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Resumo: O processamento da lichia (Litchi chinensis Sonn.) gera subprodutos, os

quais apresentam elevada concentração de compostos bioativos, sendo que eles po-

dem ser efetivamente extraídos em processo assistido por ultrassom. O presente tra-

balho objetivou investigar a aplicação do ultrassom na extração de compostos bioati-

vos das cascas de lichia. O efeito das variáveis de processo (temperatura, tempo e con-

centração de etanol), na extração de compostos fenólicos, foi avaliado por meio de um

planejamento experimental Box-Behnken. O aumento da temperatura e concentra-

ção de etanol proporcionou a obtenção de elevadas concentrações de compostos fenó-

licos, sendo a variável resposta não influenciada pelo tempo de extração. Constatou-se

que o teor de compostos fenólicos está relacionado às variáveis independentes a partir

de uma equação polinomial de segunda ordem, com coeficiente de correlação> 0,98.

A temperatura de 60 ◦C, utilizando solução com 70% de etanol, durante 30 minu-

tos, foi identificada como condição ótima de extração de compostos fenólicos, com

1225,7 mg EAG 100 g−1. Na condição otimizada avaliou-se o efeito da aplicação do
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ultrassom na extração de compostos fenólicos e capacidade antioxidante. A partir

dos resultados obtidos verifica-se que o processo assistido por ultrassom favorece a

extração de compostos bioativos (p < 0,05).

Palavras-chave: capacidade antioxidante; compostos fenólicos; etanol; subprodutos.

Abstract: The processing of litchee (Litchi chinensis Sonn.) generates by-products

that have a high concentration of bioactive compounds which can be effectively ex-

tracted in the process assisted by ultrasound. This study aimed to investigate the

application of ultrasound in the extraction of bioactive compounds of the lychee

peel. The effect of the process variables (temperature, time and ethanol concentra-

tion) in the extraction of phenolic compounds was evaluated by Box-Behnken ex-

perimental design. The increased temperature and ethanol concentration provided

high concentrations of phenolic compounds and the time variable did not influence

the extraction. It was found that the content of phenolic compounds is related to

independent variables from a second-order of polynomial equation, with a correla-

tion coefficient > 0.98. The temperature of 60 ◦C, solution with 70% ethanol for

30 minutes was identified as the best condition for the extraction of phenolic com-

pounds, with 1225.7 mg EAG 100 g−1. In the optimized condition it was evaluated

the effect of ultrasound application in the extraction of phenolic compounds and an-

tioxidant capacity. From the results obtained it was verified that the process assisted

by ultrasound increases the extraction of bioactive compounds (p < 0.05).

Keywords: antioxidant capacity; byproducts; ethanol; phenolics compounds.

1 Introdução

A lichia (Litchi chinensis Sonn.) é um fruto de clima subtropical a tropical, e

a casca é constituída por aproximadamente 58% de carboidratos, 10% de proteínas,

8% de lipídeos, 4% de cinzas e 20% de fibras [1]. Também apresenta compostos que

fornecem elevada capacidade antioxidante à fruta [2–4] como antocianinas, polifenóis
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e flavonoides [5]. O interesse em compostos antioxidantes está relacionado aos seus

efeitos benéficos à saúde, tais como cardioprotetor e anticancerígeno [6,7]. As cascas

e as sementes de lichia são consideradas resíduos provenientes do processamento da

polpa, que podem ser comercializadas enlatadas, desidratadas ou processadas na forma

de sucos, bebidas fermentadas, compotas, sorvetes e iogurtes [8].

Diversos fatores podem influenciar na obtenção de compostos bioativos, tais como:

a metodologia de extração, natureza da matriz vegetal, tamanho das partículas, sol-

vente utilizado, tempo e temperatura de extração [9]. O processo convencional con-

siste na extração sólido-líquido utilizando solventes orgânicos [10], que apresentam

várias desvantagens como: geração de resíduos tóxicos, transformação química dos

extratos, utilização de solventes que podem ser prejudiciais, a longo prazo, ao meio

ambiente [11], além disso a resistência natural da estrutura da planta para a penetra-

ção do solvente faz a extração convencional inadequada [12]. Estes compostos podem

também ser extraídos a partir da extração alcalina [10] e extração assistida por micro-

ondas [13].

Buscando melhorar a eficiência do processo de extração, diversos trabalhos têm

reportado a utilização de ultrassom para extração de compostos bioativos a partir de

matrizes vegetais [14–17]. A extração assistida por ultrassom tem recebido destaque,

pois se trata de uma metodologia de intensificação do processo [18] tornando possível

a obtenção de elevadas taxas de extração em menores tempos [19]. A cavitação gerada

pelo ultrassom é conhecida por produzir diversos efeitos na matriz vegetal, tais como:

a circulação do líquido (agitação do solvente) no sistema e a geração de turbulência

que pode auxiliar no aumento da transferência de massa [20].

De acordo com Corbin et al [21], as cavitações acústicas produzidas pelo ultras-

som facilitam a penetração do solvente nas paredes celulares da matriz vegetal, per-

mitindo que o conteúdo intracelular seja liberado de forma eficiente, e a agitação do

solvente aumentará a área de contato entre o solvente e os compostos alvos, permi-

tindo a maior penetração do solvente na matriz da amostra. Pelos motivos citados a

extração assistida por ultrassom apresenta inúmeras vantagens, como por exemplo,

redução do tempo de extração, consumo reduzido de solvente, além da extração em

temperaturas inferiores poder evitar danos térmicos ao extrato e minimizar a perda
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de compostos ativos. A obtenção de maiores concentrações de compostos bioativos

na extração assistida por ultrassom é reportada nos trabalhos de Khan et al [19] e

Carrera et al [22].

Tendo como referência o embasamento teórico apresentado, o presente estudo

teve como objetivo avaliar as condições operacionais (concentração de etanol, tempe-

ratura e tempo) na extração de compostos fenólicos das cascas de lichia em processo as-

sistido por ultrassom. Para tal propósito, o planejamento experimental Box-Behnken

foi utilizado visando a determinação da condição que proporcione a obtenção de ex-

trato com elevada concentração de compostos fenólicos e, nesta condição, avaliou-se

o efeito da aplicação do ultrassom na extração de compostos fenólicos e capacidade

antioxidante.

2 Material e métodos

2.1 Materiais

Os frutos de lichia foram adquiridos na cidade de Maria Helena, Paraná (safra de

2013/2014). Os reagentes utilizados foram: álcool etílico (Anidrol, 95%); para as aná-

lises de compostos fenólicos e capacidade antioxidante utilizou-se Folin-Ciocalteau

(Dinâmica), carbonato de sódio (Anidrol), ácido gálico (Vetec, 99%), DPPH•

(2,2-difenil-1-picrilhidrazina, Sigma Aldrich), TPTZ (2,4,6-Tris(2-piridil)-s-triazina,

Sigma Aldrich), sulfato de ferro heptahidratado (Synth) e cloreto férrico hexahidra-

tado (Synth).

2.2 Secagem e classificação da matéria-prima

Após a higienização, os frutos foram selecionados em relação à ausência de injú-

rias, e separados manualmente em casca, polpa e semente. As cascas foram submetidas

à secagem na temperatura de 60 ◦C, durante 8 horas, em estufa com circulação forçada

de ar (Marconi, MA 35). Em seguida, as cascas foram trituradas em moinho elétrico

(IKA, A 11/B) e procedeu-se à classificação granulométrica utilizando peneiras da sé-

rie Tyler (Bertel, ASTM), sendo utilizado o material que apresentou diâmetro médio

de 0,5 mm para a condução dos experimentos.
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2.3 Planejamento experimental

Para determinar a influência dos fatores principais (temperatura, concentração

de etanol e tempo) na extração de compostos fenólicos das cascas de lichia, foram

testados três níveis das variáveis, como mostrado na tabela 1, utilizando planejamento

fatorial Box-Behnken, com quadruplicata do ponto central. O software Statistica® 8.0

(STATSOFTTM, Inc) foi utilizado para a análise estatística dos dados, com intervalo

de confiança de 95%.

Tabela 1. Variáveis e níveis analisados no planejamento experimental Box-Behnken

Variáveis Nível
-1 0 1

Temperatura (◦C) – X1 40 50 60
Tempo (min) – X2 30 45 60
Concentração de etanol (v/v) – X3 30 50 70

2.4 Extração e determinação de compostos bioativos

A extração dos compostos bioativos das cascas de lichia foi realizada em banho de

ultrassom com contato indireto (Ultranique Q5. 9/40 A – com frequência de 40 kHz,

potência de 132 W), utilizando uma mistura água:etanol como solvente em diferen-

tes concentrações. Em cada experimento, foram utilizados 0,04 g de amostra e 7,5

mL do solvente, quantidades definidas a partir de testes preliminares. Os experimen-

tos foram conduzidos em tubos de ensaio, mantidos no ultrassom de acordo com as

condições experimentais da tabela 1. Após o tempo dos testes, as amostras foram

centrifugadas a 3500 rpm por 10 minutos.

Para determinação do teor de compostos fenólicos, retirou-se alíquota de 0,5 mL

do sobrenadante, sendo esta adicionada em um tubo contendo 2,5 mL de reagente

Folin-Ciocalteu (1:10). O tubo foi homogeneizado e mantido em repouso por 5 minu-

tos. Em seguida, 2 mL de carbonato de sódio (7,5%) foram adicionados e a solução foi

homogeneizada novamente e mantida em repouso na ausência de luz por 2 horas [23].

A leitura das amostras foi realizada em espectrofotômetro

(Kasuaki, IL-227) à 740 nm, e os resultados foram expressos em mg equivalente de
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ácido gálico (EAG) 100 g−1 de amostra, utilizando dados de curva de calibração ob-

tida a partir de soluções do padrão ácido gálico.

Na condição otimizada, a partir do planejamento experimental apresentado na

tabela 1, avaliou-se o efeito da aplicação do ultrassom na extração dos compostos bio-

ativos, sendo a extração realizada conforme descrito anteriormente, no entanto, sem

a aplicação da irradiação ultrassônica. Nessa condição, avaliou-se o teor de compos-

tos fenólicos e a capacidade antioxidante pelos métodos de redução do ferro (FRAP)

e radical livre DPPH• seguindo as metodologias descritas por Benzie et al [24] e

Brand-Williams et al [25], respectivamente. As análises estatísticas foram realizadas

utilizando-se SAS (Versão 9.2, SAS, Inc). As diferenças significativas entre as médias

foram identificadas através do teste de Tukey (Intervalo de confiança de 95%).

O reagente FRAP foi preparado a partir de uma solução tampão acetato 0,3 M

(25 mL), solução 2,4,6-Tris(2-piridil)-s-triazina (TPTZ) 10 mM (2,5 mL) e solução

aquosa de cloreto férrico 20 mM (2,5 mL). Para análise, 150 µL do extrato foram

adicionados à 2850 µL do reagente FRAP e a solução foi incubada a 37 ◦C em banho

termostático (Forlab, Dubnoff FL157/22R) à 37 ◦C por 30 minutos. As absorbâncias

foram registradas em espectrofotômetro (Kazuaki/IL-227) à 595 nm. Como padrão

foi utilizado Trolox (200 a 500 µMol). Os resultados foram expressos em µmol equi-

valentes de Trolox 100 g−1 de amostra.

Para determinação da capacidade antioxidante pelo método DPPH•, inicialmente

foi preparada uma solução do radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazina (DPPH•) com ab-

sorbância de 0,7 (0,6 mM), determinada à 517 nm em espectrofotômetro

(Kazuaki/IL-227). Amostras com diferentes concentrações foram preparadas (0,1

a 0,8 g) em balões volumétricos de 10 mL com solvente e submetidas à extração

dos compostos. Alíquotas de 100 µL de cada diluição foram adicionadas à 3,9 mL

da solução do radical livre DPPH• e a solução foi mantida na ausência de luz por

180 minutos. A atividade antioxidante foi expressa como a quantidade de antioxi-

dante necessária para reduzir a concentração inicial de DPPH• em 50% (EC50). A

partir dos dados de concentração de extrato versus a atividade antioxidante, foi ob-

tida uma equação da reta para determinação do EC50.
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3 Resultados e discussões

A tabela 2 apresenta a matriz do planejamento experimental com os valores co-

dificados para as variáveis independentes (conforme tabela 1) e a resposta em termos

de teor de compostos fenólicos (TCF).

Tabela 2. Condições experimentais avaliadas para extração de compostos fenólicos das
cascas de lichia e resultados obtidos

Experimentos Variáveis TCF
X1 X2 X3 [mg EAG 100 g−1]

1 -1 -1 0 1048,14
2 1 -1 0 1125,55
3 -1 1 0 1055,29
4 1 1 0 1212,52
5 -1 0 -1 945,97
6 1 0 -1 998,38
7 -1 0 1 1003,49
8 1 0 1 1210,11
9 0 -1 -1 1017,69
10 0 1 -1 988,12
11 0 -1 1 1118,01
12 0 1 1 1170,10
13 0 0 0 1127,77
14 0 0 0 1108,25
15 0 0 0 1104,19
16 0 0 0 1141,10

Com o objetivo de realizar a análise consistente dos efeitos das variáveis de pro-

cesso na extração de compostos fenólicos, os dados da tabela 2 foram utilizados para

calcular o efeito das variáveis. Os resultados obtidos são apresentados na figura 1, na

forma de gráfico de Pareto, ao nível de confiança de 95%.

Pode ser verificada a partir da figura 1 que a concentração de etanol utilizada nos

testes é a variável com maior efeito significativo. De acordo com Ghitescu et al [26], o

aumento da concentração de etanol acelera a transferência de massa entre o líquido e o

sólido, e proporciona o aumento de solubilidade dos compostos fenólicos, conforme

se observa nos trabalhos de Prasad et al [2], Vizzotto e Pereira [14], Tabaraki et al [27]
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e Wang et al [28].

A obtenção de maiores teores de compostos fenólicos com o aumento da concen-

tração de etanol, na mistura etanol-água, foi observada por Khan et al [19], Tabaraki

et al [27] e Tabaraki e Rastgoo [29] utilizando cascas de laranja, romã e nozes verdes,

respectivamente.

Figura 1. Diagrama de Pareto para o efeito das variáveis independentes na extração de
compostos fenólicos das cascas de lichia

A temperatura influenciou positivamente nos resultados obtidos, haja vista a per-

meabilidade das paredes celulares poder ser enfraquecida com o aumento de tempe-

ratura, o que facilita o processo de difusão e de transferência de compostos fenóli-

cos [21]. Com o aumento da temperatura, ocorre o aumento da solubilidade dos com-

postos fenólicos e decréscimo da viscosidade dos extratos, acelerando a extração [28].

Os trabalhos de Wang et al [28] e Ghafoor et al [30] relatam a maior extração de

compostos fenólicos do farelo de trigo e sementes de uva com o aumento da tempera-

tura de extração de 33 a 67 ◦C. Este efeito também por ser observado nos resultados

apresentados por González-Centeno et al [12] na obtenção de compostos fenólicos

do bagaço de uva com o aumento da temperatura de 20 para 50 ◦C.

A interação entre a temperatura de extração e a concentração de etanol foi estatis-

ticamente significativa. A figura 2 apresenta as curvas de contorno para esta interação
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no tempo de 30 minutos, sendo possível constatar a maior eficiência de extração nos

maiores níveis destas variáveis.

Figura 2. Curva de contorno para a interação entre temperatura e concentração de etanol
na extração de compostos fenólicos das cascas de lichia

Os trabalhos de Ghitescu et al [17] e Tabaraki e Rastgoo [29] relatam que o au-

mento da temperatura em elevadas concentrações de etanol, na mistura etanol-água,

favorece a obtenção de compostos fenólicos.

O tempo de extração não apresentou efeito significativo na extração de compostos

fenólicos na faixa experimental avaliada de 30 a 60 minutos. A literatura relata resul-

tados similares para esses tempos de extração [19]. A utilização de longos períodos

de extração aumenta a possibilidade de oxidação dos fenólicos [17, 29].

A partir da análise de regressão de dados, verificou-se que o teor de compostos

fenólicos e as variáveis experimentais estão correlacionados a partir da equação (1).

TCF= 1074,44+ 61,70 ∗X1+ 68,94 ∗X3+ 29,43 ∗X 2
3+ 38,55 ∗X1 ∗X3 (1)

A tabela 3 apresenta a análise de variância (ANOVA) utilizada para validação do

modelo preditivo. O modelo é validado, ou seja, apresenta ajuste satisfatório aos

dados experimentais, quando FCALC > FTAB (calculados a partir da tabela ANOVA

89



Revista Ciências Exatas e Naturais, Vol. 18, n◦ 1, Jan/Jun 2016

e tabulados, respectivamente). O valor do coeficiente de correlação (0,98) e o teste F

de regressão mostrou que o modelo foi capaz de representar os dados experimentais

na faixa experimental avaliada.

Tabela 3. Análise de variância (ANOVA) para o modelo de segunda ordem correlacio-
nando o teor de compostos fenólicos com as variáveis experimentais

Causas das Soma dos Graus de Quadrados FCALC FTAB (0,05)
variações quadrados liberdade médios

Regressão 88296,40 4 22074,09 26,68 3,36
Resíduo 9099,23 11 827,20
Falta de ajuste 8206,06 8 1025,75
Erro puro 893,17 3 297,72
Total 97395,63 15 6493,04

A obtenção de um modelo matemático válido para representar o sistema permite

determinar o TCF ótimo indicado pelo mesmo, na faixa experimental testada para

as variáveis. O modelo indica a tendência da variável resposta em função das variá-

veis independentes e os níveis das variáveis para atingir o valor ótimo para o teor de

compostos fenólicos, como apresenta a figura 3.

Pode ser verificado a partir da figura 3 que o TCF ótimo, 1225,7 mg 100 g−1,

pode ser obtido em 60 ◦C, 30 minutos e utilizando solvente com 70% de etanol. A

capacidade preditiva do modelo foi avaliada por experimentos na condição ótima, em

quadruplicata, as quais forneceram 1232,2 ± 42,28 mg 100 g−1. A partir da aplicação

do teste t de Student verificou-se que não houve diferença significativa (p< 0,05) entre

o valor experimental e o estimado pelo modelo.

Na condição otimizada, apresentada na figura 3, verificou-se o efeito da aplicação

do ultrassom na extração de compostos fenólicos e capacidade antioxidante, cujos re-

sultados são apresentados na tabela 4. A partir da análise dos resultados obtidos é

possível verificar que aplicação do ultrassom foi eficiente na extração dos compostos

fenólicos e capacidade antioxidante pelo método de redução do ferro (FRAP) com

aumento de ∼26 e 52% nos valores obtidos, respectivamente. Em relação aos valo-

res de EC50 obtidos pelo método do radical livre DPPH•, a aplicação do ultrassom

apresentou redução de 26% na concentração.
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Figura 3. Condição otimizada para extração de compostos fenólicos das cascas de lichia

A literatura apresenta trabalhos que avaliaram o teor de compostos fenólicos e

capacidade antioxidante nas cascas de lichia. A análise desses trabalhos relata elevadas

diferenças entre cultivares, condições de temperatura, tempo e natureza do solvente

utilizado.

Tabela 4. Compostos fenólicos e da capacidade antioxidante das cascas de lichia obtidos
na condição otimizada

Com ultrassom Sem ultrassom

Compostos fenólicos1 1232,2 ± 42,28a 974,11 ± 43,23b

FRAP2 9742,11 ± 173,61a 6388,62 ± 220,11b

EC50
3 0,008 ± 0,001a 0,011 ± 0,001b

1 mg EAG 100 g−1; 2µmol ET 100 g−1; 3 mg mL−1

Prasad et al [2] realizaram a extração dos compostos fenólicos das cascas de lichia e

relatam teores de 15,8 a 24,1 mg EAG 100 g−1 utilizando água e etanol como solventes.
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Os teores de compostos fenólicos em cascas de nove cultivares de lichia são reportados

por Li et al [31], os quais apresentaram entre 938 e 3016 mg EAG 100 g−1. Queiroz

et al [1] reportam 22,04 e 71,71 mg 100 g−1 de compostos fenólicos para as cascas de

lichia in natura e seca, respectivamente.

Queiroz et al [1], Prasad et al [2] e Amorim et al [32] reportaram uma alta

atividade antioxidante nas cascas de lichia pelo método de redução do radical livre

DPPH•. Liu et al [33] avaliaram a extração dos compostos antioxidantes das flores

de lichia utilizando como solventes acetona e metanol, e reportaram valores de EC50

0,0301 ± 0,00228 e 0,12 ± 0,00864 (mg mL−1), para extrato obtido a partir da ace-

tona e metanol, respectivamente, indicando que a atividade antioxidante das cascas

de lichia no extrato obtido por ultrassom é superior ao reportado para as flores.

4 Conclusão

A aplicação do processo assistido por ultrassom apresentou-se eficiente na extra-

ção de compostos bioativos das cascas de lichia. A extração de compostos fenólicos

é dependente da temperatura e concentração de etanol no solvente, sendo que não

é influenciada pelo tempo de extração. Os parâmetros que afetam a extração foram

otimizados e considerando esses resultados, as condições ideais para extração de com-

postos fenólicos das cascas de lichia foram 30 minutos de extração, temperatura de

60 ◦C e 70% de concentração de etanol.
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