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RESUMO 

A casca da castanha de caju é matéria-prima para obtenção do líquido da casca da castanha 

(LCC), uma substância viscosa de coloração amarronzada, com importantes aplicações na 

indústria química e farmacêutica. Diversos compostos são encontrados no LCC, tais como, 

cardol, cardanol, metil-cardol e os ácidos anacárdicos (AcAn). Os AcAn são compostos 

considerados lipídeos fenólicos, pois possuem uma cadeia carbônica longa com diferentes 

graus de instauração. Estudos em diversas áreas da ciência mostram resultados positivos dos 

AcAn para tratamento e prevenção de algumas doenças e seus vetores. Portanto, há uma 

necessidade de estudos mais específicos para monitorar, quantificar e isolar esses compostos 

no LCC. Nesse trabalho foi desenvolvido um método de separação cromatográfica, capaz de 

isolar os AcAn presentes no LCC. Também foi executado um fracionamento do LCC para 

obter uma fração contendo apenas AcAn. Amostras de LCC natural foram solubilizadas em 

metanol, injetadas em um cromatógrafo líquido de alta eficiência acoplado a um detector de 

arranjo de diodo (CLAE-DAD) monitorado a um comprimento de onda de 280 nm, equipado 

com uma coluna C18, utilizando como fase móvel acetonitríla, H2O e ácido acético, em modo 

isocrático. O método cromatográfico desenvolvido apresentou seletividade adequada, sendo 

capaz de separar os ácidos anacárdicos trieno (15:3), dieno (15:2) e monoeno (15:1) de 

maneira eficaz, presentes no LCC nos tempos de retenção de 7,68, 11,09 e 17,85 min, 

respectivamente. Para as condições cromatográficas em escala preparativa, foi usado um 

CLAE-UV/VIS monitorado à um comprimento de onda de 280 nm, equipado com uma 

coluna C18 em escala preparativa, utilizando como fase móvel metanol, H2O e ácido acético, 

em modo isocrático. O método em escala preparativa foi ajustado matematicamente para obter 

maior similaridade com o método analítico. A curva de calibração com intervalo linear (50 a 

1000 µg.mL
-1

) e validação do método analítico, foram feitos a partir do padrão externo do 

ácido anacárdico (15:3). Os resultados obtidos para validação do método foram satisfatórios, 

para precisão intra-dia (CV = 0,60 %) e inter-dia (CV = 0,67 %), linearidade (y = 2670,8x - 

26949, r
2
 > 0,9998), repetibilidade para o tempo de retenção (CV = 1,02 %) e área (CV = 0,24 

%), seletividade e limites de detecção (19,8 µg.mL
-1

) e quantificação (60,2 µg.mL
-1

). Os 

resultados da recuperação do isolamento em escala preparativa dos AcAn foram 94,02, 87,63 

e 97,35 %, para os AcAn trieno, dieno e monoeno, respectivamente. Os valores de pureza 

foram 99,11, 95,56 e 92,59 %, para treino, dieno e monoeno, respectivamente. O consumo de 

solvente foi de 60,52 e 11,09 mL.mg
-1

, para escala analítica e preparativa, respectivamente. A 

produtividade foi de 0,06 e 1,63 g.h
-1

 por cada g de adsorvente para escala analítica e 

preparativa, respectivamente. O método cromatográfico desenvolvido e sua respectiva 

ampliação de escala foram adequados para a quantificação, monitoramento e isolamento dos 

ácidos anacárdicos presentes no LCC. O método foi validado de acordo com as normas 

exigidas e o isolamento dos padrões analíticos foi obtido com elevado grau de pureza, 

recuperação, baixo consumo de solvente e boa produtividade. 

 

Palavras-chave: Anacardium occidentale, cromatografia analítica, cromatografia preparativa, 

HPLC, alquilfenol. 



 
 

ABSTRACT 

The shells of cashew nut are raw material for obtaining cashew nut shell liquid (CNSL), a 

brownish viscous substance with important applications in the chemical and pharmaceutical 

industry. Several compounds are found in CNSL, such as cardol, cardanol, methyl-cardol and 

anacardic acids (AnAc). The AnAc are compounds considered as phenolic lipids, due they 

have a long carbonic chain with different degrees of instauration. Studies in several scientific 

areas show positive results of AnAc for the treatment and prevention of some diseases and 

their vectors. Therefore, there is a need for more specific studies to monitor, quantify and 

isolate these compounds in the CNSL. In this work a chromatographic separation method was 

developed, able to isolate the AnAc present in the CNSL. A fractionation of the CNSL was 

also performed to obtain a fraction containing only AnAc. Samples of CNSL were solubilized 

in methanol, injected into a high performance liquid chromatograph coupled a diode array 

detector (HPLC – DAD), monitored at 280 nm, equipped with C18 column, using as the 

mobile phase acetonitrile, H2O, acetic acid in isocratic mode. The chromatographic method 

developed showed adequate selectivity to be able to separate anacardic acids triene (15:3), 

diene (15:2) and monoene (15:1) efficiently presents in the CNSL at the retention times 7.68, 

11.09 and 17.85 min, respectively. For the preparative scale chromatographic conditions was 

used a HPLC – DAD monitored at wavelength 280 nm, equipped with a C18 column, using as 

the mobile phase methanol, H2O, acetic acid in isocratic mode. The method was 

mathematically adjusted to obtaining a greater similarity with the analytical method. The 

calibration curve with linear interval (50 to 1000 μg.mL
-1

) and validation of the analytical 

method were made from the external anacardic acid standard (15: 3). The results obtained for 

method validation were satisfactory for intra-day (CV = 0.60 %) and inter-day (CV = 0.67 %) 

precision, linearity (y = 2670.8x - 26949, r
2
 > 0.9998), repeatability for the retention time (CV 

= 1.02 %) and area (CV = 0.24 %), selectivity and limits of detection (19,8 µg.mL
-1

) and 

quantification (60.2 µg.mL
-1

). The recovery results obtained by the purification of the 

anacardic acid on a preparative scale were 94.02, 87.63 and 97.35 %, for the triene, dieno and 

monoene, respectively. The data for purity were 99.11, 95.56 and 92.59 %, for the triene, 

diene and monoene, respectively. The solvent consumption was 60.52 and 11.09 mL.mg
-1

 for 

analytical and preparative scale, respectively. The productivity was 0.06 and 1.63 g.h
-1

 by 

each g of adsorbent to analytical and preparative scale, respectively. The chromatographic 

method developed and its respective scale-up were adequate for the quantification, monitoring 

and isolation of the anacardic acids present in the CNSL. The method was validated according 

to the required standards and the isolation of the analytical standards was obtained with an 

high degree of purity, recovery, low solvent consumption and good productivity. 

 

Keywords: Anacardium occidentale, HPLC, analytical chromatography, preparative 

chromatography, alkilphenol. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

O cajueiro (Anacardium occidentale) possui dois principais produtos, seu 

pseudofruto o caju, destinado à produção de sucos e consumo in natura e seu fruto a castanha, 

de onde se obtém a amêndoa, produto de maior importância comercial para os produtores e 

mercado mundial. A produção mundial de castanhas vem crescendo na última década. Em 

2011, ocorreu um ápice na produção com aproximadamente 4,4 milhões de toneladas de 

castanhas de caju e em 2014 houve uma queda nos números para aproximadamente 3,8 

milhões de toneladas (FAO, 2014), fato que está intimamente relacionado à escassez de 

chuvas.  

Neste sentido, o Brasil segue entre os maiores produtores mundiais de castanhas 

(107.713 t) segundo dados da FAO - Food and Agriculture Organization of Unites Nations, 

porém respondendo por aproximadamente 1/8 do que produz a Nigéria (894.368 t). Por outro 

lado, o beneficiamento dessas castanhas resulta em uma grande quantidade de cascas, em 

torno de 8 % do peso da castanha é de casca, que inicialmente são consideradas subprodutos 

para indústria. 

A casca da castanha de caju possui uma estrutura interna chamada pericarpo que 

se assemelha a favos de mel, onde está presente um líquido viscoso de coloração marrom 

escuro, chamado de líquido da casca da castanha de caju (LCC) (Gandhi et al., 2012). O LCC 

é um óleo rico em compostos fenólicos e pode ser classificado como Natural e Técnico. 

As cascas que são provenientes de processos sob altas temperaturas, geram o 

LCC-Técnico, caracterizado pela conversão dos ácidos anacárdicos em cardol e cardanol por 

meio de uma descarboxilação (Paramashivappa et al., 2001) e são destinados para produção 

de uma ampla faixa de produtos, desde lonas de freio, tintas, primers, resinas, até a produção 

de revestimentos e cimentos (Philip et al., 2008). No entanto, o LCC-Natural advém de 

cascas, as quais não foram submetidas a temperaturas elevadas, conservando assim as 

estruturas químicas dos compostos presentes nele (Rodrigues et al., 2011), evitando a 

conversão dos ácidos anacárdicos por meio da descarboxilação. 

 Existe um interesse da indústria química em agregar valor comercial ao LCC, 

devido à presença de compostos fenólicos insaturados de cadeia longa em sua composição 

química. Os compostos comumente encontrados no LCC são ácidos anacárdicos, cardol, 

cardanol e alguns isômeros (Yuliana et al., 2012).  
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Compostos fenólicos estão presentes em vários frutos e vegetais e possuem várias 

atividades biológicas, tais como, modular a homeostase celular, atividade antioxidante, anti-

inflamatória, antimicrobiana e anticarcinogênica (Faria et al., 2014). Contudo, estudos 

recentes mostram resultados positivos dos ácidos anacárdicos (AcAn) em tratamentos e 

prevenções de doenças.  

São atribuídas aos AcAn algumas atividades biológicas, tais como: atividade anti-

carcinogênica (Huang et al., 2014), tratamento para doença de Alzheimer (Lemes et al., 

2016), doença de Chagas (De Oliveira et al., 2014), tratamento em infecções causadas por 

bactérias (Hollands et al., 2016), atividade antioxidante (Masuoka et al., 2013), são algumas 

atividades biológicas estudadas. Contudo, há uma necessidade de estudos mais específicos 

para identificação, monitoramento, quantificação e isolamento dos ácidos anacárdicos. 

Portanto, o isolamento de cada ácido anacárdico fornece a possibilidade de um estudo 

direcionado, onde possa ser mostrado o potencial de cada composto isoladamente nas mais 

variadas áreas de estudo.  

Para executar os estudos em questão, o uso da cromatografia líquida de alta 

eficiência (CLAE) é uma alternativa promissora, pois é capaz de reproduzir resultados de 

maneira eficiente e precisa, utilizando-se da escala analítica e preparativa para tal. Portanto, 

para alcançar o objetivo de isolar os ácidos anacárdicos é necessário inicialmente desenvolver 

um método cromatográfico capaz de monitorar, quantificar e por fim, isolar os ácidos 

anacárdicos presentes no LCC. 
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2 REVISÃO BIBLIOGRAFICA 

 

2.1 Ácidos Anacárdicos 

 

Ácidos anacárdicos são compostos fenólicos derivados do ácido salicílico, 

apresentam caráter lipídico devido sua cadeia carbônica lateral. Possuem nomenclatura como 

ácido 2-hidroxi-6-pentadecil-benzóico (Seong et al., 2014) (Figura 1), e são encontrados em 

grande parte do cajueiro e de seu fruto. No entanto, os ácidos anacárdicos estão presentes em 

maior quantidade no líquido da casca da castanha do caju (LCC) (Neto et al., 2014). 

Os ácidos anacárdicos são compostos apolares devido aos diferentes tamanhos da 

sua cadeia alifática, podendo variar entre 2 e 17 o número de carbonos (Česla et al., 2006; 

Hemshekhar et al., 2012; Jerz et al., 2012), no entanto cadeias longas compostas por 15 

carbonos são comumente majoritárias no LCC e em outras partes do caju. Outra característica 

estrutural importante da molécula de ácidos anacárdico é o grau de insaturação de sua cadeia 

carbônica, variando de nenhuma (saturado) até 3 insaturações (Trevisan et al., 2006), essas 

diferenças nas cadeias laterais também refletem no grau de polaridade das moléculas. O 

tamanho da cadeia lateral e a variação das insaturações influenciam diretamente na atividade 

biológica dos ácidos anacárdicos, mostrando maior, menor ou nenhuma eficácia para uma 

determinada aplicação (Kubo et al., 2005; Morais et al., 2017). 

 

Figura 1 - Estrutura molecular do ácido salicílico e ácido anacárdico com suas variações na cadeia carbônica. 

 

(Fonte: Autor) 

 



17 
 

2.2 Bioatividade dos Ácidos Anacárdicos 

 

2.2.1 Atividade Moluscicida  

 

A atividade moluscicida do Líquido da Castanha do Caju (LCC) sobre o caramujo 

Biomphalaria glabrata, que é responsável por grande parte das contaminações em lagos e rios 

de água doce, foi demonstrada pela primeira vez em laboratório e em campo, por Pereira e 

Souza (1974) e posteriormente por, Sullivan et al. (1982). Os autores evidenciaram a solução 

metanólicas contendo o componente trieno (3 insaturações) do ácido anacárdico apresentou 

para Biomphalaria. glabrata as concentrações letais (CL50 = 0,35 e CL90 = 0,67 ppm) em 

doses mais baixas que o dieno (2 insaturações), o monoeno (1 insaturação) e o ácido 

anacárdico de cadeia saturada. 

O uso do ácido anacárdico como alternativa para o controle de infestações em rios 

e lagos, de caramujos transmissores de esquistossomose, torna-se viável uma vez que testes 

laboratoriais foram capazes de comprovar a eficácia de 100% na atividade moluscicida com 

uso de uma solução metanólica em concentração de 8 ppm (Mendes et al., 1990). 

 

2.2.2 Atividade Antimicrobiana e Antiparasitária  

 

Estudos in vitro na área da odontologia mostraram que, os resultados do emprego 

dos ácidos anacárdicos no controle de infecções bacterianas, com Enterococcus faecalis, são 

similares às soluções bactericidas comumente usadas com 2 % de clorexidina. Portanto, os 

resultados evidenciaram o uso dos ácidos anacárdicos como um bactericida alternativo de 

origem natural. (Ballal et al., 2013). Além do mais, também foi relatado eficácia de extratos 

contendo compostos fenólicos, provenientes de folhas e casca do cajueiro contra Klebsiella 

pneumoniae, Bacillus anthracis e Candida albicans (Ayepola e Ishola, 2009). Os ácidos 

anacárdicos também estão presentes na amêndoa, pseudofruto, cascas e folhas do cajueiro 

(Toyomizu et al., 1999; Barcelos, Shimabukuro, Mori, et al., 2007; Konan e Bacchi, 2007).  

A atividade antiparasitária dos ácidos anacárdicos foi observada em estudo contra 

larvas de um besouro da batata, Trypanosoma cruzi e pequenas pragas como pulgões e ácaros. 

Os efeitos do ácido anacárdico sobre as larvas do besouro da batata, com base na preferência 

alimentar, evidenciaram menor taxa de alimentação do besouro em substratos contendo ácido 

anacárdico. Portanto, a pulverização de plantas com produtos contendo ácidos anacárdicos 
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pode proporcionar uma nova ferramenta contra essas pragas, visando minimizar os danos 

causados por elas e maximizar a produção das culturas (Schultz et al., 2006).  

 

2.2.3 Inibição Enzimática 

 

A enzima gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) é uma enzima chave 

envolvida na via glicolítica dos protozoários parasitas, Trypanosoma cruzi, T. brucei e 

Leishmania sp; respectivos agentes causadores das doença de Chagas, doença do sono e a 

leishmaniose. A enzima GAPDH desempenha um papel central no controle da produção de 

ATP, com isso, a GAPDH tem sido considerada um importante alvo para o desenvolvimento 

de drogas contra estes parasitas. Derivados de ácidos anacárdicos mostraram grande inibição 

contra a GAPDH (Pereira et al., 2008). 

Histona-acetiltransferases (HATs) é um grupo de enzimas que desempenham um 

papel significativo na regulação da expressão do gene. Estas são covalentemente modificadas 

a resíduos de lisina N-terminal de histonas por meio da adição de grupos acetil a partir de 

acetil-CoA. A disfunção dessa enzima é frequentemente associada com a manifestação de 

inúmeras doenças fisiopatológicas, em destaque o câncer. O ácido anacárdico foi usado como 

um ótimo inibidor não competitivo para HATs, agindo diretamente na transcrição do DNA e 

inibindo fortemente a enzima (Balasubramanyam et al., 2003). 

 

2.2.4 Atividade Anticâncer 

 

Em função da inibição da atividade da HATs, estudos analisaram a atividade anti-

tumoral do LCC e ácidos anacárdicos. Alguns tipos de ácidos anacárdicos de comprimento de 

cadeia variada, (C12:0 e C15:1) mostraram citotoxidade em várias linhagens de células 

cancerígenas in vitro. O efeito citotóxico dos diferentes ácidos anacárdicos é bem similar em 

relação às linhagens estudadas, não remetendo nenhum caráter qualitativo em função da 

insaturação. No entanto, ácidos anacárdicos de cadeias mais longas contendo 15 átomos de 

carbonos apresentam melhor capacidade citotóxica, assim relacionando o tamanho da cadeia 

lateral em função da atividade antitumoral (Kubo et al., 2005). 

Além do mais, foi demonstrado que o ácido anacárdico suprimiu o crescimento 

endotelial vascular de angiogênese, resultando em uma inibição do crescimento de tumores. 

Sua atividade tem sido mostrada em melanomas do cólon, da mama, do pulmão, do colo do 
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útero, dos rins e outros cânceres. Também pode inibir o crescimento de tumores que 

dependem da atividade hormonal, por meio da supressão de receptores de androgênos e 

estrogênos (Legut et al., 2014). 

Estudos mostram atividade antimutagênica e antigenotóxica, a partir de extratos 

metanólicos provenientes da pele do pedúnculo do caju, contendo ácidos anacárdicos, 

reforçando assim as propriedades terapêuticas destes compostos fenólicos (Barcelos, 

Shimabukuro, Maciel, et al., 2007; Barcelos, Shimabukuro, Mori, et al., 2007).  

O LCC também é um potente agente de captura de espécies reativas de oxigênio 

(ROS) (Trevisan et al., 2006) conferindo assim uma proteção contra danos ao DNA 

(Cavalcante et al., 2003). Portanto, devido essa característica os ácidos anacárdicos presentes 

no LCC têm sido descritos como o principal componente responsável por essa ação protetora 

(Carvalho et al., 2011). 

Além de todos os estudos voltados para os compostos derivados do caju, estudos 

envolvendo ácido anacárdico como medicamento com atividade anti-inflamatória, controle de 

doenças do trato gastrointestinal, hipertensão, também são relatados (Mota et al., 1985; 

Cavalcante et al., 2003; Carvalho et al., 2011).              

  

2.2.5 Atividade Inseticida 

 

O uso de larvicidas organofosfatados e organofosforados é uma das maneiras de 

reduzir a incidência de doenças transmitidas por mosquitos, no entanto estes larvicidas podem 

ser nocivos aos seres humanos, animais em geral e ao meio ambiente, além do mais algumas 

linhagens de mosquitos podem desenvolver resistência a esses inseticidas (Farias et al., 2009). 

Portanto, o uso dos ácidos anacárdicos na forma de anacardato de cálcio pode ser uma 

ferramenta alternativa para eliminar e controlar as diferentes fases de crescimento (ovo, pupas 

e larvas) do mosquito Aedes aegypti L..  

O anacardato (sal básico) obtido a partir do LCC é solubilizado em uma solução 

estoque preparada a partir de um hidróxido (cálcio, sódio, potássio, dentre outros), dessa 

maneira se tornando viável para aplicação in vivo sem demostrar efeitos adversos (Farias et 

al., 2009).   
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2.3 Extração do LCC 

 

2.3.1 Extração por Solvente 

 

Para obtenção do líquido da casca da castanha (LCC), deve se tomar algumas 

medidas preventivas quanto ao procedimento para evitar alterações na composição do LCC. 

Temperaturas acima de 100 °C e uma exposição prolongada dos ácidos anacárdicos à 

oxidação atmosférica são situações prejudiciais ao processo (Izzo e Dawson, 1949). 

O LCC contido nas regiões internas das cascas das castanhas (Figura 2) pode ser 

inicialmente extraído com o uso de um solvente orgânico, por meio de imersão das cascas 

íntegras ou maceradas (Izzo e Dawson, 1949; Toyomizu et al., 2003), diversos tipos de 

solventes podem ser utilizados, tais como o éter de petróleo, hexano, metanol, pentano, éter 

dietílico (Izzo e Dawson, 1949; Tyman, 1973; Shobha e Ravindranath, 1991; Toyomizu et al., 

2003; Cavalcante, 2014) entre outros. 

 

Figura 2 - Estrutura interna da casca da castanha de caju. 

 

(Fonte: Autor) 
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O processo de extração ocorre devido às interações entre soluto e solvente em 

função da polaridade do composto a ser extraído, sendo esse um fator primordial para escolha 

do melhor solvente (Azmir et al., 2013), pois uma extração eficiente depende da escolha certa 

do solvente (Cowan, 1999). O percentual de extração do LCC pode variar entre 28 % a 38 % 

(Tyman et al., 1989; Yuliana et al., 2012; Cavalcante, 2014), dependendo do método de 

extração utilizado. No entanto existem métodos de extração não convencionais que podem 

otimizar a extração, diminuindo o tempo gasto e aumentando o rendimento da extração dos 

compostos, dentre eles podem ser citados, fluido supercrítico e solvente pressurizado (Azmir 

et al., 2013).      

         

2.3.2 Extração por Prensagem 

 

O processo de extração de LCC por prensagem possui algumas vantagens quando 

comparado à extração por solvente, pois elimina algumas etapas no processo de obtenção e 

por consequente diminui o tempo de processamento. Contudo, uma etapa preliminar de 

secagem deve ser adicionada ao procedimento com objetivo de eliminar possíveis alterações, 

causadas pelo teor de umidade (Pighinelli et al., 2009) presente na casca in natura.  

Durante o processo de secagem, o calor fornecido pela estufa auxilia na quebra 

das células de óleo na região interna da casca, facilitando a saída do óleo durante a 

prensagem, bem como na redução da umidade, minimizando a quantidade de óleo residual na 

torta (Singh et al., 2002).  Valores altos de umidade acarretam na redução da fricção durante a 

prensagem causando um rendimento baixo, enquanto que valores demasiados baixos podem 

prejudicar o funcionamento da prensa (Reuber, 1992; Singh et al., 2002). Portanto, para um 

melhor rendimento da prensagem, uma combinação adequada entre fatores como, pressão, 

temperatura e umidade (Ohlson, 1992; Cavalcante, 2014), são de extrema importância. Para o 

binômio umidade x temperatura, teores baixos de umidade associado a uma temperatura mais 

elevada incrementam o rendimento de extração (Singh et al., 2002).   

 

2.4 Fracionamento do LCC 

 

Os ácidos anacárdicos estão presentes no LCC, normalmente em uma proporção 

de 60 %, juntamente com outros compostos fenólicos, tais como cardol e cardanol (Figura 3), 

estes por sua vez, são compostos utilizados comumente na indústria química, para produção 
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de vernizes, esmaltes, tintas, componentes para freios de veículos automotivos dentre outros 

(Philip et al., 2008). No entanto, procedimentos químicos permitem a obtenção de uma fração 

contendo apenas ácidos anacárdicos por meio de um fracionamento do LCC, em apenas duas 

etapas. A primeira etapa consiste na obtenção de um sal básico chamado anacardato e uma 

segunda etapa na qual ocorre a regeneração dos ácidos anacárdicos.  

 

Figura 3 - Estrutura molecular do ácido anacárdico, cardol e cardanol e seus diferentes radicais. 

 

(Fonte: Autor) 

 

2.4.1 Obtenção do Anacardato 

 

O LCC contendo ácidos anacárdicos, cardol, cardanol é submetido a uma reação 

química com um hidróxido em um meio contendo um solvente orgânico, onde o grupo 

carboxílico presente no anel aromático da estrutura molecular dos ácidos anacárdicos reage 

com esse hidróxido formando um sal básico, chamado de anacardato. Dessa forma garantindo 

total separação entre cardois e cardanois dos ácidos anacárdicos (Farias et al., 2009). 

Essa reação pode ocorrer de diversas maneiras, de acordo com o solvente orgânico 

e com o respectivo sal usado, levando um período de 3 horas sob agitação (1000 rpm) e 

temperatura variando entre 50º C e 60º C, podendo ser usado como solvente, metanol, etanol, 

álcool isopropílico, diclorometano, entre outros, e como base o hidróxido de sódio, cálcio, 

bário ou potássio (Tabela 1). (Karl e Novotny, 1943; Tyman et al., 1989; Paramashivappa et 

al., 2001; Farias et al., 2009; Gandhi et al., 2013).  
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2.4.2 Regeneração dos Ácidos Anacárdicos 

 

Para completar o fracionamento do LCC e purificação dos ácidos anacárdicos, o 

anacardato obtido na primeira etapa é solubilizado em solução ácida, podendo ser ácido 

sulfúrico, nítrico ou clorídrico (Tabela 1). Essa etapa necessitada de 1 hora sob agitação para 

que os ácidos anacárdicos em forma de anacardato, entrem em contato com o ácido, assim 

regenerando a forma ácida dos ácidos anacárdicos (Kremers, 1947). Uma partição líquido-

líquido, com acetado de etíla é feita em seguida e a fase orgânica, agora contendo os ácidos 

anacárdicos deve ser submetida a uma destilação sob baixas pressões, a fim de eliminar por 

completo o solvente usado, obtendo um produto final do fracionamento contendo apenas os 

lipídios fenólicos. 

 

Tabela 1 - Dados com diferentes combinações de solventes, ácidos e bases para obtenção de anacardato e 

regeneração dos ácidos anacárdicos. 

Solvente orgânico Base Ácido Rendimento 

(%) 

Referência 

MeOH Ca(OH)2 HCl 60 (Paramashivappa et al., 2001) 

Isopropanol Ca(OH)2 H2SO4 63,5 (Kremers, 1947) 

EtOH Ca(OH)2 HNO3 64,5 (Tyman et al., 1989) 

CH2Cl2 NaOH --------- --------- (Farias et al., 2009) 

MeOH/EtOH/PropOH KOH --------- --------- (Karl e Novotny, 1943) 

Metil Isobutil Cetona Ba(OH)2 HCl 70 (Gandhi et al., 2013) 

(Fonte: Autor)  

 

2.5 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 
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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 

carbônica) 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., 2012a), assim a 

ordem de eluição dos compostos separados é diferente em cada processo. 

 

2.6 Quantificação de Ácidos Anacárdicos por HPLC 

  

A cromatografia líquida de alta eficiência é uma ferramenta usual para a 

quantificação de diversos compostos. A quantificação é feita por meio de uma curva analítica 

preparada com pontos de concentração diferentes a partir do padrão analítico do composto a 

ser quantificado (Snyder et al., 2012a). 

Os ácidos anacárdicos podem ser quantificados a partir de diferentes amostras, 

folhas, pedúnculo, amêndoas e LCC são matrizes que contem ácidos anacárdicos, sendo o 

LCC a matriz com o maior teor de ácidos anacárdicos. A concentração de ácidos anacárdicos 

presentes no LCC, descritas na literatura atual variam entre 60 a 75 % do total de LCC (Česla 

et al., 2006; Trevisan et al., 2006; Philip et al., 2008). No passado alguns ácidos anacárdicos 

minoritários não eram identificados como tal, ou não haviam técnicas capazes de identifica-

los, com isso não entravam na contabilidade percentual do LCC, gerando assim um percentual 

de aproximadamente 50 % do LCC (Sletzinger e Dawson, 1949; Tyman, 1973).  

2.7 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 (Golshan-Shirazi e Guiochon, 1989; García Palacios et al., 2009), mas 
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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 de injeção e fluxo de eluição. 

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, com isso limitando o uso de alguns 

parâmetros da cromatografia analítica, tais como resolução e tempo de retenção (Jin et al., 

2016). 

Nos dias atuais, o uso da escala preparativa para isolamento de ácidos anacárdicos 

não tem sido explorada, gerando uma grande escassez de trabalhos voltados para esses 

compostos, onde os trabalhos disponíveis foram publicados há décadas (Lloyd et al., 1980; 

Kubo et al., 1986).  

  

 

 

 

 

 

 

 

 



26 
 

3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 Experimento 

 

3.1.1 Reagentes e Material 

 

O LCC natural foi obtido por meio de prensagem das cascas das castanhas, 

fornecidas pela mini-fábrica de beneficiamento de castanhas de caju do Campo Experimental 

Pacajus/CE da Embrapa Agroindústria Tropical. Os reagentes usados foram Acetonitrila grau 

HPLC (pureza ≥ 99,9%), obtido da Tedia (Fairfield, Ohio, EUA); Ácido Acético Glacial P.A. 

(pureza ≥ 99,7%) e Metanol P.A. (pureza ≥ 99,8%), obtidos da Sigma-Aldrich (Saint Louis, 

Missouri, EUA); e água purificada com sistema Mili Q (Millipore, São Paulo, Brasil). O 

padrão externo usado foi o ácido anarcárdico (15:3) (pureza ≥ 98,5) doado gentilmente por 

Maria Teresa Trevisan (Departamento de Química da Universidade Federal do Estado do 

Ceará – UFC) ao laboratório Multiusuário de Química de Produtos Naturais da Embrapa 

Agroindústria Tropical. 

 

3.1.2 Preparação da Solução Padrão e Amostra Real 

 

O padrão externo foi preparado a partir de solução estoque de ácido anacárdico 

(15:3) com concentração conhecida (1 mg.mL
-1

), pureza de 98,5 % e diluído em metanol em 7 

diferentes concentrações (50; 100; 200; 400; 600; 800 e 1000 µg.mL
-1

).  

Para quantificação dos ácidos anacárdicos, cinco amostras de LCC provenientes 

de cascas de castanhas de caju oriundas do Programa de Melhoramento Genético do Cajueiro, 

desenvolvido pela Embrapa Agroindústria Tropical, obtidas através da prensagem das cascas 

das castanhas dos diferentes acessos de clones. As diferentes amostras de LCC (LCC_701, 

LCC_704, LCC_709, LCC_710 e LCC_715) foram pesadas e solubilizadas em metanol em 

uma concentração de 1 mg.mL
-1

. Uma curva de calibração com 7 diferentes concentrações foi 

utilizada para a quantificação dos ácidos anacárdicos presentes nas amostras de LCC. 

 



27 
 

 

3.1.3 Equipamento Cromatográfico - HPLC Analítico 

 

O sistema cromatográfico utilizado foi composto por um cromatógrafo Shimadzu 

LC-20AB Prominence acoplado a um detector de arranjo de diodo Shimadzu SPD-M20A 

Prominence e com um autosampler Shimadzu SIL-20AC Prominence (Quioto, Quioto, 

Japão). O controle instrumental da análise e o processamento dos dados foram tratados com o 

uso do software Shimadzu LC Solution. 

 

3.1.4 Equipamento Cromatográfico - HPLC Preparativo 

 

O sistema cromatográfico em escala preparativa foi 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). Tanto o controle do equipamento quanto o processamento dos dados foi 

feito através do software Empower Pro.  

 

3.2 Métodos 

 

3.2.1 Obtenção do LCC 

 

As castanhas foram fornecidas pela Embrapa Agroindústria Tropical, 

provenientes do campo experimental de Pacajus-CE. Inicialmente as castanhas foram 

submetidas à secagem em estufa com circulação de ar, à 40º C de temperatura, por 96 horas, 

para evitar os problemas devido a umidade. Após a secagem as castanhas foram cortadas de 

forma longitudinal em uma faca de corte mecânica (Figura 4). As bandas das cascas da 

castanha foram separadas das amêndoas e película, deixando-se apenas a casca. 
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Figura 4 - Faca de corte longitudinal com suporte para castanha, para separação entre cascas e amêndoas. 

 

(Fonte: Autor) 

 

Para a extração do LCC por prensagem foi utilizado uma prensa hidráulica 

(Marconi MA/098/50A/I) com o auxílio de uma célula de extração de óleo (Figura 5) e uma 

bandeja coletora. A prensa foi ajustada para uma pressão de 15 MPa a 40º C. O tempo de 

prensagem foi de 5 minutos, nos quais o primeiro e último minuto são referentes apenas à 

ajuste do equipamento, e os outros 3 minutos para a prensagem (Cavalcante, 2014). A célula 

de extração foi equipada com uma malha Mesh, atuando como uma peneira e alimentada com 

aproximadamente 40 g de cascas de castanha. O LCC extraído foi coletado na bandeja e em 

seguida armazenado em frasco de vidro de cor âmbar. 
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Figura 5 - Célula de extração de óleo e prensa hidráulica. 

 

(Fonte: Autor) 

 

3.2.2 Fracionamento do LCC 

 

Para obtenção de uma fração do LCC contendo apenas ácidos anacárdicos, 

utilizou-se inicialmente, LCC (100 g) dissolvidos em etanol 95 % (600 ml) com adição 

controlada de hidróxido de cálcio (50 g) sob agitação. A após a adição do hidróxido, o béquer 

contendo a mistura foi mantido sob agitação por 3 horas a uma temperatura de 50 ºC. Ao final 

da reação o precipitado formado, chamado de anacardato de cálcio, contendo apenas os ácidos 

anacárdicos em forma de sal básico, foi filtrado a vácuo e lavado com etanol 95 % (200 mL). 

Ao final do procedimento, a fração contendo o sobrenadante etanólico continha apenas cardol 

e cardanol (Farias et al., 2009). 

Para a regeneração dos ácidos anacárdicos, o anacardato de cálcio obtido na etapa 

anterior foi dissolvido em solução ácida contendo água destilada (440 ml), HCl P.A. (60 mL) 

e mantido sob agitação por 1 hora a uma temperatura de 50 ºC. Em seguida, foi realizada uma 

partição líquido – líquido com acetato de etila (2x 150 mL), obtendo uma fase orgânica rica 

em ácidos anacárdicos, que foi posteriormente lavada com água Mili – Q (200 mL) e seca 

com sulfato de sódio anidro. O extrato foi rotaevaporado para eliminação do solvente e 

obtenção de uma fração contento apenas os ácidos anacárdicos (Paramashivappa et al., 2001). 
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3.2.3 Desenvolvimento do Método Cromatográfico em HPLC-DAD Analítico 

 

A otimização do método foi conduzida a partir do método desenvolvido por 

Paramashivappa et al. (2001), com 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 acetonitrila, água e ácido acético numa proporção (80:20:1), em modo isocrático. 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 aquisição dos espectros UV foi realizada na faixa de comprimento de 

onda de 200 a 400 nm. 

 

3.2.4 Desenvolvimento do Método Cromatográfico em HPLC-UV/VIS Preparativo 

 

O método cromatográfico foi conduzido usando uma coluna cromatográfica de 

fase reversa Waters SunFire Prep C18 OBD (100 x 19 mm x 5 µm). A fase móvel foi usada 

de maneira isocrática utilizando como solventes, metanol, água e ácido acético, na proporção 

(90:10:1), tempo de corrida de 40 min, fluxo de eluição de 10 mL.min
-1

, à temperatura de 25 

ºC, volume de injeção de  1 mL e concentração de 50 mg.mL
-1

. Os cromatogramas foram 

monitorados a um comprimento de onda de 280 nm.  

A urilização de uma fase móvel diferente da utilizada na cromatografia analítica, 

pela escolha do metanol como solvente orgânico, foi embasada na interpolação de valores 

disponíveis no Nomograma de Snyder (Snyder et al., 2012b), que apresenta proporções de 

equivalências entre os solventes de diferentes polaridades. Portanto, a mudança da fase móvel 

nas proporções adequadas não altera a ordem de eluição dos compostos. Além disso, fatores 

econômicos e ambientais também foram de grande influência na escolha do solvente para 

escala preparativa. 

O volume de injeção foi calculado de acordo com as equações (Guillarme et al., 

2007; Aubin e Cleary, 2009) abaixo e otimizado em função do equipamento, onde o volume 

de injeção foi descrito de acordo com as equações 1. 

𝑉𝑖𝑛𝑗2 =  𝑉𝑖𝑛𝑗1  .
𝑑𝑐2

2

𝑑𝑐1
2  .

𝐿2

𝐿1
                                                          (1) 

Onde, 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. 
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A vazão de eluição foi calculado de acordo com a equação 2 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
                                                              (2) 

Onde, 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. 

Para o isolamento dos ácidos anacárdicos foram executadas 9 corridas (n=9) e as frações do 

isolamento dos picos de cada ácido anacárdico foram coletadas com o auxílio de um coletor 

automático.  

A recuperação dos três ácidos anacárdicos (trieno, dieno e monoeno), isolados em 

escala preparativa, provenientes do LCC foi calculada a partir da equação 3, que mostra os 

valores teóricos em escala preparativa, obtidos a partir da quantificação feita via HPLC-DAD 

para 1 mg de LCC, 

𝑚𝑡𝑒𝑜.𝑝𝑟. =  𝑚𝑎𝑛. . 𝐶𝑖𝑛𝑗.𝑝𝑟.                                                                (3) 

Onde, mteo.pr. é a massa teórica de cada ácido anacárdico em escala preparativa, man é a massa 

de cada ácido anacárdico para 1 mg de LCC, quantificada via HPLC-DAD e Cinj.pr. é a carga 

de injeção usado na escala preparativa. A equação 4 mostra os valores reais recuperados de 

cada ácido anacárdico via HPLC em escala preparativa, expresso em porcentagem (%), 

(%)𝑅𝑝𝑟. =  
𝑚𝑜𝑏𝑡.𝑝𝑟.

𝑚𝑡𝑒𝑜.𝑝𝑟.
 . 100                                                              (4) 

Onde, (%)Rpr. é a recuperação de cada ácido anacárdico obtido em escala preparativa, 

expresso em porcentagem (%), mobt.pr. é a massa obtida de cada ácido anacárdico em escala 

preparativa e mteo.pr. é a massa teórica de cada ácido anacárdico em escala preparativa. 

O rendimento total para cada ácido anacárdico foi calculado de acordo com o 

somatório das massas e médias obtidas das corridas cromatográficas (n=9) em escala 

preparativa, expressos em g.Kg
-1

 com seus respectivos desvios.  

A pureza de cada ácido anacárdico isolado foi avaliada de acordo com as áreas 

dos picos cromatográficos obtidos via HPLC-DAD (analítico). Todos os picos presentes 

foram integrados e seus percentuais de áreas foram utilizados para o cálculo de pureza. Picos 

com concentrações abaixo do limite de detecção não foram contabilizados. 

A Figura 6 mostra o fluxograma geral do processo, desde a obtenção das cascas 

para extração do LCC até o isolamento dos diferentes ácidos anacárdicos. 
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Figura 6 - Fluxograma geral do processo. 

 

(Fonte: Autor) 

 

3.2.5 Consumo de Solvente e Produtividade 

 

As equações utilizadas para os cálculos de consumo de solvente e produtividade 

foram adaptadas a partir de trabalhos relatados na literatura (Silva Jr et al., 2006; Arcanjo et 

al., 2015). Foram realizados os cálculos para os dois sistemas cromatográficos utilizados 

(analítico e preparativo), em função dos seguintes parâmetros, vazão volumétrica, tempo de 

corrida, percentual do solvente orgânico e massa dos produtos obtidos, expresso em mL.mg
-1

, 

assim como mostram as equações 5 e 6: 

𝐶𝑆𝑎𝑛. =  
𝑡𝑐𝑜𝑟  . 𝑄𝑎𝑛.. %𝑠𝑜𝑙

𝑚𝐴𝑐𝐴𝑛
                                                           (5) 

𝐶𝑆𝑝𝑟. =  
𝑡𝑐𝑜𝑟  . 𝑄𝑝𝑟.. %𝑠𝑜𝑙

𝑚′𝐴𝑐𝐴𝑛
                                                           (6) 

Onde, CSan. é o consumo de solvente em escala analítica, expresso em mL.mg
-1

 de ácidos 

anacárdicos, tcor é o tempo da corrida cromatográfica, Qan. é a vazão volumétrica (mL.min
-1

) 
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do sistema analítico, %sol é o percentual de solvente orgânico presente na fase móvel e mAcAn a 

massa de ácidos anacárdicos presente em 1 mg de LCC. Na equação 6, CSpr. é o consumo de 

solvente em escala preparativa, expresso em mL.mg
-1

 de ácidos anacárdicos, tcor é o tempo da 

corrida cromatográfica, Qpr. é a vazão volumétrica (mL.min
-1

) do sistema preparativo, %sol  é 

o percentual de solvente orgânico presente na fase móvel e m’AcAn a massa de ácidos 

anacárdicos presente em 50 mg de LCC. 

A produtividade dos sistemas analítico e preparativo, expressa em g.h
-1

 por g de 

adsorvente, foi calculada levando em consideração parâmetros específicos de cada sistema, 

vazões volumétricas, volumes de adsorvente das colunas utilizadas e a concentração dos 

produtos obtidos, assim como mostram as equações 7 e 8. 

𝑃𝑎𝑛. =  
𝑄𝑎𝑛. . 𝐶𝐴𝑐𝐴𝑛

𝑉(𝑎𝑛.)
                                                                       (7) 

𝑃𝑝𝑟. =  
𝑄𝑝𝑟. . 𝐶′𝐴𝑐𝐴𝑛

𝑉(𝑝𝑟.)
                                                                    (8) 

Onde, Pan. é a produtividade para o sistema analítico, Qan. é a vazão volumétrica (mL.min
-1

) 

do sistema analítico, CAcAn é a concentração de ácidos anacárdicos presentes em uma solução 

de LCC (1 mg.mL
-1

),  V(an.) é o volume de adsorvente da coluna analítica. Na equação 8 temos 

que, Ppr. é a produtividade para o sistema preparativo, Qpr. é a vazão volumétrica (mL.min
-1

) 

do sistema preparativo, C’AcAn é a concentração de ácidos anacárdicos presentes em uma 

solução de LCC (50 mg.mL
-1

), V(pr.) é o volume de adsorvente da coluna preparativa.   

   

3.2.6 Confirmação estrututal dos ácidos anacárdicos via UPLC-QTOF-MS
E
 

 

Para que a quantificação relativa dos três AcAn (15:3), (15:2) e (15:1), fosse 

realizada com exatidão no sistema HPLC-DAD, foi realizada análise em um sistema Waters 

Acquity UPLC acoplado a um analisador de massas de alta resolução Time-of-Flight (TOF) 

Waters equipado com uma interface electrospray (ESI) para realizar a identificação 

inequívoca dos três diferentes ácidos anacárdicos presentes no LCC. 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 no LCC foram obtidos inicialmente por um gradiente exploratório, 

sendo a fase móvel composta por: H2O (A) e acetonitrila (B), cada uma destas contendo ácido 
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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 do LCC 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 LCC 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 de AcAn foram realizadas com os 

dados de MS/MS, por meio do estabelecimento de padrões de fragmentação (Yuliana et al., 

2013; Bouslimani et al., 2014). 

 

3.3 Validação do Método Analítico 

 

O protocolo de validação foi estabelecido de acordo com o método proposto pela 

ANVISA (Brasil, 2003), baseado em valores definidos para os parâmetros de seletividade, 

linearidade, precisão (intra-dia e inter-dia), repetibilidade, limites de detecção e quantificação. 

Com o objetivo de monitorar e quantificar os ácidos anacárdicos presentes em amostras de 

LCC, de maneira precisa e eficiente, levando em consideração todos os parâmetros avaliados. 

 

3.3.1 Seletividade 

 

Esse parâmetro é capaz de determinar de maneira inequívoca a presença de um 

analito e outras substâncias que possam interferir na determinação. A determinação da pureza 

dos picos de ácidos anacárdicos foi avaliada através da comparação dos espectros de 

ultravioleta obtidos dos picos cromatográficos, por meio do software Shimadzu LC Solution. 

Picos com espectros de ultravioleta (254 a 400 nm) com similaridade maior que 95% foram 

considerados puros.  
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3.3.2 Linearidade 

 

Para determinação da linearidade foi usado o coeficiente de correlação (r
2
) obtido 

pela regressão linear da concentração de ácido anacárdico (15:3). Para a construção da curva 

analítica foi usado um padrão externo, com sete diferentes pontos de concentração (50; 100; 

200; 400; 600; 800 e 1000 µg.mL
-1

) em triplicata. Gerando uma equação da reta  

𝑦 = 𝑎𝑥 + 𝑏                                                                        (9) 

Onde, y é a variável dependente; x a variável independente, a o coeficiente 

angular e b o coeficiente linear. 

Foram aplicados os testes estatísticos t-Student e teste F a um nível de confiança 

de 95 %, para dar maior confiabilidade aos dados da calibração da curva e regressão linear. 

Os cálculos estatísticos foram conduzidos através das equações 10,11 e 12. 

𝑆2𝑎 =  
𝑆2𝑦 .  𝑛

𝐷
                                                                      (10) 

𝑆2𝑏 =  
𝑆2𝑦 .  ∑(𝑥2𝑖)

𝐷
                                                               (11) 

𝑆2𝑦 =  
∑(𝑑2𝑖)

𝑛 − 2
                                                                     (12) 

Onde, Sa é o desvio padrão do coeficiente angular (a); Sb é o desvio padrão do 

coeficiente linear (b); Sy é o desvio padrão no eixo y; xi é o valor individual de x; n é o 

número total de pontos na curva; di é o desvio vertical de cada ponto; D é o determinante dado 

por, 
∑(𝑥2

𝑖) ∑ 𝑥𝑖

∑ 𝑥𝑖 𝑛
 . 

A partir dos cálculos dos diferentes desvios padrões, foram calculados os valores 

de tcalc(a), tcalc(b) e Fcalc de acordo com as equações 13,14 e 15 

𝑡𝑐𝑎𝑙𝑐(𝑎) =  
|1 − 𝑎|

𝑆𝑎
                                                                    (13) 

𝑡𝑐𝑎𝑙𝑐(𝑏) =  
|𝑏|

𝑆𝑏
                                                                         (14) 

𝐹𝑐𝑎𝑙𝑐 =  

𝑆𝑦

1
∑ 𝑑𝑖

3

                                                                      (15) 

Se tcalculado > ttabelado o parâmetro é significativo a um nível de confiança de 95 % e 

deve permanecer na equação da curva, porém se tcalculado < ttabelado o parâmetro não possui 

significância e pode ser excluído da equação da curva sem nenhum prejuízo. Todavia, o 

mesmo procedimento é aplicado ao teste F, onde valores de Fcalculado > Ftabelado são valores 
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significativos a um nível de 95 % de confiança para regressão linear, valores de Fcalculado < 

Ftabelado não possuem significância, portanto não existe relação linear entre os eixos x e y, 

independente de valores para o coeficiente de correlação (r
2
).    

 

3.3.3 Precisão 

 

Para determinação da precisão do método usando padrão externo, foi avaliada a 

reprodutividade dos 7 diferentes pontos de concentração (50; 100; 200; 400; 600; 800 e 1000 

µg.mL
-1

). A repetibilidade dos pontos intra-dia foi determinada em triplicata e suas médias 

analisadas no mesmo dia e posteriormente analisada em dias diferentes (inter-dia). A precisão 

foi obtida em função dos desvios padrões e coeficientes de variação, de acordo com as 

equações 16 e 17, 

𝑆 =  √
∑ (𝑥𝑖 − 𝑥̅)2𝑛

𝑖=1

𝑛 − 1
                                                   (16) 

𝐶𝑉 =  
𝑆

𝑥̅
 . 100                                                               (17) 

Onde S é o desvio padrão, n o número de medidas, xi é a diferença entre cada 

valor medido e 𝑥̅ é a média. 

 

3.3.4 Repetibilidade 

 

A repetibilidade expressa o quão fiel é o método nas mesmas condições 

operacionais em curto intervalo de tempo. Um ponto intermediário da curva de calibração, de 

concentração conhecida, foi injetado 10 vezes seguido. Os tempos de retenção e as áreas 

obtidas foram usados para calcular o desvio padrão e os coeficientes de variação.  

 

3.3.5 Limite de Detecção e Quantificação 

 

Os limites de detecção e quantificação foram estimados de acordo com a 

concentração mínima para cada parâmetro, seguundo as equações 18 e 19. Portanto, para o 

limite de detecção (LOD) foi estabelecida uma concentração que consegue diferenciar um 

analito de um ruído. Para o limite de quantificação (LOQ) a concentração mínima 

estabelecida é aquela capaz de quantificar com exatidão e fidelidade um analito. 
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𝐿𝑂𝐷 = 3,3 .  
𝑆𝑏

𝑎
                                                                    (18) 

𝐿𝑂𝑄 = 10 .  
𝑆𝑏

𝑎
                                                                     (19) 

Onde, Sb é o desvio padrão da interseção do eixo Y e a é o coeficiente angular da 

curva da calibração (Ribani et al., 2004).  

 

4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1 Fracionamento do LCC 

 

A partir do fracionamento do LCC foi obtida uma porção purificada, livre de 

cardol e cardanol, em seguida injetada em HPLC-DAD analítico, para um controle de 

qualidade do processo. Os resultados do fracionamento do LCC e obtenção dos ácidos 

anacárdicos purificados por meio de processos químicos são apresentados na Tabela 2. 

 

Tabela 2 - Resultados de rendimento e grau de pureza do extrato de ácido anacárdico proveniente de 100 g de 

LCC, expressos em (%). Rendimento da obtenção de anacardato de cálcio expresso em (g). 

Produto Vreferência
*
 (g) Massa (g) Rendimento (%) Pureza (%) 

Anacardato -------- 95,74 -------- -------- 

Ext. AcAn 69,46 g 42,59 61,31 97,12 

*Quantidade teórica quantificada via HPLC-DAD de ácidos anacárdicos para 100 g de LCC. 

(Fonte: Autor)  

  

Foi obtido uma quantidade de 95,74 g de anacardato de cálcio (Figura 7.a), 

valores esses, próximos aos obtidos por Paramashivappa et al. (2001) na etapa de obtenção do 

anacardato (110 g). No entanto, o valor do rendimento do extrato bruto de ácidos anacárdicos 

(Figura 7.b) foi de 42,59 g. Essa quantidade quando comparada ao valor teórico quantificado 

via HPLC-DAD está abaixo do valor de referência, pois o valor teórico quantificado dos 

ácidos anacárdicos presentes 100 g LCC é de 69,47 g.  Essa perda no rendimento pode ser 

explicada pelo fato de que durante a separação líquido – líquido, ocorreu a formação de uma 

fase emulsionada com a solução ácida contendo uma parcela residual de ácidos anacárdicos. 
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Figura 7 - (a) Anacardato de cálcio proveniente da primeira etapa de fracionamento do LCC. (b) Fração de LCC 

purificada contendo apenas ácidos anacárdicos. 

 

(Fonte:Autor) 

  

 

De acordo com a Figura 8, o processo de extração dos ácidos anacárdicos se 

mostrou eficaz, obtendo um grau de pureza de 97,1 %. O perfil cromatográfico (Figura 8.b) 

obtido da amostra proveniente do fracionamento, não apresentou nenhum pico representativo 

de interferentes como cardol e cardanol que estão presentes no LCC sem fracionamento 

(Figura 8.a). O mesmo resultado também foi observado por Trevisan et al. (2006) durante a 

extração dos AcAn em LCC. 

 

(a) (b) 
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Figura 8 - (a) Perfil cromatográfico (analítico) de amostra de LCC (1 mg.mL-1) contendo (I) cardol, (II) cardanol, 

ácidos anacárdicos (III) trieno, (IV) dieno e (V) monoeno, monitorado à 280nm. (b) Perfil cromatográfico 

(analítico) da fração purificada de LCC (1 mg.mL-1) contendo apenas ácidos anacárdicos (III) trieno, (IV) dieno 

e (V) monoeno, monitorado à 280nm. 

 

 (Fonte: Autor) 

 

4.2 Desenvolvimento do Método Cromatográfico 

 

O método cromatográfico foi otimizado e validado a partir das condições de 

separação previamente estabelecido por Paramashivappa et al. (2001), a fim de avaliar os 

alquil fenóis presentes no LCC. Os picos foram identificados usando os tempos de retenção e 

espectros UV dos compostos encontrados, e comparados aos obtidos anteriormente por 

Paramashivappa et al. (2001) no LCC. A Figura 9.a mostra o perfil cromatográfico onde 

foram identificados os picos de I a V, cardol (I), cardanol (II), ácidos anacárdicos trieno (III), 

dieno (IV) e monoeno (V).  

 

(III) 

(IV) 
(V) 

(III) 

(IV) (V) 

(I) 

(II) 

(a) 

(b) 
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Figura 9 - (a) Perfil cromatográfico (analítico) do LCC (1mg.mL-1) em HPLC – DAD, contendo (I) cardol, (II) 

cardanol, e AcAn (III) trieno (15:3), (IV) dieno (15:2) e (V) monoeno (15:1). (b) Perfil cromatográfico 

(analítico) do padrão externo AcAn (III’) trieno (15:3) (1mg.mL-1) em HPLC – DAD, monitorado em 280 nm. 

 

(Fonte: Autor) 

 

O desenvolvimento do método cromatográfico foi satisfatório e eficaz em 

monitorar e quantificar os ácidos anacárdicos presentes no LCC utilizando um padrão externo 

do ácido anacárdico trieno (III’) (Figura 9.b) assim como encontrados em outros trabalhos de 

validação de método cromatográfico (Lu et al., 2014; Klimczak e Gliszczyńska-Świgło, 2015; 

Padilha et al., 2017).  

A quantificação dos ácidos anacárdicos foi conduzida de maneira indireta devido 

à similaridade estrutural entre os compostos quantificados e o padrão utilizado, e os espectros 

de ultravioleta obtidos dos AcAn analisados tem comportamento e absorção máxima igual ao 

padrão externo usado (Wang et al., 2015). A similaridade das bandas de absorção analisadas 

pelo espectro ultravioleta se dá em função dos cromóforos estruturais dos ácidos anacárdicos 

serem o mesmo, diferenciando-se apenas na quantidade de insaturações presentes na cadeia 

lateral do composto (Figura 10). 
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Figura 10 - Estrutura molecular dos ácidos anacárdicos trieno (15:3), dieno (15:2) e monoeno (15:1). 

 

(Fonte: Autor) 

 

4.3 Validação do Método Analítico 

 

A validação do método foi conduzida baseada nos princípios e parâmetros 

fornecidos pela Agência Nacional de Vigilância Sanitária – ANVISA (Brasil, 2003) e os 

resultados obtidos para seletividade, linearidade, precisão, repetibilidade, limites de 

quantificação e detecção foram de acordo com as normas exigidas para cada parâmetro citado. 

Os resultados obtidos para os parâmetros avaliados mostram uma metodologia desenvolvida 

em HPLC-DAD, capaz de monitorar e quantificar os ácidos anacárdicos contidos no LCC.  

O método validado se destaca por apresentar menores custos quando comparado a 

outros sistemas que utilizam cromatografia líquida, como por exemplo, cromatografia líquida 

acoplada a um espectrometro de massas. O método 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., 2012a).  

 

4.3.1 Seletividade 

 

A pureza do pico dos Ácidos Anacárdicos foi confirmada pelo espectro UV 

(Figura 11) e os índices de pureza dos picos (Tabela 3). A seletividade foi avaliada analisando 
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o espectro UV do padrão externo usado. Ao longo de todo cromatograma nenhum interferente 

foi detectado. 

 

Figura 11 - Espectro de ultravioleta dos ácidos anacárdicos trieno (15:3) (III), dieno (15:2) (IV), monoeno (15:1) 

(V) e padrão externo (III’). 

 

(Fonte: Autor) 
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Tabela 3 - Índice de pureza dos picos dos ácidos anacárdicos presentes no LCC. 

Ácido Anacárdico T. Retenção (min) Índice de pureza (%) 

(15:3) 7,681 99,98 

(15:2) 11,095 99,98 

(15:1) 17,850 99,97 

(Fonte: Autor) 

 

4.3.2 Linearidade 

 

A curva analítica de calibração foi construída com 7 diferentes pontos de 

concentração (50 a 1000 µg.mL
-1

) de ácido anacárdico (15:3). A Figura 12a. e 12b. mostram a 

boa linearidade dentro do intervalo analisado, que foi confirmada pelo valor do coeficiente de 

correlação da equação da curva analítica do padrão intra-dia (y = 2670,8x – 26949; r
2
 = 

0,9998) e inter-dia (y = 2728,2x – 25540; r
2
 = 0,9979). O coeficiente de correlação 

encontrado está de acordo com o valor aceito (r
2
 ≥ 0,99) (Brasil, 2003).  

 

Figura 12 - (a) Curva de calibração do padrão externo, (n=6) intra-dia; (b) Curva de calibração do padrão 

externo, (n=9) inter-dia. 

  

(Fonte: Autor) 

 

A Tabela 4 mostra a significância do teste t-Student para os parâmetros de 

calibração da curva, bem como a significância do teste F para regressão linear, conferindo 

maior confiabilidade aos dados da curva. O teste t-Student e teste F foram analisados a um 

nível de confiança de 95 %. 
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O teste t-Student foi significativo para os coeficientes linear e angular, 

evidenciando influencia direta de que cada um deles nos valores de quantificação, assim 

ambos devem permanecer na equação da reta. O resultado do teste F também foi significativo, 

mostrando que existe uma relação linear entre os eixos X e Y, assim dando mais confiança 

aos dados gerados pela curva (Danzer e Currie, 1998; Chui et al., 2001; Guedes, 2014). 

 

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 %. 

Padrão Coeficiente Angular Curva Analítica 

Ácido 

Anacárdico 

(15:3) 

  

a S
a
 t

cal
 t

tab
 Teste t 

y = 2670,8x - 26949 

2670,8 9,88 270,03 2,179 Significativo 

Coeficiente Linear 

b S
b
 t

cal
 t

tab
 Teste t 

-26949 5558,48 4,85 2,179 Significativo 

F
calculado

 F
tabelado

  Teste F 

72973,58 2,69   Significativo 

(Fonte: Autor) 

 

4.3.3 Precisão 

 

A precisão foi avaliada de acordo com os coeficientes de variação (CV) e 

coeficiente de correlação (r
2
) obtidos através dos valores dos tempos de retenção do padrão e 

dos dados das curvas obtidas nos ensaios inter-dia e intra-dia. Na Tabela 5 observam-se os 

valores de coeficientes de correlação e os coeficientes de variação das injeções intra-dia e 

inter-dia de r
2
 = 0,9998; CV = 0,60 % e r

2
 = 0,9979; CV = 0,67 %, respectivamente. Todos os 

coeficientes de variação estão de acordo com os valores estabelecidos pela ANVISA (Brasil, 

2003). 
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Tabela 5 - Resultados estatísticos para precisão e repetibilidade, intra-dia (n=6) e inter-dia (n=9), obtidos através 

dos pontos da curva de calibração, expressos em valores para coeficiente de variação (CV) e coeficiente de 

correlação (r2). 

Padrão Intra-dia (n=6)   Inter-dia (n=9) 

Ácido 

Anacárdico 

(15:3) 

r
2

 CV (%)   r
2

 CV (%) 

0,9998 0,60   0,9979 0,67 

Repetibilidade 

Tempo de Retenção   Área 

CV (%)   CV (%) 

1,02   0,24 

(Fonte: Autor) 

 

4.3.4 Repetibilidade 

 

Os valores dos coeficientes de variação (CV) obtidos a partir das 10 injeções 

consecutivas do mesmo ponto com concentração conhecida podem ser observados na Tabela 

5. Para os parâmetros, tempo de retenção e área do pico, foram obtidos CV de 1,02 e 0,24 %, 

respectivamente. No entanto, não há uma regra geral para os desvios, porém desvios com 

valores próximos de 1 % no tempo de retenção e área são mais aceitáveis (Fabre, 1999; 

Lanças, 2004). 

 

4.3.5 Limites de Detecção (LOD) e Quantificação (LOQ) 

 

O LOD para conseguir diferenciar um analito de um ruído e o LOQ para 

conseguir quantificar um ácido anacárdico com fidelidade e exatidão, foram 19,8 e 60,2 

µg.mL
-1

, respectivamente. Os valores foram obtidos através da regressão linear da curva de 

calibração, seguindo as equações 19 e 20 e mostraram que o método tem alta sensibilidade 

para determinação de AcAn. 
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4.4 Identificação dos Compostos 

 

A confirmação da identificação dos ácidos anacárdicos foi realizada por 

espectrometria de massas, através das massas moleculares e seus respectivos fragmentos. A 

Tabela 6 mostra identificação dos três diferentes AcAn que foram quantificados nas amostras 

analisadas. Foram confirmados os AcAn trieno, dieno e monoeno, de acordo com suas massas 

e respectivos fragmentos de ionização.  

O ácido anacárdico (15:3) foi identificado a partir de sua massa [M-H]
-
 341,2094 

Da, e um íon fragmento de m/z 297,2222 Da; o ácido anacárdico (15:2) foi identificado com 

[M-H]
-
 343,2245 Da e um íon fragmento de m/z 299,2355 Da; o ácido anacárdico (15:1) foi 

identificado mediante uma massa [M-H]
-
 345,2409 Da, juntamente com um íon de 

fragmentação de m/z 301,2534 Da. Os espectros de massa apresentam uma fragmentação de 

[M-H-44]
-
 comum aos 3 compostos identificados. Essa massa é derivada da perda de uma 

molécula de CO2 proveniente da clivagem do grupo carboxílico (Jerz et al., 2012; ErşAn et 

al., 2016). 

 

Tabela 6 - Identificação dos diferentes ácidos anacárdicos trieno (15:3), dieno (15:2) e monoeno (15:1), 

presentes no LCC, via UPLC-QTOF-MSE. 

№ Nome do 

Composto 
[M-H]

-

 

Experimental 

[M-H]
-

 

Teórica 

Erro 

(ppm) 

Fragmento 

(m/z) 

Formula 

Molecular  

1 AcAn (15:3) 341,2094 341,2117 2,3 297,2222 C
22

H
30

O
3
 

2 AcAn (15:2) 343,2245 343,2273  8,2 299,2355 C
22

H
32

O
3
 

3 AcAn (15:1) 345,2409 345,2430  6,1 301,2534 C
22

H
34

O
3
 

(Fonte: Autor) 

 

4.5 Aplicação em Amostra Real  

 

As cinco amostras de LCC (LCC_701, LCC_704, LCC_709, LCC_710 e 

LCC_715) provenientes do Programa de Melhoramento Genético do Cajueiro, foram 

quantificadas de forma indireta com base no padrão externo (Figura 9.b) para quantificar os 

ácidos anacárdicos presentes nas amostras mediante a confirmação dos respectivos espectros 
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ultravioletas (Figura 11) e espectrometria de massas (Tabela 6). A Tabela 7 mostra os valores 

encontrados para os ácidos anacárdicos contidos nas cinco diferentes amostras de LCC 

analisadas. A amostra LCC 701 apresentou 351,2, 133,7 e 221,1 µg.mg
-1

 para AcAn trieno, 

dieno e monoeno, respectivamente. O LCC 704 com concentrações de 326,5, 273,2 e 255,0 

µg.mg
-1

 para os AcAn trieno, dieno e monoeno, respectivamente. A amostra LCC 709 

apresentou para os mesmo AcAn trieno, dieno e monoeno, uma concentração de 299,9, 231,6 

e 203,9 µg.mg
-1

, respectivamente. A quantificação dos AcAn na amostra LCC 710 foi de 

308,0, 141,4 e 198,8 µg.mg
-1

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

respectivamente. As concentrações encontradas na amostra LCC 715 foram de 311,2, 221,6 e 

187,2 µg.mg
-1

 para os AcAn trieno, dieno e monoeno, respectivamente. 

 

Tabela 7 - Teores dos Ácidos Anacárdicos presentes em diferentes amostras de LCC (1 mg.mL-1), expressos em 

µg de ácido anacárdico por mg de LCC. 

Amostras 
Ácidos Anacárdicos ± DP (µg.mg

-1

) 

(15:3) (15:2) (15:1) (Ʃ) 

LCC_701 351,2 ± 0,80 133,7 ± 0,74  221,1 ± 2,73 706,0 

LCC_704 326,5 ± 0,22 273,2 ± 1,70 255,0 ± 1,77 854,7 

LCC_709 299,9 ± 2,73 231,6 ± 2,39 203,9 ± 2,60 735,4 

LCC_710 308,0 ± 1,23 141,4 ± 2,25 198,8 ± 2,94 648,2 

LCC_715 311,2 ± 3,34 221,6 ± 2,27 187,2 ± 3,97 720,0 

(Fonte: Autor) 

 

A concentração do AcAn trieno (15:3) encontrada em todas as cinco amostras 

avaliadas foi maior quando comparados ao AcAn dieno (15:2) e monoeno (15:1), esse 

resultado também foi observado por Trevisan et al. (2006) em estudo com LCC, tanto 

quantitativamente como qualitativamente. Por outro lado, Jerz et al. (2012) obtiveram 

resultados similares apenas para os AcAn trieno e dieno, com concentrações de  318 µg.mg
-1

  

e 221 µg.mg
-1

, respectivamente. Contudo, o AcAn marjoritário encontrado por Jerz et al. 

(2012) foi o AcAn saturado (15:0) com concentrações de 416 µg.mg
-1

, essa variação dos 

teores e da composição química de cada LCC pode ser justificada devido as cascas das 

castanhas serem provenientes de diferentes variedades de caju.  
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4.6 Isolamento dos Ácidos Anacárdicos 

 

O perfil cromatográfico da separação dos compostos presentes na injeção de 50 

mg de LCC, executada por HPLC em escala preparativa está exposto na Figura 13, onde estão 

descritos: (I) cardol, (II) cardanol, (III) AcAn trieno, (IV) AcAn dieno e (V) AcAn monoeno. 

A ordem de eluição dos compostos isolados ocorre em função da polaridade de cada um 

deles. No caso dos AcAn’s o fator preponderante para ordem de eluição é o grau de 

insaturação presente na cadeia lateral. 

 

Figura 13 - Perfil cromatográfico (HPLC-UV/VIS preparativo) de LCC (50 mg.mL-1). (I) cardol, (II) cardanol, 

(III) AcAn trieno, (IV) AcAn dieno e (V) AcAn monoeno. 

 

(Fonte: Autor) 

 

 O isolamento das 9 corridas (n=9) foi obtido de maneira satisfatória e, os ácidos 

anacárdicos foram isolados nos seguintes tempos de retenção, de 13,2 min a 17,9 min, de 18,6 

min a 24,2 min e de 26,6 min a 34,5 min, para os ácidos anacárdicos trieno, dieno e monoeno, 

respectivamente.  

(III) 

(IV) 
(V) 

(I) 

(II) 
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Os valores do rendimento em massa de cada composto isolado, expressos em 

g.Kg
-1

 estão apresentados na Tabela 8. As médias das massas obtidas foram 311,6, 146,0 e 

191,4 g.Kg
-1

, para AcAn trieno, dieno e moeno, respectivamente. A mesma quantidade 

também foi obtida para os mesmos AcAn isolados em escala preparativa por Lloyd et al. 

(1980), onde os valores calculados foram 358,3, 144,1 e 202,0 g.Kg
-1

 em 80 minutos de 

corrida, o que ocasiona em uma baixa produtividade do produto. No entanto, valores obtidos 

neste trabalho foram maiores que os reportados por Kubo et al. (1986). Contudo, o somatório 

das massas obtidas dos três diferentes ácidos anacárdicos está de acordo com os valores 

reportados na literatura (Paramashivappa et al., 2001; Trevisan et al., 2006; Gandhi et al., 

2013). O rendimento do processo quando relacionado a fatores econômicos mostra uma 

grande viabilidade se comparado aos produtos disponíveis no mercado na atualidade. 

 

Tabela 8 - Resultados do isolamento dos diferentes ácidos anacárdicos presente em LCC, via HPLC-UV/VIS em 

escala preparativa. 

Composto Rendimento (g.Kg
-1

) Recuperação (%) Pureza (%) 

AcAn (15:3) 311,60 ± 37,20 94,02 ± 0,61 99,11 ± 0,49 

AcAn (15:2) 146,00 ± 17,40 87,63 ± 3,83 95,56 ± 1,23 

AcAn (15:1) 191,40 ± 33,20 97,35 ± 0,57 92,59 ± 0,71 

 (Fonte: Autor) 

 

Os dados para recuperação de cada ácido anacárdico em função dos valores 

teóricos previamente quantificados no LCC via HPLC-DAD, expressos em percentual, estão 

expostos na Tabela 8. Os valores percentuais obtidos foram 94,02, 87,63 e 97,35 %, para 

trieno, dieno e monoeno, respectivamente. Os resultados obtidos estão próximos aos 

resultados de Lloyd et al. (1980), que conseguiu recuperar pouco mais que 96 % dos AcAn’s.  

No entanto, existe uma carência muito grande relacionada a trabalhos envolvendo isolamento 

de ácidos anacárdicos em escala preparativa, assim diminuindo a amplitude das discussões do 

processo aplicado nesse trabalho. Com isso, os resultados obtidos neste mostram relevância 

em fornecer dados atuais provenientes de métodos otimizados.  

A pureza de cada composto está exposta na Tabela 8 que contém os seguintes 

resultados, 99,11, 95,56 e 92,59 %, para trieno, dieno e monoeno, respectivamente, os 

resultados obtidos quando comparados aos valores reportados na literatura são considerados 

satisfatórios, pois os percentuais de pureza em isolamento de compostos fenólicos em alguns 

trabalhos publicados variam entre 75 e 99 % (Fang et al., 2017; Shaheen et al., 2017). 
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Outros ácidos anacárdicos de cadeias carbônicas diferentes de 15 carbonos 

formam a pequena parcela de interferentes presentes nos compostos isolados. Ácidos 

anacárdicos com cadeias contendo 12, 13 e 17 carbonos são comumente encontrados em LCC 

(Česla et al., 2006; Jerz et al., 2012), e podem ser co-eluídos devido à polaridade ser 

semelhante (Yuliana et al., 2014), devido a variações no tamanho da cadeia e grau de 

insaturação.  

 

4.7 Consumo de Solvente e Produtividade 

 

De acordo com os dados dos sistemas e parâmetros utilizados, os resultados 

obtidos a partir das equações 5 a 8, fornecem valores para consumo de solvente e 

produtividade em função da concentração de ácidos anacárdicos, calculadas para os dois 

sistemas, analítico e preparativo. 

Os resultados expostos na Tabela 9 mostram o consumo de solvente orgânico para 

o HPLC analítico, que foi de 60,52 mL.mg
-1

 de ácidos anacárdicos. Em contra partida, os 

valores obtidos no consumo de solvente para o HPLC preparativo foram de 11,09 mL.mg
-1

 de 

ácidos anacárdicos, mostrando um decréscimo bastante acentuado. O consumo de solvente na 

escala preparativa é aproximadamente seis vezes menor quando comparado à escala analítica, 

sendo uma excelente opção para isolamento de compostos em larga escala (Snyder et al., 

2012b). 

A quantidade de solvente consumida na escala preparativa é uma quantidade 

razoável, quando comparada a outros resultados que giram em torno de uma faixa bastante 

ampla (0,5 até 17 mL.mg
-1

), de acordo com cada molécula alvo isolada (Miller et al., 2003; 

Grill et al., 2004; Bae et al., 2006). 

Os valores de produtividade (Tabela 9) também se mostram mais satisfatórios na 

escala preparativa quando comparados à escala analítica, onde os resultados foram 0,06 e 1,63 

g.h
-1

 por g de adsorvente para o sistema analítico e preparativo, respectivamente. No entanto, 

não existem trabalhos na literatura atual que relatem valores para os parâmetros de 

produtividade e consumo de solvente em sistema de HPLC analítico e preparativo, assim 

esses resultados são de grande relevância para futuros estudos. Por outro lado, estudos 

cromatográficos em sistemas contracorrente comumente analisam esses parâmetros, porém os 

valores são mais elevados, pois esses sistemas potencializam a transferência de massa e por 

consequente aumentam a produtividade do processo (Biressi et al., 2000; Tong et al., 2014). 
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Tabela 9 - Valores para consumo de solvente orgânico e produtividade, para sistemas de HPLC em escala 

analítica e preparativa. 

Sistema HPLC Consumo de Solvente (mL.mg
-1

) Produtividade (g.h
-1

/g adsorvente) 

Analítico 60,52 0,06 

Preparativo 11,09 1,63 

(Fonte: Autor) 

 

5 CONCLUSÃO 

 

O isolamento dos ácidos anacárdicos trieno, dieno e monoeno, foi obtido de 

maneira satisfatória com excelente grau de pureza, ótimos percentuais de recuperação e alto 

rendimento, gerando assim um banco de padrões analíticos para estudos futuros. Além do 

mais, o processo de isolamento dos ácidos anacárdicos resultou em um baixo consumo de 

solvente e uma produtividade bastante atrativa. 

A ampliação de escala executada conseguiu reproduzir um perfil cromatográfico 

bastante similar ao perfil analítico, com a mesma ordem de eluição dos compostos, resultando 

assim em método viável para o isolamento dos ácidos anacárdicos, de modo rápido e menos 

agressivo quanto ao solvente utilizado. 

O fracionamento do LCC foi eficiente no que diz respeito ao rendimento e grau de 

pureza da fração obtida contendo apenas ácidos anacárdicos, uma vez que foram eliminados 

os compostos cardol e cardanol, sem deixar qualquer resíduo dos mesmos na fração final.  

O método cromatográfico desenvolvido em HPLC analítico foi eficaz em 

monitorar e quantificar todos os alquil fenóis presentes nas amostras de LCC, de maneira mais 

rápida e menos onerosa quando comparado a outros métodos reportados na literatura. A 

validação do método foi alcançada com adequação de todos os parâmetros analisados de 

acordo com a agência de normatização nacional em cromatografia, conferindo ao método uma 

garantia de qualidade na geração dos dados e nos produtos gerados durante o processo. 
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APÊNDICE A - PERFIL CROMATOGRÁFICO DO ISOLAMENTO DO ÁCIDO 

ANACÁRDICO TRIENO (15:3) EM HPLC-DAD, MONITORADO EM 280 NM. 

 

(Fonte: Autor) 

 

APÊNDICE B - PERFIL CROMATOGRÁFICO DO ISOLAMENTO DO ÁCIDO 

ANACÁRDICO DIENO (15:2) EM HPLC-DAD, MONITORADO EM 280 NM. 

 

(Fonte: Autor) 
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APÊNDICE C - PERFIL CROMATOGRÁFICO DO ISOLAMENTO DO ÁCIDO 

ANACÁRDICO MONOENO (15:1) EM HPLC-DAD, MONITORADO EM 280 NM. 

 

(Fonte: Autor) 

 

APÊNDICE D - (A) PERFIL CROMATOGRÁFICO DA AMOSTRA REAL DE LCC 

EM UPLC-QTOF-MS
E
, EM MODO DE IONIZAÇÃO NEGATIVO. (B) PERFIL 

CROMATOGRÁFICO EXTRAÍDO POR MASSAS DOS ÁCIDOS ANACÁRDICOS 

DA AMOSTRA REAL DE LCC EM UPLC-QTOF-MS
E
, EM MODO DE IONIZAÇÃO 

NEGATIVO. 

 

(Fonte: Autor) 

(a) 

(b) 
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APÊNDICE E - ESPECTRO DE MASSAS DO ÁCIDO ANACÁRDICO TRIENO (15:3) 

ANALISADO NA AMOSTRA REAL, EM MODO DE IONIZAÇÃO NEGATIVO. 

 

(Fonte: Autor) 

 

APÊNDICE F - ESPECTRO DE MASSAS DO ÁCIDO ANACÁRDICO DIENO (15:2) 

ANALISADO NA AMOSTRA REAL, EM MODO DE IONIZAÇÃO NEGATIVO. 

 

(Fonte: Autor)  
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APÊNDICE G - ESPECTRO DE MASSAS DO ÁCIDO ANACÁRDICO MONOENO 

(15:1) ANALISADO NA AMOSTRA REAL, EM MODO DE IONIZAÇÃO 

NEGATIVO. 

 

(Fonte: Autor) 

 

APÊNDICE H - PUREZA DO PICO CROMATOGRÁFICO DO ÁCIDO 

ANACÁRDICO TRIENO (15:3) ISOLADO A PARTIR DE AMOSTRA DE LCC. 

 

(Fonte: Autor) 
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APÊNDICE I - PUREZA DO PICO CROMATOGRÁFICO DO ÁCIDO 

ANACÁRDICO DIENO (15:2) ISOLADO A PARTIR DE AMOSTRA DE LCC. 

 

(Fonte: Autor) 

 

APÊNDICE J - PUREZA DO PICO CROMATOGRÁFICO DO ÁCIDO 

ANACÁRDICO MONOENO (15:1) ISOLADO A PARTIR DE AMOSTRA DE LCC. 

 

(Fonte: Autor) 

 

 


