidade para animais que venham utiliza-la
como alimento. Extratos de flores de T. catappa foram servidos como alimento para abelhas
Apis mellifera em ambiente controlado. As abelhas permaneceram vivas até os 19 dias e para
as tratadas com 0,25%, 0,50% e 1,0% respectivamente apresentaram mortalidades aos 13, 11 e
10 dias, sugerindo que existe um efeito toxico do macerado obtido a partir de flores de T.

catappa as operdrias (MARACAIJA et al., 2010).

3.2 TOXICIDADE FRENTE A Artemia Salina Leach

A presenga de compostos toxicos naturais em alguns alimentos vegetais ¢ um fato
relativamente comum que evidencia a necessidade de se dispor de técnicas analiticas eficientes

na detec¢do de tais substincias (GARCIA et al., 2009).

O estudo da toxicidade das substancias quimicas se alcanca por meio de experimentos
em laboratdrio utilizando animais. A finalidade dos testes de toxicidade é de prever os efeitos
téxicos nos sistemas bioldgicos e dimensionar a toxicidade relativa das substincias (FORBES

& FORBES, 1994).

A avaliacao de toxicidade geral é considerada fundamental como bioensaio preliminar
no estudo de substancias com propriedades bioldgicas. O primeiro tipo de teste toxicoldgico a

que sao submetidos os compostos é de agudo-letal, que consiste de uma andlise apds curta
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exposicao (24 — 48h) do composto com o organismo bioindicador. Nesse teste obtém- se uma
taxa de sobrevivéncia deste ao produto testado, ou seja, a concentracdo ou dose letal mediana

(CLso ou DLso, respectivamente), capaz de causar a mortalidade em 50 % dos organismos em

estudo (OLIVEIRA, BARBOSA E OKUYAMA, 2008).

Dentre esses bioensaios, t€ém-se a toxicidade sobre Artemia salina, que é um
microcrusticeo de dgua salgada frequentemente usada como alimento para peixes. O baixo
custo utilizando da A. salina favorece o uso em varios estudos e simplicidade com que pode

ser manipulado (CASTRO et al, 2010).

Apesar do avango tecnoldgico, o método do ensaio de letalidade frente a A. salina é
muito utilizado e tem permanecido nas publicacdes cientificas. Este ensaio tem a capacidade de
determinar dados de grande utilidade de forma répida, econdmica e com reprodutibilidade, e de
ser um procedimento simples, devido & estas caracteristicas, esta metodologia vem sendo
utilizada em dreas como sintese de medicamentos, farmacologia, neurologia, quimica, meio

ambiente, ecologia, screening bioldgico e outros (HIROTA et al., 2012).

A A. salina esta em constante estado de locomocgdo, pois sd@o animais filtradores que
dependem disso para alimentar-se e respirar. Pode reproduzir-se de duas maneiras
distintas: viviparamente, na qual ocorre liberacao direta de nduplios, ou oviparamente na qual
os embrides se desenvolvem até a fase de géstrula e se encapsulam nesse estdgio dentro de uma
casca interrompendo seu metabolismo e podendo permanecer como cisto durante longo periodo
de tempo. Esse ciclo de vida relativamente curto favorece seu uso em testes de toxicidade aguda

e cronica (ASEM, 2008).

A maioria de experimentos que visam testar a toxicidade utilizam modelos baseados em
ratos em crescimento, apresentando desvantagens para o método como o gasto de quantidade
de amostra e o elevado custo (RIOS, 1995). Estudos comprovam a acdo téxica de vdrias

substancias naturais ao crustaceo A. salina (RIOS, 1995; NASCIMENTO et al., 2008).


http://pt.wikipedia.org/wiki/Viviparidade
http://pt.wikipedia.org/wiki/Ovoviv%C3%ADparo
http://pt.wikipedia.org/wiki/Embri%C3%A3o
http://pt.wikipedia.org/wiki/G%C3%A1strula
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3.3 INDICADORES DE pH

Os indicadores 4cido-base sdo substincias organicas, quando fracamente dcidas
dizemos que sdo indicadores dcidos ou quando sao fracamente basicas chamamos indicadores
basicos. Identificadores visuais sdo substincias capazes de mudar de cor dependendo das
propriedades fisico-quimicas da solu¢do na qual estdo inseridos, em funcdo de diversos fatores,
tais como pH. Podem ser classificados de acordo com o mecanismo de mudanga de cor ou os
tipos de titulacao nos quais sdo aplicados. Em 1835, Marquat, realizando estudos com diversas
espécies vegetais, propds o termo antocianinas (do grego: anthos = flores; kianos = azul) para
se referir aos pigmentos azuis encontrados em flores. Somente no inicio do século XX,
Willstitter e Robinson relacionaram as antocianinas como sendo os pigmentos responsaveis
pela coloracdo de diversas flores e que seus extratos apresentavam cores que variavam em

funcdo da acidez ou alcalinidade do meio (TERCI & ROSSI, 2002).

As antocianinas formam um dos grupos de pigmentos mais amplamente distribuido no
reino vegetal. Estes compostos sdo responsdveis por uma larga faixa de cores da maioria dos
vegetais comestiveis, incluindo azul, roxa, violeta, magenta, vermelha e alaranjada
(FENNEMA, 1996; MALIEN-AUBERT er al., 2001). Trata-se de corantes naturais com
interessantes propriedades que vao além da cor que produzem, pois podem ter diversas
aplicacodes. Para as flores e frutas, a coloragcdo resultante da presenca de antocianinas pode
representar um fator adicional para atragdo de agentes polinizadores, o que tem importante
papel no ciclo reprodutivo das plantas. Além disso, pode-se considerar que, nas frutas, a
presenca de antocianinas favoreca o sabor adocicado, pois durante o amadurecimento, ocorre
degradacdo dos corantes com liberacdo de actcar. Mas, esses compostos sdo muito delicados
e, por isso, dificeis de serem obtidos a partir de fontes naturais, conservados e aplicados.

(UCHIDA, 2014; TERCI & ROSSI, 2002)

A propriedade das antocianinas por apresentarem cores diferentes, dependendo do pH
do meio em que elas se encontram, faz com que estes pigmentos possam ser utilizados como
indicadores naturais de pH. Foi notado que as antocianinas possuem coloracdo avermelhada em
meio 4cido, violeta em meio neutro e azul em condi¢des alcalinas. Atualmente, sabe-se que as
antocianinas, pigmentos da classe dos flavondides, sdo responsdveis pelas cores: azul, violeta,

vermelho e rosa de flores e frutas (TERCI & ROSSI, 2002).

A pigmentacdo natural presente no fruto da castanhola indica a presenca de

antocianinas, componentes de natureza fendlica, pertencentes ao grupo dos flavonédides, que


http://www.canalciencia.ibict.br/pesquisa/0244-Antocianinas-quimica-corantes-naturais.html
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apresentam atividade antioxidante. Os flavondides possuem um papel fundamental na
habilidade para capturar radicais livres e, assim, promover a prevencdo de vdrias doencgas

(UCHIDA et al., 2014).

4 MATERIAL E METODOS

As atividades foram realizadas no Laboratério de Bioquimica e Biotecnologia de
Alimentos da Universidade Federal de Campina Grande, Centro de Educacdo e Saude

(UFCG/CES).

4.1 LOCAL E COLHEITA DOS FRUTOS

Todo material coletado para realizacdo deste trabalho foi obtido de forma aleatoria das
castanholas (Terminalia catappa Linn) situadas nas ruas do municipio de Cuité — PB, localizado
na mesorregido do Agreste e microrregido do Curimatad Ocidental Paraibano, cujas
coordenadas geograficas sdo 6° 28’ 54’ de latitude sul e 36° 8’ 59°° de longitude oeste. Na
classificacdo de Koppen, o clima € do tipo BSwh', quente semidrido do tipo estepe

(TERRITORIO DO CURIMATAU, 2010).

A obtencao dos frutos e folhas ocorreu nos meses de abril e setembro de 2015 e incluiu
uma quantidade entre 20 e 25 frutos coletados. Os frutos foram coletados conforme o estado de

maturagdo em que sdo consumidos, a coleta foi efetuada de forma direta.

Os frutos foram higienizados em solugdo de dgua clorada por 15 minutos, lavados com
dgua corrente e seca em papel toalha absorvente, posteriormente despolpada manualmente com

auxilio de faca de aco inox.

4.2 DETERMINACAO DAS CARACTERISTICAS FISICAS DO FRUTO IN NATURA
DA CASTANHOLA

As caracteristicas fisicas do fruto in natura da castanhola determinadas foram: massa
total do fruto, massa da polpa, massa do caroco e massa da améndoa, usando-se balanca

analitica Scientech SA 210 e expressas em g.
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Para avaliacdo dos dados biométricos, expressos em mm, relacionados ao €ixo no
sentido longitudinal (altura), didmetro maior (largura) e didmetro menor (espessura) usou-se

paquimetro digital Zaas Precision, conforme Figura 4.

Figura 4. Fruto de Terminalia cattapa Linn (Altura, largura e espessura)

Fonte: Dados da Pesquisa.

Para determinacio da densidade (g.cm™), o volume foi obtido por meio da imersio do
fruto inteiro em dgua contida em proveta graduada e, o volume foi verificado pelo deslocamento
da coluna de 4gua. O mesmo procedimento foi repetido substituindo-se dgua por 6leo. A Figura

5 mostra a imersao do fruto em proveta contendo 6leo e dgua, respectivamente.
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Figura 5. Densidade obtida a partir da imersao do fruto em proveta contendo 6leo e
agua, respectivamente

Fonte: Dados da Pesquisa.

4.3 DETERMINACAO DAS CARACTERISTICAS QUIMICAS DA POLPA DO
FRUTO E FOLHAS DA CASTANHOLA

As varidveis quimicas determinadas no estudo da polpa do fruto e folhas da 7. catappa

Linn foram:

4.3.1 Determinacao do Teor de Agua

As amostras foram trituradas, logo apds pesou-se aproximadamente 2 g em vidros de
relégio, previamente taradas e em triplicata. Posteriormente a pesagem, a amostra foi aquecida
em estufa a 105 °C, por 24 h (IAL, 2008). Em seguida, resfriou-se em dessecador até a

temperatura ambiente, para depois se efetuar a pesagem final.

4.3.2 Determinacao do Residuo Mineral

Pesou-se aproximadamente 5 g de amostra triturada em balanga analitica em cadinhos
de porcelana que, posteriormente, foram aquecidas em forno mufla a 550°C, por 4h, e resfriados

em dessecador até a temperatura ambiente e pesados novamente (IAL, 2008).
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4.3.3 Determinacao do pH

As andlises de pH foram realizadas em aproximadamente 5 g de amostra triturada. As
medidas de pH foram feitas em pHmetro Metromhm, calibrado com solu¢ao tampao de pH 7,0
e 4,0, e o valor foi determinado através de medidas potenciométricas do liquido sobrenadante

(IAL, 2008).

4.3.4 Determinacao da Acidez Titulavel

A acidez da polpa e da folha foi determinada por volumetria, utilizando-se fenolftaleina
como indicador 4cido-base. Preparou-se solu¢des aquosas com 5 g das amostras, previamente
triturada, posteriormente adicionou-se 3 gotas de fenolftaleina e titulou-se com solucdo de

NaOH 0,1 M, sob agitacao constante (IAL, 2008).

4.3.5 Determinacao do °Brix

Para a determinacdo do °Brix nas amostras, utilizou-se refratdmetro de Abbé, com
escala graduada de °Brix (pelo menos 0,5%). O equipamento foi inicialmente calibrado com
agua destilada, em seguida adicionaram-se algumas gotas da amostra e fez-se a leitura. O grau

Brix € a medida do indice de refracao (IAL, 2008).

4.3.6 Determinacao dos minerais por EDX

Os minerais foram identificados e quantificados por Espectrometro de Fluorescéncia de

Raios-X por Energia Dispersiva, o equipamento utilizado foi o Shimadzu EDX-720 (EDX).

4.4 PREPARACAO DO IDENTIFICADOR NATURAL DE ACIDO E BASE A PARTIR
DA POLPA DO FRUTO DA CASTANHOLA

Foram realizadas extracdes alcodlica e aquosa da polpa do fruto da castanhola. Os
extratos foram preparados na propor¢ao 1:3 (m/V), apds a extragdo, os extratos foram filtrados
e mantidos em refrigeracdo até o momento do uso. A Figura 6 ilustra o processo de filtragao

realizado no preparo do extrato aquoso identificador natural dcido e base.
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Com o intuito de testar e validar a eficiéncia do indicador natural de 4cido e base feito
a partir da polpa do fruto da castanhola, foram utilizadas as seguintes solu¢des com diferentes
valores de pH: H2SO4 (0,1M), NaOH (0,1M) e solucdes tampao de pH (4.0, 7.0 e 9.0). Para
afericdo do pH das solugdes teste foi utilizado um pHmetro da Marca Metrohm 744 pH
METER.

As solugdes tampado certificadas de pH, da marca Merck, utilizadas nos testes sdo as

mesmas usadas na execugdo da calibracdo de medidores de pH.

Figura 6. Filtracao do extrato aquoso da polpa do fruto da castanhola.

Fonte: Dados da Pesquisa.

Os experimentos foram realizados em tubos de ensaio, e cada tubo recebeu 5 mL de
solucdo teste e 8 gotas do identificador (aquoso e alcodlico, separadamente). A avaliagdo foi
realizada com base nas caracteristicas visuais de coloracio do identificador em fun¢do do valor

de pH de cada solucao.

4.5 DETERMINACAO DA TOXICIDADE DA FOLHA DA CASTANHOLA

Foram realizados testes de toxicidade frente a Artemia salina Leach da folha da

castanhola segundo adaptag¢do da metodologia descrita por Meyer et al.(1982).
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Foram utilizados cistos de A. salina que foram incubados em recipiente retangular de
vidro com dimensdes 4,9 x 15,1 x 10,4 cm, com diviséria contendo furos uniformemente
distribuidos de aproximadamente 1,5 mm. Os cistos foram colocados em uma das partes do
recipiente e incubados em solu¢do com concentracdo de 38 g.L! (assemelhando-se a 4gua do
mar) sob iluminacdo artificial, feita com lampada incandescente de 40W, por 48 h. A parte do
recipiente contendo os cistos foi coberta com papel preto, para que as larvas, apés eclosao,
fossem atraidas pela luz do outro lado do sistema, for¢ando-as a atravessar a divisoria, por
serem fototrépicas positivas, migram em dire¢do a luz. Posteriormente, as A. salinas que

atravessaram a divisoria foram coletadas com auxilio de pipeta de Pasteur.

No preparo do extrato foram utilizadas folhas verdes da castanhola que foram colocadas
em erlenmeyer e, acrescentado etanol 95%, o recipiente foi lacrado com filme de PVC, e depois
cobertos com papel aluminio. Apds esse procedimento, foi necessario aguardar por 72h para
utilizacdo do mesmo. Para a realizacdo dos testes de toxicidade o extrato foi solubilizado e

preparado nas concentracdes de 1.200, 1.000, 500 e 100 pg.mL".

Para todas as concentragdes foram realizados testes em triplicatas e o teste controle.
Cada tubo de ensaio continha o extrato e 10 A. salina ativas, totalizando 30 para cada
concentracdo. Apds 24 h foi feita a contagem para a anélise do nimero de organismos mortos,
seguida da determinacdo da CLso (concentracdo que produziu 50% de letalidade). Foram
consideradas larvas mortas todas as que ndo apresentavam qualquer movimento normal em

cerca de 10 s de observacao.

Seguindo a contagem dos organismos mortos, foi efetuado o calculo da concentracao
que causou a morte de 50% dos organismos testados (CLso) por andlise PROBIT com software

Statistic 8.0, assim como o seu intervalo de confianca (95%).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZACAO FiSICA DO FRUTO IN NATURA

Segundo Eniel, Martins e Carvalho (2001), estudos de caracterizagao fisica de frutos e
sementes sdo importantes porque podem sinalizar diferencas entre espécies de mesmo género
como também possibilitam comparacdes de uma espécie que habitam diferentes localidades
geogréficas.

Os resultados obtidos neste trabalho para os valores de massa dos frutos da castanhola
(Terminalia catappa Linn) estdo exibidos na Tabela 2. A massa média do fruto da castanhola
foi de 38,48 g, valor aproximado ao encontrado por Cavalcante et al. (1986), que obtiveram um
peso médio da fruta inteira de 38,37g, e superior ao encontrado por Marques et al. (2012) que
foi de 19,60 g. Com relacdo a massa média do carogo, os mesmo autores obtiveram 20,23 e

7,28 g, respectivamente, valores superiores ao encontrado neste estudo que foi 5,82 g.

Tabela 2. Valores das massas dos frutos da castanhola (Terminalia catappa Linn)
coletados na cidade de Cuité — PB.

Massa Valor Valor Média” Rendimento
(g) Minimo Maximo (%)
Total 28,07 48,27 38,48 + 7,30 100,00
Polpa 21,16 40,37 32,13+ 6,92 83,50
Caroco 4,60 8,71 5,82+ 1,14 15,12
Améndoa 0,37 0,63 0,51 + 0,07 1,32

“Média seguida do desvio padrio

Na biometria dos frutos, valores apresentados na Tabela 3, os resultados médios
relacionados a altura foi de 52,80 mm, largura de 47,24 mm e espessura de 35,07 mm, de modo
que se mostraram superiores quando comparados as médias dos valores encontrados por
Marques (2012), sendo o comprimento de 43,28 mm, largura de 31,62 mm e espessura de 25,75
mm. Uma possivel justificativa para a discrepancia entre os resultados encontrados pode estar
relacionada a variabilidade, idade da arvore, condi¢cdes de cultivo, clima, utilizacdo de

fertilizantes dentre outros fatores (SOUTO et al., 2008).
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A Tabela 3 também apresenta dados referentes a densidade (dgua e 6leo) do fruto inteiro
da castanhola. A densidade do fruto da castanhola obtida utilizando a 4gua foi 0,93 g/cm?,
portanto inferior & densidade da dgua (1,0 g/cm?), o que explica o fato que o fruto sobrenadou
quando inserido na proveta que continha dgua. Utilizando-se o mesmo procedimento com 6leo
de cozinha, obteve-se um resultado 0,99 g/cm3 para densidade do fruto inteiro e observou-se

nesse caso que a castanhola ligeiramente submergiu.

Tabela 3. Valores biométricos e densidades dos frutos da castanhola (Terminalia catappa
Linn) coletados na cidade de Cuité —PB

Caracteristicas Fisicas Valor Valor Média*

Minimo Maximo

Altura (mm) 49,44 56,64 52,80 + 2,36
Largura (mm) 42,15 51,13 47,24 + 2,96
Espessura (mm) 30,60 38,93 35,07 + 2,82
Densidade 20 (g.cm™) 0,92 0,95 0,93+ 0,02
Densidadesieo (g.cm™3) 0,92 1,05 0,99 + 0,06

“Média seguida do desvio padrio

5.2 CARACTERIZACAO QUIMICA DA POLPA DO FRUTO E FOLHA

Para as caracteristicas quimicas, conforme Tabela 4, o teor de dgua para a polpa foi 87,39
+ 0,16% e para a folha 77,31 + 0,28%, com teores superiores aos observados por Lima (2012)
ao verificar os teores das partes comestiveis, obtendo para a polpa 83,25 + 0,25%. A diferenca
da umidade observada pode ser devida a influéncia de algum fator ambiental ou por periodo de

frutificacdo.

Nesta Tabela estdo expressos os valores de pH da polpa 4,67 + 0,03 e da folha 4,57 +
0,03, valor da polpa da castanhola préximo ao encontrado por Lima (2012), que obteve pH

(4,85 £ 0,05), conferindo um caréter mais 4cido para esta estrutura do fruto.

Os resultados de acidez tituldvel da polpa da castanhola foi de 9,3 + 1,81%, que
comparado ao valor encontrado por De Paula (2008) mostra-se semelhante (7,94+4,41%). O

valor da acidez titulavel encontrado para a folha da castanhola foi de 10,29 + 0,79%.
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Tabela 4. Dados da caracterizacio quimica da polpa do fruto e folha da castanhola
(Terminalia catappa Linn)

Parameros Quimicos Polpa Folha
Teor de agua (%) 87,39 + 0,16 77,31 + 0,28
Residuo mineral (%) - 15,19 +1,5
pH 4,67 + 0,03 4,57 + 0,03
Acidez Titulavel (%) 9,3+ 1,81 10,29 + 0,79
‘Brix 7,75 -

O teor de sélidos soliveis encontrado por Marques et al. (2012) para o fruto da
castanhola foi 8 °Brix, proximo ao encontrado nesta pesquisa 7,75°. Os sélidos soluveis sao
compostos por agucares, cujo teor varia com a espécie, a forma de cultivo, o estidgio de
maturagdo e o clima, com valores médios entre 8 e 14% (CHITARRA; CHITARRA, 2005). O
valor do °Brix € utilizado como referéncia na fabricacdo de doces, sucos, polpas e bebidas em
geral (COSTA et al., 2004). As matérias-primas serdo tanto melhores para a industrializagdo

quanto maiores forem os seus teores de SST (CHITARRA; CHITARRA, 2005).

A Tabela 5 apresenta os teores dos constituintes minerais encontrados na folha da
castanhola. Os teores deparados nas anélises de teor de minerais da folha foram: K 41,24%, Ca
32,84%, Fe 15,02%, Cl 7,81% e P 1,08%. Os minerais encontrados na folha sdo
consideravelmente acentuados para a alimentacdo e segundo Peterson ef al. (1978), o consumo

pode ser feito na forma de ché das folhas da castanhola.

Tabela 5. Teor de Minerais encontrados na castanha da Folha T. Catappa

Minerais K Ca Fe Cl P

Teor (%) 41,24 32,84 15,02 7,81 1,08
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Para Krause e Mahan (1991) os minerais desempenham diversos papéis essenciais no
organismo, tanto na sua forma idnica em solucdes nos fluidos corporais, quanto como
constituintes de compostos essenciais. Eles também atuam como cofatores enzimaticos, sendo,
portanto, requeridos em quantidades que dependem da fase de crescimento, das condig¢des
fisiologicas (gravidez, lactagdo) do estado nutricional e da saude. Além disso, regula o
equilibrio dcido-base, a pressdo osmotica, as atividades musculares e nervosas facilitam a
transferéncia de compostos essenciais através das membranas e, em alguns casos, fazem parte
dos elementos constituintes dos tecidos do organismo (CHIES er al. 1994 apud TEIXEIRA,
2010).

5.3 IDENTIFICADOR NATURAL DE ACIDO E BASE

Identificador dcido-base é uma substancia, que € adicionado em pequenas quantidades
a uma solu¢do, que muda de cor quando colocada em contato com um 4cido ou uma base. Estes
corantes sao dotados de propriedades halocromicas, que € a capacidade de mudar de coloragdo
em funcio do pH do meio.

Com o intuito de melhor representar a cor observada durante o uso do identificador
natural de 4cido e base, extraido da polpa do fruto da castanhola, foi selecionado o sistema de
cores RGB.

RGB ¢ a abreviatura do sistema de cores utilizado para reprodugdo de diversas outras
cores por meio das cores bésicas iniciais: Vermelho (Red), Verde (Green) e Azul (Blue). Dessa
forma, uma cor no modelo de cores RGB pode ser descrita pela indicagdo da quantidade de
vermelho, verde e azul que contém. Cada uma pode variar entre o minimo (completamente
escuro) € maximo (completamente intenso). Quando todas as cores estio no minimo, o
resultado € preto. Se todas estdo no maximo, o resultado € branco. A escala de RGB varia de 0

(mais escuro) a 255 (mais claro).


https://pt.wikipedia.org/wiki/Vermelho
https://pt.wikipedia.org/wiki/Verde
https://pt.wikipedia.org/wiki/Azul

Figura 7. A. Solucao alcodlica indicadora. B. Solucao aquosa indicadora.

)

Fonte: Dados da Pesquisa.
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A Tabela 6 apresenta a mudancga de coloracao sofrida pelas solu¢gdes com diferentes pHs

ap6s uso do identificador natural da polpa do fruto da castanhola, extrato alcodlico.

Tabela 6. Extrato alcodlico da polpa do fruto da castanhola: Mudanca de coloracio das
solucoes com diferentes pHs

INICIAL
Nome Numero (RGB)
1,0 Incolor Creme de marisco 255, 228, 196
4,0 Incolor Amarelo claro 255, 255, 224
7,0 Incolor Caqui 240, 230, 140
9,0 Incolor Marfim 255, 255, 240
14 Incolor Aspargo 123, 160, 91
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O extrato alcodlico preparado a partir da polpa da castanhola apresentou a cor Terracota
(Figura 7A). E observou-se que quando acrescido o identificador (extrato alcodlico) as
solugdes, estas sofreram variagao de cores bem distintas entre solucdes dcidas, neutras e bésicas.
A coloragdo da solug¢do de H>SO4 0,1 M de pH 1,0, passou de incolor para Creme de marisco. O
tampao de pH 4,0, passou de incolor para Amarelo claro. O tampao de pH 7,0, passou de incolor
para Caqui. O tampao de pH 9,0 passou de incolor para Marfim. E a colorag@o da solucdo de
NaOH 0,1 M de pH 14, passou de incolor para Aspargo. Demonstrando dessa forma uma
mudanca de coloracdo nitida entre os diferentes pHs estudados.

A Figura 8 apresenta as solugdes com diferentes pHs logo em seguida a adicdo do

extrato alcodlica da polpa da fruto da castanhola.

Figura 8. Solucdes contendo extrato alcodlico de polpa do fruto da castanhola
funcionando como identificador de pH

Fonte: Dados da Pesquisa.

A Tabela 7 apresenta a mudanca de coloracao sofrida pelas solu¢gdes com diferentes pHs

apos uso do identificador natural da polpa do fruto da castanhola, extrato aquoso.
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Tabela 7. Extrato aquoso da polpa do fruto da castanhola: Mudanca de coloraciao das
solucoes com diferentes pHs

pH COLORACAO COLORA(;AO FINAL

INICIAL Nome Namero (RGB)
1,0 Incolor Damasco 251, 206, 177
4,0 Incolor Branco floral 255, 250, 240
7,0 Incolor Branco fumaca 245, 245, 245
9,0 Incolor Seda 255, 250, 205
14 Incolor Acafrao 244, 196, 48

O extrato aquoso preparado a partir da polpa da castanhola apresentou a cor Ferrugem
(Figura 7 B). E observou-se que quando acrescido o identificador (extrato aquoso) as solucdes,
estas sofreram variacao de cores bem distintas entre solu¢des 4cidas, neutras e bdsicas. A
coloragdo da solucdo de H>SO4 0,1 M de pH 1,0, passou de incolor para Damasco. O tampao
de pH 4,0, passou de incolor para Branco floral. O tampao de pH 7,0, passou de incolor para
Branco fumaga. E a coloragdo da solu¢do de NaOH 0,1 M de pH 14, passou de incolor para
Acafrao. Demonstrando dessa forma uma mudanca de coloragdo nitida entre os diferentes pHs

estudados.

A Figura 9 apresenta as solucdes com diferentes pHs logo em seguida a adi¢do do

extrato aquoso da polpa da fruto da castanhola.
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Figura 9. Solucoes contendo extrato aquoso de polpa do fruto da castanhola
funcionando como identificador de pH

Fonte: Dados da pesquisa.

Em diferentes pHs, os extratos assumem diferentes coloracdes que podem ser
identificadas por observacdo visual, definindo- se escalas de pH em funcdo da cor da solugdo
resultante, indicando assim que os extratos brutos (alcodlico e aquoso) da polpa do fruto da

castanhola podem ser usados como solucdes identificador de pH.

As ligeiras diferencas de cores entre os extratos da polpa do fruto, para um mesmo valor
de pH, podem ser atribuidas ao fendmeno de associacdo ao extrato alcodlico e aquoso entre os
corantes, que € influenciado pela quantidade e pelos tipos de antocianinas presentes nos

extratos.

A utilizacdo destes extratos naturais identificadores de pH pode ser explorada
didaticamente, desde a etapa de obtencdo até a caracteriza¢do visual das diferentes formas

coloridas que aparecem em fun¢ao das mudangas de pH do meio.
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5.4 AVALIACAO DA TOXICIDADE DA FOLHA DA CASTANHOLA

Os resultados com o teste de toxicidade frente a A. salina do extrato etandlico das folhas
de Terminalia catappa Linn estao descritos na Tabela 8, a mesma apresenta o nimero de A.
salina mortas apds 24 h de exposi¢do ao extrato nas concentragdes de 1200, 1000, 500, 100

pug.mL !,

Tabela 8. Contagem de Artemia salina mortas apos 24 h de exposi¢cao ao extrato
etanodlico da folhas da castanhola Terminalia catappa Linn.

Concentracao do extrato N° de A. salina exposta N° de A. salina mortas

(ugmet)
100 30 3
500 30 3
1000 30 7
1200 30 11

N3ao houve morte de nenhuma A. salina no teste controle, o que mostra que o solvente
utilizado € inofensivo a este microcrustaceo, e as mortes foi resultante unicamente da acao do
extrato etandlico de Terminalia catappa Linn.

Feita a andlise de probitos com software Statistic, com os dados presentes na Tabela 9,
encontrou-se o valor de CLso para o extrato estudado e seu respectivo intervalo de confianca
95%. O valor de CLso com os limites de confianca para o extrato etandlico da folha da

castanhola € apresentado na Tabela 8.

Tabela 9. Valores de CLso com os limites de confianca para o extrato etanélico da folha
da castanhola (Terminalia catappa Linn)

CLs50 (ug.m1.!) Intervalo de confianca 95%

Inferior Superior

452,573 260,5841 644,5630
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Para a folha da castanhola encontrou-se um valor de CLso igual a 452,573 pg.mL™!. O
extrato analisado apresentou valor de CLso < 1000 ppm, indicando assim ser t6xico de acordo

com a metodologia de referéncia utilizada para o teste (Meyer et al., 1982).

De acordo com Bussmann et al. (2011), tanto para extratos etandlicos, quanto aquosos,
com valores de CLso menores que 249 pug/mL apresentam alta toxicidade, CLso entre 250 e 499
pg/mL apresentam toxicidade moderada, CLso entre 500 e 1000 pg/mL apresentam leve

toxicidade, e CLso acima de 1000 pg/mL sdo considerados atdxicos.

Deste modo a avaliacdo de toxicidade testada frente a A. salina mostrou toxicidade
moderada para o extrato etandlico da folha da Terminalia catappa Linn, no entanto bioensaios

mais especificos devem ser encorajados, a fim de confirmar estas conclusdes.

Claudiano et al, (2012) pesquisou a concentragdo letal CLso do extrato aquoso da folha
de T. catappa, usando peixes da espécie guarus como bioindicados da toxicidade encontraram
valor CLso de 208,52 ml/L, segundo Bussmann et al. (2011) mostrou-se baixa toxicidade o

extrato aquoso da folha.

Silva et al. (2003) realizaram bioensaios utilizando A. salina para o extrato etandlico
da folha do Araribd (Centrolobium tomentosum) e observaram que este apresentou baixa

toxicidade, com CLso de 537 pug/mL™.

No estudo da toxicidade das folhas de mangueira (Mangifera indica L.) por Silva et al.
(2002), avaliou a toxicidade dos extratos frente A. salina, e foi calculado o valor da

concentragdo letal média CLso de 178 pg/mL.

Castro et al. (2010) considerou a toxicidade do extrato aquoso da folha do noni
(Morinda citrifolia Linn) e encontrou um valor de CLso igual a 585,6 ng/mL, sendo o valor

inferior a 1000 ppm.
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6. CONCLUSOES

A polpa do fruto da castanhola apresentou teor de dgua de 87,39 %, pH de 4,67, acidez
titulavel de 9,3% e a folha da castanhola apresentou teor de dgua de 77,31 %, pH de 4,57 e

acidez titulavel de 10,29%. O teor de s6lidos soldveis para o fruto da castanhola 7,75°Brix.

A folha da castanhola apresentou altos valores de minerais, destacando-se o K (41,24%),
Ca (32,84%) e o Fe (15,02%), sendo estes teores consideravelmente acentuados para a

alimentacao.

Os extratos brutos (alcodlico e aquoso) da polpa do fruto da castanhola podem ser
usados como solugdes identificador de pH. Em diferentes pHs, os extratos assumem diferentes
coloragdes que podem ser identificadas por observacdo visual, definindo- se escalas de pH em
funcdo da cor da solucdo resultante. A utilizagc@o destes extratos naturais identificadores de pH
pode ser explorada didaticamente, desde a etapa de obtencdo até a caracterizacdo visual das

diferentes formas coloridas que aparecem em funcdo das mudangas de pH do meio.

Para a folha da castanhola encontrou-se um valor de CLso igual a 452,573 ug.mL..
Deste modo a avaliacdo de toxicidade testada frente a A. salina mostrou toxicidade moderada,
no entanto bioensaios mais especificos devem ser encorajados, a fim de confirmar estas

conclusoes.
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