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RESUMO

O Liquido da Casca Castanha de Caju (LCC) € um 6leo fendlico contido na casca
da castanha de caju (Anacardium occidentale), composto por mistura de quatro fendis: acido
anacardico, cardanol, cardol e 2-metilcardol. Os acidos anacdrdicos sdo os constituintes
majoritarios do LCC natural (72-82%) apresentando atividade antibidtica, citotoxica e
ansiolitica. Como derivado fendlico, os acidos anacdrdicos podem apresentar atividade
antioxidante, sendo o objetivo deste trabalho o estudo destes dcidos como antioxidante em
biodiesel de girassol. O processo de obtencdo foi realizado por meio de cromatografia em
coluna, visto que a metodologia descrita por Paramashivappa et al. (2001) ndo apresentou
elevada eficiéncia de separacdo, sendo empregadas técnicas de Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia para isolamento dos dcidos anacardicos, bem como técnicas de Espectroscopia de
Infravermelho com Transformada de Fourier e de Ressonancia Magnética Nuclear para
caracterizagdo. A estabilidade oxidativa foi feita por método acelerado em RANCIMAT,
empregando-se concentragdes crescente do antioxidante natural e utilizando o 4cido salicilico
como composto sintético para comparagao com os acidos anacardicos em sua concentracao de
maior eficiéncia. Por meio deste estudo foi possivel desenvolver metodologia de obten¢do dos
acidos anacdrdicos em trés etapas cromatograficas, no entanto, os dcidos ndo apresentaram
ganho significativo de estabilidade para biodiesel de girassol, ndo adequando a estabilidade
oxidativa do biodiesel ao minimo (8 horas) estabelecido pela ANP. Contudo, foi possivel
observar a influéncia de compostos carbonilicos orto substituintes a hidroxila fendlica e da
influéncia de substituintes alifaticos na atividade antioxidante, sendo necessarios mais estudos

para determinar os mecanismos de atuagdo de compostos derivados do dcido hidroxibenzoico.

Palavras-chave: Liquido da Casca Castanha de Caju, Acido Anacardico, Antioxidante,

Biodiesel.



ABSTRACT

The Cashew Nut Shell Liquid (CNSL) is a phenolic oil contained in the bark of
cashew nut (anacardium occidentale), consisting of a mixture of four phenols: anacardial acid,
cardanol, cardol and 2-methylcardol. The anacardic acids are the major constituents of the
natural CNSL (72-82%) presenting not only antibiotic, but also cytotoxic and anxiolytic
activities. As a phenolic derivative, anacardic acids may present antioxidant activity, and the
present work aims to study these acids as antioxidant in sunflower biodiesel. The process of
obtention was performed by means of column chromatography, since the methodology
described by Paramashivappa et al. (2001) did not present high separation efficiency, and
high-efficiency liquid chromatography techniques were employed for the isolation of the
anacardic acids, as well as techniques of Fourier-transform infrared spectroscopy and nuclear
magnetic resonance for characterization. Oxidative stability was performed by an accelerated
method in Rancimat, employing increasing concentrations of the natural antioxidant and using
salicylic acid as a synthetic compound for comparison with the anacardic acids in its
concentration of greater efficiency. Through this study it was possible to develop a
methodology of obtaining anacardic acids in three chromatography steps. The aforementioned
acids, however, did not present significant gains in stability for sunflower biodiesel, not
adapting the stability biodiesel to a minimum (8 hours) established by the ANP. Nevertheless,
it was possible to observe the influence of some orto-substituent to phenolic hydroxyl
carbonylic compounds and the effect of aliphatic substituents on antioxidant activity.
Moreover further studies are needed to determine the mechanisms of action of compounds

derived from hydroxybenzoic acid.

Keywords: Cashew Nut Shell Liquid, Anacardic Acid, Antioxidant, Biodiesel.
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1 INTRODUCAO
1.1. Biodiesel

O biodiesel € um combustivel renovédvel produzido por meio do processo de
transesterificacdo, sendo composto de uma mistura de alquil monoésteres de 6leos vegetais
cujo processo de producgdo consiste na conversao de triglicerideos presentes em Oleos vegetais
e gorduras animais por meio de reacdo empregando édlcool de cadeia curta, metanol ou etanol,
e um alcali como catalizador (RINALDI et al., 2007).

Apesar da crescente evolugdo do percentual de adicao de biodiesel no diesel fdssil
no Brasil, janeiro de 2008 (2%) a mar¢o de 2018 (10%), por se tratar de uma mistura de
ésteres de acidos graxos saturados e insaturados, o biodiesel apresenta susceptibilidade a
oxidacdo (VIEGAS et al., 2018). Neste sentido, as matérias-primas para obtencdo deste
biocombustivel esbarram em grandes inconvenientes, sendo a oxidagao lipidica (autoxidagao,
fotoxidagdo, termoxidagdo, reacOes hidroliticas e oxidacdo enzimatica) a principal
responsavel pela formagdo de produtos indesejdveis, da elevagdo do indice de acidez e
consequentes nao conformidades (PULLEN et al., 2012).

Nesse contexto, faz-se necessdrio o emprego de compostos com propriedades
antioxidantes, os quais atuam na inibi¢do do processo oxidativo e consequente preservacao
das caracteristicas do biodiesel. O mecanismo de atuacdo dos antioxidantes pode ser
compreendido pela reacdo de formacao dos radicais livres, os quais sdo gerados nas reacoes
de iniciagdo e se propagam através de mecanismos radicalares (VARATHARAJAN et al.,
2018). Um radical livre pode ser definido como qualquer espécie quimica que possui um
nimero impar de elétrons, sdo altamente reativos e instdveis, possuindo tempo de vida curto
(MUNNE—BOSCH et al., 2017). A formacgdo destas espécies ocorre naturalmente nos
substratos orginicos, devido a fatores como exposi¢do ao oxigénio molecular, altas
temperaturas e estresse mecanico.

Dentre as formas de oxidacdo do biodiesel, segundo Rizwanul et al. (2014), a mais
comum € a autoxidacdo que ocorre por meio da abstracdo de um hidrogénio de um metileno
presente na cadeia lipidica poli-insaturada do éster (LH) por uma espécie reativa, resultando
na formagdo do radical lipidico (L-) que na presenga de oxigénio é oxidado a radical peroxil
(LOO"), este radical peroxil abstrai um hidrogénio de outro metileno formando o
hidroxiperéxido (LOOH) propagando a formacdo de mais radicais vinilicos. Uma vez que

formado os hidroxiperoxidos, estes se decompdem e interreagem para formar numeroso
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produtos de oxidacdo secunddria. A reacdo termina quando um antioxidante (AH) age
recuperando o hidrogénio abstraido do metileno ou quando produtos ndo radicais sao
formados a partir de produtos radicalares. A Figura 1 apresenta o esquema de mecanismos

propostos por Rizwanul et al. (2014).

Figura 1 — Reacdo de Autoxidagdo do Biodiesel
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1.2. Antioxidantes

De acordo com Shahidi et al. (1992), antioxidantes sdo compostos que possuem
capacidade de inibir, retardar ou controlar processos oxidativos. Dependendo do modo de
atuacdo, os antioxidantes podem ser classificados nos seguintes grupos: bloqueadores de
radicais livres, quelantes de fons metdlicos que catalisam a oxidagdo lipidica, ou como
eliminadores de oxigénio ao reagirem com oxigénio molecular presente no sistema fechado.

Dentre as classes de antioxidantes t€ém-se os estabilizantes primdrios, os quais
agem na interceptacdo dos radicais peréxidos para formacdo de produtos termodinamicamente
mais estdveis, tendo como exemplo as aminas aromdticas secunddrias e as aminas
estericamente impedidas, os fendis estericamente impedidos e os fendis polinucleares que
atuam frequentemente por transferéncia de hidrogénio (DODOS et al., 2017). Sao

denominados estabilizantes secundarios compostos que impedem o processo de iniciagao
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(formacao de radicais livres) decompondo os hidroperdxidos, tendo como exemplo tioésteres
e fosfitos.

Com relacdo ao mecanismo de atuagdo na etapa de iniciacdo do processo
oxidativo, compostos fendlicos tém apresentado resultados promissores quando adicionados
ao biodiesel, tendo-se como exemplo de antioxidantes sintéticos o BHA (2-terc-butil-4-
hidroxianisol e 3-terc-butil-4-hidroxianisol), o BHT (di-terc-butilmetilfenol) e o TBHQ (terc-
butil-hidroquinona) (BORSATO et al., 2014), sendo apresentados na literatura estudos como
o feito por Bousi er al. (2016), empregando antioxidantes fendlicos naturais de extrato
etandlico como o Acido Rosmarinico, Acido Carnésico, Acido Protocatecuico e Acido
Cafeico como bloqueadores de radicais livres com eficiéncia equipardvel aos sintéticos. As
Figuras 2 e 3 apresentam as estruturas de antioxidantes sintéticos comumente estudados em

biodiesel e naturais estudados por Bousi et al. (2016).

Figura 2 — Antioxidantes Fenolicos Sintéticos
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Figura 3 — Antioxidantes Fendlicos Naturais
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Os mecanismos de atuacdo dos antioxidantes primdrios foram amplamente
estudados por Bolland e Ten Have (1947), estes descrevem a acdo dos bloqueadores de
radicais livres por meio de doac@o de hidrogénio ao radical peroxil e de inibicdo da etapa de

propagacao por decomposicao de peroxidos, conforme apresentado na Figura 4.

Figura 4 — Mecanismos de atuacdo de antioxidantes
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Para que o antioxidante tenha efeito expressivo, o composto deve doar facilmente
radical hidrogénio e possuir estabilidade ndo desencadeando processos de oxidacdo. Por isso,
compostos fendlicos apresentam eficiente capacidade antioxidante, pois sdo capazes de
deslocar a carga por meio de ressonéncia.

No entanto, o fenol (hidroxibenzeno) ndao apresenta bom carater doador de
hidrogénio, por isso, faz-se necessdria a presenca de grupos substituintes que aumentem a
densidade eletrOnica na regido da hidroxila por meio do efeito indutivo aumentando sua
reatividade em relacdo aos radicais lipidicos. A Figura 5 apresenta a estrutura de ressonincia

que estabiliza o radical fenoxil.

Figura 5 — Estruturas de Ressonancia do Hidroxibenzeno
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Fonte: Rizwanul 2014
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De acordo com Miller e Quackenbush (1953) e Gordon (1990), a presenca de
grupos etil e n-butil no lugar de metil na regido para do fenol e grupos volumosos como terc-
butil na regido orfo do fenol aumentam a estabilidade do radical fenoxil, quando estes
substituintes encontram-se na posi¢ao orto, os grupos volumosos impedem a recombinacao do
radical fenoxil com radicais lipidicos formados na etapa de propagacdo devido efeito de

impedimento estérico.

1.3 Liquido da Casca da Castanha de Caju

O Liquido da Casca da Castanha de Caju (LCC) é um o6leo fendlico contido na
casca da castanha de caju (Anacardium occidentale) composto por mistura de quatro fendis:
acido anacdrdico, cardanol, cardol, 2-metilcardol (Figura 6). Diferentes processos podem ser
empregados para a obtencdo do LCC: extracdo com solvente, extracdo com prensa, extracao
com fluido supercritico ou processo termomecanico (hot oil process) empregando o LCC

aquecido a 190°C na castanha, causando rompimento da casca e liberando o 6leo presente.

Figura 6 — Compostos fendlicos presentes no LCC

H,C

o 3

R R HO R HO R
Acido Anacadico Cardanol Cardol 2-metilcardol

1 3 5 7 9 1 13

R 15
2 4 6 8 10 12 14
R'= CisHs, R2= CisHy (8) R®= C;sH,, (8,119 R'= CisHys (8,11, 14)

Fonte: Mazzetto 2009 (adaptado)

O processo termomecanico é comumente empregado na inddstria, todavia o
emprego de temperaturas acima de 180°C causam a formagdo de material polimérico e a
descarboxilagdo do 4cido anacdrdico convertendo-o a cardanol (Figura 7), gerando o LCC
denominado de técnico. Mazzetto et al. (2009) apresentam a composi¢do percentual dos
constituintes do LCC (Tabela 1) obtidos por extragdo a solvente ou prensa (natural) em

comparacdo ao obtido por extragdo termomecanica (técnico).



20

Figura 7 — Descarboxilagdo do Acido Anacérdico

OH OH OH
§O - CO,
A
R 180 ~ 200 °C R
. 1 atm
Acido Anacadico Cardanol

Fonte: Mazzetto 2009

Tabela 1 — Composicao quimica do LCC Natural e LCC Técnico
Componentes Fenélicos LCC Natural (%) LCC Técnico (%)

Acido Anacardico 71,70 — 82,00 1,09 - 1,75
Cardanol 1,60 — 9,20 67,82 — 94,60
Cardol 13,80 - 20,10 3,80 - 18,86
2-Metilcardol 1,65 3,90 1,20 -4,10
Componentes minoritarios 2,20 3,05 -3,98
Material Polimérico - 0,34 - 21,63

Fonte: Mazzetto 2009

1.3.1 Aplicagoes do LCC

Estudos feitos nas tltimas décadas t€ém apontado diversas aplicacdes para o LCC e
derivados, como: producdo de resinas e derivados poliméricos como alternativa substitutiva
ao petrdleo, producdo de biocompdsitos (resinas termorrigidas) com propriedades de
superficie, biossorcdo, biodegradabilidade, dielétrica e mecanica, produgdo de surfactantes
derivados de cardanol, fonte de antioxidantes e formulagOes bactericidas, fungicidas e
antitumoral.

Mafezolli, et al. (2004) apresentaram a sintese, formulacdo e caracterizacdo de
uma resina termoendurecida a base de cardanol, produzida por reacdes de policondensacio
entre o cardanol, para producao de resina equipardvel a resinas de poliéster, epoxi e vinil éster
e formagdo de compositos reforgados com “short ramie”, linho, fibras de canhamo e tecido de
junta.

Para producdo de surfactantes alternativos ao sulfonato de dodecilbenzeno,
Peungjitton et al. (2009) apresentaram a rota vidvel e de baixo custo industrial para producao
de surfactante a partir do cardanol obtendo produto com detergéncia relativa de 93,7% quando
comparado ao sulfonato de dodecilbenzeno.

No quesito de controle biolégico, Gedam e Sampathkumaran (1986) citam a

eficiéncia dos produtos clorados e sulfonados obtidos a partir do 4cido anacéardico, cardol e
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cardanol como inseticida, bactericida, germicida e fungicida. Posteriormente, de Moraes et al.
(1990) explica o mecanismo de acdo de fendis como agentes que perturbam a membrana
plasmadtica permitindo a infiltracdo dos constituintes citoplasmaticos.

Adetogun e Adegeye (2003), avaliaram a fungitoxicidade do LCC nos fungos
Coriolopsis polyzona, Pycnoporus sanguineus, Ganoderma lucidum e Lenzites palisoti,
grandes causadores de deterioracdo da madeira na Nigéria, apresentando 6timo efeito em
concentracdes de 800-1600 mg kg™

Relativo a atividade antioxidante, pode-se especular o uso do LCC devido a
presenca de grupos fendlicos, sendo encontrado na literatura diversas reacdes de derivacdo
dos constituintes do LCC visando a otimizacao do carater antioxidante dos produtos, como na
obtencdo de alquilfosforados, tiofosforados, benzilfosforados a partir do cardanol insaturado e
cardanol hidrogenado (saturado).

Cardanol, sendo o composto majoritario do LCC técnico (Tabela 1), tem sido alvo
de estudos por apresentar potencial promissor na drea de quimica fina aplicada a produgdo de
aditivos, surfactantes, farmacos, pesticidas, dentre outros. O Cardol, presente tanto no LCC
técnico como natural, tém apresentado atividade significativa como antioxidante (Maia et al.,
2015) e farmacoldgica (Kozubek et al., 2005), no entanto, devido baixo percentual (3-20%)
desse composto no LCC pode inviabilizar a produ¢do em larga escala de formulacdes e

derivados.

1.3.2 Acido Anacdrdico

O LCC natural, obtido por processos mecanicos (prensa) ou extragao por solvente,
¢ composto majoritariamente de 4cidos anacdrdicos (Tabela 1) devido a ndo exposicdo da
castanha a elevadas temperaturas que causam a descarboxila¢do do 4cido. Por se tratar de um
composto fendlico com uma extensa cadeia lateral, as aplicacdes para estes dcidos sdo
diversas, de antioxidante, como € caracteristico de compostos fendlicos naturais, a fArmacos
com atividade bactericida (Castillo-Juarez et al., 2007), citotoxica (Kushwah et al., 2018) e
ansiolitica (Gomes Junior et al., 2018).

O processo de purificacdo dos dcidos anacdrdicos € descrito por Paramashivappa
et al. (2001), no qual utiliza-se hidroxido de calcio para precipitar o dcido na forma de

anacardato de calcio, sendo posteriormente recuperado em sua forma original com solucao
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dcida na presenca de acetato de etila (AcOEt) com pequenas modificagdes relatadas por Lucio

et al. (2010), sendo as reacOes sdo demonstradas na Figura 8.

Figura 8 — Reacdo de Purificagio do Acido Anacardico
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Fonte: Autor

1.4 Estabilidade Oxidativa Rancimat

A estabilidade oxidativa acelerada é uma andlise realizada em amostras de 6leo e
biodiesel em sistema sob programacgdo de temperatura e fluxo de ar restritamente controlados,
na qual o ar atmosférico seco e limpo de particulas € injetado, por meio de um capilar, em
tubo de reacdo contendo amostra. Os vapores gerados, produto da oxidagdo dos lipideos, sdo

direcionados a célula de medic¢ao de condutividade contendo dgua deionizada (Figura 9).

(Off g
() 8

Figura 9 — Biodiesel Rancimat
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Fonte: Harding 2014 (modificado)

A partir da variacdo de condutividade em fun¢do do tempo produz-se a curva de
estabilidade oxidativa. Desta curva é observado o Periodo de Indugdo (IP) onde ocorre a
oxidagdo lenta dos ésteres com baixa formacgdo de volateis. Apds o periodo de indug¢do, inicia-
se a oxidagdo acelerada dos ésteres de alto peso molecular, ocorrendo a formagdo de produtos
volateis, saturando o sistema. O periodo de inducdo é obtido pelo método da 2* derivada,

conforme apresentado na Figura 10.
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Figura 10 — Curva de Estabilidade de Biodiesel em Rancimat
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Fonte: Gallina, 2011 (adaptado)

1.5 Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

A espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier é uma técnica
que consiste na emissdo de um feixe, contendo todas as frequéncias de infravermelho, sendo
incidido na amostra. Esta técnica é de fundamental importancia para elucidacdo estrutural de
moléculas organicas juntamente de técnicas de ressondncias magnética nuclear (RMN) e
espectrometria de massa (EM) fornecendo uma andlise organica qualitativa amplamente

empregada nas dreas de quimica de produtos naturais, sintese e transformacdes organicas

(LOPES et al., 2004).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliacdo do potencial antioxidante dos dcidos anacdrdicos no biodiesel de

girassol.

2.2 Objetivos Especificos

— Obtengdo do Liquido da Casca Castanha de Caju;

— Desenvolvimento do Método de Obtencdo da Mistura dos Acidos Anacardicos;
— Separacdo e Identificacio dos Acidos Anacardicos;

— Avaliacdo do potencial antioxidante dos &dcidos anacérdicos em biodiesel de

girassol.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais e Reagentes

Foram utilizados 1,5 kg de Casca da Castanha de Caju (Anacardium occidentale
L.) no presente trabalho foi gentilmente fornecida Embrapa Agroindustria Tropical e 100 g
Biodiesel de Girassol fornecido pelo Nucleo de Pesquisa em Lubrificantes UFC.

No presente trabalho foram empregados os seguintes reagentes: Acetato de Etila
P.A. (Synth), Acetona P.A. (Vetec), Acetonitrila HPLC/Spectro (Tedia), Acido Acético Glacial
(Vetec), Acido Cloridrico PA. (Vetec), Acido Salicilico P.A. (DINAMICA), Acido
Trifluoroacético HPLC (Tedia), Diclorometano P.A. (Synth), Hexano P.A. (Synth), Hidr6xido
de Célcio P.A. (Vetec), Metanol HPLC (J.T.Baker), Metanol P.A. (Synth), Oleo de Girassol
(LISA), Silica Gel 60 A 0,063-0,200 mm 70-230 MESH (Vetec) e Silica Gel 60 G (Vetec) p/

Cromatografia em Placa
3.2 Metodologia de Preparo e Analises

3.2.1 Obtencgdo do Liquido da Casca da Castanha de Caju
Para obtencao do LCC, 1,5 kg de Casca da Castanha de Caju foram submetidos a
3 extragdes com 1 L de Hexano a temperatura de 25-30°C durante 24 horas. O extrato obtido

foi filtrado a pressao atmosférica e destilado em rotaevaporador a 70 °C (Figura 11).

Figura 11 — Extracdo do Liquido da Casca da Castanha de Caju
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Fonte: Autor
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3.2.2 Isolamento dos Acidos Anacdrdicos

3.2.2.1 Purificacéo do Acido Anacdrdico via Precipitacdo

A separacdo da mistura de 4cidos anacérdicos dos demais constituintes do LCC
foi conforme descrito por Paramashivappa et al. (2001) com pequenas modificacdes relatadas
por Lucio et al. (2010). O 4cido anacdrdico foi isolado seletivamente como anacardato de
célcio. O i1solamento foi realizado dissolvendo o LCC extraido (50 g) em metanol aquoso a
5% (300 mL) seguido de adic@o de hidréxido de célcio (25 g) com agitacdo. Na sequéncia, a
reacao foi deixada a temperatura de 25°C durante 24 horas.

Posteriormente, os precipitados de anacardato de célcio foram filtrados a vacuo e
lavados cuidadosamente com metanol aquoso a 5% (200 mL). O anacardato de célcio foi
cuidadosamente transferido para béquer de 1000 mL contendo uma mistura agitada de HCI1 6
mol L'! (200 mL) e 300 mL de acetato de etila. A mistura foi agitada durante 1 hora. Na
sequéncia, a fase organica foi lavada duas vezes com dgua destilada (100 mL), seca em
sulfato de sodio anidro e concentrada sob pressdo reduzida usando um rotaevaporador para
produzir 4cido anacdrdico (mistura heterogénea de monoeno, dieno e trieno). A Figura 12

esquematiza o processo descrito por Paramashivappa et al. (2001).

Figura 12 — Obtencdo de Acidos Anacirdicos via Precipitaco

r Solugdo CH;0H 1% Ca(OH), t~) “Cl 6 mol L!
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Fonte: Autor
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3.2.2.2 Purificacdo Pelo Processo de Cromatografia
3.2.2.2.1 Desardsor¢ao Seletiva (Coluna filtrante)

Em um gral, adicionou-se 23,5351 g de mistura de dcidos anacdrdicos obtidos e
51,8492 g de Silica Gel 60 A 0,063-0,200 mm 70-230 MESH. Em seguida macerou-se a
mistura até secagem ndo apresentando odor caracteristico do solvente.

Em seguida, montou-se uma coluna filtrante utilizando silica, uma coluna de vidro
p/ cromatografia (45 cm x 9,5 cm) e 500 mL de hexano para empacotamento da silica
apresentando altura de 8,5 cm.

Ap6s processo de empacotamento, adicionou-se silica contendo o a mistura de
acidos anacardicos preparada anteriormente. Foram utilizadas as seguintes fases moveis: 500
mL de hexano, 500 mL de diclorometano, 500 mL de diclorometano/acetato de etila (1:1) e

500 mL de acetato de etila.

3.2.2.2.2 Obtengio do Padrio de Mistura de Acidos Anacirdicos por Cromatografia
Preparativa

Preparou-se placas de vidro de dimensdes 15 cm x 15 cm com silica Silica Gel

60 G (Vetec) para cromatografia em camada delgada (CCD) empregando 170 mg da fragdo

Coluna Filtrante 1 Fracdo 3 (CF1.F3) obtida na coluna cromatogrifica e utilizando como

eluente 100 mL de mistura de hexano, diclorometado e acetato de etila (8:1:1) em cuba para
cromatografia ( Figura 13).

Ap6s eluicdo, a placa foi revelada em UV 254 nm e a regido referente a mistura de

Acidos Anacérdicos foi demarcada e removida. Os Acidos Anacirdicos adsorvidos na silica

foram extraidos com Acetona e o extrato foi filtrado em filtro 0,22 pum, sendo em seguida

destilado em rotaevaporador.

Figura 13 — Cromatografia Preparativa

Fonte: Autor
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3.2.2.2.3 Obtencio de Mistura de Acidos Anacirdicos por Coluna Filtrante

Da fragao Coluna Filtrante 1 Fracdo 4 (CF1.F4) obtida a partir da coluna filtrante
empregando o eluente acetato de etila de massa de 18,2111 g foi disposto em gral e
adicionado 36,1412 g de Silica Gel 60 A 0,063-0,200 mm 70-230 MESH. Em seguida
macerou-se a mistura até secagem ndo apresentando odor caracteristico do solvente.

Na sequéncia, montou-se uma coluna filtrante utilizando silica utilizando uma
coluna de vidro p/ cromatografia e 500 mL de diclorometano para empacotamento da 72,334
g de silica.

Ap6s processo de empacotamento, adicionou-se silica contendo a fragdo Coluna
Filtrante 1 Fracdo 4 (CFI1.F4). Foram utilizadas as seguintes fases moveis: 1500 mL de
diclorometano e 500 mL de acetato de etila.

A fracdo Coluna Filtrante 2 Fracdo 1 (CF2.F1), obtida a partir do emprego de
diclorometano como eluente, foi novamente submetida a coluna cromatografica utilizando
11,9523 g de amostra em 20,3582 g de Silica Gel 60 A, silica para montagem da coluna e os
eluentes 500 mL de hexano, 500 mL de hexano/acetato de etila (9:1), 250 mL de
hexano/acetato de etila (8:2), 250 mL hexano/acetato de etila (1:1) e 250 mL de acetato de

etila, conforme apresentado na Figura 14.

Figura 14 — Coluna Filtrante empregada na Purificacdo dos Acidos Anacardicos

Fonte: Autor
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3.2.2.2.4 Separacio e Identificacdo dos Acidos Anacardicos

As separacdes dos dcidos anacdrdicos foram realizadas em Cromatégrafo Liquido
de Alta Eficiéncia (CLAE) em sistema de bomba terndria de alta pressaio SHIMADZU LC-
20AT, detector UV-Vis com arranjo de diodo SHIMADZU SPD-M20A, forno termostatico
para acomodagdo da coluna analitica de fase reversa KROMASIL HPLC C-18 100A 5pm 4.6
x 250 mm, com fluxo de 1 ml min! empregando como eluente acetonitrila e solucio aquosa
de 4cido trifluoroacético 0,1% (87:13) sob temperatura de 35°C.

A amostra foi preparada na concentragio de 1 mg mL™" utilizando Acetonitrila
grau HPLC, tratada previamente em cartucho SPE STRATA C-18E 500 mg / 3 mL e filtrado
em filtro 0,22 pm.

Em seguida, as fracdes coletadas em CLAE foram analisadas por ressonancia
magnética nuclear RMN para obtencdo de espectros de 'H, '*C e '*C DEPT em CDCl; em

equipamento Bruker Modelo Avance DPX300, com controle de temperatura, a 70°C.

3.2.3 Analise Espectroscopica de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

A amostra foi analisada em espectrodmetro SHIMADZU IRTrace-100 (Figura 15)

em sistema reflexao total atenuada (ATR) e pastilhas em de brometo de potdssio (KBr).

Figura 15 — Espectrometro de Infravermelho com Transformada de Fourier IRTrace-100

Fonte: Autor
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3.2.4 Ensaios de Estabilidade Oxidativa Acelerada

Os ensaios de estabilidade oxidativa foram realizados em um equipamento
Rancimat, Metrohm, Modelo 843, de acordo com a norma EN 14112. Utilizou-se 3 g de
amostra, temperatura de 110 °C e fluxo de ar de 10 L/min. Os experimentos foram realizados

em duplicata.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Obtencao do Liquido da Casca da Castanha de Caju e da Mistura de Acidos
Anacardicos

A partir de 1,5 kg de casca de castanha de caju foi possivel extrair com hexano
230 g de LCC natural, do qual 49,97 g foram submetidos a processo de obten¢do de dcidos
anacdrdicos (MAA-PL) resultando em 42,67 g destes, de acordo com método proposto por
Paramashivappa et al. (2001) com modifica¢des relatadas por Lucio et al. (2010).

Por meio de cromatografia em camada delgada (CCD) empregando solugdo de
vanilina como revelador foi possivel comparar o LCC e o MAA-PL e observar que a
metodologia de Paramashivappa et al. (2001) com modifica¢des relatadas por Lucio et al.
(2010) mostrou-se pouco eficiente na purificacdio dos &4cidos anacdrdicos, sendo entdo
necessario o emprego de técnicas cromatograficas para separacdo destes dos demais
constituintes do LCC natural.

Submeteu-se 23,5351 g de MAA-PL em coluna filtrante obtendo-se 4 fracdes,
sendo elas Coluna Filtrante 1 Fracdo 1 - CFI1.F1 (hexano), Coluna Filtrante 1 Fracdo 2 -
CF1.F2 (diclorometano) 1,9401 g, Coluna Filtrante 1 Fracdo 3 - CFI1.F3
(diclorometano/acetato de etila 1:1) 2,3596 g e Coluna Filtrante 1 Fragcdo 4 - CF1.F4 (acetato
de etila) 18,2111 g. A Fracdo 1 ndo apresentou massa. As fra¢des obtidas foram comparadas
com LCC natural, Mistura de Acidos Anacdrdicos de Paramashivappa (MAA-PL) e LCC
técnico, o qual ndo apresenta dcidos anacéardicos em sua composicao, empregando solucao de
vanilina e luz UV-254nm como reveladores.

De acordo com Gellerman et al. (1968), os 4cidos anacardicos apresentam
coloragdo azul quando revelados em Luz UV (254 nm) em Silica Gel G, sendo observada esta
coloracdo nas amostras LCC natural, MAA-PL, CF1.F2, CF1.F3 e CF1.F4. Na fracdo Coluna
Filtrante 1 Fracdo 2 - CF1.F2 foi possivel observar apenas a presenga de dcidos anacdardicos,
sendo considerada como padrao MAA-C obtido por cromatografia.

Cerca de 500 mg da fracao Coluna Filtrante 1 Fracdo 3 - CF1.F3 foi submetida a
placa cromatogréfica preparativa de Silica 60 G que com uso de luz UV-254 nm foi possivel
demarcar a regido referente aos dcidos anacdrdicos e apds extracdo obteve-se 70,1 mg de
mistura de dcidos anacédrdicos que ao ser comparada com o padrio (MAA-C) foi possivel
observar igual perfil em placa, podendo-se concluir que o eluente diclorometano

proporcionou melhor separagdo dos acidos anacdrdicos dos demais constituintes do LCC.
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Nessa etapa, optou-se por usar a fracdo Coluna Filtrante 1 Fracdo 3 (CF1.F3) apesar de
apresentar menor pureza que Coluna Filtrante 1 Fragcdo 2 (CF1.F2) devido a maior massa e
nao usar a Coluna Filtrante 1 Fragdo 4 (CF1.F4), apesar de apresenta maior massa que as
demais fragdes, devido a forte presenca dos demais constituintes do LCC o que dificultaria a
separacdo dos dcidos anacdrdicos para confirmacdo da presenca de apenas estes na fracdo
Coluna Filtrante 1 Fragdo 2 (CF1.F2) até entdo denominada de Padrao MAA-C.

Confirmada a presenca de apenas dcidos anacdrdicos na fracdo Coluna Filtrante 1
Fracdo 2 CF1.F2, a fragdo Coluna Filtrante 1 Fra¢do 4 CF1.F4 foi novamente submetida a
coluna filtrante resultando nas fragdes Coluna Filtrante 2 Fracdo 1 - CF2.F1 (diclorometano)
12,2604 g e Coluna Filtrante 2 Fracdo 2 - CF2.F2 (acetato de etila) 4,7426 g. As fracdes
obtidas foram comparadas com o padrao MAA-C e observou-se que com o emprego de maior
volume de diclorometano, alguns constituintes do LCC além dos 4cidos anacédrdicos foram
coeluidos sendo necessdrio submeter a fracdo Coluna Filtrante 2 Fracdo 1 (CF2.F1)
novamente a coluna cromatografica.

Sendo novamente submetida a coluna cromatografica, a partir da fracio Coluna
Filtrante 2 Fracdo 1 (CF2.F1) obteve-se Coluna Filtrante 3 Fracdo 1 - CF3.F1 (hexano),
Coluna Filtrante 3 Fracdo 2 - CF3.F2 (diclorometano/acetato de etila 9:1), Coluna Filtrante 3
Fracdo 3 - CF3.F3 (diclorometano/acetato de etila 8:2), Coluna Filtrante 3 Fracdo 1 - CF3.F4
(diclorometano/acetato de etila 1:1) e Coluna Filtrante 3 Fracdo 5 - CF3.F5 (acetato de etila).
Estas foram comparadas com o padrdao sendo entdo reunidas as fra¢des Coluna Filtrante 3
Fracoes 2-4 (CF3.F2-4) resultando em 8,7072 g de mistura de 4cidos anacardicos (MAA).

Apés obtengdo da MAA, esta foi submetida a Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE) empregando silica de fase reversa (C-18), da qual obteve-se MAA-P1,
MAA-P2 ¢ MAA-P3 os quais de acordo com Lloyd et al. (1980) correspondem aos Acidos
Anacdrdicos tri-, di- ¢ mono-insaturado respectivamente. Devido a modificacdes no método
de separacdo dos dcidos anacardicos, fez-se necessario o emprego de técnica espectroscopicas
para confirmacdo dos 4cidos isolados. Na Figura 16, o fluxograma ilustra todas as etapas do

processo de separacdo por cromatografia.



Figura 16 — Fluxograma do Processo de Obtencdo dos Acidos Anacdrdicos
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4.2 Caracterizacio da Mistura de Acidos Anacardicos

A mistura de 4cidos anacdrdicos foi submetida a andlise de Infravermelho com
Transformada de Fourier (FTIR) e comparada com espectros do dcido benzoico, benzoato de
metila e hidroxibenzoato de metila (APENDICE A).

A partir do espectro de infravermelho da mistura de 4cidos anacérdicos (Figura
17), pode-se observar banda de absor¢cdo em 1645 cm’! (vC=0) e em 2920 cm’' (vVO-H)
indicando a presenca de 4cido carboxilico. A banda de absorcdo em 1200 cm™! (vC—O) indica
a presenca de oxigénio ligado a carbono podendo ser referente ao vC—O do substituinte
fendlico ou da hidroxila carbonilica, no entanto, ndo é possivel observar a absor¢ao na regidao
de 3650 a 3100 cm™ (vO—H) caracteristico de hidroxila de 4lcool ou fenol, esse efeito pode
ser devido a ligacdo de hidrogénio intramolecular, que de acordo com Pavia et al. 2010
desloca a banda para frequéncias mais baixas (menor energia). Novos espectros foram obtidos
a partir da dilui¢do com cloroférmio e pelo preparo de placa de KBr sucedida de 3 dilui¢cGes
(APENDICE B). Observou-se aparecimento na regido de 3500 a 3200 cm™ podendo ser
devido a presenga de umidade nao sendo possivel atribuir o sinal 2 vO—H do fenol. As bandas
de absor¢do em 1570 e 1600 cm™ (vArH) e em 3005 cm™ (8Cyp—H) indicam a presenca de

estrutura aromatica.

Figura 17 — Espectro de Infravermelho de Mistura da Acidos Anacdrdicos (CF3.F2-4)
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Por meio de andlise da mistura dos 4cidos anacdrdicos através da Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) em sistema analitico, obteve-se o cromatograma da Figura

18. Sendo em seguida, obtido os dcidos anacardicos isolados em sistema preparativo, Mistura
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de Acidos Anacardicos — Pico 1 (MAA-P1) em 10,96 min, Mistura de Acidos Anacardicos —
Pico 2 (MAA-P2) em 15,24 min e Mistura de Acidos Anacdrdicos — Pico 3 (MAA-P3) em
22,98 min utilizando detector UV-VIS em comprimento de onda 254 nm para identificacio,
estes foram analisados em equipamento de Ressonancia Magnética Nuclear para obtencdo dos
espectros de RMN 'H, '3C e '3C DEPT 135 em CDCI; a 300 MHz e comparados com a

caracterizagdo apresentada por Morais et al. (2017) para confirmacao dos acidos isolados.

Figura 18 — Cromatograma da Mistura de Acidos Ancérdicos (CF3.F2-4)
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Fonte: Autor

Analisando o espectro de RMN 'H (Figura 19) apresentado da mistura de dcidos
anacdrdicos € possivel observar o sinais em 6 11.05 (3H, s) ppm correspondente a hidroxila de
acido carboxilico (COOH) e os sinais em 6 6.78 (3H, d, H-4), 7.37 (3H, t, H-5) e 6.88 (3H, d,
H-6) ppm correspondentes aos hidrogénios CH anel aromatico (ArH), como pode ser
observado nos espectros posteriores dos dcidos anacdrdicos isolados. Os valores de integragcdao
destes sinais aparecem triplicados por se tratar de mistura contendo de trés dcidos anacérdicos
com diferencas apenas na cadeia alifatica presente no carbono C-3 do anel aromatico. Nao foi
possivel observar o sinal correspondente a hidroxila fenélica (ArOH) podendo ser devido a
presenca grupo carbonilico na proximidade ocorrendo ligacdes hidrogénio entre o oxigénio

carbonilico e a hidroxila fendlica.



Figura 19 — Espectro de RMN 'H da Mistura de Acidos Anacardicos (CF3.F2-4)
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4.2.1 Caracterizacdo da Mistura de Acidos Anacdrdicos — Pico 1 — Acido Anacdrdico Tri-

insaturado (8°, 11°, 14°)

Os deslocamentos dos espectros de °C e 'H (Figura 21-23) obtidos foram
comparados com os descritos por Morais et al., 2017 (Tabela 2). 'H-RMN (CDCl3, 300 MHz)
o: 11.17 (COOR), 7.37 (1H, t, H-5), 6.85 (1H, d, 8.2 Hz, H-6), 6.75 (1H, d, 7.5 Hz, H-4),
5.31-5.46 (5H, m, H-8’, H-9’, H-11’, H-12’, H-14"), 5.02 (1Ha, dd, 17.2 Hz, cis, 1.5 Hz, H-
15%), 4.97 (1Hb, d, 10.2 Hz, trans, H-15"), 2.97 (2H, t, H-1"), 2.81 (4H, m, H-10’, H-13’),
2.02 (2H, brt, H-7°), 1.57 (2H, m, H-2’) e 1.26-1.33 (8H, m, H-3’, H-4’, H-5’, H-6’) ppm.

BC-RMN (CDCls, 300 MHz) §: 175.55 (COOH), 163.68 (C-1), 147.77 (C-3),
137.01 (C-14’), 135.38 (C-5), 130.58 (C-8’), 129.49 (C-9°), 127.79 (C-11"), 127.02 (C-12°),
122.88 (C-4), 115.98 (C-6), 114.89 (C-15), 110.84 (C-2), 36.62 (C-1°), 32.17 (C-2’), 31.70
(C-10),29.44 —29.94 (C-3°,C-4°,C-5", C-6),27.42 (C-7") e 25.76 (C-13’) ppm.

Para confirmacgdo da estrutura do dcido anacardico presente na amostra MAA-PI,
observou-se os deslocamentos de 'H em 5.02 e 4.97 ppm que sdo caracteristicos dos
hidrogénios em conformacio cis e trans respectivamente presentes no C-15’, assim como a
auséncia do deslocamento de 'C DEPT135 na regiio de 14 ppm caracteristico de CHs
presente nos demais dcidos anacdrdicos e a presenca dos sinais positivos em 137.01 (C-14"),
130.58 (C-8°), 129.49 (C-9°), 127.79 (C-11’), 127.02 (C-12’) ppm correspondentes aos
carbonos que contém apenas 1 hidrogénio (CH) e ao sinal negativo em 114,89 ppm
correspondente ao C-15" (CHa), confirmando a proposta do MAA-P1 ser o Acido Anacérdico

tri-insaturado (Figura 20).
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Figura 20 — Estrutura do Acido Anacérdico Tri-insaturado (8°, 11°, 14”)

Fonte: Autor

Tabela 2 — Comparagdo de dados de RMN 'H e '3C Acido Anacardico Tri-insaturado (8’, 11°,

14°)
AATI (8, 117, 14°) AA Morais, S. M. (2017)
dc (ppm, dc (ppm,
ou (ppm)  J (Hz) multipI,),pJ Hz) S (ppm) multipl,),p J Hz)
C
COOH 11.17 n.d. 175.55 11.08 175.58
1 - 163.68 - 163.79
2 - 110.84 - 110.77
3 - 147.77 - 147.84
CH
4 6.75 (d) 7.50 122.88 6.75 (d) 122.91
5 7.37 (1) n.d. 135.38 7.37 (1) 135.48
6 6.85 (d) 8.16 115.98 6.85 (d) 116.05
8  531-546(m) n.d. 130.58 5.29 —5.48 (m) 130.63
9  531-546(m) nd. 129.49 5.29 - 5.48 (m) 129.53
11’ 531-546(m) n.d. 127.79 5.29 — 5.48 (m) 127.83
12 531-546(m) nd. 127.02 5.29 —5.48 (m) 127.07
14 531-546(m) nd. 137.01 5.75—5.88 (m) 137.06
CH:
1’ 2.97 (1) n.d. 36.62 2.98 (1) 36.65
2 1.57 (m) n.d. 32.17 1.56 (m) 32.21
3 126-133(m) nd.  29.44-29.94 1.25-1.36 (m) 29.45-29.97
4  126-133(m) nd.  29.44-29.94 1.25-1.36 (m) 29.45—29.97
5  126-133(m) nd. 29.44-29.94 1.25-1.36 (m) 29.45-29.97
6  126-133(m) nd.  29.44-29.94 1.25-1.36 (m) 29.45—29.97
7 2.02 (br ©) 27.42 2.02 (brt) 27.44
10° 2.81 (m) 31.70 2.81 (m) 31.73
13° 2.81 (m) 25.76 2.81 (m) 25.79
15°c  5.02(@dd)Ha 150 114.89 5.05 (dd) Ha 114.91
15t 497(Hb 1020 114.89 4.98 (d) Hb 114.91
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Figura 21 — Espectro de RMN 'H Tri-insaturado (8’, 11°, 14°)

Fonte: Autor
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Figura 22 — Espectro de RMN '3C Tri-insaturado (8°, 11°, 14°)

Fonte: Autor
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Figura 23 — Espectro de RMN '*C DEPT 135 Tri-insaturado (8’, 11°, 14°)
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4.2.2 Caracterizacdo da Mistura de Acidos Anacdrdicos — Pico 2 — Acido Anacdrdico Di-

insaturado (8°, 11°)

Os deslocamentos dos espectros de °C e 'H (Figura 26-28) obtidos foram
comparados com os descritos por Morais et al., 2017 (Tabela 3). 'H-RMN (CDCl3, 300 MHz)
o: 7.37 (1H, t, H-5), 6.87 (1H, d, 8.0 Hz, H-6), 6.75 (1H, d, 7.4 Hz, H-4), 5.35-5.43 (4H, m,
H-8’, H-9’, H-11", H-12’), 2.97 (1H, t, H-1"), 2.78 (2H, t, H-10’), 2.05 (4H, m, H-7’, H-13’),
1.57 (1H, q, H-2"), 1.33-1.40 (10H, m, H-3’, H-4’, H-5’, H-6’, H-14") e 0.91 (3H, t, H-15’)
ppm.

BC-RMN (CDCl3, 300 MHz) &: 163.71 (C-1), 147.83 (C-3), 135.38 (C-5), 130.34
(C-8”), 130.14 (C-9°), 128.37 (C-117), 128.22 (C-12), 122.88 (C-4), 115.99 (C-2), 36.64 (C-
1), 32.20 (C-27), 32.20 (C-13’), 29.50-29.97 (C-3°, C-4’, C-5°, C-6"), 27.43 (C-T7°), 25.85 (C-
10%), 23.00 (C-14") e 14.00 (C-15") ppm.

Para confirmacgdo da estrutura do dcido anacardico presente na amostra MAA-P2,
observou-se os deslocamentos de 'H em 5.35-5.43 ppm referente a multipleto com integragdo
de valor igual a 4 referente aos 4 hidrogénios presentes nos 4 carbonos olefinicos (C-8’, C-9’,
C-11°, C-12’). O sinal caracteristico do H-5 € um tripleto na regido de 7.3 ppm, no entanto,
Morais et al. (2017) propuseram que o sinal € referente a um dupleto apesar de possuir 2H nos
carbonos vizinho (C-4 e C-6). Expandido a regido de 7.5-6.5 ppm e comparando com o0s
espectros da mistura e dos demais 4cidos anacardicos podendo-se sugerir a ocorréncia de erro
de interpretacdo do espectro devido a interferéncia do sinal em 7.27 ppm. A Figura 24
apresenta os 4 espectros expandidos.

No espectro de '*C DEPT135 aparece o deslocamento em 14.00 ppm com sinal
positivo referente ao C-15" de CHs e sinal negativo em 23.00 ppm referente ao C-14" de CHa,
de mesmo modo que no MAA-P1, ocorreu a presenga de sinais positivos em 130.34 (C-8°),
130.14 (C-9’), 128.37 (C-11°) e 128.22 (C-12’) ppm correspondentes aos carbonos que
contém apenas 1 hidrogénio (CH), confirmando a proposta do MAA-P2 ser o Acido

Anacardico di-insaturado (Figura 25).
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Figura 24 — Espectros de RMN 'H expandidos 7.5-6.5 ppm da Mistura de Agidos Anacdrdicos
(A), Acido Anacardico (8°,11°,14) (B), Acido Anacardico (8°,11°) (C) e Acido Anacardico
(8”) (D).
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Figura 25 — Estrutura do Acido Anacérdico Di-insaturado (8°, 117)

Fonte: Autor
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Tabela 3 — Comparagio de dados de RMN 'H e *C Acido Anacirdico Di-insaturado (8’, 117)

AADI (8, 117) AA Morais, S. M. (2017)
dc (ppm, dc (ppm,
o (ppm) J (Hz) multipl,),pj Hz) on (ppm) multipl,),pJ Hz)
C
COOH 11.06 n.d. ND 7.8 176.40
1 - 163.71 - 163.81
2 - 115.99 - 116.08
3 - 147.83 - 147.88
CH
4 6.75 (d) 7.40 122.88 6.75 (d) 122.92
5 7.37 (1) n.d. 135.38 7.36 (d) 135.51
6 6.87 (d) 7.95 n.d. 6.86 (d) 116.0
8’ 5.35-5.43 (m) n.d. 130.34 5.32-5.43 (m) 130.36
9’ 5.35 —5.43 (m) n.d. 130.14 5.32 -5.43 (m) 130.16
11’ 5.35-5.43 (m) n.d. 128.37 5.32-5.43 (m) 128.41
12° 5.35 —5.43 (m) n.d. 128.22 5.32 -5.43 (m) 128.26
CH:
1’ 2.97 (t) n.d. 36.64 2.98 (1) 36.65
2’ 1.57 (q) n.d. 32.20 1.57 (q) 32.21
3’ 1.33 — 1.40 (m) n.d. 29.50 —29.97 1.25-143 (m) 29.47—29.98
4’ 1.33 - 1.40 (m) n.d. 29.50 -29.97 1.25-143 (m) 29.47-29.98
5’ 1.33 — 1.40 (m) n.d. 29.50 —29.97 1.25-143 (m) 29.47—29.98
6’ 1.33 - 1.40 (m) n.d. 29.50 -29.97 1.25-143 (m) 29.47-2998
7 2.05 (m) n.d. 27.43 2.04 (m) 27.45
10° 2.78 (1) n.d. 25.85 2.78 (1) 25.88
13’ 2.05 (m) n.d. 32.20 2.04 (m) 32.21
14° 1.33 - 1.40 (m) n.d. 23.00 1.25-1.43 (m) 23.01
CH3
15° 0.91 (1) n.d. 14.00 0.91 (1) 13.99
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Figura 27 — Espectro de RMN '3C Di-insaturado (8’, 11”)
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Figura 28 — Espectro de RMN 'C DEPT 135 Di-insaturado (8’, 11°)
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4.2.3 Caracterizacio da Mistura de Acidos Anacdrdicos — Pico 3 — Acido Anacdrdico

Mono-insaturado (8°)

Os deslocamentos dos espectros de °C e 'H (Figura 30-32) obtidos foram
comparados com os descritos por Morais et al., 2017 (Tabela 4). 'H-RMN (CDCl3, 300 MHz)
0: 10.85 (COOH), 7.37 (1H, t, H-5), 6.88 (1H, d, 7.26 Hz, H-6), 6.78 (1H, d, 7.26 Hz, H-4),
5.37 (2H, m, H-8’, H-9’), 3.01 (2H, t, H-1"), 2.04 (4H, m, H-7’, H-10"), 1.63 (2H, m, H-2"),
1.31-1.35 (14H, m, H-3’, H-4’, H-5’, H-11’, H-12°, H-13’, H-14") ¢ 0.90 (3H, t, H-15") ppm.

BC-RMN (CDCls, 300 MHz) §: 176.54 (COOH), 163.57 (C-1), 148.03 (C-3),
14.29 (C-15’), 135.62 (C-5), 130.03-130.15 (C-8°, C-9°), 122.99 (C-4), 116.10 (C-6), 110.75
(C-2), 36.64 (C-1’), 32.18 (C-27), 29.20-29.97 (C-3’, C-4’, C-5’, C-6°, C-11", C-12°, C-13°),
27.43 (C-7°),27.43 (C-10’) e 22.86 (C-14’) ppm.

Para confirmagdo da estrutura do dcido anacardico presente na amostra MAA-P3,
observou-se os deslocamentos de 'H em 5.37 ppm referente a multipleto com integracdo de
valor igual a 2 referente aos 2 hidrogé€nios presentes nos 2 carbonos olefinicos (C-8’, C-9°).

No espectro de '*C DEPT135 aparece o deslocamento em 14.29 ppm com sinal
positivo referente ao C-15" de CHs e sinal negativo em 22.86 ppm referente ao C-14’ de CHo.
De mesmo modo que no MAA-P1, ocorreu a presenca de sinais positivos em 130.15-130.03
(C-8°, C-9’) ppm correspondentes aos carbonos que contém apenas 1 hidrogénio (CH),

confirmando a proposta do MAA-P3 ser o Acido Anacdrdico mono-insaturado (Figura 29).
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Figura 29 — Estrutura do Acido Anacérdico Mono-insaturado (8”)

Fonte: Autor

15'

Tabela 4 — Comparagio de dados de RMN 'H e '*C Acido Anacardico Mono-insaturado (8”)

AAMI (8’) AA Morais, S. M. (2017)
oc (ppm, oc (ppm,
oH (ppm) J (Hz) multipl,),p J Hz) ou (ppm) multipI,),p J Hz)
C
COOH 10.85 n.d. 176.54 9.79 176.39
1 - 163.57 — 163.57
2 - 110.75 — 111.08
3 - 148.03 — 147.91
CH
4 6.78 (d) 7.26 122.99 6.77 (d) 122.94
5 7.37 (1) n.d. 135.62 7.35 (1) 135.44
6 6.88 (d) 7.89 116.10 6.86 (d) 116.01
8’ 5.37 (m) nd. 130.03-130.15 5.35 (m) 130.04 - 130.15
9’ 5.37 (m) nd. 130.03-130.15 5.35 (m) 130.04 — 130.15
CH:
1’ 3.01 (t) n.d. 36.64 2.98 (t) 36.59
2’ 1.63 (m) n.d. 32.18 1.61 (m) 32.17
3’ 1.31-1.35(m) n.d. 29.20 — 29.97 1.28—-1.32(m) 29.20-—29.99
4’ 1.31-1.35(m) n.d. 29.20 - 29.97 1.28-1.32(m) 29.20-29.99
5’ 1.31-1.35(m) n.d. 29.20 — 29.97 1.28—1.32(m) 29.20-—29.99
6’ n.d. n.d. 29.20-29.97 n.d. 29.20-29.99
7 2.04 (m) n.d. 27.43 2.0 (m) 27.41
10° 2.04 (m) n.d. 27.43 2.0 (m) 27.41
11’ 1.31-1.35(m) n.d. 29.20 — 29.97 1.28—-1.32(m) 29.20-—29.99
12° 1.31-1.35(m) n.d. 29.20 - 29.97 1.28-1.32(m) 29.20-29.99
13’ 1.31-1.35(m) n.d. 29.20 — 29.97 1.28—-1.32(m) 29.20-—29.99
14° 1.31-1.35(m) n.d. 22.86 1.28 —1.32 (m) 22.86
CH3
15° 0.90 (t) n.d. 14.29 0.88 (1) 14.30
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Figura 30 — Espectro de RMN 'H Mono-insaturado (8°)
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Figura 31 — Espectro de RMN '3C Mono-insaturado (8°)
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Figura 32 — Espectro de RMN '*C DEPT 135 Mono-insaturado (8)
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4.3 Estudo da Estabilidade Oxidativa da Mistura de Acidos Anacardicos e Acido
Salicilico em Biodiesel de Girassol

Os 4cidos anacardicos na concentracdo de 42 mmol L'! proporcionaram aumento
médio de 1,38h no periodo de indugdo do biodiesel enquanto o dcido salicilico em mesma
concentragdo apresentou aumento de apenas 0,47h. A Figura 33 apresenta os periodos de

induc¢do dos antioxidantes empregados em funcao da concentracdo na temperatura de 110°C.

Figura 33 — Grafico do periodo de indugdo em fungdo da concentragdo da mistura de acidos
anacdrdicos (preto) e Acido Salicilico (vermelho).
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Pode-se observar que os acidos anacardicos apresentam limite de concentracdo
para atuacdo como antioxidante no biodiesel de girassol, apresentando efeito oposto, como
pré-oxidante, quando presente em concentragcdes superiores a 42 mmol L.

O baixo ganho de estabilidade proporcionado pelos antioxidantes empregados
pode ser explicado pela ocorréncia de ligacdes de hidrogénio intramolecular entre o
hidrogénio da hidroxila fendlica e o oxigénio carbonilico, dificultando a doa¢do de hidrogénio
conforme mecanismo apresentado por Rizwanul et al. (2014) para antioxidantes fendlicos. A
Figura 35 apresenta as estruturas do 4cido hidroxibenzoico e do 1,2-dihidroxibenzeno e suas

respectivas estruturas de ressonancia. Sendo possivel observar que no dcido hidroxibenzdico a
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ressondncia com a carbonila torna no oxigénio carbonilico uma melhor base de Lewis
estabilizando a ligacdo de hidrogénio intramolecular que apresenta menor tensdo angular. Em
compostos fendlicos com hidroxilas vizinhas pode ocorrer ligacdes de hidrogénio
intramolecular, no entanto, o oxigénio fendlico ndo se comporta como uma boa base de Lewis

por

Figura 34 — Estrutura do Acido Hidroxibenzoico, 1,2-Dihidroxibenzeno e Estruturas de
Ressonancia
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No entanto, foi possivel observar que a presenca da cadeia alifdtica orfo a
carboxila no 4cido hidroxibenzdico pode aumentar a densidade eletronica na hidroxila
fendlica por meio de efeito indutivo, estabilizando o radical fenoxil. Nao possuindo grupos
muito volumosos em posi¢ao orto a hidroxila, esta pode atuar doando hidrogénio a radical
peroxil (ROQO-") até formagdo de dlcool (ROH) ou a radical lipidico (L-), é possivel que o
acido anacdrdico também atue como inibidor de propagagcdo degradando radical peroxil até
formagdo de estruturas mais estaveis com o antioxidante (ROA-), conforme mecanismos
propostos por Bolland e Ten Have (1947).

A presenca de grupo carbonilico préximo a hidroxila fendlica pode estar
diretamente relacionado ao baixo desempenho do antioxidante, devido a formacgdo de ligagcdao
de hidrogénio intramolecular, formando estrutura hexagonal, que apresenta menor tensdao
angular, estabilizando a ligacdo de hidrogénio. Apesar da cadeia lateral proporcionar melhor
solubilidade dos 4cidos anacdrdicos em biodiesel, esta apresenta susceptibilidade a oxidacdo

devido a presenca de carbonos alilicos (~CH2—CH=CH>).
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5 CONCLUSAO

Devido a baixa eficiéncia de separagdo dos dcidos anacardicos pelo método
proposto por Paramashivappa, fez-se necessdrio o uso de técnicas cromatograficas para
separacdo dos dcidos anacardicos dos demais constituintes do LCC, este trabalho apresentou
metodologia de separagdo com rendimento de 31,6% em processo de purificagdo de 3 etapas.

Por meio de técnicas de 'H e '*C de RMN foi possivel determinar a estrutura dos
acidos anacardicos e confirmar grupos funcionais presentes no composto por técnica de FTIR,
permitindo a caracterizagdo da mistura destes.

O aumento do periodo de indu¢do com o uso dos dcidos anacdrdicos como
antioxidante ndo adequou o biodiesel ao periodo minimo de 8 horas de estabilidade exigido
pela Resolugao ANP N° 45 de 25/08/2014. Contudo, foi possivel observar a maior eficiéncia
na atividade antioxidante de compostos naturais em comparagdo com seus andlogos sintéticos,
bem como discutir as mudangas promovidas por substituintes carbonilicos orfo a hidroxila
fenolica e substituintes meta alifiaticos na atividade antioxidante, sendo necessarios mais
estudos para determinar os mecanismos de atuagdo de compostos derivados do 4cido

hidroxibenzoico.
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6 RECOMENDA COES PARA FUTUROS TRABALHOS

— Realizar mais analises de FTIR com o intuito de observar estiramento vO-H
caracteristico de compostos fendlicos com ligacdo intramolecular de hidrogénio;

— Fazer estudo de estabilidade oxidativa comparativo com cardanol;

— Produzir derivados dos acidos anacardicos com intuito de melhorar a atividade

antioxidante.
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APENDICE A — ESPECTROS DE INFRAVERMELHO DO ACIDO BENZOICO E
DERIVADOS
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APENDICE B — ESPECTROS DE INFRAVERMELHO DA MISTURA DE ACIDOS
ANACARIDICOS
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APENDICE C - CURVAS DE ESTABILIDADE DOS ENSAIOS EM RANCIMAT
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