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RESUMO 

 

O molho de soja fermentado é o condimento líquido mais consumido em nível mundial. 

Dentre 10 a 20% da massa de shoyo produzido torna-se rejeito rico em óleo, fibras, proteínas, 

isoflavonas, celulose e aminoácidos. O aproveitamento deste resíduo para a obtenção de 

subprodutos é bastante atrativo, uma vez que agrega valor a um material que é descartado ou 

utilizado como ração animal. Neste sentido, o atual trabalho teve como objetivo o estudo da 

extração supercrítica de resíduo de molho shoyo. Foram analisados os efeitos da pressão (200 

e 250 bar), da temperatura (40 e 60 °C) e a adição de cossolventes (etanol e hexano) no 

rendimento e composição dos extratos. Por meio das curvas globais de extração e de modelos 

reportados na literatura (logístico e splines) foi realizada uma análise de comportamento 

cinético de extração supercrítica. O método Soxhlet foi executado utilizando etanol, acetona e 

hexano como cossolventes para fins de comparação. As extrações supercríticas apresentaram 

rendimentos entre 15,93 e 20,51%. A variação de pressão foi estatisticamente significante 

nestes resultados, ao contrário da adição de cossolvente e variação da temperatura. O modelo 

splines ajustou bem todas as curvas globais de extração, ao contrário do modelo logístico. No 

método Soxhlet, o rendimento variou de 25,16 a 31,03%, sendo o etanol o solvente que 

apresentou o melhor resultado. O resíduo, que foi submetido à um processo de remoção de 

sal, apresentou quantidades significantes de fibras (38,20 g/g resíduo processado), 

carboidratos (37,31 g/g resíduo processado) e proteínas (13,90 g/g resíduo processado), 

podendo ser utilizado para suplementação alimentar. Os extratos obtidos mostraram ácido 

linolênico em maior quantidade, seguido de ácido oleico, ácido palmítico e ácido linolênico. 

Eles apresentaram atividade antioxidante ligeiramente ativa, compostos fenólicos entre 176,43 

e 60,5 mg rutina/100 g resíduo processado seco e flavonoides entre 82,42 e 7,05 mg ácido 

gálico equivalente/100 g resíduo processado seco. Sendo assim, otimizar o uso do resíduo de 

molho shoyo geraria subprodutos, reduziria custos com o tratamento do mesmo, problemas 

ambientais e tornaria a produção de molho shoyo mais sustentável.  

 

Palavras-chave: resíduo de molho shoyo, compostos bioativos, cinética de extração 

supercrítica  
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ABSTRACT 

 

Soy sauce is the most popular liquid condiment around the world. Between 10 and 20% of the 

shoyu mass produced becomes waste rich in oil, fibers, proteins, isoflavones, cellulose and 

amino acids. Use this waste to obtain by-products becomes quite attractive, because it adds 

value to a material usually discarded in the environment or used as animals feed. That way, 

this work aimed to study of supercritical extraction of shoyu mash residue. The effects of 

pressure (200 and 250 bar), temperature (40 and 60 °C) and addition of cosolvents (ethanol 

and hexane) on the yield and composition of extracts were valuated. A kinetic behavior 

analysis of supercritical extraction was made through the global extraction curves and models 

reported in the literature (logistic and spline). Soxhlet method was applied using ethanol, 

acetone and hexane as cosolvents for comparison purposes. The yields obtained by 

supercritical extractions varied between 15.93 and 20.51%. The pressures influenced in these 

results, as opposed to the addition of cosolvent and temperature variation. Spline model 

presented a good fit for all the global extraction curves, unlike the logistic model. In Soxhlet 

extraction, the yield ranged from 25.16 to 31.03%, and ethanol was the solvent with the best 

performance. The residue, which was submitted to a salt removal process, presented 

significant amounts of fibers (38.20 g/g processed residue), carbohydrates (37.31 g/g 

processed residue) and proteins (13.90 g/g processed residue), and can be used for food 

supplementation. The extracts obtained showed linolenic acid in major quantity, followed by 

oleic acid, palmitic acid and linolenic acid. The extracts also showed slightly active 

antioxidant activity, phenolic compounds between 176.43 and 60.5 mg rutin/100 g dry 

processed residue and flavonoids between 82.42 and 7.05 mg salic acid equivalent/100 g dry 

processed residue. Thus, optimizing the use of soy sauce residue would generate by-products, 

reduce costs with its treatment, environmental problems and turn the production of shoyu 

more sustainable. 

 

Key words: soy sauce residue, bioactive compounds, supercritical extraction kinetics 
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CAPÍTULO 1 

INTRODUÇÃO 

 

De acordo com a Embrapa, a produção mundial de soja no ano de 2022 foi de 

aproximadamente 355.588 milhões de toneladas; somente no Brasil foram produzidas 

123.829,5 milhões de toneladas. Seus grãos são utilizados para a produção de alimentos, 

ração, biodiesel, plásticos, lubrificantes, medicamentos e cosméticos. O consumo frequente 

desta leguminosa pode estar associado à redução de taxas de determinados cânceres e de 

doenças cardiovasculares (BARNES, 1998; YAMORI, 2006). Estudos têm demonstrado que 

seus fitoquímicos também protegem contra a obesidade, irritações no trato digestivo, doenças 

renais (FRIEDMAN; BRANDON, 2001), podem prevenir osteoporose, diabetes, doenças 

autoimunes e evitar sangramento de nariz em pessoas com telangiectasia hemorrágica 

hereditária (BARNES, 1998; LI et al., 2018).  

  Existe uma ampla gama de produtos alimentares feitos à base de soja, como 

chocolates, leites, farinhas, temperos, molhos e queijos. Dentre eles, um dos condimentos 

mais consumido mundialmente é o molho de soja fermentado, também conhecido como 

molho shoyo. Ele surgiu na China há cerca de 2.200 anos, com o intuito de preservar e 

melhorar o sabor dos alimentos, uma vez que sal era uma mercadoria cara (DIEZ-SIMON et 

al., 2020). Foi incorporado na culinária asiática e, atualmente, tem se tornado popular nos 

países ocidentais. Tal como a soja, ele também possui propriedades benéficas ao organismo. É 

anticarcinogênico, antimicrobiano, antioxidativo, antialérgico e antiplaquetário 

(KOBAYASHI, 2005). 

As formas de produção do molho shoyo são diversas e sua característica varia com os 

tipos e proporções das matérias-primas e microrganismos, e das condições de fermentação 

(KOBAYASHI, 2005). Segundo Diez-Simon et al. (2020), para seu preparo são necessários 

basicamente 5 ingredientes: soja como fonte de proteína, trigo ou milho como fonte de 

carboidratos, sal, água e levedura. As leveduras utilizadas são as bactérias Aspergillus oryzae 

ou Aspergillus sojae, por serem tolerantes ao sal e ao ácido láctico. O processo pode se dar 

por meio de fermentação tradicional ou por hidrólise química. No primeiro, as proteínas e 

carboidratos das matérias-primas são hidrolisados vagarosamente por microrganismos em 

temperatura inferior a 30 °C por mais de 6 meses. No segundo, a hidrólise acontece 

rapidamente a 80 °C durante 8 a 10 horas com adição de ácido clorídrico (FUKUSHIMA, 

1981). Apesar de ser um processo mais rápido, a hidrólise química não é reconhecida pelos 
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governos da China e do Japão como um método para produção de molho shoyo (DIEZ-

SIMON et al., 2020; KATAOKA, 2005).  

No ano de 2019, o mercado global de molho shoyo movimentou 40,63 bilhões de 

dólares. Estima-se que em 2027, esse valor atingirá 56,67 bilhões de dólares (FORTUNE 

Business Insights). O rápido desenvolvimento da indústria de molho shoyo está levando à um 

aumento da quantidade de rejeitos gerados durante a produção. Este resíduo comumente é 

descartado na natureza ou em aterros, e pode ser utilizado como fertilizante, incinerado ou 

adicionado à alimentação animal. Essas ações, entretanto, podem gerar sérios problemas, 

como a salinização da terra, doenças pecuárias, corrosão de fornos e formação de dioxina, 

uma substância altamente tóxica. Isso devido ao alto teor de sal da sua constituição que 

corresponde a cerca de 4,32% em base úmida (SHIRAI et al., 1998; XIANG et al., 2019; 

YAMOMOTO et al., 2006; MURASAWA; KOSEKI; IWATA, 2012).  

Embora a alta salinidade seja uma limitação para o uso deste rejeito (SHIRAI et al., 

1998), novas aplicabilidades começaram a ser investigadas, pois há muitos componentes que 

não foram degradados durante a fermentação e possuem valor agregado, como óleo, fibras, 

isoflavonas, celulose, proteínas, aminoácidos, dentre outros (NAGAI et al., 2012; ZHAO et 

al., 2014; CHEN et al., 2014). Além disso, a sociedade atual tem se preocupado cada vez mais 

com os impactos causados por resíduos descartados no meio ambiente (ALVAREZ et al., 

2019).  

A literatura retrata algumas formas de se remover estes componentes de maior valor 

agregado desse rejeito. As isoflavonas, comumente são extraídas a partir da mistura do 

substrato em solventes seguido de filtração (YAMAMOTO et al., 2006). Chen et al. (2014) e 

Rostagno, Araújo e Sandi (2002) relataram outros procedimentos para aumentar o rendimento 

da extração, como: aquecimento assistido por micro-ondas, extração líquida pressurizada, 

extração com água superaquecida, extração assistida ultrassônica e Soxhlet. A maior 

desvantagem dessas técnicas é o consumo de grandes quantidades de solventes que, na 

maioria das vezes, são tóxicos. Isso acarreta em possível contaminação do produto e do meio 

ambiente e gera gastos extras com descarte. Além disso, esses processos possuem longos 

tempos de extração, não podem ser automatizados, possuem seletividade restrita e requerem 

etapas de pré-purificação, evaporação e concentração adicional que podem resultar em perdas 

e degradação dos analitos (ROSTAGNO; ARAÚJO; SANDI, 2002; LÓPEZ-BASCÓN E 

CASTRO, 2020). 
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O óleo, que representa cerca de 36,21% da composição do resíduo de molho shoyo em 

base úmida (XIANG et al., 2019), possui um alto valor de ácidos graxos, sendo uma matéria-

prima promissora para a produção de biodiesel (CHEN et al., 2014). Zhao et al. (2014) 

relatam a possibilidade de utilizá-lo na alimentação animal após uso de destilação com 

membrana. Diversas técnicas podem ser usadas para sua extração: solvente orgânico, pressão 

mecânica, extração supercrítica, nova extração de transição de fase contínua sob baixa 

temperatura e catálise com ácido sulfúrico concentrado ou uma base sólida (ZHAO et al., 

2014; CHEN et al., 2014; XIANG et al., 2019). Porém, assim como as técnicas empregadas 

na extração de isoflavonas, estas também apresentam desvantagens, tais como: rendimento 

menor que o esperado, presença de solventes nos produtos, corrosão de equipamentos, 

dificuldades para recuperação dos catalisadores, longos tempos de reação e rígido controle das 

condições reacionais (ZHAO et al., 2014; XIANG et al., 2019). 

Considerando as dificuldades dos métodos apresentados e a crescente produção de 

molho shoyo, é interessante avaliar os métodos limpos e eficazes para reaproveitamento do 

resíduo gerado. Neste sentido, este trabalho estudou a extração supercrítica na remoção de 

compostos bioativos contidos no resíduo de molho de soja. Apesar de tratar-se de um 

processo de alto investimento, é uma tecnologia ambientalmente responsável com vários 

pontos positivos tais como a possibilidade de controlar a solubilidade do fluido extrator, de 

quantificar compostos altamente voláteis, de evitar a degradação de componentes ou reações 

indesejadas, de reutilizar o fluido, ela ainda apresenta menor tempo de extração e a separação 

do fluido e do soluto é realizada facilmente através da despressurização (ESSIEN; YOUNG; 

BAROUTIAN, 2020; LANG, 2001; SILVA; ROCHA-SANTOS; DUARTE, 2016; 

ROSTAGNO; ARAÚJO; SANDI, 2002).  

Além das vantagens citadas anteriormente, no processo em condições supercríticas é 

possível elaborar curvas gerais de extração por meio da quantificação do produto extraído em 

relação ao tempo. E de posse desses dados, criar modelos matemáticos que são de extrema 

importância para otimização do processo, determinação de parâmetros para escalonamento e 

projetos, análise da eficiência da extração e estudo da sua viabilidade técnico-econômica em 

escala industrial (LANG, 2001; FIORI et al., 2014). Como esses modelos são escassos na 

literatura, alguns autores utilizam a modelagem computacional para estimá-los.  

Encontrar uma aplicação para o resíduo de molho shoyo e a extração de seus 

componentes bioativos tornaria o processo de produção mais sustentável e favoreceria 

econômica e ambientalmente. Parte do rejeito poderia ser reutilizado no processo de 
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fermentação, reduzindo os custos com as matérias-primas. Os componentes funcionais 

extraídos gerariam subprodutos de valor agregado que podem atender a outras indústrias, 

como os compostos fenólicos e os flavonoides que podem ser aplicados em formulações 

farmacêuticas e usados como aditivos alimentícios (PEREIRA; MEIRELES, 2010). O 

reaproveitamento deste resíduo também reduziria a quantidade de lixo industrial, os custos 

com seu tratamento e os problemas ambientais (KUSCH-BRANDT et al., 2019; LI et al., 

2012).  

Diante do que foi apresentado, o atual trabalho tem como objetivo geral estudar a 

extração em condições supercríticas do resíduo de molho de soja (molho shoyo), mais 

especificamente: 

• Avaliar a influência da temperatura, pressão e adição de cossolvente (etanol e hexano) 

no rendimento da extração.  

• Investigar a composição dos extratos.  

• Estudar o comportamento cinético da extração por meio de modelos encontrados na 

literatura. 

• Determinar os parâmetros importantes para o escalonamento do processo. 
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CAPÍTULO 2 

REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 Molho de soja fermentado  

 De acordo com a lenda, o molho de soja fermentado foi preparado pela primeira vez 

por um bispo budista no Japão em 1254 (MUROOKA; YAMSHITA, 2008). Nos dias atuais, 

ele é o condimento líquido mais utilizado em seu país de origem e em outros países orientais 

(KATAOKA, 2005). Apesar de terem aparência bastante semelhante, os molhos variam em 

sabor, consistência, fragrância e salinidade de acordo com a cultura e o modo de preparo 

(NAGAI et al., 2012). Essas características dependem dos tipos e proporções das matérias-

primas, dos microrganismos e das condições de fermentação (KOBAYASHI, 2005).  

Durante a fermentação da soja e do trigo/milho são formados compostos bioativos 

como aminoácidos, polióis e componentes aromáticos que, além de proporcionarem sabor aos 

alimentos, apresentam propriedades biológicas diversas. Por exemplo, os compostos              

4-hidroxi-2(ou 5)-etil-5(ou 2)-metil-3(2H)-furanona, 4-hidroxi-2,5dimetil-3(2H)-furanona e 

4-hidroxi-5-metil-3(2H)-furanona proporcionam ao molho ação antioxidante e 

anticancerígena. A β-Carbolina promove atividade anti-agregação plaquetária; as isoflavonas 

inibem a histidina descarboxilase que produz histamina, um mediador da inflamação, alergia e 

secreção do ácido gástrico. Os polissacarídeos são efetivos no tratamento de pacientes com 

rinite alérgica (KATAOKA, 2005, MUROOKA; YAMSHITA, 2008).  

O condimento apresenta ainda atividade microbiana contra as bactérias 

Staphylococcus aureus, Shigella flexneri, Vibrio cholera, Salmonella enteritidis, Salmonella 

typhi, Salmonella paratyphi, Escherichia coli não patogênica e E. coli O157:H7 patogênica. O 

molho shoyo aumenta a produção de suco gástrico, inibe a enzima angiotensina I que causa 

hipertensão e possui efeito anticatarata em ratos com catarata espontânea (KATAOKA, 2005; 

MUROOKA; YAMSHITA, 2008). Todas essas propriedades associadas ao seu delicioso 

sabor, faz com que a sua produção cresça a cada ano.  

Este crescimento não se limita apenas ao produto final, mas também na quantidade de 

resíduo gerada, haja vista que entre 10 a 20% da massa de shoyo produzida é material de 

descarte (NAGAI et al., 2012). A literatura reporta diversas aplicações para este rejeito, desde 

fertilizante a ração animal, suplemento alimentar, fabricação de papel, biofloculantes, geração 

de energia térmica, reaplicação no processo de fermentação do molho de soja, produção de 

etanol, dentre outras (MURASAWA; KOSEKI; IWATA, 2012; LIU et al., 2017; NAGAI et 
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al., 2012; LI et al., 2012). Apesar de tantas opções, a maior parte do resíduo ainda é 

descartado como resíduo industrial, seja em aterros sanitários ou diretamente na terra 

causando salinização do solo (NAGAI et al., 2012; XIANG et al., 2019). 

Alguns autores reportam que no resíduo é possível encontrar componentes funcionais 

como aminoácidos, fibras, óleo, isoflavonas e proteínas. Isso ocorre porque durante a 

fermentação do molho shoyo não há degradação total das matérias-primas, permanecendo 

nele substâncias valiosas (NAGAI et al., 2012; WANG; CHA, 2018; ZHAO et al., 2014).  

As isoflavonas, por exemplo, são antioxidantes naturais que desativam radicais livres 

no organismo e impedem a propagação de reações oxidantes em cadeia (FERRARI; 

DEMIATE, 2001; NAGAI et al., 2012). Elas apresentam-se estrutural e farmacologicamente 

similar a estrogênios sintéticos, podendo atuar como tais. São capazes de aliviar sintomas da 

menopausa, reduzir a perda óssea, sendo efetivos na prevenção ou tratamento da osteoporose 

(ARJMANDI, 1996; AGUIAR, 2002). Auxiliam na diminuição de lipoproteínas de baixa de 

densidade (LDL), no aumento das lipoproteínas de alta densidade (HDL) e inibem a formação 

de lesões ateroscleróticas em primatas (ERDMAN, 2000). Acredita-se que as isoflavonas 

apresentam atividade anticarcinogênica para tumores de mama, de próstata, pele e colón. É 

possível que os efeitos citotóxicos estejam relacionados à inibição de enzimas ligadas ao 

ciclo, diferenciação e proliferação celular (AGUIAR, 2002; BARNES, 1998).  

De acordo com Yang, Ma e Ito (2001), as isoflavonas da soja incluem três formas 

agliconas (daidzeína, genisteína, gliciteína) e nove glicosiladas (daidzina, genistina, glicitina, 

acetildaidzina, acetilgenistina, acetilglicitina, malonildaidzina, malonilgenistina, 

malonilglicitina), apresentadas nas Figuras 1 e 2. As primeiras são as responsáveis por 

desempenhar funções biológicas importantes e são mais facilmente absorvidas pelo 

organismo (CHEN et al., 2014). As segundas, apesar de estarem presentes em maior 

quantidade nos alimentos naturais, não são facilmente absorvidas pelo intestino. Segundo os 

estudos de Zhao et al. (2014), durante a fermentação do molho shoyo, as isoflavonas 

glicosiladas são convertidas pela enzima β-glucosidase em agliconas, como consequência no 

resíduo de seu trabalho foram encontradas apenas a daidzeína e a genisteína. Este resultado 

também foi obtido por Yamamoto et al. (2006).  
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Figura 1 - Estrutura química das isoflavonas agliconas dos grãos de soja 

Fonte: YANG; MA; ITO, 2001 

 

 

 

 

 

Figura 2 - Estrutura química das isoflavonas glicosiladas dos grãos de soja 

Fonte: YANG; MA; ITO, 2001 

 

As proteínas são elementos essenciais na alimentação. A proteína da soja quando 

comparada a outras apresenta valor biológico por um menor custo (CARRÃO-PANIZZI; 

MANDARINO, 1998). Ela é o maior componente na dieta dos animais (FRIEDMAN; 

BRANDON, 2001) e vem sendo cada vez mais incorporada à dieta humana. Estudos sugerem 

que as globulinas 11S e 7S, subunidades das proteínas da soja, são capazes de regular os 

níveis de receptores de lipoproteína de baixa densidade (LDL) no fígado promovendo redução 

da concentração total de colesterol no plasma (FRIEDMAN; BRANDON, 2001; ERDMAN, 

2000).  

As fibras dietéticas são formadas pela parede celular das plantas. Ainda que não sejam 

digeridas pelas nossas enzimas digestivas, elas são capazes de reduzir o risco de doenças 

cardiovasculares, distúrbios gastrointestinais, obesidade, determinados tipos de cânceres, 

hiperlipidemia, colesterol e o nível de glicose do soro pós-prandial. Elas também aumentam a 

laxação. O consumo diário de fibras recomendado é de 20 a 35 gramas ou de 10 a 12 gramas 

para cada 1000 kcal. Elas podem ser encontradas em frutas, legumes e cereais de grãos (YEH; 

SU; LEE, 2005; SLAVIN, 1991). Nagai et al. (2012) avaliaram o resíduo de molho shoyo e 

encontraram 27,2% de fibras enquanto Xiang et al. (2019) obtiveram 11,31%.  

Componente R1 R2 

Daidzeína H H 

Genisteína OH H 

Gliciteína H OCH3 

Componente R1 R2 R3 

Daidzina H H H 

Genistina OH H H 

Glicitina H OCH3 H 

Acetildaidzina H H COCH3 

Acetilgenistina OH H COCH3 

Acetilglicitina H OCH3 COCH3 

Malonildaidzina H H COCH2COOH 

Malonilgenistina OH H COCH2COOH 

Malonilglicitina H OCH3 COCH2COOH 
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O óleo do rejeito representa cerca de 36,21% da sua composição (XIANG et al., 

2019). Ele é constituído por aproximadamente 50,23 ± 0,05% de ácido linoleico,                

21,44 ± 0,11% de ácido oleico, 13,07 ± 0,26% de ácido palmítico, 9,54 ± 0,19% de ácido 

linolênico e 5,71 ± 0,33% de ácido esteárico. Quando comparado com um óleo de soja de 

primeira classe, a maioria dos ácidos graxos se encontram dentro do mesmo intervalo, porém 

apenas isso não é suficiente para que ele possa ser consumido na alimentação. Seria 

necessário que ele fosse submetido a um processo de destilação molecular a fim de reduzir 

seu índice de acidez (63,9 mg KOH/g) para ser utilizado em ração animal (ZHAO et al., 

2014). O óleo proveniente do resíduo pode ser também matéria-prima para a produção de 

biodiesel (XIANG et al., 2019; CHEN et al., 2014). 

Alguns autores estudaram formas de extração dos compostos bioativos de resíduo de 

molho shoyo. Chen et al. (2014) investigaram a extração simultânea de óleo e isoflavonas 

através de solvente bifásico intensificada por sondas ultrassônicas. Em ótimas condições, foi 

possível obter uma taxa de extração de 92,07% do óleo contido no resíduo e 92,53% de 

isoflavonas contidas no resíduo. Zhao et al. (2014) também analisaram a extração de óleo e 

isoflavonas pelo novo método de transição de fase contínua sob baixa temperatura. Eles 

obtiveram rendimento de 28,43% de óleo e 0,18% de daidzeína e genisteína. Yamamoto et al. 

(2006) pesquisaram o impacto de vários solventes na extração de flavonoides e sal. A acetona 

foi o mais eficaz para remoção de flavonoides (11 mg/10 g resíduo de molho shoyo) e a água 

para remoção de sal (590 mg/10 g resíduo de molho shoyo). Li et al. (2012) purificaram 

isoflavonas contidas no resíduo utilizando membranas de ultrafiltração. Com o processo, o 

teor de isoflavonas do material foi de 4,3% para 6,27%. Este trabalho avaliou a extração 

Soxhlet e extração supercrítica.  

 

2.2 Extração  

A remoção de substâncias presentes em amostras sólidas apresenta-se como um 

grande desafio de processo. Uma das técnicas mais antigas ainda utilizada nos tempos atuais é 

a extração sólido-líquido, também conhecida como lixiviação. Por meio dela, é possível 

retirar componentes de interesse e outros que poderiam interferir em etapas subsequentes do 

processo analítico. Para desempenhar tal função, o aparato tipo Soxhlet tem sido usado como 

um método padrão por mais de um século. Ele foi desenvolvido em 1879 por von Soxhlet 

com intuito de determinar a gordura presente no leite (CASTRO; PRIEGO-CAPOTE, 2010).  
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Na extração por Soxhlet, a amostra é acondicionada em um filtro lacrado e inserida no 

extrator, conforme apresentado na Figura 3. Gradualmente, este recipiente é preenchido pelo 

solvente. Quando se atinge um determinado nível no extrator, ele é aspirado por um sifão e 

retorna ao frasco de destilação, onde será novamente aquecido. Este processo acontece 

diversas vezes até que os analitos presentes no sólido sejam completamente extraídos para o 

líquido (LÓPEZ-BASCÓN; CASTRO, 2020). Trata-se de uma técnica híbrida contínua-

descontínua, visto que a montagem é um sistema em lote e a recirculação do solvente opera de 

maneira contínua.  

 

Figura 3 - Extrator Soxhlet convencional 

Fonte: adaptado de LÓPEZ-BASCÓN; CASTRO, 2020 

 

Existe uma ampla gama de solventes que podem ser utilizados neste tipo de extração. 

A sua natureza determina o tipo de material obtido ao final do processo. Uma vez que os 

solventes não são capazes de distinguir quais compostos estão extraindo, há a possibilidade de 

também removerem outras substâncias além dos lipídeos, como isoflavonas, flavonóides, 

antioxidantes, compostos fenólicos e produtos degradados. A presença de tais componentes 

pode influenciar o real rendimento de lipídeos (RAMLUCKAN; MOODLEY; BUX, 2014).  

O hexano é comumente empregado para remoção de compostos presentes nos grãos de 

soja. Ele apresenta baixo calor latente de vaporização, completa solubilidade em óleo, baixa 

corrosão, fácil recuperação e é imiscível em água. Porém, estudos alertam que vapores de      

n-hexano podem ocasionar lesões no sistema nervoso, irritação nos olhos, no trato respiratório 

e formar uma mistura altamente explosiva quando em contato com o ar (DAGOSTIN; 

CARPINÉ; CORAZZA, 2015). A sua temperatura de ebulição é 69 °C e o seu índice de 

Condensador  

Sifão  

Frasco de 

destilação 

Amostra  

Fonte de calor   
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polaridade é 0,1. O índice de polaridade foi medido em relação à água; quanto maior o seu 

valor, maior o grau de polaridade da substância (RAMLUCKAN; MOODLEY; BUX, 2014).  

Considerando que traços de solventes ficam nos extratos, o interesse por solventes 

menos tóxicos tem sido crescente nos últimos tempos. Neste sentido, o etanol pode ser uma 

alternativa pra substituir o hexano. Ele apresenta menor inflamabilidade e não existem 

evidências de toxicidade por inalação do mesmo. Sua natureza é polar, isso faz com que ele 

apresente solubilidade limitada em relação aos triglicerídeos, por outro lado, possui a 

capacidade de solubilizar água e outros compostos polares (DAGOSTIN; CARPINÉ; 

CORAZZA, 2015). A temperatura de ebulição é 78 °C e o índice de polaridade é 5,2. Outra 

opção de solvente orgânico é a acetona. Seu ponto de ebulição é 56 °C, menor que do hexano 

e do etanol, isso possibilita a conservação de produtos termossensíveis. O seu índice de 

polaridade é de 5,1, o que indica que é um solvente polar (RAMLUCKAN; MOODLEY; 

BUX, 2014). 

Na literatura, é possível encontrar diversos trabalhos utilizando o método Soxhlet. 

Ojewumi, Ruth e Daniel (2019) que removeram o óleo de grãos de soja utilizando hexano. 

Com o extrato removido foram produzidas velas, que se mostraram mais econômicas que as 

velas de parafinas e geram menos fuligem. Chung et al. (2010) também empregaram este tipo 

de extração para remover compostos de grãos de soja, empregando os solventes etanol e 

metanol. Os autores avaliaram a atividade antioxidante dos extratos, a capacidade de absorção 

de radicais de oxigênio e a quantidade total de fenólicos. O metanol apresentou melhor 

desempenho que o etanol nas duas primeiras caracterizações.  

As vantagens da extração é que não é necessário etapa de filtração do extrato, o 

contato repetido da amostra com o solvente facilita o deslocamento do equilíbrio de 

transferência de massa, a temperatura do sistema permanece relativamente alta devido ao 

calor do frasco de destilação e a produtividade pode ser aumentada por extração paralela 

simultânea uma vez que o equipamento não é caro. No entanto, o processo possui longo 

tempo de contato entre a amostra e o solvente, não é facilmente automatizado, a seletividade é 

restrita, é necessário evaporar ou concentrar o extrato, a alta temperatura pode decompor 

componentes termossensíveis e a grande quantidade de solventes pode causar problemas 

ambientais (LÓPEZ-BASCÓN; CASTRO, 2020).  

Algumas modificações têm sido implementadas ao método Soxhlet tradicional com o 

intuito de melhorar o seu desempenho. Dentre elas estão aplicação de altas pressões durante o 

processo, o que favorece a penetração do solvente no sólido e reduz o tempo de extração. A 
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automatização da técnica também reduz o tempo de processo e fornece a possibilidade de 

extração simultânea de várias amostras. A associação da extração com tecnologia micro-

ondas e ultrassônica, que se mostrou muito eficiente para superar as deficiências da técnica 

(CASTRO; PRIEGO-CAPOTE, 2010).  

Mesmo com a possibilidade de melhorias para esta técnica, a busca por tecnologias 

ambientalmente responsáveis tem crescido. Neste sentido, a extração supercrítica tem se 

apresentado como uma alternativa. Apesar de ser uma tecnologia de alto custo de 

investimento, ela possui diversas vantagens sobre as extrações convencionais. Neste tipo de 

extração utiliza-se solventes reconhecidos como seguros que são facilmente separados dos 

extratos e ainda podem ser reutilizados em futuros procedimentos, reduzindo gastos e a 

geração de resíduos. Geralmente não é necessário o uso de solventes orgânicos, mas podem 

ser utilizados em menor quantidade, o que é menos prejudicial ao meio ambiente. Existe a 

possibilidade de quantificar os componentes extraídos altamente voláteis através de um 

cromatógrafo acoplado diretamente no equipamento. O controle de temperatura nas extrações 

supercríticas evita a formação de reações indesejadas ou favorece reações que são difíceis ou 

mesmo impossíveis de se alcançar com solventes convencionais. A quantidade de amostra 

necessária é cerca de 40 a 65 vezes menor que outros métodos de extração líquido-sólido e a 

técnica apresenta boa reprodutibilidade. A extração supercrítica tem se apresentado como um 

método seguro, eficiente e economicamente viável (SILVA; ROCHA-SANTOS; DUARTE, 

2016; LANG, 2001; SAPKALE et al., 2010; ROSTAGNO; ARAÚJO; SANDI, 2002; 

ESSIEN; YOUNG; BAROUTIAN, 2020). 

O procedimento consiste em basicamente um fluido em condições supercríticas 

permear continuamente uma matriz e extrair os compostos solúveis ali presentes (SILVA; 

ROCHA-SANTOS; DUARTE, 2016). Seu emprego na indústria era limitado, usado 

principalmente para descafeinar chás e cafés, remover extrato de lúpulo, óleo de gergelim e 

certos produtos petrolíferos (JOKIĆ et al., 2012; CAPUZZO; MAFFEI; OCCHIPINTI, 2013). 

Atualmente, alguns setores industriais como alimentício, farmacêutico, ambiental, cosmético 

e de polímeros têm implementado o seu uso, pois seus extratos proporcionam resultados 

promissores (MAZZUTTI; PEDROSA; FERREIRA, 2021). A técnica tem sido utilizada para 

extrair vitaminas (E, A, n-3-ácidos graxos), produzir melhoradores de sabor, desalcoolizar 

vinhos e cervejas, desengordurar batatas e carnes, preparar arroz parboilizado, produzir 

extratos de tempero (páprica e pimenta), remover pesticidas, purificar óleo usado em frituras, 

produzir analgésicos, anti-inflamatórios e para buscar tratamentos de doenças como câncer, 
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Alzheimer e acidente vascular cerebral (BRUNNER, 2005, SILVA; ROCHA-SANTOS; 

DUARTE, 2016).  

O uso de fluidos supercríticos para solubilizar materiais sólidos de baixa pressão de 

vapor foi descrito pela primeira vez em 1879 por Hannay e Hogarth (MAZZUTTI; 

PEDROSA; FERREIRA, 2021). Pelo diagrama apresentado na Figura 4 é possível visualizar 

a região do fluido em condições supercríticas. Quando se percorre a linha de coexistência 

líquido-vapor no sentido à alta pressão e temperatura, há redução na densidade do líquido e 

aumento na densidade do vapor até um ponto em que se tornam iguais. Este ponto 

corresponde ao estado em que se tem líquido e vapor saturados e as duas fases se tornam 

idênticas. A temperatura em que isso ocorre é chamada de temperatura crítica e a pressão de 

vapor correspondente é chamada de pressão crítica. Estes valores de temperatura e pressão 

definem um ponto crítico o qual é único para cada substância. O estado da substância é 

chamado de fluido supercrítico quando a temperatura e a pressão excedem os valores do 

ponto crítico (SMITH; NESS; ABBOTT, 2007).  

 

 

Figura 4 - Diagrama pressão versus temperatura para um componente puro 

Fonte: adaptada BRUNNER, 1994 
 

Várias substâncias podem ser utilizadas como solvente na extração supercrítica. O 

mais comumente empregado é o dióxido de carbono, pois ele apresenta temperatura crítica 

moderada (31,2 °C) o que previne a decomposição de compostos bioativos dos extratos. Os 

compostos extraídos não sofrem alterações químicas durante a operação, uma vez que é criada 
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uma camada de proteção que evita a oxidação dos mesmos. É um solvente relativamente 

barato, recuperável, não tóxico, não inflamável e não poluente, respeita os critérios de 

sustentabilidade exigidos em processos químicos. Outra vantagem do uso de CO2 é que em 

temperatura ambiente e pressão atmosférica, ele é um gás, o qual pode ser totalmente 

separado do soluto sem deixar resíduos, o que elimina etapas de concentração e permite a 

produção de extratos de boa qualidade. Ele possui boa adaptabilidade para remover os 

componentes de baixa volatilidade, substâncias lipofílicas e ligeiramente polares. E é possível 

estender e modificar a sua seletividade através da adição de cossolventes, podendo assim 

extrair componentes polares e aumentar a eficiência da extração (SILVA; ROCHA-SANTOS; 

DUARTE, 2016; ESSIEN; YOUNG; BAROUTIAN, 2020; MAZZUTTI; PEDROSA; 

FERREIRA, 2021; ALVAREZ et al., 2019; LANG, 2001). Na Tabela 1 são apresentados 

alguns fluidos comumente utilizados na extração supercrítica e suas respectivas propriedades. 

  

Tabela 1 - Propriedades crítica para componentes puros 

Componente 
Peso molecular 

(g/mol) 

Temperatura 

Crítica (°C) 

Pressão Crítica 

MPa (atm) 

Densidade 

Crítica (g/cm³) 

Dióxido de  

Carbono (CO2) 
44,01 30,9 7,38 (72,8) 0,469 

Água (H2O) 18,01 373,8 22,06 (217,7) 0,322 

Metano (CH4) 16,04 -82,7 4,60 (45,4) 0,162 

Etano (C2H6) 30,07 32,1 4,87 (48,1) 0,203 

Propano (C2H8) 44,09 96,6 4,25 (41,9) 0,217 

Etileno (C2H4) 28,05 9,2 5,04 (49,7) 0,215 

Propileno (C3H6) 42,08 91,7 4,60 (45,5) 0,232 

Metanol (CH3OH) 32,04 239,4 8,09 (79,8) 0,272 

Etanol (C2H5OH) 46,07 240,4 6,14 (60,6) 0,276 

Acetona (C3H6O) 58,08 234,9 4,70 (46,4) 0,278 
Fonte: SAPKALE et al., 2010 

 

Uma substância em estado supercrítico combina propriedades de gases e líquidos 

(SAPKALE et al., 2010). Ela apresenta densidade semelhante à de líquidos, viscosidade 

próxima a de gases normais, baixa tensão superficial e difusividade cerca de duas ordens de 

magnitude maior que a de líquidos. Isso permite que o fluido em condições supercríticas 

penetre facilmente nos poros dos materiais sólidos, aumente a transferência de massa e reduza 

o tempo de extração. Comparando a duração de uma extração líquido-sólido com a de uma 

extração supercrítica, o tempo pode decrescer de horas ou dias para poucas dezenas de 

minutos (LANG, 2001; BRUNNER, 2010; BRUNNER, 2005).  
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Modificações na temperatura do processo alteram a pressão de vapor de soluto, 

modificações na pressão e na temperatura afetam a densidade, viscosidade e difusividade do 

fluido (BRUNNER, 2010; SILVA; ROCHA-SANTOS; DUARTE, 2016; LANG, 2001). 

Variar a temperatura a uma pressão constante causa efeitos contrários na solubilidade, isto 

porque a densidade do CO2 e a pressão de vapor do soluto apresentam comportamentos 

opostos, em que acréscimos na temperatura reduzem a solubilidade do fluido e aumentam a 

pressão de vapor do soluto. Aumentar a pressão a uma dada temperatura, pode resultar em 

acréscimo da densidade do fluido e alterações na solubilidade do soluto (SILVA; ROCHA-

SANTOS; DUARTE, 2016). Gomes, Mata e Rodrigues (2007) relataram que sob altas 

pressões ocorre maior extração de frações voláteis e menor extração de frações não voláteis, 

desta forma é possível controlar as substâncias extraídas com simples modificações na 

pressão do processo.  

Outra possível maneira de alterar a seletividade e a solvatação do fluido supercrítico 

seria adicionando um cossolvente à extração (LÓPEZ-BASCÓN; CASTRO, 2020). Isto pode 

ocasionar interações intermoleculares entre cossolvente e determinados componentes da 

mistura, aprimorando a seletividade e eficiência da extração e, consequentemente, reduzindo 

o tempo de processo (TEMELLI, 2009; LANG, 2001). Quitain et al. (2006) obtiveram melhor 

rendimento e maiores quantidades de compostos fenólicos e isoflavonas quando adicionaram 

etanol na extração supercrítica de resíduo de tofu. O etanol é frequentemente utilizado como 

cossolvente por possuir baixa miscibilidade com CO2, baixa toxicidade e ser facilmente 

eliminado em relação a outros solventes (ESSIEN; YOUNG; BAROUTIAN, 2020). Outro 

solvente largamente utilizado na extração de óleo de soja é o hexano (JOKIĆ et al., 2010). 

Sua natureza apolar facilita a remoção de compostos lipofílicos.  

O processo de solubilização de uma matriz vegetal foi descrito por Brunner (1994). 

Primeiramente, a amostra absorve o solvente supercrítico, a sua estrutura aumenta de 

tamanho, há dilatação das membranas e dos canais intercelulares. Neste momento, ocorre a 

dissolução das substâncias e sua transferência do interior da matriz para a superfície. Quando 

as substâncias dissolvidas se encontram na superfície da matriz, elas são transportadas para o 

solvente para em seguida serem removidas dele. Se o solvente passa pela matriz em uma alta 

vazão pode haver melhora no rendimento da extração, visto que a resistência da transferência 

de massa externa é reduzida. Porém, se o fluxo for muito alto, o tempo de contato entre soluto 

e solvente pode ficar insuficiente comprometendo assim a capacidade de extração (ESSIEN; 

YOUNG; BAROUTIAN, 2020).  
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O tamanho das partículas também interfere no processo. Partículas menores podem 

aumentar a taxa de extração uma vez que aumentam a área interfacial específica e reduzem o 

caminho de difusão do soluto. Entretanto, se houver agrupamento de partículas ou formação 

de canais preferenciais, a velocidade do leito pode ser fluidizada e os filtros entupidos, 

reduzindo enormemente o rendimento da extração (ESSIEN; YOUNG; BAROUTIAN, 2020).  

Xiang et al. (2009) foram pioneiros nos estudos da produção de biodiesel a partir de 

resíduo de molho shoyo em condições supercríticas. Eles avaliaram os efeitos da pressão e 

temperatura de operação, tamanho das partículas do material, tempo de extração e a relação 

molar entre metanol e óleo extraído. Concluíram que, em ótimas condições, a fase do extrato 

rica em biodiesel apresentou 96,21% de mistura de ésteres metílicos de ácidos graxos. 

Alvarez et al. (2019) também avaliaram a extração supercrítica para valorizar resíduo de óleo 

de soja. Os ensaios foram realizados a 35 ou 40 °C, 40 MPa, com ou sem etanol como 

cossolvente. Eles analisaram a atividade antioxidante dos extratos e a quantidade de fenólicos 

contida neles, e concluíram que é possível recuperar fitoquímicos através de tecnologias 

seguras, como a extração supercrítica.  

Para que haja melhor aproveitamento da extração, isto é, alta seletividade e menor 

remoção de compostos indesejáveis, é essencial entender os fenômenos que ocorrem devido 

às alterações dos parâmetros operacionais (BRUNNER, 2010; ESSIEN; YOUNG; 

BAROUTIAN, 2020). O conhecimento da cinética de extração também é imprescindível. Esta 

é obtida através da curva de extração que é comumente representada em um gráfico de tempo 

de experimento versus massa de extrato acumulada. A curva de extração é influenciada pelas 

condições do processo e por fenômenos que acontecem no reator durante o procedimento. Isto 

dificulta a comparação entre curvas para materiais e configurações experimentais distintas. 

Por outro lado, se utilizado o mesmo material e o mesmo equipamento sob diferentes 

condições é possível relacionar a constante da taxa de extração (SILVA; ROCHA-SANTOS; 

DUARTE, 2016).  

Alguns autores afirmam que a curva de extração é dividida em três etapas conforme 

mostrado na Figura 5. Cada estágio é controlado por um mecanismo de transferência de 

massa. O primeiro, denominado como período de taxa de extração constante (Constant 

Extraction Rate - CER), é quando a superfície externa das partículas é coberta com soluto e o 

mecanismo dominante é a convecção. No segundo momento acontecem falhas de óleo na 

camada superficial externa e o mecanismo de difusão começa a atuar associado à convecção 

na transferência de massa, é o período de queda da taxa de extração (Falling Extraction Rate - 
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FER). A terceira e última etapa é quando o óleo da camada externa já quase desapareceu e a 

transferência de massa ocorre principalmente por difusão dentro das partículas sólidas, 

conhecido como período de baixa taxa de extração (Low Extraction Rate - LER) ou 

controlado por difusão (Diffusion-Controlled - DC) (JESUS et al., 2013; MEZZOMO; 

MARTÍNEZ; FERREIRA, 2009; SILVA; ROCHA-SANTOS; DUARTE, 2016).  

 

 

Figura 5 - Curva de extração e os três períodos diferentes 

Fonte: adaptada de SILVA; ROCHA-SANTOS; DUARTE, 2016 

 

As curvas globais de extração são analisadas por modelos cinéticos para determinação 

de parâmetros de projeto, como dimensões de equipamento, vazão de solvente e tamanho de 

partículas. Através delas também é possível estabelecer condições ideais de operação, 

determinar a taxa de transferência de massa para scale-up e análise da viabilidade técnico-

econômica do processo a nível industrial (FIORI et al., 2014; MEZZOMO; MARTÍNEZ; 

FERREIRA, 2009; ESQUÍVEL; BERNARDO-GIL; KING, 1999).  

 

2.3 Extração de soja e resíduos de soja  

É possível encontrar na literatura trabalhos que utilizaram soja e seus resíduos para 

obtenção de subprodutos. Reporta-se aqui alguns trabalhos que aplicaram a extração Soxhlet e 

extração supercrítica. Ojewumi, Ruth e Daniel (2019) fizeram a remoção de óleo de grãos de 

soja utilizando o método Soxhlet com hexano. Os autores variaram a massa da amostra 

inserida no extrator (10, 25 e 40 g), o tempo de extração (2, 6 e 10 horas) e a quantidade de 

solvente (100, 130 e 160 mL). Os rendimentos obtidos variaram entre 10,59 e 24,24%. O 
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tempo de extração foi o fator que mais influenciou nos resultados enquanto que o solvente 

teve pouco efeito ou nenhum. Do óleo obtido foram produzidas velas, que se mostraram mais 

econômicas que as velas de parafinas e geram menos fuligem.  

Tiulea et al. (2011) investigaram os lipídeos totais, as proteínas, os polifenóis e as 

isoflavonas daidzina, genistina, daidzeína e genisteína contidas em duas variedades de grãos 

de soja (B e H). O total de lipídeos foi determinado por extração Soxhlet com acetona como 

cossolvente. Na soja B foram encontrados 18,8% e no tipo H 21,4%. Em relação às proteínas, 

foram encontradas 36,4% na soja B e 39,4% na soja H. Os valores de polifenóis apresentados 

pelos grãos foram bem próximos, sendo de 303 mg/100 g de soja tipo H e 313 mg/100 g soja 

tipo B. Ao contrário dos polifenóis, a quantidade de isoflavonas entre os grãos foi bem 

discrepante. Na variedade H foram detectadas 819,0 mg e 905,6 mg genistina/g de soja, 

enquanto que a variedade B apresentou 460,48 μg daidzina e 364,60 μg genistina/g de soja. 

Segundo os autores, a variação dos constituintes nos grãos de soja pode ser justificada pelas 

condições climáticas enfrentadas pela planta.  

Chung et al. (2010) também analisaram diferentes tipos de grãos de soja. 

Primeiramente, foi realizada a extração Soxhlet com etanol e metanol como solventes. Em 

seguida, foram analisados a atividade antioxidante, a capacidade de absorção de radicais de 

oxigênio e os fenólicos totais dos extratos. O metanol foi o solvente que apresentou maior 

rendimento (1,14 g de extrato/10 g soja variedade NC Roy), maior atividade antioxidante 

(114,74 µg trolox equivalente/g soja seca tipo V00-3636) e maior capacidade de absorção de 

radicais de oxigênio (345,10 µg trolox equivalente/g soja seca variedade V00-3493), enquanto 

que o etanol extraiu a maior quantidade de compostos fenólicos (4,16 mg ácido gálico 

equivalente/g soja seca tipo V00-3493).  

Outro trabalho que utilizou o método Soxhlet para remoção de óleo de soja foi o de 

Grasso, Maroto e Camusso (2006). Os autores investigaram os efeitos por um pré-tratamento 

enzimático no rendimento da extração. Foram avaliados pH (4,5 a 7,2), tempo de pré-

tratamento (4 a 12 horas) e temperatura da hidrólise enzimática (30 a 70 °C). A extração se 

deu por 6 horas e o solvente utilizado foi hexano. A aplicação de hidrólise enzimática 

melhorou o rendimento das extrações, que variaram entre 21,58 e 26,68%. Um resultado 

próximo ao encontrado por Dagostin, Carpiné e Corazza (2015) na extração Soxhlet de soja 

em flocos com etanol (25,58 ± 0,25%). 

Extrações supercríticas também são aplicadas à soja e seus resíduos para obtenção de 

subprodutos. Como no trabalho de Xiang et al. (2019) em que foi investigado a produção de 
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biodiesel a partir do resíduo de molho shoyo em condições supercríticas. Foram analisados o 

tempo de reação (1 a 4 horas), relação molar entre metanol e óleo (10:1 até 45:1), temperatura 

(40 a 110 °C), pressão (8 a 18 MPa) e tamanho das partículas (20 a 80 meshes). A mistura 

líquida extraída foi dividida em duas fases. A camada inferior, rica em glicerol, foi descartada 

e a superior, rica em biodiesel, foi analisada por cromatografia gasosa. O cálculo do 

rendimento foi feito com base na quantidade de ésteres metílicos de ácidos graxos contidos na 

fase superior. Os resultados mostraram que os parâmetros otimizados foram 180 minutos de 

extração, a relação molar metanol e óleo foi 35:1, a temperatura 100 °C, a pressão 16 MPa e o 

tamanho de partícula de 60 meshes. Sob condições ideais, foi detectado 96,21% de biodiesel 

na fase superior do extrato.  

Alvarez et al. (2019) também avaliaram a aplicação da extração supercrítica para a 

valorização de resíduo agroindustrial. Eles analisaram dois resíduos diferentes de óleo de soja 

extraídos por prensagem. As condições aplicadas foram 35 ou 40 °C, 40 MPa, com ou sem 

etanol como cossolvente. Os ensaios com cossolvente a 35 °C e 40 MPa apresentaram maior 

rendimento, aproximadamente 10,5% para ambas amostras. Nos ensaios sem cossolvente, o 

processo de extração foi ligeiramente mais eficaz a 35 que a 40 °C, sendo o rendimento de 2% 

para o resíduo 1 e 3,5% para o resíduo 2. Os autores aferiram os fenólicos totais, os 

flavonoides e a capacidade antioxidante dos extratos. Na análise de compostos fenólicos, 

foram encontrados nos extratos com cossolvente 16 ± 1 e 10,6 ± 0,9 mg de ácido gálico 

equivalente por 100 g de resíduo seco. Os extratos sem cossolventes apresentaram valores 

entre 0,9 e 5,6 mg de ácido gálico equivalente por 100 g de matéria seca. Em relação aos 

flavonoides, as amostras extraídas com etanol apresentaram 65 e 31 mg de quercetina 

equivalente para cada 100 g de resíduo de óleo de soja seco. E as amostras sem cossolvente 

não apresentaram níveis de flavonoides detectáveis. Quanto aos antioxidantes, as amostras 

extraídas na presença de etanol apresentaram 9,7 ± 0,4 e 12,0 ± 1,0 μmol de troxol 

equivalente por 100 g de material seco, enquanto que as amostras sem etanol apresentaram 

valores entre 0,3 e 3,0 μmol troxol equivalente por 100 g de material seco. Segundo os 

autores, houve correlação entre os resultados dos compostos fenólicos e atividade 

antioxidante.  

 Jokić et al. (2012) avaliaram o impacto da pressão (300 a 500 bar), temperatura (40 a 

60 °C), vazão mássica (0,194 – 0,436 kg/h) e o tamanho das partículas (0,238 – 1,059 mm) na 

extração supercrítica de grãos de soja. Os rendimentos variaram entre 19,3 ± 0,3% e 

13,5 ± 1,4%. Foi observado que o aumento da pressão, temperatura, vazão de solvente e 
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redução no tamanho das partículas causaram acréscimo na quantidade de extrato obtido. Os 

autores também executaram a extração Soxhlet dos grãos de soja com n-hexano e o 

rendimento alcançado foi de 20,1 ± 0,1%.  

Kao, Chien e Chen (2008) compararam o rendimento de extração de isoflavonas do 

resíduo de óleo de soja obtidas por solvente (água e etanol, 1:1, v/v) e por extração 

supercrítica (50 – 80 °C e 300 – 400 bar). A extração por solvente apresentou 2411 µg 

malonilglicosídeo, 2184 µg glicosídeo, 256 µg acetilglicosídeo e 159 µg aglicona por g de 

material, totalizando 5010 µg isoflavonas/g resíduo de soja. O ensaio supercrítico que 

apresentou a maior quantidade de isoflavonas foi a 60 °C e 350 bar, sendo de 798 µg 

malonilglicosídeo, 1982 µg glicosídeo, 317 µg acetilglicosídeo e 182 µg aglicona em 1 g de 

material, no total foram extraídas 3279 µg isoflavonas/g resíduo de soja. Apesar de o 

rendimento apresentado pela extração supercrítica ter sido inferior ao da extração com 

solvente, esta apresentou maior quantidade de aglicona, isoflavonas que desempenham maior 

atividade biológica.  

Quitain et al. (2006) também realizaram extrações supercríticas para obtenção de 

subprodutos. Foi utilizado resíduo de tofu para recuperação de compostos oléicos. As 

condições experimentais variaram a pressão (12 – 30 MPa), a temperatura (40 – 80 °C) e 

adição de etanol como cossolvente. A maior quantidade de óleo obtida foi 63,5% a 40 °C, 

20 MPa e 10% de etanol. Os extratos foram analisados por cromatografia gasosa e 

apresentaram como principais constituintes os ácidos graxos (aproximadamente 95 – 85%) e 

fitoesteróis (aproximadamente 5 – 15%), variando a quantidade de acordo com a pressão e 

temperatura do experimento. Também foram aferidos os fenólicos totais e as isoflavonas 

genisteína e daidzeína. O extrato que apresentou a maior quantidade de compostos fenólicos 

(35 mg ácido gálico equivalente/g extrato) foi obtido a 12 MPa, 40 °C com 10% de etanol. E 

o maior rendimento de isoflavonas (aproximadamente 170 µg genisteína e daidzeína/g 

extrato) foi obtido à 30 MPa, 40 °C com 5% de etanol. Pode-se concluir que a presença de 

etanol favoreceu a extração destes componentes.  

 

2.4 Modelagem da cinética de extração supercrítica  

As curvas globais de extração obtidas durante os experimentos supercríticos são 

analisadas por modelos cinéticos para se determinar parâmetros de scale-up e garantir 

viabilidade técnico-econômica do processo à nível industrial (FIORI et al., 2014). Diferentes 
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modelos podem ser encontrados na literatura e eles são classificados como modelos empíricos 

e modelos fenomenológicos.  

Os modelos empíricos expressam a dependência do rendimento da extração em 

relação ao tempo. Seus parâmetros não possuem sentido físico, portanto, estes modelos não 

podem ser utilizados para o escalonamento de projetos. Porém, estes parâmetros podem ser 

úteis para estimar curvas de extração para o mesmo sistema soluto-solvente dentro da faixa de 

condições que foram determinados (SOVOVÁ, 2012; ESQUÍVEL; BERNARDO-GIL; 

KING, 1999).  

Os modelos fenomenológicos são baseados na analogia de transferência de calor e na 

integração de equações de equilíbrio de massa diferencial. Seus parâmetros são capazes de 

descrever aspectos relevantes do processo como o equilíbrio das fases, a resistência à 

transferência de massa e o padrão de fluxo. Neles, o perfil de concentração é obtido pela 

integração das equações da fase sólida e fluida e o rendimento do extrato é calculado pela 

concentração de efluente. Caso algum aspecto do processo sobressaia, o modelo pode ser 

simplificado. Isto é, se o mecanismo de difusão nas partículas for mais lento que a 

transferência de extrato da superfície da partícula para a saída do extrator, a modelagem pode 

ser descrita apenas pela etapa controladora (SOVOVÁ, 2012). Para que um modelo seja usado 

como ferramenta de simulação é necessário que ele reproduza o comportamento físico da 

estrutura sólida e as observações experimentais das extrações (MEZZOMO; MARTÍNEZ; 

FERREIRA, 2009).  

O modelo logístico de Martínez et al. (2003) foi proposto para descrever as curvas de 

extração de oleorresina de gengibre. Ele foi desenvolvido a partir da diferencial do balanço de 

massa aplicado no interior do leito de extração para as fases fluida e sólida. A princípio, ele 

foi classificado como um modelo fenomenológico. Porém, à medida que diversos trabalhos 

apresentaram valores negativos para 𝑡𝑚, parâmetro que determina o tempo em que ocorre a 

máxima taxa de extração, ele perde o sentido físico, tornando-se então um modelo de caráter 

empírico (JESUS et al., 2013).  

Este modelo foi aplicado por alguns autores como Jokić et al. (2011) que analisaram 

as curvas globais de extração supercrítica de óleo de soja e obtiveram bom ajuste para todos 

os estágios das curvas. Segundo os autores, o modelo poderia descrever com sucesso as 

cinéticas de extração através dos parâmetros ajustáveis b e 𝑡𝑚. Marinho et al. (2019) também 

encontraram bons resultados para descrever as curvas de extração supercrítica de germén de 

milho utilizando o modelo de Martínez et al. (2003). Jokić, Svilovic e Vidovic (2015) 
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avaliaram diferentes condições supercríticas para extrair óleo de soja. Em todos os ensaios, o 

modelo logístico apresentou valores negativos para o parâmetro 𝑡𝑚. Ou seja, ainda que este 

modelo apresente uma boa descrição quantitativa de curvas globais de extração, a ausência de 

significado físico de seus parâmetros impossibilita sua aplicação para design de processos e 

aumento de escala (JESUS et al., 2013).  

Neste sentido, os parâmetros físicos presentes em modelos fenomenológicos poderiam 

descrever melhor os comportamentos experimentais das extrações. O modelo de células 

quebradas e intactas (em inglês broken and intact cells, BIC) descrito por Sovová (1994) pode 

ser uma ideia para o desenvolvimento de modelagem fenomenológica. Nele, considera-se que 

o solvente flui axialmente em velocidade constante por um leito cilíndrico que acondiciona o 

material vegetal triturado. O leito está homogêneo quanto ao tamanho das partículas da matriz 

e à sua distribuição em seu interior. A pressão e temperatura do processo são constantes e o 

solvente está isento de soluto na entrada do extrator. Como o material passa por um processo 

de trituração, admite-se que uma parte do soluto fica diretamente exposta ao solvente e outra 

parte é protegida pelas paredes celulares. Segundo Sovová (2012), as curvas de extração 

fornecidas pelo modelo BIC são compostas por uma seção inicial mais íngreme, que está 

relacionada ao soluto de fácil acesso, e uma seção final que cresce lentamente e está 

relacionada às células intactas. Estas seções são conectadas por uma seção de transição em 

que o soluto de fácil acesso das partículas já está se esgotando. É possível relacionar estas 

divisões às regiões CER, FER e DC descritos anteriormente.  

Alguns autores associam o modelo de Sovová (1994) ao modelo de splines de 

Meireles (2008). Apesar deste último possuir natureza puramente empírica e não levar em 

consideração questões fenomenológicas, como interações soluto-matriz ou fracionamento do 

soluto durante o processo de extração (SANTANA et al., 2018), ele é capaz de delimitar os 

períodos CER, FER e DC. Uma vez que seu ajuste é composto por 3 retas apresentadas nas 

Equações 1, 2 e 3 sendo cada uma associada a um período da curva de extração.  

 

Quando 𝑡 ≤ 𝑡𝐶𝐸𝑅   

𝑚𝑒𝑥𝑡 = 𝑏0 + 𝑏1𝑡    Equação 1 

Quando 𝑡𝐶𝐸𝑅 < 𝑡 ≤ 𝑡𝐹𝐸𝑅  

𝑚𝑒𝑥𝑡 = 𝑏0 + 𝑏1𝑡 + 𝑏2(𝑡 − 𝑡𝐶𝐸𝑅 )   Equação 2 

Quando 𝑡 > 𝑡𝐹𝐸𝑅  

𝑚𝑒𝑥𝑡 = 𝑏0 + 𝑏1𝑡 + 𝑏2(𝑡 − 𝑡𝐶𝐸𝑅 ) + 𝑏3(𝑡 − 𝑡𝐹𝐸𝑅 )  Equação 3 
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Em que,  

𝑚𝑒𝑥𝑡 – Massa de extrato (g) 

𝑏0 – Coeficiente linear (termo de ordem zero) da reta CER (g) 

𝑏1, 𝑏2𝑒𝑏3 – Coeficientes angular (termos de primeira ordem) das retas CER, FER e 

DC, respectivamente (g/min) 

𝑡 – Tempo de extração (min)  

𝑡𝐶𝐸𝑅  – Duração do período CER (min)  

𝑡𝐹𝐸𝑅  – Duração do período FER (min) 

 

Aplicando as curvas splines é possível obter informações como a taxa de extração 

(𝑀𝐶𝐸𝑅 ), o rendimento (𝑅𝐶𝐸𝑅 ) e o tempo de duração (𝑡𝐶𝐸𝑅 ) do período CER, relação entre 

solvente consumido durante o primeiro período e massa de amostra alimentada (𝑆 𝐹⁄
𝐶𝐸𝑅) e a 

razão mássica de extrato na saída do reator (𝑌𝐶𝐸𝑅 ). Alguns destes parâmetros podem ser 

usados em estudos que avaliam o aumento de escala de processos (JESUS et al., 2013).  

Jesus et al. (2013) descreverem quantitativamente as curvas de extração supercrítica de 

óleo de farelo de arroz por diversos modelos. Os que apresentaram melhores ajustes foram o 

modelo logístico de Martínez et al. (2003) e o splines. Marinho et al. (2019) também 

utilizaram splines para avaliar dados da extração supercrítica de óleo de germén de milho. O 

modelo ajustou muito bem os dados, oferecendo resultados satisfatórios para descrever a 

cinética de extração.  
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CAPÍTULO 3 

MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1 MATERIAIS  

3.1.1 Resíduo de molho de soja 

O material utilizado nesse estudo foi fornecido pela empresa Sakura Nakaya 

Alimentos Ltda. localizada em Boituva – São Paulo, Brasil. Esse resíduo foi gerado após o 

processo de fermentação e separação do molho de soja fermentado. Não houve nenhum 

processo de remoção de óleo ou secagem, ele já veio moído e é constituído basicamente por 

soja, milho, sal, leveduras e bactérias lácteas.  

 

3.1.2 Gases, reagente e padrões  

As extrações supercríticas foram realizadas com dióxido de carbono (White Martins, 

99% de pureza), hexano (Qhemis, 98,5%) e etanol (Synth, 95%). As extrações Soxhlet foram 

feitas com etanol (Synth, 95%), acetona (Dinâmica, 99,5%) e hexano (Qhemis, 98,5%).  

Para a quantificação de ácidos graxos utilizou-se hidróxido de potássio (Vetec, 85%), 

metanol (Vetec, 99,8%), heptano (Synth, 99%), ar comprimido (White Martins, 20% O2 e 

80% N2), gás de hidrogênio (White Martins, 99,95%), argônio (White Martins, 99,998%) e 

hélio (White Martins, 99%). 

Nas análises de fenólicos foi empregado etanol (Synth, 95%), Folin-Ciocauteau 

(Sigma-Aldrich), carbonato de sódio anidro PA (Dinâmica, 99,5%) e ácido gálico (Vetec, 

99%). Na de flavonoides utilizou-se nitrito de sódio (Dinâmica, 97%), cloreto de alumínio 

(Vetec, 99,5%), hidróxido de sódio (Impex, 99%) e rutina (Sigma-Aldrich, ≥ 94%). 

Para a atividade antioxidante foi usado etanol (Synth, 95%), acetona (Dinâmica, 

99,5%) e DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) (Sigma-Aldrich, 95%). 

  

3.2 MÉTODOS 

3.2.1 Caracterização do resíduo  

3.2.1.1 Preparo do resíduo  

O preparo do resíduo foi adaptado a partir da metodologia de Yeh, Su e Lee (2005). 

Uma quantidade de 1 kg de material foi colocado em 20 L de água e armazenados sob 

refrigeração durante 12 horas. Posteriormente, a água foi removida e o sólido ficou retido em 

uma peneira de 100 mesh e 8” de diâmetro da marca Bertel. Cerca de 300 g de resíduo foi 
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novamente lavado em água corrente, filtrado e colocado em um béquer de 1 litro. Completou-

se o béquer com água destilada e o conjunto foi colocado em banho ultrassônico (LimpSonic, 

40 KHz) durante 20 minutos em temperatura ambiente. Após este tempo, a condutividade da 

água foi medida (Digimed, DM-20), o material filtrado e acondicionado no béquer. 

Adicionou-se 700 mL de água destilada e o conjunto foi levado para o banho ultrassônico 

durante 20 minutos. Este ciclo se repetiu por 6 vezes, quantidade necessária para que a 

condutividade da água se tornasse constante. Em seguida, o material foi encaminhado para o 

congelamento e liofilização (LIOTOP modelo L101; Bomba ICME tipo M71B4). Após a 

liofilização a 200 microHg e – 51 °C, o sólido remanescente foi empacotado à vácuo e 

armazenado no congelador. 

 

3.2.1.2 Teor de umidade     

A água presente nos alimentos é o que propicia o desenvolvimento de microrganismos 

e as atividades biológicas (GONELLI et al., 2007). Diferentes métodos podem ser aplicados 

para quantifica-la, dentre eles estão a dessecação, destilação, secagem em estufa, secagem por 

infravermelho, microondas, reações químicas ou ainda titulação Karl Fischer (MORGANO et 

al., 2008).  

Neste trabalho, foi utilizado o método de secagem baseado em Gonelli at al. (2007) 

adaptado. A massa do material descongelado foi medida em balança Shimadzu AUW220 

(precisão 0,0001 g) e levada para estufa (Biopar Equipamentos EletroEletrônicos, modelo 

S180SD) a 105 °C. Após atingir peso constante, o material foi transferido para um dessecador 

até alcançar temperatura ambiente e sua massa foi novamente aferida. O cálculo da umidade 

foi feito através da diferença entre a massa inicial de resíduo e a massa final.  

 

3.2.1.3 Teor de cinzas  

Segundo Cecchi (2003), as cinzas presentes em um alimento são resíduos inorgânicos 

que se mantiveram após a queima da matéria orgânica que se transformou em CO2, H2O e 

NO2. O método para aferir este parâmetro foi adaptado da Farmacopeia Brasileira (2019). As 

análises foram feitas em triplicata para o resíduo in natura e processado.  

O resíduo in natura seco (3 g) foi levado à mufla (Quimis, modelo Q318S21), a qual 

foi aquecida até 600 °C a uma taxa de 5 °C/min e mantida nesta temperatura por 3 horas. 

Após esse período, o material foi transferido para um dessecador, e ao atingir a temperatura 

ambiente, ele foi novamente pesado. Por meio da razão entre a massa do resíduo final e a 
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massa de resíduo inicial foi determinado o teor de cinzas. O mesmo procedimento foi 

realizado para análise do teor de cinzas do resíduo processado. 

 

3.2.1.4 Análise termogravimétrica (ATG) 

Na análise termogravimétrica o material a ser analisado é colocado em uma 

microbalança e submetido a um aumento programado de temperatura. Durante a rampa, a 

temperatura é registrada continuamente, assim como a alteração de massa da amostra. Com as 

informações obtidas, pode-se compreender o comportamento do material durante a 

degradação térmica e saber em quais faixas de temperatura a decomposição é mais 

pronunciada (SANTOS et al., 2012).  

Neste experimento, cerca de 10 mg de resíduo lavado e liofilizado foram colocadas no 

equipamento (TGA-50 Shimadzu). Aqueceu-se o aparelho da temperatura ambiente até 

800 °C a uma taxa de 10 °C/min em atmosfera contendo 15% Ar sintético/He com vazão de 

60 mL/min. Durante todo o processo foi feito o monitoramento da temperatura e o peso.  

 

3.2.1.5 Análise elementar 

A análise elementar determina a quantidade de carbono, hidrogênio, nitrogênio, 

enxofre e oxigênio contida nos materiais (YU et al., 2017). Para avaliar a quantidade destes 

elementos no resíduo de molho shoyo lavado e liofilizado foi utilizado o Analisador 

Elementar CHNS/O (Thermo Scientific, modelo FlashSmart) pertencente ao Instituto de 

Química da USP de São Carlos.  

Aproximadamente 2,4 mg de amostra foram acondicionadas em uma cápsula de 

estanho e inseridos no equipamento. No momento da análise ocorre a oxidação do estanho 

(Dynamic Flash Combustion) e a liberação de uma grande quantidade de calor, aumentando a 

temperatura local para cerca de 1700 °C. Nestas condições, o material é submetido a uma 

região de oxidação e redução em um tubo contido no equipamento. O resultado é a conversão 

do C, H, N e S da amostra em gases específicos (CO2, H2O, N2 e SO2), que são levados a uma 

coluna cromatográfica para separação e posterior detecção em um detector de condutividade 

térmica. A calibração é feita previamente com padrões específicos para quantificar o C, H, N 

e S da amostra em % massa/massa. 
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3.2.1.6 Análise centesimal  

Conforme já citado, no resíduo de molho shoyo é possível encontrar muitos 

constituintes funcionais. Para que ele seja consumido como alimento, ração animal ou 

empregado na indústria alimentícia é importante conhecer a sua composição. Sendo assim, o 

material foi analisado pelo Laboratório de Controle de Qualidade GMO, localizado na cidade 

de Belo Horizonte.  

Para a amostra processada foram determinados: proteína, fibra, carboidratos, gordura, 

umidade relativa e material volátil; e para a amostra in natura foi realizada análise de 

proteína.  

O laboratório utilizou o método Kjeldahl Titulométrico segundo ISO 1871:2009 para 

aferir a proteína. Para a fibra, foi feita análise enzimática gravimétrica de acordo com AOAC. 

Os carboidratos foram medidos pelo teste de Fehling e a umidade e o material volátil por 

gravimetria conforme IAL 1° ed. Digital, 2008. A gordura foi determinada por gravimetria em 

conformidade AOAC 920.39 20° ed. 2016.  

 

3.2.1.7 Densidade real  

A densidade real é a razão entre a massa de uma determinada substância e o volume 

ocupado pela mesma. Para determiná-la é necessário contabilizar o volume dos espaços 

internos que existem no material e subtrair do volume total. Um equipamento utilizado para 

tal função é o picnômetro a gás. Comumente emprega-se o gás hélio, por ser inerte e suas 

moléculas pequenas permitem-no adentrar nos menores espaços da amostra (LOWELL et al., 

2004). É este parâmetro que possibilita contabilizar os espaços vazios contidos no leito da 

extração supercrítica.  

Para determinar a densidade real neste trabalho utilizou-se um picnômetro a hélio da 

marca Micromeritics, modelo AccuPyc 1330. A medida de massa de um cadinho de metal de 

3,5 cm³ foi realizada em uma balança. Preencheu-se aproximadamente ¾ de seu volume com 

resíduo de molho shoyo lavado e liofilizado e verificou-se a massa do mesmo. O conjunto foi 

colocado no picnômetro, onde foi informado o volume do cadinho e a massa da amostra. 

Através da variação entre a pressão de hélio na câmara da amostra e a pressão de uma câmara 

para o volume calibrado, é feito o cálculo da densidade real. O aparelho forneceu a densidade 

real e o desvio padrão após 5 leituras.  

 



 

27 
 

3.2.1.8 Densidade “bulk”  

Densidade “bulk” é dada pela massa de uma substância em pó dividida pelo seu 

volume total, incluindo os poros internos e volumes vazios entre as partículas. A forma das 

partículas, a força de ligação partícula-partícula e a umidade do equilíbrio influenciam na 

coesão do pó; e o grau de empacotamento do pó no leito afetam a determinação da densidade 

“bulk” (LOWELL et al., 2014). De acordo com Eisenbies e colaboradores (2019), os métodos 

para medí-la descritos pela ISO 17828:2015 (ISO 17828), EN-15103 e ASAE S269.5 são 

equivalentes. Um recipiente de volume conhecido foi preenchido com o material. O recipiente 

foi colidido a uma superfície plana por uma quantidade de vezes pré-determinada para o 

empacotamento do leito e aferiu-se a massa. Com estes dados, calculou-se a densidade 

“bulk”. Neste trabalho, foi realizada esta metodologia com adaptações.  

Uma proveta de 50 mL foi pesada e preenchida parcialmente com resíduo de molho 

shoyo processado. Bateu-se o conjunto em uma superfície plana até que volume ocupado pelo 

sólido se tornasse constante. Anotou-se a massa do resíduo e o volume ocupado pelo mesmo, 

através da razão entre eles, calculou-se a densidade “bulk”.  

 

3.2.1.9 Atividade de água  

A atividade hídrica (aw) é um parâmetro que relaciona a disponibilidade de água nos 

alimentos com o crescimento microbiano e as reações bioquímicas. Determinada através da 

razão entre a pressão de vapor de equilíbrio da amostra e a pressão de vapor de equilíbrio da 

água pura na mesma temperatura, seu valor varia entre 0 e 1 (PRIOR, 1979).  

Para aferir este parâmetro foi utilizado o equipamento Novasina LabSwift-aw com 

precisão de ± 0,01 aw. Através da variação na resistência eletrolítica gerada pela umidade do 

material, o aparelho determinou o valor da atividade de água. Foram realizadas as análises do 

resíduo in natura e do resíduo processado, em triplicata.  

 

3.2.1.10 Análise granulométrica  

Através desta análise é possível caracterizar as partículas de material de acordo com 

seus tamanhos. O peneiramento é uma operação unitária muito utilizada para isto. Nele, uma 

quantidade de amostra é passada por um agregado de peneiras. Cada peneira possui uma 

abertura de diâmetro (malha) que reterá as partículas maiores que este diâmetro, as demais 

passarão. As peneiras são organizadas em ordem decrescente em relação aos diâmetros, sendo 
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a última um recipiente vedado, onde ficam os fragmentos mais finos que passaram por todas 

as peneiras (CREMASCO, 2014).  

Foi feita a classificação granulométrica para o resíduo processado utilizando as 

peneiras de 8, 12, 20, 32, 48, 80 e 115 mesh da marca Bertel e um agitador AS200 Retsch. 

Para calcular o diâmetro média da partícula utilizou-se a Equação 4 citada por Aguiar et al. 

(2013).  

 

𝑑𝑠 = 𝑙𝑜𝑔10
−1 [

∑ (𝑚𝑖(𝑙𝑜𝑔10(𝑑𝑖.𝑑𝑖+1)0,5))𝑛
𝑖=1

∑ 𝑚𝑖
𝑛
𝑖=1

]  Equação 4 

 

Em que 𝑑𝑠 é o diâmetro médio, 𝑖 é um contador, 𝑚𝑖 é a massa retida na peneira i, 𝑑𝑖 é 

o diâmetro da peneira i, 𝑑𝑖+1 é o diâmetro da peneira acima da peneira i. 

 

3.2.1.11 Microscopia eletrônica de varredura (MEV)  

As análises de Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) foram realizadas para o 

resíduo processado antes e após a extração supercrítica. Primeiramente, foi feita a metalização 

com ouro no aparelho LEICA EM SCD050 e, em seguida, analisou-se no Zeiss EVO MA10 

com operação a alto vácuo (menor que 1,3.10-4 mbar), utilizando 5,0 kV de energia (EHT) e 

magnificação de 50X e 1.00KX. O aparelho contém detectores de elétrons secundários (SE), 

elétrons retroespalhados (BSD) e um detector de espectroscopia de energia dispersiva por 

Raios-X (EDS) (Oxford modelo 51-ADD0048).  

 

3.2.2 Processos extrativos  

3.2.2.1 Extração Soxhlet  

A metodologia utilizada foi da Farmacopeia Brasileira (2019) com adaptações. Um 

filtro de papel contendo 10 g de resíduo de molho shoyo processado foi colocado no aparelho 

extrator tipo Soxhlet. Um balão de vidro de 250 mL foi colocado em uma estufa a 105 °C. 

Após 1 hora, a massa do balão foi medida e este preenchido com solvente. Foram 

selecionados os solventes acetona, etanol e hexano em razão da diferença de polaridade entre 

eles.  

O sistema foi preparado, garantindo a vedação completa no encaixe balão-extrator. 

Ajustou-se a manta de aquecimento (Fisatom) de acordo com a temperatura de ebulição de 

cada solvente e o banho de resfriamento do condensador foi mantido a 12 °C. A extração 
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ocorreu por 4 horas contabilizadas a partir da primeira sifonagem. Ao final do experimento, 

realizou-se a evaporação do solvente por meio do rotaevaporador (IKA, modelo RV10) a 

140 rpm e 40 °C. O extrato remanescente foi colocado em estufa a 40 °C até massa constante.  

O rendimento foi calculado pela Equação 5 apresentada por Danlami, Arsad e Zaini 

(2015). 

 

𝑅𝑒𝑛𝑑𝑖𝑚𝑒𝑛𝑡𝑜=
𝑀𝑎𝑠𝑠𝑎  𝑑𝑒 𝑒𝑥𝑡𝑟𝑎𝑡𝑜

𝑀𝑎𝑠𝑠𝑎  𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎
∗ 100%         Equação 5 

 

3.2.2.2 Extração supercrítica  

As extrações supercríticas foram feitas em uma unidade de escala laboratorial 

apresentada na Figura 6. Ela é constituída por: válvulas, um cilindro de CO2; um banho 

termostatizado (Tecnal TE-184) para resfriar o gás na bomba e outro (Ethiktecnology, 521/D) 

para aquecer o extrator; uma bomba seringa (Teledyne Isco, modelo 500D), um controlador 

de temperatura (Novus, N1100) e um extrator com volume de 63 mL (1,98 cm de diâmetro x 

20,5 cm de altura). 

 

 

Figura 6 - Representação da unidade de extração supercrítica laboratorial constituída por 

válvulas (V1 a V6), cilindro de CO2, bomba (P), extrator (E), controlador de temperatura (C), 

banho termostatizado para resfriar a bomba (B1) e para aquecer o extrator (B2)  

Fonte: SOLDAN et al. (2020) 

 

O leito do extrator foi preenchido com 5 g de resíduo de molho shoyo processado e 

50 g de esferas de vidro (3 mm de diâmetro) tal como apresentado na Figura 7. A organização 

foi feita desta maneira a fim de se prevenir a formação de canais preferenciais ou 
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agrupamento no leito, uma vez que as partículas do material são pequenas (REVERCHON; 

MARCO, 2006; ESSIEN; YOUNG; BAROUTIAN, 2020). 

 

 

Figura 7 - Organização no leito extrator em que as circunferências representam as esferas de 

vidros e os retângulos representam o resíduo 

Fonte: SOLDAN et al. (2020) 

 

O procedimento experimental foi executado da seguinte maneira:  

1 – Ligou-se o banho termostático acoplado a bomba para evitar que o CO2 

vaporizasse.  

2 – Quando o banho atingiu 5 °C, abriram-se as válvulas V1 e V2 e a bomba foi 

preenchida com o solvente. 

3 – Esperou-se por aproximadamente 30 minutos para que o CO2 se arranjasse dentro 

da bomba.  

4 – A amostra e as bolinhas de vidro foram colocadas no vaso extrator e este foi 

fechado.  

5 – Conectou-se o controlador de temperatura ao bloco de aquecimento na saída do 

vaso. A temperatura foi mantida a 90 °C para evitar que o extrato congelasse devido ao 

abaixamento de temperatura provocado pela expansão do gás (efeito Joule-Thompson). 

6 – Ligou-se o banho de aquecimento acoplado ao vaso extrator. A temperatura foi 

determinada de acordo com cada experimento.  

7 – Decorrido os 30 minutos, as válvulas V1 e V2 foram fechadas e as válvulas V3 e 

V4 abertas. Assim o vaso extrator foi preenchido com o solvente.  

8 – Pressurizaram-se a bomba e o extrator simultaneamente até a pressão pré-

determinada e aguardou mais 30 minutos para estabilização da pressão e da temperatura 

dentro do extrator – tempo de extração estática ou pré-extração.  

9 – O frasco âmbar de coletar a amostra foi pesado e encaixado no aparato.  

10 – Passados os 30 minutos, aferiu-se o volume de gás da bomba e a extração foi 

iniciada. 
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11 – A válvula agulha V5 foi aberta por completo enquanto que a micrométrica foi 

aberta vagarosamente até que a vazão de solvente alcançasse 3 mL/min.  

12 – A cada 10 minutos, fechava-se a válvula V5 e anotava o peso da amostra e a 

quantidade de CO2 ainda contida na bomba.  

13 – A extração foi feita até que a razão massa extraída/tempo se tornasse constante.  

14 – O extrato coletado foi lacrado e mantido sob refrigeração longe da luz.  

15 – O vaso foi despressurizado e todos os equipamentos (bomba, banhos e 

controlador de temperatura) foram desligados.  

A temperatura, a pressão, a adição de cossolvente, o tempo de extração, o tamanho da 

partícula e a vazão do solvente são variáveis relevantes no processo de extração supercrítica. 

A determinação destes fatores neste trabalho foi feita baseada na literatura e nas limitações 

operacionais da unidade e do material (ESSIEN; YOUNG; BAROUTIAN, 2020).  

De acordo com Xiang e colaboradores (2019), o aumento da pressão faz com que o 

rendimento da extração supercrítica de resíduo de molho shoyo cresça. Desta forma, 

considerando que a pressão máxima alcançada pelo equipamento utilizado é de 258,6 bar; 

adotou-se como condições experimentais 200 e 250 bar. Para as temperaturas estabeleceu-se 

40 e 60 °C, com o intuito de evitar a degradação de compostos termossensíveis. Silva, Rocha-

Santos e Duarte (2016) relataram que para se alcançar maiores rendimentos 

globais/específicos ou maiores propriedades bioativas, 43% dos trabalhos citados por eles 

foram realizados entre 40 e 50 °C e 33% entre 50 e 60 °C. Quanto à pressão, 37% dos 

trabalhos aplicaram de 200 a 300 bar e 28% de 300 a 400 bar.  

 Para avaliar a influência do cossolvente na extração em condições supercríticas, 

foram realizados experimentos a 250 bar e 40 °C com adição de etanol e hexano. Uma 

quantidade suficiente de cossolvente foi adicionada ao material, apenas para molhá-lo, sem 

excesso, segundo a metodologia de López-Bascón e Castro (2020) com adaptações. Em 

seguida, a mistura foi acondicionada no vaso extrator onde permaneceu em processo de pré-

extração durante 30 minutos. Após este tempo, fez-se a coleta do extrato a uma vazão de 

3 mL/min pelo mesmo tempo do ensaio a 250 bar e 40 °C sem cossolvente. Ao final do 

experimento, foi realizada uma única pesagem do material coletado.  

A Tabela 2 apresenta dados dos parâmetros usados nos experimentos.  
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Tabela 2 - Parâmetros dos ensaios de extração supercrítica 

Experimento 
Temperatura 

(°C) 

Pressão 

(bar) 

Densidade CO2 
1

 

(g/mL) 
Cossolvente 

1 40 200 0,84 - 

2 40 250 0,88 - 

3 60 200 0,72 - 

4 60 250 0,79 - 

5 40 250 0,88 Etanol 

6 40 250 0,88 Hexano 

 

O rendimento foi calculado conforme Equação 5, descrita anteriormente.  

 

3.2.3 Caracterização dos extratos  

3.2.3.1 Ácidos graxos  

O procedimento de determinação dos ácidos graxos foi realizado de acordo com 

Marinho et al., 2019. Inicialmente, foi feita a derivatização dos extratos. A derivatização 

promove mudanças nos grupos funcionais das moléculas, reduz sua polaridade e aumenta sua 

volatilidade. Isso amplia a separação dos picos cromatográficos, melhorando a leitura do 

detector (FRIAS; GRAMACHO; PINEIRO, 2014).  

Para cada 60 mg de amostra foram adicionados 2 mL da solução de KOH (Vetec, 

85% de pureza)/Metanol (Vetec, 99,8%) (2 mol/L) preparada previamente. A mistura foi 

homogeneizada por 5 minutos com o auxílio de um agitador vórtex (Astral Científica, 50Hz). 

Em seguida, 5 mL de heptano (Synth, 99%) foram adicionadas e houve, então, a formação de 

duas fases. Somente a fase superior (1 µL) foi analisada no cromatógrafo gasoso (Shimadzu, 

modelo 2014) com detector FID e coluna RTX-Wax (Restek, 30 m x 0.32 mm i.d.; espessura 

do filme de 0.25 µm). O forno estava inicialmente a 120 °C e foi aquecido até 180 °C a uma 

taxa de 15 °C/min. Ele foi novamente aquecido até 210 °C, desta vez a uma taxa de 5 °C/min 

e permaneceu a 210 °C durante 2 minutos. Foi utilizado Hélio como gás de arraste a uma 

vazão de 2,14 mL/min. O injetor e o detector foram mantidos em 250 °C e o split foi de 1:80.  

A identificação dos picos formados pelas amostras foi feita baseada no tempo de 

retenção dos reagentes padrões. E a quantificação foi realizada comparando a área dos picos 

das amostras com a área padrão heptadecanoato de metila injetado na concentração de 

10,321 mg/mL.  

 
1 Dados consultados em https://webbook.nist.gov/chemistry/fluid/ 
 

https://webbook.nist.gov/chemistry/fluid/
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3.2.3.2 Atividade antioxidante  

Para medir a capacidade oxidativa dos extratos deste trabalho, foi utilizado o 

procedimento de Rufino et al. (2007). Inicialmente, foi preparada uma solução com 21 mg de 

extrato e 0,1 mL de etanol e, a partir dela, realizou-se cinco diluições. Em um ambiente com 

ausência de luz, dissolveu-se 2,4 mg de DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) em 100 mL de 

etanol, produzindo uma solução com concentração de 60 µM. Misturou-se 0,1 mL da diluição 

da amostra com 3,9 mL do preparado de DPPH 60 µM e homogeneizou-se manualmente. 

Após uma hora em repouso à temperatura ambiente, a absorbância foi medida em 

espectrofotômetro UV/VIS (Pró-análise, V-1200) à 515 nm. Para o branco, foi utilizado 

etanol.  

Uma solução controle também foi preparada com 40 mL etanol 50%, 40 mL acetona 

70% e 20 mL de água destilada. Para aferir sua absorbância, 0,1 mL da solução foi adicionada 

a 3,9 mL de DPPH 60 µM, misturada manualmente e lida no espectrofotômetro.  

Para construir a curva de calibração variou-se a concentração da solução inicial DDPH 

de 0 até 60 µM. Uma alíquota de cada concentração foi transferida para cubetas de vidro e 

lida em espectrofotômetro no comprimento de onda de 515 nm. Etanol foi utilizado como 

branco. De posse dos resultados, construiu-se um gráfico de absorbância versus concentração 

de DPPH. Através desta curva, pode-se obter o valor equivalente à metade da absorbância 

inicial da solução controle.  

Para calcular o consumo em µM de DPPH nas amostras, construiu-se um gráfico de 

absorbância versus diluição em (mg/L) e determinou-se a equação da reta. Substituindo a 

absorbância equivalente a 50% da concentração do DPPH, encontrou-se o resultado do EC50.  

 

3.2.3.3 Flavonoides totais  

A caracterização de flavonoides foi adaptada da metodologia de Zhishen, Mengcheng 

e Jianming (1999). O extrato (21 mg) foi diluído em 0,1 mL etanol, adicionou-se 0,3 mL de 

NaNO2 diluído a 5% em água destilada. Após 5 minutos, colocou-se 0,6 mL da solução de 

AlCl3 diluído a 10% em água destilada. No décimo primeiro minuto, acrescentou-se 2 mL de 

NaOH (1M). A absorbância foi medida à 450 nm em espectofotômetro (Pró-análise, V-1200).  

A curva de calibração foi construída a partir de diferentes diluições de rutina em 

etanol, também lidas no comprimento de onda de 450 nm. As leituras foram feitas em 

triplicata e os resultados são expressos em mg de rutina/100 g de resíduo processado seco e 

mg de rutina/g de extrato.   
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3.2.3.4 Fenólicos totais  

A caracterização dos compostos fenólicos foi feita em duplicata fundamentada na 

metodologia de Singleton e Rossi (1965) com alterações. Para a análise, 21 mg de extrato foi 

diluído em 0,1 mL de etanol. Acrescentou-se 2,5 mL do reagente Folin-Ciocalteau em água 

destilada na proporção de 1:10. Aqueceu-se a mistura durante 5 minutos a 50 °C. Em seguida, 

adicionou-se 2 mL da diluição de Na2CO3 em água destilada (75 g/L) e, novamente, aqueceu-

se o tubo a 50 °C por 5 minutos. A mistura foi resfriada em água gelada e teve sua 

absorbância medida em espectrofotômetro UV/VIS (Pró-análise, V-1200) a 622 nm.  

A curva de calibração foi construída a partir de diferentes diluições de ácido gálico em 

etanol lidas no comprimento de onda de 622 nm. As leituras foram feitas em duplicata e os 

resultados são expressos em mg ácido gálico equivalente/100 g de resíduo processado seco.  

 

3.2.4 Modelagem matemática da cinética de extração  

A modelagem matemática da cinética de extração foi feita utilizando o modelo 

logístico proposto por Martínez et al. (2003) e o modelo de splines de Meireles (2008) 

adaptado por Santana et al. (2018). O ajuste dos modelos foi feito no software MS Excel.  

 

3.2.4.1 Logístico  

O modelo matemático de Martínez et al. (2003) considerou o extrato supercrítico uma 

mistura de múltiplos componentes. Desta forma, cada soluto interage de uma maneira com o 

solvente e é extraído em diferentes tempos (GALVÃO et al., 2013). O modelo considerou que 

no leito de extração existam duas fases: a sólida, composta pelo material que contém o extrato 

e a fase fluida, composta pelo fluido supercrítico com extrato dissolvido. O leito foi tratado 

como cilíndrico, ocupado por ambas as fases e o solvente passa pelo seu eixo axial. O balanço 

de massa não considerou o acúmulo e dispersão da fase fluida devido a sua insignificância no 

processo quando comparado do efeito de convecção. Para o termo de transferência de massa 

interfacial foi escolhido o modelo de crescimento populacional, que foi incorporado ao 

balanço de massa da fase sólida. Foi realizada a integração do balanço de massa e alguns 

termos foram rearranjados. O extrato deste trabalho foi considerado como um único 

pseudocomponente, a afim de facilitar o uso deste modelo, obtendo assim a Equação 6:  

 

𝑚(𝑡) =
𝑚0

𝑒𝑥𝑝(𝐶𝑡𝑚)
[

1+𝑒𝑥𝑝(𝐶𝑡𝑚)

1+𝑒𝑥𝑝[𝐶(𝑡𝑚−𝑡)]
− 1]  Equação 6 
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Em que 𝑚(𝑡) representa a massa acumulada de extrato com relação ao tempo, 𝑚0 é a 

possível massa de extrato a ser obtida, 𝐶 é um parâmetro de ajuste, 𝑡𝑚 é o tempo em que a 

taxa de extração é máxima e 𝑡 é o tempo decorrido. Apesar de o parâmetro 𝑚0 poder ser 

determinado experimentalmente, ele foi considerado parâmetro de ajuste, juntamente com os 

parâmetros 𝐶 e 𝑡𝑚.  

 

3.2.4.2 Splines 

O ajuste do modelo splines foi realizado no software Excel através do algoritmo 

fornecido por Santana et al. (2018). Ele é demonstrado na Equação 7.  

 

𝑚𝑒𝑥𝑡

𝑚𝑎𝑙𝑖𝑚
= 𝑏0 + (

𝑏1∗𝑄 𝐶𝑂 2

𝑚𝑎𝑙𝑖𝑚
∗ 𝑡) + (

𝑏2∗𝑄𝐶𝑂 2

𝑚𝑎𝑙𝑖𝑚
∗ 𝐴𝐿1) + (

𝑏3∗𝑄𝐶𝑂 2

𝑚𝑎𝑙𝑖𝑚
∗ 𝐴𝐿2) Equação 7 

 

Por meio deste algoritmo, é possível determinar o tempo em que o primeiro e o 

segundo período de extração finalizam. Para sua aplicação é necessário informações da vazão 

mássica de solvente (𝑄𝐶𝑂2
), a massa de matriz alimentada no processo (𝑚𝑎𝑙𝑖𝑚), o tempo (t) e 

a massa de extrato acumulada com o tempo (𝑚𝑒𝑥𝑡). Os parâmetros 𝑏0, 𝑏1, 𝑏2, 𝑏3, 𝐴𝐿1 e 𝐴𝐿2 

são ajustáveis. 𝑏0 representa o coeficiente linear do período de extração constante (CER) e 𝑏1 

o coeficiente angular. Fisicamente, 𝑏1 está relacionado a taxa de extração desse período 

(MCER). 𝑏2 e 𝑏3 representam os coeficientes angulares do período de queda da extração (FER) 

e do período controlado pela difusão (DC), respectivamente. Os parâmetros                         

𝐴𝐿1 = máximo (t – tCER) e 𝐴𝐿2 = máximo (t – tFER) são relacionados ao tempo e estão 

associados ao procedimento de busca do algoritmo. 𝐴𝐿1 está relacionado ao período de tempo 

da extração constante (CER) e 𝐴𝐿2 ao período de queda da extração (FER). 

 

3.2.5 Análise Estatística  

A análise estatística foi feita a partir dos quadros de análise de variância (ANOVA) 

baseados no planejamento 2K, fatorial 2x2 com 2 réplicas e one-way utilizando o software 

STATISTICA 12.0.  
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CAPÍTULO 4 

RESULTADOS E DISCUSSÕES 

 

4.1 Caracterização do resíduo in natura e processado  

O teor de umidade encontrado no resíduo in natura cedido pela Sakura foi de         

40,07 ± 0,13%. Wang e Cha (2018) reportaram um teor de umidade de 32,91% para resíduo 

de molho shoyo, enquanto que Shirai et al. (1998) encontraram 450 g de água/kg resíduo. A 

diferença dos resultados deve-se à proporção das matérias-primas e ao modo de preparo que 

podem diferenciar de acordo com o local. 

Na Tabela 3 tem-se a análise elementar do resíduo.  

 

Tabela 3 - Composição elementar do resíduo de molho shoyo lavado e liofilizado 

Componente Média (%) Desvio Padrão 

Nitrogênio 2,73  0,24 

Carbono 51,56  1,84 

Hidrogênio 6,97  0,21 

Enxofre 0,58  0,14 

 

Uzun, Pütün e Pütün (2006) avaliaram a composição elementar de grãos de soja e 

obtiveram 55,89% de Carbono, 6,57% de Hidrogênio, 9,29% de Nitrogênio e, pela diferença 

entre os componentes, 28,25% de Oxigênio. Li et al. (2020) analisaram resíduo de molho 

shoyo seco e encontrou 47,13% de Carbono; 6,29% de Hidrogênio; 25,46% de Oxigênio; 

4,22% de Nitrogênio e 0,51% de Enxofre. Segundo os autores, o material apresentou maior 

quantidade de N e menor quantidade de O quando comparado a outras biomassas 

lignocelulósicas, sendo as proteínas as principais contribuintes para este resultado. 

Em relação à análise centesimal, para o resíduo in natura foram encontradas 14,21 g 

de proteínas por 100 g de resíduo in natura seco. Zhao et al. (2014) encontraram 21,8 ± 0,57 g 

de proteína em base seca. Essa divergência nos resultados pode ser devido à diferença na 

compressão que separa a massa fermentada do molho shoyo (NAGAI et al., 2012). Outra 

possível razão seriam as diferenças entre as matérias-primas utilizadas na produção do molho. 

O molho produzido na China, por exemplo, utiliza uma proporção de 80:20 e 70:30 de soja 

para trigo, enquanto que o molho produzido no Japão utiliza a mesma quantidade de soja e 

trigo (DIEZ-SIMON et al., 2020). Considerando que a soja contém em sua composição mais 

de 48% de proteína (FRIEDMAN; BRANDON, 2001), o uso deste grão em maior quantidade 
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no processo de fabricação de molho shoyo pode resultar em maior quantidade de proteína no 

resíduo. 

Na Tabela 4 são apresentados os resultados da análise centesimal para o resíduo 

processado. 

 

Tabela 4 - Composição centesimal do resíduo de molho shoyo lavado e liofilizado 

Análise Resultado (g/100g) 

Proteínas  13,90 

Fibra Alimentar 38,20 

Carboidratos 37,31 

Gordura 12,39 

Umidade e material volátil 2,57 

 

Os resultados da análise centesimal indicaram que o resíduo de molho shoyo lavado e 

liofilizado é uma boa fonte de carboidratos, fibra alimentar e proteínas, podendo ser usado 

como um ingrediente na indústria alimentícia. Verifica-se que o processo de lavagem do 

material seguido da liofilização alterou de maneira pouco significativa a quantidade de 

proteínas. Yeh, Su e Lee (2005) em seu trabalho obtiveram 52,4 ± 1,5 g de fibra dietética 

total, 6,2 ± 0,19 g de carboidratos, 9,2 ± 0,7 g de gordura, 23,8 ± 0,9 g de proteína e             

6,2 ± 0,1 g de umidade para cada 100 g de rejeito de molho shoyo lavado e liofilizado.  

O resíduo in natura apresentou teor de cinzas de 14,36 ± 0,04%. Comparando-se com 

os valores encontrados na literatura, verificou-se que Wang e Cha (2018) obtiveram 8,85% de 

cinzas em seu resíduo; Xiang et al. (2019) determinaram 8,02% e Nagai et al. (2012) 

relataram 7,8 ± 0,3%. Os diferentes percentuais podem estar relacionados à quantidade de 

cloreto de sódio, que em geral representa de 6 a 10% da composição do resíduo (NAGAI et 

al., 2012). O teor de cinzas para o resíduo lavado e liofilizado foi de 0,42 ± 0,02%, um valor 

abaixo que o relatado por Yeh, Su e Lee (2005) que encontrou 2,2 ± 0,02 g de cinzas por 

100 g de resíduo lavado e liofilizado. Esta análise mostrou que a remoção do sal através de 

lavagem com água neste trabalho foi efetiva. 

Pela curva termogravimétrica apresentada na Figura 8 é possível observar 4 estágios 

de decomposição do material. A primeira etapa está entre 0 e 105 °C. Equivale a 8% de perda 

de massa e possivelmente está relacionada à evaporação de água, mesmo que o resíduo tenha 

sido liofilizado. A segunda etapa se deu entre 260 e 380 °C, onde acontece a maior redução de 

massa do material (50%). De acordo com Murasawa et al. (2018), esta faixa está relacionada à 

decomposição de componentes orgânicos presentes no resíduo de molho shoyo. Li et al. 
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(2020), identificaram esses componentes como sendo hemicelulose, gordura, lignina, celulose 

e proteína.  

A terceira e última queda aconteceu entre 468 e 480 °C e entre 500 e 545 °C. A 

redução foi de 3% e 14%, respectivamente. Murasawa et al. (2018) afirmaram que para esta 

faixa de temperatura acontece a queima do carbono sólido. Houve 100% de perda do resíduo 

ao final do experimento. É um resultado aceitável, haja vista que durante a lavagem toda a 

cinza foi retirada, conforme apresentado nas análises de teor de cinzas.  
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Figura 8 - A) Variação do percentual mássico do resíduo processado durante a queima de 

carbono por ATG, realizada em atmosfera de 15% Ar sintético/He B) Derivada da variação do 

percentual mássico do resíduo processado durante a queima de carbono por ATG, realizada 

em atmosfera de 15% Ar sintético/He 

 

A densidade real determinada neste trabalho foi de 1,2452 ± 0,0045 g/cm³ e corrobora 

com os valores obtidos na literatura. Pai e Okos (2013) aferiram a densidade real para a 

farinha de soja desengordurada e para o concentrado de proteína de soja e encontraram 

respectivamente 1,417 ± 0,00093 g/cm³ e 1,325 ± 0,00748 g/cm³. Nguyen et al. (2017) 

avaliaram o leite de soja em pó produzido por secagem de spray e encontrou 1,2 g/cm³. A 

maioria das partículas provenientes de alimentos possuem densidade entre 1,0 e 1,5 g/cm³ 

(NGUYEN et al., 2017), indicando que o resultado encontrado neste trabalho para o resíduo 

de molho shoyo lavado e liofilizado é satisfatório. A densidade “bulk” apresentada pelo 

resíduo lavado e liofilizado foi de 0,2062 g/cm³ com desvio padrão de 0,0037. Yeh, Su e Lee 

(2005) relataram resultado semelhante de 0,20 g/cm3. Segundo esses autores, as partículas 

com menor densidade “bulk” em geral apresentam maior área superficial, portanto, maior 

capacidade de adsorver ou de se ligar aos componentes lipídicos. 
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As imagens captadas através da Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) são 

apresentadas nas Figuras 9 e 10. Na Figura 9 foi utilizado magnificação de 50X e na Figura 

10 a magnificação foi de 1.00KX. 

 

  

Figura 9 - Imagens MEV do resíduo processado utilizando magnificação de 50X                  

A) Antes extração supercrítica B) Após extração supercrítica 

 

  

Figura 10 - Imagens MEV do resíduo processado utilizando magnificação de 1.00KX            

A) Antes extração supercrítica B) Após extração supercrítica 

 

Nota-se que o resíduo contém grande quantidade de poros. Isso influencia de forma 

direta na taxa de transferência de massa da extração, bem como o formato e tamanho da 

partícula (SILVA; ROCHA-SANTOS; DUARTE, 2016). É possível perceber também as 
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alterações na estrutura do material após a extração supercrítica, houve uma redução do 

volume das partículas. 

A distribuição granulométrica do resíduo lavado e liofilizado é apresentada na 

Tabela 5. Através da Equação 4, foi estimado que o diâmetro médio das partículas do resíduo 

processado é de aproximadamente 0,5892 mm.  

 

Tabela 5 - Distribuição granulométrica do resíduo lavado e liofilizado 

Mesh (Tyler) Abertura (mm) Resíduo Retido (%) 

8 2,38 20 

12 1,41 8 

20 0,841 28 

32 0,500 19 

48 0,297 14 

80 0,177 7 

115 0,125 4 

 

Em relação à atividade de água, o resíduo in natura apresentou atividade de água de 

0,801 e o resíduo lavado e liofilizado de 0,055. Makino, Matsushita e Takegami (2001) 

encontraram atividade de água de 0,77 para o resíduo de molho shoyo e valor de 0,30 para o 

mesmo material lavado e seco. Segundo Metta, Ayrosa e Paletta (2012), a atividade de água 

em que os fungos, bactérias e leveduras conseguem se desenvolver encontra-se entre 0,65 e 

1,0. Abaixo de 0,6 não há proliferação de microrganismos. Portanto, o resíduo in natura 

apresenta-se como um ambiente propício ao crescimento de leveduras e bactérias, ao contrário 

do material lavado e liofilizado que é inóspito.  

 

4.2 Extração Soxhlet  

Os resultados das extrações Soxhlet com o uso de diferentes solventes são 

apresentados na Tabela 6. Pelo software STATISTICA 12.0, foi feito um planejamento one-

way das duplicatas dos ensaios (Quadro de ANOVA no Apêndice A). O solvente não se 

mostrou estatisticamente significante no rendimento dos ensaios (p < 0,05), apesar de 

apresentarem propriedades físicas distintas.  

 

Tabela 6 - Extração por Soxhlet do resíduo de molho shoyo lavado e liofilizado 

Solvente Temperatura de Ebulição (°C) Rendimento (%) Desvio Padrão  

Acetona 56 26,74 3,63 

Etanol 78 31,03 1,74 

Hexano 69 25,16 1,30 
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O etanol foi o que apresentou uma maior eficiência na extração. Uma possível 

justificativa seria sua natureza polar que o possibilita extrair não somente compostos polares, 

mas também compostos apolares (MARINHO et al., 2019). Outro fator que pode ter afetado 

este resultado é a temperatura de ebulição do etanol ser superior à dos demais solventes 

podendo contribuir para transferência de massa do soluto e aumentar o rendimento do 

experimento (SOLDAN et al., 2021; DANLAMI; ARSAD; ZAINI, 2015).  

Resultados similares foram apresentados na literatura. Dagostin, Carpiné e Corazza 

(2015) obtiveram rendimento de 25,58 ± 0,25% na extração Soxhlet de soja em flocos com 

etanol. Tiulea et al. (2011) realizaram experimento similar com acetona e determinaram 

21,4%. Grasso, Maroto e Camusso (2006) relataram 26,68% com hexano para soja pré-tratada 

sob diferentes condições.  

Os extratos obtidos são apresentados na Figura 11.  

 

 

Figura 11 - Extratos obtidos pelo método Soxhlet 

 

4.3 Extração supercrítica  

Na Tabela 7 são apresentadas as médias dos rendimentos obtidos pelas duplicatas da 

extração supercrítica e os desvios padrão. Pelo software STATISTICA 12.0 foi analisado a 

influência da temperatura e da pressão no rendimento das duplicatas dos ensaios sem 

cossolvente. Utilizando o planejamento 2k, nenhum dos parâmetros foram estatisticamente 

significantes para p < 0,05 (Quadro de ANOVA no Apêndice A). Porém, através do 

Hexano   Etanol    Acetona  
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planejamento fatorial 2x2 com 2 réplicas, a pressão se mostrou significante (p < 0,05) no 

aumento do rendimento (Apêndice A).  

 

Tabela 7 - Rendimentos dos ensaios de extração supercrítica 

Pressão Temperatura Cossolvente 
Rendimento 

(%) 
Desvio Padrão 

200 bar 40 °C - 16,79 0,52 

200 bar 60 °C - 15,95 0,46 

250 bar 40 °C - 17,79 0,58 

250 bar 60 °C - 18,67 0,41 

250 bar 40 °C Etanol 20,51 1,97 

250 bar 40 °C Hexano 15,93 3,22 

 

Ainda que estatisticamente (Apêndice A) a adição de cossolvente não tenha sido 

significante (p < 0,05), a condição que extraiu maior quantidade de extrato do resíduo de 

molho shoyo foi 250 bar e 40 °C com etanol. É provável que a natureza polar do etanol levou 

à solubilização de compostos que não foram solubilizados pelo CO2, que é apolar. Alvarez et 

al. (2019) e Quitain et al. (2006) também obtiveram melhores rendimentos na presença de 

etanol em extrações supercríticas de resíduo de óleo de soja (10,5%) e de resíduo de tofu 

(4,54%), respectivamente.  

A presença de hexano no experimento realizado a 250 bar e 40 °C apresentou 

resultado similar ao ensaio sob as mesmas condições sem cossolvente. Possivelmente, isso 

está relacionado à apolaridade do CO2 e do hexano. Tal informação é importante, se 

considerada a dificuldade em se remover solventes do extrato, a degradação de componentes 

durante este processo e a possibilidade de restar contaminantes nas amostras.  

Pela Figura 12, que apresenta as duplicatas da extração a 200 bar e 40 °C, é possível 

observar que os experimentos executados na unidade supercrítica utilizada neste trabalho são 

reprodutíveis.  

A Figura 13 mostra as curvas globais de extração (média das duplicatas) para 

diferentes condições de temperatura e pressão, livre de cossolvente. 

 



 

43 
 

0 20 40 60 80 100 120 140

0

2

4

6

8

10

12

14

16

18

20

 

 

 Extração 1

 Extração 2

R
e

n
d

im
e

n
to

 (
%

)

Tempo (min)  

Figura 12 - Reprodutibilidade da extração supercrítica 
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Figura 13 - Média das duplicatas das curvas globais de extração supercrítica 
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Comparando os ensaios realizados a 200 bar, a maior quantidade de extrato foi obtida 

na menor temperatura (40 °C). Comportamento similar foi observado por Nodar, Gomez e La 

Ossa (2002) em seus experimentos de extração supercrítica de grãos de soja a 200, 300 e 

400 bar. Tal fato pode estar relacionado ao acréscimo da temperatura reduzir 

significativamente a densidade do CO2 a ponto de dominar o efeito do aumento da pressão de 

vapor do analito (LOULI et al., 2004; GOMES; MATA; RODRIGUES, 2007). 

Já nos ensaios realizados a 250 bar, ainda que a densidade do CO2 a 60 °C seja menor 

que a 40 °C, a primeira condição forneceu maior quantidade de extrato. Possivelmente o 

acréscimo da temperatura, nesta pressão, fez com o aumento da pressão de vapor do soluto 

prevalecesse sobre os efeitos da densidade. Este fenômeno de cruzamento de isotermas de 

solubilidade é conhecido como “crossover” e geralmente acontece em extração supercrítica de 

óleo de sementes utilizando CO2. A pressão em que ele ocorre varia de acordo com o material 

(JOKIĆ et al., 2010; CIFTCI; CALDERON; TEMELLI, 2012). Nos ensaios de Friedrich e 

Pryde (1984) extraindo óleo de flocos de soja, o “crossover” aconteceu a 6000 psig. Nos 

experimentos com grãos de soja de Jokić et al. (2010) este fenômeno ocorreu entre 200 e 

300 bar e para o material utilizado neste trabalho foi entre 200 e 250 bar. 

Apesar da diferença de rendimento de extrato entre as temperaturas de 40 e 60 °C a 

200 bar não ser tão discrepante (0,84%), percebe-se que a curva de extração a 60 °C é mais 

extensa que a 40 °C, isto é, demora-se mais tempo para se obter uma quantidade de extrato 

bem próxima. Isso se deve à redução da densidade do fluido supercrítico que diminui a 

solubilidade do soluto (LIZA et al., 2010). 

Nodar, Gomez e La Ossa (2002) extraíram óleo de grãos de soja em condições 

supercrítica e obtiveram rendimento de 19,5% (em peso) a 300 bar e 40 °C; Friedrich e List 

(1982) obtiveram 19,9% a 350 bar e 50 °C e Jokić et al. (2010) extraíram 6,59 g de óleo/100 g 

de soja a 300 bar e 40 °C. O maior valor de rendimento obtido neste trabalho com o uso de 

CO2 como solvente foi de 18,7 ± 0,4% para 60 °C e 250 bar. Comparando-se com os valores 

de rendimento reportados na literatura para grãos de soja, verifica-se que o resíduo do molho 

shoyo mantém um valor significativo de rendimento de extrato, mesmo tratando-se de um 

rejeito de produção industrial. 
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4.4 Caracterização dos extratos  

4.4.1 Ácidos graxos 

Por meio de comparação entre as áreas do pico do padrão heptadecanoato de metila e 

dos outros compostos, foi possível determinar a concentração dos ácidos graxos. Os 

resultados são mostrados na Tabela 8:  

 

Tabela 8 - Resultados da análise de ácidos graxos 

Extração Pressão Temperatura Cossolvente 
Palmítico 

(16:0) 

Oleico 

(18:1) 

Linoleico 

(18:2) 

Linolênico 

(18:3) 

SC 200 bar 40 °C - 11,4% 26,1% 54,9% 7,6% 

SC 200 bar 60 °C - 12,6% 27,5% 53,7% 6,2% 

SC 250 bar 40 °C - 9,7% 30,3% 53,9% 6,1% 

SC 250 bar 60 °C - 10,9% 26,6% 55,1% 7,4% 

SC 250 bar 40 °C Etanol 10,5% 27,7% 54,5% 7,2% 

SC 250 bar 40 °C Hexano 10,9% 27,1% 54,9% 7,1% 

Soxleht - - Etanol 11,0% 26,7% 54,9% 7,4% 

Soxleht - - Acetona 11,9% 27,7% 54,7% 5,7% 

Soxleht - - Hexano 10,5% 27,7% 54,6% 7,3% 

 

O ácido linoleico foi encontrado em maior quantidade em todos os extratos, seguido 

do ácido oleico, do ácido palmítico e, por último, do ácido linolênico. Do total, 88,9% 

representam ácidos insaturados e 11,1% são ácidos saturados. O óleo do resíduo de molho 

shoyo extraído por Zhao e colaboradores (2014) também apresentou maior quantidade de 

ácido linoleico, cerca de 50,23% do total, seguido do ácido oleico com 21,44%, 13,07% de 

ácido palmítico, 9,54% de ácido linolênico e 5,71% de ácido esteárico. Comparando com o 

óleo de soja que possui em média de 13% de ácido palmítico, 4% de ácido esteárico, 20% de 

ácido oleico, 55% de ácido linoleico e 8% de ácido linolênico, a composição de ácidos graxos 

do resíduo de molho shoyo está dentro da faixa reportada na literatura (SILVA et al., 2021). 

Porém, para utilizá-lo como óleo alimentício é necessário reduzir o teor de ácidos graxos 

livres e o valor de peróxido. A destilação molecular pode ser aplicada para tal função (ZHAO 

et al., 2014). O óleo extraído poderia também ser utilizado para produção de biodiesel (CHEN 

et al., 2014).  

O emprego de cossolventes na extração supercrítica a 40 °C e 250 bar influenciou o 

comportamento da solubilidade dos lipídeos quando comparado à extração supercrítica nas 

mesmas condições usando apenas CO2. A presença de etanol e hexano no processo causou um 

aumento de ácido palmítico, ácido linoleico e ácido linolênico e a redução de ácido oleico. 

Este acréscimo na solubilidade de alguns ácidos graxos devido à presença de etanol está 
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relacionado principalmente às interações da ligação de hidrogênio (TEMELLI, 2009). Temelli 

(1992) também observou alterações na composição final do extrato de canola quando etanol 

foi adicionado ao processo supercrítico. Para esse autor houve redução dos ácidos oleico 

(ω−7) e linolênico e aumento do ácido oleico (ω−7) e linoleico.  

 

4.4.2 Atividade antioxidante  

A atividade antioxidante expressa em termos de concentração efetiva (EC50 μg/mL) é 

definida como a concentração de extrato que reduz em 50% a atividade inicial de DPPH. 

Apresentar os resultados através deste parâmetro facilita a comparação direta da atividade 

antioxidante de diferentes substâncias, independente da concentração amostral (GARMUS et 

al., 2015). Na Tabela 9 são apresentadas as concentrações efetivas dos extratos da extração 

supercrítica e da extração Soxhlet.  

 

Tabela 9 - Atividade antioxidante dos extratos 

Ensaio 
EC50 médio 

(μg/mL) 
Desvio Padrão 

200 bar 40 °C 104,38 0,34 

200 bar 60 °C 101,72 7,09 

250 bar 40 °C 103,75 3,69 

250 bar 60 °C 124,79 7,85 

250 bar 40 °C Etanol 136,72 8,25 

250 bar 40 °C Hexano 162,87 4,11 

Soxhlet Etanol 141,91 8,59 

Soxhlet Acetona 98,98 3,31 

Soxhlet Hexano 181,96 10,56 

 

De acordo com Garmus et al. (2015), quanto menor o valor da EC50, maior a 

atividade antioxidante do composto. Os extratos podem ser são divididos em 4 grupos: os 

muito ativos com EC50 < 50 μg/mL; os moderadamente ativos com EC50 entre 50 e 

100 μg/mL; os extratos ligeiramente ativos com EC50 entre 100 e 200 μg/mL e os extratos 

inativos com EC50 > 200 μg/mL. 

Pela Tabela 9, observa-se que as amostras apresentam valores de EC50 entre 100 e 

200 μg/mL, logo são consideradas ligeiramente ativas. Chen et al. (2016) em seu trabalho 

avaliaram a atividade antioxidante de hidrolisados de resíduo de molho shoyo lavado e 

desengordurado e obtiveram EC50 entre 3770 e 4380 μg/mL. Cheng et al. (2022) avaliaram o 

extrato etanólico de resíduo de molho de shoyo e este apresentou EC50 de 1132 μg/mL. Pelos 
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resultados da Tabela 9, verifica-se que os extratos analisados neste trabalho apresentaram 

maior poder antioxidante que os extratos citados da literatura.  

O solvente utilizado na extração Soxhlet influenciou a atividade antioxidante da 

amostra. A acetona foi a que apresentou maior poder antioxidante, enquanto que etanol e 

hexano apresentaram menor capacidade. Parte disto pode ser explicado pela temperatura de 

ebulição da acetona ser menor que as demais, auxiliando na preservação dos componentes. 

Chung et al. (2010) em suas análises também identificaram que o extrato de grão de soja 

preparado com acetona mostrou maior atividade antioxidante do que o extrato feito com 

etanol.  

 

4.4.3 Flavonoides totais  

A Tabela 10 apresenta os resultados do teor de flavonoides contidos nos extratos. Os 

valores são a média das duplicatas expressos em mg de rutina para cada 100 g de resíduo seco 

com o respectivo desvio padrão. Aparentemente, a menor temperatura e a menor pressão na 

extração supercrítica favoreceram o rendimento de flavonoides nos extratos. Pela análise 

fatorial 2x2 com 2 réplicas (Apêndice A) realizada no software STATISTICA 12.0, a 

temperatura, a pressão e a interação entre elas se mostraram estatisticamente significantes      

(p < 0,05). A presença de cossolventes na extração supercrítica alterou de maneira pouco 

significativa os resultados. Por meio da análise one-way (Quadro de ANOVA no Apêndice 

A), foi possível concluir que o cossolvente não é estatisticamente significante (p < 0,05) no 

rendimento de flavonoides. Nas extrações Soxhlet, os solventes polares retiraram mais que o 

dobro de flavonoides do resíduo do que o solvente apolar. E, aparentemente, o solvente com 

menor temperatura de ebulição apresentou o maior rendimento. Através da análise one-way 

(Apêndice A), tanto a polaridade quanto a temperatura de ebulição dos solventes Soxhlet 

foram fatores significantes no teor de flavonoides dos extratos (p < 0,05).  

O extrato que apresentou a maior quantidade de flavonoides foi obtido pelo método 

Soxhlet com acetona. Observando a Figura 11, nota-se que é o extrato que apresenta a 

coloração mais escura. Essas informações possivelmente estão relacionadas, uma vez que os 

flavonoides exercem uma variedade de funções fisiológicas nas plantas, incluindo a 

pigmentação, defesa contra patógenos e proteção UV (KOVINICH et al., 2011).  
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Tabela 10 - Flavonoides totais presentes nos extratos 

Ensaio 

Flavonoides  

(mg rutina / 100 g resíduo 

processado seco) 

Desvio Padrão  
Flavonoides 

(mg rutina / g extrato) 

200 bar 40 °C 146,403 0,347 344,370 

200 bar 60 °C 83,293 3,986 195,930 

250 bar 40 °C 90,278 0,347 212,360 

250 bar 60 °C 60,500 0,173 142,310 

250 bar 40 °C Etanol 91,014 0,693 214,090 

250 bar 40 °C Hexano 85,254 1,906 200,540 

Soxhlet Etanol 134,761 8,838 316,990 

Soxhlet Acetona 176,426 1,213 415,000 

Soxhlet Hexano 66,628 7,799 156,720 

 

Analisando os impactos das condições experimentais na quantidade de flavonoides dos 

extratos supercríticos, nota-se que o acréscimo da pressão a uma temperatura fixa, diminuiu 

os flavonoides totais. Provavelmente a redução da difusividade do fluido superou o aumento 

da sua densidade, impactando de maneira negativa na remoção destes componentes. Também 

foi observado decréscimo dos flavonoides decorrente do aumento da temperatura a uma 

pressão fixa. Isso pode ser resultado da redução na solubilidade do fluido supercrítico ou 

conversão de alguns componentes (KAO; CHIEN; CHEN, 2008). 

Comparando com a literatura, os resultados obtidos são próximos ou superiores de 

alguns trabalhos. Yamamoto et al. (2006) realizaram a extração de flavonoides do resíduo de 

molho shoyo utilizando diversos solventes. Foram encontrados valores entre 34 e 72 mg de 

daidzeína e 72 e 110 mg de genisteína para cada 100 g de resíduo. A acetona foi o solvente 

que apresentou melhor rendimento na extração, 54 mg de daidzeína e 110 mg de genisteína 

por 100 g de resíduo. São valores próximos aos deste trabalho. Ao contrário dos extratos 

supercríticos de resíduos de óleo de soja de Alvarez e colaboradores (2019) que obtiveram 

resultados inferiores a estes. As amostras extraídas com cossolvente etanol apresentaram 65 e 

31 mg de quercetina equivalente para cada 100 g de resíduo de óleo de soja seco. E as 

amostras sem cossolvente não apresentaram níveis de flavonoides detectáveis. Possivelmente 

isto está relacionado diferença de polaridade entre CO2 e os flavonoides. Com o etanol houve 

modificação da polaridade da mistura e foi possível extrair os componentes. 

   

4.4.4 Fenólicos totais 

Os fenólicos totais presentes nos extratos são demonstrados na Tabela 11. Os valores 

apresentados são a média das duplicatas expressos em mg de ácido gálico equivalente para 

cada 100 g de resíduo seco e o respectivo desvio padrão. Nota-se que o aumento da pressão e 
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da temperatura nas extrações supercríticas sem cossolvente proporcionam maior quantidade 

de fenólicos nos extratos. Pelo planejamento fatorial 2x2 com 2 réplicas foi possível concluir 

que a pressão, a temperatura e a interação entre elas são estatisticamente significantes 

(p < 0,05) nos resultados (Quadro de ANOVA no Apêndice A). A presença de cossolventes 

também favoreceu a quantidade de fenólicos extraídos. Realizando um planejamento one-way 

(Apêndice A), pode-se concluir que a adição de cossolvente é estatisticamente significante 

(p < 0,05). Com relação aos extratos Soxhlet, o etanol apresentou maior quantidade de 

compostos fenólicos. Possivelmente isto está relacionado à sua temperatura de ebulição ser 

maior que as dos demais componentes. Por uma análise one-way (Apêndice A), a temperatura 

de ebulição se mostrou como um fator estatisticamente significante (p < 0,05) no rendimento 

dos fenólicos, ao contrário da polaridade.  

 

Tabela 11 - Fenólicos totais presentes nos extratos 

Ensaio 
Fenólicos (mg ácido gálico equivalente / 

100 g resíduo processado seco) 
Desvio Padrão  

200 bar 40 °C 7,051 0,641 

200 bar 60 °C 24,671 1,643 

250 bar 40 °C 19,549 0,398 

250 bar 60 °C 25,682 1,029 

250 bar 40 °C Etanol 48,331 0,171 

250 bar 40 °C Hexano 67,331 1,767 

Soxhlet Etanol 82,422 1,776 

Soxhlet Acetona 62,230 3,198 

Soxhlet Hexano 60,019 0,982 

 

O maior rendimento de fenólicos foi de 82,42 mg de ácido gálico equivalente/100 g de 

resíduo seco obtidos na extração Soxhlet com etanol. E o menor rendimento foi 7,05 mg de 

ácido gálico equivalente/100 g resíduo seco obtidos na extração supercrítica a 200 bar e 

40 °C. Os valores determinados neste trabalho são superiores aos encontrados por Alvarez et 

al. (2019). Os autores analisaram extratos supercríticos de dois tipos de resíduos de óleo de 

soja obtidos sob diferentes condições. Os maiores valores encontrados foram de 16 ± 1 e    

10,6 ± 0,9 mg de ácido gálico equivalente por 100 g de resíduo seco tipo 2 e resíduo seco tipo 

1, respectivamente. Ambos foram extraídos com cossolvente etanol. Os extratos sem 

cossolventes apresentaram valores entre 0,9 e 5,6 mg de ácido gálico equivalente por 100 g de 

matéria seca.  

No trabalho de Chung et al. (2010) foram apresentados diferentes tipos de extrações 

para três variedades de grãos de soja. Os valores de fenólicos variaram entre 211 e 780 mg de 
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ácido gálico por 100 g de soja, sendo superior aos valores encontrados neste trabalho. Parte 

disto pode ser explicado pelo fato de utilizarem soja não processada, uma vez que etapas de 

cozimento, extração de óleo, de água e secagem podem modificar o teor de fenólicos e 

flavonoides contidos nos grãos (TANGKHAWANIT; SIRIAMORNPUN, 2021). Pelos 

experimentos de Chung et al. (2010), pode-se concluir que a variedade da soja afeta o valor 

total de fenólicos, bem como o método de extração e os solventes utilizados.  

 

4.5 Modelagem matemática da cinética de extração  

Na Figura 14 é possível visualizar o ajuste do modelo logístico de Martínez et al. 

(2003) às curvas globais de extração em diferentes condições de pressão e temperatura. Os 

parâmetros considerados para ajuste foram 𝑚0, 𝑡𝑚 e 𝐶. 
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Figura 14 - Ajuste do modelo logístico às curvas globais de extração 
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 Na Tabela 12 são apresentados a equação do modelo, os parâmetros e o 

coeficiente de determinação (R²). O coeficiente de correlação de aproximadamente 0,99 

demonstra que o modelo se ajustou de modo satisfatório. Avaliando a massa total de soluto a 

ser extraída (𝑚0), nota-se que seus valores não foram tão discrepantes entre si. Desta maneira, 

poderia se afirmar que as temperaturas e as pressões estudadas não influenciaram na 

quantidade máxima de extrato a ser alcançada. Porém, o tempo para se obter esta massa de 

extrato é afetado por estes fatores, vide as curvas globais de extração apresentadas na Figura 

13. 𝐶 é um parâmetro sem significado físico. E 𝑡𝑚representa o tempo em que ocorre a 

máxima taxa de extração. Em todas as condições experimentais, o parâmetro 𝑡𝑚 se encontra 

no primeiro período de extração. Esta situação era prevista, uma vez que neste momento a 

convecção, mecanismo de transferência de massa mais rápido que a difusão, é dominante. Nas 

extrações realizadas a 250 bar e 40 °C e a 200 bar e 60 °C, os valores de 𝑡𝑚 são bem 

próximos de zero, possivelmente o modelo não seja tão adequado para determinadas 

condições.  

 

Tabela 12 - Equação e parâmetros do modelo logístico e coeficientes de determinação (R²) 

𝒎(𝒕) =
𝒎𝟎

𝒆𝒙𝒑(𝑪𝒕𝒎)
[

𝟏 + 𝒆𝒙𝒑(𝑪𝒕𝒎)

𝟏 + 𝒆𝒙𝒑[𝑪(𝒕𝒎 − 𝒕)]
− 𝟏] 

 200 bar 40 °C 250 bar 40 °C 200 bar 60 °C 250 bar 60 °C 

𝒎𝟎 (g) 0,8303 0,8829 0,7719 0,9253 

𝑪 (min-1) 0,042 0,053 0,026 0,049 

𝒕𝒎 (min) 10,87 0,26 1,12 17,18 

R² 0,9989 0,9991 0,9948 0,9992 

 

A Tabela 13 apresenta a equação e os parâmetros do modelo de splines. Houve o 

ajuste de três retas que permitiram associar o modelo gerado às regiões de transferência de 

massa (CER, FER e DC) das curvas de extração. Os parâmetros considerados para ajuste 

foram 𝑏0, 𝑏1, 𝑏2, 𝑏3, 𝐴𝐿1e 𝐴𝐿2. 

A fim de analisar o impacto da temperatura e da pressão na cinética de extração foi 

realizado um planejamento fatorial 2x2 com 2 réplicas (Quadro de ANOVA no Apêndice A).  

Os parâmetros não se mostraram estatisticamente significantes (p < 0,05) para os tempos tCER 

e tFER, porém, para o parâmetro b1, a pressão se apresentou como um fator significante            

(p < 0,05).  
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Tabela 13 - Equação e parâmetros do modelo splines e coeficientes de determinação (R²) 

𝒎𝒆𝒙𝒕

𝒎𝒂𝒍𝒊𝒎
= 𝒃𝟎 + (

𝒃𝟏 ∗ 𝑸 𝑪𝑶 𝟐

𝒎𝒂𝒍𝒊𝒎
∗ 𝒕) + (

𝒃𝟐 ∗ 𝑸 𝑪𝑶 𝟐

𝒎𝒂𝒍𝒊𝒎
∗ 𝑨𝑳𝟏) + (

𝒃𝟑 ∗ 𝑸 𝑪𝑶 𝟐

𝒎𝒂𝒍𝒊𝒎
∗ 𝑨𝑳𝟐) 

 200 bar 40 °C 250 bar 40 °C 200 bar 60 °C 250 bar 60 °C 

tCER (min) 27 34 35 34 

tFER (min) 65 65 94 64 

b0 (10³) -7,714 7,657 -1,041 -6,587 

b1 (10³) 6,921 7,463 5,958 7,934 

b2 (10³) -3,349 -5,409 -3,664 -3,536 

b3 (10³) -2,765 -1,560 -1,292 -3,580 

R² 0,9989 0,9986 0,9991 0,9992 

 

O parâmetro 𝑏1 está relacionado fisicamente à taxa de transferência de massa (MCER) 

(SANTANA et al., 2018). Nota-se que o aumento da pressão em uma dada temperatura, 

causou aumento no valor deste parâmetro, enquanto que o aumento da temperatura, ocasionou 

comportamentos distintos. A 200 bar, o valor de 𝑏1 sofre redução e a 250 bar tem um 

aumento. Isso retrata os efeitos da pressão de vapor do soluto e a redução da densidade do 

CO2 devido ao aumento da temperatura.  

Na Figura 15 é apresentado o ajuste do modelo splines às curvas globais de extração.  
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Figura 15 - Ajuste do modelo splines às curvas globais de extração 

 

Comparando os valores de 𝑡𝑚 determinados pelo modelo logístico e tCER (tempo em 

que finaliza o primeiro período de extração) determinados pelo splines, nota-se que todos os 

valores de 𝑡𝑚 foram menores. Isso fortalece a teoria de que o tempo em que ocorre a taxa 

máxima de extração se encontra no período CER. Albuquerque e Meireles (2012) afirmaram 

que cerca de 50 a 90% do rendimento total do processo supercrítico é alcançado neste 

período. Rosa e Meireles (2005) identificaram que o melhor custo-benefício do processo 

supercrítico se dá entre o primeiro e segundo período da extração. Isso reforça a relevância de 

se conhecer esses tempos para fins industriais ou para apenas se determinar o momento de 

finalização da extração. 
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CAPÍTULO 5 

CONCLUSÕES  

 

5.1 Considerações finais  

Pelos resultados obtidos nos experimentos deste trabalho foi possível constatar que o 

preparo do resíduo foi eficiente na remoção de sal, conservou as proteínas e reduziu a 

atividade de água ao passo de evitar o desenvolvimento de microrganismos. O alto teor de 

fibras, carboidratos e proteínas presentes no material possibilita sua aplicação como 

suplemento alimentar.  

A extração Soxhlet apresentou maior rendimento que a supercrítica, variando entre 

31,03 a 25,16%. O tempo de contato resíduo-solvente que este método oferece pode ter 

influenciado nestes resultados. O etanol foi o solvente mais eficaz, o fato da sua temperatura 

de ebulição ser superior à dos demais solventes pode ter contribuído para transferência de 

massa do soluto. O etanol foi também o solvente que extraiu a maior quantidade de 

compostos fenólicos, sendo 82,42 mg ácido gálico equivalente por 100 g resíduo processado 

seco. A natureza polar de ambos componentes viabilizou este resultado.  

As extrações supercríticas apresentaram rendimento entre 20,51 e 15,93%. Por se 

tratar de um resíduo industrial, é considerado um rendimento satisfatório. A variação de 

pressão foi estatisticamente significante nestes resultados, ao contrário da adição de 

cossolvente e variação da temperatura. O ensaio mais eficiente foi a 250 bar e 40 °C na 

presença de etanol. A natureza polar do cossolvente possivelmente possibilitou a extração de 

compostos que não foram solubilizados pelo CO2.  

Houve “crossover” entre 200 e 250 bar nas extrações supercríticas. Este fenômeno foi 

constatado na modelagem matemática através do parâmetro 𝑏1 do modelo splines. Este 

modelo ajustou bem todas as curvas globais de extração e também forneceu valores tCER e tFER 

que podem ser usados para análise econômica. Ao contrário do modelo logístico que não se 

mostrou adequado para as condições de 250 bar e 40 °C e 200 bar e 60 °C.  

Os extratos apresentaram composição de ácidos graxos próxima a do óleo de soja 

relatada na literatura. Porém, devido ao alto índice de acidez sua aplicação na alimentação se 

torna inviável. Ele pode ser aplicado diretamente na produção de biodiesel e sabão ou 

utilizado na fabricação de ração após ser tratado.  
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Em relação à atividade antioxidante, todos os extratos se mostraram como 

ligeiramente ativos (EC50 entre 100 e 200 μg/mL). A variação na pressão, na temperatura e a 

interação entre elas nas extrações supercríticas favoreceram estatisticamente para a extração 

de compostos antioxidantes, ao contrário da adição de cossolvente. E nas extrações Soxhlet, a 

polaridade e a temperatura de ebulição do solvente influenciaram positivamente os resultados. 

Essas substâncias poderiam ser utilizadas como conservantes naturais para prevenir a 

deterioração oxidativa de alimentos, cosméticos e fármacos.  

Os extratos que apresentaram a maior quantidade de flavonoides foram o Soxhlet 

utilizando acetona como cossolvente e a extração supercrítica a 200 bar e 40 °C, sendo 

176,426 e 146,403 mg rutina/100 g de resíduo processado seco, respectivamente. 

Considerando a necessidade de tratamento para remoção de solvente do extrato Soxhlet e a 

possibilidade de degradação de substâncias durante este processo; a extração supercrítica 

poderia ser mais interessante para obtenção de flavonoides, uma vez que ela oferece extratos 

de altíssima qualidade que podem ser aplicados em medicamentos.  

Verificou-se que a quantidade de antioxidantes, fenólicos e flavonoides nos extratos 

foi influenciada não só pelos métodos e condições aplicados, mas também pelo solvente, pelo 

tipo de grão de soja utilizado na fabricação do molho shoyo e pelos processos a que os grãos 

são submetidos. Sendo assim, seria recomendado uma avaliação técnico-econômica para 

verificar qual ensaio seria viável para fornecer essas substâncias que são de grande valor para 

o mercado. 

Por fim, o aproveitamento do rejeito de molho shoyo se torna bastante atrativo, já que 

é possível obter subprodutos de alto valor agregado, que poderiam gerar renda para a 

empresa, utilizando um material que geralmente é descartado, incinerado ou vendido como 

ração animal a baixo custo (aproximadamente R$ 4,00/kg).  

 

5.2 Sugestões para trabalhos futuros 

Como forma de explorar ainda mais os estudos de extração supercrítica de resíduo de molho 

de soja sugere-se:  

• Realizar análise centesimal do resíduo após extração supercrítica 

• Avaliar o rendimento de flavonoides na extração supercrítica em pressões menores 

• Identificar e quantificar as possíveis isoflavonas presentes nos extratos e no resíduo in 

natura, processado e após extração supercrítica  
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• Ajustar outros modelos matemáticos a fim de melhor descrever a cinética de extração  

• Realizar análise técnica-econômica do processo  
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APÊNDICE A – Quadros de ANOVA 

 

Nos Quadros de ANOVA:  

SQ – Soma dos quadrados dos desvios da média do tratamento  

GL – Graus de liberdade  

QM – Quadrados médios 

 

Tabela A.1 - Quadro de ANOVA que avalia a influência do solvente no rendimento da 

extração Soxhlet através do planejamento one-way 

 SQ GL QM F p 

Média 4583,762 1 4583,762 765,9496 0,000104 

Solvente 37,012 2 18,506 3,0924 0,186674 

Erro 17,953 3 5,984   

 

Tabela A.2 - Quadro de ANOVA que avalia a relevância da temperatura e da pressão no 

rendimento da extração supercrítica através do planejamento 2k 

 SQ GL QM F p 

Pressão 3,459600 1 3,459600 4,677664 0,275713 

Temperatura 0,000400 1 0,000400 0,000541 0,985198 

Erro 0,739600 1 0,739600   

Total SQ 4,199600 3    

 

Tabela A.3 - Quadro de ANOVA que avalia a relevância da temperatura e da pressão no 

rendimento da extração supercrítica através do planejamento fatorial 2x2 com duas réplicas 

 SQ GL QM F p 

Média 2394,666 1 2394,666 9538,127 0,000000 

Pressão 6,938 1 6,938 27,634 0,006268 

Temperatura 0,001 1 0,001 0,002 0,962974 

Pressão*Temperatura 1,471 1 1,471 5,858 0,072744 

Erro 1,004 4 0,251   

 

Tabela A.4 - Quadro de ANOVA que avalia a influência do cossolvente no rendimento da 

extração supercrítica a 250 bar e 40 °C através do planejamento one-way 

 SQ GL QM F p 

Média 1730,313 1 1730,313 193,7845 0,000154 

Cossolvente 0,251 1 0,251 0,0281 0,874925 

Erro 35,716 4 8,929   
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Tabela A.5 - Quadro de ANOVA que avalia a influência da temperatura e da pressão na 

extração supercrítica de fenólicos pelo planejamento fatorial 2x2 com duas réplicas 

 SQ GL QM F p 

Média 1096,747 1 1096,747 1913,721 0,000002 

Pressão 173,570 1 173,570 302,863 0,000064 

Temperatura 173,570 1 173,570 302,863 0,000064 

Pressão*Temperatura 173,570 1 173,570 302,863 0,000064 

Erro 2,929 4 0,573   

 

Tabela A.6 - Quadro de ANOVA que avalia a influência da adição de cossolvente na extração 

supercrítica de fenólicos através do planejamento one-way 

 SQ GL QM F p 

Média 5612,853 1 5612,853 61,58572 0,001424 

Cossolvente 3438,173 1 3438,173 37,72455 0,003563 

Erro 364,555 4 91,139   

 

Tabela A.7 - Quadro de ANOVA que avalia a influência da temperatura de ebulição do 

solvente na extração Soxhlet de fenólicos através do planejamento one-way 

 SQ GL QM F p 

Média 27927,05 1 27927,05 5841,344 0,000005 

Temperatura Ebulição 609,68 2 304,84 63,762 0,003485 

Erro 14,34 3 4,78   

 

Tabela A.8 - Quadro de ANOVA que avalia a influência da polaridade do solvente na 

extração Soxhlet de fenólicos através do planejamento one-way 

 SQ GL QM F p 

Média 23745,55 1 23745,55 183,98575 0,000171 

Polaridade 107,78 1 107,78 0,8351 0,412499 

Erro 516,24 4 129,06   

 

Tabela A.9 - Quadro de ANOVA que avalia a influência da temperatura e da pressão na 

extração supercrítica de flavonoides pelo planejamento fatorial 2x2 com duas réplicas 

 SQ GL QM F p 

Média 72380,68 1 72380,68 17918,2 0,000000 

Pressão 3113,99 1 3113,99 770,88 0,000010 

Temperatura 4314,04 1 4314,04 1067,96 0,000005 

Pressão*Temperatura 555,50 1 555,50 137,52 0,000302 

Erro 16,16 4 4,04   

 

Tabela A.10 - Quadro de ANOVA que avalia a influência da adição de cossolvente na 

extração supercrítica de flavonoides através do planejamento one-way 

 SQ GL QM F p 

Média 56640,06 1 56640,06 60,52809 0,001472 

Cossolvente 870,42 1 870,42 0,93017 0,389436 

Erro 3743,06 4 935,76   
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Tabela A.11 - Quadro de ANOVA que avalia a influência da temperatura de ebulição do 

solvente na extração Soxhlet de flavonoides através do planejamento one-way 

 SQ GL QM F p 

Média 101117,6 1 101117,6 4860,674 0,000007 

Temperatura Ebulição  12880,8 2 6440,4 309,587 0,000335 

Erro 62,4 3 20,8   

 

Tabela A.12 - Quadro de ANOVA que avalia a influência da polaridade do solvente na 

extração Soxhlet de flavonoides através do planejamento one-way 

 SQ GL QM F p 

Média 69337,57 1 69337,57 287,7705 0,000071 

Polaridade 11979,41 1 11979,41 49,7179 0,002133 

Erro 963,79 4 240,95   

 

Tabela A.13 - Quadro de ANOVA que avalia a influência da temperatura e da pressão no 

valor de tCER pelo planejamento fatorial 2x2 com duas réplicas 

 SQ GL QM F p 

Média 7381,125 1 7381,125 198,8182 0,000147 
Pressão 28,125 1 28,125 0,7576 0,433206 

Temperatura 3,125 1 3,125 0,0842 0,786136 

Pressão*Temperatura 10,125 1 10,125 0,2727 0,629095 
Erro 148,500 4 37,125   

 

Tabela A.14 - Quadro de ANOVA que avalia a influência da temperatura e da pressão no 

valor de tFER pelo planejamento fatorial 2x2 com duas réplicas 

 SQ GL QM F p 

Média 36586,13 1 36856,13 286,5394 0,000071 

Pressão 741,12 1 741,12 5,7619 0,074324 

Temperatura 231,13 1 231,13 1,7969 0,251159 

Pressão*Temperatura 78,12 1 78,12 0,6074 0,479309 

Erro 514,50 4 128,63   

 

Tabela A.15 - Quadro de ANOVA que avalia a influência da temperatura e da pressão no 

valor do parâmetro b1 pelo planejamento fatorial 2x2 com duas réplicas 

 SQ GL QM F p 

Média 0,000424 1 0,000424 1226,422 0,000004 

Pressão 0,000008 1 0,000008 22,93 0,008719 

Temperatura 0,000000 1 0,000000 0,042 0,848210 

Pressão*Temperatura 0,000001 1 0,000001 2,156 0,215958 

Erro 0,000001 4 0,000000   
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