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APRESENTACAO

O formato deste trabalho apresentar-se-4 como artigo cientifico sob a
modalidade de revisdo com o intuito de ser enviado para publicacdo na Revista
Fitos (Farmanguinhos/Fiocruz), que € um periddico cientifico interdisciplinar, de
publicacdo trimestral, cujo objetivo é divulgar resultados cientificos originais

sobre pesquisa, desenvolvimento e inovacdo em biodiversidade e saude.

Este trabalho tem como objetivo oferecer um panorama sobre a utilizagéo da
técnica de extracdo por agua no estado subcritico aplicada a flavonoides, com
vistas a subsidiar a pesquisa e desenvolvimento na area de plantas medicinais
e produtos fitoterapicos baseadas na preservacao do meio ambiente. Extracfes
de materiais vegetais dependem de muitos fatores que serdo abordados na
revisdo seguindo a realizacao légica da metodologia a partir dos procedimentos
na matéria-prima vegetal bruta, escolha das condicGes extrativas e analise dos
extratos obtidos. Vantagens e desvantagens da técnica serdo destacadas por
meio de uma analise critica dos resultados encontrados na literatura restritos a
flavonoides, extracdo por agua no estado subcritico e vinculagdo de todos os

topicos de interesse.



Resumo

A extracdo por agua no estado subcritico € uma técnica considerada
sustentavel por ndo necessitar de solventes organicos, sendo capaz de extrair
flavonoides presentes em diversas matrizes vegetais. Os principais parametros
gue influenciam a eficiéncia de extracdo sé&o a temperatura, tempo de extragao,
taxas de fluxo ou agitacdo e adicdo de modificadores/aditivos. A presente revisao
também ressalta outros fatores que podem influenciar na quantidade total de
flavonoides obtida como condi¢Bes referentes as amostras vegetais incluindo
periodo de colheita, pré-tratamento e armazenamento, além do processamento
dos extratos para analise. Entre esses diferentes parametros estudados, a
extracdo depende primordialmente da temperatura em consonancia com as
estruturas flavonoidicas de interesse. Assim, a partir de dados da literatura
cientifica, buscou-se por fatores que causassem alteracdes na quantificacdo de
flavonoides extraidos por agua no estado subcritico e formas de aumentar a sua

eficiéncia.

Palavras-chave: extracdo por agua quente pressurizada, extragdo por agua no

estado subcritico, flavonoides.



Abstract

The subcritical water extraction is a sustainable technique that does not
require organic solvents, able to extract flavonoids present in various plant
matrices. The main parameters influencing the extraction efficiency are
temperature, extraction time, flow rates or agitation and addition of modifiers /
additives. This review also highlights other factors that may apply to the total
amount of flavonoids obtained as plants samples conditions, including harvest
period, pre-treatment and storage, in addition the processing of extracts for
analysis. Among these different parameters studied, extraction depends primarily
on temperature in line with the flavonoid structures of interest. Thus, based on
data from the scientific literature, we searched for factors that caused changes in
the quantification of flavonoids extracted by subcritical water and ways to

increase their efficiency.

Keywords: pressurized hot water extraction, subcritical water extraction,

flavonoids.
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Introducéo

Flavonoides sdo polifendis oriundos do metabolismo secundério de plantas,
fornecendo-lhes caracteristicas distintas como cor, sabor e protecdo, desempenhando
atividades biologicas essenciais na interacdo com o meio ambiente (1). A maioria dos
representantes da classe dos flavonoides possui 15 atomos de carbono em seu ndcleo
fundamental, organizados em dois anéis aromaticos ligados por um espacador de 3
carbonos, sendo a classificagdo dos derivados subdividida de acordo com a posi¢éo
da ligacdo ao benzopirano (2,3). Entre as classes de flavonoides aqui destacamos as
flavanonas, flavandis, flavonas, flavondis e isoflavonas. Além disso, os flavonoides
ocorrem na forma de agliconas ou conjugados com acgUcares ou acidos organicos
(3,4). Suas atividades biolégicas sdo amplamente descritas na literatura, sendo
frequentemente referidas as atividades anti-inflamatoria, antiviral, antibacteriana,
anticancer, neuroprotetora, cardioprotetora, antidiabética e antioxidante, entre outras
(1,5). A classe apresenta cerca de 9.000 moléculas identificadas nas mais diversas
fontes vegetais com uma gama de interacdes bioldgicas benéficas a saude o que
representa uma fonte para desenvolvimento e comercializagdo de produtos pelas

industrias de alimentos (6), cosméticos (7), medicamentos (8) e nutracéuticos (9,10).

Figura 1. Estrutura fundamental de flavonoides.

A obtencéo de flavonoides a partir de espécies vegetais envolve técnicas extrativas
gue podem ser convencionais (como maceracdo, percolacédo, hidrodestilacédo e
extragdo por Soxhlet), ou mais recentes (como extracdo assistida por microondas,
extracdo assistida por ultrassom, extracdo por liquido pressurizado e extragdo por
fluido supercritico) (10). Entre as técnicas extrativas mais recentes, destaca-se a
extracdo por agua no estado subcritico, também denominada extracdo por agua
guente pressurizada. Essa técnica é considerada mais sustentavel e vantajosa por ser

um processo rapido e denota uma alternativa ao uso de solventes organicos. A
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extracdo por dgua no estado subcritico utiliza a &gua como agente extrator entre seu
ponto de ebulicdo (100 °C a 0,1 MPa) e abaixo do seu ponto critico (374 °C a 22,1
MPa). Essas condicbes mantém a agua no estado liquido, alterando suas
propriedades quimicas, fisicas e fisico-quimicas, tais como a diminuicdo da
polaridade, da constante dielétrica, da viscosidade e da tensdo superficial, além de
melhorar o coeficiente de difusdo do solvente com o aumento da temperatura (11). A
agua numa temperatura de 250 °C e pressdo de 5 MPa passa a desempenhar
caracteristicas semelhantes a solventes organicos como metanol e etanol a 25°C (12)
e, assim, possibilita a extracdo de moléculas de diferentes polaridades a partir das
variacdes nas condicdes extrativas impostas (11).

A principal desvantagem desse método extrativo € o emprego de altas
temperaturas as quais promovem reacOes indesejadas dos compostos podendo
degrada-los e, assim, reduzir a eficiéncia de extragdo de compostos de interesse (6).
Desta forma este método de extracdo mostra-se aplicavel na extracao de constituintes
bioativos termoestaveis e a busca de meios para contornar esta limitacdo ainda
representam um grande desafio. Cabe observar, no entanto, que por tratar-se de
extragdo que pode ocorrer num tempo curto, alguns constituintes podem ser
preservados, apesar de sua termolabilidade. Assim, testes preliminares s&o
necessarios para definir os parametros de extracdo tais como tempo de extracéo,
temperatura e presséao, bem como a relacdo planta:solvente, com monitoramento da

eficiéncia de extracéo e preservacao dos constituintes.

Metodologia

A pesquisa bibliografica foi realizada por meio de uma revisdo da literatura
sobre flavonoides extraidos por dgua no estado subcritico. Os dados para a revisédo
foram obtidos utilizando o Web of Science acessado no portal de periddicos da CAPES

por meio da Comunidade Académica Federada (CAFe) (https://www-periodicos-

capes-qov-br.ez45.periodicos.capes.qov.br/index.php?). Os termos de busca

utilizados foram “flavonoid*”’, “pressurized hot water extraction”, “subcritical water
extraction” e “superheated water extraction”. Como resultado, 269 referéncias
cientificas foram obtidas, das quais exclui-se os artigos de revisdo, as patentes e 0s
artigos que nao relacionassem a extracao de flavonoides pela técnica de extracao por

agua no estado subcritico em plantas, resultando em 198 estudos. Desses estudos,


https://www-periodicos-capes-gov-br.ez45.periodicos.capes.gov.br/index.php?
https://www-periodicos-capes-gov-br.ez45.periodicos.capes.gov.br/index.php?
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apos leitura, 90 artigos foram excluidos por ndo abordarem diretamente a extracéo de
flavonoides por 4gua no estado subcritico ou ndo apresentarem a quantificacao
desses flavonoides. Assim, um total de 108 estudos foram analisados e tabelados com
as informacgdes consideradas relevantes como parametros relativos a matéria-prima,

técnica extrativa e quantificacéo de flavonoides (Figura 1).

Estudos encontrados

(n=269)
Estudos excluidos por titulo e resumo
(n=71)
| - N&o citam flavonoides extraidos de plantas;
- Nao citam extragdo por agua no estado subcritico;
- Sao artigos de revisao;
\ 4 - Sdo patentes
Estudos selecionados por titulo e
resumo

Estudos excluidos por leitura na integra
(n=90)

- Nao abordam a extragéo de flavonoides por agua no
estado subcritico;
- N&o quantificam os flavonoides obtidos;

v

Estudos selecionados lidos na integra
(n=108)

Figura 2. Fluxograma da selecdo dos estudos para flavonoides e extracao por agua

no estado subcritico.

Resultados e discussao

A extracdo por agua no estado subcritico aplicada a flavonoides vem
ganhando visibilidade. Considerando todos os estudos encontrados, o ano de maior
namero de publicacdes foi em 2017 (22), seguido por 2020 (20), como mostrado na
figura 2. Esse fendbmeno pode estar relacionado a crescente tendéncia fundamentada
na busca por alternativas mais sustentaveis, incluindo o aprimoramento das técnicas

extrativas (13).
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Figura 3. Quantidade de artigos cientificos sobre a extragdo com agua no estado
subcritico de flavonoides de acordo com o ano de publicacao.

Flavonoides

A quantidade de flavonoides presente nas plantas é diretamente influenciada
pela natureza de cada espécime, condicbes ambientais e ciclo de desenvolvimento,
podendo haver diferencas significativas em um mesmo exemplar considerando o
estresse ambiental sofrido e sazonalidade da colheita (14). Nos artigos selecionados
cerca de 78 espécies vegetais foram utilizadas para a quantificacdo e identificacdo de
uma grande variabilidade de flavonoides. As partes das plantas escolhidas para
extracdo compreenderam raizes, caules, folhas, flores, frutos, polpa, sementes, brotos
e subprodutos. Dentre as investigagOes da variagcdo de flavonoides nas diferentes
partes de uma mesma espécie, destacam-se 0s estudos das cascas e sementes de
Vitis vinifera L. (15); cascas, sementes e polpa de diversas frutas (16); caules, folhas
e frutos de Aronia melanocarpa (17); cascas e polpa de Allium cepa L. (18); e cascas
e polpa de Ficus carica (19). Os resultados mostram que sementes de Vitis vinifera L.
apresentam maiores quantidades individuais de catequina e derivados, enquanto que
as cascas apresentam quercetina e canferol. A jaca, o abacaxi, a lichia, a banana e a
manga da variedade amrapali tem maior teor de flavonoides totais nas cascas,
enquanto que o mamao e as variedades de manga misribhog, harivangha e langra,

nas sementes. A Aronia melanocarpa por sua vez, apresenta maiores quantidade de



17

guercetina e quercetina 3-glicosideo nas cascas; e Ficus carica exibe maior teor de
flavonoides totais nas cascas.

Outro ponto a ser destacado é a variagdo qualitativa e quantitativa dos
flavonoides em amostras vegetais coletadas em diferentes épocas do ano. Hohnova,
Salplachta e Karasek (2017) investigaram essa variavel em galhos de Sambucus nigra
L. coletadas durante o periodo vegetativo, nos meses de setembro a dezembro, em
condicOes extrativas otimizadas (15 MPa, 100 °C, 1 x 5 min, tamanho de particula de
4 mm), na regido de HustopeCe, Republica Tcheca. Verificou-se que o contetdo de
rutina variou de 12,5 mg/kg da planta seca em setembro para 108 mg/kg da planta
seca em dezembro, enquanto a quercetina se manteve quase constante durante todo
0 periodo analisado. A maior concentracdo de flavonoides nas plantas numa
determinada temporada parece ndo abranger um padrédo entre diferentes espécies,
ou seja, € necessario averiguar a estacdo ideal de colheita e 0s constituintes de
interesse nas diferentes partes da planta (14). Dentre os papéis da producdo de
flavonoides esta a protecdo da planta frente ao estresse oxidativo. Neste caso, a
exposicado a diferentes tipos de radiagcdo gera acumulo desses metabdlitos nas
plantas, o qual depende do ciclo de desenvolvimento da planta (21).

Cabe também destacar que, muitos dos estudos selecionados relatam a
utilizacdo de subprodutos industriais como substrato para a extracdo de flavonoides
visando valorizar o seu aproveitamento (15,22,31-35,23-30). Neste caso, mesmo nao
podendo controlar os parametros inerentes a matéria-prima, aumentam a visdo da
circularidade produtiva instigando a busca por alternativas de reaproveitamento.

Além das consideracfes referentes ao plantio e colheita, as extracdes
geralmente envolvem um pré-tratamento da amostra focado em melhorar o
desempenho e evitar perdas eventuais de metabdlitos. Dos estudos que realizaram a
guantificacdo do teor de umidade e do tamanho de particula, foram observadas
variacdes entre 4% a 18% e 0,0005 mm a 2 mm, respectivamente. Entre os métodos
de secagem abordados nos artigos foram encontrados a secagem em condi¢cdes
ambientais, a liofilizac&o, sob fluxo de ar quente, em estufa, a sombra, com circulagéo
de ar, em coifa, ao sol e em forno (com variagdes da temperatura entre 25 e 105°C e
periodos entre 1 e 30 dias). Luque-Rodriguez, Lugue De Castro e Pérez-Juan (2007)
realizaram a extragdo com agua no estado subcritico para a obtencéo de flavonoides
a partir de cascas de uva oriundas da industria vinifera. A matéria prima foi

previamente tratada nas seguintes condi¢cdes: secagem a 40 °C por 24 h e moagem,;
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secagem a 40 °C, sem moagem; apenas moagem; e casca in natura. Os melhores
resultados obtidos na extracéo de flavonoides foram obtidos a partir das cascas secas
e moidas. Apesar dos resultados obtidos, existem estudos na literatura divergentes
sobre o tema, sugerindo que o maior teor de umidade nas amostras brutas fornece
melhores rendimentos de extracdo de polifendis do que amostras secas (36).

Com relacao ao tamanho de particula, é inquestionavel que a cominuicéo gera
aumento da superficie de contato entre a amostra e o agente extrator, influenciando a
cinética de extracdo. Entretanto, a pulverizacdo demasiada pode ocasionar
aglomeracao das particulas, prejudicando o processo extrativo (36). Por isso, muitos
dos estudos analisados relatam a adicdo de componentes que visam manter o po
homogéneo e ndo compactado na célula de extracdo, tais como esferas de vidro
(20,22,37), terra de diatomacea (26,38,47,48,39-46), areia (49,50), areia do mar (51—
54) e areia de quartzo (23,25) ou, ainda, o0 emprego de agitacéo (16,28,62—-71,29,72—
78,55—-61). Song e colaboradores (2018) verificaram a influéncia da variacdo no
tamanho de particula em trés faixas (<100 pm, 100-200 um e 1 cm) sobre a eficiéncia
de extracdo concluiram que o menor tamanho de particula aumentou
significativamente a eficiéncia extrativa de luteolina e contetdo fendlico total. Outro
estudo verificou ainda a influéncia da propor¢céo entre cascas de cebola e terra de
diatoméaceas. As propor¢des 0,5:3,5 a 2,0:2,0 foram testadas, sendo a melhor
condicdo a 1,5:2,5. Os autores ressaltam, adicionalmente, a importancia da
homogeneidade entre o material inerte e a amostra (48). Outros procedimentos como
extragdo em Soxhlet (com n-hexano) (74,75,79,80), refluxo (com etanol) (81) e
extracdo por dioxido de carbono supercritico (82) também foram abordagens relatas
para algumas espécies vegetais estudadas visando a remocdo da gordura,

desativacdo enziméatica e remocao de componentes de interferéncia.

Extracdo por agua no estado subcritico

Um dos aspectos que faz esta técnica de extracdo uma alternativa mais
sustentavel do que outras convencionais é o uso de agua como agente extrator. A
agua é amplamente utilizada, sendo considerada atoxica, estavel, ndo reativa, ndo
inflamavel, in6cua e barata se comparada a outros solventes. Dentre as

caracteristicas que propiciam sua grande aplicabilidade na técnica, destacam-se a
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possibilidade do aumento da temperatura e presséo e as consequentes alteragdes em
suas propriedades fisico-quimicas, diminuindo a constante dielétrica, a tensédo
superficial e a viscosidade (83). Como qualquer técnica, existem vantagens como
tempos de extragdo mais curtos, melhora da molhabilidade da matriz, da difusdo do
analito, da cinética de transferéncia de massa e da solubilidade de compostos mais
apolares, e desvantagens como reducado da seletividade, degradacdo de compostos
termolabeis e propensdo a reacfes quimicas indesejadas que podem gerar
compostos téxicos (83). A eficiéncia de extracdo depende da solubilidade, da
transferéncia de massa e do efeito de matriz que podem ser modificados pelas
variacbes no tempo de extracdo, vazao, adicdo de modificadores e, principalmente,
pela temperatura (12).

A figura 3 mostra alguns dos solventes utilizados nos estudos relativos ao
método, sendo a dgua pura a mais empregada (81,5%). A agua utilizada na extracéo
deve ser previamente tratada para ndo gerar interferéncia pela presenca de
constituintes dissolvidos ou danificar 0os equipamentos por corrosao oxidativa. A
purificacdo requerida pode ser realizada por filtracdo, destilacdo e por banho
ultrassénico por pelo menos 60 minutos ou purga com gas inerte para remocao de
gases dissolvidos (12,36). O etanol também foi bastante empregado como solvente
e/ou cossolvente variando a concentracdo de 10 a 80%, além do glicerol e

modificadores de pH como acido cloridrico, acido acético e acido tartéarico.

1%
2%
6%
10% .
® jgua

agua : etanol

® 3gua : etanol : acidificante

agua : modificador de pH

m 3gua : glicerol

Figura 4. Solventes utilizados nas extragées por agua no estado subcritico.
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Adicionalmente, alteracdes de pH e uso de cossolventes foram propostos com
a finalidade de melhorar as condi¢des para obtencéo dos flavonoides. Um dos estudos
investigou a extragdo com agua no estado subcritico de cascas de kiwis verdes em
sua fase madura em pH 2,0, 3,75 e 5,5 (84). Ja outro estudo realizou seus
experimentos em raizes de alcacuz chinés extraidos sob variacdo de pH 3,0 a 11,0
(72). Os resultados demonstraram que as melhores condi¢cdes de extracdo foram em
pH 2,0 e 8,0, respectivamente. Apesar de resultados divergentes, ambos demonstram
que diferentes valores de pH podem afetar significativamente a eficiéncia extrativa da
molécula alvo. Srinivas e colaboradores (2011) estudaram a auséncia e 0 emprego de
diferentes acidificantes (pH de 2,5) sobre a eficiéncia de extracdo. Os acidificantes
empregados foram os &cidos férmico, acético, citrico e tartarico. Apesar de
apresentarem variacbes, nado foram estatisticamente significativas. Glicerol foi
utilizado como cossolvente para extrair polifendis a partir de bagaco de uva em
diferentes proporcdes 15%, 32,5% e 50% na extrac&o por agua no estado subcritico
comparando sua eficiéncia com etanol (23). Os resultados demonstraram que 0
glicerol confere ao solvente de extracdo uma maior energia de solvatacdo dos
polifendis do que o etanol. As condi¢gBes 6timas de extracdo foram com 32,5% de
glicerol para flavonois e 50% para flavandis, estilbenos e acidos fendlicos, ou seja,
uma maior quantidade de glicerol é requerida concomitante a reducdo da polaridade
da molécula. No entanto, a limitacdo do uso deste cossolvente, comparativamente ao
etanol é sua baixa volatilidade (ponto de ebulicdo de 290 °C), o que limita sua
eliminacdo, tanto na concentracdo como na secagem das solugdes extrativas
correspondentes.

Apés a consideracdo sobre os principais pontos relacionados com o agente
extrator, abordaremos sequencialmente os detalhes sobre a técnica em si,
abrangendo os tipos de extragdo, equipamentos e metodologia. Basicamente a
extracdo por agua quente pressurizada é realizada no modo dindmico ou estatico, isto
€, com ou sem renovacao continua do solvente durante a extracdo do material.
Quando a extracdo é realizada no modo dindmico o principal parametro analisado é a
taxa de fluxo. Na extracdo no modo estatico, existe a possibilidade de execucao
simples em um Unico ciclo extrativo ou multiplos estagios, caracterizando mais de um
ciclo extrativo com renovacédo do solvente. Os equipamentos utilizados para ambos

0s modos extrativos podem variar, mas algumas particularidades sé&o universais. A
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instrumentalizacdo para a extracdo por agua no estado subcritico € semelhante a
extracdo acelerada por solvente (ASE). Resumidamente, a célula de extracdo que
contém o material vegetal e a agua deve estar dentro de uma camara de aquecimento
onde seja possivel controlar a temperatura e pressdo. De uma forma mais
sistematizada, o solvente € injetado diretamente dentro da célula extrativa por uma
bomba (em que h& frequentemente um esquema de pré-aquecimento para que a
passagem pela amostra seja na temperatura operacional), um regulador de presséao
e um frasco para coleta do extrato que pode estar acoplado a um sistema de
resfriamento (85). Nesta disposi¢cdo, sdo necessarios cuidados adicionais com as
tubulacfes (para evitar o entupimento por precipitados) e como a manutencédo do
aguecimento até o dispositivo de coleta (12,22).

Entre os estudos analisados, 0 gas comumente utilizado para purga do solvente
e manutencdo da pressdo durante a extracdo de flavonoides com &gua no estado
subcritico foi o nitrogénio. Getachew e Chun (2017) estudaram a influéncia da
utilizacao de diferentes gases com e sem pré-tratamento na extracdo subcritica com
agua em residuos de café. Os autores estudaram variacOes de temperatura, pressao
(utilizando nitrogénio ou diéxido de carbono) e tipos de reatores contendo a amostra.
O maior rendimento de conteudo total de flavonoides foi obtido utilizando-se dioxido
de carbono pré-tratado com micro-ondas a 220°C e 4 MPa. Os resultados também
mostraram que as diferentes condi¢des aplicadas a 180°C e 2 MPa ou 240°C e 6 MPa
nao foram diferentes para os gases estudados.

A figura 4 mostra o perfil dos estudos analisados em relacdo ao modo extrativo
empregado, sendo 90 experimentos realizados no modo estatico dos quais 25
operaram com agitacdo e 8 realizaram mais de um ciclo extrativo. A agitacdo € um
parametro que melhora a transferéncia de massa enquanto a realizacao de multiplos
ciclos visa 0 esgotamento do material vegetal (12). A variagdo na taxa de agitacéo de
uma plataforma vibratoria para extracdo em flores de camomila foi testada entre 2 e 6
Hz, obtendo-se um resultado aumentado para o conteudo de fendis totais e
flavonoides totais com 2 Hz, sendo a menor eficiéncia obtida com 6 Hz. Nesse estudo,
verificou-se ainda que é possivel aumentar individualmente os compostos estudados
como a apigenina que foi melhor extraida com uma agitacdo de 3 Hz (68). Outro
estudo visou determinar as quantidades totais de narirutina e hesperidina das cascas

de Citrus unshiu aplicando 5 ciclos extrativos consecutivos. Os resultados
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demonstraram que 99,18% de hesperidina e 99,83% da narirutina foram extraidas no

primeiro ciclo extrativo a 160 °C em 10 minutos (47).

100
90
80 N P .

B sem agitagdo ou multiplos ciclos

70

60 B com agitacdo

50

com muiltiplos ciclos

40

30

Quantidade de estudos

18

20

10

8

Estatico Dinamico

Figura 5. Extracdo de flavonoides com agua quente pressurizada nos modos

estatico e dinamico e suas variagoes.

Como previamente mencionado, na extragdo por agua no estado subcritico
operadas no modo dindmico, a taxa de fluxo € um parametro essencial. Observou-se
gue a variacao desse parametro foi de 0,3 a 10 mL/min nos estudos investigados. Um
dos estudos explorou o efeito da taxa de fluxo na faixa de 1 a 2 mL/min a 160 °C,
observando-se que os resultados foram semelhantes quando a 1 mL/min por 30
minutos e 2 mL/min por 15 minutos, sendo a recuperacéo de flavonoides ligeiramente
aumentada com a taxa de fluxo mais alta. Entretanto, Benito-roman e colaborados
(2020) testando as taxas de fluxo de 2,5 e 6 mL/min verificaram que apds certo tempo,
nos extratos o conteudo total de flavonoides foi recuperado sem diferenca significativa.
Assim, é possivel modular a vazao e tempo de extracéo, evitando a diluicdo do extrato
ao final do processo e degradacédo dos componentes (86). A proporcao sélido-liquido
dos estudos variou de 1,00:1,95 a 1,00:500,00 para extracdes dinamicas e de 1,0:1,0
a 1,0:200,0 para extracfes estaticas. No modo estético, a propor¢do entre amostra e
solvente € um parametro relacionado com a saturagdo do solvente, assim como o
fluxo é para o modo dinamico. Dois estudos analisaram essa variavel em cascas de
kiwi e em folhas de cenoura com mistura aquosa com 2,0 a 6,0% e 1,5 a 3,5% em

peso de sdlidos totais, respectivamente. As melhores condi¢cdes encontradas para
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otimizar o conteudo total de flavonoides para as cascas de kiwi foram de 2,0% e de
1,5% para otimizacdo da obtencdo de luteolina das folhas de cenoura. Ambos os
resultados corroboram sobre a melhor eficiéncia extrativa quando quantidades
maiores de solvente s&o utilizadas (60,84).

As etapas sequenciais envolvidas na extracdo sao a molhabilidade da matriz
pelo solvente, a dessorcdo inicial dos componentes da matriz, a difusdo dos
componentes através da matriz, a particdo entre matriz e solvente e a difusdo da
camada extratora estagnada até a zona de conveccao (36). Para melhorar essas
condi¢cdes de extracdo podemos alterar as variaveis do processo como a temperatura,
pressao, tempo de extracdo, taxa de fluxo e adicdo de modificadores ou aditivos (12).
As principais variaveis que permitem o emprego da agua no estado subcritico como
agente extrator sdo a temperatura e a pressao. A presséao tem pouca influéncia sobre
as propriedades da agua, sendo modificada apenas para manté-la no seu estado
liquido, ja a temperatura é o principal parametro que modifica as caracteristicas da
agua. Em geral, altas temperaturas melhoram todos os mecanismos de extracdo, mas
guando muito elevadas podem ocasionar reducdo da seletividade, degradacéo de
analitos e reagBes quimicas gerando maior numero de contaminantes e erros
analiticos (36). Segundo os estudos analisados, verificou-se que a variacdo da
pressdo ocorreu entre 0,1034 e 22 MPa, sendo que 16 estudos nao informaram a
presséao utilizada. Em relacdo a temperatura, as melhores condi¢cdes para obtencao
dos flavonoides foram entre 100 e 250 °C. A figura 5 apresenta o perfil de temperatura
em relacdo & pressao (Figura 5a) e de acordo com a quantidade de estudos
publicados (Figura 5b).
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Figura 6. Temperatura e pressao utilizados nos estudos analisados (a) e numero de

estudos publicados e temperaturas empregadas (b).

Apenas 4 estudos verificaram a influéncia da variagdo da pressdo na
eficiéncia extrativa em condi¢bes subcriticas (41,68,69,87). Cvetanovi¢ (2018b e
2017a) realizou dois estudos em condicdes isotérmicas nas pressdes de 1, 3, 4,5, 6
e 9 MPa para a obtencdo dos extratos. Os resultados indicaram que a menor
recuperacao de flavonoides ocorreu a 1 MPa e a maior ocorreu a 4,5 MPa, ou seja,
sem a necessidade de pressdes muito elevadas para a melhor extragéo. Nos outros
dois estudos a variagcdo da pressdo ndo apresentou diferenca significativa, mas
demonstrou que o processo de extracao é mais lento em pressdes menores podendo
haver compensac¢do com o aumento do tempo de extracdo quando as pressdes de 15
e 22 MPa foram analisadas (69,88).

A extensa variacdo na eficiéncia extrativa de acordo com a temperatura é
explicada principalmente pelas estruturas flavonoidicas e as alteragdes ocorridas no
solvente. De modo geral, as substancias mais polares sao extraidas em temperaturas

menores, enquanto que as mais apolares em temperaturas maiores. A polaridade das
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cadeias laterais, a presenca de agucares e de duplas ligagfes sao pontos-chave para
seletividade do processo. Glicosideos sao extraidos em temperaturas mais baixas que
as agliconas, assim como flavonoides com a presenca de cadeias laterais polares. A
dupla ligagdo tende a promover uma estabilizacdo adicional pelo maior grau de
conjugacado da molécula, permitindo a extracdo em temperaturas mais altas. A
estabilizacao é um fator importante para a extragdo com agua no estado subcritico de
flavonoides. Quando a molécula apresenta um ponto de fusdo alto (>270 °C) e baixo
peso molecular (<320 g/mol) tende a ser extraida de maneira otimizada em
temperaturas mais altas (46,89).

Outro parametro de suma importancia, considerada uma vantagem da extracao
por agua quente pressurizada, é o tempo de extracdo reduzido em comparacdo aos
métodos convencionais (12,52). A reducdo do tempo de extracdo em altas
temperaturas pode diminuir a conversao dos compostos em produtos de degradacéo.
Os tempos extrativos empregados, segundo os artigos, variaram entre 1 e 180

minutos como mostrado na figura 6.
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Figura 7. Intervalo de tempo dos diversos estudos analisados que utilizam agua no

estado subcritico para a extracéo de flavonoides.

Seis estudos cinéticos da extracdo com agua no estado subcritico em
flavonoides foram realizados, ou seja, as variacdes ocorridas nos extratos com o
passar do tempo, a partir de intervalos pré-estabelecidos foram analisadas. O periodo
de extracdo rapida ocorre nos primeiros 20 minutos e, apds, ha um periodo
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subsequente de menor eficiéncia (22,53,84,86,88,90). Além disso, a triade tempo de
extracdo, temperatura e taxa de fluxo ou proporcao de solido-liquido devem estar
alinhadas para otimizacéo do processo. Benito-Roman et al. (2020) realizou a analise
pelo periodo mais longo de 180 min dividido em nove intervalos a 150°C, 5 MPa e
variagao da taxa de fluxo 2,5 e 6,0 mL/min. Esse estudo concluiu que a extragao de
flavonoides a partir de residuos de cascas de cebola ocorreu principalmente nos
primeiros 30 minutos e no maximo até 60 minutos, independente da vazao aplicada.
A associacao da extracdo da agua no estado subcritico com pré-extracéo para
otimizacdo também € uma abordagem que pode ser avaliada. Dentre os estudos,
apenas 6 realizaram associacdes com outras técnicas anteriormente a extracdo com
agua no estado subcritico (29,59,91-94). O campo elétrico pulsado se mostrou um
excelente aliado na extracdo relacionado a formacdo de poros irreversiveis nas
membranas das células vegetais quando em intensidade do campo elétrico acima de
1 kV/cm (91). O ultrassom também resultou na melhor recuperacao de flavonoides
guando comparado a extracdo por agua no estado subcritico ou extracdo assistida
por ultrassom individualmente (92). Porém, outro estudo demonstrou menor eficiéncia
guando comparada com a extracdo assistida por microondas (29). Outro pré-
tratamento extrativo interessante abordado para a obtencdo de flavonoides é a

aplicacao de DIC (termo inglés “Instant Controlled Pressure Drop”) (93).

Andalise dos extratos

Apés a obtencao dos extratos € preciso verificar a estabilidade dos compostos
extraidos, bem como a necessidade de poés-tratamento, tais como secagem ou
armazenamento. Os artigos demonstraram que o0s extratos resfriados, apdés a
extracdo subcritica com agua, formam precipitados contendo compostos bioativos. A
redissolucédo desses cristais com etanol pode ser uma alternativa para recuperagao
dos ativos ao extrato devido a polaridade semelhante a da 4gua em altas temperaturas
(22). Além disso, os principais procedimentos realizados pds-tratamento com agua
guente pressurizada nos extratos foram: o resfriamento, a secagem (liofilizacao,
rotaevaporacdo ou estufa), a redissolucdo em algum solvente (metanol, DMSO,
alcool), a centrifugacéo, a filtracdo com papel ou membrana (0,2 a 0,7 ym) e o

armazenamento no escuro sob refrigeragao (4 a — 80°C).
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O principal instrumento de andlise utilizado pelos estudos para identificacéo e
guantificacdo individual de flavonoides foi a cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplada a diferentes detectores e espectrometria de massas, além da quantificacéo
do conteudo total de flavonoides, flavondis ou antocianinas por diferentes métodos
colorimétricos (95). A tabela 1 dispde sobre a quantificacao dos principais flavonoides
e as condicdes extrativas aplicadas de acordo com os estudos analisados. As
condicOes extrativas que proporcionam o maior teor de flavonoides totais podem néo
ser as mesmas quando se deseja obter um flavonoide especifico. A oscilagdo nos
resultados do conteudo total de flavonoides e da quantificagdo individual pode ser
percebida no estudo de Zekovi¢ e colaboradores (2017) o qual compara os resultados
obtidos pela extracdo com agua no estado subcritico com as extracdes assistidas por
microondas e por ultrassom. O maior conteudo total de flavonoides foi obtido por 4gua
no estado subcritico (125 °C, 3,5 MPa, 30 minutos de extra¢do). Entretanto, quando
os flavonoides rutina, quercetina, luteolina, naringenina, canferol e apigenina foram
analisados individualmente, a extracdo assistida por microondas, seguida pela
extracdo assistida por ultrassom, obtiveram melhores recuperacdes do que a extracao
por agua quente pressurizada. A mesma tendéncia pode ser percebida nos trabalhos
de Liau e colaboradores (2017) e Maskovi¢ e colaboradores (2018).

A comparacdo com diferentes técnicas extrativas para verificar a eficiéncia da
extracdo por agua no estado subcritico de flavonoides foi analisada pelos autores com
extragbes convencionais (maceracdo e Soxhlet) com diferentes solventes (etanol,
acetona, metanol, agua aquecida) ou extragdes mais modernas (extracao assistida
por enzima, ultrassom e micro-ondas). Em geral, os resultados indicam que a extracéo
por agua subcritica apresenta eficiéncia maior ou semelhante as outras técnicas
comparativas em relacdo a quantificacéo de flavonoides. Apesar de sua relevancia,
esses resultados podem ser tendenciosos quando a otimizagdo é realizada somente
na extragcdo por agua no estado subcritico e ndo nas técnicas comparativas.
Cvetanovi¢ e colaboradores (2015) compararam diferentes técnicas e, apesar de
demonstrar rendimentos inferiores, o conteudo total de flavonoides obtido pela
extracdo por agua no estado subcritico ndo demonstrou diferenga estatisticamente

significativa.



28

Tabela 1: Condi¢cGes de extracdo com agua no estado subcritico e teor de flavonoides

dos estudos analisados.

Condicdes de extracao por

Flavonoide Planta* . - Teor Autor
agua no estado subcritico
Flores de Satureja 130 °C; NI; 30 min; estatico 10,04 mg/g ext (55)
kitaibelii Wierzb - Nb ' 0% Mgig ext.
Sementes e cascas de Etanol 80%; 170 °C; 1 MPa; 5 41,72 ugl/g ext. (15)
Vitis vinifera L min; estatico 7,23 pg/g ext.
Folhas de Cnidoscolus 140 °C; 10 MPa; 10 min; dindmico
aconitifolius Mill 4 mL/min 0,50 Hg/g ext (37)
Casca de Theobroma 0. . - - 0,11 mg/g ext. WP
cacao L. 150 °C; 3 MPa; 15 min; estatico 0.15 mg/g ext. MD (97)
. . Bagaco de uva Glicerol 32,5%; 150 °C; 10 MPa; 5
Epicatequina C?ar%wénére mir;)' estatico 22,17 pgl/g ext. (23)
0 . o . .
Bagago,dg uva Etanol 32,5 _/o,.150’ C 1 MPa; 30 14,41 pglg ext. (25)
arménere min; estatico
Farelo_de Sorghum 144.5 °C; NI; 21 min; estatico 112,86 mg/ g ext. (98)
bicolor L.
Brotos de Vitis vinifera om. ) . " 2,73 mg/g ext.
(TN e TR) 150 °C; 4 MPa; 40 min; estatico 2.41 mglg ext. (61)
Cacau em po6 o NI - L. 0,23 mg/g
(amostras A e B) 125 °C; NI; 3 min; estatico 0.11 mg/g (99)
Flores de Satureja o~ NI . £40
kitaibelii Wierzb 130 °C; NI; 30 min; estatico 1,68 mg/g ext. (55)
Flor o_Ie Gossypium Etanol 65%; 189_ C; NI; 60 min; 0,07 mg/g ext. (100)
hirsutum L. estatico
Casca deMC;:::us unshiu 168 °C; NI; 10 min; estatico 3,79 mg/g (82)
Exocarpos de
Castanea mollissima 120°C; 3 MPa; 20 min; estatico 2,50 mg/g ext. (101)
Blume
5,54 mg/g ext.
Frutos, folhas e caules 5 . 5 5 Mpa: 20 min; estatico 0,69 mg/g ext. (17)
de Aronia melanocarpa
1,26 mg/g ext.
Farelo_de Sorghum 144.5 °C; NI; 21 min; estatico 10,29 mg/ g ext. (98)
bicolor L.
Rutina Brotos de Vitis vinifera 0. . - - 3,71 mg/g ext.
(TN e TR) 150 °C; 4 MPa; 40 min; estatico 3.01 mg/g ext. (61)
Lavatera thuringiaca L. 140 °C; 4 MPa; 30 min; estatico 0,40 mg/mL ext. (62)
Folhas de Urtiga diolea 155 +c; 3,5 MPa; 30 min; estdtico 215,49 gl ext. (63)
Caules de Aronia 140 °C; 4 MPa; 30 min; estatico 7,34 mg/g ext. (65)
melanocarpa
Erica carnea L. 140 °C; 4 MPa; 30 min; estatico 0,40 mg/g ext. (66)
Flores de Chamomilla 15 0. 4 5 Mpa; 30 min; estatico 5,35 pg/g (68)
matricaria L.
Ga'hosn‘?gerfimbucus 100 °C; 15 MPa; 5 min: estatico 108,00 pg/g ext. (20)
Cascas de cebola 165°C; 9 - 13 MPa; 15 min; 0,58 mg/g (48)
estético
Luteolina Flores de Satureja 130 °C; NI; 30 min; estéatico 0,06 mg/g ext. (55)

kitaibelii Wierzb
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Exocarpos de

Castanea mollissima 120°C; 3 MPa; 20 min; estético 1,83 mg/g ext. (101)
Blume
Inflorescéncia de o, . - -
Matricaria recutita 100°C; 3 MPa; 30 min; estatico 63,3 pg/g ext. (96)
0,15 mg/g ext.
Frutos, folhas e caules 5 o, 5 5 Mpa: 20 min; estatico 0.33 mg/g ext. (17)
de Aronia melanocarpa
0,36 mg/g ext.
Folhas de Daucus 180 °C; 4 MPa; 20 min; estatico 0,55 mg/g ext. (60)
carota
Lavatera thuringiaca L. 140 °C; 4 MPa; 30 min; estético 0,04 mg/mL ext. (62)
Folhas de :_nga dioica 125 °C; 3,5 MPa; 30 min; estatico 3,15 ug/g ext. (63)
Caules de Aronia 140 °C; 4 MPa; 30 min; estatico 0,37 mg/g ext. (65)
melanocarpa
Erica carnea L. 140 °C; 4 MPa; 30 min; estatico 0,02 mg/g ext. (66)
Phlomis umbrosa Turcz 200 °C; 10 MPa; 20 min; estatico 0,50 mg/g (40)
Flores de Chamomilla 115 o¢. 4 5 MPa; 30 min: estético 97,19 g/g (68)
matricaria L.
Cenoura 190 °C; 10 MPa; 15 min; estatico 2,51 mg/g ext. (46)
Flores de Satureja o NI . £4i
kitaibelii Wierzb 130 °C; NI; 30 min; estatico 1,05 mg/g ext. (55)
Exocarpos de
Castanea mollissima 120°C; 3 MPa; 20 min; estéatico 0,24 mg/g ext. (101)
Blume
Folhas de
Pseuderanthemum 0. ) . -
palatiferum (Nees) 170 °C; 8 MPa; 15 min; estatico 3,46 mg/g (202)
Radlk.
,:/rlﬁlo_resg:enma o_ie 100°C; 3 MPa; 30 min; estatico 0,90 mg/g ext. (96)
atricaria recutita
Frutos, folhas e caules 0,24 mg/g ext.
- 130 °C; 3,5 MPa; 20 min; estéatico 0,21 mg/g ext. (17)
de Aronia melanocarpa
Apigenina 0,15 mg/g ext.
Farelo de Sorghum 144,5 °C: NI; 21 min; estatico 2,22 mg/ g ext. (98)
bicolor L.
Lavatera thuringiaca L. 140 °C; 4 MPa; 30 min; estatico 1,21 mg/mL ext. (62)
Folhas de Urtiga diolca 155 +c:; 3,5 MPa; 30 min; estatico 10,02 uglg ext. (63)
Caules de Aronia 140 °C; 4 MPa; 30 min; estético 0,36 mg/g ext. (65)
melanocarpa
Erica carnea L. 140 °C; 4 MPa; 30 min; estatico 0,03 mg/g ext. (66)
Phlomis umbrosa Turcz 200 °C; 10 MPa; 20 min; estatico 9,00 mg/g (40)
Flores de_Ch_amomllla 115 °C; 4,5 MPa; 30 min; estéatico 1,50 mg/g (68)
matricaria L.
Salsa 190 °C; 10 MPa; 15 min; estatico 3,76 mg/g ext. (46)
H 0 . (<] . . H .
Flor o_Ie Gossypium Etanol 65%; 189_ C; NI; 60 min; 3,12 mg/g ext. (100)
hirsutum L. estatico
Sementes e cascas de Etanol 80%; 170 °C; 1 MPa; 5 0,00 pg/g ext. (15)
Vitis vinifera L min; estatico 5,12 pg/g ext.
Residuo de Allium cepa  145°C; 5 MPa; 45 min; dindmico
L 2.5 mL/min 0,46 mg/g ext. (22)
Folhas de Cnidoscolus 140 °C; 10 MPa; 10 min; dinamico 2 14 ma/a ext 37)
Canferol aconitifolius Mill. 4 mL/min ! 99 )
Orostachys japonicus 190°C; 10 MPa; 15 min; estatico 0,06 mg/g ext. (103)
A. Berger
Exocarpos de
Castanea mollissima 120°C; 3 MPa; 20 min; estatico 0,10 mg/g ext. (201)
Blume
Folhas de Moringa 125 °C; NI; 32,5 min; dinamico 0,3 2,68 mglg ext. (38)

oleifera

mL/min
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Bagaco de uva

Glicerol 32,5%; 150 °C; 10 MPa; 5

26,36 ug/g ext.

(23)

Carménére min; estatico
0 . [} . .

Bagago'dg uva Etanol 15 /o '150 C 1 MPa; 30 20,90 pg/g ext. (25)

Carménere min; estatico

Folhas de

Pseuderanthemum om. . . "
palatiferum (Nees) 190 °C; 8 MPa; 15 min; estatico 2,43 mg/g (202)
Radlk.
Inflorescéncia de o, . - -
Matricaria recutita 100°C; 3 MPa; 30 min; estatico 35,90 ug/g ext. (96)
0,27 mg/g ext.
Frutos, folhas e caules 455 o, 3 5 \pa; 20 min: estético 0.07 mg/g ext. (17)
de Aronia melanocarpa
0,05 mg/g ext.
Brotos de Vitis vinifera 0. ) - - 17,7 mg/g ext.

(TN e TR) 150 °C:; 4 MPa; 40 min; estatico 17,5 mglg ext. (61)
Lavatera thuringiaca L. 140 °C; 4 MPa; 30 min; estético 0,03 mg/mL ext. (62)
Folhas de :_nga dioica 125 °C; 3,5 MPa; 30 min; estéatico 9,95 ug/g ext. (63)

Erica carnea L. 140 °C; 4 MPa; 30 min; estatico 0,02 mg/g ext. (66)

Flores de Chamomilla 0. ) . -
matricaria L. 115 °C; 4,5 MPa; 30 min; estatico 60,37 pg/g (68)
Folhas de Moringa 150 °C; NI; 20 min; dinamico 1
oleifera mL/min 1,73 mg/g (42)
Folhas de Hippophae 150 °C; 10,34 MPa; 15 min;
Rhamnoides estatico 46,43 ug/g ext. (104)
165 °C; 9 — 13 MPa; 15 min;
Cascas de cebola estatico 0,68 mg/g (48)
Flor de Gossypium Etanol 65%; 180 °C; NI; 60 min;
hirsutum L. estatico 22,41 mg/g ext. (100)
Sementes e cascas de Etanol 80%; 170 °C; 1 MPa; 5 0,00 pg/g ext. (15)
Vitis vinifera L min; estatico 12,41 ug/g ext.
Residuo de Allium cepa 145°C; 5 MPa; 45 min; dinamico
L 2.5 mL/min 15,40 mg/g ext. (22)
Folhas de Cnidoscolus 140 °C; 10 MPa; 10 min; dinamico
aconitifolius Mill 4 mUmin 0.78 mg/g ext. (37)
Orostachys japonicus 170°C; 10 MPa; 15 min; estatico 0,85 mg/g ext. (203)
A. Berger
Folhas. de. Kunzea 170 °C; 4 MPa; 20 min; estatico 6,35 mg/g ext. (58)
ericoides
Exocarpos de
Castanea mollissima 120°C; 3 MPa; 20 min; estatico 0,62 mg/g ext. (101)
Blume
Folhas d_e Moringa 125 °C; NI; 32,5 min; dindmico 0,3 34,00 mg/g ext. (38)
oleifera mL/min

Bagaco de uva Glicerol 32,5% 150 °C; 10 MPa; 5 0.26 ma/a ext 23)

Quercetina Carménére min; estatico ' 9/g ext.
0/ ors- .

Be(tzga(;o,de\ uva Etanol 15 /o .150 C 1 MPa; 30 43,14 uglg ext. (25)

arménere min; estatico
Frutos, folhas e caules . . 1,40 mg/g ext.

' 130 °C; 3,5 MPa; 20 min; estéatico 0,10 mg/g ext. a7
de Aronia melanocarpa

0,25 mg/g ext.
Brotos de Vitis vinifera om. . . . 21,3 mg/g ext.
(TN e TR) 150 °C; 4 MPa; 40 min; estatico 15.9 mg/g ext. (61)
Casca e polpa de 250 °C; 0,02 a 5 MPa; 15 min;

Allium cepa L. estatico 2,02 mg/g (18)
Lavatera thuringiaca L. 140 °C; 4 MPa; 30 min; estatico 0,36 mg/mL ext. (62)
Folhas de E”'ga dioica 155 o¢. 3.5 MPa; 30 min; estatico 25,51 ug/g ext. (63)

Caules de Aronia 140 °C: 4 MPa; 30 min; estatico 0,79 mg/g ext. (65)
melanocarpa

Erica carnea L. 140 °C; 4 MPa; 30 min; estatico 0,28 mg/g ext. (66)
Folhas de Fagopyrum 180 °C; NI; 10 min; estatico 1,00 mg/g ext. (105)

esculentum
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Galhos de Sambucus

nigra L 100 °C; 15 MPa; 5 min; estatico 10,70 pg/g ext. (20)
Folhas dg Moringa 150 °C; NI; 20 min; dinamico 1 1,49 mglg (42)
oleifera mL/min
Cascas de Allium cepa 110°C; 3,45}!\/_IPa; 15 min; 44,4 mg/g ext. (45)
estatico
Cascas de cebola 165°C;9- 1?,’ MPa; 15 min; 16,29 mg/g (48)
estatico
Houttuynia cordata o ) Lt At 11.12 ua/mL
Thunb 100 °C; 5 MPa; 30 min; estatico ,12 ug/mL ext. (106)
Sementes e cascas de Etanol 80%; 170 °C; 1 MPa; 5 96,33 pg/g ext. (15)
Vitis vinifera L min; estatico 1,11 ug/g ext.
Folhas. de. Kunzea 170 °C; 4 MPa; 20 min; estatico 7,33 mg/g ext. (58)
ericoides
Casca de Theobroma 0. ) - L. 1,47 mg/g ext. WP
cacao L. 150 °C; 3 MPa; 15 min; estatico 1,48 mg/g ext. MD (97)
H 0, or. .
Baga(;o'de‘ uva Glicerol 50@ _150 C 10 MPa; 5 39,26 pglg ext. 23)
Carméneére min; estatico
0/n" or. .
Bagago,dq uva Etanol 32,5 4),.150’ C 1 MPa; 30 23,32 pglg ext. (25)
arménere min; estatico
Catequina Brotos de Vitis vinifera . . . - 5,42 mg/g ext.
(TN e TR) 150 °C; 4 MPa; 40 min; estatico 5,92 mg/g ext. (61)
Cacau em p6 I - L. 0,89 mg/g
(amostras A e B) 125 °C; NI; 3 min; estatico 0.63 mg/g (99)
Folhas de Fagopyrum 180 °C; NI; 10 min; estatico 0,12 mg/g ext. (105)
esculentum
gréos de café, duas 13,55 mg/g ext.
variedades Coffee 11,51 mg/g ext.
arabica (Et, Gua e Mex) 180 °C; 3 MPa; 10 min; estatico 6,23 mg/g ext. (71)
e Coffee robusta (Bra e 6,31 mg/g ext.
Vie) 6,70 mg/g ext.
Sementes e cascas de Etanol 80%; 170 °C; 1 MPa; 5 18,14 pg/g ext. (15)
Vitis vinifera L min; estatico 2,03 pg/g ext.
. . Bagaco de uva Glicerol 50%; 150 °C; 10 MPa; 5
Epigalocatequina Carménere min: estatico 83,85 ug/g ext. (23)
0/n" o .
Bagago'de‘ uva Etanol 32,5 ./(),-150, C 1 MPa; 30 67,66 pglg ext. (25)
Carménére min; estatico
Casca deMC;:rC“S unshiu 153 °C; NI; 15 min; estatico 15,05 mglg (82)
Casca de Citrus unshiu 150 °C; 10 MPa; 15 min; estatico 46,96 mg/g ext. (91)
Casca de Citrus unshiu 160 °C; 5 MPa; 30 min, dinamico 50,03 mg/g ext. (86)
2 mL/min
. 150 °C; 10 MPa; 5 min; dinamico
Cascas de laranja 10 mL/min 22,99 mg/g (207)
. Cascas de Citrus 160 °C; 5 MPa; 15 min; dinamico
Hesperidina unshiu 2,25 mL/min 44,62 pg/g ext. (51)
Cascas de laranja 150 °C; 10 MPa; 12 min; dinamico
desengorduradas 10 mL/min 188,00 mg/g ext. (85)
Casca de Citrus unshiu 130°C;9- 14,' MPa; 15 min; 76,00 mg/g (41)
estatico
Laranja 170 °C; 10 MPa; 10 min; estatico 56,48 mg/g ext. (46)
Frutos de Citrus unshiu 160 °C; 1,0.’13, MP_‘"‘; 10 min; 72,00 mg/g 47)
estético; 5 ciclos
Casca deMC;:rC”S unshiu 140 °C; NI; 15 min; estatico 5,05 mglg (82)
Casca de Citrus unshiu 190 °C; 10 MPa; 5 min; estético 9,76 mg/g ext. (91)
. . 160 °C; 5 MPa; 30 min; dinamico
Narirutina Casca de Citrus unshiu 2 mL/min 9,28 mg/g ext. (86)
. 150 °C; 10 MPa; 5 min; dindmico
Cascas de laranja 10 mL/min 1,95 mg/g (207)
Cascas de Citrus 160 °C; 5 MPa; 15 min; dindmico
unshiu 2,25 mL/min 8,76 mg/g ext. (51)
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Cascas de laranja

150 °C; 10 MPa; 12 min; dinamico

desengorduradas 10 mL/min 21,98 mg/g ext. (85)
Casca de Citrus unshiu 130, . € 9 - 14 MPa; 15 min; 34,00 mg/g (42)
estético
Toranja 170 °C; 10 MPa; 10 min; estético 8,08 mg/g ext. (46)
Frutos de Citrus unshiu 160°°C; 1,0.’13_ MP_a; 10 min; 11,7 mg/g 47)
estético; 5 ciclos
Residuo de Allium cepa  145°C; 5 MPa; 45 min; dinamico
L 2.5 mL/min 0,48 mg/g ext. (22)
Isorhamnetina Folhas de Hlppophae 150 °C; 10,34, MPa; 15 min; 112,65 uglg ext. (104)
Rhamnoides estético
Cascas de cebola 165°C; 9 - 1% MPa; 15 min; 0,54 mg/g (48)
estético
Residuo de Allium cepa  145°C; 5 MPa; 45 min; dinamico
L 2.5 mL/min 0,49 mg/g ext. (22)
Folhas de Cnidoscolus 140 °C; 10 MPa; 10 min; dinamico
L aconitifolius Mill. 4 mL/min 1,68 mg/g ext. (37)
Miricetina Brotos de Vitis vinifera 55,7 mg/g ext
(TN e TR) 150 °C; 4 MPa; 40 min; estatico 55.6 mg/g ext. (61)
Folhas d_e Moringa 150 °C; NI; 20 min; dinamico 1 1,50 mg/g (42)
oleifera mL/min
Casca de Citrus unshiu 160°C;5 Mgir;ll?/(r)nrirr]nm; dinamico 0,10 mg/g ext. (86)
Nobiletina Cascas de Citrus 160 °C; 5 MPa; 15 min; dinamico 0.09 ma/d ext (51)
unshiu 2,25 mL/min ' 9/g ext.
Casca de Citrus unshiu 160 °C; 5 MPa; 30 min, dinamico 0,05 mg/g ext. (86)
Tangeretina 2 mL/min
9 Cascas de Citrus 160 °C; 5 MPa; 15 min; dinamico 0.05 ma/a ext (51)
unshiu 2,25 mL/min ! 9/g ext.
Cascas de Citrus 160 °C; 5 MPa; 15 min; dindmico
unshiu 2,25 mL/min 0,14 mg/g ext. (51)
Inflorescéncia de o. . . At
Matricaria recutita 100°C; 3 MPa; 30 min; estatico 5,87 pg/g ext. (96)
Frutos, folhas e caules . ” 0,17 mg/g ext.
. 130 °C; 3,5 MPa; 20 min; estéatico 0,03 mg/g ext. a7
de Aronia melanocarpa
0,07 mg/g ext.
Brotos de Vitis vinifera 0. ) . " 2,10 mg/g ext.
(TN e TR) 150 °C; 4 MPa; 40 min; estatico 2.04 mg/g ext. (61)
Lavatera thuringiaca L. 140 °C; 4 MPa; 30 min; estatico 0,02 mg/mL ext. (62)
Naringenina Folhas de lLnga dioica 125 °C; 3,5 MPa; 30 min; estatico 4,48 ug/g ext. (63)
Caules de Aronia 140 °C; 4 MPa; 30 min; estatico 0,17 mg/g ext. (65)
melanocarpa
Erica carnea L. 140 °C; 4 MPa; 30 min; estatico 0,01 mg/g ext. (66)
Flores de_Ch_amomllla 115 °C; 4,5 MPa; 30 min; estéatico 7,87 uglg (68)
matricaria L.
Casca de Citrus unshiu 190°°C; 9 — 14 MPa; 15 min; 7,00 mg/g (41)
estético
Toranja 170 °C; 10 MPa; 15 min; estético 2,32 mg/g ext. (46)
Madeira de Populus 150 °C; 22 — 24 MPa; 35 min;
tremula dindmico 1 mL/min 9,80 mg/g ext. (88)
Subproduto de 140 °C: 3,75 MPa; 5 min; estatico 0,54 mg/g (24)
Genistina Glycine max
Flocos de soja 110 °C; 4,52 MPa; 138 min; 1.90 ma/ (108)
desengordurados estatico ' 99
Subpr_oduto de 140 °C; 3,75'I\/.IPa; 95 min; 0,42 mg/g (24)
Glycine max estatico
Daidzina Erva Radiz Puerariae 141°C:5 MPaC;iSIE(S)émn; estatico; 2 9,00 mg/g (209)
Flocos de soja 110 °C; 4,52 MPa; 138 min;
desengordurados estatico 1,80 mg/g (108)
Naringina Infloresceéncia de 100°C; 3 MPa; 30 min; estético 3,42 ug/g ext. (96)

Matricaria recutita
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Brotos de Vitis vinifera 11,30 mg/g ext.

150 °C; 4 MPa; 40 min; estatico (61)

(TNeTR) 14,10 mg/g ext.
Flores de Chamomilla 415 0. 4 5 Mpa; 30 min; estatico 2,32 pglg (68)
matricaria L.

170 °C; 9 — 14 MPa; 15 min;

Casca de Citrus unshiu estatico 8,00 mg/g (42)

Toranja 170 °C; 10 MPa; 10 min; estatico 78,14 mg/g ext. (46)
Madeira de Populus 150 °C; 22 — 24 MPa; 35 min;

tremula dindmico 1 mL/min 10,61 mg/g ext. (88)

NI: ndo informado; ext: extrato; MD: secagem por atomizacdo com maltodextrina; WP secagem por
atomizacao com proteina de soro de leite; TN: Touriga Nacional; TN: Tinta Roriz; *Descri¢éo da planta
de acordo com o informado pelo artigo primario

Os produtos de degradacdo sdo parametros de estabilidade importantes para
0 monitoramento da extracdo. Acima de 250°C por mais de 30 minutos ocorre a
degradacéo generalizada das estruturas flavonoidicas (46,89). O monitoramento da
degradacdo pode ser realizado pela analise de produtos resultantes da reacdo de
Maillard, tal como hidroximetilfurfural (HMF) (110), composto toxico cuja formacéo
deve ser evitada. Assim, ndo basta extrair elevadas quantidades dos flavonoides de
interesse, € necessario reduzir ao maximo a formacao destes subprodutos (82). A
formacéao de substancias poliméricas como subproduto, por sua vez, pode ser medida
por meio da absorbancia em 420 nm caracteristica de substancias poliméricas
marrons como as melanoidinas (58). Acima de 120 °C as reacfes de degradacgao
podem ser iniciadas aumentando a criticidade acima de 180 °C (111) e em periodos
mais longos de extracdo (59). Cabe observar que os subprodutos formados pela
reacdo de Maillard podem, eventualmente, contribuir para a atividade antioxidante dos
extratos (112),

E importante ressaltar que para a realizagdo de uma andlise com éxito é
necessario efetuar a validacdo do método analitico de escolha, bem como executar
procedimentos operacionais padrdo e padronizar um protocolo para realizacdo do
estudo. A otimizacdo dos parametros extrativos pode ser desenvolvida por meio de
desenhos experimentais e modelos matematicos que satisfacam as condicdes a
serem melhoradas apos identificagdo das varidveis que influenciam o processo. Nos
estudos que realizaram essas analises houve uma grande taxa de correlacédo entre os
resultados preditos e reais, por isso, ressaltamos a importancia da metodologia de
superficie de resposta (RSM) como Box-Behnken design (BBD) para o aprimoramento
da extracdo de flavonoides pelo método em questdo. O reconhecimento da etapa

limitante do processo extrativo também pode ser Util, por exemplo, se a cinética de
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extracdo é limitada pela dessorcéo e difusdo dentro dos poros da matriz da amostra
nao sera possivel melhorar a taxa de extracdo pelo aumento do fluxo (36). Modelos
como particionamento termodinamico, transferéncia de massa e cinética de dessorcéo
podem ajudar no entendimento das variaveis que atuam sobre o processo (53). Além
disso, existe uma dificuldade experimental na medicao da solubilidade de compostos
ativos em condic¢des subcriticas, por isso, uma ferramenta interessante para predicao

€ o0 parametro de solubilidade de Hansen (36).

Consideragdes finais

A extracdo por agua no estado subcritico € uma técnica capaz de extrair de
maneira eficiente os flavonoides de diferentes matrizes vegetais, sendo considerada
de baixo custo, rapida e sustentavel por gerar residuos de descarte e tratamento mais
simples que muitos resultantes de métodos extrativos convencionais. Como
apresentado, existem diversos parametros que necessitam de otimizagao para atingir
bons rendimentos em flavonoides concomitantemente a baixos niveis de extracédo de
interferentes. As caracteristicas do material-vegetal, método de extracdo e
processamento dos extratos s&o alguns desses parametros. Vale ressaltar que alguns
parametros sdo considerados mais criticos para a técnica de extracdo com agua no
estado subcritico, como o caso da temperatura que se relaciona com a seletividade
de extracao das estruturas flavonoidicas. Devido a grande variabilidade experimental
nos estudos analisados, incluindo matéria-prima e equipamentos utilizados, uma das
limitagcbes encontradas pela presente revisdo foi a comparagao direta entre 0s
resultados dos estudos. De modo geral, ndo é possivel prever a eficiéncia de extragéo
de flavonoides nas diversas espécies utilizando a extracdo com agua no estado
subcritico, por isso recomenda-se realizar testes preliminares de bancada para definir

0s parametros a serem aplicados no processo extrativo.

Além disso, sdo necessarios estudos para a separacdo de eventuais
subprodutos téxicos formados, assim como desenvolver estratégias de estabilizacao
dos flavonoides durante o processo extrativo por agua no estado subcritico, com vistas
a evitar a sua degradacdo. Em seu conjunto, as diversas vantagens da técnica de

extracdo de substancias bioativas de interesse a partir de matérias primas vegetais,
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especialmente a de se constituir uma tecnologia limpa e sustentavel sdo motivadoras

de estudos para o seu aprimoramento e aplicacdo a extracao de flavonoides.
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2.1. O conteudo integral publicado na Revista Fitos (Farmanguinhos/Fiocruz) passa pelo processo de
revisdo por pares (Peer review). Inicialmente os manuscritos submetidos sdo direcionados aos editores
cientificos, para avaliag&o inicial quanto ao atendimento das normas requeridas para envio dos originais e
0 mérito do trabalho, decidindo assim, sobre a aprovacao de sua submissdo, com ou sem alteragées. Na
sequéncia, o artigo é enviado para um processo de avaliagédo por pares, duplo-cega, selecionados de um
cadastro de revisores de instituicdes nacionais e internacionais. Apds receber os pareceres dos avaliadores,
os Editores Cientificos/Associados decidirdo pela aceitagdo do manuscrito sem modificagbes, pela
devolucgéo aos autores com sugestdes de modificagdes ou pela rejeicdo. Os Editores Cientificos/Associados
tém a responsabilidade de reencaminhar o artigo aos autores para esclarecimentos, tantas vezes quanto
necessario, e, a qualquer momento, por decisdo dos Editores o documento pode ter sua recusa

determinada. Cada nova versao é analisada pelos Editores Cientificos, que detém o poder da decisao final.

3. Normas para submissao e apresentacao do manuscrito

3.1. A Revista Fitos publica artigos cientificos inéditos e originais, que ndo estejam em avaliagdo simultanea
em nenhum outro periddico, cuja identificagdo fard com que o manuscrito seja desconsiderado para

publicagéo.
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3.2. Nao ha cobranga de taxas para submissao, avaligao e publicagdo dos artigos.

3.3. Sao aceitos manuscritos em portugués, inglés e espanhol.

3.4. Todos os artigos sao publicados em formato PDF e HTML.

3.5. O contetudo integral da Revista Fitos de livre acesso, esta disponibilizado no site

http://www.revistafitos.far.fiocruz.br/, com licenca de publicacéo CcC BY 4.0

(https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/).

3.6. Os manuscritos deverao ser acompanhados pelo Termo de Cesséo de Direitos Autorais preenchido e

assinado individualmente, por todos os autores, e inserido no sistema no momento da sua submissao. Baixe

aqui o Termo.

4. Formatagao do Manuscrito

4.1. O manuscrito deve ser redigido com fonte Arial tamanho 12, em folha configurada em tamanho A4,
com espacgo 1,5 e margem de 3 cm de cada um dos lados, incluindo as referéncias bibliograficas e

titulos/legendas de tabelas e ilustragdes.

4.2. O arquivo devera apresentar-se em formato digital, extens&o “doc” ou “docx”. Arquivos em Adobe® PDF

format (.pdf files) ndo serdo aceitos.

4.3. No cabegalho, antes do Titulo deve ser informado a segdo: perspectiva, debate, artigo de pesquisa, revisao,

relato de experiéncia, comunicagao breve, monografia de planta(s) medicinal(is), resenha, carta ao editor.

4.4. A organizagdo do manuscrito deve seguir a ordem: titulo, resumo em portugués, resumo em inglés,
texto, agradecimentos, referéncias bibliograficas, tabelas (cada tabela completa, com titulo e legendas,
inseridas no corpo do texto), figuras (cada figura completa, com titulo e legendas, inseridas no corpo do

texto). Para mais informagdes, consultar Secdes dos manuscritos.

4.5. O Titulo e os Subtitulos, em negrito, devera ter a primeira palavra escrita com a primeira letra maiuscula.
4.6. Nao serdo aceitas notas de rodapé.

4.7. Siglas devem ser escritas por extenso, quando aparecem a primeira vez no texto, incluindo Resumo e Abstract.

5. Fontes de Financiamento

5.1. Os autores devem declarar todas as fontes de financiamento ou suporte, institucional ou privado de

auxilio a pesquisa.
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6. Conflito de Interesses

6.1. Caso haja conflito de interesse, que envolva o manuscrito, este devera ser informado no formulario

de submisséao.

7. Colaboradores e ORCID

7.1. Especificar as contribuigdes individuais de cada autor na elaboragéo do artigo. Os critérios de autoria
devem basear-se nas deliberagcées do ICMJE, que estabelece o seguinte: o reconhecimento da autoria
deve estar baseado em contribuicdo substancial relacionada aos seguintes aspectos: 1. Concepgéo e
projeto ou andlise e interpretacdo dos dados; 2. Redacgé&o do artigo ou revisdo critica relevante do conteudo
intelectual; 3. Aprovacao final da versdo a ser publicada; 4. Ser responsavel por todos os aspectos do
trabalho na garantia da exatidédo e integridade de qualquer parte da obra. Essas quatro condicbes devem

ser integralmente atendidas. (Tutorial)

Todos os autores deverdo informar o niumero de registro do ORCID no cadastro de autoria do artigo. Nao

serdo aceitos autores sem registro.

7.2. Os autores mantém o direito autoral da obra, concedendo a Revista Fitos o direito de primeira publicagéo.

8. Agradecimentos

8.1. Opcionais.

8.2. Devem ser breves e objetivos. Somente devem ser mencionadas as pessoas ou instituicdes que

contribuiram significativamente para o estudo, mas que nao tenham preenchido os critérios de autoria.

9. Referéncias

9.1. As referéncias devem ser numeradas e ordenadas na sequéncia das citagdes no texto. As citagdes no
texto devem ser identificadas por algarismos arabicos, entre chaves e sobrescritos. Seguir a sequéncia da

numeracao das citagdes, também, nas tabelas, caso haja.
9.2. Devem ser formatadas no estilo Vancouver, também conhecido como o estilo Uniform Requirements.

9.3. Artigos aceitos para publicagdo, mas ainda nao publicados podem ser citados desde que seja feita a

indicacéo da revista e que o respectivo artigo esta na pré-publicacdo em “Ahead of Print”.

9.4. Os titulos dos periddicos devem ser abreviados conforme recomenda o Index Medicus; uma lista com
suas respectivas abreviaturas pode ser obtidas através da publicagdo da NLM “List of Serials Indexed for

Online Users”, disponivel no endereco www.nlm.nih.gov/tsd/serials/Isiou.html. Para visualizar alguns

exemplos do modelo adotado pela Revista Fitos. Para mais informagdes, consulte 0 documento “Exemplos

de Referéncias”.
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10. Nomenclatura Cientifica

Para os nomes cientificos devem ser seguidas as regras de nomenclatura botéanica e zooldgica, bem como

as abreviaturas e convengdes especificas.

10.1. Nomenclatura Botanica

Os nomes cientificos de plantas devem ser escritos de acordo com o Cddigo Internacional de
Nomenclatura Boténica, sem abreviaturas no resumo/abstract e no corpo do texto, para cada
espécie citada pela primeira vez, mas quando varias espécies pertencerem ao mesmo género basta
citar apenas para a primeira (por exemplo, Mentha piperita e M. acuta). A autoria da espécie (por
exemplo, L., Opiz) é necessaria apenas na segéo de Metodologia, de acordo com o The International
Plant Names Index (www.ipni.org) e com a Flora do Brasil 2020 (http://floradobrasil.jbrj.gov.br/) .
Cultivares ou variedades devem ser correlacionados ao nome cientifico (por exemplo, Ximenia
americana var. inermis). Os autores devem informar na Metodologia/Material e Métodos o espécime

e numero do voucher de referéncia das plantas utilizadas ou outro material examinado.

11. Etica e Integridade em Pesquisa

12.1. Os manuscritos de pesquisas envolvendo animais e/ou seres humanos deverédo ser acompanhados
do Certificado de Aprovagdo de um Comité de Etica em Pesquisa, emitidos pela instituicdo de origem do(s)

autor(es), cujo numero do protocolo devera ser citado no texto.

12.2. As autorizagdes para acesso ao patrimdnio genético e ao conhecimento tradicional associado devem

ser apresentadas e citadas no corpo do texto quando pertinente.
Antes de submeter o0 manuscrito € importante que o(a)s autore(a)s observem/verifiquem:

a) estilo cientifico: deve ser informativo, racional, baseado em dados concretos, onde podem ser aceitos

argumentos de ordem subjetiva, desde que explanados sob um ponto de vista cientifico;

b) vocabulario técnico: a comunicagdo cientifica deve ser feita com termos comuns, que garantam a
objetividade da comunicagdo. Porém, deve ser observado que cada area cientifica possui seu vocabulario

técnico proprio;

c) corregao gramatical: a observagao da corregéo do texto deve ser feita com cuidado, evitando-se o uso
excessivo de oragdes subordinadas em unico paragrafo, o excesso de paragrafos, lembrando que cada

paragrafo encerra uma pequena ideia defendida no texto, logo, encerrada a ideia, muda-se o paragrafo.

d) testar todos os hiperlinks das referéncias; passando o mouse por cima dos hiperlinks verifique se os

enderegos informados estao corretos (Tutorial);
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e) realizar o checklist para fazer a verificagao final. Baixe aqui o checklist.

Finalizamos, lembrando que a submissdo do manuscrito s6 sera aceita se 0 mesmo atender plenamente a

Instrucdo aos Autores.
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