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RESUMO 

A Morinda citrifolia, amplamente conhecida como “noni”, fornece frutos dos quais é matéria-

prima não só 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 geração de resíduos, 

em que as folhas representam a maioria. Levando-se em consideração que as folhas de noni são 

comprovadamente detentoras de alta quantidade de compostos bioativos com propriedades 

fitoterápicas, este estudo propõe a aplicação de duas técnicas de concentração por congelamento 

em bloco multiestágio realizada pelo método de degelo passivo, conhecido como 

crioconcentração, via método gravitacional e via método assistido por micro-ondas para 

promover uma maior rapidez e eficiência no processo de concentração dos componentes 

bioativos presentes nas folhas de Morinda citrifolia L. A execução de ambos os processos de 

crioconcentração resultaram em extratos concentrados que posteriormente foram utilizados 

como meio de reação para síntese de nanopartículas de prata. O efeito das etapas de 

crioconcentração sobre as características físicas e químicas das frações concentradas resultou 

em maior presença de teor de fenólicos e sólidos totais, acarretando também em um percentual 

de eficiência na retenção de fenólicos e sólidos acima de 90%, e extratos até 7 vezes mais 

concentrados que suas respectivas porções iniciais. A aplicação dos extratos concentrados na 

biossíntese de nanopartículas de prata resultou em um material polidisperso, estável e com 

tamanho variando entre 23 e 41 nm. Concluímos que a utilização de ambos os sistemas de 

crioconcentração permitiu a obtenção de frações concentradas com promissor valor biológico 

e nutricional; indicando que a técnica também pode contribuir como referência no uso de uma 

tecnologia sustentável na geração de nanometais com propriedades aprimoradas. 

 

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

Crioconcentração. Nanopartículas 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. INTRODUÇÃO 

A nanotecnologia, um novo campo emergente e fascinante da ciência, permite 

pesquisas avançadas em muitas áreas, e recentes descobertas nanotecnológicas podem 

abrir novas aplicações no campo da biotecnologia e da agricultura. No campo da 

eletrônica, energia, medicina e ciências da vida. Ademais a nanotecnologia oferece 

pesquisas em expansão, como ciência e tecnologia reprodutiva, conversão de resíduos 

agrícolas e alimentares em energia e outros subprodutos úteis por meio de 

nanobioprocessamento enzimático, sensores químicos, limpeza de água e prevenção de 

doenças (AL-WHAIBI; FIROZ; AL-KHAISHANY, 2015). 

De fato, a busca por novas rotas de biossíntese tem ditado o ritmo de novas 

pesquisas no campo da biossíntese de nanometais com propriedades funcionais (PAPER 

et al., 2016). As novas e sustentáveis metodologias sobre a ditada “nanotecnologia verde” 

foram recentemente desenvolvidas para a síntese de nanopartículas. Novas rotas 

bioquímicas de precursores naturais têm sido estudados analiticamente para o projeto e 

síntese de nanopartículas com o tamanho, forma e funcionalidades desejadas (SINGH et 

al., 2018).  

A utilização de micro-organismos (fungos e bactérias), bem como produtos 

naturais (sucos de frutas, polissacarídeos e extratos vegetais) contendo abundantes 

átomos de hidrogênio para a biossíntese de nanopartículas, é mais vantajosa quando 

comparada aos métodos convencionais de síntese em termos de biocompatibilidade, baixa 

produção, custo e atmosfera química bioredutora natural (LI et al., 2011; EL-

SHERBINY; SALIH, 2018). Essas vias sintéticas não usam solventes tóxicos, 

precursores químicos e agentes redutores adicionais (EL-RAFIE; EL-RAFIE; ZAHRAN, 

2013). A síntese verde de nanopartículas metálicas também emprega aminoácidos, 

fitoquímicos, polissacarídeos, polifenóis e vitaminas como componentes percussores da 

biotransformação (KUMAR et al., 2014). É notável que há uma necessidade imensa de 

desenvolver melhores metodologias e abordagens usando nanotecnologia verde para 

aumentar a adequação da biossíntese de nanometais, uma dessas abordagens é via uso de 

extratos vegetais, ao que parece, apropriação de novos mecanismos e vias que 

possibilitem elevar o rendimento da bioprodução por meio do uso de plantas, caracteriza-

se como uma nova ferramenta  na aquisição de um método/tecnologia inovadora. 
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Atualmente, entende-se que a preferência do consumidor por alimentos é 

influenciada principalmente pelas informações nutricionais. Frutas e vegetais fornecem 

não apenas nutrientes essenciais à vida, mas também outros componentes biologicamente 

ativos para a promoção da saúde e prevenção de doenças, como minerais e outros 

elementos químicos que promovem, por exemplo, entre outras características, a atividade 

antioxidante (ESCALANTE-MINAKATA et al., 2013; SAFIEI et al., 2017).  

Uma estratégia inovadora envolvendo a possibilidade de aquisição de 

componentes bioativos, baseia-se no uso de todas as partes das plantas. Neste estudo, nos 

limitaremos a propor uma alternativa de utilização de uma tecnologia limpa e de baixo 

custo para promover tal possibilidade, focando apenas em alimentos líquidos. Assim, a 

concentração de alimentos líquidos é considerada atualmente uma inovação na indústria 

de alimentos. O objetivo dessa técnica basicamente é remover a água e aumentar o teor 

de sólidos dos alimentos, prolongando a vida de prateleira e consequentemente 

promovendo estabilidade microbiana (PETZOLD et al., 2018). Outro fator que determina 

a necessidade de implementação da concentração de alimentos líquidos é a complexidade 

bioquímica dos sistemas alimentares. Nesse sentido, muitas pesquisas têm sido realizadas 

no desenvolvimento de tecnologias que preservem os componentes biológicos sensíveis 

à degradação térmica, como proteínas, lipídios, ácidos orgânicos, vitaminas, fenóis e 

compostos aromáticos, por exemplo (OSTHOFF; HUGO; WIT, 2006; CORREA; RUIZ; 

MORENO, 2018).  

Valendo-se do fato já exposto de que a biossíntese de nanometais por intermédio 

do uso de plantas envolve a participação direta de componentes fitoquímicos no 

mecanismo de bioprodução, e que a concentração de bioativos de líquido alimentares, 

sobretudo de origem vegetal, abrange o aumento do conteúdo de componentes 

bioquímicos desses alimentos. Temos em posse a possibilidade de obtenção de uma nova 

ferramenta dinâmica e inovadora que promova a compilação da técnica de concentração 

de ativos de líquidos alimentares de origem vegetal, e uso desses ativos na biossíntese 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 não só na indústria de 

alimentos via utilização de seus frutos, como também na indústria farmacêutica 

(NELSON, 2003; CHAN-BLANCO et al., 2006). O processamento do fruto do noni 



18 

 

 

resulta em uma grande geração de resíduos, dos quais as folhas constituem a maior parte 

dessa perda (NELSON; ELEVITCH, 2006). Além do uso na preparação de chás, as folhas 

de noni também se caracterizam pelos componentes bioativos com propriedades 

fitoterápicas como: antraquinonas e compostos cumarínicos (THANI et al., 2010); 

carotenóides (AALBERSBERG et al., 1993); flavonóides (DENG; WEST; JENSEN, 

2010); iridoides (SANG et al., 2001b) e minerais (ALI; KENGANORA; MANJULA, 

2016).  

Em adição a matéria prima prescrita em nosso estudo, a técnica de 

crioconcentração será o método/ferramenta para obtenção dos bioativos vegetais para 

biossíntese das nanopartículas metálicas. Basicamente, a crioconcentração consiste em 

resfriar suspensões aquosas até a formação de gelo, que é então separado do líquido 

remanescente, para aumentar o teor de sólidos. Sua principal vantagem é a preservação 

da qualidade nutricional, sensorial e funcional dos produtos processados devido às baixas 

temperaturas de operação (AIDER; DE HALLEUX, 2009; CORREA; RUIZ; MORENO, 

2018). 

Diante do exposto, o desenvolvimento deste estudo avaliar a eficiência do 

processo de crioconcentração dos compostos bioativos presentes no extrato aquoso de 

folhas de Morinda citrifolia, e a aplicação das frações concentradas na biossíntese de 

nanopartículas, com ênfase na bioprodução de nanopartículas de prata (AgNPs). Tal 

investigação fará uso de métodos que incluem tecnologias limpas, de baixo custo e alto 

rendimento, integrando o aproveitamento de resíduos da indústria alimentícia com alto 

valor biológico. A originalidade deste estudo está relacionada à comparação de dois 

processos que objetivam a concentração de componentes bioativos de um extrato líquido 

de folhas com grande acúmulo de espécies fitoquímicas.  

Baseado na premissa exposta por Nagra, Shabbir, et al. (2020), onde a 

biorredução de nanopartículas metálicas por intermédio de plantas ocorre por uma 

combinação de compostos bioativos presentes em extratos vegetais como enzimas, 

proteínas, aminoácidos, vitaminas, polissacarídeos, etc. Esperamos que aliar a técnica de 

crioconcentração à biossíntese de metais resulte na geração de nanopartículas estáveis em 

um sistema coloidal, com propriedades funcionais melhoradas. De acordo com a literatura 

prescrita, não há relatos até o momento da utilização dos processos citados anteriormente 

para a finalidade/objetivo supracitado. 
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2. OBJETIVOS 

2.1 OBJETIVO GERAL 

Promover a biossíntese de nanopartículas de prata (AgNPs) por meio da 

utilização de extratos crioconcentrados de folhas de Morinda citrifolia. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

• Avaliar as técnicas de crioconcentração em blocos gravitacional e 

crioconcentração assistida por micro-ondas na separação e acúmulo de compostos 

bioativos do extrato aquoso de folhas de Morinda citrifolia; 

 

• Fazer uso das frações concentradas como meio de reação para biorredução 

posterior síntese de nanopartículas de prata; 

 

• Promover a caracterização das nanopartículas geradas, avaliando o tamanho e 

estabilidade em solução coloidal. 
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3. REVISÃO DA LITERATURA  

3.1 O QUE É NONI? 

Morinda citrifolia é o nome científico do vegetal, amplamente conhecido pelo 

nome comercial "Noni". É uma planta perene, frutífera, com tamanho médio que varia de 

10 a 20 metros de altura e originária do Sudeste Asiático (NELSON, 2001; SANG et al., 

2001a). As plantas de Noni pertencem à família Rubiaceae (família do café) e à 

subfamília Rubioideae (LACHENMEIER et al., 2006). O noni também são caracterizadas 

por apresentarem grandes folhas lanceoladas, seu caule é reto e seus frutos são ovais e 

carnudos com pele áspera, medindo cerca de 3 a 10 cm de comprimento e 3 a 6 cm de 

largura (LIN et al., 2014; MOTSHAKERI; GHAZALI, 2015). 

Os frutos do Noni apresentam tonalidades que variam entre o verde, o amarelo 

e o branco, dependendo do estágio de maturação, e podem conter até 260 sementes. A 

fruta também é conhecida por ter um odor azedo muito desagradável quando já está em 

estágio avançado de maturação (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 

Índia (CHAN-BLANCO et al., 2006), mengkudu na Malásia (CARRILLO-LÓPEZ; 

YAHIA, 2011) ou fruta de queijo na Austrália (ROSS, 2001). Seu nome mais popular: 

noni, foi introduzido por imigrantes polinésios ao chegarem ao território onde hoje fica a 

ilha do Havaí, há cerca de 2.000 anos (WANG et al., 2002). 

Diferentes partes da planta, como raiz, caule, frutas e folhas, são 

tradicionalmente usadas por várias culturas do Leste Asiático para o tratamento 

terapêutico de inúmeras doenças, como artrite, dores de cabeça, queimaduras e até 

distúrbios relacionados à tuberculose, diabetes e hipertensão (DIXON; MCMILLEN; 

ETKIN, 1999; CHAN-BLANCO et al., 2006; ALI; KENGANORA; MANJULA, 2016). 

Conforme relatado por Solomon (1999), as evidências científicas sobre as propriedades 

terapêuticas do suco de noni eram bastante limitadas. Atualmente, Dussossoy, Bony, et 

al. (2014), constataram que o suco de noni possui propriedades antioxidantes e anti-

inflamatórias, assim como Motshakeri & Ghazali (2015) afirmaram que o suco de noni é 

um importante protagonista no próspero mercado de bebidas funcionais. 

Análises químicas e nutricionais constataram que Morinda citrifolia possui alto 

valor nutricional (SHALAN; MUSTAPHA; MOHAMED, 2017). São quase 200 
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compostos fitoquímicos com propriedades bioativas já identificados e isolados de 

diferentes partes da planta (ALMEIDA; OLIVEIRA; HOTZA, 2019). É importante 

ressaltar que a composição bioquímica desses compostos difere completamente não só 

dependendo da estrutura da planta, mas também em relação ao local de origem e época 

de colheita (CHAN-BLANCO et al., 2006; DENG; WEST; JENSEN, 2010; ASSANGA 

et al., 2013). 

A grande maioria dos compostos bioativos presentes em diferentes regiões da 

Morinda citrifolia têm atividade biológica comprovada. Na verdade, como as folhas de 

Noni serão nossa matéria-prima para uso neste estudo, a Tabela 1 resume uma lista dos 

muitos componentes bioquímicos detectados nas folhas de noni – matéria-prima de nosso 

estudo –, juntamente com suas respectivas propriedades biológicas identificadas. 

De acordo Deng, West et al. (2010), sabe-se que a comercialização de 

componentes do noni como alimento fitoterápico e suplemento alimentar possibilitou 

aumentar sua disponibilidade em todo o mundo. A sua utilização tem trazido benefícios 

a mais pessoas, abrindo caminho para inúmeros produtos de noni bem como o 

desenvolvimento e investigação de novas pesquisas nos mais diversos domínios 

tecnológicos da medicina, farmácia, indústria alimentar, biotecnologia e até no âmbito da 

ciência dos materiais, tal como descrito nos estudos desenvolvidos por Suman, Radhika 

Rajasree, et al. (2014)  e Morales-Lozoya, Espinoza-Gómez, et al. (2021) na elaboração 

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

Classificação bioquímica Composto bioativo Quantidade Atividade biológica Referência 

Aminoácidos 

Alanina 6% (p/p) -- (DITTMAR, 1993; ELKINS, 1998) 

Arginina  7% (p/p) -- (DITTMAR, 1993; ELKINS, 1998) 

Ácido aspártico 10% (p/p) -- (DITTMAR, 1993; ELKINS, 1998) 

Cisteína  1% (p/p) -- (DITTMAR, 1993; ELKINS, 1998) 

Ácido glutâmico  1% (p/p) -- (DITTMAR, 1993; ELKINS, 1998) 

Glicina  6% (p/p) -- 
(DITTMAR, 1993; ELKINS, 1998; 

SINGH; SINGH, 2013) 

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) 

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

SINGH; SINGH, 2013) 

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

SINGH; SINGH, 2013) 

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

-- Dados não informados pelo autor. 

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

Classificação bioquímica Composto bioativo Quantidade Atividade biológica Referência 

Aminoácidos 

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

Triptofano 1-3% (p/p) -- (DITTMAR, 1993; ELKINS, 1998) 

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

Tirosina 2% (p/p) -- 
(DITTMAR, 1993; ELKINS, 1998; 

SINGH; SINGH, 2013) 

Valina 8% (p/p) -- (DITTMAR, 1993; ELKINS, 1998) 

Antraquinonas Damnacantal -- Antitumoral (THANI et al., 2010) 

Carotenóides  β-caroteno 12,4 mg/100g 
Antioxidante e 

antimicrobiano 
(AALBERSBERG et al., 1993) 

Cumarinas  Escopoletina -- Anticâncer  (THANI et al., 2010) 

Flavonóides 

Rutina 7,93 mg/g  (DENG; WEST; JENSEN, 2008) 

Quercetina-3-O-β-D-

glucopiranosídeo 
-- 

Anti-inflamatory, 

antioxidante, anticancer 
(SANG et al., 2001a) 

-- Dados não informados pelo autor. 

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

Classificação bioquímica Composto bioativo Quantidade Atividade biológica Referência 

Flavonóides  

Quercetina-3-O-

α-L-ramnopiranosil-

(1→6)-β-D-

glucopiranosídeo 

-- 

Anti-

inflamatória, anticâncer, 

antioxidante 
(SANG et al., 2001a) 

Quercetina-3-O-β-D-

glucopiranosil-(1→2)-[α-

L-ramnopiranosil-(1→6)]-

β-D-galactopiranosídeo 

-- 

Anti-

inflamatória, anti-câncer, 

antioxidante e anti 

histamínica 

(SANG et al., 2001a) 

Iridóides  

Ácido asperulosídico -- Imunoestimulante (SANG et al., 2001a) 

Asperulosida -- Anti-obesidade  (DENG; WEST; JENSEN, 2008) 

Citrifolinosida A -- Hipoglicêmico  (SANG et al., 2001a) 

Minerais Cálcio  5,462 mg/g -- (PETER; PETER, 2018) 

-- Dados não informados pelo autor. 

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

Classificação bioquímica Composto bioativo Quantidade Atividade biológica Referência 

Minerais 

Cobre 0,00233 mg/g -- (PETER; PETER, 2018) 

Ferro  0,00447 mg/g -- (PETER; PETER, 2018) 

Magnésio  0,57 mg/g -- (PETER; PETER, 2018) 

Postássio 1,219 mg/g -- (PETER; PETER, 2018) 

Nuclesídeos Citidina -- -- (SANG et al., 2002) 

Sacarídeos 

β-D-

glucopiranose-penta-

acetato 
-- -- (SU et al., 2005) 

Finalização 
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3.2 CONCENTRAÇÃO DE FLUIDOS ALIMENTARES 

Tendo em conta que os líquidos alimentares, tais como sucos de fruta, leite, soro 

de leite, extratos de chá ou café, são soluções aquosas complexas em que a água constitui 

a maioria. Sabe-se que a água constitui até 95% da composição desses alimentos (AIDER; 

DE HALLEUX; AKBACHE, 2007). Com o objetivo de reduzir os custos de 

armazenamento, preservando a melhor qualidade dessas soluções alimentares, a ideia de 

concentrar essas soluções para reduzir a atividade de água e, assim, evitar o crescimento 

microbiano foi validada no processamento industrial (VAN BEEK; BUDDE; VAN 

ESCH, 2018). 

Assim, existem os processos de concentração de soluções alimentares, que 

basicamente é o processo de retirada de uma determinada parte do teor de água dessas 

soluções. Independentemente dos avanços recentes na ciência de separação e automação 

de processos, os métodos de concentração de alimentos líquidos requerem uma seleção 

cuidadosa e um entendimento completo das transformações bioquímicas envolvidas. Uma 

seleção incorreta das condições do processo pode causar efeitos nocivos no perfil 

sensorial e nutricional do produto final e/ou impor altos custos de produção. Uma ampla 

gama de métodos de concentração de sucos de fruta, principalmente baseados em 

evaporação térmica, liofilização, filtração/destilação por membrana, osmose 

direta/reversa ou secagem foram desenvolvidos e são frequentemente praticados 

(ADNAN; MUSHTAQ; ISLAM, 2018). Em resumo, a concentração desses líquidos 

alimentares pode ser realizada por três métodos principais: evaporação, osmose reversa e 

crioconcentração (concentração por congelamento) (AIDER; DE HALLEUX; 

AKBACHE, 2007). 

Uma das técnicas emergentes na concentração de líquidos alimentares é a  

crioconcentração, trata-se tecnologia amplamente utilizada na indústria alimentícia para 

concentrar diversos alimentos líquidos e recuperar compostos biológicos sensíveis ao 

calor, como proteínas, polifenóis, vitaminas hidrossolúveis e aromáticos. A tecnologia de 

crioconcentração é muito adequada na indústria de alimentos devido à sua capacidade de 

reter a qualidade nutricional e os compostos aromáticos voláteis do produto. Esta 

característica é atribuída às baixas temperaturas de operação adequadas para prevenir a 

degradação de componentes sensíveis de alimentos líquidos (AIDER; DE HALLEUX, 

2009).  
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Teoricamente, a crioconcentração deve ser mais eficaz do que a evaporação para 

uma determinada remoção de água (calor de fusão latente: 0,33 kJ/g de água; calor de 

evaporação latente: 2,26 kJ/g de água). Porém, o investimento em concentradores de 

congelamento convencionais é mais caro do que a compra de evaporadores. Os altos 

custos operacionais se devem principalmente à perda de concentrado que acompanha a 

formação dos cristais de gelo e à dificuldade de remoção dos cristais de gelo sem perder 

os sólidos alimentares. Além disso, o grau de concentração alcançado é inferior ao da 

evaporação. Portanto, a prioridade da crioconcentração sobre a evaporação é explicada 

pela qualidade dos produtos concentrados: a crioconcentração é reconhecidamente a 

melhor entre os métodos de concentração, proporcionando maior retenção em sabores e 

compostos termicamente frágeis (AIDER; DE HALLEUX; MELNIKOVA, 2008; 

PETZOLD et al., 2015; ORELLANA-PALMA; GONZÁLEZ; PETZOLD, 2019). 

Embora o processo industrial de crioconcentração pareça ser complexo devido à 

necessidade de um arcabouço estrutural. Outros métodos que priorizam a minimização 

de equipamentos e facilidade de operação têm ganhado espaço. Algumas técnicas como 

a cristalização em suspensão e a crioconcentração eutética são descritas na literatura  

(AIDER; DE HALLEUX, 2009). No entanto, é fato de que o futuro industrial da 

crioconcentração tem sido vinculado a desenvolvimentos na configuração de sistemas de 

uma etapa (crioconcentração em blocos) do que sistemas convencionais de concentração 

por congelamento (cristalização em suspensão), devido à etapa de separação ser mais 

simples  (PETZOLD et al., 2016). 

Uma vantagem desses sistemas de uma etapa é sua simplicidade em termos de 

construção e operação do equipamento. Na crioconcentração em blocos, por exemplo, 

todo alimento líquido é congelado (bloco de gelo), depois descongelado e a fração 

concentrada é separada da fração de gelo por método gravitacional. O processo consiste 

em três etapas que são congelamento, descongelamento e separação. Nessas condições, o 

controle do processo de descongelamento é fundamental para atingir uma eficiência 

próxima a 90% (ORELLANA-PALMA et al., 2017a). Entretanto, para aumentar a 

eficiência do processo de crioconcentração em blocos, técnicas assistidas ou as chamadas 

forças externas, como ultrassom, centrifugação, microondas ou vácuo podem ser 

acopladas ao processo (AIDER; DE HALLEUX; MELNIKOVA, 2008; PETZOLD; 
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AGUILERA, 2013; ORELLANA-PALMA et al., 2017b). Uma ilustração esquemática 

básica do processo de crioconcentração em blocos é mostrada na Figura 1. 

Figura 1 - Ilustração esquemática básica de um processo de crioconcentração em blocos. 

 

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 atômica e a introduzir o conceito 

de nanotecnologia na comunidade científica. Nesse mesmo ano, em uma conferência no 

Instituto de Tecnologia da Califórnia intitulada: There is plenty of room at the bottom 

(“Há bastante espaço no fundo”), o físico norte-americano descreveu com maestria a 

possibilidade de manipular átomos em uma escala jamais explorada e esboçou a ideia de 

construir objetos bottom-up (“de baixo para cima”). Nasce, assim, a nanotecnologia (DE 

MORAIS et al., 2014). Por definição, nanotecnologia (“nano” em grego significa anão) 

pode ser definida como a “ciência e a engenharia envolvidas na concepção, síntese, 

caracterização e aplicação de materiais e dispositivos cuja menor organização funcional 

em pelo menos uma dimensão está na escala nanométrica”. A nanotecnologia envolve a 
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manipulação individual de moléculas simples ou mesmo átomos (CLARK; 

PAZDERNIK, 2016). 

Atualmente a nanotecnologia concentra-se principalmente no projeto, síntese e 

manipulação da estrutura e tamanho das partículas com dimensões 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 princípios com procedimentos 

físicos e químicos para gerar partículas nanométricas com a função específica. A 

nanotecnologia está criando agora um sentimento crescente de entusiasmo nas ciências 

da vida, especialmente nos dispositivos biomédicos e na medicina. Nanopartículas 

exibem propriedades completamente novas ou melhoradas com base em características 

específicas, como tamanho, forma e orientação (NAIKOO et al., 2021). 

 

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

picometro. A nanotecnologia é aplicada na manipulação de estruturas entre 1 e 100 nm. 

 

Fonte: Adaptado de Clark & Pazdernik (2016). 

 

Levando-se em consideração que os componentes internos de células biológicas 

estão na mesma escala como os estudados por nanotecnologia. Desse modo, o principal 

objetivo prático da nanobiotecnologia está em usar componentes biológicos para realizar 

tarefas em nanoescala (SINGH et al., 2016).  
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A síntese biológica de nanopartículas é um método econômico e ecológico e tem 

capacidade de substituir os métodos físicos e químicos, pois esses métodos são 

comumente tóxicos e caros. Consequentemente, nanomateriais foram sintetizados usando 

microorganismos e extratos de plantas. O uso de extratos de plantas para síntese de 

nanopartículas é potencialmente vantajoso em relação aos microrganismos devido à 

facilidade de escalonar os riscos biológicos e ao processo elaborado de manutenção de 

culturas de células  

Os métodos biológicos podem empregar células de microrganismos ou extratos 

de plantas para a produção de nanopartículas. A biossíntese de nanopartículas é uma 

adição recente e empolgante ao grande repertório de métodos de síntese de nanopartículas 

e, agora, as nanopartículas entraram em um período de exploração comercial. Au, Ag, Zn 

e Cu produzidas por plantas medicinais têm se mostrado as mais ativas 

farmacologicamente, possivelmente devido à fixação de vários resíduos 

farmacologicamente ativos (SARATALE et al., 2018). 

 

3.3.1 Biossíntese de nanometais por plantas 

Entre os diferentes sistemas vivos aproveitados para a síntese de nanopartículas 

de metal, as plantas encontraram aplicação predominante no processo de síntese, pois o 

uso de plantas para a biossíntese de nanopartículas de metal pode ser benéfico em 

comparação com outros agentes biológicos (KUMAR; CHISTI; CHAND, 2013). No caso 

de sistemas vegetais, o processo elaborado de manutenção das culturas de células é 

eliminado. No cenário atual da nanotecnologia, as plantas são melhores sintetizadores em 

relação aos outros métodos biológicos devido à abundância da disponibilidade dos 

recursos vegetais quando comparados às outras formas de recursos biológicos. Além 

disso, as plantas fornecem uma plataforma melhor para a síntese de nanopartículas, pois 

são produtos químicos não tóxicos e fornecem agentes de cobertura naturais. Além disso, 

o uso de extratos de plantas também reduz o custo de isolamento de microrganismos e 

meios de cultura, aumentando a viabilidade competitiva de custo em relação à síntese de 

nanopartículas por microrganismos  (PRASAD, 2014; AL-WHAIBI; FIROZ; AL-

KHAISHANY, 2015; SIDDIQUI; AL-WHAIBI; MOHAMMAD, 2015). 
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O mecanismo exato e os componentes responsáveis pelas nanopartículas 

sintéticas mediadas por plantas ainda precisam ser elucidados. Foi proposto que 

proteínas, aminoácidos, ácidos orgânicos, vitaminas, bem como metabólitos secundários, 

como flavonóides, alcalóides, polifenóis, terpenóides, compostos heterocíclicos e 

polissacarídeos, têm papéis significativos na redução de sais metálicos e, além disso, 

atuam como agentes de cobertura e estabilização para nanopartículas sintetizadas 

(PERALTA-VIDEA et al., 2016).  El-Kassas & El-Sheekh, (2014), por exemplo 

mostraram que o grupo funcional hidroxila de polifenóis e o grupo carbonila de proteínas 

do extrato de Corallina officinalis poderiam auxiliar na formação e estabilização de 

nanopartículas de ouro. 

Philip et al. (2011) mostraram a síntese e estabilização de nanopartículas de prata 

e ouro por ligação de biomoléculas em extrato de folhas de Murraya koenigii. De acordo 

com a investigação, existem diferentes mecanismos para sintetizar nanopartículas em 

diferentes espécies de plantas. Singh et al. (2016) complementa que as plantas 

dicotiledôneas contêm muitos metabólitos secundários que podem ser adequados para a 

síntese de nanopartículas. A Figura 3 apresenta uma ilustração esquemática do 

mecanismo de biossíntese de nanopartículas de prata por meio do extrato de Capsicum 

annum usado por Li et al. (2007). Nesse estudo, de acordo com os autores, os íons de 

prata sofrem interação eletrostática com as proteínas presentes no extrato vegetal, o que 

leva à formação do complexo de prata.  
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Figura 3 - Representação esquemática do mecanismo de biorredução e formação das 

AGNPs de extratos de Capsicum annum 

 

Fonte: Adaptado de Li et al. (2007) 

 

3.3.2 Morinda citrifolia como matéria-prima na biossíntese de nanometais 

Tal como já descrito previamente, dentre os diversos seres vivos com potencial 

para síntese de nanopartículas metálicas, os vegetais possuem papel predominante no 

processo de síntese. Sua utilização pode ser benéfica comparada a outros agentes 

biológicos, uma vez que com o uso de vegetais na biossíntese de nanometais, o processo 

de manutenção de culturas celulares é eliminado (MITTAL; CHISTI; BANERJEE, 

2013). A relevante propriedade de biossíntese de nanopartículas metálicas inclui a 

Morinda citrifolia. A Tabela 2 explora resumidamente alguns exemplos do potencial que 

o noni apresenta na biossíntese de nanopartículas metálicas.  
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Tabela 2 - Resumo de alguns estudos envolvendo a biossíntese de  

nanometais por M. citrifolia. 

Nanopartícula 

metálica 

Estrutura 

vegetal 

Tamanho 

(nm) 
Caracterização 

Propriedade 

biológica 
Referência 

Ag 

Folhas 100 UV-Vis e DLS Antimicrobiana (PAI et al., 2015) 

Raiz 30 a 55 
FTIR, DRX, FE-SEM 

e MET 
Citotóxica (SUMAN et al., 2013) 

Folhas 9 a 69 
UV-Vis, EDS, FTIR e 

FE-SEM 
Antimicrobiana 

(SYAFIUDDIN et al., 

2017) 

Folhas 10 a 60 
UV-Vis, FTIR, MEV e 

MET 
Antimicrobiana 

(SATHISHKUMAR et al., 

2012) 

Folhas, Frutos e 

Sementes 
3 a 11 UV-Vis, FTIR, MET Antimicrobiana 

(MORALES-LOZOYA et 

al., 2021) 

AgCl Folhas 12 
UV-Vis, FTIR, DRX e 

MET 
Antimicrobiana 

(ASHOK KUMAR; 

PALANICHAMY; 

ROOPAN, 2014) 

Al Raiz 
Não 

informado 
FIA e FAAS Não informado 

(TONTRONG; 

KHONYOUNG; 

JAKMUNEE, 2012) 

Au Raiz 12,37 a 38,26 
DRX, FTIR, FE-SEM, 

EDS e MET 
Não informada (SUMAN et al., 2014) 

TiO2 

Raiz 20,46 a 39,20 
DRX, FTIR, EDS e 

FE-SEM 
Larvicida (SUMAN et al., 2015) 

Folhas 15 a 19 
DRX, FTIR, UV-Vis, 

EDS e MEV 
Antimicrobiana 

(SUNDRARAJAN et al., 

2017) 

Abreviações: UV-Vis (espectroscopia no ultravioleta visível); FTIR (espectroscopia no infravermelho com 

transformada de Fourier); DLS (espalhamento de luz dinâmico); DRX (difração de raios-X); EDS 

(espectroscopia de raios-X por dispersão em energia); FE-SEM (microscopia eletrônica de transmissão com 

emissão de campo); MEV (microscopia eletrônica de varredura). 

 

A biossíntese do metal nobre ouro (Au) via utilização do extrato aquoso de raízes de 

Morinda citrifolia foi desenvolvida por (SUMAN et al., 2014). Os autores promoveram 

a pulverização das amostras das raízes para preparação do extrato aquoso seguida da 

adição de uma solução aquosa contendo ácido cloro-áurico para redução das 

nanopartículas de ouro em ambiente com ausência de luz. As análises de caracterização 

revelaram nanopartículas 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 biossíntese de nanopartículas de dióxido de titânio a partir do extrato 

etanólico de folhas de Morinda citrifolia. Para promover a fitossíntese, foi adicionado ao 

extrato 0,1 M de TiCl4, posteriormente a solução foi transferida para uma autoclave de 
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aço inoxidável revestida com teflon a 120 ºC por 8 horas. A caracterização do extrato por 

difração em raios-X (DRX) identificou um pico principal a 27,3º correspondente ao TiO2 

na fase rutilo tetragonal. As nanopartículas de TiO2 possuíam formato esférico com 

tamanho médio variando entre 15 e 19 nm. As nanopartículas de TiO2 também 

apresentaram propriedades antimicrobianas contra E. coli, S. aureus, Bacillus subtilis, 

Candida albicans, Pseudomonas aeruginosa e Aspergillus níger. Outro trabalho 

semelhante promovendo a biossíntese de TiO2 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 nanopartículas metálicas biossintetizadas por M. citrifolia, talvez seja a 

prata (Ag) o nanometal mais desejado no processo de síntese. (SYAFIUDDIN et al., 

2017) promoveram a biossíntese de nanopartículas de prata (AgNPs) oriundas de extratos 

aquosos de folhas de diversos vegetais, dentre eles a Morinda citrifolia. A biossíntese foi 

possível devido à redução de íons de prata pela adição AgNO3 no extrato aquoso. O 

processo de biossíntese incluiu a centrifugação do extrato contendo AgNO3 seguida de 

sua caracterização. As AgNPs possuíam formato esférico com tamanhos de até 69 nm, 

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

Foi identificado que nanopartículas de prata (AgNPs) biossintetizadas via utilização 

de extrato aquoso da raiz de M. citrifolia possui efeito citotóxico altamente significativo 

sobre células de HeLa. O efeito citotóxico foi possível por meio do tratamento com 

diferentes concentrações do extrato contendo as AgNPs células semeadas em placas de 

cultura de tecidos. A realização da análise de citotoxicidade MTT pela redução do corante 

brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil tetrazolium] confirmou o efeito 

citotóxico das AgNPs (SUMAN et al., 2013). 
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4. METODOLOGIA EMPREGADA 

4.1 COLETA E TRATAMENTO DA MATÉRIA-PRIMA 

A matéria-prima utilizada neste trabalho foi gentilmente cedida por proprietários 

do interior da cidade de Pombal, estado da Paraíba, Brasil. As folhas foram podadas 

aleatoriamente de diferentes árvores de Morinda citrifolia, de um mesmo lote de cultivo, 

visando a padronização da composição 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 água corrente, visando a remoção 

de eventuais resíduos de solo recorrentes do próprio plantio ou de possíveis insetos. Após 

a lavagem, as folhas serão imersas em solução de água clorada (200 ppm) por 15 min, 

seguido de enxágue com água corrente. 

Posteriormente, as folhas foram submetidas a um processo de branqueamento 

conforme descrito por Xavier; Machado; Costa (2014). Após o branqueamento, o material 

será seco ao ar e mantido a 45 °C por um período não superior a 12h. As folhas de noni 

então serão moídas em moinho Wiley (Tecnal, TE-605/1), e posteriormente 

acondicionadas em sacos de polietileno e armazenadas a -24 ° C até a preparação do 

extrato. 

O preparo do extrato foi realizado por infusão das folhas secas e trituradas de 

Morinda citrifolia em água ultrapura. A preparação do extrato aquoso seguiu a 

metodologia descrita por Shalan; Mustapha; Mohamed (2017) com poucas modificações. 

Este procedimento consiste em um sistema fechado com agitação contínua e temperatura 

controlada de 40 °C composto por 40 g de folhas suspensas em 1 L (4% (p / v)) de água 

ultra pura por 20 min. Após a extração, a solução será submetida a filtração a vácuo com 

papel de filtro qualitativo para remoção dos sólidos em suspensão. Após a filtração, o 

material foi resfriado (aproximadamente 4 °C) por 30 min, para seguimento do processo 

de crioconcentração. 
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4.2 ENSAIOS DE CRIOCONCENTRAÇÃO 

4.2.1 Crioconcentração em Blocos Gravitacional (CCG) 

O processo de crioconcentração das folhas de Morinda citrifolia seguiu o 

protocolo adotado por Adorno et al. (2017) e Aider & Ounis (2012) com pequenas 

modificações. A Figura 4 apresenta um esboço esquemático do aparato experimental do 

fluxograma geral para ambos os métodos de congelamento e separação das frações 

aquosas de folhas de M. citrifolia em estágios (blocos) aplicados nesse estudo. 

 

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

será usado em ambos os métodos de crioconcentração. 

 

Fonte: Do autor. 

 

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

das folhas de M. citrifolia é dividido em recipientes de 200 mL cada. As amostras então, 
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são congeladas por ar frio até a temperatura ser reduzida para -20 ± 2 °C. Após o 

congelamento do extrato em pequenos blocos, o modo de descongelamento utilizado para 

separar todo o bloco congelado foi dividido em duas fases: a fração concentrada e a fração 

de gelo residual. A crioconcentração é realizada por descongelamento passivo (método 

gravitacional de descongelamento) dos blocos de extrato congelado, durante a qual a 

solução inicial contendo o extrato congelado das folhas de M. citrifolia será deixada a 20 

± 2 °C. O descongelamento para formação das amostras concentradas foi então, dividido 

em quatro etapas ou ciclos. Em cada ciclo, 50% do volume congelado é descongelado. O 

volume descongelado durante o primeiro ciclo de criopreservação foi novamente 

congelado e usado como solução de alimentação para o segundo ciclo de criopreservação. 

Este procedimento será repetido no terceiro e quarto ciclo de crioconcentração, resultando 

em quatro volumes de concentrado: CC1 a CC4 (crioconcentrados 1 a crioconcentrados 

4) e quatro volumes de gelo residual. A cada ciclo de crioconcentração, 50 mL da amostra 

concentrada serão coletadas e congeladas novamente a -24 °C para análises posteriores. 

 

4.2.2 Crioconcentração assistida por micro-ondas 

A execução dessa etapa experimental é bastante similar a crioconcentração 

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 

modificações na execução 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 então 

congeladas por resfriamento indireto em câmara de ar resfriado até atingir a temperatura 

de -20 ± 2 °C. Após o congelamento do extrato em porções de 200 mL, o método de 

descongelamento foi realizado para separar cada porção congelada em duas fases: a 

fração concentrada e a fração correspondente ao gelo residual. A CCM ocorre por meio 

do método de degelo passivo em blocos, onde cada bloco consistirá em uma etapa do 

processo. Neste estudo, o descongelamento passivo seguido com o auxílio da técnica 

assistida por micro-ondas para promover uma maior velocidade e eficiência no processo 

de concentração dos componentes bioativos presentes nas folhas de noni. No 

descongelamento assistido por micro-ondas a formação das frações congeladas e de gelo, 
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segue idêntico ao método de CCG. A Figura 5 expõe resumidamente o arcabouço 

instrumental utilizado na realização dos ensaios de crioconcentração. 

 

Figura 5 - Resumo esquemático do aparato instrumental utilizado (a) no processo de 

crioconcentração em blocos gravitacional e (b) micro-ondas assistido.  

 

Fonte: Do autor. 

 

4.3 BIOSSÍNTESE DAS NANOPARTÍCULAS DE PRATA  

A produção das nanopartículas de prata seguiu o princípio do mecanismo de 

biorredução de íons metálicos adicionados a uma solução contendo o extrato vegetal em 

estudo. A metodologia básica para promover a biossíntese seguirá os ensaios descritos 

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

Nesse estudo, primeiramente procuraremos separar os ensaios de biossíntese e 

posterior caracterização em dois grupos, no primeiro o extrato vegetal usado será a fração 

crioconcentrada referente a última etapa da CCG, ou seja, a fração CC4. No outro grupo, 

o extrato vegetal usado será a fração CC4 do processo de CCM. Em ambos os grupos, a 

biossíntese seguirá o seguinte protocolo: primeiramente uma solução aquosa de 1 mM 

AgNO3 será preparada para a síntese de nanopartículas de prata. A mistura de reação será 

acrescentada de 5 mL dos extratos vegetais crioconcentrados brutos a 95 ml de solução 

aquosa a 1 mM de AgNO3 em frascos Erlenmeyer de 250 mL. A mistura de reação será 
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mantida em ambiente desprovido de luz a temperatura ambiente controlada de 28 °C sob 

leve agitação em uma incubadora durante 24 horas. Para o controle, também foi preparada 

uma solução de 100 mL de AgNO3 com a mesma concentração sem extrato de folhas e o 

mesmo procedimento será incluído utilizando os extratos de M. citrifolia in natura. A 

obtenção das soluções coloidais será realizada por meio da centrifugação do meio 

reacional 10 min a 4000 rpm, em seguida, a solução será filtrada a vácuo com membrana 

de náilon 0,2 μm. As suspensões foram mantidas sob armazenamento em tubos falcon em 

ambiente desprovido de luminosidade.  

 

4.4 CARACTERIZAÇÃO DAS AMOSTRAS OBTIDAS 

4.4.1 Caracterização das amostras crioconcentradas 

4.4.1.1 Determinação do teor de fenólicos totais (FT) e sólidos totais (ST) 

A determinação do teor de compostos fenólicos totais (FT) presentes nas frações 

crioconcentradas por CCG e CCM e nas frações de gelo para cada etapa do processo de 

crioconcentração. A análise seguiu a metodologia apresentada por Singleton & Rossi 

(1965), adotado por Martin-Diana et al. (2017), via digitalização colorimétrica de Folin-

Ciocalteu. O método consiste na reação de 100 μL de amostra, 7 mL de água ultrapura, 

0,5 mL de Folin-Ciocalteu e 1,5 mL de solução de carbonato de sódio a 20% (p/v). A 

mistura foi mantida no escuro à temperatura ambiente (24 ºC) por 120 min. A absorbância 

foi determinada com ajuste de comprimento de onda em 765 nm em um 

espectrofotômetro (UV-Vis mini-1240 Tokyo, Japão) usando água ultrapura como 

branca. O mesmo procedimento foi utilizado para construir a curva analítica, elaborada a 

partir de soluções de ácido gálico na faixa de 200-800 mg.mL-1 e os resultados expressos 

em miligramas equivalentes de ácido gálico por mililitros de extrato (mgGAE.mL-1) . 

A quantidade de sólidos totais (ST) também foi aplicada às frações 

crioconcentradas por CCG e CCM. O método é descrito por AOAC (2010), e é 

determinado pela medida de perda de massa após secagem das amostras a 105 °C por 24 

horas e expresso como matéria seca/teor de massa total (g.100 g-1). 
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4.4.1.2 Fator de concentração (Cf) e eficiência do processo 

O fator de concentração para cada fração crioconcentrada e gelo nos diferentes 

estágios de crioconcentração foi calculado de acordo com Aider et al. (2008). O fator de 

concentração (Cf) foi calculado em função do aumento do teor de sólidos totais em cada 

etapa do processo (TSi) em relação ao teor de sólidos totais do extrato inicial (TS0). O 

fator de concentração é calculado pela seguinte equação: 

 

                                                   𝐶𝑓  =  
𝑇𝑆𝑖

𝑇𝑆0
                    (1) 

 

onde TSi é o teor de sólidos totais para cada etapa de crioconcentração (i = 1, 2, 3 e 4ª 

etapa) (mg.L-1); e TS0 é o teor de sólidos totais no extrato inicial (mg.L-1). 

A eficiência do processo de crioconcentração foi definida como o aumento do 

teor de compostos fenólicos para cada etapa do processo em relação ao conteúdo fenólico 

residual presente em cada fração de gelo para cada etapa do processo. Teoricamente, 

quanto menor o teor de compostos fenólicos presentes em cada fração de gelo, maior a 

concentração da solução concentrada em sua respectiva etapa de criopreservação. A 

eficiência do processo η (%) foi calculada pela seguinte equação: 

 

                                  𝜂(%) =  
𝑃𝑖 − 𝑃𝑓

𝑃𝑖
 . 100                                                 (2)   

 

onde Pi é a quantidade de compostos fenólicos totais (mgGAE.mL-1) presentes nas 

soluções de crioconcentração para cada etapa do processo; e Pf é o teor de compostos 

fenólicos (mgGAE.mL-1) presentes na fração correspondente de gelo. 



41 

 

 

4.4.2 Caracterização das nanopartículas de prata 

4.4.2.1 Determinação de tamanho e estabilidade das nanopartículas 

A medição do tamanho das nanopartículas de prata será determinada por 

espalhamento de luz dinâmico (DLS) em um equipamento Nano-flex 

MicrotracS3000/S3500 Series - Particle Metrix.  

Para a execução experimental da medição do tamanho das AgNPs via DLS, cerca 

de 10 mL das suspensões coloidais serão transferidas para um béquer de 50 mL. Em 

seguida, o componente contendo a fonte de luz a laser é imerso, na amostra. A análise da 

frequência da luz incidida sobre as partículas será executada pelo software do 

equipamento gerando um histograma contendo a distribuição cumulativa e percentual do 

tamanho das nanopartículas.  

A determinação da estabilidade das nanopartículas será realizada via avaliação 

do potencial zeta das soluções coloidais. Tal ensaio será realizado em outro equipamento 

acoplado ao Nano-flex (Stabino Control2.00.23 – Particle Metrix). Para a execução 

experimental, as amostras contendo as AgNPs serão transferidas para uma célula 

cilíndrica de teflon, a solução será agitada e um valor em mV do potencial zeta (PZ) 

instantâneo e o pH da amostra é rapidamente determinado. 

 

4.4.2.2 Ensaios em Microscopia Eletrônica de Varredura acoplado em 

Espectrômetro de Dispersão de Energia (MEV-EDS) 

As análises em microscopia eletrônica de varredura das nanopartículas de prata 

foram realizadas com a finalidade de avaliar a forma, o tamanho e os aspectos de 

disposição espacial das nanopartículas. Os ensaios com ambos os equipamentos foram 

realizados no LCME/UFSC.  

A preparação das amostras de nanopartículas de prata para visualização no 

MEV-EDS foi conduzida a partir da diluição das amostras em 50% (v/v) seguida de 

gotejamento das mesmas sobre pequenos suportes de alumínio previamente limpos e 

esterilizados denominados “stubs”. Após o gotejamento, os stubs foram levados à uma 

incubadora à vácuo onde permaneceram por um período de 48 h para promover a secagem 

da amostra gotejada. As análises 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 ampliação 

máxima das imagens de 50000x. O sistema de espectrometria por dispersão de energia 

(EDS) acoplado ao microscópio eletrônico promoveu a caracterização química/análise 

elementar do material de ensaio, permitindo a identificação e confirmação da presença 

das nanopartículas de prata. 

 

4.5 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

Todos os dados obtidos dos ensaios de crioconcentração foram apresentados 

como média ± desvio padrão (DP). As diferenças entre as médias foram comparadas pelo 

teste de diferença mínima significativa de Tukey (LSD), com nível de significância de 

5%. A análise de correlação de Pearson (r) foi aplicada para verificar a força da correlação 

entre as respostas avaliadas em p<0,05. Todas as análises foram realizadas no Software 

Statistica® v. 8.5 (TIBCO Software Inc., Palo Alto, CA, EUA). 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

5.1 TEOR DE SÓLIDOS E FENÓLICOS TOTAIS DOS CRIOCONCENTRADOS 

A Figura 6 apresenta os níveis de FT para as frações concentradas e de gelo 

residual para ambos os processos de crioconcentração, em blocos gravitacional e micro-

ondas, aplicados aos extratos aquosos de folhas de Morinda citrifolia. A análise estatística 

dos dados mostrou que as etapas de crioconcentração para ambos os métodos 

proporcionou efeito significativo na evolução da matéria seca total (p<0,05). Em ambos 

os métodos de crioconcentração, há um aumento significativo nas quantidades de FT, 

onde a análise estatística para os dados das frações concentradas (CC1 a CC4) revelou 

diferença significativa para cada valor correspondente à etapa de crioconcentração 

(p<0,05), destacando a elevação dos valores de FT a medida que as etapas da CCG e 

CCM progrediam. Os dados analíticos do teor de FT juntamente com a análise estatística 

podem ser visualizados na Tabela 3 e 4 para os processos de CCG e CCM 

respectivamente. 

Para o processo de CCG, as frações concentradas para as quatro etapas do 

processo apresentaram valores de FT variando de 0,81 ± 0,03 mg GAE.mL-1 para a 

amostra in natura, 0,89 ± 0,01 mg GAE.mL-1 na primeira etapa da CCG, culminando com 

um valor de  6,11 ± 0,01 mg GAE.mL-1 na última etapa do processo (Tabela 3). Tais 

resultados confirmam a técnica de acúmulo de fenólicos por congelamento e degelo 

gravitacional como satisfatória.  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 crioconcentração para retenção de polifenóis em amostras 

de suco de laranja e folhas erva-mate (Ilex 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, satisfatório, 

muito embora o acúmulo de FT no final da última 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-1 a 5,81 ± 0,46 mg GAE.mL-1 para as amostras in natura e CC4, 

respectivamente. O valor apresentado por CC4 no método de CCM representou uma 

redução de aproximadamente 5,16% em relação ao valor de FT apresentado no método 
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de CCG, o que tornou este último método de crioconcentração sutilmente mais eficaz na 

retenção de sólidos do extrato de folhas de M. citrifolia em este estudo, onde embora 

estatisticamente não há inferência em relação aos valores de FT para CC4 tanto na CCG 

quanto na CCM, ambos os processos foram satisfatórios, onde inclusive o método de 

retenção de FT via CCM obteve valores superiores aos trabalhos desenvolvidos por Aider 

&Ounis (2012) e Orellana-Palma et al. (2017b). 

 

Figura 6 - Teor de sólidos totais (mg.L-1) calculados para ambos os métodos de 

crioconcentração: (a) em blocos gravitacional e (b) assistido por micro-ondas.  
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É importante mencionar que as diferenças com estudos anteriores podem ser 

explicadas por fatores como tipo de colheita, estágio de maturação, condições climáticas 

das frutas/folhas frescas e/ou métodos específicos usados durante o preparo dos extratos 

(LIN et al., 2014). Entretanto e de fato, o aumento do fator de concentração de FT para 

amostras do extrato aquoso de folhas de M. citrifolia para ambos os métodos de 

crioconcentração utilizados refere-se a outra variável que pode estar associada ao efeito 

significativo de retenção de sólidos totais (ST). Tal efeito remete a capacidade de ambos 

os processos permitirem não somente o acúmulo de bioativos como também a 

conservação destes, onde que a execução de ambos os processos não promove injúrias ou 

degradações nos componentes bioquímicos do extrato, uma vez que o processo é 

caracterizado como não-térmico, resulta em baixíssimas frações de perdas residuais, 

caracterizado pelos baixos valores das frações de gelo (Tabela 3 e 4) e é amplamente 

validado (AREND et al., 2017; PETZOLD et al., 2018; MUÑOZ et al., 2019).  

Os resultados expostos para retenção de ST apresentam-se como um 

complemento ao que foi obtido para FT. A Figura 7 apresenta o comportamento do 

acúmulo de ST para as frações concentradas e de gelo residual para ambos os processos 

de crioconcentração aplicados aos extratos aquosos de folhas de Morinda citrifolia. As 

Tabelas 3 e 4 expõem os valores analíticos para esse ensaio. Novamente a análise 

estatística dos dados mostrou que as etapas de crioconcentração para ambos os métodos 

de crioconcentração proporcionou efeito significativo na evolução da matéria seca total 

(p<0,05). Para o processo de CCG o teor de ST variou de 13,12 ± 0,04 mg.mL-1 para 

86,91 ± 2,24 mg.mL-1 nas amostras in natura e CC4 respectivamente. Já o processo de 

CCM apresentou uma variação do teor de ST de 11,12 ± 0,22 mg.mL-1 para 67,43 ± 1,12 

mg.mL-1 nas amostras in natura e CC4 respectivamente. 

Segundo Orellana-Palma; González e Petzold (2019), o aumento do teor de 

matéria sólida no gelo pode ser explicado devido ao alto teor de sólidos retidos nas frações 

de gelo com o avanço das etapas do processo, mesmo que em quantidades desprezíveis 

perante a grande quantidade de sólidos retidos nas frações concentradas. Além disso, o 

comportamento da concentração de soluto atribuído a ambos os métodos de 

crioconcentração também pode estar relacionado ao fenômeno da eluição, onde ocorre a 

movimentação dos solutos durante a formação dos cristais de gelo, e devido a esse 

fenômeno, os solutos foram expelidos e acumulados na fração líquida. Resultados 
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semelhantes são apresentados em estudos envolvendo a crioconcentração da solução de 

sacarose e extrato de café (MORENO et al., 2013; PETZOLD; NIRANJAN; 

AGUILERA, 2013). 

 

Figura 7 - Teor de sólidos totais (mg GAE.mL-1) calculados para ambos os métodos de 

crioconcentração: (a) em blocos gravitacional e (b) assistido por micro-ondas. 
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As Figuras 8 e 9 apresentam respectivamente a eficiência e fator de concentração 

tanto para retenção de sólidos quanto para acúmulo de FT em ambos os métodos de 

crioconcentração. Os valores analíticos podem ser visualizados em mais detalhes na 

Tabela 5.  

 

Figura 8 - Eficiência (%) dos processos de retenção de sólidos totais e fenólicos totais 

para ambos os métodos de crioconcentração empregados. 

 

 

Como esperado, o extrato in natura das folhas de M. citrifolia apresentou baixa 

concentração de ST e FT quando comparado às frações concentradas (CC1 a CC4). Tal 

resultado reflete consequentemente na elevação progressiva tanto da eficiência quanto do 

𝐶𝑓 Ou seja, os resultados obtidos com os diferentes métodos de crioconcentração 

mostraram que, à medida que os ciclos avançavam, os solutos aprisionados eram maiores 

que a concentração inicial. Em resumo, como disposto na Tabela 5, tanto para o método 

de CCG como para o método de CCM, os fatores de concentração e as eficiências na 

retenção de fenólicos e sólidos totais no último estágio do processo foram, em ambos os 

processos, respectivamente superiores a 7 e 6 vezes mais elevados quando comparados a 
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solução in natura, representando respectivamente uma eficiência superior a 90% ao final 

da CCG e da CCM (Tabela 5).  

Figura 9 - Fator de concentração dos processos de retenção de sólidos totais e fenólicos 

totais para ambos os métodos de crioconcentração empregados. 

 

 

De fato, o parâmetro correspondente a eficiência e 𝐶𝑓, nada mais é do que um 

reflexo do comportamento obtido para a retenção de sólidos obtidos durante as etapas do 

processo de crioconcentração. 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 crioconcentração.  

Nas condições experimentais utilizadas no presente estudo, ambos os métodos 

de crioconcentração obtiveram efeito significativo na evolução da eficiência e do 𝐶𝑓. 

Segundo Aider & De Halleux (2009), esse efeito ocorre porque a quantidade de água livre 

na solução do extrato in natura diminui ao passar de um estágio para outro. De fato, ao 
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analisar os valores referentes ao 𝐶𝑓 para ambos os métodos de crioconcentração (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 água, chamada de água livre, pode 

congelar facilmente, o restante da água se liga e se organiza de forma muito diferente da 

água em massa (água livre). Portanto, espera-se que a quantidade dessa água (não 

aglutinante) aumente, aumentando assim o teor de matéria sólida total nas amostras e, 

consequentemente, aumentando com as etapas de crioconcentração (PRAWITWONG; 

TAKIGAMI; PHILLIPS, 2007). Assim, o aumento da matéria sólida total da primeira 

etapa para a segunda etapa em ambos os processos de crioconcentração é muito menor 

do que o registrado nas duas últimas etapas do processo (Figura 8 e 9; Tabela 5). Por fim, 

Haas et al. (2022) menciona que outro importante parâmetro físico-químico associado à 

qualidade e efetividade do processo de crioconcentração é a cor dos extratos finais 

obtidos. Embora, nesse estudo, a apresentação dessa sutil diferença no aspecto da cor seja 

plenamente qualitativo, fica evidente, tal como mostrado na Figura 10, as diferenças na 

tonalidade da cor entre a amostra in natura e as amostras referentes ao último estágio de 

crioconcentração, indicando, como já descrito, a retenção de maiores quantidades de 

sólidos nas amostras mais concentradas. 
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Figura 10 - Extratos de M. citrifolia antes e após ambos os processos de 

crioconcentração, representados pelas amostras in natura e CC4. 

 

 

5.2 BIOSSÍNTESE DAS AgNPs POR EXTRATOS CRIOCONCENTRADOS DE 

Morinda citrifolia 

5.2.1 Efetividade da biossíntese e análise do tamanho e estabilidade das 

nanopartículas 

Como já descrito, a biossíntese das AgNPs foi promovida por meio da adição do sal 

de prata (AgNO3) no filtrado contendo os extratos in natura e CC4 para ambos os processos 

de crioconcentração estudados, permitindo assim que os compostos fenólicos e demais 

biomoléculas presentes no extrato atuem no mecanismo de biorredução dos íons de prata bem 

como no processo de estabilização das nanopartículas. Com relação à eficiência da 

biossíntese mediada pelas folhas de M. citrifolia, a alteração na cor do meio de reação foi a 

primeira evidência da formação das AgNPs. As Figuras 11 e 12 apresentam respectivamente 

o aspecto dos extratos oriundos de ambos os processos de crioconcentração das folhas de M. 
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citrifolia perante a mudança na coloração da solução quando submetida ao tratamento com 

AgNO3.  

 

Figura 11 – Aparência em diferentes períodos de tempo da solução coloidal contendo 

as AgNPs do extrato referente ao último estágio de crioconcentração em blocos 

gravitacional (CC4-CCG) das folhas de M. citrifolia. 

 

Durante o processo de biossíntese as AgNPs foram formadas conforme a tonalidade 

da solução foi variando entre uma cor acastanhada a quase preta. Com o passar do tempo, a 

mistura ficou cada vez mais escura, mas permaneceu altamente estável em após 24h de 

tratamento. Essa mudança de cor corrobora com o estudo de Pai et al. (2015), indicando 

claramente a redução de íons Ag+ confirmando qualitativamente a formação das AgNPs. 

Portanto, assim como também descrito por Saratale et al. (2018), a partir das observações 

visuais ficou claro que o extrato vegetal de M. Citrifolia foi um bom agente redutor de íons 

Ag+ para nanopartículas de Prata. 
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Figura 12 - Aparência da solução coloidal contendo as AgNPs no início e após 24 horas 

de reação, do extrato referente ao último estágio de crioconcentração assistida por 

micro-ondas (CC4-CCM) das folhas de M. citrifolia. 

 

 

A análise do tamanho e estabilidade das AgNPs realizadas via ensaios DLS e 

potencial zeta estão dispostas nas Figuras 13, 14 e 15; e nas Tabelas 3 e 4. Verifica-se que 

ambos os processos de crioconcentração inferiram mudanças em relação a distribuição 

cumulativa percentual de tamanho de partícula, uma vez que o tratamento com AgNO3 

nas amostras CC4 tanto da CCG quanto da CCM resultaram em tamanhos de partículas 

menores quando comparadas com o extrato in natura.  
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Figura 13 - Distribuição de tamanho de partícula realizado via ensaio DLS para as 

AgNPs do extrato in natura das folhas de M. citrifolia. 

 

 

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 

redução de tamanho médio das nanopartículas as caracterizam como materiais ativos ao 

estudo em nanotecnologia, uma vez que, de acordo com Clark & Pazdernik (2016), as 

propriedades físicas e químicas das nanopartículas variam quando dispostas em escalas de 

tamanho maiores a 100 nm, e estas baseiam suas propriedades na tese de que as estruturas 

superficiais envolvidas são muito maiores em comparação com os volumes acarretando em 

maiores áreas de contato. Os tamanhos de nanopartículas 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 nanopartícula diminui de tamanho, uma grande proporção de 

seus átomos estará disposta na região superficial da nanopartícula quando comparada com as 

camadas mais internas. Pode-se tomar como exemplo prático que uma nanopartícula com 

tamanho de 30 nm possui cerca de 5% de seus átomos dispostos em sua superfície; já para 

uma dada nanopartícula com tamanho de 10 nm, essa proporção aumenta para 20%, chegando 

em até 50% para uma nanopartícula de 5 nm. Por consequência, pode-se deduzir que quanto 

menor for uma nanopartícula, essa irá apresentar uma quantidade maior de fração de átomos 

em sua superfície quando comparada com nanopartículas maiores. Sendo assim, 

nanopartículas ocorrem em sua superfície, as nanopartículas que apresentarem menor 
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tamanho serão extremamente mais reativas quando comparadas com nanopartículas maiores  

(CAO, 2011; SRIVATSAN, 2012).  

 

Figura 14 - Distribuição de tamanho de partícula realizado via ensaio DLS para as 

AgNPs do extrato referente ao último estágio de crioconcentração em blocos 

gravitacional (CC4-CCG) das folhas de M. citrifolia. 

 

 

Figura 15 - Distribuição de tamanho de partícula realizado via ensaio DLS para as 

AgNPs do extrato referente ao último estágio de crioconcentração assistido por micro-

ondas (CC4-CCM) das folhas de M. citrifolia. 
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A atividade biológica da M. citrifolia deve-se à sua composição bioquímica. 

Como já mencionado nesse estudo, aproximadamente 200 fitoquímicos já foram isolados 

e identificados em diferentes partes desta planta. Entretanto, quando se trata de sua 

aplicação na biossíntese de nanopartículas, alguns dos compostos fitoquímicos presentes 

na M. citrifolia, por exemplo, ácido cítrico, ácido ascórbico e aminoácidos podem 

contribuir na reação de biorredução, formação e manutenção da estabilidade das AgNPs 

em solução coloidal (JADOUN et al., 2021). A análise de potencial zeta foi aplicada nesse 

estudo, sob o conceito de estabilidade eletrostática das nanopartículas em solução. 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, já 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 região superficial de nanopartículas sólidas 

dispersas em um meio líquido pode ser vista como uma região de transição entre uma 

estrutura cristalina organizada com padrão definido, e uma região desprovida de qualquer 

ordem. Nessa região, os planos cristalográficos estão interrompidos e os átomos 

apresentam-se disponíveis para efetuar ligações químicas. Isso resulta em um 

desbalanceamento das cargas elétricas, tornando a superfície da nanopartícula, por 

consequência, carregada eletricamente, formando uma nuvem de cargas elétricas que 

circundam a nanopartícula. Tal nuvem de cargas origina a dupla camada elétrica que 

consiste de uma camada fixa de íons de carga elétrica contrária à da superfície da 

nanopartícula (camada de Stern) e de uma camada móvel de íons, conhecida como 

camada difusa (SHAW, 1992; OLIVEIRA et al., 2000). 

A estabilização eletrostática é uma consequência da presença da dupla camada 

(camada de Stern) de íons adsorvidos nas nanopartículas carregadas eletricamente. A 

diferença entre o potencial elétrico da camada difusa e a dispersão eletricamente neutra, 

conhecida como potencial zeta (PZ), que uma vez determinada experimentalmente nesse 

estudo, torna-se um parâmetro importante na determinação da estabilidade em um sistema 

coloidal, onde em suma, se dois sistemas contendo diferentes valores de PZ, forem 

comparados permanecendo as demais variáveis intrínsecas a manutenção da estabilidade 

desse sistema, a expectativa é que o sistema que apresente os valores mais altos ou mais 

baixos de PZ, sejam os mais estáveis em relação à agregação  (HUNTER, 1981). Portanto, os 
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valores obtidos para PZ nas amostras de nanoprata utilizadas com os extratos 

crioconcentrados, conferem a esta, quando comparadas com o extrato in natura, maior 

estabilidade coloidal. 

 

5.2.2 Análise 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 

MEV é prioritariamente visualizar os aspectos morfológicos 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. 

 

 

O uso do EDS acoplada ao sistema de microscopia possui o intuito de ser uma 

ferramenta qualitativa na confirmação da formação das AgNPs, corroborando assim com 

a efetividade da biossíntese. Nas micrografias em MEV-EDS, observa-se uma 

distribuição dispersa de AgNPs, seja nas amostras oriundas do extrato vegetal in natura, 

quando dos crioconcentrados em ambos os métodos de concentração executados. 

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

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

aproximadamente esférico.  

 

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

folhas de M. citrifolia. 

 

 

Além disso, é possível perceber a presença de resíduos de matéria orgânica não 

reativa, oriundo do extrato vegetal no entorno das AgNPs, tal aspecto é bastante comum, 

uma vez que tal presenta de resíduos do extrato vegetal é resultante do maior acúmulo de 
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sólidos presentes nas amostras mais concentradas, esse resultado é bastante similar ao 

obtido por Morales-Lozoya et al. (2021). A presença de prata metálica foi confirmada 

analisando a amostra por EDS, para determinar sua composição. A presença de elementos 

químicos como Cu (suporte da amostra), Si, Na, Cl, O e C (oriundos do extrato), fazem 

parte da composição 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 

característico da prata (3,0 keV), bem como sua abundância relativa nesse ponto. 

 

 

 

 

 

 

 



60 

 

 

Tabela 3 – Resumo dos resultados analíticos referentes ao processo de CCG dos extratos de folhas de M. citrifolia. 

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

diferenças significativas (p<0,05) para cada etapa da crioconcentração analisada. 

-- Valores inexistentes. 

 

Amostra 
Sólidos Totais 

(mg.L-1) 

Fenólicos Totais 

(mg GAE.mL-1) 

Tamanho de partícula 

(nm) 
Potencial zeta (mV) 

In natura 13,12 ± 0,04ª 0,81 ± 0,03ª 41 -9,85 

CC1 17,33 ± 0,32b 0,89 ± 0,01b -- -- 

CC2 34,18 ± 0,53c 3,61 ± 0,03c -- -- 

CC3 54,69 ± 1,82d 4,49 ± 0,06d -- -- 

CC4 86,91 ± 2,24e 6,11 ± 0,01e 23 -28,24 

Gelo 1 1,21 ± 0,02f 0,15 ± 0,01f -- -- 

Gelo 2 2,12 ± 0,03g 0,29 ± 0,05g -- -- 

Gelo 3 3,14 ± 0,13h 0,33 ± 0,01h -- -- 

Gelo 4 4,45 ± 0,20i 0,37 ± 0,03i -- -- 
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Tabela 4 - Resumo dos resultados analíticos referentes ao processo de CCM dos extratos de folhas de M. citrifolia. 

 

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

diferenças significativas (p<0,05) para cada etapa da crioconcentração analisada. 

-- Valores inexistentes. 

Amostra 
Sólidos Totais 

(mg.L-1) 

Fenólicos Totais 

(mg GAE.mL-1) 

Tamanho de partícula 

(nm) 
Potencial zeta (mV) 

In natura 11,12 ± 0,22ª 0,71 ± 0,02ª 41 -9,85 

CC1 13,18 ± 0,30b 0,77 ± 0,02b -- -- 

CC2 26,17 ± 1,23c 3,34 ± 012c -- -- 

CC3 41,15 ± 1,04d 4,19 ± 0,15d -- -- 

CC4 67,43 ± 1,12e 5,81 ± 0,46e 34 -15,85 

Gelo 1 1,98 ± 0,02f 0,16 ± 0,00f -- -- 

Gelo 2 3,78 ± 0,03g 0,37 ± 0,01g -- -- 

Gelo 3 4,03 ± 0,14h 0,43 ± 0,02h -- -- 

Gelo 4 5,54 ± 0,20i 0,58 ± 0,04i -- -- 
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Tabela 5 - Resumo dos resultados analíticos referentes às análises de fator de concentração e eficiência em ambos os processos de 

crioconcentração dos extratos de folhas de M. citrifolia. 

Tipo de crioconcentração/Amostra 

Fator de 

concentração para 

fenólicos  

Fator de 

concentração para 

sólidos totais 

Eficiência na 

retenção de fenólicos 

(%)  

Eficiência na 

retenção de sólidos 

(%) 

CCG 

CC1 1,09 ± 0,01ª 1,32 ± 0,01ª 83,15 ± 0,01ª 93,01 ± 0,36ª 

CC2 4,45 ± 0,12b 2,60 ±0,05b 91,97 ± 0,12b 93,79 ± 0,41ab 

CC3 5,54 ± 0,12c 4,16 ± 0,03c 92,65 ± 0,12c 94,25 ± 0,23c 

CC4 7,54 ± 0,43d 6,62 ± 0,10d 93,94 ± 0,23d 94,87 ±0,03d 

CCM 

CC1 0,95 ± 0,01e 1,18 ± 0,02e 79,22 ± 0,01e 84,97 ± 0,01e 

CC2 4,12 ± 0,05f 2,35 ± 0,01f 88,92 ± 0,03f 85,55 ± 0,03f 

CC3 5,17 ± 0,03g 3,70 ± 0,30g 89,83 ± 0,01g 90,20 ± 0,33g 

CC4 7,17 ± 0,10dh 6,06 ± 0,0h 90,01 ± 0,20gh 91,78 ± 0,11h 

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

diferenças significativas (p<0,05) para cada etapa da crioconcentração analisada. 
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6. CONCLUSÕES 

A opção pela utilização de técnicas de crioconcentração em bloco pelo método 

gravitacional e assistido por micro-ondas foi bastante satisfatória e eficiente no processo 

de retenção de compostos bioativos presentes em extratos de folhas de M. citrifolia. 

Diante desses métodos, não é necessário o uso de equipamentos robustos e caros, com 

fácil execução do processo e alto desempenho na recuperação do produto final. 

Ambos os métodos de crioconcentração permitiram a retenção de grande 

quantidade de sólidos e compostos fenólicos nas frações concentradas, com altos fatores 

de concentração na retenção de solutos e alta eficiência na concentração de compostos 

fenólicos. Embora o uso da técnica de crioconcentração gravitacional tenha resultado em 

maior acúmulo de sólidos e compostos fenólicos retidos; ambos os métodos são 

considerados eficientes para esta finalidade. 

Ambos os métodos de crioconcentração também permitiram a obtenção de um 

extrato concentrado com potencial comprovadamente demonstrado para síntese de 

nanometais com propriedades aprimoradas, uma vez que quando comparadas com o 

extrato in natura, o uso dos extratos mais concentrados em compostos fenólicos 

possibilitou a biossíntese de nanopartículas de prata de menor tamanho e maior 

estabilidade.  

Por fim, levando em consideração que as folhas de noni são comprovadamente 

detentoras de alta quantidade de compostos bioativos com propriedades fitoterápicas, o 

presente estudo comprovou que a aplicação de uma tecnologia não térmica, conhecida 

como crioconcentração, para a separação e concentração de compostos bioativos de 

Morinda citrifolia não fomente foi altamente benéfica, como também abriu precedentes 

para exploração do produto obtido no amplo campo da nanobiotecnologia, tornando 

inédita a utilização da técnica na referida matéria-prima vegetal. Os resultados 

apresentados também sugerem que o presente estudo pode contribuir como referência na 

utilização de uma tecnologia barata e sustentável no reaproveitamento e tratamento de 

resíduos da indústria alimentícia, na geração de um produto promissor de alto valor 

biológico, visando potencializar a aquisição de bioativos, como compostos fenólicos; com 

ampla funcionalidade, bem como propriedades nutricionais e fitoterápicas aprimoradas. 
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