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A castanha-de-caju é um dos mais importantes
insumos agroindustriais do Ceard, sendo dela
aproveitada comercialmente a améndoa e um
liguido escuro, conhecido por liquido da casca
da castanha-de-caju (LCC), que representa
aproximadamente 25% do peso da castanha e
é considerado um coproduto do agronegécio do
caju (MAZZETO et al., 2009). O LCC pode ser
classificado como LCC natural, por conter uma
grande quantidade de acidos anacardicos e nao
apresentar material polimérico em sua composicao,
e LCC técnico (Figura 1a), que apresenta um
elevado percentual de cardanol, cardol (Figura
1b), além de material polimérico (GEDAM;

Tecnico

ISSN 1679-6535
Novembro, 2015
Fortaleza, CE

Uso da Cromatografia Flash
para a Separacao dos Principais
Componentes do Liquido da
Castanha-de-caju Técnico, em
Escala Preparativa

Lorena Mara Alexandre e Silva'
Paulo Riceli Vasconcelos Ribeiro?
Tigressa Helena Rodrigues®

Edy Sousa de Brito*

Kirley Marques Canuto®
Guilherme Julido Zocolo®

SAMPATHKUMARAN, 1986) e baixa quantidade
de acidos anacardicos (MAZZETTO et al., 2009).
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Figura 1. LCC técnico (A) e estruturas quimicas do cardol
e cardanol (B).
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O cardol e o cardanol apresentam potencial valor
comercial, j& que exibem atividades biolégicas
como citotoxidade e protecdo ao estresse oxidativo
induzido por danos fisiolégicos, além de auxiliarem
no combate a desordens neurodegenerativas

tais como doencas de Alzheimer e Parkinson
(HEMSHEKHAR et al., 2011). O LCC também é
utilizado na industria de surfactantes e aditivos
(AGOSTINI-COSTA et al., 2000; CORREIA et al.,
2006) e na agricultura, por apresentar atividade
inseticida e fungicida (ASOGWA et al., 2007).
Ademais, o cardanol é utilizado principalmente na
industria polimérica, pois auxilia no processamento
dos polimeros (KUMAR et al., 2002). Em 2004,
um método de pirélise do LCC foi proposto para
obter um 6leo isento de acidos anacardicos, miscivel
em diesel e com baixa corrosividade, potencialmente
util como combustivel (DAS et al., 2004).

Varios métodos tém sido propostos para a
separacao dos componentes do LCC. Dentre eles,
a cromatografia em fase liquida de alta eficiéncia
(CLAE) é a mais utilizada. Rodrigues et al. (2011)
utilizaram a CLAE para avaliar a composicao do
LCC oriundo de diferentes métodos de extracao.
Andrade et al. (2011) utilizaram a cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas para
identificar os principais constituintes do LCC e
correlacionar com atividades antioxidantes. Yuliana
et al. (2014) realizaram a separacado dos isbmeros
estruturais saturados do cardol, cardanol e acidos
anacardicos do LCC natural por cromatografia

em fase liquida, com posterior caracterizacao por
Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio
(RMN 1H).

A cromatografia flash (CFL) é um método de
separacao que utiliza baixas pressoes para

impelir a fase mével através da fase estacionaria,
composta de particulas de silica menores (70 mesh
a 230 mesh) que as tradicionalmente utilizadas

na cromatografia classica de coluna (230 mesh a
400 mesh). Além disso, sao utilizadas colunas de
pequeno porte para obter separacoes mais rapidas.
E uma técnica menos eficiente que a CLAE em
termos de resolucao e reprodutibilidade, mas pode
rapidamente garantir a purificacao de misturas a
niveis aceitaveis (STEVENS JUNIOR; HILL, 2009).
Desse modo, a CFL apresenta vantagens tais como:
rapidez na purificacdo de extratos (obtendo-se
valores de pureza acima de 90%), baixo custo
operacional (colunas e solventes mais acessiveis,

por exemplo) e equipamento de investimento
relativamente baixo e facilmente escalonével
(RANI et al., 2014). Assim, a cromatografia flash
tem sido utilizada para purificar diversas matrizes
(FREEMAN et al., 1990; MILLER; MAHONEY, 2012;
HOBBS; YOUNG, 2013; PATSAVAS et al., 2013).

Diante do exposto, a presente metodologia se
propde a utilizar a cromatografia flash para a
separacao dos principais constituintes do LCC
técnico (LCCT).

Materiais Necessarios

Reagentes
e n-Hexano P.A., teor: 65%, Vetec

e Metanol P.A., teor: 99,8%, Dindmica

e Diclorometano P.A., teor: 99,9%, Vetec

Equipamentos e Vidrarias
e Balanca analitica

® Pipeta automatica (1.000 ulL)

® Placa para Cromatografia em Camada Delgada
(CCD) Silicycle, de fase normal (silica), com
espessura de camada de 250 pm, particulas de
10 um a 12 um de tamanho e agente indicador
fluorescente F254

e Cuba de vidro
* Vortex
e Seringa de vidro de 250 pL

e Sistema de purificacdo flash marca Varian,
modelo 971-FP

e Tubos de ensaio

e Coluna de silica Agilent SuperFlash SF10 —
49g/Si35 (49,4 x 14,2 mm, 32 um) de presséo
maéaxima de trabalho de 200 psi. O fluxo utilizado
foi de 8 mL/min e carga de amostra variando de
40 mg a 400 mg.

Preparo da amostra

O LCC técnico (LCCT) foi fornecido pela Companhia
Industrial de Oleos do Nordeste (Cione), Fortaleza,
CE. Para a definicao das condicOes de separacao,
foram pesados 51,7 mg do LCCT e dissolvidos

em hexano sem a realizacao de qualquer filtracao.
Para estabelecer a capacidade de carga da coluna

e estudar a transposicdo do método para a escala
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preparativa, solucdes de diferentes concentragcoes e
diferentes volumes de injecdo foram preparadas e
injetadas (Tabela 2). Assim, foram injetados 100 pL,
200 plL, 300 pL, 500 pL, 1.000 pL e 5.000 pL de
uma solucédo de 51,7 mg/mL de LCC em hexano
e, por fim, 50 mg, 100 mg, 200 mg, 300 mg e
500 mg de amostra foram dissolvidos em 1 mL de
hexano para posterior injecao.

Protocolo do Método

Primeiramente, foi utilizado um recurso disponivel no
software controlador do equipamento (IntelliFlash)
(Figura 2a) para a escolha das condicdes ideais de

0% de B

separacao. Assim, ao inserir a quantidade de amostra
a ser injetada, o programa estima a utilizacao de
diversas colunas, sendo a SF10 - 4g/Si35, com vazao
de 8 mL/min, a selecionada. Para realizar a escolha
da fase mével, foram realizados testes em placas

de cromatografia de camada delgada (CCD). Os
solventes que proporcionaram melhores separacoes
foram o diclorometano (A) e o metanol (B). Para
desenvolver o método cromatografico, duas corridas
em CCD foram realizadas: uma com 100% de A e
outra com 95:5 de A:B (Figura 2b). Os fatores de
retencao (Rfs) obtidos nas placas foram inseridos no
programa, e um método foi proposto pelo software.

5% de B

Figura 2. Equipamento de cromatografia flash (A) e Placas de CCD a 254 nm, utilizadas para realizar a escolha do método

cromatografico (B).

O método foi aprimorado, resultando no modo
de eluicao isocratico seguido por um gradiente,
como segue: isocratico por 2 minutos a 0% B;
gradiente de 0% a 67% de B em 8 minutos
(taxa de incremento de 8,37 %/min), seguido por

2 minutos de limpeza e equilibrio da coluna. Foram
utilizados os comprimentos de onda de 254 nm e
274 nm, os quais apresentaram maior absorbancia
em relagdo ao analito. Para a coleta automatica das
amostras, foi empregado um volume de 100 pL

Fotos: Lorena Maria A. Silva



4

Uso da Cromatografia Flash para a Separacao dos Principais Componentes do Liquido da Castanha-de-caju Técnico, em Escala

Preparativa

por injecao. As fracdes coletadas foram secas,
solubilizadas em 600 puL de CDCI3 e analisadas por
RMN unidimensional em um espectrémetro Agilent
DD2 de 600 MHz (para nucleo de 1H), equipado
com uma sonda One Probe de 5 mm de didmetro
interno (H-F/15N-31P), de deteccéao inversa e
gradiente de campo no eixo “z”".

Visando obter informacdes sobre a capacidade

de separacao (resolucao) da coluna bem como a
relacdo massa/volume de injecdo, diversas corridas
cromatogréaficas foram realizadas variando-se

o volume de injecdo (concentracao amostral
constante) e concentracao (volume de injecao
constante). Assim, a resolucao cromatogréafica (Rs)
foi calculada e comparada.

Resultados

O sistema de cromatografia flash permitiu separar
individualmente os constituintes principais do
LCCT (Figura 3).

Para a separacao dos principais constituintes do
LCCT, obteve-se excelente resolucao cromatografica
(Rs = 9). As fracoes iniciais, finais e intermediarias,
incluindo os picos obtidos, foram coletadas para o
célculo de recuperacao, o qual foi de 95%.
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Figura 3. Cromatograma obtido na separacdo do LCCT
nos comprimentos de onda de 257 nm (amarelo) e 274
(verde). Pico 1: cardanol; pico 2: cardol.

Os dois picos principais foram analisados por
RMN de hidrogénio (Figura 4). Apés comparacoes
com dados reportados em recentes trabalhos
(YULIANA et al., 2014), os compostos foram
caracterizados como cardanol (tr= 1,9 min,

30,5 mg) e cardol (tr= 6,9 min, 9,7 mg),
correspondendo respectivamente a 65,6% e
20,8% do LCCT. Na Tabela 1, estao apresentados
os dados de RMN para os hidrogénios aromaticos
do cardanol e do cardol.

OH
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Figura 4. RMN 1H (600 MHz, CDCI3) do cardanol e cardol com as respectivas expansbes da regido aromatica.

* Residuos do cardanol.
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Tabela 1. Dados de '"H RMN e °C para o cardanol e cardol.

Cardanol

R —— 'H: mult, & em ppm; (J - Hz) 13C (ppm)
1 . 155,4
2 t; 7,14 (7,8) 129,2
3 137,3
4 d; 6,76 (7,8) 121,0
5 m; 6,62-6,69 115,5
6 m; 6,62-6,69 112,6

e I::i;:gglénio 'H: mult, & em ppm; (J - Hz) 13C (ppm)
1 . 156,7
2 s; 6,23 108,2
3 156,7
4 s; 6,23 108,2
5 . 137,08
6 s; 6,15 100,1

Visando transpor o método para a escala preparativa,
foi realizado um estudo variando a massa e o

volume de amostra aplicados. Na Tabela 2,

estdo apresentados os tempos de retencao dos
compostos e as respectivas resolucdes obtidas
quando foram variados o volume de injecao
(concentracdo de 51,7 mg/mL) e concentracao da
amostra (volume de injecao de 1 mL).

Tabela 2. Tempos de retencao e resolucao cromatogréfica
dos picos 1 e 2 observados nas separacdes variando-se
volume e massa de amostra.

Volume (uL)
(Concentracdo 51,7 mg/mL)

100 1,5 6,7 9,5

200 2,2 6,8 6,6

300 2,0 6,7 8,5

500 2,0 6,7 72

1.000 1,7 6,7 5,6
5.000 1,67 6,75 53
(Vowjfns: Zi"}glnu b b fis
50 1.7 6,7 5,6

100 1.7 7,2 58

200 1.7 6,9 4,7

300 1,6 6,8 6,5

500 1,5 6,8 5,6

m ~ . (2) ~ .
ty,: tempo de retengdo do pico 1; “ t.,: tempo de retencdo do pico 2;

3) - e
Rs: resolucdo cromatografica.

O primeiro parametro avaliado foi o volume de
injecao de uma solucéao de 51,7 mg/mL. Pode-se
observar que houve maior perda de resolucao
quando o volume de injecdao foi maior do que

1 mL. Ao aumentar demasiadamente o volume de
injecdo, bandas cromatograficas cada vez mais
largas sao inseridas na coluna causando migracdes
diferenciais, difusdo de Eddy e consequente

perda de resolucédo. Além disso, a amostra, ao

ser injetada, deve encontrar um ambiente (fase
estaciondria/fase mével) homogéneo para que a
separacao ocorra. Assim, o solvente no qual a
amostra foi preparada (hexano) comeca a interferir
na separacao, causando distorcdoes nos picos. O
segundo paradmetro avaliado foi a massa com o
volume de injecao constante de 1 mL. Nesse caso,
a resolucao foi menor logo na primeira injecao
devido ao volume de injecao de 1 mL escolhido.
Assim, a resolucdo manteve-se razoavel no
decorrer das injecodes, indicando que nao houve
sobrecarga de amostra mesmo com a injecao de
500 mg de extrato.

De maneira geral, a resolucao inerente a separacéao
cromatografica obtida permite a injecao de 500 mg
de LCCT, sem coeluicao dos picos. Desse modo,
pode-se obter 325 mg de cardanol, com alta
pureza (aproximadamente 99%) e em uma Unica
injecao.

Conclusao

A cromatografia flash é uma técnica simples

e permite a realizacdo de separacoes rapidas

e de forma preparativa. Estes resultados
demonstraram que tal técnica é eficaz para o
fracionamento do LCCT, jd que os compostos
isolados, apesar de estruturalmente semelhantes,
puderam ser separados com boa resolugcdo e em
um curto tempo de corrida. Devemos ressaltar
ainda a economia de tempo e dinheiro que

pode ser alcancada com este método, ja que a
cromatografia flash é um método réapido, que
possibilita a utilizacdo de colunas empacotadas
pelo préprio usuario, facilmente escalonavel e

de custo reduzido, uma vez que o equipamento
requer um investimento menor e permite o uso de
solventes mais baratos do que aqueles empregados
na cromatografia liquida de alta eficiéncia.
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