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RESUMO 

Metabólitos secundários são compostos presentes em plantas, possuem alta atividade 

biológica, estão presentes em frutos, mas também são encontrados em outras partes das 

plantas, como cascas, folhas e raízes. Dentre esses compostos, triterpenos e fenólicos 

são classes que possuem bioatividade comprovadas. Portanto, resíduos agroindustriais 

ricos nesses compostos, podem ser fonte de compostos bioativos, gerando interesse nas 

indústrias alimentícia e farmacêutica. O objetivo deste trabalho foi desenvolver 

processo de extração e métodos cromatográficos para isolamento bioguiado de 

compostos em resíduos de Anacardeacea (Anacardium occidentale e Mangífera indica) 

para à valorização desse resíduo. A extração dos compostos do pedúnculo do caju foi 

executada com auxilio de ultrassom de banho, utilizando metanol como solvente em 5 

amostras diferentes (CCP09, CCP76, BRS275, BRS285 e EMBRAPA51). Para o 

extrato da casca da mangueira foi feita extração sólido-líquido com imersão em etanol 

durante 96 horas à temperatura ambiente. Para avaliação, quantificação e isolamento 

dos compostos, foram usadas técnicas cromatográficas em escala analítica e preparativa 

em colunas de fase reversa C18. Uma validação de método foi executada para quantificar 

os compostos extraídos do pedúnculo do caju. Foi executado um fracionamento do 

extrato oriundo da casca da mangueira visando obter frações biologicamente ativas em 

atividade anticâncer, para em seguida executar o isolamento bioguiado, visando isolar 

possíveis compostos com atividade anticâncer. Um ensaio citotóxico foi realizado para 

avaliar as frações oriundas do extrato da casca da mangueira. Foram avaliadas 3 

linhagens cancerígenas, PC3 (próstata), HCT-116 (carcinoma de cólon), SNB-19 

(astrocitoma) e 1 saudável L929 (Fibroblasto murino). Também foi feita análise de 

sobre carga da coluna utilizando cinco cargas de injeção (200, 400, 600, 800 e 1000 mg) 

visando encontrar um limite de execução de processo. Os resultados obtidos para 

extração dos ácidos anacárdico do caju foram viáveis, fornecendo quantidades totais que 

variaram entre 128,35 a 217,00 mg.100 g
-1

. O ensaio citotóxico do extrato da casca da 

mangueira mostrou resultados para as frações F4, F5, F6 que inibiram 100 % do 

crescimento celular para todas as células analisadas, F7 obteve 100 % de inibição para 3 

linhagens de câncer (SNB-19, HCT-116 e PC3) e F8 inibiu 100 % de 2 linhagens de 

câncer (HCT-116 e SNB-19). A sobrecarga da coluna apresentou comportamento 

positivo quanto ao aumento de carga onde a carga de 800 mg apresentou boa quantidade 

de massa, apresentando parâmetros de desempenho favoráveis. Ao final dos processos 

foram obtidos por meio do isolamento bioguiado duas classes de compostos, triterpenos 

e ácidos anacárdicos provenientes das frações com atividade anticâncer. Como 

conclusão, o pedúnculo de caju se mostrou uma ótima fonte de ácidos anacárdicos, 

principalmente de monoeno (15:1). A validação do método foi capaz de quantificar os 

ácidos anacárdicos de maneira fidedigna. As estratégias cromatográficas usadas foram 

capazes de fornecer compostos isolados (triterpenos e ácidos anacárdicos) com 

potencias anticâncer oriundos do extrato da casca da mangueira. Definindo também o 

limite ótimo de processo uma carga de injeção de 800 mg de extrato, com boa 

produtividade e baixo consumo de solvente. Assim, mostrando a eficiência dos 

processos e valorização dessas matrizes residuais. 

Palavra chave: Mangifera indica; Anacardium occidentale; triterpenos; ácidos 

anacárdicos. 

 

 

 



ABSTRACT 

Secondary metabolites are compounds present in plants, have high biological activity, 

are present in fruits, but are also found in other parts of plants, such as bark, leaves and 

roots. Among these compounds, triterpenes and phenolics are classes that have proven 

bioactivity. Therefore, agro-industrial residues rich in these compounds can be a source 

of bioactive compounds, generating interest in the food and pharmaceutical industries. 

The objective of this work was to develop an extraction process and chromatographic 

methods for bioguided isolation of compounds in Anacardiacea (Anacardium 

occidentale and Mangífero indica) residues for the recovery of this residue. The 

extraction of compounds from the cashew stalk was carried out using bath ultrasound, 

using methanol as a solvent in 5 different samples (CCP09, CCP76, BRS275, BRS285 

and EMBRAPA51). For the mango bark extract, solid-liquid extraction was carried out 

with immersion in ethanol for 96 hours at room temperature. For evaluation, 

quantification and isolation of compounds, chromatographic techniques were used on an 

analytical and preparative scale on C18 reversed-phase columns. A method validation 

was performed to quantify the compounds extracted from the cashew stalk. A 

fractionation of the extract from the mango bark was carried out in order to obtain 

biologically active fractions with anti-cancer activity, to then carry out bioguided 

isolation, aiming to isolate possible compounds with anti-cancer activity. A cytotoxic 

assay was carried out to evaluate the fractions from the mango bark extract. We 

evaluated 3 cancerous lines, PC3 (prostate), HCT-116 (colon carcinoma), SNB-19 

(astrocytoma) and 1 healthy L929 (murine fibroblast). An analysis of column overload 

was also carried out using five injection loads (200, 400, 600, 800 and 1000 mg) in 

order to find a process execution limit. The results obtained for the extraction of 

anacardic acids from cashew were viable, providing total amounts that varied between 

128.35 and 217.00 mg.100 g
-1

. The cytotoxic assay of the mango bark extract showed 

results for fractions F4, F5, F6 that inhibited 100 % of cell growth for all cells analyzed, 

F7 obtained 100 % inhibition for 3 cancer lines (SNB-19, HCT- 116 and PC3) and F8 

inhibited 100 % of 2 cancer lines (HCT-116 and SNB-19). The column overload 

showed positive behavior in terms of load increase where the 800 mg load presented a 

good amount of mass, presenting favorable performance parameters. At the end of the 

processes, two classes of compounds were obtained through bioguided isolation, 

triterpenes and anacardic acids from fractions with anticancer activity. In conclusion, 

the cashew stalk proved to be an excellent source of anacardic acids, mainly monoene 

(15:1). Validation of the method was capable of reliably quantifying anacardic acids. 

The chromatographic strategies used were able to provide isolated compounds 

(triterpenes and anacardic acids) with anticancer potential from mango bark extract. 

Also defining the optimal process limit is an injection load of 800 mg of extract, with 

good productivity and low solvent consumption. Thus, showing the efficiency of the 

processes and valorization of these residual matrices. 

Keyword: Mangifera indica; Anacardium occidentale; triterpenoids; anacardic acids. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Inúmeros compostos que estão presentes em frutas e hortaliças são 

benéficos à saúde, e isso já é amplamente relatado há várias décadas nas diversas áreas 

do conhecimento. Esses efeitos benéficos dos vegetais à saúde são atribuídos aos altos 

níveis de polifenóis, vitaminas, minerais e fibras. Os polifenóis compreendem uma 

vasta variedade de compostos, que podem ser divididos em diversas subclasses, como 

os ácidos hidroxicinâmicos, ácidos hidroxibenzóico, antocianinas, proantocianidinas, 

flavonóis, flavonas, flavanonas, isoflavonas, estilbenos, e lignanas que ocorrem em 

frutos em geral (DENARDIN et al., 2015). 

Esses compostos fenólicos fazem parte de um grupo denominado de 

metabólitos secundários, assim denominados por não fazerem parte das substâncias 

essenciais ao metabolismo primário do fruto. Sendo sintetizado em organismos vegetais 

por uma rota metabólica secundária, onde em geral são sinalizados para uma função de 

defesa em resposta a algum stress biótico ou abiótico. Outras classes de compostos 

presentes em frutos que também são considerados metabólitos secundários são, taninos, 

alcaloides, quinonas e terpenos (WINK, 2015).  

Vários desses metabólitos são considerados compostos promissores e com 

potencial antioxidante, que ajudam a proteger o organismo no tratamento de doenças e 

efeitos prejudiciais dos radicais livres. Além do mais, outras atividades biológicas são 

atribuídas aos mais diversos metabólitos secundários, atividade anticâncer, 

antimutagênica, sedativo, ansiolítico, antiviral, entre outras (KABERA et al., 2014). 

Portanto, a indústria farmacêutica tem demostrado um grande interesse nesses diversos 

compostos, devido essa gama de atividades biológicas conferidas aos metabólitos 

secundários.  

Além da presença significativa desses compostos nos frutos, alguns estudos 

mostram que os metabólitos secundários, estão em maior quantidade nas folhas e cascas 

das plantas (SOUSA et al., 2016), devido esses compostos também atuarem como 

mecanismo de defesa das plantas (WINK, 2015). Com isso, folhas, cascas e outras partes 

das plantas frutíferas ou não, também se tornam uma ótima fonte para obtenção de 

novos fármacos, pois são ricos em compostos bioativos de interesse e possuem baixo 

valor agregado e muitas vezes são considerados matéria-prima residual. 

Problemas com logística, embalagens e alta perecibilidade de alguns frutos e 

hortaliças, causam perdas nos alimentos (FAO, 2022b). No Brasil esses fatores 
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representam 80 % das perdas, algo em torno de 22 milhões de toneladas por ano (ONU, 

2021). Assim, os desperdícios gerados por esses fatores, transformam frutos conformes 

para o mercado consumidor, em subprodutos não conformes para comercialização. 

Dentre outras frutas, o caju (Anacardium occidentale) se encaixa no perfil onde a 

formação de subprodutos é comum em toda sua linha de produção, expedição e 

logística. Dessa forma, o caju não aproveitado nos mercados consumidores se torna uma 

matéria-prima em potencial para obtenção de biocompostos (ESPARZA et al., 2020).  

Outros resíduos de baixo valor agregado e que causam impacto ambiental 

são os oriundos do cultivo da manga (Mangifera indica L.) tais como folhas, galhos e 

cascas dos galhos. Essa matriz residual vem sendo estudada em função de algumas 

atividades biológicas envolvendo seus extratos.  Tais atividades estão relacionadas a 

algum efeito benéfico à saúde, seja no tratamento de doenças e/ou prevenção de doenças 

(PARVEZ, 2016b), com isso mostrando ser uma promissora fonte de compostos 

biologicamente ativos. No entanto, esses estudos estão voltados apenas para o extrato 

bruto, que contem uma grande quantidade e diversidade de compostos. Assim, uma 

maneira de tentar estudar de forma mais específica esses extratos é a aplicação de 

técnicas cromatográficas de separação, pois são amplamente usadas para separar 

compostos ou fracionar extratos, possibilitando um estudo mais abrangente em função 

das atividades biológicas.  

Portanto, considerando as questões e desafios relacionados aos resíduos 

gerados pela agroindústria, especialmente aqueles provenientes das Anacardiaceae, o 

desenvolvimento de processos e métodos cromatográficos inovadores são fundamentais 

para seu melhor aproveitamento econômico. Estes métodos têm como objetivo realizar a 

extração e o isolamento bioguiado de compostos biologicamente ativos, visando não 

apenas à valorização, mas também ao efetivo aproveitamento desses resíduos. Este 

enfoque não só propõe uma solução sustentável para o manejo de resíduos, mas também 

abre caminhos para a descoberta de novas aplicações práticas e comerciais para esses 

materiais residuais. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 
 

2.1 Anacardiaceae 

 

A Anacardiaceae é uma família de plantas com características resiníferas, de 

folhas estipuladas (SOUZA; LORENZI, 2005), é representada atualmente por 81 gêneros e 

cerca de 800 espécies, dos quais 14 gêneros e 64 espécies estão registrados no Brasil 

(ASSIS et al., 2021; PELL et al., 2011). São plantas de grande importância econômica, 

tanto por seus frutos e produtos derivados, como por seus subprodutos e resíduos, todos 

ricos em compostos bioativos, dentre elas se destacam duas espécies, o Caju 

(Anacardium occidentale) e a Manga (Mangifera indica). 

Anacardium occidentale 

O cajueiro (Figura 1) é uma planta tropical, originária do Brasil, distribuída 

em quase todo território brasileiro, predominantemente cultivada na região nordeste, os 

estados do Ceará, Piauí, Rio Grande do Norte e Bahia detém 95 % da produção 

nacional. Considerado uma planta perene, de porte médio e com ramificação baixa, tem 

como seu principal produto a castanha (EMBRAPA, 2022). Contudo, o pedúnculo do caju 

também exerce grande importância comercial, uma vez que pode ser consumido na 

forma in natura ou processado para produção de sucos, geleias, doces e compotas. O 

caju também tem obtido relevância em nichos de mercados específicos, como o vegano, 

se tornando uma alternativa de produtos de origem vegetais em substituição aos de 

origem animal já existente, produtos similares a queijo, leite e até mesmo carne de 

hambúrguer já são elaborados com produtos oriundos do cajueiro (EMBRAPA, 2022; 

MITCHELL et al., 2022).   
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Figura 1 - Imagem do Cajueiro: Caracterizada como uma planta perene de 

estatura mediana e ramificação próxima ao solo, esta árvore é notável 

principalmente pela produção de sua valiosa castanha.  

 

Fonte: Autor 

 

Mangifera indica 

A mangueira (Figura 2) é uma árvore, de porte médio a alto, possui aspecto 

frondoso e suas copas cheias e arredondadas. Sua casca tem cor variando de marron-

acinzentado ao preto, com aspecto rachado ou mesmo pequenas fissuras e que 

descamam em pedaços irregulares. Possui uma raiz principal longa e não ramificada, 

podendo ultrapassar 6 a 8 metros de comprimento, além de uma massa de raízes 

superficiais que auxiliam na nutrição da árvore. O sistema de raiz de uma mangueira 

adulta pode atingir 1,2 metros de profundidade e se espalhar lateralmente a uma 

distância próximo de 8 metros (BOJAPPA; SINGH, 1974; MOUCO, 2010; PARVEZ, 2016a; 

YADAV et al., 2018). As folhas são dispostas em ramos espirais com formatos oblongos, 

normalmente com lâminas foliares de 25 cm de comprimento e 8 cm de largura (SHAH 

et al., 2010). 
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Figura 2 - Imagem da Mangueira. Árvore de porte médio a alto da 

família Anacardiaceae, com copas densas e arredondadas. Sua 

casca varia do marrom-acinzentado ao preto, apresentando 

rachaduras e fissuras. 

 

Fonte: Autor 

 

Originária do continente asiático foi introduzida no Brasil em dois 

momentos, inicialmente pelos portugueses durante a colonização, e em outro momento, 

no século XX com cultivares que vieram da América do Norte. No Brasil, boa parte das 

variedades cultivadas é destinada a mercados internacionais, são elas: "Tommy Atkins", 

"Haden", "Keitt", "Kent", "Palmer", "Rosa" e "Espada", cada uma com suas 

características e aspectos sensoriais (MOUCO, 2010). No entanto, as duas últimas 

cultivares tem uma participação majoritária no consumo do mercado interno. 

 

Plantas da família anacardiáceas possuem inúmeros compostos bioativos, 

distribuídos em diversas partes da planta, fruto, folhas, cascas e raízes. Temos como 

exemplo de anacardiáceas com grande potencial biológico, além da mangueira 

(Mangifera indica), o Cajueiro (Anacardium occidentale), a Cajazeira (Spondias 

mombins L.) e a Siriguela (Spondias purpurea), todas essas com estudos focados para 
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compostos bioativos (GUEDES et al., 2020; OIRAM FILHO et al., 2019; RODRIGUES et al., 

2021) 

 

2.2 Frutos 

 

Caju (Anacardium occidentale) 

O pedúnculo do caju (Figura 3) apesar de ser considerado um subproduto do 

cajueiro, onde seu produto de principal é a castanha, teve uma produção mundial em 

2021 que ultrapassou 1,3 milhões de toneladas (FAO, 2023), no entanto, além de ter 

representatividade comercial, o pedúnculo do caju é extremamente rico em 

carotenoides, flavonoides, ácidos anacárdicos (AcAn), taninos, polifenóis em geral 

(DAS; ARORA, 2017), vitaminas, minerais (Tabela 1), que auxiliam na prevenção e 

tratamentos de doenças (RUNJALA; KELLA, 2017). 

 

Figura 3 - Imagem do caju. Considerado pseudofruto, o pedúnculo do caju é 

uma fruta tropical de características sensoriais marcantes causadas pela 

adstringência.  

 

    Fonte: Autor 
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Tabela 1 - Composição nutricional do pedúnculo do caju. 

Constituintes Valores (mg.100 mL
-1

) 

Vitamina C 241,13 
 

Polifenóis Totais 271,03  

Antocianinas 228,85 

Potássio 43,61 

Magnésio 4,13 

Cálcio 6,01 

Sódio 2,34 

Ferro 0,37 

Fósforo 2,21 

Enxofre 0,46 

Manganês 0,20 

Constituintes Valores (%) 

Cinzas 1,04 

Fibras 3,59 

Açúcares Totais 10,57 

Proteínas 1,13 

Lipídeos 2,99 
Fonte: AKYEREKO et al. (2023) 

 

Tradicionalmente o caju é usado no tratamento de cólicas uterinas, 

reumatismo, escorbuto, distúrbios estomacais e inflamações na garganta (ATTRI, 2009; 

DA SILVA et al., 2021; RUNJALA; KELLA, 2017). Esses efeitos benéficos estão 

intimamente ligados a potenciais atividades biológicas relacionadas ao caju, assim como 

em outras partes do cajueiro. Um dos compostos de maior relevância presentes 

praticamente em todas as partes do cajueiro é o ácido anacárdico. 

Manga (Mangifera indica) 

A manga (Figura 4) é cultivada em inúmeros países, considerada uma fruta 

de grande importância na balança comercial das exportações (PALMEIRA et al., 2012), 

devido ser uma das maiores culturas produzidas no mundo. Está na segunda posição 

entre as frutas tropicais mais produzidas, ficando atrás apenas da banana (TACIAS-

PASCACIO et al., 2022). Segundo a Associação Brasileira de Produtores e Exportadores 

de Frutas e Derivados (ABRAFRUTAS), a manga foi a fruta mais exportada no Brasil 

no ano de 2021, onde foram enviadas 272,5 mil toneladas para os mercados externos, 

esses números representam um aumento de 12 % quando comparado ao ano de 2021 

(ABRAFRUTAS, 2022).  Além disso, a manga possui uma importância nutricional, pois é 

rica vitaminas, minerais e vários compostos fenólicos (PAN et al., 2018).  
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Figura 4 - Imagem da manga. Fruta de clima tropical do tipo drupa 

caracterizada por possuir apenas uma semente no seu interior, 

sensorialmente carnosa e suculenta.  

 

Fonte: Portal Embrapa. 

Devido aos seus benefícios e uma busca incessante da população por hábitos 

alimentares mais saudáveis o consumo de frutas aumentou (YAHIA; CARRILLO-LOPEZ, 

2018). Essa demanda de consumo afeta positivamente a produção nacional de manga 

que alcançou a quantidade de pouco mais que 1,4 milhões (Gráfico 1) de toneladas em 

2021 (EMBRAPA, 22; IBGE, 2021), grande parte dessa produção está voltada para o 

consumo in natura, no entanto, o consumo de sucos, polpas e produtos minimamente 

processado da manga também fazem parte dessa demanda de produção. 

 

Gráfico 1 - Produção brasileira de manga no período de 2012 a 2022. 

 

Fonte: Embrapa; IBGE. 
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2.3 Resíduos da agroindústria.  

 

Para atender a demanda de todos os mercados, a fruticultura mundial acaba 

gerando uma grande quantidade de resíduos, em torno de 20-40% dos frutos não são 

aproveitados após colheita e seus processamentos (BANERJEE; BANERJEE; et al., 2016; 

BANERJEE; VIJAYARAGHAVAN; et al., 2016), parte dessas perdas são em decorrência de 

problemas com logística e manejo gerando produtos não conformes (Figura 5). Além 

dessas situações, tratando-se especificamente da cajucultura, o produto de maior 

importância econômica é a castanha, fazendo que pedúnculo do caju seja tratado como 

um subproduto. No entanto, apenas 10 a 20 % desse pedúnculo é aproveitado nas 

indústrias de alimentos, gerando assim um desperdício de 80 a 90 % dessa excelente 

fonte de nutriente (EMBRAPA, 2022), que representa em números aproximadamente 118 

mil toneladas (FAO, 2022a)  

 Por outro lado, existe outra fonte de resíduo pertinente à fruticultura em 

geral, as podas (Figura 6), as quais são executadas com diversos fins: crescimento, 

manutenção, limpeza de pragas e produção. Assim, devido ao porte das árvores e ao 

manejo necessário e periódicos dos pomares as com podas, partes da planta como 

folhas, galhos e cascas acabam se tornando resíduos diretos do cultivo (FONSECA et al., 

2006; MOUCO, 2010). No entanto estes resíduos são considerados de baixo valor 

agregado, uma vez que suas aplicações são bem restritas.  
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Figura 5 - Caju sensorialmente não conforme para comercialização. 

 

Fonte: CEAGESP 

 

Figura 6 - Resíduos de podas. 

 

Fonte: Autor. 

 

Muitos estudos envolvendo extratos provenientes dessas partes das plantas 

tem apresentado alguma atividade biológica, seja ela no tratamento de doenças ou na 

prevenção de alguns males (PARVEZ, 2016b). Porém, essas atividades estão ligadas aos 

metabólitos secundários. Estudos mostram que os metabólitos secundários presentes em 
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frutos, estão em maior quantidade nas folhas e cascas das plantas (SOUSA et al., 2016), 

devido esses compostos também atuarem como mecanismo de defesa das plantas 

(WINK, 2015). Com isso, folhas, cascas e outras partes das plantas frutíferas ou não, se 

tornam uma ótima fonte para obtenção de novos fármacos, pois são ricos nos compostos 

bioativos de interesse e possuem baixo valor agregado e muitas vezes são considerados 

matéria-prima residual. 

 

2.4 Metabólitos secundários 

 

Alguns compostos fenólicos fazem parte de um grupo denominado de 

metabólitos secundários. Esses metabólitos são chamados de secundários por não 

fazerem parte das substâncias necessárias ao metabolismo primário do fruto (WINK, 

2015). No entanto, atualmente chamados de “metabólitos especializados”, 

anteriormente referidos como metabólitos secundários, constituem substâncias 

orgânicas essenciais na defesa e na resistência das plantas. Estes metabólitos incluem 

uma variedade de compostos como alcaloides, flavonoides, terpenoides, peptídeos, 

fenóis, esteroides, entre outros compostos orgânicos de baixo peso molecular (ELSHAFIE 

et al., 2023; LI et al., 2023). 

Terpenos são moléculas lipofílicas que interagem diretamente com 

biomembranas e proteínas das membranas celulares, agindo diretamente na fluidez e 

permeabilidade de membrana, também podem atuar na modulação das atividades das 

proteínas de membrana e receptores, com isso, muitos terpenos têm sido usados no 

auxílio contra viroses (WINK, 2015).  

Os taninos são metabólitos de grande importância nos frutas e, podem ser 

divididos em duas grandes classes hidrolisáveis e condensados, essas classes se 

distribuem em quatro estruturas básicas: os galotaninos, elagitaninos, taninos complexos 

e taninos na forma condensada, tal classificação é dependente do grau de polimerização 

em que essas moléculas se encontram (GRASEL; FERRÃO, 2016). Os taninos 

desempenham um papel essencial na definição das propriedades sensoriais de frutas e 

produtos derivados de frutas. Esses taninos estão presentes em algumas frutas e também 

foram relatados em frutos do gênero Spondias (GOMES et al., 2013), por exemplo, 

Umbu, Cajá, Seriguela que são da família das Anacardiáceas. Também são atribuídas a 

esses taninos algumas atividades biológicas como, anticâncer, antimutagênica (RUFINO 

et al., 2010).  
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Vários desses metabólitos secundários (Figura 7) são considerados 

compostos promissores e com potencial antioxidante, que ajudam a proteger o 

organismo no tratamento de doenças e efeitos prejudiciais dos radicais livres. Além do 

mais, outras atividades biológicas são atribuídas aos mais diversos metabólitos 

secundários, como efeito sedativo, ansiolítico, entre outras (KABERA et al., 2014). Com 

isso, despertando um interesse da indústria farmacêutica nesses compostos, devido essa 

gama de atividades biológicas conferidas aos metabólitos secundários. 

 

Figura 7 - Estrutura molecular de alguns metabólitos secundários. (a) Ácido 

anacárdico; (b) Ácido ambólico; (c) Mangiferina. 

 

Fonte: Autor. 

 

Alguns metabólitos secundários são específicos para alguma família, gênero 

ou espécie. Nas anacardiáceas são comumente relatados a presença de diferentes tipos 

de ácidos anacárdicos, entre outros metabólitos, como por exemplo, quecertina, ácido 

ferúlico, caféico e gálico estão presentes em Anacardium occidentale (SALEHI et al., 

2019), assim como, mangiferina, catequina, kaempferol, ácido ambólico estão presentes 

no perfil metabolomico em Mangifera indica (ANJANEYULU; RADHIKA, 2000; KUMAR 

et al., 2021).    
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2.5 Ácidos anacárdicos 

 

Os ácidos anacárdicos (AcAn) (Figura 7a) são compostos com alto potencial 

biológico, amplamente estudado em diferentes aplicações, atividade bactericida, 

inibição enzimática, anti-carcinogênica, inseticida, anti-parasitária dentre outras(ANJUM 

et al., 2021; AYEPOLA; ISHOLA, 2009; BALLAL et al., 2013; BARCELOS et al., 2007; 

KONAN; BACCHI, 2007; MENDES et al., 1990; PEREIRA et al., 2008). Devido à sua 

estrutura molecular, ele é considerado um lipídeo fenólico, pois ligado ao seu anel 

aromático está um cadeia carbônica que pode variar tanto em número de carbonos, 

como na presença de insaturações (OIRAM FILHO et al., 2018; TREVISAN et al., 2006). 

Os AcAn são encontrados em diversas plantas da família das Anacardiaceae (GUEDES 

et al., 2020; NEVES et al., 2021; OIRAM FILHO et al., 2019) e em diferentes partes dessas 

plantas, contudo são encontrados majoritariamente no líquido da casca da castanha 

(LCC). 

A atividade anticâncer relacionada aos AcAn já é relatada em diversos 

estudos com diferentes linhagens cancerígenas, como câncer de mama, sarcomas 

musculares, cólon do útero, pulmão, melanoma (GALOT-LINALDI et al., 2021; LEGUT et 

al., 2014; TOMASIAK et al., 2023).  O efeito citotóxico dos AcAn foi visto em estudo 

com camundongos portadores de câncer de mama, nos quais o tratamento aplicado 

reduziu o tamanho das células tumorais, como induziu a apoptose celular dos cancros 

(GNANAPRAKASAM et al., 2021). Também foi evidenciada a inibição de crescimento em 

células de câncer de pâncreas associados ao tratamento com AcAn, bem como o efeito 

sinérgico a medicamentos quimioterápicos (PARK et al., 2018).  

No entanto, seu mecanismo de combate no tratamento ou prevenção contra 

células tumorais ainda não está bem desvendado, mas evidentemente relacionado a 

inibições enzimáticas e correlações com sínteses bioquímicas (ZHAO et al., 2018). Um 

grupo de enzimas denominadas Histona-acetiltransferases (HATs) desempenham um 

papel significativo na regulação da expressão gênica. Portanto, alterações relacionadas a 

essa enzima está frequentemente associada com a manifestação de inúmeras doenças 

fisiopatológicas, em destaque o câncer (TRISCIUOGLIO et al., 2018).  Em relação à 

inibição das HATs voltadas para tratamento e prevenção de câncer, os AcAn tem um 
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desempenho positivo quanto ao mecanismo de inibição não competitiva das HATs 

(SHANMUGAM et al., 2021). 

2.6 Triterpenos 

 

Os Triterpenos (Figura 7b) são uma subclasse dos terpenos. Fruto da 

ciclização do esqualeno, o 2,3 epóxido de esqualeno é o precursor na biossíntese dos 

triterpenos. São formados a partir da síntese de dois ou mais isoprenos (5 carbonos), 

podendo ser classificados de acordo com a quantidade de isopreno em sua estrutura . 

Sua estrutura química tem como característica a presença de 6 isoprenos totalizando 30 

átomos de carbonos (TENG et al., 2018). Os triperpenos podem ser classificados em 

tetracíclicos ou pentacíclicos de acordo com a quantidade de anéis formados em sua 

estrutura química. 

Os triterpenos tetracíclicos possuem grupos divididos em cucurbitanos, 

cicloartanos, dammarano, lanostano, protostano, contendo 4 anéis estruturais (A, B, C e 

D), estão presentes em uma diversidade de plantas a exemplo de, cucurbitáceas, 

leguminosas, frutíferas, árvores em geral (TENG; CHEN, 2017). Por sua vez, pertencentes 

aos triterpenos pentacíclicos pode-se citar os compostos naturais mais conhecidos, tais 

como, ácido betulínico, ácido corosólico, ácido ursólico, celastrol, ácido oleanólico, 

entre outros (SHANMUGAM et al., 2012).      

Esses compostos desempenham funções de crescimento e desenvolvimento 

nas plantas, contudo, majoritariamente exercem funções de defesa e interações químicas 

por motivos bióticos e abióticos do meio (BARTWAL et al., 2013). Comumente presentes 

no metabolismo secundário de plantas esses compostos podem também ser encontrados 

em fungos e bactérias (THIMMAPPA et al., 2014). Os triterpenos têm demostrado uma 

larga gama de atividades biológicas, tais como, anti-inflamatória, sedativa, 

hepatoprotetora, antialérgica, antioxidante, anticancerígena e outras (HILL; CONNOLLY, 

2011; QING et al., 2017). 

Inúmeros mecanismos estão relacionados à atividade anticâncer dos 

triterpenos, por exemplo, anti-inflamatório, antioxidante, regulação do ciclo celular e 

também regulação epigenética que trata da modulação da expressão de genes (LI et al., 

2020). Diversos triterpenos, pentacíclicos e tetracíclicos tem efeitos positivos, tanto no 

tratamento como na prevenção de diferentes tipos de células tumorais, câncer de 

pulmão, mama, intestino, carcinoma de ovário (ÖZDEMIR; WIMMER, 2022). 
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2.7 Fracionamento e isolamento bio-guiado 

 

Estudos bio-guiados são inicialmente pautados na etnofarmacologia que 

estuda doenças existentes e tratamentos tradicionais ou terapias populares com uso de 

extratos oriundos de produtos naturais e fitoterápicos (MOORE et al., 2017; ROLLINGER 

et al., 2006). Uma vez confirmada a eficácia do fitoterápico, o extrato é fracionado e 

investigando-se sua atividade biológica por meio de ensaios citotóxico, de forma a 

identificar qual fração tem maior atividade biológica. Assim, direcionando de maneira 

eficiente para identificação do composto responsável por tal atividade. Em suma, o 

conceito simplificado da técnica de ensaios bio-guiados é rastrear os compostos 

responsáveis pela atividade biológica, seu aumento na atividade específica e/ou um 

efeito sinérgico entre os compostos do extrato bruto (ROLLINGER et al., 2006). 

Inúmeros estudos científicos comprovam alguma atividade biológica em 

extratos provenientes de produtos naturais. No entanto, esses extratos possuem uma 

diversidade de compostos que em alguns casos não se sabe de efeito sinérgico ou até 

mesmo deletério para células humanas. Assim, ao longo dos anos diversas técnicas de 

fracionamento foram desenvolvidas, aprimoradas e atualmente utilizadas para separar e 

fracionar os extratos em porções menos complexas, dentre elas destacam-se: 

cromatografia liquida de alta eficiência, camada delgada, permeação em gel e técnicas 

de partição líquido-líquido (BUCAR et al., 2013; CANNELL, 1998; STICHER, 2008), 

facilitando o estudo e compreensão da bioatividade desses extratos.  

Técnicas como cromatografia e partições são usadas para auxiliar no 

fracionamento, assim como estudos de citotoxidade guiam o isolamento desses 

compostos presentes nas frações. 

Segundo BOYOM et al. (2010), em estudo bioguiado em extratos de frutos de 

uma planta da família Anacardeaceae (Sorindeia juglandifolia) foi executado um 

fracionamento via cromatografia flash, resultando em 35 frações, onde duas destas 

frações obtiveram resultados positivos no controle de Malaria. Também trabalhando 

com cromatografia flash SEQUEDA-CASTAÑEDA et al. (2021), em extratos de diferentes 

partes de cajueiro selvagem (Anacardium excelsum), obtiveram 59 frações para avaliar a 

capacidade antioxidante, direcionando as melhores respostas antioxidantes para as 

respectivas frações. 
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Extratos das folhas de searsia (Searsia chirindensis), uma planta da família 

das anacardiáceas, foram avaliados para o efeito bactericida de seus compostos, contra 

bactérias Gram positivas e Gram negativas, utilizando o fracionamento bioguiado a 

partir de 10 frações obtidas em coluna cromatográfica de sílica gel. Os resultados 

direcionaram para cinco compostos presentes em três frações do extrato bruto 

(MADIKIZELA et al., 2013). 

 

2.8 Cromatografia Líquida de Alta Eficiência 

 

A cromatografia líquida de alta eficiência é um processo de separação de 

diferentes compostos presentes em uma mistura, sendo esta técnica uma variação 

moderna derivada da cromatografia líquida clássica (SNYDER et al., 2011). A separação 

dos compostos de uma mistura por meio de cromatografia líquida ocorre na presença de 

duas fases, uma fase fixa (estacionária) e uma fase fluida que permeia por toda fase 

estacionária, denominada de fase móvel (LANÇAS, 2009).  

A separação ocorre por meio da interação de cada componente presente em 

uma amostra com uma fase estacionária, essa interação pode ser de natureza física 

(processos de sorção) ou de natureza química (troca iônica, interações hidrofóbicas, 

outras) (VITOLO, 2005), e estão diretamente associadas à estrutura molecular de cada 

composto e por consequente ao aspecto polar de cada molécula. 

Em relação à fase estacionária e sua polaridade, o processo de separação 

pode ser conduzido em fase reversa ou fase normal. A fase reversa é a uma das 

primeiras opções e usualmente utilizada com resultados satisfatórios na separação final. 

A coluna cromatográfica contendo a fase estacionária, composta por sílica com suporte 

de C8 ou C18 (cadeias carbônicas) deixa a matriz com característica menos polar que a 

fase móvel. No caso dos processos cromatográficos conduzidos em fase normal se têm 

características opostas à fase reversa, onde a fase estacionária é mais polar que a fase 

móvel (SNYDER et al., 2012), assim a ordem de eluição dos compostos separados é 

diferente em cada processo. 

Um fator importante na cromatografia em geral, é forma de detectar os 

compostos analisados. Diferentes tipos de detectores são capazes de analisar uma vasta 

quantidade de substâncias, como exemplos podem ser citados, a espectroscopia UV, 

espectrometria de massas, fluorescência e detectores eletroquímicos. Esses componentes 
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estão localizados logo após a coluna cromatográfica e, são responsáveis por fornecer 

informações de forma qualitativa e quantitativa das moléculas presentes em uma 

amostra. Os dados de saída fornecidos pelos detectores são gravados por um 

computador e gerado um cromatograma (gráfico resposta do detector) contendo dados 

dos componentes separados pela coluna cromatográfica (ALI, 2022). 

Detectores UV são amplamente usados em cromatografia líquida, baseado 

no ultravioleta (UV) e na absorção de luz visível, são detectores altamente sensíveis 

para muitos solutos que tenham absorção no UV visível ou na região de 160 a 600 nm. 

Detectores de fluorescência são seletivos e bastante sensíveis, no entanto apenas para 

compostos que respondem a excitação causada pela radiação fornecida por lâmpadas de 

xênon ou de deutério, com isso limitando seu uso a compostos que fluorescem ao 

receber essa energia. A espectrometria de massa por sua vez, é uma técnica de detecção 

que analisa os compostos eluidos da coluna, primeiramente ionizando esses compostos 

de forma negativa (M-H)
-
 ou positiva (M+H)

+
, para em seguida medir a massa e/ou 

fragmentos moleculares específicos de cada molécula (ALI, 2022; SNYDER et al., 2011) 

 

 

2.9 Cromatografia Líquida de Alta Eficiência – Escala Preparativa 

 

A cromatografia líquida em escala preparativa é uma técnica de alta 

performance que visa a purificação de compostos presentes em uma mistura (JIN et al., 

2016). O uso de maior carga ou volume de injeção associado a possibilidade de 

execução sob altas pressões (HOSTETTMANN et al., 1998), possibilitando assim o uso de 

vazões maiores, são características fundamentais para escala preparativa. Os interesses 

na escala preparativa não ficam apenas no âmbito acadêmico (GARCÍA PALACIOS et al., 

2009; GOLSHAN-SHIRAZI; GUIOCHON, 1989), mas também âmbito industrial, devido à 

robustez, reprodutibilidade e versatilidade na purificação de uma larga variedade de 

biomoléculas (SOUSA et al., 2012). 

Uma das características principais entre a cromatografia preparativa e 

analítica é a mudança de alguns componentes dentro do sistema cromatográfico, como 

bomba de fluxo e coluna. A coluna é um dos acessórios cromatográficos de maior 

importância na mudança de escala devido as dimensões serem bem maiores, com isso 

alterando vários fatores, por exemplo, volume e carga de injeção e fluxo de eluição. 
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Na cromatografia preparativa as amostras contendo diferentes compostos 

são separadas com objetivo de conseguir uma pureza adequada, no entanto, a 

cromatografia preparativa tem uma melhor capacidade na taxa de recuperação dos 

compostos quando comparada a cromatografia analítica (JANDERA et al., 1997). 

Contudo, para um incremento no rendimento da recuperação da molécula alvo e um 

decréscimo nos custos de execução, a carga de injeção na escala preparativa deve ser 

maior quando comparada à escala analítica (FENG et al., 1996), respeitando sempre os 

limites de carga de cada coluna de acordo com suas especificações. Por outro lado, esse 

aumento na carga injetada pode ocasionar um alargamento nos picos dentro do perfil 

cromatográfico, em função de uma saturação da coluna, com isso limitando o uso de 

alguns parâmetros da cromatografia analítica, tais como resolução e tempo de retenção 

(JIN et al., 2016). 

Em trabalho desenvolvido para obtenção de biofungicida SOUZA (2019) 

utilizou cromatografia preparativa para o isolamento de 3 lipopeptideos (iturina, 

surfactina e fengecina) produzidos por uma bactéria. Os resultados mostraram a 

capacidade e viabilidade da ampliação de escala para o isolamento desses compostos, 

chegando a uma carga de injeção por análise de até 60 mg extrato, levando em 

consideração parâmetros de desempenhos como, consumo de solvente e produtividade 

do método desenvolvido.  Estudos de sobrecarga de coluna e limite ótimo de processo 

para isolamento de moléculas alvo também podem ser executados em escala 

preparativa, assim como mostra estudo executado por OIRAM FILHO et al. (2019) 

relacionado ao isolamento de ácidos anacárdicos aonde se chegou a um limite ótimo de 

processo a carga de 100 mg de extrato injetado em sistema de escala preparativa. 

 

3 MATERIAIS E MÉTODOS 
 

3.1 Químicos 

 

Foram usados para o desenvolvimento desta tese, etanol P.A. (pureza ≥ 99,8 

%) adquirido da Dinâmica (São Paulo, Brasil), metanol e acetonitrila grau HPLC 

(pureza ≥ 99,9 %) adquirido da Lichrosolv Merck, (Darmstádio, Alemanhã), água 

ultrapura obtida do sistema MilliQ (São Paulo, Brasil), ácido trifluoracético (pureza ≥ 

99,7 %)  e ácido acético P.A. (pureza ≥ 99,9 %) provenientes da Sigma-Aldrich (Saint 

Louis, EUA). 
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3.2 Sistema HPLC analítico 

 

Foi utilizado um sistema cromatográfico composto por um cromatógrafo 

Shimadzu LC-20AB Prominence acoplado a um detector de arranjo de diodo Shimadzu 

SPD-20A Prominence e com um amostrador automático Shimadzu SIL-20AC 

Prominence (Quioto, Quioto, Japão). Os dados foram tratados com o uso do software 

Shimadzu LC Solution. 

 

3.3 Sistema HPLC preparativo 

 

Foi utilizado um sistema cromatográfico composto por um cromatógrafo 

Waters 2555 – Quaternary Gradiente Module acoplado a um detector UV visível Waters 

2489 e com um coletor de fração Waters Fraction Collector III (Dublin, Leinster, 

Irlanda). O processamento dos dados foi feito através do software Empower Pro. 

 

3.4 Obtenção do padrão analítico. 

 

 O padrão de AnAc trieno (15:3) utilizado para preparação da curva 

analítica foi obtido a partir do método descrito por  OIRAM FILHO et al. (2019), onde foi 

utilizada uma coluna cromatográfica de fase reversa Waters SunFire Prep C18 OBD (100 

x 19 mm x 5 μm), metanol, água ambos acidificados com ácido acético para 

composição da fase móvel que foi conduzida de maneira isocrática (90:10:1). O tempo 

de corrida foi de 35 min, fluxo de eluição de 8 mL.min
-1

, à temperatura de 25 ºC, 

volume de injeção de 1 mL e concentração de 100 mg.mL
-1

. Os cromatogramas foram 

monitorados a um comprimento de onda de 280 nm. Após o isolamento, a pureza do 

ácido anacárdico 15:3 foi avaliada através do percentual de área dos picos 

cromatográficos obtidos via HPLC-DAD, todos os picos dentro do LOD foram 

integrados e seus percentuais de área foram considerados. 
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3.5 Obtenção do extrato do pedúnculo do caju 

 

Os pedúnculos de caju foram gentilmente cedidos pela Embrapa 

Agroindústria Tropical, onde foram analisadas 5 amostras provenientes de diferentes 

clones de cajueiros (CCP 09, CCP76, BRS 275, BRS 285 e EMBRAPA 51). 

Os pedúnculos foram minimante processados em pequenos cubos de 2 x 2 

cm e em seguida foram liofilizadas (LioBras K105, São Carlos, SP, Brazil) por 96 horas 

para total remoção de água. As amostras foram moídas em um moinho de faca (Cadence 

MDR302-127, Navegantes, SC, Brazil) para obtenção de um pó com objetivo de 

aumentar a superfície de contato com o solvente, assim otimizando a extração dos 

AnAc. 

 Para obtenção dos extratos, foram feitas cinco extrações consecutivas 

visando a exaustão dos AnAc presente na amostra. Foram pesados 500 mg de 

pedúnculo do caju em pó e adicionados 9 mL de metanol, assistidas em ultrassom de 

banho, utilizando o Sonicador Ultrasonic Cleaner 1400 (THORTON/UNIQUE), durante 

20 min e posteriormente centrifugadas (Kindly KC5, São Paulo, SP, Brazil) por 10 min. 

Os sobrenadantes das cinco extrações foram filtrados em papel de filtro e secos por 

destilação sob baixa pressão (Buchi V-850, Valinhos, SP, Brazil). Cada sobrenadante 

foi analisado separadamente para obter o percentual de extração de cada etapa. O 

extrato seco contento AnAc foi solubilizado em metanol e filtrado em filtro de disco 

PTFE 45 µm para posteriormente ser injetado no HPLC-DAD para análise de 

quantificação (OIRAM FILHO et al., 2023). 
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Figura 8 - Fluxograma da extração dos ácidos anacárdicos do pedúnculos de caju. 

 

Fonte: Autor 

*Etapa padronizada e publicada de acordo com OIRAM FILHO et al. (2019) 

 

 

3.6 Obtenção do extrato da casca da mangueira 

 

O extrato foi obtido a partir do método descrito por JOHN et al. (2012) com 

adaptações, utilizando uma extração sólido-líquido por imersão das cascas de 

mangueira. Foi utilizado etanol como solvente para uma melhor extração dos compostos 

polares e apolares presentes na matriz residual, a proporção foi de 1 parte de casca para 

4 partes de solvente. O solvente ficou em contato com as cascas por 24 horas em 

temperatura ambiente e foram feitas 4 extrações para uma exaustão do soluto presente 

na matriz sólida, totalizando 96 h de extração. O solvente contendo soluto foi filtrado 

em filtro de papel quantitativo para retirada de material particulado maior, em seguida 

rota-evaporado para obtenção do extrato propriamente dito. 
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Figura 9 - Fluxograma do processo de extração e isolamento dos compostos da casca da 

mangueira. 

 

Fonte: Autor 

 

 

3.7 Desenvolvimento de método cromatográfico para quantificação de AcAn 

em pedúnculo de caju 

 

Para estabelecer uma condição ótima do método cromatográfico, alguns 

parâmetros foram testados previamente, como coluna C8 (100 x 4,6 mm x 5 µm) e C18 

(150 x 4.6 mm x 5 µm),  diferentes tipos de solventes orgânicos (metanol e acetonitrila) 

em diferentes concentrações na fase móvel (60, 70 e 80%), acidificado ou não com 

ácido acético e diferentes vazões de eluição (1,0, 1,2 e 1,5 mL.min
-1

). 

 Para a desenvolvimento do método cromatográfico foi utilizada uma 

coluna de fase-reversa Shimadzu Shim-pack CLC – ODS (M) C18 (150 x 4,6 mm x 5 

μm). A fase móvel foi utilizada de maneira isocrática, sendo composta por acetonitrila, 

água e ácido acético numa proporção (80:20:1). O tempo de corrida foi de 30 min, com 

fluxo de 1,5 mL.min
-1

, à temperatura de 30 ºC e com volume de injeção da amostra de 

20 μL. Os cromatogramas foram monitorados a um comprimento de onda de 280 nm e a 
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aquisição dos espectros UV foi realizada na faixa de comprimento de onda de 200 a 400 

nm. 

 

3.8 Validação do método para quantificação dos AcAn em pedúnculo de caju 

 

A validação do método foi estabelecida de acordo com os métodos descritos 

por International Conference Harmonization (ICH) (ICH, 2005) e, foi conduzida de 

modo a avaliar a qualidade e consistência, bem como a confiabilidade dos resultados 

obtidos. Os parâmetros verificados foram de seletividade, linearidade, precisão (intra-

dia e inter-dia), adequação do sistema, limites de detecção (LOD) e limites de 

quantificação (LOQ). Foi preparada uma curva analítica com oito pontos de diferentes 

concentrações (1; 5; 10; 20; 40; 60; 80 e 100 µg.mL
-1

) de AnAc trieno (15:3). Além 

disso, cinco amostras de pedúnculos de diferentes clones produzidos no campo 

experimental da Embrapa Agroindústria Tropical. As amostras foram pesadas e 

solubilizadas em metanol em uma concentração de 25 mg.mL
-1

 para a quantificação dos 

AnAc. 

 

3.8.1 Seletividade 

 

A seletividade é definida pela a capacidade que o método possui de 

identificar de maneira inequívoca um determinado analíto presente em uma mistura ou 

matriz sem interferência de outros componentes (ICH, 2005; VESSMAN et al., 2001). 

Para a avaliação da pureza dos picos cromatográficos, foi levado em consideração a 

pureza de 3 pontos de cada pico e os espectros de ultravioleta dos mesmos, onde foram 

comparados com os espectros do padrão, por meio do software Shimadzu LC Solution. 

Os picos com espectros de ultravioleta (220 a 400 nm) que apresentaram similaridade 

maior que 95 % foram considerados puros. 

 

3.8.2 Linearidade 

 

Para avaliar a linearidade do método foi construída uma curva analítica 

usando um padrão externo de AnAc trieno (15:3), diluído em metanol em diferentes 

concentrações (1; 5; 10; 20; 40; 60; 80 e 100 µg.mL
-1

) e todos os testes foram 
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executados em triplicata. Foram aplicados os testes T-student e Teste F a um nível de 

confiança de 95 % para garantir uma alta confiabilidade dos dados obtidos da curva de 

calibração e da regressão linear. Os cálculos foram conduzidos seguindo as seguintes 

equações: 

                                                𝑆2𝑦 =
∑(𝑑2𝑖)

𝑛−2
                                                 (1) 

                                                 𝑆2𝑎 =
𝑆2𝑦.𝑛

𝐷
                                                 (2) 

                                              𝑆2𝑏 =  
𝑆2𝑦.∑(𝑥2𝑖)

𝐷
                                             (3) 

em que Sy é o desvio padrão no eixo y; Sa  e  Sb o desvio padrão do coeficiente angular 

(a) e linear (b), respectivamente; xi é o valor individual de x; n é o número total de 

pontos na curva; di é o desvio vertical de cada ponto e D é o determinante dado por 

|
∑ 𝑥2𝑖 ∑ 𝑥𝑖

𝑥𝑖 𝑛
|. 

A partir dos desvios padrões calculados nas equações 1,2 e 3, foram 

calculados os valores de tcalc(a), tcalc(b) e Fcalc. 

                                                         𝑡𝑐𝑎𝑙𝑐(𝑎) =
|1−𝑎|

𝑆𝑎
                                                                                  (4) 

                                                        𝑡𝑐𝑎𝑙𝑐(𝑏) =
|𝑏|

𝑆𝑏
                                                                                          (5) 

                                                           𝐹𝑐𝑎𝑙𝑐 =  
𝑆𝑏
1

∑ 𝑑𝑖
3

                                                                                        (6) 

 

Para valores de Tcalc > Ttabelado o parâmetro é significativo a um nível de 

confiança de 95 % e deve permanecer na curva. No caso de valores de Tcalc < Ttabelado, o 

parâmetro não tem significância e pode ser excluído. Para o teste F, é valido que se Fcalc 

> Ftabelado os parâmetros são significativos a um nível de 95 % de confiança para a 

regressão linear. No caso de Fcalc < Ftabelado, independente do coeficiente de 

determinação (r
2
), os parâmetros não possuem significância, indicando que não há 

relação linear entre os eixos x e y (OIRAM FILHO, FRANCISCO et al., 2017). 

 

3.8.3 Precisão  

 

A precisão do método foi determinada a partir da avaliação da 

reprodutibilidade das oito diferentes concentrações do padrão externo (1; 5; 10; 20; 40; 

60; 80 e 100 µg.ml
-1

). A reprodutibilidade das triplicatas de cada ponto da curva 
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analítica foi avaliada no mesmo dia (intra-dia) e, posteriormente em três dias diferentes 

(inter-dia). A precisão foi calculada a partir dos desvios padrões e coeficientes de 

variação: 

                                           𝑆 = √
∑ (𝑥𝑖−�̅�)2𝑛

𝑖=1

𝑛−1
                                                (7)      

                                               𝐶𝑣 =
𝑠

�̅�
. 100                                                  (8) 

em que S é o desvio padrão, n o número de medidas, xi é o valor individual de cada 

medição e 𝑥 ̅ é a média. 

 

3.8.4 Teste de adequação de sistema  

 

O teste de adequação do sistema foi determinado a partir da repetibilidade 

de um ponto intermediário da curva de calibração (40 µg.ml
-1

) que foi injetado 10 vezes 

seguidas nas mesmas condições operacionais. A partir dos tempos de retenção e áreas 

obtidos foi calculado o desvio padrão e o coeficiente de variação. 

 

3.8.5 Limite de detecção e quantificação  

 

O limite de detecção (LOD) representa a menor concentração na qual uma 

substância pode ser detectada, assim conseguindo diferenciar um analíto de um ruído. O 

limite de quantificação (LOQ) também é expresso como uma concentração e, representa 

a menor concentração na qual uma substância pode ser quantificada com exatidão e 

fidelidade.  

Os parâmetros LOD e LOQ foram baseados pela avaliação visual de acordo 

com descrito no padrão internacional de validação (ICH, 2005). 

 

3.8.6 Exatidão ou recuperação 

 

Alguns protocolos podem ser aplicados a diferentes compostos para avaliar 

a recuperação do método cromatográfico. Um desses protocolos é dopar a amostra 

utilizando o composto alvo em uma concentração conhecida (BRASIL, 2003; ICH, 2005). 

No entanto, algumas amostras não possibilitam serem dopadas para garantir uma 

recuperação próxima da adequada conforme estipulado pelas diretrizes de validação. 
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Porém, a extração exaustiva garante que a molécula alvo presente na amostra seja 

extraída completamente, possibilitando assim a avaliação da recuperação dessa 

molécula pelo método já desenvolvido (SWARTZ; KRULL, 2018). 

Os espectros de cada ácido anacárdico das cinco extrações sequenciais 

foram utilizados para dar suporte aos cálculos de recuperação. Portanto, foi possível 

calcular a porcentagem de recuperação de cada uma das cinco extrações para os três 

diferentes AcAn (trieno, dieno e monoeno) utilizando a seguinte equação: 

                                              𝑅(%) =  
𝐴𝑥

∑ 𝐴𝑛
 . 100                                               (9) 

em que Ax é a área do pico cromatográfico para cada analito de cada uma das cinco 

extrações, ∑An é a área do somatório total dos picos cromatográficos das cinco extrações 

sequenciais para cada molécula. 

 

3.9 Condições cromatográficas exploratórias em HPLC analítico (Mangifera 

indica) 

 

Para avaliação inicial do extrato da casca da mangueira, o método foi 

conduzido com uma coluna cromatográfica de fase-reversa Waters Xselect™ – HSS C18 

(250 x 4.6 mm x 5 µm). A fase móvel utilizada foi composta de metanol (B), água (A) 

ambos acidificados com 0,05% ácido trifluoracético (TFA) em um gradiente 

exploratório de 60 min, variando de 5 % a 95 % de solvente B em 48 min, de 48 min a 

54 min em 100 % de solvente B e de 54 min a 60 min 5 % de solvente B. O fluxo de 

eluição foi de 1,0 mL.min
-1

, à temperatura de 35 ºC e com volume de injeção da 

amostra de 20 µL. Os cromatogramas foram monitorados a um comprimento de onda de 

280 nm e a aquisição dos espectros UV foi realizada na faixa de comprimento de onda 

de 200 a 400 nm. O controle instrumental da análise e o processamento dos dados foram 

tratados com o uso do software Shimadzu LC Solution. 

 

3.10 Ampliação de escala cromatográfica  

 

O volume de injeção foi calculado de acordo com as equações (AUBIN; 

CLEARY, 2009; GUILLARME et al., 2007) abaixo e otimizado em função do 

equipamento, onde o volume de injeção foi descrito de acordo com a equação 10. 
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𝑉𝑖𝑛𝑗2 =  𝑉𝑖𝑛𝑗1 .
𝑑𝑐2

2

𝑑𝑐1
2  .

𝐿2

𝐿1
                                                          (10) 

em que Vinj2 é a carga de injeção da escala preparativa, Vinj1 é a carga de injeção da 

escala analítica, dc2 o diâmetro interno da coluna preparativa, dc1 o diâmetro interno da 

coluna analítica, L2 o comprimento da coluna preparativa e L1 o comprimento da coluna 

analítica. 

A vazão de eluição foi calculada de acordo com a equação 11 descrita 

abaixo e ajustado em função de fatores de viabilidade de execução e econômicas, 

expresso na equação.  

𝑄2 =  𝑄1 .
𝑑𝑐2

2

𝑑𝑐1
2  .

𝑑𝑝1

𝑑𝑝2
                                                              (11) 

em que Q2 é a vazão de eluição do sistema preparativo, Q1 é a vazão de eluição do 

sistema analítico, dc2 o diâmetro interno da coluna preparativa, dc1 o diâmetro interno 

da coluna analítica, dp1 o diâmetro da partícula no analítico e dp2 o diâmetro da 

partícula no preparativo. 

  

3.11 Condições cromatográficas em HPLC preparativo (Mangifera indica) 

 

O método cromatográfico em escala analítica foi transposto pela ampliação 

de escala, utilizando como base as equações 10 e 11, resultando numa condição 

cromatográfica onde foi usada uma coluna de fase reversa Waters SunFire Prep C18 

OBD (250 x 20 mm x 15 µm). A fase móvel utilizada foi composta por metanol (B), 

água (A) ambos acidificados com 0,05% ácido trifluoracético (TFA) em um gradiente 

de eluição de 60 min, variando de 5 % a 100 % de solvente B em 20 min, mantendo em 

100 % de solvente B até 55 min, em seguida mantendo 5 % de solvente B de 55 a 60 

min. O fluxo de eluição de 7 mL.min
-1

, à temperatura de 25 ºC, volume de injeção de 

variando de 1 a 20 mL, com concentração de 50 mg.mL
-1

. Os cromatogramas foram 

monitorados a um comprimento de onda de 280 nm. Tanto o controle do equipamento 

quanto o processamento dos dados foi feito através do software Empower Pro. 

O fracionamento inicial do extrato foi feito em 9 frações, uma fração inicial 

de 0 a15 min, e outras 8 frações de 5 em 5 min, a fração entre 55 a 60 min foi 

considerada descarte e foi não foi coletada. As frações coletadas foram enviadas para 

ensaio de citotoxidade em diferentes linhagens de células cancerígenas, para auxiliar no 

isolamento bioguiado dos compostos. 
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3.12 Citotoxidade in vitro 

 

Para analisar a citotoxidade in vitro do extrato bruto da casca da mangueira 

e das 9 frações obtidas, foram testadas 3 linhagens de células tumorais e uma não 

tumoral pelo método MTT (MOSMANN, 1983) que consiste em uma análise 

colorimétrica baseada na conversão do sal 3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-2-H-

brometo de tetrazolium (MTT) em azul de formazan, a partir de enzimas mitocondriais 

presentes somente nas células metabolicamente ativas. As linhagens tumorais utilizadas, 

SNB-19 (Astrocitoma), HCT-116 (Carcinoma de cólon - humano), PC3 (Próstata) 

foram cedidas pelo Instituto Nacional do Câncer (EUA), tendo sido cultivadas em meio 

RPMI 1640. Para linhagem não tumoral L929 (Fibroblasto murino) o cultivo deu-se em 

DMEM, suplementados com 10 % de soro fetal bovino e 1 % de antibióticos, mantidas 

em estufa a 37 C e atmosfera contendo 5 % de CO2. As amostras (Tabela 2) foram 

diluídas em DMSO puro para concentrações de estoque de 20 mg.mL
-1

.  

 

Tabela 2 - Descrição e identificação das amostras para o ensaio citotóxico in vitro. 

Nº Código Amostra Concentração de teste (µg.mL
-1

) 

1 Extrato Bruto – EB 

100 

2 Fração inicial – Fi 

3 Fração 1- F1 

4 Fração 2 - F2 

5 Fração 3 - F3 

6 Fração 4 - F4 

7 Fração 5 - F5 

8 Fração 6 - F6 

9 Fração 7 - F7 

10 Fração 8 - F8 

Fonte: Autor 

As células foram plaqueadas nas concentrações de 0,7 x 10
5
 céls.mL

-1
 

(HCT-116 e L929), 0,1 x 10
6 

céls.mL
-1

 (SNB-19 e PC3) e 0,3 x 10
6 

céls.mL
-1

. As 

amostras foram testadas na concentração de 100µg.mL
-1

. As placas foram incubadas por 

72 horas em estufa a 5 % de CO2 a 37 C. Ao término deste, as mesmas foram 

centrifugadas e o sobrenadante foi removido. Em seguida, foram adicionados 100 L da 
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solução de MTT (sal de tetrazolium), e as placas foram incubadas por 3h. A absorbância 

foi lida após dissolução do precipitado com 100 L de DMSO puro em 

espectrofotômetro de placa a 595 nm.  

Para a triagem inicial das frações com potencial para inibir o crescimento 

das linhagens testadas, foi calculado o percentual de inibição de crescimento (IC %), 

determinado levando-se em consideração a média do controle negativo como 100 % de 

proliferação. Para a avaliação do potencial citotóxico das frações foi utilizada uma 

escala de intensidade, a qual considera alta atividade tóxica quando inibido entre 95 % a 

100 % o crescimento celular, atividade moderada quando de 70 % a 90 % e sem efeitos 

quando menor que 50 % (FOUCHÉ et al., 2008).  

Após a triagem inicial, as frações que apresentaram inibição do crescimento 

celular superior a 75 %, foram testadas em diferentes concentrações para a 

determinação da concentração que inibe 50 % da proliferação celular (CI50). 

 

3.13 Condições cromatográficas para isolamento bioguiado das frações bioativas 

 

Sistema HPLC analítico 

Para o isolamento bioguiado dos compostos presentes nas frações 

biologicamente ativas, provenientes do extrato da casca da mangueira, um de método 

foi desenvolvido e conduzido nas seguintes condições: uma coluna cromatográfica de 

fase-reversa Shimadzu Shim-pack CLC – ODS(M) C18 (150 x 4.6 mm x 5 µm). A fase 

móvel utilizada foi composta de metanol (B), água (A) ambos acidificados com 0,05% 

ácido trifluoracético (TFA), em uma corrida cromatográfica de 40 min, onde de 0 a 15 

min 40 % (B) e 60 % (A), de 15 a 33 min 100 % (B) e de 33 a 40 min 40 % (B) e 60 % 

(A). O fluxo de eluição foi de 0,8 mL.min
-1

, à temperatura de 35 ºC e com volume de 

injeção da amostra de 20 µL. Os cromatogramas foram monitorados a um comprimento 

de onda de 280 nm e a aquisição dos espectros UV foi realizada na faixa de 

comprimento de onda de 200 a 400 nm. O controle instrumental da análise e o 

processamento dos dados foram tratados com o uso do software Shimadzu LC Solution. 

 

Sistema HPLC preparativo 

O método cromatográfico para isolamento bioguiado em escala analítica foi 

transposto pela ampliação de escala, resultando numa condição cromatográfica onde foi 
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usada uma coluna cromatográfica de fase reversa Waters SunFire Prep C18 OBD (100 x 

19 mm x 5 µm). A fase móvel utilizada foi composta por metanol (B), água (A) ambos 

acidificados com 0,05 % ácido trifluoracético (TFA) em uma corrida cromatográfica de 

40 min, onde de 0 a 10 min 40 % (B) e 60 % (A), de 10 a 35 min 100 % (B) e de 35 a 

40 min 40 % (B) e 60 % (A). O fluxo de eluição de 8,5 mL.min
-1

, à temperatura de 25 

ºC, volume de injeção de variando de 1 a 20 mL, com concentração de 50 mg.mL
-1

. Os 

cromatogramas foram monitorados a um comprimento de onda de 280 nm. Tanto o 

controle do equipamento quanto o processamento dos dados foi feito através do 

software Empower Pro. 

O isolamento bioguiado dos compostos presentes nas frações 

biologicamente ativas foram executados minuto a minuto, totalizando 40 frações. Foram 

analisadas as frações que correspondem aos devidos tempos de retenção dos compostos 

de interesse eluidos. 

 

3.14 Sobrecarga de coluna e parâmetros de desempenho 

 

O ensaio de saturação de coluna foi executado com 5 cargas de injeção 

(200, 400, 600, 800 e 1000 mg) do extrato da casca da mangueira, visando determinar 

um limite de processo em relação a carga injetada no sistema HPLC preparativo. Os 

parâmetros de desempenho, rendimento, produtividade e consumo de solvente foram 

avaliados para embasar a escolha da melhor carga de injeção. 

As equações utilizadas para os cálculos de consumo de solvente e 

produtividade foram adaptadas a partir de trabalhos relatados na literatura (ARCANJO et 

al., 2015; OIRAM FILHO et al., 2019; SILVA JR et al., 2006). O cálculo utilizado para o 

consumo de solvente do sistema cromatográfico preparativo está em função dos 

seguintes parâmetros, vazão volumétrica, tempo de corrida, percentual do solvente 

orgânico e massa das frações obtidas, expresso em mL.mg
-1

, assim como mostram as 

equações 12 e 13: 

𝐶𝑆𝑝𝑟. =  
𝑡𝑐𝑜𝑟  . 𝑄𝑝𝑟.. %𝑠𝑜𝑙

𝑚𝑜𝑏𝑡
                                                           (12) 

Onde, CSpr. é o consumo de solvente em escala preparativa, expresso em 

mL.mg
-1

 de frações obtidas, tcor é o tempo da corrida cromatográfica, Qpr. é a vazão 

volumétrica (mL.min
-1

) do sistema preparativo, % sol  é o percentual de solvente 
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orgânico presente na fase móvel e mobt a massa de fração obtida presente em cada carga 

de injeção. 

A produtividade do sistema preparativo, expressa em g.h
-1

 por g de 

adsorvente, foi calculada levando em consideração parâmetros específicos do sistema, 

vazão volumétrica, massa de adsorvente da coluna utilizada e a concentração das 

frações obtidas, assim como mostram as equações 13. 

𝑃𝑝𝑟. =  
𝑄𝑝𝑟. . 𝐶𝑓𝑟

𝑚𝑎𝑑𝑠
                                                                    (13) 

Onde, Ppr. é a produtividade para o sistema preparativo, Qpr. é a vazão 

volumétrica (mL.min
-1

) do sistema preparativo, Cfr é a concentração da fração obtida em 

cada carga de injeção, mads é a massa de adsorvente da coluna preparativa. 

 

3.15 Condições cromatográficas Uplc-Qtof-MS. 

 

Para identificação dos compostos nos dois extratos (Anacardium 

occidentale e Mangifera indica), foram realizadas análises em um sistema Waters 

Acquity UPLC acoplado a um analisador de massas de alta resolução quadrupolo Time-

of-Flight (TOF) Waters equipado com uma interface electrospray (ESI) para realizar a 

identificação inequívoca dos compostos presentes no extrato. As separações foram 

realizadas em coluna C18 (Waters Acquity UPLC C18, 150 mm x 2,1 mm, 1,7 µm). O 

perfil dos metabólitos contidos nos dois extratos foram obtidos inicialmente por um 

gradiente exploratório, sendo a fase móvel composta por: H2O (A) e acetonitrila (B), 

cada uma destas contendo ácido fórmico (0,1 % v/v). As amostras foram submetidas ao 

seguinte gradiente: 2 – 95 % do solvente (B) em 20 minutos a uma vazão de 500 

µL.min
-1

. A análise dos extratos foi conduzida em modo de ionização negativo no 

intervalo de 100 – 1200 Da. As condições da fonte ESI foram definidas da seguinte 

forma: tensão capilar 2800 V, tensão do cone 40 V, temperatura da fonte 120 
o
C, 

temperatura de solvatação 330 
o
C, fluxo de gás do cone de 20 L.h

-1
, o fluxo do gás de 

solvatação 600 L.h
-1

, e MCP (microcanais tensão da placa) – detector a 1900 V. 

A identificação estrutural dos metabólitos presentes no extrato da casca da 

mangueira e no pedúnculo do caju foi feita mediante as fórmulas moleculares e os 

valores de m/z obtidos a partir de espectros de alta resolução, observados nos picos 

cromatográficos de maior intensidade, por meio do software MassLynx (water 

Corporation). As propostas estruturais das moléculas encontradas foram realizadas com 
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os dados de MS/MS, por meio do estabelecimento de padrões de fragmentação 

(BOUSLIMANI et al., 2014; YULIANA et al., 2013). 

 

4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

Anacardium occidentale 

 

4.1 Confirmação estrutural dos AcAn no pedúnculo do caju por Uplc-Qtof-MS 

 

Os AcAn foram confirmados por meio de espectrometria de massas de alta 

resolução, através da análise de espectros de primeira ordem (MS), que permitiu a 

determinação precisa das fórmulas moleculares. Adicionalmente, os espectros de 

segunda ordem (MS²) e os íons fragmentados forneceram evidências conclusivas para a 

confirmação estrutural desses compostos, conforme padrões estabelecidos em 

publicações de alto impacto na área de espectrometria de massas. Os três AnAc foram 

identificados em todas as amostras avaliadas, tomando como exemplo o clone CCP 76 

(Figura 10) na qual o AnAc trieno (15:3) exibiu um espectro de massas de primeira 

ordem [M – H]⁻ de 341.2079, correspondente à fórmula molecular C22H30O3, e um íon 

fragmento com m/z 297.2187, oriundo da perda neutra de CO2, representado por [M – 

H–CO2]⁻.; O AnAc dieno (15:2) apresenta uma massa de [M – H]⁻ de 343.2228, 

correspondente à fórmula molecular C22H32O3, e um íon fragmento com m/z de 

299.2332, resultante da perda neutra de CO2, indicado por [M – H–CO2]⁻. Já o AnAc 

monoeno (15:1), possui uma massa de [M – H]⁻ de 345.2405, ou seja, espectro de 

primeira ordem revelando a formula molecular C22H34O3 e um íon fragmento em m/z 

301.2505, também decorrente da perda neutra de CO2, como mostrado por [M – H–

CO2]⁻ (Figura 11). Essas massas moleculares e os respectivos padrões de fragmentação 

também foram reportados em outras pesquisas (CUNHA et al., 2017; ERS ̧AN et al., 2016; 

OIRAM FILHO, F. et al., 2017).  
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Figura 10 - Perfil cromatográfico dos AcAn trieno, dieno e monoeno presentes na  

amostra CCP 76 de pedúnculo de caju, analisado por Uplc-Qtof-MS
E
. 

 

Fonte: Autor 
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Figura 11 - Espectros de massa dos AcAn trieno, dieno e monoeno obtidos do perfil 

cromatorgráfico da amostra CCP 76, analisado por Uplc-Qtof-MS
E
. 

 

Fonte: Autor  
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4.2 Desenvolvimento do método para quantificação dos AcAn 

 

 O método de separação cromatográfica foi otimizado a partir do método 

descrito por OIRAM FILHO, FRANCISCO et al. (2017), a fim de ajustar os parâmetros 

analíticos para possibilitar as análises dos AcAn presentes no pedúnculo de caju. Os 

testes executados previamente mostraram que a melhor condição cromatográfica para 

separação dos AcAn presentes nas amostras foram as seguintes: uma coluna C18 de fase 

reversa (150 x 4.6 mm x 5µm), fase móvel de maneira isocrática com 80 % de 

acetonitrila e uso de 1 % ácido acético para melhor resolução dos picos 

cromatográficos, fluxo de eluição de 1.5 mL.min
-1

. 

Colunas cromatográficas com maior quantidade de carbonos ligados na fase 

estacionária possuem maior resolução cromatográfica (CRISCUOLO et al., 2019). 

Portanto, devido as características apolares dos AcAn, a coluna C18, obteve uma melhor 

resolução cromatográfica quando comparada com a coluna C8. A acetonitrila mostrou 

maior eficiência na separação dos três AcAn, devido seu alto poder de eluição quando 

comparada ao metanol (SNYDER et al., 2012). Parâmetros como percentual de solvente 

orgânico e fluxo de eluição, foram definidos a partir dos princípios de menor 

concentração e menor tempo de corrida, respectivamente, capazes para separar os AcAn 

com perfeição. O pH (3.0) da fase móvel melhorou a simetria dos picos, evitando a 

formação de efeitos de cauda, devido a inativação dos silanois residuais presentes na 

fase estacionária (LAI et al., 2020).  

 Os picos foram identificados usando seus respectivos tempos de retenção 

e espectros UV de cada AcAn. A Figura 12 mostra o perfil cromatográfico de 

pedúnculo de caju, onde foram identificados (1) AcAn trieno (15:3), (2) AcAn dieno 

(15:2) e (3) AcAn monoeno (15:1) e o perfil cromatográfico do padrão analítico de 

AcAn trieno (15:3). 
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Figura 12 - Perfil cromatográfico do padrão externo do ácido anacárdico 

trieno (15:3); (B) Perfil cromatográfico do pedúnculo do caju. Monitorados 

a 280 nm. 

 

Fonte: Autor. 

 

4.3 Validação do método de quantificação do AcAn 

 

 A validação do método foi conduzida baseada nos princípios e 

parâmetros fornecidos pelo International Conference Harmonization (ICH) (ICH, 2005) 

e os resultados obtidos para seletividade, linearidade, precisão, teste de adequação de 

sistema, limites de quantificação e detecção foram de acordo com as normas exigidas 

para cada parâmetro citado. Os resultados obtidos para os parâmetros avaliados 

mostraram que a metodologia desenvolvida em HPLC-DAD, foi capaz de monitorar e 

quantificar os ácidos anacárdicos presentes em pedúnculos de caju. 

  O método validado tem relevância, pois apresentou níveis de detecção 

adequados às concentrações dos ácidos anacárdicos de interesse, fornecendo dados 

confiáveis, precisos, de maneira rápida e de uso adequado às necessidades laboratoriais 

(SNYDER et al., 2012). Assim, fornecendo dados robustos sobre os níveis de 

quantificação de AcAn de pedúnculos de caju, suprindo a necessidade de métodos 

validados específicos para AcAn em pedúnculos de caju. 
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4.3.1 Seletividade e Linearidade 

 

A Figura 13 mostra os resultados de seletividade, que foram avaliados com 

base no espectro UV do padrão externo de trieno AnAc (15:3). As purezas calculadas a 

partir dos três picos foram 99,17 %, 98,19 % e 99,40 % (Tabela 3) para AnAc (15:3), 

(15:2) e (15:1), respectivamente. 

 

Figura 13 - Espectros UV de (A) padrão externo AcAn trieno (15:3); (B) 

AcAn trieno (15:3); (C) AcAn dieno (15:2); (D) AcAn monoeno (15:1). Os 

espectros UV foram gravados entre 220 e 400 nm. 

 

Fonte: Autor 
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Tabela 3 - Tempo de retenção e percentual de pureza da análise de 3 pontos para AcAn 

trieno (15:3), dieno (15:2) e monoeno (15:1). 

Ácido Anacárdico tR (min) Índice de pureza (%) 

(15:3) 7,603 99,17 

(15:2) 10,924 98,19 

(15:1) 17,405 99,40 

Fonte: Autor 

 

A curva de calibração foi construída a partir de oito concentrações (1, 5, 10, 

20, 40, 60, 80 e 100 µg·mL
−1

) de trieno AcAn (15:3). A Tabela 4 lista a linearidade da 

curva, que foi confirmada pelo valor do coeficiente de determinação da equação da 

curva analítica (y = 2333,5x + 2956,2; R
2
 = 0,998), o que está de acordo com os 

encontrados na literatura e guias de validação (AGIL et al., 2012; BRASIL, 2003). Para 

verificar a confiabilidade dos dados de calibração da curva e da regressão linear foram 

utilizados o teste t de Student e o teste F. Os coeficientes angulares e lineares da curva 

de calibração foram significativos; portanto, ambos os termos desempenham papéis 

importantes na quantificação dos compostos e devem permanecer na equação. O teste F 

mostrou que existe uma relação linear entre os eixos x e y porque Fcal foi maior que Ftab. 
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Tabela 4 - Resultados estatísticos para regressão linear da curva de calibração do padrão 

externo, teste t-Student e teste F, a um nível de confiança de 95 %. 

Curva analítica y = 2333,5x + 2956,2 R
2
 = 0.998 

 

Coeficiente 

Angular 

A Sa tcal ttab Teste t 

2333,5 15,79 147,63 2,009 Significativo 

 

Coeficiente Linear 
B Sb tcal ttab Teste t 

2956,2 830,91 3,56 2,009 Significativo 

 

Fcalculado Ftabelado Teste F 

21812,56 1,576 Significativo 

 

 R
2 

CV (%) 

Intra dia (n = 6) 0,9993 0,20 

Inter dia (n = 9) 0,9979 0,29 

 

 Tempo de retenção 

(CV) 

Área (CV) 

Teste de Adequação de sistema 0,45 0,30 

   

 Concentração (µg.mg
-

1
) 

 

LOD 0,18  

LOQ 0,85  
Fonte: Autor 

4.3.2 Precisão e Teste de adequação de sistema 

 

 A Tabela 4 mostra os valores relacionados á precisão, onde as análises 

intra dia e inter dia foram avaliadas, os resultados obtidos para coeficientes de 

correlação e coeficientes de variação foram R
2
 = 0,999, CV = 0,20 % e R

2
 = 0,998, CV 

= 0,29 %, respectivamente. Os coeficientes de variação encontrados para o teste de 

adequação do sistema, executados a partir do ponto mediano da curva analítica, para 

tempo de retenção e área do pico, foram CV = 0,45 % e 0,30 %, respectivamente. Todos 

os valores relacionados à precisão e adequação de sistema estão de acordo com os 

parâmetros estabelecidos nos diversos guias de validação, coeficientes de correlação  R
2
 

≥ 0,99 e coeficiente de variação aproximadamente 1,0 % (BRASIL, 2003; ICH, 2005; 

LANÇAS, 2004). 
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4.3.3 Limite de detecção (LOD) e quantificação (LOQ) 

 

 A Tabela 4 mostra o valor do LOD para conseguir diferenciar um analito 

de um ruído e também apresenta o valor do LOQ para conseguir quantificar um ácido 

anacárdico com fidelidade e exatidão, esses valores foram 0,18 e 0,85 µg.mL
-1

, 

respectivamente. Os valores foram obtidos através das equações 9 e 10 utilizando dados 

provenientes da regressão linear da curva de calibração e mostraram que o método tem 

alta sensibilidade para determinação de AcAn. 

 

4.3.4 Exatidão ou recuperação 

 

A recuperação do método foi baseada na extração exaustiva da molécula 

alvo, esta técnica pode ser aplicada quando a amostra não pode ser dopada de forma 

eficiente para garantir a avaliação correta da exatidão. Os resultados apresentados na 

Tabela 6 mostram a quantificação dos AcAn em cada uma das cinco extrações dos 

diferentes clones estudados. Os resultados em todas as amostras analisadas obtidos na 

primeira e segunda extração sequencial foram viáveis para quantificação dos 

compostos. Porém, a partir da terceira extração sequencial as amostras de pedúnculo de 

caju CCP09, BRS275 e Embrapa 51 apresentaram exaustão dos compostos alvo (trieno 

e dieno) abaixo do limite de quantificação, o que comprova a viabilidade do método 

utilizando apenas as duas primeiras extrações sequenciais. Os valores totais da 

quantidade de cada amostra de AcAn trieno, dieno e monoeno foram 24,40, 18,47 e 

127,72 mg·100 g
−1

 respectivamente, para CCP09; 31,16, 56,87 e 111,96 mg·100 g
−1

, 

respectivamente, para CCP76; 44,76, 37,38 e 134,86 mg·100 g
−1

, respectivamente, para 

BRS265; 29,83, 19,15 e 93,63 mg·100 g
−1

, respectivamente, para BRS275; e 19,62, 

13,71 e 95,02 mg·100 g
−1

, respectivamente, para a Embrapa 51.  

O teor de AcAn analisados nas cinco amostras diferentes (Tabela 5) 

apresentou perfis semelhantes quando comparados aos resultados encontrados na 

literatura, onde os AcAn majoritários foram monoeno (15:1) e os AcAn minoritários 

foram trieno (15:3). Um dos trabalhos que avaliou o teor dos alquilfenóis do pedúnculo 

do caju relatou valores de 22,00, 32,00 e 56,00 mg.100 g
−1

 para trieno, dieno e 

monoeno, respectivamente (TREVISAN et al., 2006). Entretanto, os teores de AcAn 

trieno e dieno relatados na literatura variam entre 19,62 e 44,76 mg.100 g
−1

 para trieno e 
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entre 13,71 e 56,87 mg.100 g
−1

 para dieno. Por outro lado, o conteúdo do AcAn 

monoeno variou entre 93,63 e 134,86 mg.100 g
−1

 para as amostras BRS275 e BRS265, 

respectivamente. Essa variação no teor de AcAn se deve à variação genética nos clones 

analisados. 
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Tabela 5 - Quantificação de AcAn de trieno (15:3), dieno (15:2) e monoeno (15:1) de 5 extrações sequenciais e quantidade total da extração 

realizada em pedúnculos de caju obtidos de diferentes clones de caju, ambos expressos em mg.100 g- 1. 

Amostra AcAn 
Extração (mg.100 g

-1
) Quantidade total (mg.100 g

-1
)  

1 2 3 4 5 

CCP 09 

15:3 22,07 ± 0,13 2,32 ± 0,01 < LOQ < LOQ < LOQ 24,40 ± 0,14 

15:2 16,66 ± 0,02 1,81 ± 0,04 < LOQ < LOQ < LOQ 18,47 ± 0,02 

15:1 109,88 ± 0,42 14,63 ± 0,14 2,39 ± 0,09 0,81 ± 0,02 < LOQ 127,72 ± 0,48 

CCP 76 

15:3 23,16 ± 0,06 6,34 ± 0,07 1,65 ± 0,01 < LOQ < LOQ 31,16 ± 0,11 

15:2 41,22 ± 0,41 12,01 ± 0,09 3,62 ± 0,05 < LOQ < LOQ 56,87 ± 0,34 

15:1 79,98 ± 0,28 24,07 ± 0,33 7,74 ± 0,31 0,16 ± 0,04 < LOQ 111,96 ± 0,29 

BRS 

265 

15:3 39,88 ± 0,31 4,64 ± 0,06 0,23 ± 0,02 < LOQ < LOQ 44,76 ± 0,32 

15:2 33,29 ± 0,19 3,99 ± 0,03 0,10 ± 0,01 < LOQ < LOQ 37,38 ± 0,22 

15:1 115,26 ± 0,65 16,14 ± 0,04 2,33 ± 0,10 1,12 ± 0,89 < LOQ 134,86 ± 1,14 

BRS 

275 

15:3 26,88 ± 0,25 2,95 ± 0,06 < LOQ < LOQ < LOQ 29,83 ± 0,29 

15:2 17,51 ± 0,11 1,64 ± 0,10 < LOQ < LOQ < LOQ 19,15 ± 0,04 

15:1 81,26 ± 2,04 10,45 ± 0,19 1,42 ± 0,15 0,49 ± 0,18 < LOQ 93,63 ± 2,01 

Embrapa 

51 

15:3 16,56 ± 0,08 3,05 ± 0,01 < LOQ < LOQ < LOQ 19,62 ± 0,07 

15:2 11,66 ± 0,05 2,05 ± 0,03 < LOQ < LOQ < LOQ 13,71 ± 0,06 

15:1 75,95 ± 0,82 16,56 ± 0,58 2,09 ± 0,03 0,40 ± 0,06 < LOQ 95,02 ± 1,10 
< LOQ: Valores abaixo do limite que quantificação. 

Fonte: Autor 
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A Tabela 6 mostra a recuperação de cada uma das cinco extrações para 

todos os clones analisados. Os percentuais de recuperação das duas primeiras extrações 

foram as seguintes: CCP09 — 96,77, 96,15 e 96,24 % de trieno, dieno e monoeno, 

respectivamente; CCP76 — 92,22, 91,90 e 91,83 %, respectivamente; BRS265 — 

96,59, 96,73 e 96,38 %, respectivamente; BRS275 — 95,89, 95,60 e 96,31 %, 

respectivamente; e Embrapa 51 – 95,91, 95,80 e 95,75 %, respectivamente. 

A porcentagem de recuperação (Tabela 6) mostra que a primeira extração 

obteve valores entre 70,25 % e 85,35 % para as amostras CCP76 e CCP09, 

respectivamente. Valores entre 70 % e 130 % são exigidos pelos padrões internacionais 

de validação utilizados (EMA, 2011; FDA, 1995; ICH, 2005). Porém, a segunda extração 

representa uma parcela significativa da recuperação de cada ácido anacárdico. Os 

valores de recuperação para a segunda extração variaram entre 11,19 % e 21,58 % para 

as amostras BRS275 e CCP76, respectivamente. Assim, o método apresentou excelente 

recuperação dos compostos, variando entre 91,84 e 96,77 % para as amostras CCP76 e 

CCP09, respectivamente, utilizando duas extrações sequenciais. Estas percentagens são 

semelhantes às obtidas por outros métodos de validação (CRAWFORD et al., 2018; DE 

PAEPE et al., 2013; DIAS et al., 2013; KUMAR et al., 2017). 
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Tabela 6 - Percentual de recuperação de AcAn trieno (15:3), dieno (15:2) e monoeno (15:1) de todas as cinco extrações sequenciais nos 

diferentes pedúnculos de caju. 

Amostra AcAn 
Recuperação (%) 

1 2 3 4 5 

CCP09 

15:3 85,35 ± 0,49 11,42 ± 0,05 2,18 ± 0,16 0,93 ± 0,05 0,11 ± 0,05 

15:2 83,88 ± 0,13 12,27 ± 0,22 2,56 ± 0,06 1,14 ± 0,06 0,13 ± 0,06 

15:1 84,51 ± 0,32  11,73 ± 0,11 2,18 ± 0,07 1,17 ± 0,02 0,19 ± 0,06 

CCP76 

15:3 71,17 ± 0,19 21,05 ± 0,22 7,06 ± 0,04 0,66 ± 0,05 0,03 ± 0,02 

15:2 70,48 ± 0,70 21,42 ± 0,15 7,30 ± 0,09 0,78 ± 0,10 0,02 ± 0,02 

15:1 70,25 ± 0,25 21,58 ± 0,29 7,36 ± 0,27 0,77 ± 0,03 0,02 ± 0,01 

BRS265 

15:3 85,33 ± 0,66 11,26 ± 0,13 2,00 ± 0,05 1,33 ± 0,77 0,05 ± 0,04 

15:2 84,97 ± 0,48 11,76 ± 0,08 2,03 ± 0,03 1,16 ± 0,74 0,06 ± 0,03 

15:1 84,15 ± 0,47 12,23 ± 0,03 2,21 ± 0,07 1,33 ± 0,65 0,06 ± 0,01 

BRS275 

15:3 84,56 ± 0,79 11,33 ± 0,20 2,34 ± 0,10 1,54 ± 0,05 0,22 ± 0,05 

15:2 84,41 ± 0,51 11,19 ± 0,47 1,90 ± 0,23 1,31 ± 0,07 0,18 ± 0,07 

15:1 84,73 ± 2,11 11,58 ± 0,19 2,24 ± 0,16 1,29 ± 0,19 0,15 ± 0,04 

Embrapa51 

15:3 78,67 ± 0,36 17,24 ± 0,05 2,74 ± 0,03 1,17 ± 0,18 0,17 ± 0,02 

15:2 78,24 ± 0,30 17,56 ± 0,18 2,73 ± 0,14 1,17 ± 0,20 0,28 ± 0,32 

15:1 78,13 ± 0,84 17,62 ± 0,59 2,88 ± 0,03 1,15 ± 0,06 0,20 ± 0,05 
Todos os resultados da Tabela 6 foram obtidos a partir da Equação 9. 

Fonte: Autor. 
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Mangifera indica 

4.4 Identificação estrutural dos compostos da casca da mangueira via Uplc-Qtof-

MS
E
 

 

A Figura 14 mostra o perfil cromatográfico do extrato bruto da casca da 

mangueira analisado em modo negativo de ionização. Os picos foram enumerados de 

acordo com a ordem de eluição, e os compostos foram tentativamente identificados por 

interpretação dos seus espectros de massas (MS e MS/MS), detectados por Qtof-MS e 

analisados pelo software Masslynx
®
. A Tabela 7 mostra os dados de massas e 

compostos tentativamente identificados, incluindo os valores de m/z obtidas e 

calculadas de acordo com as respectivas fórmulas moleculares, erro, fragmentos obtidos 

por MS/MS, bem como o nome proposto do composto para cada pico. Os espectros de 

massa e as estruturas moleculares de cada composto relatado são apresentados nos 

apêndices A ao L. 

Figura 14 - Perfil cromatográfico do extrato da casca da mangueira. Analisado em modo 

de ionização negativa por Uplc-Qtof-MS
E
. 

 

Fonte: Autor 
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Tabela 7 - Anotação dos compostos presentes na casca da mangueira via UPLC-Qtof-MSE. 

Pico  

no. 

tR 

Min 

[M-H]
- 

Observada 

[M-H]
- 

Calculada 

Produto  

Ions (MS/MS) 

Fórmula 

Molecular 

Ppm  

(erro) 

Composto Ref 

1 3,29 421,0793 421,0771 331,0452; 301,0356 C19H17O11 5,2 Mangiferina (Isômero I) 1 

2 3,52 421,0778 421,0771 331,0457; 301,0372 C19H17O11 1,7 Mangiferina (Isômero II) 1 

3 - - - - - - Não identificado - 

4 12,52 471,3464 471,3474 339,1996 C30H47O4 -2,1 Ácido hidroxi 

isomangiferólico 

(Isômero I) 

2; 3 

5 13,40 471,3429 471,3474 339,1980 C30H47O4 -9,5 Ácido hidroxi 

isomangiferólico 

(Isômero II) 

2; 3 

6 13,59 469,3359 469,3318 339,1885 C30H45O4 8,7 Ácido hidroxi 

isomangiferônico 

(Isômero I) 

2; 3 

7 13,72 469,3344 469,3318 339,1988 C30H45O4 5,5 Ácido hidroxi 

isomangiferônico 

(Isômero II) 

2; 3 

8 14,45 471,3429 471,3474 339,1984 C30H47O4 -9,5 Ácido hidroxi 

isomangiferólico 

(Isômero III) 

2; 3 

9 15,26 469,3653 469,3682 451,3228; 417,3008; 

339,1997 

C31H49O3 -6,2 Ácido ambólico 2; 3 

10 15,53 369,2398 369,2430 325,2519 C24H33O3 -8,7 Ácido anacárdico (17:3) 4 

11 15,83 467,3488 467,3525 339,1979 C31H47O3 -7,9 Ácido ambônico 2; 3 



66 
 

 
 

12 16,07 345,2398 345,2430 301,2519 C22H33O3 -9,3 Ácido anacárdico (15:3) 5 

13 16,26 371,2550 371,2586 327,2620 C24H35O3 -9,7 Ácido anacárdico (17:2) 4 

14 17,03 373,2739 373,2743 329,2835 C24H37O3 -1,1 Ácido anacárdico (17:1) 4 

1 TREVISAN et al. (2016); 2 ESCOBEDO‐MARTÍNEZ et al. (2012); 3 ANJANEYULU e RADHIKA (2000); 4 JERZ et al. (2012) 

Fonte: Autor 
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Pico 1 (Tr. 3,29) e pico 2 (Tr. 3,52) foi tentativamente identificado como 

mangiferina e seu isômero. Esse composto apresentou íon precursor de m/z 421,0793 

[M-H]
-
 em MS e o espectro MS/MS apresentou fragmentos 331,0452 [M-H-90]

-
 e 

301,0356 [M-H-120]
-
 indicando a presença de hexose como um monossacarídeo. O 

mesmo padrão de fragmentação também foi relatado na literatura (AJILA et al., 2007; 

GÓMEZ‐CARAVACA et al., 2016; MEDLICOTT; THOMPSON, 1985). 

Pico 3 (Tr. 8,69) não foi identificado. Pico 4 (Tr. 12,52), 5 (Tr. 13,40) e 8 (Tr. 

14,45) são referentes a um composto da classes dos triterpenos, que apresentou íon 

precursor m/z 471,3464 [M-H]
-
 em MS e um fragmento 339,1996 [M-H-132]

-
 referente 

a perda de massa molecular de um pentosídeo. Os picos são representativos ao 

composto ácido hidroxi isomangiferólico, também exposto e relatado anteriormente em 

extratos de Mangifera indica (ANJANEYULU et al., 1994; ANJANEYULU; RADHIKA, 2000; 

ANJANEYULU et al., 1989; ESCOBEDO‐MARTÍNEZ et al., 2012; KHAN et al., 1994). 

Pico 6 (Tr. 13,40), pico 7 (Tr. 13,72), pico 9 (Tr. 15,26) e pico 11 (Tr. 15,83) são 

representativos de triterpenos identificados como ácido hidroxi mangiferônico e seu 

isômero, ácido ambólico e ácido ambônico, respectivamente, onde o padrão de 

fragmentação desses compostos já foi relatado na literatura com perdas 128 e 132 Da, 

referentes a um glicosídeo triterpénico (LING et al., 2023; POPOV et al., 2023).  

Pico 10 (Tr. 15,53), pico 12 (Tr. 16,07), pico 13 (Tr. 16,26) e pico 14 (Tr. 17,03) 

são referentes a ácidos anacárdicos (17:3), (15:3), (17:2) e (17:1) respectivamente, onde 

os quatros compostos apresentaram um padrão fragmentação compatíveis ao relatado na 

literatura, com perdas de [M-H-44]
-
 referente à clivagem de uma molécula de CO2 

presente na estrutura molecular de todos os ácidos anacárdicos (ERS ̧AN et al., 2016; 

JERZ et al., 2012; OIRAM FILHO et al., 2018; TREVISAN et al., 2006). 

 

4.5 Perfil exploratório HPLC analítico para o extrato casca mangueira 

 

O cromatograma analítico (Figura 15) do extrato da casca da mangueira 

apresentou um perfil de separação exploratório que mostra um grande número de 

compostos, assim mostrando a capacidade do método de separar previamente os 

diferentes compostos e/ou grupos de compostos presente numa mistura.  
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Figura 15 - Perfil cromatográfico do extrato bruto da casca da mangueira (1mg.mL
-1

) 

analisado por HPLC-DAD, monitorado em 280 nm. 

 

Fonte: Autor 

Essa avaliação do perfil exploratório mostra compostos com caraterísticas de 

polaridades diferentes, baseado na interação com fase estacionária da coluna 

cromatográfica usada, sendo ela fase normal ou reversa (SNYDER et al., 2012). Portanto, 

a Figura 15 mostra uma variação entre compostos mais polares para os mais apolares do 

início ao final da corrida cromatográfica, devido ao incremento no percentual de 

metanol usado durante a análise e o uso da coluna de fase reversa. Essa abordagem 

auxilia a otimização de um método cromatográfico na separação de compostos em um 

extrato complexo, utilizando proporções corretas de solvente na fase móvel (BURIN et 

al., 2011; HUANG et al., 2015) de acordo com as características dos compostos e/ou 

grupo de compostos presentes no extrato. Além do mais, o resultado apresentado nesse 

perfil cromatográfico permite uma ampliação de escala, da analítica para escala 

preparativa na tentativa de obter a separação desses compostos em quantidades maiores. 

4.6 Fracionamento do extrato da casca da mangueira em escala preparativa 

 

A partir do método exploratório foi desenvolvido um método de fracionamento 

do extrato da casca da mangueira onde a fração inicial foi composta pelos primeiros 15 

min de corrida cromatográfica, seguido de 8 frações de 5 min cada e a porção final do 

cromatograma foi considerada descarte (Figura 16). As frações representativas do início 

da corrida (F in, F1, F2 e F3) são as frações mais polares compreendendo o tempo de 0 
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a 30 min. O restante das frações representam as frações mais apolares (F4, F5, F6, F7 e 

F8) compreendendo a porção de 30 a 55 min.      

Figura 16 - Perfil cromatográfico do extrato da casca da mangueira por HPLC 

preparativo e respectivo fracionamento, monitorado em 280 nm. 

 

Fonte: Autor  

Devido à complexidade da amostra e os diferentes níveis de polaridade dos 

compostos, executar um fracionamento do extrato é uma alternativa amplamente 

empregada em trabalhos de purificação, assim essa técnica auxilia no isolamento 

bioguiado dos compostos com atividade citotóxica (BRILLATZ et al., 2016; JIAO et al., 

2017; MBEKEANI et al., 2019). 

As frações obtidas neste fracionamento foram analisadas via espectrometria 

de massas, avaliando a eficiência do fracionamento, monitoramento dos compostos 

presentes em cada fração, bem como o fornecimento de dados para intensidades dessas 

moléculas presentes em cada fração (Tabela 8), os respectivos cromatogramas estão 

expostos nos apêndices M ao U. 
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Tabela 8 - Dados de detecção dos compostos identificados nas frações analisadas, 

juntamente com a intensidade de cada composto nas respectivas frações. 

Composto 
Fração / intensidade (+) 

In. 1 2 3 4 5 6 7 8 

Mangiferina  (+++) (+)       

Ácido Hidroxi-

isomangiferólico 

    (++) (+++)    

Ácido Hidroxi-

mangiferónico 

     (+++) (++) (+)  

Ácido Ambólico       (+++)   

Ácido Anacárdico (17:3)       (++)   

Ácido Ambônico       (+) (+++) (+) 

Ácido Anacárdico (15:3)       (+++) (+)  

Ácido Anacárdico (17:2)       (++) (+++) (+) 

Ácido Anacárdico (17:1)       (+) (++) (+++) 

(+) entre 150 e 999; (++) entre 1,00 x10
3
 e 2,99 x10

3
; (+++) acima de 3,00 x10

3
.  

Fonte: Autor 

 

4.7 Atividade citotóxica in vitro 

 

 De acordo com a Tabela 9, o extrato bruto (EB) de manga apresentou inibição 

do crescimento (IC%) variando de 67,9 a 85,2 % para as linhagens tumorais e 98,7 % de 

inibição para a linhagem não tumoral. As frações Fi, F2 e F3 não apresentaram 

citotoxicidade para nenhuma das linhagens testadas. As frações F4, F5 e F6, contendo 

majoritariamente os triterpenoides, foram citotóxicas para todas as linhagens 

cancerígenas, bem como para células saudáveis, atingindo um percentual de inibição 

acima de 75 %. A fração F7, contendo em sua composição principal ácidos anacárdicos 

de 17 carbonos (17:2 e 17:1) e um triterpeno ácido ambônico, apresentou alto potencial 

citotóxico para as linhagens PC3 (Próstata), HCT-116 (Carcinoma de colón – humano) 

e SNB-19 (Astrocitoma). O ácido anacárdico 17:1 foi o composto majoritário na fração 

F8 que foi citotóxica para as linhagens HCT-116 e SNB-19. As frações F7 e F8 não 

apresentaram inibição do crescimento acima de 75 % para a linhagem não tumoral 

(L929), mostrando um percentual menor que 50 % na inibição de crescimento para 

L929, considerando assim, de acordo com a escala de intensidade sem efeito citotóxico 
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para as células saudáveis (FOUCHÉ et al., 2008). Um fator importante a ser relatado é a 

diferença da composição majoritária entre a F6 e F7 (Tabela 8), que fica evidenciado a 

presença do ácido ambólico na F6 e sua ausência na F7, que pode ser o composto 

responsável ao efeito danoso às células sadias em F6. Os dados detalhados da atividade 

citotóxica das amostras testadas estão representados na Tabela 9 e Gráfico 2. 

 

Tabela 9 - Média do percentual de inibição do crescimento celular (IC %) das amostras 

na concentração única de 100 µg.mL
-1

. 

Frações 
Inibição do crescimento celular (IC %) 

HCT-116 PC3 SNB19 L929 

EB 81,9 ± 0,2 85,1 ± 4,3 67,9 ± 9,4 98,7 ± 0,5 

Fi 55,9 ± 10,8 49,9 ± 0,9 0,0 ± 0,0 26,2 ± 3,2 

F1 31,8 ± 5,2 50,0 ± 2,3 0,0 ± 0,0 27,8 ± 1,9 

F2 14,4 ± 12,5 50,5 ± 1,4 0,0 ± 0,0 24,0 ± 1,6 

F3 16,6 ± 8,8 59,8 ± 1,5 13,4 ± 3,2 27,2 ± 3,9 

F4 100,0 ± 0,0 100,0 ± 0,0 100,0 ± 0,0 100,0 ± 0,1 

F5 100,0 ± 0,0 100,0 ± 0,0 100,0 ± 0,0 99,3 ± 0,2 

F6 100,0 ± 0,0 100,0 ± 0,0 100,0 ± 0,0 99,6 ± 0,1 

F7 99,9 ± 0,2 100,0 ± 0,0 100,0 ± 0,0 49,1 ± 7,2 

F8 100,0 ± 0,0 53,1 ± 14,8 100,0 ± 0,0 49,5 ± 2,5 

Fonte: Autor 

Gráfico 2 - Representação gráfica da média do percentual de inibição do crescimento 

(IC) do extrato e frações de manga na concentração de a 100 µg.mL
-1

. 

  

Fonte: Autor 
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Após análises de concentração única (100 µg.mL
-1

), analisou a concentração 

inibitória média (CI50) dos compostos com percentual acima de 75% de inibição em 

pelo menos duas linhagens tumorais (Tabela 8).  

O EB apresentou CI50 de 50,81 µg.mL
-1

 apenas para a linhagem de colorretal 

(HCT-116), nas demais linhagens o extrato apresentou CI50 maior que 100 µg.mL
-1

. As 

frações apresentaram CI50 variando de 18,06 a 95,11 µg.mL
-1

. A fração 6 apresentou 

melhores percentuais de inibitórios médios frente as linhagens de cólon e próstata, com 

CI50 18,06 e 21,48 µg.mL
-1

, respectivamente. A fração 7 apresentou segundo melhor 

resultado quanto a CI50, apresentando resultado CI50 de 29,05 µg.mL
-1

 para a linhagem 

HCT-116 (Tabela 10). 

 

Tabela 10 - Avaliação da concentração inibitória média (CI50) dos compostos frente às 

linhagens tumorais. 

Amostra 
MTT CI50  μg.mL

-1
 (Intervalo) 

PC3 SNB-19 HCT-116 

EB >100 >100 
50,81 

41,76 - 61,83 

F4 46,09 

32,77 - 64,81 

83,18 

74,11 - 93,37 

51,12 

44,50 - 58,73 

F5 41,77 

34,37 - 50,77 

70,30 

58,78 - 84,06 

36,85 

31,60 - 42,98 

F6 21,48 

18,27 - 25,26 

47,81 

44,82 - 50,99 

18,06 

15,01 - 21,73 

F7 59,49 

43,02 - 82,26 
>100 

29,05 

19,08 - 44,22 

F8 95,11 

79,86 - 113,3 
>100 

>100 

 

Fonte: Autor 

4.8 Isolamento bioguiado dos compostos presentes nas frações ativas 

 

As frações biologicamente ativas (F4, F5, F6, F7 e F8) e com respostas 

positivas contra as linhagens de câncer (SNB-19, HCT-116 e PC3), foram isoladas em 

escala preparativa. As frações coletadas minuto a minuto, contendo analitos foram 

avaliadas via HPLC e UPLC para confirmação do isolamento, identificação e respectiva 

pureza de pico. A Figura 17 mostra o perfil cromatográfico dos compostos presentes nas 

frações bioativas (F4, F5, F6, F7 e F8) analisados em escala preparativa, de acordo com 
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as analises prévias, são compostos das classes dos triterpenos e ácidos anacárdicos 

identificados nas Tabelas 7 e 8. 

Figura 17 - Perfil cromatográfico das frações biologicamente ativas (F4, F5, F6, F7 e 

F8) proveniente do extrato da casca da mangueira, analisado pro HPLC - UV/VIS 

preparativo. 

 

Fonte: Autor 

 

O isolamento bioguiado conduzido gerou 40 frações, onde apenas as frações 

dentro das faixas contendo picos cromatográficos foram analisadas. A Figura 18 mostra 

as subfrações contendo três compostos da classe dos triterpenos (R-17, R-18 e R-19). A 

Figura 19 apresenta a sequência do isolamento bioguiado (R-20, R-21 e R-22), onde é 

exposto a presença de ácidos anacárdicos devido o comportamento da absorção do 

espectro UV do composto na Figura 19 (R-22), o mesmo comportamento foi avaliado 

por OIRAM FILHO et al. (2018).  
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Figura 18 - Perfil cromatográfico e respectivo espectro UV do isolamento 

bioguiado dos compostos proveniente das frações biologicamente ativas, 

analisado via HPLC – DAD (R-17; R-18 e R-19) . 

 

Fonte: Autor 
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Figura 19 - Perfil cromatográfico e respectivo espectro UV do isolamento 

bioguiado dos compostos proveniente das frações biologicamente ativas, 

analisado via HPLC – DAD (R-20; R21 e R-22). 

 

Fonte: Autor 

 

 

Os cromatogramas R-23, R-25 e R-26 expressos na Figura 20, todos são 

representativos de ácidos anacárdicos, pois também apresentam o mesmo perfil de 

absorção de UV que a subfração R-22, indicando AcAn. Apesar de serem AcAn 
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distintos, o cromóforo estrutural do composto é o mesmo, diferenciando apenas a cadeia 

alifática lateral, com isso suas absorções no espectro UV se tornam similares entre si. 

Devido a similaridade estrutural dos AcAn, suas absorções no espectro UV são as 

mesmas. Os percentuais de pureza avaliados para cada pico estão expostos na Tabela 

11. 

 

Figura 20 - Perfil cromatográfico e respectivo espectro UV do isolamento 

bioguiado dos compostos proveniente das frações biologicamente ativas, 

analisado via HPLC – DAD (R-23; R25 e R-26). 

 

Fonte: Autor 
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Tabela 11 - Percentual da pureza dos picos do isolamento bioguiado das frações 

biologicamente ativas, analisados via HPLC-DAD. 

Classe de composto tR (min) Pureza (%) 

Triterpeno 18,027 98,45 

Triterpeno 19,437 89,51 

Triterpeno 20,656 94,52 

Triterpeno 21,422 93,77 

Triterpeno 21,834 94,52 

Ácido ancárdico 21,844 99,05 

Ácido ancárdico 22,396 98,24 

Ácido ancárdico 23,273 97,57 

Ácido ancárdico 23,274 99,91 
Fonte: Autor 

 

4.9 Parâmetros de desempenho e sobrecarga da coluna 

 

 O ensaio de sobrecarga de coluna apresentou resultados para as cargas de 200, 

400, 600, 800 e 1000 mg. Os valores em massa (Tabela 12) obtidos do fracionamento 

mostraram um comportamento crescente em função das cargas injetadas praticamente 

em todas as frações, onde apenas a fração 1, 2, 3 e 4 não seguiram esse padrão, o que 

pode ser explicado devido ao caráter polar dessas frações associado com a ampliação da 

carga das injeções, gerando uma perda na recuperação de massa fracionada. No entanto, 

as frações F.in, F5, F6, F7 e F8, obtiveram incremento de massa à medida que se 

aumentou a carga de injeção. 

 

Tabela 12 - Dados de sobrecarga da coluna obtidos com fracionamento do extrato bruto 

da casca da mangueira em função das diferentes cargas injetadas, expresso em massa 

(mg). 

Frações 
Carga de Injeção (mg) 

200 400 600 800 1000 

Inicial 10,77 ± 0,64 38,67 ± 1,51 86,97 ± 1,91 120,30 ± 2,16 135,40 ± 2,17 

1 7,07 ± 0,91 12,70 ± 2,25 3,60 ± 1,87 3,47 ± 1,25 3,90 ± 0,26 

2 7,13 ± 1,71 13,30 ± 2,45 7,57 ± 1,47 14,23 ± 1,50  17,93 ± 0,94 

3 4,10 ± 0,50 5,70 ± 0,26 7,27 ± 1,98 31,73 ± 1,02 10,80 ± 2,07 

4 6,13 ± 1,15 10,50 ± 1,01 44,20 ± 2,39 39,10 ± 1,73 50,50 ± 2,18 

5 18,80 ± 1,13 25,17 ± 1,65 53,03 ± 2,05 85,23 ± 1,68 146,20 ± 2,27 

6 22,03 ± 1,18 32,23 ± 2,19 66,63 ± 1,57 115,50 ± 2,01 161,93 ± 2,65 

7 11,30 ± 0,53 17,37 ± 0,85 31,60 ± 1,67 58,77 ± 1,97 79,77 ± 1,46 

8 6,03 ± 0,40 9,30 ± 0,45 15,92 ± 1,92 34,33 ± 1,45 44,27 ± 1,35 
Fonte: Autor 
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A produtividade do sistema em relação às frações obtidas está de acordo com 

os valores de massas apresentados uma vez que estes resultados estão intimamente 

ligados. À medida que se aumenta a carga de injeção no sistema preparativo a 

produtividade também deve ser incrementada, assim, enquanto ocorrer um aumento de 

produtividade linear e proporcional em função do aumento de carga, a coluna ainda não 

está saturada. Os resultados expressos na Tabela 13 mostram um aumento na 

produtividade compatível com os valores de massa obtidos, ocorrendo um ganho de 

produtividade em quase todas as frações, ficando apenas as frações 1 e 2 nas cargas 600 

e 800 mg, fração 4 na carga 800 mg e frações 1 e 3 na carga 1000 mg, sem apresentar 

esse comportamento crescente. No entanto, os resultados para ampliação de carga são 

satisfatórios até a carga 1000 mg,  apresentando bons números e proporcionalidade no 

incremento da produtividade. Contudo, para definir o limite de sobrecarga da coluna 

usando o parâmetro de produtividade os valores precisam se manter estáveis ou ocorrer 

um decréscimo nos valores (OIRAM FILHO et al., 2019). Portanto, apenas os valores 

apresentados para produtividade não podem definir o limite ótimo de sobrecarga da 

coluna. 

 

Tabela 13 - Resultados de produtividade e consumo de solvente para o sistema HPLC 

preparativo para cada fração resultante do fracionamento do extrato da casca da 

mangueira. 

Carga de 

injeção 

Produtividade (g.dia
-1

.g
-1

) 

F.in. F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 

200 mg 1.38 0.91 0.92 0.53 0.79 2.41 2.83 1.45 0.77 

400 mg 4.97 1.63 1.71 0.73 1.35 3.23 4.14 2.23 1.19 

600 mg 11.17 0.46 0.97 0.93 5.68 6.81 8.56 4.06 2.04 

800 mg 15.45 0.45 1.43 4.08 5.02 10.95 14.83 7.55 4.41 

1000 mg 17.39 0.50 2.30 1.39 6.49 18.78 20.80 10.24 5.68 

Carga de 

injeção 

Consumo de solvente (mL.mg
-1

) 

F.in. F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 

200 mg 30.88 47.05 46.61 81.09 54.21 17.68 15.09 29.42 55.11 

400 mg 8.60 26.18 25.00 58.33 31.66 13.21 10.31 19.14 35.75 

600mg 3.82 92.35 43.94 45.75 7.52 6.27 4.99 10.52 20.88 

800 mg 2.76 95.91 23.36 10.48 8.50 3.90 2.88 5.66 9.68 

1000 mg 2.46 85.25 18.54 30.78 6.58 2.27 2.05 4.17 7.51 

Fonte: Autor 
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Os resultados de consumo de solvente são inversamente proporcionais aos 

valores de produtividade, à medida que se aumenta a produtividade de um sistema, 

ocorre um decréscimo no consumo de solvente, e esse decréscimo deve proporcional ao 

aumento de carga injetada. Todas as frações tiveram resultados satisfatórios em 

praticamente em todas as cargas, sendo exceções apenas as frações F1 nas cargas de 

600, 800 e 1000 mg, F2 na carga 600 mg, F3 na carga de 1000 mg e F4 na carga de 800 

mg. Contudo, os resultados para as frações F5 até F8 apresentam em todas as cargas 

injetadas um decréscimo habitual referente ao incremento de carga injetada, no entanto, 

a proporcionalidade desejada não foi obtida entre as cargas de 800 mg e 1000 mg. 

Associado aos resultados dos parâmetros de desempenho, a avaliação dos 

cromatogramas da sobrecarga de injeção (Figura 21), para verificação dos alargamentos 

e deformações de picos causadas pelo excedente de carga injetada no sistema 

preparativo, são importantes para definição do limite de carga para o processo 

cromatográfico. O perfil de eluição e o comportamento dos picos entre a carga de 800 e 

1000 mg mostram deformação e alargamento dos picos, da mesma forma foi 

evidenciado por OIRAM FILHO et al. (2019). Assim podendo ser definida a carga de 800 

mg como limite de sobrecarga da coluna e condição ótima de carga a ser injetada no 

sistema cromatográfico. 
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Figura 21 - Perfil cromatográfico do fracionamento do extrato da casca da 

mangueira em escala preparativa com diferentes cargas de injeção (200, 

400, 600, 800 e 1000 mg), monitorado em 280 nm. 

 
Fonte: Autor 
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5 CONCLUSÃO 
 

Podemos concluir que os pedúnculos de cajus dos diferentes clones 

estudados podem ser uma boa fonte fornecedora de ácidos anacárdicos, principalmente 

quando se trata do monoeno (15:1), se tornando assim uma boa fonte de compostos com 

bioatividade. No processo de extração por exaustão dos compostos presentes nos 

pedúnculos, apenas duas extrações foram capazes de recuperar mais 96 % dos ácidos 

anacárdicos, dando ênfase para a amostra BRS265 como melhor fonte de AcAn, pois 

apresentou maior teor desses compostos. Além disso, o método validado para 

quantificação dos ácidos anacárdicos entregou com fidelidade e eficiência à comunidade 

científica dados robustos para quantificação dos AcAn em pedúnculo de caju. Assim, os 

dados obtidos da extração dos AcAn mostram a viabilidade de um processo alternativo 

para o aproveitamento de cajus não conformes para o mercado in natura, gerando 

também um maior valor agregado para o essa matriz residual. 

Concluímos também que o extrato da casca da mangueira pode ser uma 

fonte de obtenção de compostos com atividade biológica. Onde os resultados 

relacionados à citotoxicidade desse extrato, comprovam que a partir da fração F4 até F8, 

frações estas compostas por triterpenos e AcAn, houve resultado positivo quanto à 

inibição do crescimento das culturas celulares testadas, incluindo células sadias. No 

entanto, vale destacar as fracções F7 e F8 que obtiveram efeitos positivos contra 

algumas linhagens celulares de câncer, F7 inibindo linhagens HCT-116, PC3 e SNB-19, 

F8 inibindo HCT-116 e SNB-19, sem prejudicar as células saudáveis. Assim, 

conduzindo o estudo de forma bioguiada para compostos presentes nestas fracções. O 

processo mostra um fracionamento eficiente com uma carga de injeção de 800 mg, 

definindo como limite ótimo de processo está carga,  sendo capaz de operar com a 

coluna cromatográfica com boa produtividade e baixo consumo de solvente no processo 

de isolamento. Além do mais, o isolamento bioguiado permitiu isolar duas classes de 

compostos de interesse, sendo elas os triterpenos e ácidos anacárdicos, com uma pureza 

de pico entre 89 e 99 % para os compostos isolados. Diante disso, podemos afirmar que 

o isolamento bioguiado de compostos biologicamente ativos é eficiente para matrizes 

residuais de casca de mangueira com baixo valor agregado, onde os AcAn apresentam 

promissoras atividades citotóxicas.  
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APENDICE A – ESPECTRO DE MASSA EM MODO DE IONIZAÇÃO 

NEGATIVO OBTIDO POR UPLC-QTOF-MS
E
 DO COMPOSTO 1 

MANGIFERINA). 

 

Fonte: Autor 
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APENDICE B – ESPECTRO DE MASSA EM MODO DE IONIZAÇÃO 

NEGATIVO OBTIDO POR UPLC-QTOF-MS
E
 DO COMPOSTO 4 (ÁCIDO 

HIDROXI ISOMANGIFERÓLICO). 

 

Fonte: Autor 

 

 

APENDICE C – ESPECTRO DE MASSA EM MODO DE IONIZAÇÃO 

NEGATIVO OBTIDO POR UPLC-QTOF-MS
E
 DO COMPOSTO 5 (ÁCIDO 

HIDROXI ISOMANGIFERÓLICO - ISÔMERO). 

 

Fonte: Autor 
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APENDICE D – ESPECTRO DE MASSA EM MODO DE IONIZAÇÃO 

NEGATIVO OBTIDO POR UPLC-QTOF-MS
E
 DO COMPOSTO 6 (ÁCIDO 

HIDROXI ISOMANGIFERÔNICO). 

 

Fonte: Autor 

 

 

 

APENDICE E – ESPECTRO DE MASSA EM MODO DE IONIZAÇÃO 

NEGATIVO OBTIDO POR UPLC-QTOF-MS
E
 DO COMPOSTO 7 (ÁCIDO 

HIDROXI ISOMANGIFERÔNICO - ISÔMERO). 

 

Fonte: Autor 
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APENDICE F – ESPECTRO DE MASSA EM MODO DE IONIZAÇÃO 

NEGATIVO OBTIDO POR UPLC-QTOF-MS
E
 DO COMPOSTO 9 (ÁCIDO 

AMBÓLICO). 

 

Fonte: Autor 

 

 

 

APENDICE G – ESPECTRO DE MASSA EM MODO DE IONIZAÇÃO 

NEGATIVO OBTIDO POR UPLC-QTOF-MS
E
 DO COMPOSTO 10 (ÁCIDO 

ANACÁRDICO - 17:3). 

 

Fonte: Autor 
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APENDICE H – ESPECTRO DE MASSA EM MODO DE IONIZAÇÃO 

NEGATIVO OBTIDO POR UPLC-QTOF-MS
E
 DO COMPOSTO 11 (ÁCIDO 

AMBÔNICO). 

 

Fonte: Autor. 

 

 

APENDICE I – ESPECTRO DE MASSA EM MODO DE IONIZAÇÃO 

NEGATIVO OBTIDO POR UPLC-QTOF-MS
E
 DO COMPOSTO 12 (ÁCIDO 

ANACÁRDICO - 15:3). 

 

Fonte: Autor 



98 
 

 
 

APENDICE J – ESPECTRO DE MASSA EM MODO DE IONIZAÇÃO 

NEGATIVO OBTIDO POR UPLC-QTOF-MS
E
 DO COMPOSTO 13 (ÁCIDO 

ANACÁRDICO - 17:2). 

 

Fonte: Autor 

 

 

 

APENDICE L – ESPECTRO DE MASSA EM MODO DE IONIZAÇÃO 

NEGATIVO OBTIDO POR UPLC-QTOF-MS
E
 DO COMPOSTO 13 (ÁCIDO 

ANACÁRDICO - 17:1). 

 

Fonte: Autor 
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APENDICE M – PERFIL CROMATOGRÁFICO DA FRAÇÃO INICIAL 

OBTIDA DO FRACIONAMENTO DO EXTRATO DA CASCA DA 

MANGUEIRA OBTIDO POR UPLC-QTOF-MS
E
 . 

 

Fonte: Autor 

 

 

 

 

APENDICE N – PERFIL CROMATOGRÁFICO DA FRAÇÃO 1 OBTIDA DO 

FRACIONAMENTO DO EXTRATO DA CASCA DA MANGUEIRA OBTIDO 

POR UPLC-QTOF-MS
E
 . 

 

Fonte: Autor 
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APENDICE O – PERFIL CROMATOGRÁFICO DA FRAÇÃO 2 OBTIDA DO 

FRACIONAMENTO DO EXTRATO DA CASCA DA MANGUEIRA OBTIDO 

POR UPLC-QTOF-MS
E
 . 

 

Fonte: Autor 

 

 

 

 

 

APENDICE P – PERFIL CROMATOGRÁFICO DA FRAÇÃO 3 OBTIDA DO 

FRACIONAMENTO DO EXTRATO DA CASCA DA MANGUEIRA OBTIDO 

POR UPLC-QTOF-MS
E
 . 

 

Fonte: Autor 
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APENDICE Q – PERFIL CROMATOGRÁFICO DA FRAÇÃO 4 OBTIDA DO 

FRACIONAMENTO DO EXTRATO DA CASCA DA MANGUEIRA OBTIDO 

POR UPLC-QTOF-MS
E
 . 

 

Fonte: Autor 

 

 

 

 

 

APENDICE R – PERFIL CROMATOGRÁFICO DA FRAÇÃO 5 OBTIDA DO 

FRACIONAMENTO DO EXTRATO DA CASCA DA MANGUEIRA OBTIDO 

POR UPLC-QTOF-MS
E
 . 

 

Fonte: Autor 
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APENDICE S – PERFIL CROMATOGRÁFICO DA FRAÇÃO 6 OBTIDA DO 

FRACIONAMENTO DO EXTRATO DA CASCA DA MANGUEIRA OBTIDO 

POR UPLC-QTOF-MS
E
 . 

 

Fonte: Autor 

 
 

APENDICE T – PERFIL CROMATOGRÁFICO DA FRAÇÃO 7 OBTIDA DO 

FRACIONAMENTO DO EXTRATO DA CASCA DA MANGUEIRA OBTIDO 

POR UPLC-QTOF-MS
E
 . 

 

Fonte: Autor 
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APENDICE U – PERFIL CROMATOGRÁFICO DA FRAÇÃO 8 OBTIDA DO 

FRACIONAMENTO DO EXTRATO DA CASCA DA MANGUEIRA OBTIDO 

POR UPLC-QTOF-MS
E
 . 

 

Fonte: Autor 

 


