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RESUMO

A Morinda citrifolia, amplamente conhecida como “noni”, fornece frutos dos quais ¢ matéria-
prima ndo s6 para o preparo de alimentos, como bebidas, mas também é utilizada, por exemplo,
no preparo de cosméticos. No entanto, o processamento do fruto resulta na geracéo de residuos,
em que as folhas representam a maioria. Levando-se em consideracdo que as folhas de noni séo
comprovadamente detentoras de alta quantidade de compostos bioativos com propriedades
fitoterapicas, este estudo propde a aplicacdo de duas técnicas de concentracdo por congelamento
em bloco multiestagio realizada pelo método de degelo passivo, conhecido como
crioconcentragdo, via método gravitacional e via método assistido por micro-ondas para
promover uma maior rapidez e eficiéncia no processo de concentracdo dos componentes
bioativos presentes nas folhas de Morinda citrifolia L. A execucdo de ambos os processos de
crioconcentragdo resultaram em extratos concentrados que posteriormente foram utilizados
como meio de reacdo para sintese de nanoparticulas de prata. O efeito das etapas de
crioconcentragdo sobre as caracteristicas fisicas e quimicas das fragdes concentradas resultou
em maior presenca de teor de fendlicos e sélidos totais, acarretando também em um percentual
de eficiéncia na retencdo de fendlicos e sélidos acima de 90%, e extratos até 7 vezes mais
concentrados que suas respectivas porgdes iniciais. A aplicacdo dos extratos concentrados na
biossintese de nanoparticulas de prata resultou em um material polidisperso, estavel e com
tamanho variando entre 23 e 41 nm. Concluimos que a utilizacdo de ambos os sistemas de
crioconcentracdo permitiu a obtencéo de fracdes concentradas com promissor valor bioldgico
e nutricional; indicando que a técnica também pode contribuir como referéncia no uso de uma

tecnologia sustentavel na geracdo de nanometais com propriedades aprimoradas.

Palavras-chave: Morinda citrifolia. Residuos alimentares. Compostos bioativos.

Crioconcentracdo. Nanoparticulas de prata.



ABSTRACT

Morinda citrifolia, widely known as “noni”, provides fruit which is a raw material not only for
the preparation of food, such as beverages, but is also used, for example, in the preparation of
cosmetics. However, the processing of the fruit results in the generation of waste, in which the
leaves represent the majority. Taking into account that noni leaves are proven to contain a high
amount of bioactive compounds with phytotherapic properties, this study proposes the
application of two concentration techniques by freezing in a multistage block performed by the
passive thaw method, known as cryoconcentration, via gravitational method and via
microwave-assisted method to promote greater speed and efficiency in the concentration
process of the bioactive components present in the leaves of Morinda citrifolia L. The execution
of both cryoconcentration processes resulted in concentrated extracts that were later used as a
medium reaction method for the synthesis of silver nanoparticles. The effect of the
cryoconcentration steps on the physical and chemical characteristics of the concentrated
fractions resulted in a greater presence of phenolic content and total solids, also resulting in a
percentage of efficiency in the retention of phenolics and solids above 90%, and extracts up to
7 times more concentrated than their respective initial portions. The application of concentrated
extracts in the biosynthesis of silver nanoparticles resulted in a polydisperse, stable material
with a size varying between 23 and 41 nm. We conclude that the use of both cryoconcentration
systems allowed obtaining concentrated fractions with promising biological and nutritional
value; indicating that the technique can also contribute as a reference in the use of a sustainable

technology in the generation of nanometals with improved properties.

Keywords: Morinda citrifolia. Food waste. Bioactive compounds. cryoconcentration. Silver

nanoparticles.
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1. INTRODUCAO

A nanotecnologia, um novo campo emergente e fascinante da ciéncia, permite
pesquisas avancadas em muitas areas, e recentes descobertas nanotecnoldgicas podem
abrir novas aplicagdes no campo da biotecnologia e da agricultura. No campo da
eletronica, energia, medicina e ciéncias da vida. Ademais a nanotecnologia oferece
pesquisas em expansdo, como ciéncia e tecnologia reprodutiva, conversdo de residuos
agricolas e alimentares em energia e outros subprodutos Uteis por meio de
nanobioprocessamento enzimatico, sensores quimicos, limpeza de agua e prevencao de
doencas (AL-WHAIBI; FIROZ; AL-KHAISHANY, 2015).

De fato, a busca por novas rotas de biossintese tem ditado o ritmo de novas
pesquisas no campo da biossintese de nanometais com propriedades funcionais (PAPER
etal., 2016). As novas e sustentaveis metodologias sobre a ditada ‘“nanotecnologia verde”
foram recentemente desenvolvidas para a sintese de nanoparticulas. Novas rotas
bioquimicas de precursores naturais tém sido estudados analiticamente para o projeto e
sintese de nanoparticulas com o tamanho, forma e funcionalidades desejadas (SINGH et
al., 2018).

A utilizacdo de micro-organismos (fungos e bactérias), bem como produtos
naturais (sucos de frutas, polissacarideos e extratos vegetais) contendo abundantes
atomos de hidrogénio para a biossintese de nanoparticulas, € mais vantajosa quando
comparada aos métodos convencionais de sintese em termos de biocompatibilidade, baixa
producdo, custo e atmosfera quimica bioredutora natural (LI et al., 2011; EL-
SHERBINY; SALIH, 2018). Essas vias sintéticas ndo usam solventes toxicos,
precursores quimicos e agentes redutores adicionais (EL-RAFIE; EL-RAFIE; ZAHRAN,
2013). A sintese verde de nanoparticulas metélicas também emprega aminoacidos,
fitoquimicos, polissacarideos, polifendis e vitaminas como componentes percussores da
biotransformacido (KUMAR et al., 2014). E notavel que ha uma necessidade imensa de
desenvolver melhores metodologias e abordagens usando nanotecnologia verde para
aumentar a adequacdo da biossintese de nanometais, uma dessas abordagens € via uso de
extratos vegetais, a0 que parece, apropriacdo de novos mecanismos e vias que
possibilitem elevar o rendimento da bioproducdo por meio do uso de plantas, caracteriza-

se como uma nova ferramenta na aquisicdo de um método/tecnologia inovadora.
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Atualmente, entende-se que a preferéncia do consumidor por alimentos é
influenciada principalmente pelas informagdes nutricionais. Frutas e vegetais fornecem
ndo apenas nutrientes essenciais a vida, mas também outros componentes biologicamente
ativos para a promocdo da salde e prevencdo de doencas, como minerais e outros
elementos quimicos que promovem, por exemplo, entre outras caracteristicas, a atividade
antioxidante (ESCALANTE-MINAKATA et al., 2013; SAFIEI et al., 2017).

Uma estratégia inovadora envolvendo a possibilidade de aquisicdo de
componentes bioativos, baseia-se no uso de todas as partes das plantas. Neste estudo, nos
limitaremos a propor uma alternativa de utilizacdo de uma tecnologia limpa e de baixo
custo para promover tal possibilidade, focando apenas em alimentos liquidos. Assim, a
concentragdo de alimentos liquidos é considerada atualmente uma inovacgao na industria
de alimentos. O objetivo dessa técnica basicamente € remover a &gua e aumentar o teor
de solidos dos alimentos, prolongando a vida de prateleira e consequentemente
promovendo estabilidade microbiana (PETZOLD et al., 2018). Outro fator que determina
a necessidade de implementacéo da concentragéo de alimentos liquidos é a complexidade
bioquimica dos sistemas alimentares. Nesse sentido, muitas pesquisas tém sido realizadas
no desenvolvimento de tecnologias que preservem os componentes bioldgicos sensiveis
a degradacdo térmica, como proteinas, lipidios, acidos organicos, vitaminas, fenois e
compostos aromaticos, por exemplo (OSTHOFF; HUGO; WIT, 2006; CORREA; RUIZ;
MORENO, 2018).

Valendo-se do fato ja exposto de que a biossintese de nanometais por intermédio
do uso de plantas envolve a participacdo direta de componentes fitoquimicos no
mecanismo de bioproducdo, e que a concentracdo de bioativos de liquido alimentares,
sobretudo de origem vegetal, abrange o aumento do contetdo de componentes
bioquimicos desses alimentos. Temos em posse a possibilidade de obtencdo de uma nova
ferramenta dinamica e inovadora que promova a compilacdo da técnica de concentracao
de ativos de liquidos alimentares de origem vegetal, e uso desses ativos na biossintese de

nanometais com propriedades funcionais.

Nesse estudo, faremos uso das folhas de Morinda citrifolia, também conhecida
como noni, estruturas vegetais de uma planta largamente utilizada ndo s6 na industria de
alimentos via utilizacdo de seus frutos, como também na inddstria farmacéutica
(NELSON, 2003; CHAN-BLANCO et al., 2006). O processamento do fruto do noni
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resulta em uma grande geracgdo de residuos, dos quais as folhas constituem a maior parte
dessa perda (NELSON; ELEVITCH, 2006). Além do uso na preparacgdo de chas, as folhas
de noni também se caracterizam pelos componentes bioativos com propriedades
fitoterapicas como: antraquinonas e compostos cumarinicos (THANI et al., 2010);
carotendides (AALBERSBERG et al., 1993); flavondides (DENG; WEST; JENSEN,
2010); iridoides (SANG et al., 2001b) e minerais (ALI; KENGANORA; MANJULA,
2016).

Em adicdo a matéria prima prescrita em nosso estudo, a técnica de
crioconcentracdo sera 0 método/ferramenta para obtencdo dos bioativos vegetais para
biossintese das nanoparticulas metalicas. Basicamente, a crioconcentragdo consiste em
resfriar suspensdes aquosas até a formacdo de gelo, que é entdo separado do liquido
remanescente, para aumentar o teor de sélidos. Sua principal vantagem €é a preservacao
da qualidade nutricional, sensorial e funcional dos produtos processados devido as baixas
temperaturas de operacdo (AIDER; DE HALLEUX, 2009; CORREA; RUIZ; MORENO,
2018).

Diante do exposto, o desenvolvimento deste estudo avaliar a eficiéncia do
processo de crioconcentracdo dos compostos bioativos presentes no extrato aquoso de
folhas de Morinda citrifolia, e a aplicacdo das fracBes concentradas na biossintese de
nanoparticulas, com énfase na bioproducdo de nanoparticulas de prata (AgNPs). Tal
investigacdo fara uso de métodos que incluem tecnologias limpas, de baixo custo e alto
rendimento, integrando o aproveitamento de residuos da indudstria alimenticia com alto
valor bioldgico. A originalidade deste estudo esta relacionada a comparacdo de dois
processos que objetivam a concentracdo de componentes bioativos de um extrato liquido

de folhas com grande acumulo de espécies fitoquimicas.

Baseado na premissa exposta por Nagra, Shabbir, et al. (2020), onde a
biorreducdo de nanoparticulas metalicas por intermédio de plantas ocorre por uma
combinacdo de compostos bioativos presentes em extratos vegetais como enzimas,
proteinas, aminoacidos, vitaminas, polissacarideos, etc. Esperamos que aliar a técnica de
crioconcentracdo a biossintese de metais resulte na geracédo de nanoparticulas estaveis em
um sistema coloidal, com propriedades funcionais melhoradas. De acordo com a literatura
prescrita, ndo ha relatos até 0 momento da utilizagdo dos processos citados anteriormente

para a finalidade/objetivo supracitado.
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2. OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Promover a biossintese de nanoparticulas de prata (AgNPs) por meio da
utilizacdo de extratos crioconcentrados de folhas de Morinda citrifolia.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar as técnicas de crioconcentracdo em blocos gravitacional e
crioconcentracdo assistida por micro-ondas na separacao e acimulo de compostos
bioativos do extrato aquoso de folhas de Morinda citrifolia;

e Fazer uso das fragcbes concentradas como meio de reacdo para biorreducédo
posterior sintese de nanoparticulas de prata;

e Promover a caracterizacdo das nanoparticulas geradas, avaliando o tamanho e
estabilidade em solucéo coloidal.
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3. REVISAO DA LITERATURA
3.1 O QUE E NONI?

Morinda citrifolia é o nome cientifico do vegetal, amplamente conhecido pelo
nome comercial "Noni". E uma planta perene, frutifera, com tamanho médio que varia de
10 a 20 metros de altura e originaria do Sudeste Asiatico (NELSON, 2001; SANG et al.,
2001a). As plantas de Noni pertencem a familia Rubiaceae (familia do café) e a
subfamilia Rubioideae (LACHENMEIER et al., 2006). O noni também sdo caracterizadas
por apresentarem grandes folhas lanceoladas, seu caule é reto e seus frutos sdo ovais e
carnudos com pele aspera, medindo cerca de 3 a 10 cm de comprimento e 3 a 6 cm de
largura (LIN et al., 2014; MOTSHAKERI; GHAZALLI, 2015).

Os frutos do Noni apresentam tonalidades que variam entre o verde, o amarelo
e 0 branco, dependendo do estagio de maturacdo, e podem conter até 260 sementes. A
fruta também é conhecida por ter um odor azedo muito desagradavel quando ja esta em
estagio avancado de maturacdo (NELSON, 2005; LIN et al., 2014). Seu nome popular
varia de acordo com o local de cultivo, com nomes como amora indiana ou “nuna” na
india (CHAN-BLANCO et al., 2006), mengkudu na Malasia (CARRILLO-LOPEZ;
YAHIA, 2011) ou fruta de queijo na Australia (ROSS, 2001). Seu nome mais popular:
noni, foi introduzido por imigrantes polinésios ao chegarem ao territorio onde hoje fica a
ilha do Havai, ha cerca de 2.000 anos (WANG et al., 2002).

Diferentes partes da planta, como raiz, caule, frutas e folhas, séo
tradicionalmente usadas por varias culturas do Leste Asidtico para 0 tratamento
terapéutico de inimeras doencas, como artrite, dores de cabeca, queimaduras e até
distarbios relacionados a tuberculose, diabetes e hipertensdo (DIXON; MCMILLEN;
ETKIN, 1999; CHAN-BLANCO et al., 2006; ALI; KENGANORA; MANJULA, 2016).
Conforme relatado por Solomon (1999), as evidéncias cientificas sobre as propriedades
terapéuticas do suco de noni eram bastante limitadas. Atualmente, Dussossoy, Bony, et
al. (2014), constataram que o suco de noni possui propriedades antioxidantes e anti-
inflamatdrias, assim como Motshakeri & Ghazali (2015) afirmaram que o suco de noni é

um importante protagonista no préspero mercado de bebidas funcionais.

Analises quimicas e nutricionais constataram que Morinda citrifolia possui alto
valor nutricional (SHALAN; MUSTAPHA; MOHAMED, 2017). S&o quase 200
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compostos fitoquimicos com propriedades bioativas ja identificados e isolados de
diferentes partes da planta (ALMEIDA; OLIVEIRA; HOTZA, 2019). E importante
ressaltar que a composi¢cdo bioquimica desses compostos difere completamente ndo sé
dependendo da estrutura da planta, mas também em relacdo ao local de origem e época
de colheita (CHAN-BLANCO et al., 2006; DENG; WEST; JENSEN, 2010; ASSANGA
etal., 2013).

A grande maioria dos compostos bioativos presentes em diferentes regides da
Morinda citrifolia tém atividade bioldgica comprovada. Na verdade, como as folhas de
Noni serdo nossa matéria-prima para uso neste estudo, a Tabela 1 resume uma lista dos
muitos componentes bioquimicos detectados nas folhas de noni — matéria-prima de nosso

estudo —, juntamente com suas respectivas propriedades biologicas identificadas.

De acordo Deng, West et al. (2010), sabe-se que a comercializacdo de
componentes do noni como alimento fitoterapico e suplemento alimentar possibilitou
aumentar sua disponibilidade em todo o mundo. A sua utilizacdo tem trazido beneficios
a mais pessoas, abrindo caminho para indmeros produtos de noni bem como o
desenvolvimento e investigagdo de novas pesquisas nos mais diversos dominios
tecnoldgicos da medicina, farmacia, industria alimentar, biotecnologia e até no ambito da
ciéncia dos materiais, tal como descrito nos estudos desenvolvidos por Suman, Radhika
Rajasree, et al. (2014) e Morales-Lozoya, Espinoza-Gomez, et al. (2021) na elaboracgéo

de nanoestruturas metalicas a partir de extratos de Morinda citrifolia.
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Tabela 1 - Resumo dos principais componentes bioquimicos presentes em folhas de noni.

Classificacao bioquimica Composto bioativo Quantidade Atividade biol6gica Referéncia
Alanina 6% (p/p) -- (DITTMAR, 1993; ELKINS, 1998)
Arginina 7% (p/p) -- (DITTMAR, 1993; ELKINS, 1998)
Acido aspartico 10% (p/p) -- (DITTMAR, 1993; ELKINS, 1998)
Cisteina 1% (p/p) -- (DITTMAR, 1993; ELKINS, 1998)
Acido glutdmico 1% (p/p) - (DITTMAR, 1993; ELKINS, 1998)
Glicna 6% (o) -
Aminoacidos Histidina 3% (p/p) -- (DITTMAR, 1993; ELKINS, 1998)
Isoleucina 16 (p/p) -- (DITTMAR, 1993; ELKINS, 1998)
Lisina 16% (p/p) . (DITTMAR, 1993; ELKINS, 1998;

SINGH; SINGH, 2013)

. (DITTMAR, 1993; ELKINS, 1998;
Metionina 3% (p/p) - SINGH; SINGH, 2013)

0 B (DITTMAR, 1993; ELKINS, 1998;
5% (p/p) SINGH: SINGH, 2013)

Fenilalanina

Prolina 5% (p/p) -- (DITTMAR, 1993; ELKINS, 1998)

-- Dados nédo informados pelo autor.

Continua
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Tabela 1 - Resumo dos principais componentes bioquimicos presentes em folhas de noni.

Classificacao bioquimica Composto bioativo Quantidade Atividade biolédgica Referéncia
Serina 5% (p/p) -- (DITTMAR, 1993; ELKINS, 1998)
Triptofano 1-3% (p/p) - (DITTMAR, 1993; ELKINS, 1998)
Aminoacidos Treonina 5% (p/p) -- (DITTMAR, 1993; ELKINS, 1998)

(DITTMAR, 1993; ELKINS, 1998;

Tirosina 2% (p/p) - SINGH; SINGH, 2013)
Valina 8% (p/p) -- (DITTMAR, 1993; ELKINS, 1998)
Antraguinonas Damnacantal - Antitumoral (THANI et al., 2010)
Carotenoides p-caroteno 12,4 mg/100g An_t|0_><|dan_te © (AALBERSBERG et al., 1993)
antimicrobiano
Cumarinas Escopoletina - Anticancer (THANI et al., 2010)
Rutina 7,93 mgl/g (DENG; WEST; JENSEN, 2008)
Flavonoides ina-3-0-8-D-
Quercetlr_la 3 O S-D B Any mflamatpry, (SANG et al., 20012)
glucopiranosideo antioxidante, anticancer

-- Dados nédo informados pelo autor.

Continua
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Classificacao bioquimica Composto bioativo Quantidade Atividade biolédgica Referéncia
Querc_etma-;B-O- Anti-
a-L-ramnopiranosil- . L .
- inflamatdria, anticancer, (SANG et al., 2001a)
(126)-4-D- antioxidante |
glucopiranosideo
Flavonoides .
Quercetina-3-0-4-D- R Anti-
g|uc0piran05i|_(192)_[a_ In amgto_rla, antl-can.cer,
L-ramnopiranosil-(1->6)]- a antioxidante e anti (SANG etal., 20012)
[S-D-galactopiranosideo histaminica
Acido asperulosidico - Imunoestimulante (SANG et al., 2001a)
Iridoides Asperulosida -- Anti-obesidade (DENG; WEST; JENSEN, 2008)
Citrifolinosida A -- Hipoglicémico (SANG et al., 2001a)
Minerais Calcio 5,462 mg/g -- (PETER; PETER, 2018)

-- Dados nédo informados pelo autor.

Continua
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Tabela 1 - Resumo dos principais componentes bioquimicos presentes em folhas de noni.

Classificacao bioquimica Composto bioativo Quantidade Atividade bioldgica Referéncia
Cobre 0,00233 mg/g -- (PETER; PETER, 2018)
) ) Ferro 0,00447 mg/g -- (PETER; PETER, 2018)
Minerais ]
Magnesio 0,57 mg/g -- (PETER; PETER, 2018)
Postassio 1,219 mg/g -- (PETER; PETER, 2018)
Nuclesideos Citidina - - (SANG et al., 2002)
p-D-
Sacarideos glucopiranose-penta- - - (SU et al., 2005)
acetato

Finalizacao
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3.2 CONCENTRACAO DE FLUIDOS ALIMENTARES

Tendo em conta que os liquidos alimentares, tais como sucos de fruta, leite, soro
de leite, extratos de cha ou café, sdo solugdes aquosas complexas em que a dgua constitui
amaioria. Sabe-se que a dgua constitui até 95% da composicao desses alimentos (AIDER;
DE HALLEUX; AKBACHE, 2007). Com o objetivo de reduzir os custos de
armazenamento, preservando a melhor qualidade dessas solucgdes alimentares, a ideia de
concentrar essas solucdes para reduzir a atividade de &gua e, assim, evitar o crescimento
microbiano foi validada no processamento industrial (VAN BEEK; BUDDE; VAN
ESCH, 2018).

Assim, existem 0s processos de concentracdo de solugdes alimentares, que
basicamente é o processo de retirada de uma determinada parte do teor de dgua dessas
solugdes. Independentemente dos avancos recentes na ciéncia de separacdo e automacéo
de processos, os metodos de concentracdo de alimentos liquidos requerem uma selecédo
cuidadosa e um entendimento completo das transformacdes bioquimicas envolvidas. Uma
selecdo incorreta das condicfes do processo pode causar efeitos nocivos no perfil
sensorial e nutricional do produto final e/ou impor altos custos de producdo. Uma ampla
gama de metodos de concentracdo de sucos de fruta, principalmente baseados em
evaporacdo térmica, liofilizacdo, filtracdo/destilacio por membrana, osmose
direta/reversa ou secagem foram desenvolvidos e sdo frequentemente praticados
(ADNAN; MUSHTAQ; ISLAM, 2018). Em resumo, a concentracdo desses liquidos
alimentares pode ser realizada por trés métodos principais: evaporacdo, 0Smose reversa e
crioconcentracdo (concentracdo por congelamento) (AIDER; DE HALLEUX;
AKBACHE, 2007).

Uma das técnicas emergentes na concentracdo de liquidos alimentares é a
crioconcentracgdo, trata-se tecnologia amplamente utilizada na inddstria alimenticia para
concentrar diversos alimentos liquidos e recuperar compostos bioldgicos sensiveis ao
calor, como proteinas, polifendis, vitaminas hidrossolUveis e aromaticos. A tecnologia de
crioconcentracdo é muito adequada na industria de alimentos devido a sua capacidade de
reter a qualidade nutricional e os compostos aromaticos volateis do produto. Esta
caracteristica € atribuida as baixas temperaturas de operacdo adequadas para prevenir a
degradacdo de componentes sensiveis de alimentos liquidos (AIDER; DE HALLEUX,
2009).
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Teoricamente, a crioconcentracao deve ser mais eficaz do que a evaporacao para
uma determinada remogdo de agua (calor de fusdo latente: 0,33 kJ/g de &gua; calor de
evaporacao latente: 2,26 kJ/g de &gua). Porém, o investimento em concentradores de
congelamento convencionais € mais caro do que a compra de evaporadores. Os altos
custos operacionais se devem principalmente a perda de concentrado que acompanha a
formacdo dos cristais de gelo e a dificuldade de remocéo dos cristais de gelo sem perder
os solidos alimentares. Além disso, o grau de concentracdo alcancado é inferior ao da
evaporacdo. Portanto, a prioridade da crioconcentracdo sobre a evaporacao é explicada
pela qualidade dos produtos concentrados: a crioconcentracdo € reconhecidamente a
melhor entre os métodos de concentragdo, proporcionando maior retencdo em sabores e
compostos termicamente frageis (AIDER; DE HALLEUX; MELNIKOVA, 2008;
PETZOLD et al., 2015; ORELLANA-PALMA; GONZALEZ; PETZOLD, 2019).

Embora o processo industrial de crioconcentracdo pareca ser complexo devido a
necessidade de um arcabouco estrutural. Outros métodos que priorizam a minimizagéo
de equipamentos e facilidade de operacdo tém ganhado espago. Algumas técnicas como
a cristalizacdo em suspensao e a crioconcentracdo eutética sdo descritas na literatura
(AIDER; DE HALLEUX, 2009). No entanto, é fato de que o futuro industrial da
crioconcentragdo tem sido vinculado a desenvolvimentos na configuracéo de sistemas de
uma etapa (crioconcentracdo em blocos) do que sistemas convencionais de concentracao
por congelamento (cristalizacdo em suspensdo), devido a etapa de separacdo ser mais
simples (PETZOLD et al., 2016).

Uma vantagem desses sistemas de uma etapa € sua simplicidade em termos de
construcdo e operacdo do equipamento. Na crioconcentracdo em blocos, por exemplo,
todo alimento liquido é congelado (bloco de gelo), depois descongelado e a fracdo
concentrada € separada da fracdao de gelo por método gravitacional. O processo consiste
em trés etapas que sdo congelamento, descongelamento e separacdo. Nessas condi¢des, 0
controle do processo de descongelamento é fundamental para atingir uma eficiéncia
proxima a 90% (ORELLANA-PALMA et al., 2017a). Entretanto, para aumentar a
eficiéncia do processo de crioconcentracdo em blocos, técnicas assistidas ou as chamadas
forcas externas, como ultrassom, centrifugacdo, microondas ou vacuo podem ser
acopladas ao processo (AIDER; DE HALLEUX; MELNIKOVA, 2008; PETZOLD;
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AGUILERA, 2013; ORELLANA-PALMA et al., 2017b). Uma ilustracdo esquematica
bésica do processo de crioconcentracdo em blocos é mostrada na Figura 1.

Figura 1 - llustracdo esquematica basica de um processo de crioconcentracdo em blocos.

Amostra in natura

Congelamento

Amostra congelada

Separagao

Concentrado Gelo

Fonte: Adaptado de Aider & De Halleux (2009)

3.3 NANOTECNOLOGIA E NANOBIOTECNOLOGIA

Em 1959, Richard Feynman foi o primeiro cientista a sugerir que dispositivos e
materiais poderiam algum dia ser fabricados em escala atbmica e a introduzir o conceito
de nanotecnologia na comunidade cientifica. Nesse mesmo ano, em uma conferéncia no
Instituto de Tecnologia da California intitulada: There is plenty of room at the bottom
(“Ha bastante espago no fundo”), o fisico norte-americano descreveu com maestria a
possibilidade de manipular &tomos em uma escala jamais explorada e esbocou a ideia de
construir objetos bottom-up (“de baixo para cima”). Nasce, assim, a nanotecnologia (DE
MORAIS et al., 2014). Por defini¢do, nanotecnologia (“nano” em grego significa ando)
pode ser definida como a “ciéncia e a engenharia envolvidas na concepgdo, sintese,
caracterizacdo e aplicagdo de materiais e dispositivos cuja menor organizagédo funcional

em pelo menos uma dimensao esta na escala nanométrica”. A nanotecnologia envolve a
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manipulacdo individual de moléculas simples ou mesmo &tomos (CLARK;
PAZDERNIK, 2016).

Atualmente a nanotecnologia concentra-se principalmente no projeto, sintese e
manipulacdo da estrutura e tamanho das particulas com dimensdes menores que 100 nm
(JAIN, 2011). A Figura 2 busca ilustrar um comparativo em escada de tamanhos onde a
nanotecnologia é abordada. A nanotecnologia combina os principios com procedimentos
fisicos e quimicos para gerar particulas nanométricas com a funcdo especifica. A
nanotecnologia esta criando agora um sentimento crescente de entusiasmo nas ciéncias
da vida, especialmente nos dispositivos biomédicos e na medicina. Nanoparticulas
exibem propriedades completamente novas ou melhoradas com base em caracteristicas

especificas, como tamanho, forma e orientagdo (NAIKOO et al., 2021).

Figura 2 - Comparag6es de tamanho onde objetos variam em tamanho de 1 metro a 1

picometro. A nanotecnologia € aplicada na manipulacéo de estruturas entre 1 e 100 nm.

1pm 10pm 100pm 1nm 10nm 100nm 1um  10pm 100um 1 mm 1cm 0im 1m
1l

L I_ L\FLV-) Olho nu (unaided eye)

Microscopia dtica

Microscopia
eletronica

N\ Q
® o @ %’ \ ﬁ\

Elétran E. coli

Atomode Atomo de proteina Fago

hidrogénio  carbono Célula Pequeno Cachorro de

12 eucaridtica  besouro grande porte

Fonte: Adaptado de Clark & Pazdernik (2016).

Levando-se em consideracdo que os componentes internos de células bioldgicas
estdo na mesma escala como os estudados por nanotecnologia. Desse modo, o principal
objetivo pratico da nanobiotecnologia esta em usar componentes bioldgicos para realizar
tarefas em nanoescala (SINGH et al., 2016).
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A sintese bioldgica de nanoparticulas € um método econémico e ecoldgico e tem
capacidade de substituir os métodos fisicos e quimicos, pois esses métodos sao
comumente toxicos e caros. Consequentemente, nanomateriais foram sintetizados usando
microorganismos e extratos de plantas. O uso de extratos de plantas para sintese de
nanoparticulas é potencialmente vantajoso em relagdo aos microrganismos devido a
facilidade de escalonar os riscos bioldgicos e ao processo elaborado de manutencao de

culturas de células

Os métodos bioldgicos podem empregar células de microrganismos ou extratos
de plantas para a producdo de nanoparticulas. A biossintese de nanoparticulas € uma
adicdo recente e empolgante ao grande repertdrio de métodos de sintese de nanoparticulas
e, agora, as nanoparticulas entraram em um periodo de exploracdo comercial. Au, Ag, Zn
e Cu produzidas por plantas medicinais tém se mostrado as mais ativas
farmacologicamente, possivelmente devido a fixacdo de vérios residuos
farmacologicamente ativos (SARATALE et al., 2018).

3.3.1 Biossintese de nanometais por plantas

Entre os diferentes sistemas vivos aproveitados para a sintese de nanoparticulas
de metal, as plantas encontraram aplicacdo predominante no processo de sintese, pois o
uso de plantas para a biossintese de nanoparticulas de metal pode ser benéfico em
comparagdo com outros agentes biolégicos (KUMAR; CHISTI; CHAND, 2013). No caso
de sistemas vegetais, 0 processo elaborado de manutencdo das culturas de células é
eliminado. No cenario atual da nanotecnologia, as plantas sdo melhores sintetizadores em
relacdo aos outros meétodos bioldgicos devido a abundancia da disponibilidade dos
recursos vegetais quando comparados as outras formas de recursos bioldgicos. Além
disso, as plantas fornecem uma plataforma melhor para a sintese de nanoparticulas, pois
sdo produtos quimicos ndo tdxicos e fornecem agentes de cobertura naturais. Além disso,
0 uso de extratos de plantas também reduz o custo de isolamento de microrganismos e
meios de cultura, aumentando a viabilidade competitiva de custo em relacdo a sintese de
nanoparticulas por microrganismos (PRASAD, 2014; AL-WHAIBI; FIROZ; AL-
KHAISHANY, 2015; SIDDIQUI; AL-WHAIBI; MOHAMMAD, 2015).
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O mecanismo exato e 0s componentes responsaveis pelas nanoparticulas
sintéticas mediadas por plantas ainda precisam ser elucidados. Foi proposto que
proteinas, aminoacidos, acidos organicos, vitaminas, bem como metabdlitos secundarios,
como flavondides, alcaldides, polifendis, terpendides, compostos heterociclicos e
polissacarideos, tém papéis significativos na reducdo de sais metalicos e, além disso,
atuam como agentes de cobertura e estabilizacdo para nanoparticulas sintetizadas
(PERALTA-VIDEA et al.,, 2016). El-Kassas & EI-Sheekh, (2014), por exemplo
mostraram que o grupo funcional hidroxila de polifendis e o grupo carbonila de proteinas
do extrato de Corallina officinalis poderiam auxiliar na formacdo e estabilizacdo de

nanoparticulas de ouro.

Philip et al. (2011) mostraram a sintese e estabilizagdo de nanoparticulas de prata
e ouro por ligacdo de biomoléculas em extrato de folhas de Murraya koenigii. De acordo
com a investigagdo, existem diferentes mecanismos para sintetizar nanoparticulas em
diferentes espécies de plantas. Singh et al. (2016) complementa que as plantas
dicotileddneas contém muitos metabolitos secundarios que podem ser adequados para a
sintese de nanoparticulas. A Figura 3 apresenta uma ilustracdo esquematica do
mecanismo de biossintese de nanoparticulas de prata por meio do extrato de Capsicum
annum usado por Li et al. (2007). Nesse estudo, de acordo com os autores, 0s ions de
prata sofrem interacdo eletrostatica com as proteinas presentes no extrato vegetal, o que

leva a formacgéo do complexo de prata.
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Figura 3 - Representacdo esquematica do mecanismo de biorreducdo e formacéo das
AGNPs de extratos de Capsicum annum
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Fonte: Adaptado de Li et al. (2007)

3.3.2 Morinda citrifolia como matéria-prima na biossintese de nanometais

Tal como ja descrito previamente, dentre os diversos seres vivos com potencial
para sintese de nanoparticulas metalicas, os vegetais possuem papel predominante no
processo de sintese. Sua utilizacdo pode ser benéfica comparada a outros agentes
bioldgicos, uma vez que com o0 uso de vegetais na biossintese de nanometais, 0 processo
de manutencdo de culturas celulares é eliminado (MITTAL; CHISTI; BANERJEE,
2013). A relevante propriedade de biossintese de nanoparticulas metalicas inclui a
Morinda citrifolia. A Tabela 2 explora resumidamente alguns exemplos do potencial que

0 noni apresenta na biossintese de nanoparticulas metéalicas.
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Tabela 2 - Resumo de alguns estudos envolvendo a biossintese de

nanometais por M. citrifolia.

1 Estrutura  Tamanho N Propriedade Anci
Nanoparticula Caracterizago PrieC Referéncia
metalica vegetal (nm) biolégica
Folhas 100 UV-Vise DLS Antimicrobiana (PAIetal, 2015)
Raiz 30a55 FTIR, DRX, FE-SEM Citot6xica (SUMANetal., 2013)
e MET
\/i (SYAFIUDDIN etal.,
Folhas 9a69 w V:SI'EI_ESES'\'AFH Re Antimicrobiana 2017)
Ag
i (SATHISHKUMAR et al.,
Folhas 10a60 UV-Vis, ;rtl? MEVe Antimicrobiana 2012)
Folhas, Frutos e _ . (MORALES-LOZOYA et
Sementes 3all UV-Vis, FTIR, MET Antimicrobiana al, 2021)
(ASHOK KUMAR;
UV-Vis, FTIR,DRX e . . PALANICHAMY;
Folhas 12 Antimicrobiana ’
AgCl MET ROOPAN, 2014)
i (TONTRONG;
Al Raiz _ Néo FIAe FAAS N&o informado KHONYOUNG;
informado JAKMUNEE, 2012)
. DRX, FTIR, FE-SEM, o (SUMAN etal., 2014)
Au Raiz 12,37a38,26 EDSe MET Néo informada
. DRX, FTIR,EDSe . (SUMAN etal., 2015)
Raiz 20,462a39,20 FE-SEM Larvicida
TiO, DRX, FTIR, UV-Vis, o i (SUNDRARAJAN etal,
Folhas 15a19 EDS e MEV Antimicrobiana 2017)

Abreviacbes: UV-Vis (espectroscopia no ultravioleta visivel); FTIR (espectroscopia no infravermelho com
transformada de Fourier); DLS (espalhamento de luz dindmico); DRX (difracdo de raios-X); EDS
(espectroscopia de raios-X por dispersao em energia); FE-SEM (microscopia eletrénica de transmissao com

emissdo de campo); MEV (microscopia eletrdnica de varredura).

A biossintese do metal nobre ouro (Au) via utilizacdo do extrato aquoso de raizes de
Morinda citrifolia foi desenvolvida por (SUMAN et al., 2014). Os autores promoveram
a pulverizacdo das amostras das raizes para preparacdo do extrato aquoso seguida da
adicdo de uma solucdo aquosa contendo &cido cloro-durico para reducdo das
nanoparticulas de ouro em ambiente com auséncia de luz. As andlises de caracterizacao
revelaram nanoparticulas com formato triangular, com tamanho médio variando entre
12,37 e 38,26 nm.

Um novo método hidrotérmico desenvolvido por (SUNDRARAJAN et al., 2017),
promoveu a biossintese de nanoparticulas de didxido de titdnio a partir do extrato
etanolico de folhas de Morinda citrifolia. Para promover a fitossintese, foi adicionado ao

extrato 0,1 M de TiCls4, posteriormente a solugédo foi transferida para uma autoclave de
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aco inoxidavel revestida com teflon a 120 °C por 8 horas. A caracterizagdo do extrato por
difracdo em raios-X (DRX) identificou um pico principal a 27,3° correspondente ao TiO>
na fase rutilo tetragonal. As nanoparticulas de TiO2 possuiam formato esférico com
tamanho médio variando entre 15 e 19 nm. As nanoparticulas de TiO. também
apresentaram propriedades antimicrobianas contra E. coli, S. aureus, Bacillus subtilis,
Candida albicans, Pseudomonas aeruginosa e Aspergillus niger. Outro trabalho
semelhante promovendo a biossintese de TiO: a partir do extrato aquoso da raiz de M.
citrifolia, propriedades larvicida contra Anopheles stephensi, Aedes aegypti e Culex
quinquefasciatus foram identificadas no extrato (SUMAN et al., 2015).

Dentre as nanoparticulas metalicas biossintetizadas por M. citrifolia, talvez seja a
prata (Ag) o nanometal mais desejado no processo de sintese. (SYAFIUDDIN et al.,
2017) promoveram a biossintese de nanoparticulas de prata (AgNPs) oriundas de extratos
aquosos de folhas de diversos vegetais, dentre eles a Morinda citrifolia. A biossintese foi
possivel devido a reducdo de ions de prata pela adicdo AgNO3 no extrato aquoso. O
processo de biossintese incluiu a centrifugacdo do extrato contendo AgNO3 seguida de
sua caracterizacdo. As AgNPs possuiam formato esferico com tamanhos de até 69 nm,

além de propriedades antimicrobianas contra Bacillus cereus e E.coli.

Foi identificado que nanoparticulas de prata (AgNPs) biossintetizadas via utilizagdo
de extrato aquoso da raiz de M. citrifolia possui efeito citotoxico altamente significativo
sobre células de HelLa. O efeito citotoxico foi possivel por meio do tratamento com
diferentes concentracGes do extrato contendo as AgNPs células semeadas em placas de
cultura de tecidos. A realizacdo da analise de citotoxicidade MTT pela reducédo do corante
brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil tetrazolium] confirmou o efeito
citotoxico das AgNPs (SUMAN et al., 2013).
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4. METODOLOGIA EMPREGADA
4.1 COLETA E TRATAMENTO DA MATERIA-PRIMA

A matéria-prima utilizada neste trabalho foi gentilmente cedida por proprietarios
do interior da cidade de Pombal, estado da Paraiba, Brasil. As folhas foram podadas
aleatoriamente de diferentes arvores de Morinda citrifolia, de um mesmo lote de cultivo,
visando a padronizacdo da composi¢do do material. As folhas podadas apresentavam um
tom de verde escuro brilhante, variando em tamanho de arredondado, fino e pontiagudo,

variando em tamanho de 8 a 25 cm de comprimento.

As folhas de M. citrifolia foram lavadas com &gua corrente, visando a remocao
de eventuais residuos de solo recorrentes do proprio plantio ou de possiveis insetos. Apos
a lavagem, as folhas serdo imersas em solucdo de agua clorada (200 ppm) por 15 min,

seguido de enxague com agua corrente.

Posteriormente, as folhas foram submetidas a um processo de branqueamento
conforme descrito por Xavier; Machado; Costa (2014). Apos o branqueamento, o material
sera seco ao ar e mantido a 45 °C por um periodo néo superior a 12h. As folhas de noni
entdo serdo moidas em moinho Wiley (Tecnal, TE-605/1), e posteriormente
acondicionadas em sacos de polietileno e armazenadas a -24 ° C até a preparagdo do

extrato.

O preparo do extrato foi realizado por infusdo das folhas secas e trituradas de
Morinda citrifolia em &gua ultrapura. A preparacdo do extrato aquoso Seguiu a
metodologia descrita por Shalan; Mustapha; Mohamed (2017) com poucas modificagdes.
Este procedimento consiste em um sistema fechado com agitacéo continua e temperatura
controlada de 40 °C composto por 40 g de folhas suspensas em 1 L (4% (p / v)) de agua
ultra pura por 20 min. Apos a extracdo, a solucdo sera submetida a filtracdo a vacuo com
papel de filtro qualitativo para remocdo dos solidos em suspensdo. Apés a filtracdo, o
material foi resfriado (aproximadamente 4 °C) por 30 min, para seguimento do processo

de crioconcentracéo.
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4.2 ENSAIOS DE CRIOCONCENTRAQAO
4.2.1 Crioconcentracdo em Blocos Gravitacional (CCG)

O processo de crioconcentragdo das folhas de Morinda citrifolia seguiu o
protocolo adotado por Adorno et al. (2017) e Aider & Ounis (2012) com pequenas
modificacGes. A Figura 4 apresenta um esboco esquematico do aparato experimental do
fluxograma geral para ambos os métodos de congelamento e separacdo das fracdes
aquosas de folhas de M. citrifolia em estagios (blocos) aplicados nesse estudo.

Figura 4 - Fluxograma geral das etapas experimentais de congelamento e degelo que

sera usado em ambos 0s métodos de crioconcentragéo.
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Fonte: Do autor.

Em resumo, um volume inicial de alimenta¢do de 2.000 mL do extrato aquoso

das folhas de M. citrifolia € dividido em recipientes de 200 mL cada. As amostras entéo,
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sdo congeladas por ar frio até a temperatura ser reduzida para -20 £ 2 °C. Apds o
congelamento do extrato em pequenos blocos, 0 modo de descongelamento utilizado para
separar todo o bloco congelado foi dividido em duas fases: a fragdo concentrada e a fracéo
de gelo residual. A crioconcentracdo é realizada por descongelamento passivo (método
gravitacional de descongelamento) dos blocos de extrato congelado, durante a qual a
solugdo inicial contendo o extrato congelado das folhas de M. citrifolia ser deixada a 20
+ 2 °C. O descongelamento para formagéo das amostras concentradas foi entéo, dividido
em quatro etapas ou ciclos. Em cada ciclo, 50% do volume congelado é descongelado. O
volume descongelado durante o primeiro ciclo de criopreservagdo foi novamente
congelado e usado como solucédo de alimentacdo para o segundo ciclo de criopreservacao.
Este procedimento sera repetido no terceiro e quarto ciclo de crioconcentracéo, resultando
em quatro volumes de concentrado: CC1 a CC4 (crioconcentrados 1 a crioconcentrados
4) e quatro volumes de gelo residual. A cada ciclo de crioconcentracdo, 50 mL da amostra

concentrada serdo coletadas e congeladas novamente a -24 °C para analises posteriores.

4.2.2 Crioconcentracdo assistida por micro-ondas

A execucdo dessa etapa experimental é bastante similar a crioconcentracao
gravitacional. Para a CCM repetimos a metodologia adotada por Adorno et al. (2017) e
Aider & Ounis (2012) acrescida do estudo de Khajehei et al. (2015) com poucas
modifica¢bes na execucao dos experimentos. Um volume inicial de 2.000 mL do extrato
aquoso das folhas de M. citrifolia ¢é dividido em recipientes contendo 200 mL do volume
do extrato em cada um. Amostras de extrato de folhas de M. citrifolia foram entdo
congeladas por resfriamento indireto em camara de ar resfriado até atingir a temperatura
de -20 + 2 °C. Ap6s o congelamento do extrato em porcdes de 200 mL, o método de
descongelamento foi realizado para separar cada porcdo congelada em duas fases: a
fracdo concentrada e a fracdo correspondente ao gelo residual. A CCM ocorre por meio
do método de degelo passivo em blocos, onde cada bloco consistira em uma etapa do
processo. Neste estudo, o descongelamento passivo seguido com o auxilio da técnica
assistida por micro-ondas para promover uma maior velocidade e eficiéncia no processo
de concentragdo dos componentes bioativos presentes nas folhas de noni. No

descongelamento assistido por micro-ondas a formacéo das fragdes congeladas e de gelo,
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segue idéntico ao método de CCG. A Figura 5 expbe resumidamente o arcabouco

instrumental utilizado na realizacdo dos ensaios de crioconcentracao.

Figura 5 - Resumo esquematico do aparato instrumental utilizado (a) no processo de
crioconcentragdo em blocos gravitacional e (b) micro-ondas assistido.
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Fonte: Do autor.

4.3 BIOSSINTESE DAS NANOPARTICULAS DE PRATA

A producdo das nanoparticulas de prata seguiu o principio do mecanismo de
biorreducdo de ions metalicos adicionados a uma solugdo contendo o extrato vegetal em
estudo. A metodologia bésica para promover a biossintese seguird 0s ensaios descritos

por Syafiuddin et al. 2017 e Morales-Lozoya et al. (2021) com poucas adaptacgdes.

Nesse estudo, primeiramente procuraremos separar 0s ensaios de biossintese e
posterior caracterizacdo em dois grupos, no primeiro o extrato vegetal usado sera a fracao
crioconcentrada referente a tltima etapa da CCG, ou seja, a fracdo CC4. No outro grupo,
0 extrato vegetal usado sera a fracdo CC4 do processo de CCM. Em ambos 0s grupos, a
biossintese seguira o seguinte protocolo: primeiramente uma solucdo aquosa de 1 mM
AgNOs sera preparada para a sintese de nanoparticulas de prata. A mistura de reacdo sera
acrescentada de 5 mL dos extratos vegetais crioconcentrados brutos a 95 ml de solugéo

aquosa a 1 mM de AgNOsz em frascos Erlenmeyer de 250 mL. A mistura de reacéo sera
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mantida em ambiente desprovido de luz a temperatura ambiente controlada de 28 °C sob
leve agitacdo em uma incubadora durante 24 horas. Para o controle, também foi preparada
uma solucédo de 100 mL de AgNOs com a mesma concentracdo sem extrato de folhas e o
mesmo procedimento sera incluido utilizando os extratos de M. citrifolia in natura. A
obtencdo das solugbes coloidais sera realizada por meio da centrifugacdo do meio
reacional 10 min a 4000 rpm, em seguida, a solucao sera filtrada a vacuo com membrana
de nailon 0,2 pm. As suspensdes foram mantidas sob armazenamento em tubos falcon em

ambiente desprovido de luminosidade.

4.4 CARACTERIZACAO DAS AMOSTRAS OBTIDAS
4.4.1 Caracterizacdo das amostras crioconcentradas
4.4.1.1 Determinacao do teor de fenolicos totais (FT) e sélidos totais (ST)

A determinacdo do teor de compostos fendlicos totais (FT) presentes nas fracoes
crioconcentradas por CCG e CCM e nas fracOes de gelo para cada etapa do processo de
crioconcentragcdo. A andlise seguiu a metodologia apresentada por Singleton & Rossi
(1965), adotado por Martin-Diana et al. (2017), via digitalizacdo colorimétrica de Folin-
Ciocalteu. O método consiste na rea¢ao de 100 uLL de amostra, 7 mL de agua ultrapura,
0,5 mL de Folin-Ciocalteu e 1,5 mL de solucdo de carbonato de sodio a 20% (p/v). A
mistura foi mantida no escuro a temperatura ambiente (24 °C) por 120 min. A absorbancia
foi determinada com ajuste de comprimento de onda em 765 nm em um
espectrofotometro (UV-Vis mini-1240 Tokyo, Japdo) usando agua ultrapura como
branca. O mesmo procedimento foi utilizado para construir a curva analitica, elaborada a
partir de solucGes de acido galico na faixa de 200-800 mg.mL-1 e os resultados expressos

em miligramas equivalentes de &cido galico por mililitros de extrato (mgGAE.mL™?) .

A quantidade de soOlidos totais (ST) também foi aplicada as fracdes
crioconcentradas por CCG e CCM. O método é descrito por AOAC (2010), e é
determinado pela medida de perda de massa apds secagem das amostras a 105 °C por 24

horas e expresso como matéria seca/teor de massa total (g.100 g%).
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4.4.1.2 Fator de concentracgéo (Cx) e eficiéncia do processo

O fator de concentracdo para cada fracdo crioconcentrada e gelo nos diferentes
estagios de crioconcentracdo foi calculado de acordo com Aider et al. (2008). O fator de
concentracédo (Cf) foi calculado em funcgéo do aumento do teor de solidos totais em cada
etapa do processo (TSi) em relacdo ao teor de solidos totais do extrato inicial (TSp). O

fator de concentracéo é calculado pela seguinte equacao:

Cr = (1)

onde TSi € o teor de solidos totais para cada etapa de crioconcentracdo (i =1, 2, 3 e 42
etapa) (mg.L™?); e TS é o teor de solidos totais no extrato inicial (mg.L™).

A eficiéncia do processo de crioconcentragdo foi definida como o aumento do
teor de compostos fenolicos para cada etapa do processo em relacdo ao contetido fendlico
residual presente em cada fracdo de gelo para cada etapa do processo. Teoricamente,
quanto menor o teor de compostos fendlicos presentes em cada fracdo de gelo, maior a
concentracdo da solugdo concentrada em sua respectiva etapa de criopreservacdo. A

eficiéncia do processo 7 (%) foi calculada pela seguinte equacéo:

P; —

(%) = 7 100 (2)

onde Pi é a quantidade de compostos fendlicos totais (MgGAE.mL™) presentes nas
solucdes de crioconcentracdo para cada etapa do processo; e Pf é o teor de compostos

fendlicos (MgGAE.mL™) presentes na fragdo correspondente de gelo.
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4.4.2 Caracterizagdo das nanoparticulas de prata
4.4.2.1 Determinagdo de tamanho e estabilidade das nanoparticulas

A medicdo do tamanho das nanoparticulas de prata serd determinada por
espalhamento de luz dindmico (DLS) em um equipamento Nano-flex
MicrotracS3000/S3500 Series - Particle Metrix.

Para a execucédo experimental da medicao do tamanho das AgNPs via DLS, cerca
de 10 mL das suspensdes coloidais serdo transferidas para um béquer de 50 mL. Em
seguida, o componente contendo a fonte de luz a laser é imerso, na amostra. A analise da
frequéncia da luz incidida sobre as particulas serd executada pelo software do
equipamento gerando um histograma contendo a distribuicdo cumulativa e percentual do

tamanho das nanoparticulas.

A determinacdo da estabilidade das nanoparticulas sera realizada via avaliacao
do potencial zeta das solugdes coloidais. Tal ensaio sera realizado em outro equipamento
acoplado ao Nano-flex (Stabino Control2.00.23 — Particle Metrix). Para a execugéo
experimental, as amostras contendo as AgNPs serdo transferidas para uma célula
cilindrica de teflon, a solucdo sera agitada e um valor em mV do potencial zeta (PZ)

instantaneo e o pH da amostra é rapidamente determinado.

4.4.2.2 Ensaios em Microscopia Eletronica de Varredura acoplado em

Espectrémetro de Dispersao de Energia (MEV-EDS)

As analises em microscopia eletrénica de varredura das nanoparticulas de prata
foram realizadas com a finalidade de avaliar a forma, o tamanho e os aspectos de
disposicdo espacial das nanoparticulas. Os ensaios com ambos os equipamentos foram
realizados no LCME/UFSC.

A preparacdo das amostras de nanoparticulas de prata para visualizacdo no
MEV-EDS foi conduzida a partir da diluicdo das amostras em 50% (v/v) seguida de
gotejamento das mesmas sobre pequenos suportes de aluminio previamente limpos e
esterilizados denominados “stubs”. Apods o gotejamento, os stubs foram levados a uma
incubadora a vacuo onde permaneceram por um periodo de 48 h para promover a secagem

da amostra gotejada. As analises em MEV-EDS foram realizadas em um equipamento
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(JEOL, modelo JSM-6390LV) operando em uma voltagem de 30,0 kV com ampliagéo
méaxima das imagens de 50000x. O sistema de espectrometria por dispersdo de energia
(EDS) acoplado ao microscopio eletrénico promoveu a caracterizagdo quimica/analise
elementar do material de ensaio, permitindo a identificacdo e confirmacdo da presenca

das nanoparticulas de prata.

4.5 ANALISE ESTATISTICA

Todos os dados obtidos dos ensaios de crioconcentragcdo foram apresentados
como média + desvio padrdo (DP). As diferencas entre as médias foram comparadas pelo
teste de diferenca minima significativa de Tukey (LSD), com nivel de significancia de
5%. A analise de correlacéo de Pearson (r) foi aplicada para verificar a forca da correlacéo
entre as respostas avaliadas em p<0,05. Todas as analises foram realizadas no Software
Statistica® v. 8.5 (TIBCO Software Inc., Palo Alto, CA, EUA).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 TEOR DE SOLIDOS E FENOLICOS TOTAIS DOS CRIOCONCENTRADOS

A Figura 6 apresenta os niveis de FT para as fracfes concentradas e de gelo
residual para ambos os processos de crioconcentracdo, em blocos gravitacional e micro-
ondas, aplicados aos extratos aquosos de folhas de Morinda citrifolia. A anélise estatistica
dos dados mostrou que as etapas de crioconcentracdo para ambos 0s métodos
proporcionou efeito significativo na evolugdo da matéria seca total (p<0,05). Em ambos
0s métodos de crioconcentracdo, ha um aumento significativo nas quantidades de FT,
onde a analise estatistica para os dados das fracdes concentradas (CC1 a CC4) revelou
diferenga significativa para cada valor correspondente a etapa de crioconcentragio
(p<0,05), destacando a elevagdo dos valores de FT a medida que as etapas da CCG e
CCM progrediam. Os dados analiticos do teor de FT juntamente com a anélise estatistica
podem ser visualizados na Tabela 3 e 4 para os processos de CCG e CCM

respectivamente.

Para o processo de CCG, as fragdes concentradas para as quatro etapas do
processo apresentaram valores de FT variando de 0,81 *+ 0,03 mg GAE.mL™* para a
amostra in natura, 0,89 + 0,01 mg GAE.mL " na primeira etapa da CCG, culminando com
um valor de 6,11 + 0,01 mg GAE.mL™ na Gltima etapa do processo (Tabela 3). Tais
resultados confirmam a técnica de acimulo de fenolicos por congelamento e degelo
gravitacional como satisfatoria. Tal valor de FT ao final da quarta etapa foi superior aos
apresentados nos estudos de empregados por Haas et al. (2022) e Boaventura et al. (2015),
que aplicaram o processo de crioconcentracdo para retencao de polifendis em amostras
de suco de laranja e folhas erva-mate (llex paraguariensis), demonstrando assim a

potencialidade das folhas perante diferentes matérias-primas usadas como extrato.

Quanto ao método de CCM, o aumento significativo do teor de FT em cada etapa
do processo faz com que o método, assim como foi para a técnica de CCG, satisfatorio,
muito embora o acimulo de FT no final da dltima etapa de CCM foi inferior ao
apresentado pelo método de CCG. O aumento de FT para a técnica de CCM variou de
0,71 + 0,01 mg GAE.mL'a 5,81 + 0,46 mg GAE.mL ™ para as amostras in natura e CC4,
respectivamente. O valor apresentado por CC4 no método de CCM representou uma

reducdo de aproximadamente 5,16% em relacdo ao valor de FT apresentado no método
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de CCG, o que tornou este Ultimo método de crioconcentragdo sutilmente mais eficaz na
retencdo de sélidos do extrato de folhas de M. citrifolia em este estudo, onde embora
estatisticamente ndo ha inferéncia em relacdo aos valores de FT para CC4 tanto na CCG
quanto na CCM, ambos os processos foram satisfatérios, onde inclusive o método de
retencdo de FT via CCM obteve valores superiores aos trabalhos desenvolvidos por Aider
&Ounis (2012) e Orellana-Palma et al. (2017b).

Figura 6 - Teor de solidos totais (mg.L™) calculados para ambos os métodos de
crioconcentragéo: (a) em blocos gravitacional e (b) assistido por micro-ondas.
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E importante mencionar que as diferencas com estudos anteriores podem ser
explicadas por fatores como tipo de colheita, estagio de maturagdo, condi¢des climéticas
das frutas/folhas frescas e/ou métodos especificos usados durante o preparo dos extratos
(LIN et al., 2014). Entretanto e de fato, o aumento do fator de concentracdo de FT para
amostras do extrato aquoso de folhas de M. citrifolia para ambos os métodos de
crioconcentracdo utilizados refere-se a outra varidvel que pode estar associada ao efeito
significativo de retencdo de solidos totais (ST). Tal efeito remete a capacidade de ambos
0S processos permitirem ndo somente o acimulo de bioativos como também a
conservacao destes, onde que a execucdo de ambos 0s processos ndo promove injdrias ou
degradacbGes nos componentes bioquimicos do extrato, uma vez que O processo é
caracterizado como ndo-térmico, resulta em baixissimas fracdes de perdas residuais,
caracterizado pelos baixos valores das fracdes de gelo (Tabela 3 e 4) e € amplamente
validado (AREND et al., 2017; PETZOLD et al., 2018; MUNOZ et al., 2019).

Os resultados expostos para retencdo de ST apresentam-se como um
complemento ao que foi obtido para FT. A Figura 7 apresenta 0 comportamento do
acumulo de ST para as fracfes concentradas e de gelo residual para ambos 0s processos
de crioconcentracdo aplicados aos extratos aquosos de folhas de Morinda citrifolia. As
Tabelas 3 e 4 expdem os valores analiticos para esse ensaio. Novamente a analise
estatistica dos dados mostrou que as etapas de crioconcentracdo para ambos 0s métodos
de crioconcentracao proporcionou efeito significativo na evolucdo da matéria seca total
(p<0,05). Para o processo de CCG o teor de ST variou de 13,12 + 0,04 mg.mL™* para
86,91 + 2,24 mg.mL* nas amostras in natura e CC4 respectivamente. Ja o processo de
CCM apresentou uma variagéo do teor de ST de 11,12 + 0,22 mg.mL™* para 67,43 + 1,12

mg.mL"* nas amostras in natura e CC4 respectivamente.

Segundo Orellana-Palma; Gonzalez e Petzold (2019), o aumento do teor de
matéria sélida no gelo pode ser explicado devido ao alto teor de sélidos retidos nas fracdes
de gelo com o avanco das etapas do processo, mesmo que em quantidades despreziveis
perante a grande quantidade de sélidos retidos nas fracbes concentradas. Além disso, o
comportamento da concentracdo de soluto atribuido a ambos 0s métodos de
crioconcentracdo também pode estar relacionado ao fendmeno da eluicdo, onde ocorre a
movimentacdo dos solutos durante a formagédo dos cristais de gelo, e devido a esse

fendmeno, os solutos foram expelidos e acumulados na fragdo liquida. Resultados
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semelhantes sdo apresentados em estudos envolvendo a crioconcentragdo da solucdo de
sacarose e extrato de café (MORENO et al., 2013; PETZOLD; NIRANJAN;
AGUILERA, 2013).

Figura 7 - Teor de sélidos totais (mg GAE.mL?) calculados para ambos os métodos de

crioconcentragéo: (a) em blocos gravitacional e (b) assistido por micro-ondas.
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As Figuras 8 e 9 apresentam respectivamente a eficiéncia e fator de concentragao
tanto para retencdo de sélidos quanto para acumulo de FT em ambos os métodos de
crioconcentracdo. Os valores analiticos podem ser visualizados em mais detalhes na
Tabela 5.

Figura 8 - Eficiéncia (%) dos processos de reten¢do de sélidos totais e fendlicos totais

para ambos 0s métodos de crioconcentracdo empregados.
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Como esperado, o extrato in natura das folhas de M. citrifolia apresentou baixa
concentracdo de ST e FT quando comparado as fracdes concentradas (CC1 a CC4). Tal
resultado reflete consequentemente na elevagéo progressiva tanto da eficiéncia quanto do
Cr Ou seja, os resultados obtidos com os diferentes metodos de crioconcentragdo
mostraram que, a medida que os ciclos avangcavam, os solutos aprisionados eram maiores
gue a concentracdo inicial. Em resumo, como disposto na Tabela 5, tanto para 0 método
de CCG como para o método de CCM, os fatores de concentracdo e as eficiéncias na
retencdo de fendlicos e sélidos totais no ultimo estagio do processo foram, em ambos 0s

processos, respectivamente superiores a 7 e 6 vezes mais elevados quando comparados a
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solugéo in natura, representando respectivamente uma eficiéncia superior a 90% ao final
da CCG e da CCM (Tabela 5).

Figura 9 - Fator de concentracdo dos processos de retencdo de solidos totais e fenolicos

totais para ambos 0s métodos de crioconcentracdo empregados.
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De fato, o parametro correspondente a eficiéncia e Cr, nada mais € do que um
reflexo do comportamento obtido para a retencdo de solidos obtidos durante as etapas do
processo de crioconcentragdo. Este aspecto corrobora com o exposto por Haas et al.
(2022) e Aider & De Halleux (2008), ou seja, independentemente do tipo de método de
descongelamento utilizado, o teor de matéria seca total aumentou com o aumento dos

ciclos de crioconcentracéo.

Nas condicdes experimentais utilizadas no presente estudo, ambos os métodos
de crioconcentragdo obtiveram efeito significativo na evolugdo da eficiéncia e do C.
Segundo Aider & De Halleux (2009), esse efeito ocorre porque a quantidade de agua livre

na solucéo do extrato in natura diminui ao passar de um estagio para outro. De fato, ao



49

analisar os valores referentes ao Cr para ambos os métodos de crioconcentragdo (Figura
8 e 9; Tabela 5), percebe-se que o teor de ST aumenta significativamente na terceira e
quarta etapa do processo. Considerando que parte da &gua, chamada de &gua livre, pode
congelar facilmente, o restante da &gua se liga e se organiza de forma muito diferente da
agua em massa (agua livre). Portanto, espera-se que a quantidade dessa &gua (ndo
aglutinante) aumente, aumentando assim o teor de matéria sélida total nas amostras e,
consequentemente, aumentando com as etapas de crioconcentracdo (PRAWITWONG;
TAKIGAMI; PHILLIPS, 2007). Assim, o aumento da matéria solida total da primeira
etapa para a segunda etapa em ambos 0s processos de crioconcentracdo é muito menor
do que o registrado nas duas Ultimas etapas do processo (Figura 8 e 9; Tabela 5). Por fim,
Haas et al. (2022) menciona que outro importante parametro fisico-quimico associado a
qualidade e efetividade do processo de crioconcentracdo € a cor dos extratos finais
obtidos. Embora, nesse estudo, a apresentacdo dessa sutil diferenga no aspecto da cor seja
plenamente qualitativo, fica evidente, tal como mostrado na Figura 10, as diferengas na
tonalidade da cor entre a amostra in natura e as amostras referentes ao ultimo estagio de
crioconcentragdo, indicando, como ja descrito, a retencdo de maiores quantidades de

solidos nas amostras mais concentradas.
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Figura 10 - Extratos de M. citrifolia antes e apds ambos 0s processos de

crioconcentragéo, representados pelas amostras in natura e CCA4.
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5.2 BIOSSINTESE DAS AgNPs POR EXTRATOS CRIOCONCENTRADOS DE
Morinda citrifolia

5.2.1 Efetividade da biossintese e analise do tamanho e estabilidade das

nanoparticulas

Como ja descrito, a biossintese das AgNPs foi promovida por meio da adicéo do sal
de prata (AgNO3) no filtrado contendo os extratos in natura e CC4 para ambos 0S processos
de crioconcentracdo estudados, permitindo assim que os compostos fendlicos e demais
biomoléculas presentes no extrato atuem no mecanismo de biorreducédo dos ions de prata bem
como no processo de estabilizacdo das nanoparticulas. Com relacdo a eficiéncia da
biossintese mediada pelas folhas de M. citrifolia, a alteragdo na cor do meio de reacao foi a
primeira evidéncia da formacao das AgNPs. As Figuras 11 e 12 apresentam respectivamente

0 aspecto dos extratos oriundos de ambos 0s processos de crioconcentracao das folhas de M.
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citrifolia perante a mudanca na coloracdo da solu¢do quando submetida ao tratamento com

Figura 11 — Aparéncia em diferentes periodos de tempo da solucgéo coloidal contendo
as AgNPs do extrato referente ao Ultimo estagio de crioconcentracdo em blocos
gravitacional (CC4-CCG) das folhas de M. citrifolia.

AgNPs
CC4-CCG CC4-CCG CC4-CCG

ApO0s 48 horas ApO6s 6 horas Inicio da reacao

Durante o processo de biossintese as AgNPs foram formadas conforme a tonalidade
da solucdo foi variando entre uma cor acastanhada a quase preta. Com o passar do tempo, a
mistura ficou cada vez mais escura, mas permaneceu altamente estdvel em ap6s 24h de
tratamento. Essa mudanca de cor corrobora com o estudo de Pai et al. (2015), indicando
claramente a reducdo de ions Ag* confirmando qualitativamente a formacdo das AgNPs.
Portanto, assim como também descrito por Saratale et al. (2018), a partir das observagdes
visuais ficou claro que o extrato vegetal de M. Citrifolia foi um bom agente redutor de ions

Ag" para nanoparticulas de Prata.
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Figura 12 - Aparéncia da solucdo coloidal contendo as AgNPs no inicio e ap6s 24 horas
de reacdo, do extrato referente ao Ultimo estdgio de crioconcentragdo assistida por
micro-ondas (CC4-CCM) das folhas de M. citrifolia.

AgNPs
CC4-CCM

ApOs 24 horas
de reagao

A anélise do tamanho e estabilidade das AgNPs realizadas via ensaios DLS e
potencial zeta estdo dispostas nas Figuras 13, 14 e 15; e nas Tabelas 3 e 4. Verifica-se que
ambos o0s processos de crioconcentracdo inferiram mudancas em relacdo a distribuicédo
cumulativa percentual de tamanho de particula, uma vez que o tratamento com AgNO3
nas amostras CC4 tanto da CCG quanto da CCM resultaram em tamanhos de particulas

menores quando comparadas com o extrato in natura.
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Figura 13 - Distribuigdo de tamanho de particula realizado via ensaio DLS para as
AgNPs do extrato in natura das folhas de M. citrifolia.
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O tamanho médio das AgNPs variou de 41 nm para a amostra in natura,
reduzindo para 34 nm e 23 nm para CC4-CCM e CC4-CCG respectivamente. A leve
reducdo de tamanho medio das nanoparticulas as caracterizam como materiais ativos ao
estudo em nanotecnologia, uma vez que, de acordo com Clark & Pazdernik (2016), as
propriedades fisicas e quimicas das nanoparticulas variam quando dispostas em escalas de
tamanho maiores a 100 nm, e estas baseiam suas propriedades na tese de que as estruturas
superficiais envolvidas sdo muito maiores em comparagdo com 0s volumes acarretando em
maiores areas de contato. Os tamanhos de nanoparticulas obtidos nesse estudo apresentaram
tamanhos médios menores aos apresentados por Sathishkumar et al. (2012) e Pai et al. (2015),

das quais também utilizou-se extratos de folhas de M. citrifolia.

De fato, quando uma nanoparticula diminui de tamanho, uma grande proporcao de
seus atomos estara disposta na regido superficial da nanoparticula quando comparada com as
camadas mais internas. Pode-se tomar como exemplo pratico que uma nanoparticula com
tamanho de 30 nm possui cerca de 5% de seus atomos dispostos em sua superficie; ja para
uma dada nanoparticula com tamanho de 10 nm, essa proporc¢ao aumenta para 20%, chegando
em até 50% para uma nanoparticula de 5 nm. Por consequéncia, pode-se deduzir que quanto
menor for uma nanoparticula, essa ira apresentar uma quantidade maior de fracdo de atomos
em sua superficie quando comparada com nanoparticulas maiores. Sendo assim,

nanoparticulas ocorrem em sua superficie, as nanoparticulas que apresentarem menor
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tamanho serdo extremamente mais reativas quando comparadas com nanoparticulas maiores

(CAO, 2011; SRIVATSAN, 2012).

Figura 14 - Distribuig¢do de tamanho de particula realizado via ensaio DLS para as

AgNPs do extrato referente ao ultimo estagio de crioconcentracdo em blocos
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Figura 15 - Distribuicdo de tamanho de particula realizado via ensaio DLS para as

AgNPs do extrato referente ao Gltimo estagio de crioconcentracdo assistido por micro-
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A atividade bioldgica da M. citrifolia deve-se a sua composi¢do bioquimica.
Como ja mencionado nesse estudo, aproximadamente 200 fitoquimicos j& foram isolados
e identificados em diferentes partes desta planta. Entretanto, quando se trata de sua
aplicacdo na biossintese de nanoparticulas, alguns dos compostos fitoquimicos presentes
na M. citrifolia, por exemplo, &cido citrico, acido ascérbico e aminoécidos podem
contribuir na reacdo de biorreducéo, formagéo e manutencdo da estabilidade das AgNPs
em solucao coloidal (JADOUN et al., 2021). A anélise de potencial zeta foi aplicada nesse
estudo, sob o conceito de estabilidade eletrostatica das nanoparticulas em solugdo. De
acordo com a Tabela 3 e 4 para a amostra de AgNPs resultantes do extrato in natura das
folhas de M. citrifolia foi de -9,85 mV, ja as amostras de AgNPs referentes aos extratos
CC4-CCG e CC4-CCM obtiveram um potencial zeta de -28,24 mV e -15,85 mV

respectivamente.

Partindo da premissa de que a regido superficial de nanoparticulas solidas
dispersas em um meio liquido pode ser vista como uma regido de transicdo entre uma
estrutura cristalina organizada com padrao definido, e uma regido desprovida de qualquer
ordem. Nessa regido, os planos cristalograficos estdo interrompidos e o0s atomos
apresentam-se disponiveis para efetuar ligagdes quimicas. Isso resulta em um
desbalanceamento das cargas elétricas, tornando a superficie da nanoparticula, por
consequéncia, carregada eletricamente, formando uma nuvem de cargas elétricas que
circundam a nanoparticula. Tal nuvem de cargas origina a dupla camada elétrica que
consiste de uma camada fixa de ions de carga elétrica contraria a da superficie da
nanoparticula (camada de Stern) e de uma camada mdvel de ions, conhecida como
camada difusa (SHAW, 1992; OLIVEIRA et al., 2000).

A estabilizacdo eletrostatica é uma consequéncia da presenca da dupla camada
(camada de Stern) de ions adsorvidos nas nanoparticulas carregadas eletricamente. A
diferenca entre o potencial elétrico da camada difusa e a dispersdo eletricamente neutra,
conhecida como potencial zeta (PZ), que uma vez determinada experimentalmente nesse
estudo, torna-se um parametro importante na determinacdo da estabilidade em um sistema
coloidal, onde em suma, se dois sistemas contendo diferentes valores de PZ, forem
comparados permanecendo as demais variaveis intrinsecas a manutencdo da estabilidade
desse sistema, a expectativa é que o sistema que apresente os valores mais altos ou mais

baixos de PZ, sejam os mais estaveis em relacdo a agregacdo (HUNTER, 1981). Portanto, 0s
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valores obtidos para PZ nas amostras de nanoprata utilizadas com o0s extratos
crioconcentrados, conferem a esta, quando comparadas com o extrato in natura, maior

estabilidade coloidal.

5.2.2 Anélise das AgNPs por MEV-EDS

Os ensaios em MEV-EDS dispostos nas Figuras 14, 15 e 16, conferem uma
abordagem semiqualitativa aos resultados obtidos, uma vez que o objetivo do uso do
MEYV é prioritariamente visualizar os aspectos morfoldgicos e de polidispersividade das
AgNPs.

Figura 16 - Micrografia em MEV-EDS das AgNPs referentes ao extrato in natura das
folhas de M. citrifolia
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Figura 17 - Micrografia em MEV-EDS das AgNPs referentes ao extrato CC4-CCG das
folhas de M. citrifolia.
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O uso do EDS acoplada ao sistema de microscopia possui o intuito de ser uma
ferramenta qualitativa na confirmacdo da formacéao das AgNPs, corroborando assim com
a efetividade da biossintese. Nas micrografias em MEV-EDS, observa-se uma
distribuicdo dispersa de AgNPs, seja nas amostras oriundas do extrato vegetal in natura,

quando dos crioconcentrados em ambos 0s métodos de concentracdo executados.

As AgNPs apresentaram-se como pequenos agregados em escala de até 500 nm,

devido as limitagBes do equipamento. Como bem apresentado de acordo com as Figuras
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14, 15 e 16, pode-se inferir que as nanoparticulas de prata possuem formato

aproximadamente esférico.

Figura 18 - Micrografia em MEV-EDS das AgNPs referentes ao extrato CC4-CCM das

folhas de M. citrifolia.
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Além disso, € possivel perceber a presenca de residuos de matéria organica ndo
reativa, oriundo do extrato vegetal no entorno das AgNPs, tal aspecto é bastante comum,

uma vez que tal presenta de residuos do extrato vegetal é resultante do maior acimulo de
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solidos presentes nas amostras mais concentradas, esse resultado € bastante similar ao
obtido por Morales-Lozoya et al. (2021). A presenca de prata metalica foi confirmada
analisando a amostra por EDS, para determinar sua composicao. A presenca de elementos
quimicos como Cu (suporte da amostra), Si, Na, Cl, O e C (oriundos do extrato), fazem
parte da composicdo da amostra aquosa e corroboram com os estudos dispostos por
Cvetkovikj et al. (2013) e Samateh et al. (2018). Por fim, a partir do ensaio EDS, também
pode-se observar o pico de energia incidente, que de acordo com Suman et al. (2014), é

caracteristico da prata (3,0 keV), bem como sua abundancia relativa nesse ponto.



Tabela 3 — Resumo dos resultados analiticos referentes ao processo de CCG dos extratos de folhas de M. citrifolia.

60

Amostra

Sélidos Totais

Fendlicos Totais

Tamanho de particula

Potencial zeta (mV)

(mg.L™h) (mg GAE.mL™Y) (nm)

In natura 13,12 +£ 0,042 0,81 +0,032 41 -9,85
CC1 17,33 £ 0,32° 0,89 +0,01° - -
CC2 34,18 + 0,53° 3,61 £0,03° - -
CC3 54,69 + 1,82¢ 4,49 + 0,06¢ - -
CC4 86,91 + 2,24° 6,11 £ 0,01° 23 -28,24

Gelo 1 1,21 +0,02f 0,15+ 0,01" -- -
Gelo 2 2,12 £ 0,03 0,29 £ 0,059 -- -
Gelo 3 3,14 +0,13" 0,33 +0,01" -- -
Gelo 4 4,45 + 0,20’ 0,37 +0,03' -- -

Os dados sdo expressos como média + DP (n = 3). Os valores seguidos da mesma letra ndo diferem (ANOVA, seguido do teste de Tukey; p<0,05). Letras diferentes indicam

diferencas significativas (p<0,05) para cada etapa da crioconcentracéo analisada.

-- Valores inexistentes.



Tabela 4 - Resumo dos resultados analiticos referentes ao processo de CCM dos extratos de folhas de M. citrifolia.
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Sélidos Totais

Fendlicos Totais

Tamanho de particula

Amostra (Ma.LY) (Mg GAE.mL) (nm) Potencial zeta (mV)
In natura 11,12 £ 0,222 0,71 £ 0,02 41 -9,85
ccC1 13,18 +0,30° 0,77 £0,02° - -
CC2 26,17 + 1,23° 3,34 £ 012° - -
CC3 41,15 + 1,04¢ 4,19 +0,15¢ -- -
CC4 67,43 +1,12° 5,81 + 0,46° 34 -15,85
Gelo 1 1,98 + 0,02f 0,16 + 0,00 - -
Gelo 2 3,78 £ 0,03¢ 0,37 + 0,019 - -
Gelo 3 4,03 +0,14" 0,43 +0,02" - -
Gelo 4 5,54 + 0,20’ 0,58 + 0,04’ - -

Os dados sdo expressos como média + DP (n = 3). Os valores seguidos da mesma letra ndo diferem (ANOVA, seguido do teste de Tukey; p<0,05). Letras diferentes indicam

diferencas significativas (p<0,05) para cada etapa da crioconcentragdo analisada.

-- Valores inexistentes.



Tabela 5 - Resumo dos resultados analiticos referentes as analises de fator de concentracao e eficiéncia em ambos 0s processos de

crioconcentragédo dos extratos de folhas de M. citrifolia.

Tipo de crioconcentragdo/Amostra

Fator de

concentracgdo para

Fator de

concentragdo para

Eficiéncia na

retencdo de fenolicos

Eficiéncia na

retencdo de sélidos

fendlicos solidos totais (%) (%)

CC1 1,09 + 0,012 1,32 £ 0,012 83,15 + 0,012 93,01 +0,36?

CC2 4,45 +0,12° 2,60 +0,05° 91,97 +0,12° 93,79 + 0,41%
CCG

CC3 5,54 £0,12° 4,16 +0,03° 92,65 +0,12° 94,25 + 0,23°

CC4 7,54 +0,43¢ 6,62 + 0,101 93,94 + 0,231 94,87 +0,03¢

CC1 0,95 +£0,01° 1,18 + 0,02° 79,22 +0,01° 84,97 +0,01°

CC2 4,12 +0,05' 2,35+ 0,01" 88,92 + 0,03f 85,55 + 0,03f
CCM

CC3 5,17 £ 0,039 3,70 £ 0,309 89,83 + 0,019 90,20 + 0,339

CC4 7,17 £ 0,109 6,06 + 0,0" 90,01 + 0,209" 91,78 +0,11"

Os dados sdo expressos como média + DP (n = 3). Os valores seguidos da mesma letra ndo diferem (ANOVA, seguido do teste de Tukey; p<0,05). Letras diferentes indicam

diferencas significativas (p<0,05) para cada etapa da crioconcentracéo analisada.
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6. CONCLUSOES

A opgdo pela utilizacdo de técnicas de crioconcentragdo em bloco pelo método
gravitacional e assistido por micro-ondas foi bastante satisfatéria e eficiente no processo
de retencdo de compostos bioativos presentes em extratos de folhas de M. citrifolia.
Diante desses métodos, ndo é necessario 0 uso de equipamentos robustos e caros, com

facil execucdo do processo e alto desempenho na recuperacao do produto final.

Ambos os métodos de crioconcentracdo permitiram a retencdo de grande
quantidade de sélidos e compostos fendlicos nas fragfes concentradas, com altos fatores
de concentracdo na retencdo de solutos e alta eficiéncia na concentragdo de compostos
fenolicos. Embora o uso da tecnica de crioconcentracao gravitacional tenha resultado em
maior acumulo de solidos e compostos fendlicos retidos; ambos os métodos sdo

considerados eficientes para esta finalidade.

Ambos os metodos de crioconcentragcdo também permitiram a obtencdo de um
extrato concentrado com potencial comprovadamente demonstrado para sintese de
nanometais com propriedades aprimoradas, uma vez que quando comparadas com 0
extrato in natura, o uso dos extratos mais concentrados em compostos fenolicos
possibilitou a biossintese de nanoparticulas de prata de menor tamanho e maior

estabilidade.

Por fim, levando em consideracdo que as folhas de noni sdo comprovadamente
detentoras de alta quantidade de compostos bioativos com propriedades fitoterapicas, o
presente estudo comprovou que a aplicacdo de uma tecnologia nao térmica, conhecida
como crioconcentracdo, para a separacdo e concentracdo de compostos bioativos de
Morinda citrifolia ndo fomente foi altamente benéfica, como também abriu precedentes
para exploracdo do produto obtido no amplo campo da nanobiotecnologia, tornando
inédita a utilizacdo da técnica na referida matéria-prima vegetal. Os resultados
apresentados também sugerem que o presente estudo pode contribuir como referéncia na
utilizacdo de uma tecnologia barata e sustentavel no reaproveitamento e tratamento de
residuos da industria alimenticia, na geracdo de um produto promissor de alto valor
bioldgico, visando potencializar a aquisicdo de bioativos, como compostos fendlicos; com

ampla funcionalidade, bem como propriedades nutricionais e fitoterapicas aprimoradas.
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