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RESUMO

O caju é um fruto pertencente a familia Anacardiacea, é composto pelo peddnculo, parte da
polpa do fruto (pseudofruto) e a castanha que é o fruto verdadeiro. A casca da castanha de
caju € matéria-prima para obtencdo do liquido da casca da castanha (LCC), uma substancia
viscosa de coloragdo marrom escuro, com importantes aplica¢fes na inddstria quimica e
farmacéutica. O LCC é rico em compostos fendlicos de cadeia longa e insaturada, tais como,
cardol, cardanol, metil-cardol e os &cidos anacardicos. Os acidos anacardicos sdo compostos
fenolicos, apresentam carater lipidico resultado de sua cadeia lateral alifatica. E considerado
um fitoquimico de interesse devido a sua ampla atividade bioldgica, que compreendem
atividades microbicidas, inseticidas e moluscicidas. Estudos recentes mostram resultados
positivos da utilizacdo dos &cidos anacardicos (AcAn) em tratamentos e prevencdo de
doencas. Por isso, fazem-se necessarios estudos para desenvolver métodos capazes de isolar
esses compostos no LCC. O presente trabalho tem como objetivos avaliar a reprodutibilidade
de método cromatografico para isolar, identificar e avaliar a produtividade dos AcAn
presentes no LCC . Amostras de LCC natural foram solubilizadas em metanol e injetadas em
um cromatografo liquido de alta eficiéncia (CLAE-UV/VIS) monitorado a um comprimento
de onda de 280 nm, equipado com uma coluna C;g em escala preparativa, utilizando como
fase movel metanol, H,O e acido acético, em modo isocréatico. A produtividade foi de 0,6791,
0,4416 e 1,325 g.hpor g de adsorvente para os &cidos anacérdicos (15:1), (15:2) e (15:3),
respectivamente. O método cromatografico utilizado foi adequado para isolamento dos acidos
anacardicos presentes no LCC. O isolamento dos padrdes analiticos foi obtido com alta

produtividade e baixo consumo de solvente.

Palavras-chave: Liquido da castanha de caju (LCC), Acido anacardico, Cromatografia

Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE).



ABSTRACT

The cashew is a fruit belonging to the family Anacardiacea, consists of the peduncle part of
the pulp of the fruit (pseudofruit) and the chestnut which is the true fruit. Cashew nut shell is
a raw material for obtaining chestnut husk liquid (CNSL), a dark brown viscous substance
with important applications in the chemical and pharmaceutical industry. CNSL is rich in long
chain and unsaturated phenolic compounds, such as cardol, cardanol, methyl-cardol and
anacardic acids. Anacardic acids are phenolic compounds, presenting lipid character resulting
from their aliphatic side chain. It is considered a phytochemical of interest due to its wide
biological activity, which include microbicidal activities, insecticides and molluscicides.
Recent studies show positive results of the use of anacardic acids (AnAc) in treatments and
prevention of diseases. Therefore, studies are needed to develop methods capable of isolating
these compounds in the CNSL. The present work aims to evaluate the reproducibility of
chromatographic method to isolate, identify and evaluate the productivity of AnAc present in
the CNSL. Samples of natural CNSL were solubilized in methanol and injected into a High
Performance Liquid Chromatography (HPLC-UV / VIS) monitored at a wavelength of 280
nm, equipped with a preparative scale Cig column using as the mobile phase methanol, H,O
and acetic acid in isocratic mode. The productivity was 0.6791, 0.4416 and 1.325 g.h™ by
each g of adsorbent for the anacardic acids (15:1), (15:2) and (15:3), respectively. The
chromatographic method used was adequate for the isolation of the anacardic acids present in
the CNSL. The isolation of the analytical standards was obtained with high productivity and

low solvent consumption.

Keywords: Cashew Nut Shell Liquid (CNSL), Anacardic Acid, High Performance Liquid
Chromatography (HPLC).
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1 INTRODUCAO

O cajueiro (Anacardium occidentale) é uma espécie nativa do Brasil, encontrada em
regides tropicais e subtropicais, tipica da regido nordeste. Os principais produtos do cajueiro
sdo o seu pseudofruto o caju, destinado a producdo de sucos e consumo in natura e o seu
verdadeiro fruto a castanha, da qual se obtém a améndoa, produto de maior importancia
comercial para os produtores e mercado mundial (OIRAN FILHO, 2017). Em 2017, a
producéo de castanha de caju no mundo foi de aproximadamente 3,9 milhdes de toneladas,
enquanto isso o Brasil produziu aproximadamente 133,5 toneladas, ocupando assim o 9° lugar
no Ranking mundial (FAO, 2017).

O fruto do cajueiro, a castanha de caju, € um aquénio que apresenta casca coriacea
lisa, mesocarpo alveolado, repleto de um liquido escuro, viscoso, caustico e inflamavel,
conhecido por liquido da casca da castanha do caju (LCC) ou cashew nut shell liquid (CNSL),
como é conhecido internacionalmente, representando aproximadamente 25% do peso da

castanha e é considerado um subproduto de agronegécio do caju (MAZZETO et al., 2009).

O LCC pode ser classificado como Técnico ou Natural. O LCC- Técnico € proveniente
do processamento em altas temperaturas das cascas da castanha de caju caracterizado pela
conversao dos &cidos anacardicos em cardol e cardanol por meio de uma descarboxilacéo
(PARAMASHIVAPPA et al., 2001). J4 o LCC- Natural provem de cascas que nao foram
submetidas a temperaturas elevadas, conservando assim as estruturas quimicas dos compostos
presentes nele (RODRIGUES et al., 2011), evitando a conversdo dos &cidos anacérdico por
meio da descarboxilacdo, com isso ndo apresentando material polimérico em sua composicao
(OIRAN FILHO, 2017).

Existe um interesse da industria quimica em agregar valor comercial ao LCC, ele é
utilizado na producdo de polimeros para a fabricacdo de resinas, isolantes, antioxidantes,
adesivos, tintas, esmaltes especiais, vernizes, lubrificantes, pigmentos, fungicidas e
plastificantes, devido a presenca dos compostos fenolicos insaturados de cadeia longa em sua
composicdo quimica (SOUZA, 2017).

A principal caracteristica do LCC € a presenca de compostos fenolicos como os acidos

anacardicos, derivados do &cido salicilico (Figura 1), seguidos pelos cardois, derivados do
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resorcinol, e em menores teores de cardanois, derivados dos acidos anacardico (AGOSTINI-
COSTA et al., 2003).

Figura 1: Representacdo estrutural da molécula de acido salicilico e acido anacardico com suas variacdes na
cadeia carbbnica

OH 0 oH 0
=0
OH n=2
OH n
=6
CisHz1pn °
Acido Salicilico Acicdo Anacardico

Fonte: OIRAM FILHO, 2017.

O é&cido anacérdico é um fitoquimico de interesse da industria quimica e farmacéutica,
por apresentarem algumas atividades bioldgicas comprovadas, como, atividade antioxidante,
microbicidas e inseticidas, e outras ainda em estagio de pesquisa (SOUZA, 2017).

Para fazer o isolamento dos acidos anacardico foi utilizada a cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE), pois a mesma é capaz de reproduzir resultados eficientes e preciso,
utilizando para isso a escala analitica e preparativa. A cromatografia liquida de alta eficiéncia
é uma variagdo moderna derivada da cromatografia liquida classica, esta técnica € utilizada
como processo de separacdo de diferentes compostos presentes em uma mistura (SNYDER et
al., 2011).

Ja foram reportados na literatura alguns métodos para isolamento de A&cidos
anacardicos, uns mais antigos como o relatado por Nagabhushana; Ravindranath, (1995), que
utilizaram um método com coluna cromatografica usando silica gel tratada com trietilamina
para isolamento em média escala do &cido anacardico do LCC. Entretanto, este processo ndo é
adequado para grandes isolamentos. Outros mais recentes, como 0s abordados por Oiran
Filho, (2017), que utilizou novas técnicas como HPLC em escala preparativa e colunas mais
eficientes, com objetivo de diminuir o consumo de solvente, entre outros. No entanto, ha a
necessidade de avaliar a reprodutibilidade desse método, para obtencéo de &cidos anacérdicos

cada vez mais puros e com maior produtividade.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a reprodutibilidade de método cromatografico para o isolamento de &cido

anacardico presente no liquido da castanha de caju (LCC).
2.2 Objetivos Especificos

Identificar e avaliar a produtividade das fraces de acido anacardico isoladas no LCC.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Caju (Anacardium occidentale L)

Caju € um fruto pertencente a familia Anacardiacea, € composto pelo pedunculo parte
da polpa do fruto (pseudofruto) e a castanha que € o fruto verdadeiro (SERRANO; PESSOA,
2016). O cajueiro cujo nome cientifico &€ Anacardium occidentale é uma arvore comum nas
cidades, em pequenos pomares, € também muito cultivada em quase todo o pais. A castanha é

um fruto seco muito apreciado no Brasil e no exterior (MAIA-SILVA et al., 2012).

Figura 2: Cajueiro Ando-Precoce Clone BRS 189

Fonte: Nordes, Claudio, 2014.

No Brasil, o caju ndo é comercializado somente in natura (fruto e pedinculo), mas
também por meio de diversos subprodutos que sdo obtidos do seu pedunculo, como sucos,
sorvetes, doces, licores, mel, geleias, doces em calda, pastas, cristalizados, pratos salgados,
refrigerantes, vinhos e aguardentes. A améndoa do caju é considerada um produto de grande
valor comercial para exportagdo (ALVES; FILGUEIRAS, 2002; apud FARIAS, 2019).

O caju possui a castanha, um aquénio reniforme de cor marrom-acinzentada, composta
pelo pericarpo e pela améndoa (semente). O pericarpo é a casca da castanha, sendo
constituido por trés camadas: epicarpo, mesocarpo e endocarpo, no qual estd presente um
liquido viscoso de coloracdo marrom escuro, caustico e inflamavel, chamado de liquido da
casca da castanha de caju (LCC) que é um o6leo rico em compostos fendlicos. (GANDHI et
al., 2012; SERRANO E OLIVEIRA, 2013).

A améndoa é a parte comestivel e estd localizada dentro da castanha, é rica em

lipidios, proteinas, carboidratos, ferro, fésforo, zinco, magnésio, fibras que contribuem para
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funcionamento do intestino e gorduras insaturadas responsadveis por reduzir o nivel de
colesterol no sangue (GOZZOLA et al., 2006 ).

A partir da Segunda Guerra Mundial por volta de 1943 houve um aumento no
interesse pelo fruto do cajueiro, a castanha, de onde é obtido o LCC (liquido da castanha de
caju) utilizado na industria quimica, entre outros. Com o fim da guerra, o interesse econdmico
passou a ser a améndoa. O aumento desse agronegdcio na regido Nordeste ocorreu devido a
crescente producdo de castanha de caju na década de 50, o estado que mais produzia era o
Ceara. Somente em 1991, com o incremento na produtividade com clones de cajueiros fez a
producdo atingir uma escala maior, até mesmo para exportacdo (SERRANO; PESSOA,
2016).

A cajucultura é uma atividade que possui grande destaque socioeconémico para 0
Nordeste brasileiro, principalmente para os Estados do Ceard, Rio Grande do Norte e Piaui,
onde se encontram os maiores plantios do pais (MACHADO et al., 2011). A améndoa,
proveniente do caju, € muito apreciada, e junto com o liquido da casca da castanha (LCC) séo
os principais produtos de exportagdo. O pedlnculo de aparéncia exotica apresenta alto teor de
vitamina C e grande valor nutricional, entretanto, o aproveitamento ainda € muito pequeno em
relacdo a quantidade da matéria-prima potencialmente disponivel (AGOSTINI-COSTA et al.,
2004).

3.2 Liquido da castanha de caju (LCC)

O LCC ¢é considerado um subproduto do agronegécio do caju, representando
aproximadamente 25% do peso da castanha e com baixo valor agregado (OSMARI et al.,
2015). No aspecto quimico, € uma fonte natural de compostos fendlicos de cadeia longa e
insaturada, sendo considerada uma das fontes mais ricas de lipideos fendlicos nao-

isoprenoides de origem natural (NUNES, 2014).

Os primeiros estudos feitos com o LCC na decada de 40 apontavam a presenca de
apenas dois constituintes na mistura, acido anacardico (90%) e cardol (10%). Em estudos
posteriores foram descobertos que a mistura era mais complexa, a mesma era constituida por
acidos anacardicos, cardandis, 2-metilcarddis e cardois, (Figura 3), (TYMAN et al., 1986;
WASSERMAN et al., 1945 apud SOUZA, 2017).



O LCC pode ser classificado como técnico ou natural baseado na sua composic¢ao. O

Figura 3: Representagdo da estrutura dos compostos fendlicos presentes no LCC.

OH OH OH OH OH

\ I \

| H C 1
(r°fx 11 10
N R \/I\Ru HO/\/\R” HO/\/\RI 4

Acido Anacadico Cardanol Cardol 2-metilcardol
1 3 5 / Y n 13
R \/\/cl:'%H3
2 4 8 8 10 12 14

R'=C,H,, R?=C.H, (8) R=C.H, (8, 11) R'=C,H, (8 11 14)

15°°28

Fonte: adaptado de MAZZETTO et al., 2009.
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LCC natural possui uma grande quantidade de acido anacardico e ndo apresenta material

polimérico em sua composi¢do, j& no LCC técnico (Figura 4) hd a presenca de material

polimérico (GEDAM; SAMPATHKUMARAN, 1986 apud SOUZA, 2017), apresentando
também, um elevado percentual de cardanol, devido o tratamento térmico sofrido durante seu

processo de extracdo, o qual favorece a descarboxilagdo do &cido anacardico (MAZZETO et

al., 2009).

Baseados nos dados obtidos por MAZZETTO et al., (2009), foram elaborados os

dados demonstrados na Tabela 1 abaixo, os principais componentes fenolicos e as

concentracdes presente no LCC natural e no técnico.

Tabela 1: Composi¢éo do liquido da casca da castanha de caju (LCC) natural e técnico

Compostos fendlicos LCC natural (%) LCC técnico (%0)
Acido anacérdico 71,7-82,0 1,09-1,75
Cardanol 1,60-9,20 67,8-94,6
Cardol 13,80-20,1 3,80-18,86
2-metilcardol 1,65-3,90 1,20-4,10
Componentes minoritarios 2,20 3,05-3,98
Material polimérico - 0,34-21,6

Fonte: Adaptado de

Mazzetto et al. (2009).
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Figura 4. Liquido da casca da castanha de caju (LCC técnico).

Fonte: CAVALCANTE, 2014.

3.3 Acido Anacardico

Os acidos anacardicos sdo compostos fendlicos derivados do acido salicilico, possuem
como nomenclatura acido 2-hidroxi-6-pentadecil-benzoico (SEONG et al., 2014), apresentam
carater lipidico resultado de sua cadeia lateral alifatica. Eles constituem cerca de 90% do
liquido presente no LCC, sendo que, nessas concentrac@es, apresentam propriedades causticas
e irritantes (DIOGENES et. al., 1996 apud AGOSTINI-COSTA et al., 2004).

Os acidos anacardicos sdo compostos apolares, apresentando em sua estrutura um anel
fenolico ligado a uma longa cadeia lateral que varia de 2 a 17 no nimero de carbonos. Estdo
presentes em maior quantidade no liquido da castanha de caju e em outras partes do fruto, os
compostos de cadeias longas contendo 15 carbonos, podendo ter uma, duas, trés (mono, di e
trieno) instauragdo, como demonstrado na Figura 5, ou nenhuma (saturado), além disso, um

grupo metila pode ser encontrado no anel fenolico (NETO et al., 2014).

Figura 5. Representacdo estrutural dos &cidos anacardicos cadeia de 15 carbonos: trieno, dieno e monoeno.

CH O

Acido Anacardico (15:3)

=

X =

Acido Anacérdico (15:2)

R

=
Acido Anacardico (15:1)

R

Fonte: OIRAM FILHO et al., 2017.
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Uma caracteristica estrutural importante dos &cidos anacardicos é grau de insaturacdo
da cadeia carbonica, essa diferenca tambem reflete no grau de polaridade das moléculas
(TREVISAN et al., 2006). Essas variagdes das insaturacdes e do tamanho da cadeia lateral
influenciam diretamente na atividade bioldgica dos &cidos anacérdicos mostrando assim, uma
maior, menor ou nenhuma eficacia para determinada aplicacdo (KUBO et al., 2005 apud
MORAIS et al., 2017).

O 4cido anacardico é um fitoquimico de interesse devido as suas amplas atividades
biologicas, que compreendem atividades microbicidas, inseticidas e moluscicidas
(GELLERMAN et.al., 1969 apud SOUZA, 2017).

Estudos recentes mostraram resultados positivos da utilizacdo dos acidos anacardicos
(AcAn) em tratamentos e prevencbes de doencas, tais como: atividade anti-carcinogénica,
(HUANG et al., 2014), tratamento para doenca de Alzheimer,(LEMES et al., 2016), doenca
de Chagas (De Oliveira et al., 2014), tratamento em infeccdes causadas por bactérias
(HOLLANDS et al., 2016) e atividade antioxidante (MASUOKA et al., 2013).

3.4 Extragbes do LCC

Devem-se tomar alguns cuidados antes do procedimento de obtencdo do liquido da
castanha de caju (LCC), a fim de evitar alteracGes na sua composi¢do. Temperaturas acima de
100 °C e uma exposicdo prolongada dos acidos anacardicos a oxidacdo atmosférica sdo
situacOes prejudiciais ao processo (1ZZO e DAWSON, 1949; OIRAM FILHO, 2017).

A extracdo de LCC da casca inclui o método artesanal de torrefacdo, método mecéanico
(banho de 6leo quente), método frio e extracao por solvente. No método a frio o LCC pode ser

obtido por extrusdo em solventes, ou por prensagem (GANDHI, et.al., 2013).

No método por imersdo em banho em 6leo quente, o proprio LCC € imerso a 185-
190°C, como ocorre quase na totalidade da industria brasileira, (MONTEIRO Jr., 1992 apud
MATQOS, et al., 2008). No processo a quente, obtém-se cerca de 50% do liquido, produzindo
um LCC diferente do extraido a frio, esse liquido é chamado de “LCC técnico”, pois durante
0 aquecimento o acido anacardico sofre descarboxilacdo e é convertido em cardanol.
(MATQOS, et al., 2008).

No método de extracdo por solvente, as cascas das castanhas sdo imersas em solvente

organico, integras ou maceradas. Podem ser utilizados varios tipos de solventes, tais como 0
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éter de petrdleo, hexano, metanol, pentano, éter dietilico (1ZZO e DAWSON, 1949;
TOYOMIZU et. al., 2003; CAVALCANTE, 2014), entre outros. Nesse processo, a extracao
acontece devido as interagfes ocorridas entre soluto e solvente em funcdo da polaridade do
composto a ser extraido, sendo esse um fator primordial para escolha do melhor solvente
(AZMIR et.al., 2013).

O metodo de extragdo por prensagem é um processo bastante utilizado atualmente para
extracdo em pequena escala. Nela as sementes ou améndoas que apresentam de 30 a 50% de
6leo, podem ser submetidas a extracdo de 6Oleo utilizando prensas continuas, chamadas de
"expeller", ou prensas hidraulicas (processo descontinuo). Antes da extracdo, é necessario
realizar um tratamento térmico para inativacao enzimatica e desnaturar proteina para liberar o
6leo (ANTONIASSI, 2014).

O processo de extragdo de LCC por prensagem possui algumas vantagens em relacdo a
extracdo por solvente, pois elimina algumas etapas no processo de obtencdo e,

consequentemente, diminui o tempo de processamento (PIGHINELLI et al., 2009).

3.5 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) se desenvolveu muito nos
altimos anos, recebeu esse nome porgue a sua fase movel é um solvente. Os componentes de
um cromatografo liquido sdo: bomba, coluna cromatografica, detector e o registrador. E um
método utilizado para separacdo de espécies ibnicas ou macromoléculas e compostos
termolabeis (PEREZ, 2002).

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) € um dos métodos analiticos de
separacdo mais utilizados para fins qualitativos e quantitativos, sendo utilizada em vaérias
areas da ciéncia para separar e determinar espécies com grande variedade de materiais
organicos, inorganicos e bioldgicos (TONHI et.al., 2002 apud MENDES, 2019).

A separacao dos compostos por meio de cromatografia liquida ocorre pela interacéo de
cada componente presente em uma amostra com uma fase estacionaria. Essa interagdo pode
ser de natureza fisica (processos de sor¢do) ou de natureza quimica (troca idnica, interages
hidrofdbicas, outras) e esta diretamente associada a estrutura molecular de cada composto e
com a polaridade de cada molécula. (VITOLO, 2005 apud OIRAM FILHO, 2017).

Dependendo da finalidade da técnica, a CLAE pode ser analitica ou preparativa. A

cromatografia liquida preparativa é utilizada para a purificagdo e/ou fracionamento de
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substancias, ja a analitica tem como objetivo a quantificacdo e/ou identificacdo de compostos.
A escala analitica também € considerada uma etapa preliminar para melhor adequacdo dos
parametros cromatogréaficos, tendo em vista aprimorar a resolucdo e o desenvolvimento de
métodos mais adequados, para posteriormente, serem utilizados em escalas maiores de
isolamento. (LANCAS, 2009).

A escala preparativa possui como principal caracteristica a possibilidade do uso de
vazBes maiores do que aquelas utilizadas nas separacdes analiticas, sendo considerada uma
técnica de alto desempenho na purificacdo de amostras, pois possibilita a separacdo de
diferentes compostos em uma mistura. (JIN et al.,, 2016). No entanto, a cromatografia
preparativa possui uma melhor taxa de recuperacdo dos compostos quando comparada a
cromatografia analitica (JANDERA et al., 1997 apud OIRAN FILHO,2017).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material

4.1.1 Liquido da castanha de caju

O LCC natural foi obtido por meio da prensagem das cascas das castanhas, fornecidas
pela mini fabrica de beneficiamento de castanha de caju do Campo Experimental Pacajus/CE
da Embrapa Agroindustria Tropical.

4.1.2 Equipamento Cromatografico - HPLC Preparativo

Na escala preparativa o sistema cromatografico utilizado foi composto por um
cromatdgrafo Waters 2555 — Quaternary Gradiente Module acoplado a um detector UV
visivel Waters 2489 e com um coletor de fracdo Waters Fraction Collector Il (Dublin,
Leinster, Irlanda). O controle do equipamento e o processamento dos dados foram com 0 uso

do software Empower Pro.
4.2 Métodos

4.2.1 Obtencgdo do LCC

O LCC utilizado para o isolamento dos &cidos anacardicos foi obtido através do
método de extracdo por prensagem, descrido por OIRAN FILHO, 2017 e gentilmente cedido
pelo professor Edy Sousa de Brito (Laboratério Multiusuario de Quimica de Produtos

Naturais da Embrapa Agroindustria Tropical).

4.2.2 Método Cromatografico em HPLC-UV/VIS Preparativo

O método cromatografico foi conduzido usando uma coluna cromatogréafica de fase
reversa Waters SunFire Prep Cig OBD (100 x 19 mm x 5 um). A fase movel foi usada de
maneira isocratica, utilizando como solventes, metanol, agua e acido acético, na propor¢éao
(90:10:1), tempo de corrida de 45 min, fluxo de eluicdo de 7 mL.min™, & temperatura de 25
°C, volume de injecdo de 1 mL e concentracdo de 100 mg.mL™. Os cromatogramas foram

monitorados a um comprimento de onda de 280 nm.
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Diferentemente da utilizada na cromatografia analitica, a escolha do metanol como
solvente organico na fase movel foi baseada na interpolacdo de valores disponiveis no
Nomograma de Snyder (SNYDER et al., 2012), o qual apresenta proporcdes de equivaléncias
entre os solventes de diferentes polaridades. Portanto, a mudanga da fase movel nas
proporcdes adequadas ndo altera a ordem de eluicdo dos compostos. Fatores ambientais e
econémicos foram os que mais influenciaram na escolha do metanol como solvente para
escala preparativa.

O volume de injecédo foi calculado de acordo com as equacdes (GUILLARME et al.,
2007; AUBIN e CLEARY, 2009) abaixo e otimizado em funcdo do equipamento, no qual o

volume de injecdo foi descrito de acordo com a equacéo 1.

dez L
Vinj2 = Vinj1-£-—2 (1)

dC% L1
Onde, Vinj2 € a carga de injecéo da escala preparativa, Vi1 € a carga de injegdo da escala
analitica, d., o diametro interno da coluna preparativa, d.; 0 didmetro interno da coluna
analitica, L, o comprimento da coluna preparativa e L; 0 comprimento da coluna analitica.
A vazdo de eluicdo foi calculada de acordo com a equacéo 2 descrita abaixo e ajustada

em funcdo de fatores de viabilidade de execucdo e econémica.

_ . 9c dp,
Q= Qi 2z, (2

Onde, Q; é a vazdo de eluicdo do sistema preparativo, Q; é a vazdo de eluicdo do sistema
analitico, dc, é o diametro interno da coluna preparativa, dc, é o didmetro interno da coluna
analitica, dp; é o didmetro da particula no analitico e dp, é o didametro da particula no
preparativo. Para o isolamento dos &cidos anacardicos foram executadas 7 corridas (n=7) e as
fragbes do isolamento dos picos de cada &cido anacardico foram coletadas com o auxilio de
um coletor automaético.

O sistema utilizado para a obtencdo das fragdes dos acidos anacéardicos nesse estudo
esta representado na Figura 6.
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Figura 6: Sistema CLAE-UV/VIS escala preparativa.

Fonte: MENDES, 2019

Em seguida as fracdes coletadas foram rotaevaporadas para eliminacdo do solvente e
obtencdo apenas dos &cidos anacardicos (15:1, 15:2 e 15:3), para isso foi utilizado um
evaporador rotativo da marca BUCHI® modelo R-215, com temperatura do banho de 40°C,

sob presséo reduzida e rotagdo de 100rpm.

4.2.3 Produtividade e consumo de solvente

Para os célculos de produtividade e consumo de solvente foram utilizadas equagtes
adaptadas a partir de trabalhos relatados na literatura (SILVA JR et al., 2006; ARCANJO et
al., 2015). A produtividade do sistema preparativo, expressa em g.h™ por g de adsorvente, foi
calculada levando em consideracdo parametros especificos para o sistema preparativo. A
vazdo volumétrica, o volume de adsorvente da coluna utilizada e a concentracdo dos produtos
obtidos s&o mostradas na equacao 3 abaixo:

.Cr
PPr, — QP:/ AcAn (3)
(Pr).

Onde, Py € a produtividade para o sistema preparativo, Q. € a vazdo volumétrica (mL.min™)
do sistema preparativo, C’acan € @ concentracdo de acidos anacardicos presentes em uma

solugdo de LCC (100 mg.mL ) e V(er) € 0 volume de adsorvente da coluna preparativa.
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Para o consumo de solvente foram realizados os calculos para o0 sistema
cromatografico em escala preparativa, em funcdo dos seguintes parametros, vazao
volumétrica, tempo de corrida, percentual do solvente organico e massa dos produtos obtidos,
expresso em mL.mg™, assim como mostra a equagao 4:

_ tcor-Qpr%sol
CSpr. = raenm, (4)

Onde, CSy. € 0 consumo de solvente em escala preparativa, expresso em mL.mg™ de 4cidos
anacérdicos, ter é 0 tempo da corrida cromatografica, Q. é a vazdo volumétrica (mL.min™)
do sistema preparativo, %sol é o percentual de solvente organico presente na fase movel e

m’acan @ Massa de &cidos anacardicos presente em 100 mg de LCC.

4.2.4 Confirmacéo estrutural dos acidos anacardicos via UPLC-QTOF-MSE

Para realizar a identificagdo com exatiddo no sistema HPLC-DAD, dos trés diferentes
acidos anacardicos (15:3), (15:2) e (15:1) presentes no LCC, foram realizadas analises em um
sistema Waters Acquity UPLC acoplado a um analisador de massas de alta resolucdo Time-
of-Flight (TOF) equipado com uma interface electrospray (ESI). As separacdes foram
realizadas em coluna C,g (Waters Acquity UPLC Cig, 150 mm x 2,1 mm, 1,7 um). O perfil
dos metabdlitos contidos no LCC foram obtidos inicialmente por um gradiente exploratério,
sendo a fase movel composta por: H,O (A) e acetonitrila (B), cada uma destas contendo acido
féormico (0,1% v/v). As amostras foram submetidas ao seguinte gradiente: 2 — 95 % do
solvente (B) em 20 minutos a uma vazao de 0,4 mL.min™. A analise do LCC foi conduzida
em modo de ionizagdo negativo no intervalo de 100 — 1200 Da. As condi¢Ges da fonte ESI
foram definidas da seguinte forma: tensdo capilar 2800 V, tensdo do cone 40 V, temperatura
da fonte 120°C, temperatura de dessolvatacdo 350°C, fluxo de gés do cone de 20 L.h, o
fluxo do gas de solvatacdo 600 L.h™, e MCP (micro canais tenséo da placa) — detector a 1900
V.

A identificacdo estrutural dos metabodlitos presentes no LCC foi feitas de acordo com
as formulas moleculares e os valores de m/z obtidos a partir de espectros de alta resolucéo,
observados nos picos cromatograficos de maior intensidade, por meio do software MassLynx
(water Corporation). As propostas estruturais das moléculas de AcAn’s foram realizadas com
os dados de MS/MS, por meio do estabelecimento de padrdes de fragmentagdo (YULIANA et
al., 2013; BOUSLIMANI et al., 2014).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Identificagdo dos Compostos

A confirmagdo da identificagdo dos diferentes AcAn’s que foram isolados nas
amostras de LCC analisadas, mostrados na Tabela 2, foi realizada por espectrometria de
massas, através das massas moleculares e seus respectivos fragmentos. Foram confirmados os
AcAnN’s trieno, dieno e monoeno, de acordo com suas massas e respectivos fragmentos de
ionizacdo comparando com os valores relatados por Oiran Filho et al., (2017). Também foi
identificado na amostra de LCC o AcAn (17:3) a partir dos valores de massa molecular e do
seu ion fragmento (OIRAN FILHO, 2017).

O acido anacérdico (15:3) foi identificado a partir de sua massa [M-H] 341,2092 Da e
pelo ion fragmento de m/z 297,2154 Da; o &cido anacérdico (15:2) foi identificado com [M-
H]" 343,2256 Da e um ion fragmento de m/z 299,2360 Da; o &cido anacardico (15:1) foi
identificado por meio de uma massa [M-H] 345,2410 Da, juntamente com um ion de
fragmentacdo de m/z 301,2522 Da; ja o acido anacardico (17:3) foi identificado pela sua

massa [M-H] 369,2431 Da e pelo seu fragmento de ioniza¢do m/z 325,2527 Da.

Os espectros de massa apresentam uma fragmentacdo de [M-H-44]" comum aos 4
compostos identificados. Essa massa é resultado da perda de uma molécula de CO; originado
pela a clivagem do grupo carboxilico (JERZ et al., 2012; ERSAN et al., 2016; OIRAN
FILHO,2017).

Tabela 2: Identificacdo dos diferentes acidos anacardicos trieno (15:3), dieno (15:2), monoeno (15:1) e (17:3),
presentes no LCC, via UPLC-QTOF-MSE,

N° t.r. Nome do [M-HT [M-HT Erro Fragmento Formula

(min.) Composto Experimental Teorica (ppm) (m/z) Molecular
1 146  AcAn (15:3) 341,2092 341,2117 -7,3 297,2154 CyoH3005
2 15,26  AcAn (15:2) 343,2256 343,2273 -5,0 299,2360 C2H3,03
3 15,96  AcAn (15:1) 345,2410 345,2430 -5,8 301,2534 CyoH3404
4 15,60  AcAn (17:3) 369,2431 369,2430 0,3 325.,2527 C24H3303

Fonte: Elaborada pelo autor.



28

As Figuras 7, 8 e 9 mostram os perfis cromatogréficos dos &cidos anacardicos trieno,
dieno e monoeno, respectivamente, isolados do LCC obtidos via UPLC-QTOF-MSE,

Figura 7: Perfil cromatogréfico do 4cido anacérdico trieno (15:3) presente no LCC via UPLC-QTOF-MSE.
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Fonte: Elaborada pelo autor.
Figura 8: Perfil cromatogréfico do 4cido anacardico dieno (15:2) presente no LCC via UPLC-QTOF-MSF.
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Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 9: Perfil cromatogréfico do 4cido anacardico monoeno (15:1) presente no LCC via UPLC-QTOF-MSF.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

5.2 Isolamento dos Acidos Anacardicos

O perfil cromatografico da separacdo dos compostos presentes na inje¢do de 100 mg
de LCC, executada por HPLC em escala preparativa esta exposto na Figura 7, onde estdo
descritos: (1) cardol, (1I) cardanol, (111) AcAn trieno, (IV) AcAn dieno e (V) AcAn monoeno.
A ordem de eluicdo dos compostos isolados ocorre em funcdo da polaridade de cada um
deles. No caso dos AcAn’s o fator determinante para ordem de eluicdo é o grau de insaturacao
presente na cadeia lateral (OIRAN FILHO , 2017).

O isolamento das 7 corridas (n=7) foi obtido de maneira satisfatéria. Os &cidos
anacardicos foram isolados nos seguintes tempos de retencéo, de 14,0 min a 19,5 min, de 21,5
min a 25,4 min e de 27,6 min a 36,5 min, para os &cidos anacardicos trieno, dieno e monoeno,
respectivamente. Pois, a ordem de elui¢do e os tempos de retengdo dos compostos estdo de

acordo com as reportadas por Oiran Filho et al., (2017).



30

Figura 10: Perfil cromatografico (HPLC-UV/VIS preparativo) de LCC (100 mg.mL™). (1) cardol, (I1) cardanol,
(111) AcAn trieno, (IV) AcAn dieno e (V) AcAn monoeno.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

As fragdes obtidas e os tempos de retencao estdo representados na Tabela 3 abaixo.

Tabela 3: Parametros das fracGes coletadas e o grau de pureza via HPLC-UV/VIS em escala preparativa.

Fracoes Composto Tempo de retencdo (min.)
F1 Acido anacérdico (15:3) 14,02 19,5
F2 Acido anacardico (15:2) 21,5a254
F3 Acido anacérdico (15:1) 27,6 2 36,9

Fonte: Elaborada pelo autor.

Foi observada na fracdo 3 a presenca do acido anacérdico 17:3. 1sso pode ter ocorrido,
pois 0 mesmo possui um tempo de retencdo proximo ao do acido anacardico 15:1, em
decorréncia dos dois possuirem polaridade semelhante (YULIANA et al., 2014), devido as
varia¢fes no tamanho da cadeia carbénica e do grau de insaturacdo. Esses &cidos anacardicos
de cadeia carbénica diferente de 15 formam uma pequena parcela de interferentes presentes
nos compostos isolados. Acidos anacardicos com cadeias contendo 12, 13 e 17 carbonos s&o
comumente encontrados em LCC (CESLA et al., 2006; JERZ et al., 2012).



31

5.3 Produtividade e consumo de solvente

Os resultados obtidos a partir das equacdes 3 e 4, expostos na Tabela 4, levaram em
consideracao os dados do sistema e os parametros utilizados, fornecem valores para consumo
de solvente e produtividade em funcdo da concentracdo de acidos anacardicos, calculadas para

0 sistema preparativo.

Os resultados de produtividade obtidos foram 0,6791, 0,4416 e 1,325 g.h™ por g de
adsorvente para os acidos anacardicos (15:1), (15:2) e (15:3), respectivamente, no sistema
preparativo. Comparando o somatério da produtividade dos AcAn’s (2,4458 g. h™) com o
obtido por Oiran Filho, (2017) que foi de 1,63 g.h™ por g de adsorvente para o sistema
preparativo, foi possivel observar que o método utilizado para o isolamento dos &cidos
anacardicos apresentou uma alta produtividade.

Tabela 4: Valores para consumo de solvente organico e produtividade, para sistema HPLC em escala preparativa
para 0s AcAn’s. (15: 1), (15: 2) e (15: 3).

Acido Produtividade (g.h™/g adsorvente)  Consumo de solvente (mL.mg™)
Anacardico

(15:1) 0,6791 2,70

(15:2) 0,4416 4,15

(15:3) 1,3250 1,39

Total 2,4458 8,24

Fonte: Elaborada pelo autor.

Os valores obtidos no consumo de solvente para 0 HPLC preparativo foram de 2,27,
4,15 e 1,39 mL.mg ™ para os &cidos anacardicos monoeno (15:1), dieno (15:2) e trieno (15:3),
respectivamente. Quando comparado o somatorio desses valores com o valor obtido por Oiran
Filho et al.,(2017) que foi de 11,09 mL.mg™ a quantidade de solvente consumida na escala
preparativa foi satisfatorio. Os valores obtidos estdo dentro da faixa dos resultados reportados
na literatura que variam de 0,5 até 17 mL.mg™, de acordo com cada molécula alvo isolada
(MILLER et al., 2003; GRILL et al., 2004; BAE et al., 2006 ; OIRAN FILHO, 2017).
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6 CONCLUSAO

O isolamento dos &cidos anacardicos trieno (15:3), dieno (15:2) e monoeno (15:1),
com tempos de retencédo de 14,0 min a 19,5 min, de 21,7 min a 25,4 min e de 27,6 min a 36,5
min, respectivamente, foi obtido de maneira satisfatdria, produzindo padrfes analiticos com
alta produtividade e baixo consumo de solvente.

Foram identificados nas fracGes isoladas no LCC os seguintes acidos anacardicos
(15:1), (15:2), (15:3) e (17:3), a identificagdo foi realizada por espectrometria de massas,
através de suas massas moleculares e seus respectivos ions fragmentos.

O método cromatografico utilizado mostrou-se reprodutivel, sendo capaz de isolar 0s
acidos anacardicos presentes na amostra de LCC de modo rapido, menos agressivo ao meio
ambiente e mais econdémico, em relacdo ao solvente utilizado, pois 0 metanol apresenta uma

toxicidade menor do que a acetonitrila, que é o solvente utilizado na escala analitica.
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