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RESUMO 
 
O capeamento de nanopartículas de ouro sintetizadas com citrato de sódio com 

extrato de Virola oleifera foi o objetivo principal desta dissertação, que visou 

prepará-las e caracterizá-las avaliando como a concentração final de extrato e o 

pH poderiam influenciar na adsorção do extrato à superfície das partículas. Além 

disso, foi realizada uma avaliação da atividade antioxidante e citotóxica de tais 

AuNPs, a fim de averiguar sua potencial aplicação biológica. Para isso realizou-se 

um estudo do tempo ótimo de adsorção, e posteriormente uma triagem dos 

intervalos de pH e concentração final de extrato e subsequentemente um 

planejamento fatorial 32 para determinação da melhor condição de capeamento. 

Observou-se que, a adsorção de extrato foi maior no intervalo de pH 

compreendido entre 3 e 5 e que a condição mais estável foi a de menor 

concentração final de extrato. Foi realizado um estudo de caracterização 

estrutural das nanopartículas sintetizadas com citrato de sódio para confirmação 

da estrutura cristalina característica de nanopartículas de ouro, bem como 

morfológica por microscopia eletrônica de transmissão. Além disso, a presença de 

moléculas aromáticas adsorvidas nas AnNPs foi confirmada por FTIR e RAMAN. 

Os resultados dos ensaios de DPPH e FRAP mostraram que as AuNPs capeadas 

possuíam expressiva atividade. E o ensaio de citotoxicidade revelou que a 

citotoxicidade das AuNPs capeadas é baixa.  

 

Palavras chave: Nanopartículas Metálicas, Antioxidantes, Citotoxicidade 
Imunológica. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

                                    



 

ABSTRACT  
 

The capping of gold nanocrystals using sodium citrate with Virola oleifera was the 

focus of this thesis,  which aim/aiming at  synthesize and characterize evaluate the 

final extract concentration and pH influence in surface particle adsorption. 

Furthermore, was analysed antioxidant activity and citotoxicity of AuNPs, for 

investigate your potential biological application. For this goal, the best capping 

time, and subsequently the optimum pH range and final extract concentration was 

determined and was realizes a 32 factorial design with 3 levels and 2 variables (pH 

and extract concentration) to verify the optimal capping conditions. In this way, it 

has been proved the adsorption was most intense between pH 3 and 5 and the 

most stable was the lower final extract concentration. The x-ray diffraction and the 

transmission electron microscopy confirmed the face-centered cubic structure of 

citrate AuNPs and the quasi spherical aspect, respectively. The adsorption of 

aromatic molecules was confirmed by spectroscopy techniques: Fourier-Transform 

Infrared (FTIR) and Raman. The DPPH and FRAP analyzes shows enhancement 

of antioxidant activity with capping of citrate gold nanoparticles. Furthermore, the 

citotoxicity assay shows low citotoxicity of capped gold nanoparticles.  

 

Keywords: metallic nanoparticles, antioxidants and immunologic citotoxicity. 
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1 INTRODUÇÃO 

Nanopartículas são definidas como materiais de escala microscópica com tamanho 

compreendido entre 1-100 nm de diâmetro (National Nanotechnology Initiative). 

Esse tamanho reduzido, bem como as formas variadas que essas partículas podem 

assumir, está diretamente relacionado às suas propriedades ópticas e eletrônicas. 

Nessa escala, as propriedades físico-químicas diferem da forma bulk (macroscópica) 

devido às simetrias distintas ou efeito de confinamento eletrônico.  

Os nanomateriais têm sido amplamente utilizados, devido às suas características 

físico-químicas singulares, tais como as propriedades ópticas (YU et al., 2013), 

eletrônicas e magnéticas (ZHOU et al., 2010; MIKAMI et al., 2013), além da 

excelente relação àrea/volume. Assim, esses nanomateriais tem se tornado cada 

vez mais atrativos para aplicações biomédicas, como terapia gênica, tratamento de 

câncer, carreamento de drogas e antígenos bem como o desenvolvimento de 

biossensores (ANKER, 2008; HONG, 2009; DIMMELER, 2014; WILCZEWSKA, 

2012; YEO, 2015). Desse modo, tem-se buscado o desenvolvimento de rotas de 

síntese que apresentem nanomateriais estáveis e com controle de tamanho e forma 

definidos (CHO et al., 2010; DANIEL; ASTRUC, 2004; ZHAROV et al., 2005; KUMAR 

et al., 2003).  

Para a formação de nanopartículas de ouro (AuNPs), há um consenso quase 

universal relacionado à utilização de síntese química, estabelecida pela redução de 

um íon metálico por um agente redutor. A utilização do citrato de sódio como agente 

redutor foi introduzido por Turkevich em 1951, se tornando desde então a estratégia 

mais comumente utilizada para a síntese desses nanomateriais (KIMLING et al., 

2006); HAISS et al., 2007; MARTINEZ et al., 2012; THAN et al., 2014). No entanto, 

pesquisas anteriores realizadas neste campo mostraram que AuNPs possuem 

efeitos citotóxicos dependentes de sua concentração, tamanho e modificação da 

superfície e carga. Este último, potencialmente nocivo, uma vez que a membrana 

plasmática de células eucariotas possui densidade de carga positiva, o que se 

apresenta como empecilho à internalização de nanopartículas de densidade de 

carga oposta (TATUR et al., 2013).  

Para contornar o problema da carga negativa superficial das AuNPs, várias 



15 
 

estratégias têm sido propostas com o intuito de alterar a superfície dos 

nanomateriais com biomoléculas e favorecer a interação com modelos biológicos 

(CONNOR et al., 2005). Nesse sentido, os extratos vegetais com capacidade 

redutora vêm sendo explorados para a síntese e funcionalização de nanopartículas 

metálicas. Alguns dos quais tem demonstrado a redução da carga superficial 

negativa devido à adsorção de flavonoides (WANG et al., 2007), diminuindo a 

citotoxicidade. 

No entanto, a aplicação destes sistemas tem sido dificultada pela falta de 

reprodutibilidade e pela ausência de elucidação dos mecanismos de síntese 

(DÚRAN; SEABRA, 2012; SEABRA et al., 2013; RAI et al., 2014 b; INGALE et al., 

2015). Assim, o presente trabalho visa o desenvolvimento de nanopartículas com 

baixa citotoxicidade e com potencial atividade antioxidante. Para isso, 

nanopartículas de ouro monodispersas sintetizadas com citrato de sódio foram 

capeadas com Virola oleifera utilizando um experimento fatorial 32. As 

nanopartículas foram caracterizadas e testadas frente a sua estabilidade, 

capacidade antioxidante e citotóxica.  

Através do desenvolvimento deste nanomaterial espera-se  ter contribuído para que 

nanopartículas capeadas com extratos vegetais possam evoluir para aplicação 

biomédica. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

2.1 Métodos de síntese química de nanopartículas  

Nanopartículas são definidas como partículas coloidais com diâmetro de 1 e 100 nm 

em ao menos uma dimensão (National Nanotechnology Initiative). Essas estruturas 

formam os chamados sistemas nanoestruturados, que apresentam propriedades 

físico-químicas (mecânicas, elétricas, térmicas e optoeletrônicas) singulares (YU et 

al., 2004; MIESZAWSKA et al., 2013; ZHOU et al., 2010; MIKAMI & YUSUKE et al., 

2013). Essas propriedades se devem à sua forma, tamanho e distribuição de 

tamanho (CHO et al., 2010; DANIEL; ASTRUC, 2004; ZHAROV et al., 2005; KUMAR 

et al., 2003).  

As estratégias de síntese de nanoestruturas consistem em métodos físicos e 

químicos. Dentre os métodos físicos, destacam-se a irradiação UV, tecnologia de 

aerossóis, litografia, ablação a laser e os campos ultrassônicos (MAFUNE et al., 

2001; ZHANG; WANG, 2008; TREGUER et al., 1998). Para as sínteses químicas, 

destacam-se as reduções química e fotoquímica, além da eletroquímica (CHEN et 

al., 2001; RODRÍGUEZ-SANCHEZ et al., 2002; EUSTIS et al., 2005; FRATTINI et 

al., 2005; STAROWIICZ, et al., 2006). Especificamente para AuNPs, são bem 

estabelecidas as sínteses químicas, principalmente com citrato de sódio, introduzido 

por Turkevich et al., (1951), e o boroidreto de sódio. Os métodos físicos consistem 

na redução de um material em escala macroscópica a materiais na escala nano. 

Nesse tipo de metodologia cujos métodos também são denominados de técnicas de 

top-down, a alta demanda energética dificulta o controle de tamanho, bem como o 

controle da composição desses materiais (AO et al., 2008; FANG et al., 2008; 

BARROS, 2014). Já nos métodos químicos, também denominados de bottom-up 

íons metálicos são reduzidos por um agente redutor, resultando na formação de 

átomos metálicos. Ao unirem, esses átomos formam primeiramente um núcleo, que 

após o processo de crescimento origina a nanopartícula, sendo possível obter 

partículas com uma reduzida distribuição de tamanho (SHIBATA et al., 2006; 

MEDINA-RAMIREZ et al., 2009; SARDAR et al., 2009).  

Conforme uma série de estudos, alguns fatores podem influenciar tanto na 

morfologia quanto na estabilidade das nanopartículas. Dentre eles estão 
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temperatura, concentração do precursor metálico ou do redutor, pH, tempo e 

agitação (POLTE et al., 2010). Além deles está a cinética de formação de 

nanopartículas e de adsorção de estabilizantes à superfície (WANG et al., 2005). 

Desse modo, busca-se controlar tais fatores para obtenção de sínteses 

reprodutíveis. Outros pontos importantes da síntese são a obtenção de uma 

morfologia bem definida e uma dispersão coloidal estável (YOU et al., 2013; 

KULKARNI et al., 2014).  

Nesse contexto, a síntese química com biocompostos atuando na redução de íons 

metálicos apresenta-se como uma alternativa importante aos métodos físicos e 

químicos tradicionais. Nesse tipo de síntese, são utilizadas biomoléculas como 

agentes redutores (NAGAJYOTHI & LEE, 2011; NAGHUNANDAN et al., 2010; DAHL 

et al., 2007; SHANKAR et al., 2004; BEGUM et al.,2009; N. ROY et al., 2010; 

MITTAL et al., 2013). Elas podem ocorrer por redução de precursores metálicos por 

intermédio de organismos unicelulares ou pluricelulares tais como algas (XIE et al., 

2007), fungos (AHMAD, 2003; DHILLON et al., 2012), bactérias (JOERGER et al., 

2001; HUSSEINY et al., 2007; KORBEKAND et al., 2009, SANGHI & VERMA, 2010; 

DHILLON et al., 2012), açúcares (MITTAL et al., 2013), aminoácidos, diversas partes 

de organismos vegetais (folhas, raízes, látex, sementes e caules) (PARSONS et al., 

2007; ALMEIDA DE MATOS et al., 2011; KUMAR et al., 2011) e polímeros 

biodegradáveis (KHARISSOVA et al., 2013).  
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2.2 Mecanismos de formação de nanopartículas  

A formação das nanopartículas ocorre em dois processos consecutivos, 

denominados nucleação e crescimento, respectivamente (MULLIN, 1997; PUNTE et 

al., 2002; ROBINSON et al., 2009). O primeiro é o de nucleação, definido como 

aquele em que é formado um núcleo. É esse núcleo que possibilita o posterior 

crescimento da partícula, segunda etapa de sua formação. A figura 1 mostra que a 

formação do núcleo só é definitiva se um raio crítico for atingido. Para isso, há 

necessidade de uma energia de ativação consideravelmente alta, fornecida pela 

supersaturação do sistema (THAN et al., 2014). 

 
Figura 1. Variação da energia livre durante as etapas de formação de nanocristais 
(extraído de GRASSESCHI, 2015).  
 
As nanopartículas apresentam elevada área superficial proporcionalmente ao seu 

tamanho (THAN et al., 2014). Por isso, apresentam-se reativas e instáveis 

termodinamicamente, estando assim sujeitas à agregação natural. A atração pode 

está relacionada a forças de atração de van der Waals, de curto alcance, o que faz 

com que possam acabar se agregando (MEDINA-RAMIREZ et al., 2009). 

 
O fator relação área/volume citado anteriormente não apenas resulta na elevada 

instabilidade das partículas em suspensão, mas também nas propriedades 

optoeletrônicas e magnéticas distintas das apresentadas pelos metais constituintes 

das NPs em escala macroscópica (bulk). Uma explicação para tal fato está na 

estrutura eletrônica de tais materiais, pela teoria das bandas. Primeiramente, na 
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forma "bulk", os orbitais atômicos se sobrepõem, formando um orbital contínuo 

(Teoria das bandas) (CAO, 2004; EUTIS & EL-SAYED, 2006; ORENDORFF et al., 

2005). Ou seja, nesse caso, as diferenças entre os níveis eletrônicos são mínimas, 

devido às ligações deslocalizadas. Então, pela quantidade ínfima de energia entre 

os níveis eletrônicos, os condutores apresentam altas condutividades térmica e 

elétrica. 

Na figura 2, temos os níveis de energia apresentando diferenças energéticas 

progressivamente menores, até aquisição de um caráter contínuo pelas bandas 

energéticas. É possível observar ainda o caráter discreto das bandas de energia 

mais superficiais das nanopartículas (ALIVISATOS, 1996). Essa característica da 

distribuição eletrônica das NPs se deve a limitação à deslocalização eletrônica, por 

sua constituição com uma quantidade menor de átomos. Consequentemente, haverá 

um gap de energia entre as bandas, acompanhando sempre a extensão dessa 

limitação.  

 
Figura 2. Esquema de níveis de energia eletrônica em espécies metálicas (extraído 
de PEREIRA, 2015). 
 
Devido ao caráter discreto das bandas de energia superficiais, as NPs apresentam 

as características peculiares anteriormente descritas. Elas se devem a dois efeitos 

dependentes de tamanho: o denominado confinamento quântico e outro, 

denominado efeito de superfície (EUTIS & EL-SAYED, 2005; RODUNER, 2006; 

BARROS, 2014). Em decorrência da redução extrema de seu tamanho e assim da 

mobilidade dos elétrons, tais materiais passam a apresentar características distintas.  

Assim, em consequência do confinamento eletrônico, a energia do sistema aumenta 

(RODUNER, 2006; EUTIS & EL-SAYED, 2005). Já o efeito de superfície, se deve ao 
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número de coordenação incompleto dos átomos superficiais como consequência da 

redução da quantidade de átomos vizinhos na superfície. Assim sendo, com a 

redução de tamanho, maior a proporção de átomos superficiais em relação à 

quantidade total, e, por conseguinte, maior a energia superficial (RODUNER, 2006; 

CAO, 2004; BARROS, 2014).  

 

2.2.1 Síntese de AuNPs com citrato de sódio  

A síntese de AuNPs com citrato é uma das mais simples descritas na literatura 

(KIMLING et al., 2006; HAISS et al., 2007; MARTÍNEZ et al., 2012; THAN et al., 

2014). Além disso, há a vantagem de o próprio citrato promover estabilização das 

partículas em suspensão.  Além disso, a considerável labilidade de seu complexo 

com o ouro, permiti a modificação da superfície das partículas sintetizadas com 

citrato de sódio com considerável facilidade. Desse modo, é possível trabalhar com 

a modificação das propriedades superficiais para utiliza-los em aplicações 

específicas. Por exemplo, conjugação com anticorpo ou outra molécula para 

desenvolvimento de sensores para diagnóstico de doenças ou detecção de 

poluentes, respectivamente (GRASSESCHI, 2015). 

Essa síntese envolve a utilização de uma solução de citrato de sódio, uma de ácido 

tetracloroáurico (que, em solução, dissocia-se em AuCl3 , H
+ e Cl-), misturadas sob 

agitação e aquecimento (POLTE et al., 2010). Assim, controlando-se as 

concentrações dos reagentes e os fatores que influenciam na síntese, é possível 

controlar também a forma e tamanho das partículas. A equação 1 representa a 

reação de oxido-redução balanceada da síntese de AuNPs com citrato a partir do 

HAuCl4
- :  

 
2 AuCl3 + 3 [C6 H5O7]

3-    
→ 2 Au0 + 3 [C5 H4O5]

- + 6 Cl- + 3 H+ + 3 CO2 (1) 

 

 

Embora o mecanismo de formação das AuNPs na síntese com citrato não tenha sido 

esclarecido por completo, evidências experimentais mostram que a 

acetonadicarboxilato tem um papel importante, não só na estabilização da 

dispersão, como também na organização do processo de nucleação (FRENS, 1973). 

Além disso, o citrato atua não só como agente redutor (TURKEVICH et al.,1951), 

mas também como agente estabilizante (BIGGS, 1994) e controlador do pH (JI et al., 
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2007) 

2.2.2 Estabilidade de uma dispersão coloidal 

Uma dispersão coloidal é um sistema no qual um componente num determinado 

estado da matéria é finamente dividido em um meio de estado físico distinto, por 

exemplo, sólido disperso em líquido. Quando uma partícula está imersa em um 

líquido, adquire cargas superficiais. Essa distribuição de cargas depende tanto da 

carga da partícula quanto do meio no qual ela está inserida, estando diretamente 

relacionada com a distribuição de íons nas proximidades da superfície. As cargas 

superficiais podem ser originadas por meio de mudanças no pH do meio, pela 

promoção da ionização das moléculas em questão (TURKEVICH et al., 1951). Mas 

também por dissociação de substâncias em solução e pela adsorção de íons por 

forças eletrostáticas entre eles e a superfície (AGNIHHOTRI et al., 2009).  

Essas cargas superficiais estão envolvidas diretamente no processo de estabilização 

de uma dispersão coloidal. Isso porque, quanto maior o módulo das forças 

repulsivas entre as partículas, maior será a contraposição às forças atrativas que 

promovem sua agregação.  Desse modo, a formação da dupla camada elétrica, 

apresenta grande importância para a estabilidade cinética dos coloides. Sua 

formação ocorre por meio da interação da superfície com íons em solução. Esses 

íons podem ser denominados contra-íons ou co-íons, conforme apresentem carga 

de natureza oposta ou idêntica à das partículas, respectivamente. Portanto, a 

superfície da partícula atrai os contra-íons repele os co-íons, sendo formada então a 

dupla camada elétrica (RANGEL, 2006).  

Há três modelos distintos para descrever a estrutura da dupla camada elétrica. O 

primeiro, de Helmoltz, considera apenas uma camada de íons de carga oposta à 

superficial da partícula, envolvidos por suas esferas de hidratação e por elas 

separados da superfície. Essa camada é localizada pelo plano externo de Helmoltz 

(PEH), que passa pelos íons solvatados. Numa região limitada pela superfície 

metálica e pelo plano de Helmoltz, ocorre uma variação linear do potencial elétrico. 

Já o segundo, de Gouy-Chapman, considera a distribuição de Boltzman e assim, o 

fato de o efeito perturbador da agitação térmica levar à existência de uma dupla 

camada difusa, com íons dispersos em solução. Esse fato foi desconsiderado por 
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Helmoltz (ATKINS, 2008). 

 

Pelo fato de ambos modelos considerarem como mais relevante uma característica 

da disposição dos íons em decorrência de alterações nas condições físico-químicas 

do meio, nenhum deles foi capaz de representar a natureza real da dupla camada. 

Isso porque, enquanto Helmoltz subestima os efeitos da agitação térmica, 

considerando uma maior rigidez na disposição dos íons próximos à superfície, Gouy-

Chapman subestima essa rigidez, estando seu modelo, portanto, em outro extremo. 

Combinando-se ambos modelos, originou-se o de Stern, com uma camada de íons 

mais próximos, representando a rigidez na disposição proposta por Helmoltz, e os 

mais afastados, mais dispersos, conforme Gouy-Chapman, como ilustra a figura 3: 

 
Figura 3: Dupla camada elétrica e dependência da intensidade do potencial de 
superfície com a distância.  
 
Por apresentarem elevada energia superficial, as nanopartículas apresentam uma 

tendência natural à agregação. Isso se deve às interações atrativas de van der 

Waals entre elas (MEDINA-RAMIREZ et al., 2009). Assim, há necessidade de 

moléculas capeadoras para prevenção da agregação, que atuam conforme descrito 

na figura 4. Na síntese química, geralmente o capeamento ocorre simultaneamente 

à etapa de redução. Os agentes estabilizantes mais comuns nesse caso são 

aqueles caracterizados pela presença de grupos tiol, ou citrato ou aminoácidos 
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(SELVAKANNAN et al., 2003; JADZINSKY et al., 2007). Esses agentes são capazes 

também de controlar os processos de nucleação e crescimento dos nanocristais 

(GRASSESCHI, 2015). 

 

 

 
 
Figura 4. Representação esquemática da estabilização de partículas pelo efeito a) 
eletrostático e b) estéreo (Extraído de Marangoni, 2012).  
 
No caso dos ligantes tiolados, ocorre a formação de monocamadas automontadas. 

Elas são resultantes de sua adsorção à superfície e capazes de promover a 

estabilização da nanopartícula. Isso ocorre pela redução da energia livre superficial 

por formação de uma ligação covalente forte entre o átomo de enxofre e o metal 

(GRASSECHI, 2015). 

2.3 Capeamento de AuNPs com extratos vegetais 

 2.3.1 Extratos vegetais como agentes estabilizantes 

Nas rotas de síntese verde, agentes quelantes/redutores e capeadores se adsorvem 

às superfícies subsequentemente ao processo de redução do íon metálico. Essas 

moléculas promovem o capeamento e, consequentemente, sua estabilização. Isso 

evita reações adicionais e agregação, dispensando o uso de estabilizantes utilizados 

em várias sínteses convencionais (KHARISSOVA et al., 2013).  

Além da estabilidade, a adsorção das biomoléculas à superfície de AuNPs pode 

resultar na intensificação de suas propriedades antioxidantes, anti-inflamatórias, e 

biológicas em geral (RAZZAQ et al., 2010). A atividade antioxidante de 

nanopartículas de ouro, mesmo sem adição de ligantes, foi demonstrada por por 

meio de inibição de ROS por sua utilização como medicamento a pacientes 

diabéticos (BARATHMANIKKANTH et al., 2010). Neste estudo foi avaliada a 

atividade de AuNPs no controle da condição hiperglicêmica por indução de diabetes 

em camundongos via streptozotocina. A quantidade de enzimas de defesa 

antioxidante aumentou e as condições glicêmicas foram assim controladas 
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(BARATHMANIKKANTH et al., 2010).  Nie et al., 2007 mostraram a intensificação da 

atividade antioxidante de um análogo da vitamina E, por adsorção à AuNPs. A 

intensificação da atividade antioxidante também foi reportada num estudo realizado 

por Razzaq et al., 2010, utilizando ácido ascórbico. Assim, a atividade antioxidante 

de biomoléculas pode ser aumentada por funcionalização de AuNPs.  

Além disso, estudos teóricos quantitativos de correlação entre estrutura eletrônica e 

atividade antioxidante mostram que a estratégia de modificar estruturalmente 

moléculas para tentar aumentar esse potencial geralmente resulta em aumento da 

sua toxicidade. Nesse contexto, a funcionalização de AuNPs apresenta-se como 

uma alternativa para aumento da atividade antioxidante, por promover sua 

amplificação, em alguns casos, sem necessidade de modificações estruturais. Além 

disso, estudos mostram a intensificação da reatividade de grupamentos funcionais 

de agentes capeadores por adsorção à AuNPs (LEU et al., 2012).  

 Nanopartículas de metais nobres em geral reduzem drasticamente a energia de 

ativação de reações anti-radicais livres (RAVEENDRAN et al., 2003; SARDAR et al., 

2009; ALEXANDRIDS, 2011). Na literatura são descritas interações entre radicais 

livres e nanopartículas, sugerindo sua adsorção à superfície de AuNPs. Também há 

discussões sobre a possibilidade de interações de troca entre o elétron 

desemparelhado de radicais livres e os da banda de condução do metal (HE, 2009). 

 As propriedades espectroscópicas são fortemente dependentes da identidade das 

espécies adsorvidas em sua superfície (BOISELER e ASTRUC, 2009; THAKKAR 

2010; IRAVANI, 2011; PARK, 2011; KHARISSOVA et al., 2013; ROY et al., 2013). A 

banda de superfície plasmônica apresenta alta sensibilidade à presença de 

doadores e receptores de elétrons à superfície (BOISELER & ASTRUC, 2009). 

Consequentemente, modificações no espectro de absorção da banda plasmônica 

podem ser observadas pela interação de moléculas com a superfície das AuNPs 

devido a interação das mesmas com as cargas superficiais e consequente 

modificação da densidade de carga das partículas (EUTIS & EL-SAYED, 2006; BARROS, 

2014). 
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 2.4 Biocompatibilidade das nanopartículas de ouro 

 

As nanopartículas de ouro (AuNPs) têm sido utilizadas em aplicações biomédicas 

(SPERLING et al., 2008; PRABAHARAN, 2009; BHATTACHARYA et al., 2008), 

diagnóstico de doenças e monitoramento in vivo de diversos biomarcadores de 

doenças. Elas ainda podem atuar também como próprio agente terapêutico 

(TORRES-CHAVOLA et al., 2010; DIMMELER, 2014; WILCZEWSKA, 2012; YEO, 

2015) e medicamento (LI et al., 2016).  

Como carreadores, as nanopartículas apresentam muitas vantagens frente aos 

sistemas convencionais de entrega fármacos (EL-SAYED, 2006; HAN b. et al., 

2007). A sua capacidade de adsorção seletiva permite carrear drogas e genes, 

direcionando-os para células de interesse. Esse direcionamento ocorre por 

conjugação com moléculas específicas, proteínas, peptídeos, oligonucleotídios (HAN 

a et al., 2007). No entanto, devido a rapidez dos resultados de testes de diagnóstico, 

da praticidade e quantidade de material necessário, o custo benefício poderia 

viabilizar aplicações envolvendo as AuNPs sintetizadas.  

Além disso, a escala nanométrica favorece a captação celular. Isso por 

apresentarem tamanho próximo ao de proteínas e constituintes celulares em geral. 

Seu diminuto tamanho faz com que passem por barreiras mecânicas entre as 

células com facilidade. A fluidez desse processo pode ser obtida pelo ajuste da 

densidade de carga superficial, o tamanho e a natureza dos ligantes (SURI, 2007). 

Outra possibilidade é o direcionamento e a seletividade do tratamento. Isso pode ser 

feito por afinidade química ou por propriedades físicas. Uns dos principais exemplos 

são a conjugação com biomoléculas, que apresentam grande especificidade em 

relação aos seus alvos, e os nanocarreadores magnéticos, que são direcionados a 

alvos específicos ao serem a submetidos a um campo eletromagnético externo 

(WILCZEWSKA, 2012; ARRUEBO, 2007). Além dessas aplicações, há possibilidade 

de aplicação das AuNPs nos processos de purificação de água por adsorção 

(BINDHU & UMADEVI, 2014) e como agente anti-glicante (SINGHA et al., 2009).  
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2.4.1 Citotoxicidade de AuNPs 

Nanopartículas de ouro são amplamente utilizadas em aplicações biomédicas para 

testes de imagem e diagnóstico. O ouro é inerte e por isso possui alta resistência à 

oxidação, apresentando, portanto, alta biocompatibilidade (BINDHU & UMADEVI, 

2014). Por isso, esperava-se que as AuNPs também o fossem. No entanto, estudos 

têm demonstrado toxicidade de algumas AuNPs (GOODMAN et al., 2004; 

PERNODET et al., 2006). Essa toxicidade pode ter origem na densidade de carga 

superficial, devido à influência direta nos processos de internalização celular, e no 

tamanho de partícula, que influencia diretamente na toxicidade pela maior 

dificuldade de excreção de partículas menores pelos organismos, ocorrendo também 

aumento da concentração intracelular devido ao tamanho reduzido das partículas, o 

que também contribui para o aumento da toxicidade (SHUKLA et al., 2005; TSOLI 

2005; CONNOR, et al., 2005). Semelhantemente, agregação no interior celular é um 

possível fator relacionado ao aumento da citotoxicidade (CONNOR et al., 2005). Em 

razão disso, os estudos de estabilidade de AuNPs são de grande importância para 

tais aplicações (PERNODET et al., 2006).  

No caso das partículas poliméricas, que apresentam tamanhos maiores que as 

AuNPs, a ação de opsoninas é indesejada, pois há o acúmulo de partículas no 

fígado, no pulmão. Além disso, se a doença não estiver concentrada nestes órgãos, 

acabamos por perder a eficiência da formulação (FRANK et al., 2008). 

Esse processo pode ser controlado por modificações da superfície química das 

partículas. Assim, essas alterações podem facilitar ou não o processo de endocitose, 

podendo levar inclusive ao aumento do tempo desses materiais na corrente 

sanguínea. Esse fato se deve principalmente pela ocorrência de intensificação da 

interação das partículas com proteínas séricas, que favorecem a internalização das 

nanopartículas caracterizadas com superfícies positivamente carregadas ou com 

moléculas hidrofóbicas adsorvidas. De modo oposto, são exemplos de aumento da 

resistência à internalização celular de partículas revestidas com polímeros anti-

vegetativos como polietileno-glicol (GOODMAN, 2004). 

Pan et al., 2007, avaliaram a citotoxicidade de AuNPs em quatro linhagens distintas 

de célula, utilizando nanopartículas de ouro de 0,8 a 15 nm de diâmetro. Como 
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resultado, as linhagens de fibroblastos, células epiteliais, macrófagos e de 

melanoma apresentaram maior sensibilidade a partículas de pouco mais de um 

nanômetro, ao passo que as de 15 nm mostraram-se não tóxicas. Isso pode ser 

devido à maior facilidade de internalização das AuNPs menores ser favorecidade, 

levando a um aumento de sua concentração no meio celular e consequente 

aumento da citotoxicidade.  

O tamanho das AuNPs interfere na cinética de saturação do processo de 

endocitose. Sendo assim, as dimensões das nanopartículas estão diretamente 

ligadas à sua toxicidade (CHITHRANI, 2006). O capeamento de AuNPs de citrato 

com cisteína de 4 nm ou capeadas com biotina, reduzidas com glicose com 12 nm, 

capeadas com brometo de cetil trimetil amônio de 18 nm não apresentam sinais de 

toxicidade após a endocitose (CONNOR et al., 2005). 

2.5 Ensaios de atividade antioxidante 

O ataque de espécies reativas de oxigênio pode provocar danos a tecidos celulares. 

Tais danos são provocados pela tentativa de estabilização dos mesmos atacando 

diversos tipos de moléculas presentes nos organismos vivos. Assim, como 

consequência da captação de um elétron para pareamento com o seu 

desemparelhado, essas moléculas apresentam a capacidade de desencadeamento 

de uma reação em cadeia (YOUNGSON, 1995). 

Pelo fato de o peróxido de hidrogênio, espécie reativa de oxigênio, embora não 

considerado radical livre, pode provocar danos ao DNA celular após penetrar a 

membrana nuclear (ANDERSON, 2000). Desse modo, embora os radicais livres 

estejam envolvidos em processos biológicos importantes, tais como o de produção 

de energia e fagocitose, busca-se agentes capazes de frear danos quando sua 

quantidade excede a ideal para os organismos (BOREK, 1997). 

O DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil) é um radical livre, cuja captura promove 

decréscimo da absorbância a 515 nm. O método que consiste na captura desse 

radical por antioxidantes é denominado método DPPH (BRAND-WILLIAMS et al., 
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1995), cuja modificação por SÁNCHEZ-MORENO et al. (1998) possibilitou a medida 

de parâmetros cinéticos. 

O FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) – Poder Antioxidante de Redução do 

Ferro) permite mensurar a redução do ferro para avaliação da atividade antioxidante 

de fluidos biológicos. A mensuração da atividade antioxidante do composto biológico 

se dá pelo acompanhamento da mudança de absorbância a 593 nm (PULIDO et al., 

2000; BENZIE, 1996). 
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3. OBJETIVOS 

3.1 Objetivo Geral 

Preparar e caracterizar as nanopartículas de ouro capeadas com resina de Virola 

oleifera, a partir do citrato de sódio com controle de parâmetros que influenciam as 

propriedades das partículas. 

3.2 Objetivos Específicos 

● Determinar o efeito da variação do pH e da concentração de Virola sobre o 

capeamento das nanopartículas de Au via planejamento fatorial 32
 

● Caracterizar estrutural e fisico-quimicamente as nanopartículas a partir da: 

- Identificação da estrutura cristalina das AuNPs; 

- De determinação da influência do pH e da concentração sobre a interação 

de grupos funcionais com as nanopartículas;  

- Análise da estabilidade coloidal; 

- Determinação da morfologia das nanopartículas e sua distribuição de 

tamanho. 

● Avaliar a atividade antioxidante das nanopartículas de ouro por DPPH e 

FRAP.  

● Comparar a citotoxicidade das AuNPs capeadas e não-capeadas. 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS  

4.1 Síntese das AuNPs com citrato de sódio 

Previamente à síntese das nanopartículas de ouro (AuNPs), todas as vidrarias foram 

lavadas com solução de ácido nítrico e ácido clorídrico concentrados, na proporção 

1:3 (1HNO3:3HCl). Em seguida, lavou-se em torno de cinco vezes com água 

destilada, e após com água ultrapura (purificada a partir sistema Milli-Q da Millipore 

18Ω), a qual foi utilizada em todos os ensaios, bem como na preparação das 

soluções utilizadas.  

Após, aproximadamente, 1 hora foram preparadas duas soluções estoque para a 

síntese de AuNPs: uma solução aquosa de citrato de sódio tribásico (C6H5Na3O7), 

na concentração de 1% (3,4 x 10-2 M), e uma solução aquosa de ácido 

tetracloroáurico tri-hidratado (HAuCl4.3H2O) na concentração de 2,5 x 10-4M de ouro 

(Au), utilizando água ultrapura como solvente. 

Para a reação química de síntese das AuNPs, adicionou-se 1 mL da solução de 

citrato em 15 mL de solução de ácido tetracloroáurico, à temperatura de 100°C. A 

mistura foi submetida à agitação de 400 RPM durante 15 minutos, tempo no qual 

houve a estabilização da cor vermelha característica do ouro coloidal, conforme 

descrito na metodologia de síntese de Oliveira et al., 2017. O ouro coloidal foi 

resfriado em banho de gelo, acondicionado em frascos estéreis do tipo “Falcon” e 

armazenados em geladeira (2-8°C) para uso posterior. 

Por ser capaz de confirmar a formação das nanopartículas pela banda característica 

de LSPR em torno de 522 nm, além de fornecer importantes informações conforme 

descrito anteriormente, a espectroscopia no UV-visível foi a primeira técnica de 

caracterização utilizada. 

Para a caracterização das AuNPs no UV-Visível foram utilizadas cubetas de quartzo 

previamente lavadas com detergente, água e água destilada, em seguida, foi feito o 

ambiente com água ultrapura. Para a análise, utilizou-se o volume de 2 mL de ouro 

coloidal resfriado, recém-preparado, que foi acondicionado em uma cubeta de 

quartzo. Para o branco, utilizou-se água ultrapura. A cubeta com o coloide foi 

introduzida no porta-amostras do espectrofotômetro EvolutionTM300, da Thermo. 

Então, realizou-se a leitura da absorbância no intervalo de 200 a 800 nanômetros. 
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Através do espectro no UV-visível foi possível determinar o tamanho majoritário e a 

concentração das nanopartículas de ouro sintetizadas. A concentração aproximada 

de AuNPs foi determinada pela metodologia descrita por Wolfgang, H. (2007). Em 

seu método, o tamanho e a concentração de AuNPs sintetizadas com o citrato 

podem ser calculados a partir de dados do espectro de absorção do coloide: sua a 

absorbância máxima (ASPR), sua absorção em 450 (A450), o coeficiente de extinção 

molar neste mesmo comprimento de onda (ε450),  o qual foi tabelado para partículas 

de diferentes tamanhos de nanopartículas, após validação experimental. 

Primeiramente, o diâmetro majoritário das partículas é determinado pela razão entre 

a absorbância máxima e à 450 nm. Essa determinação é possível pela verificação 

do coeficiente de extinção decimal molar correspondente a um certo diâmetro em 

dados tabulares. Assim, o diâmetro médio (d) das AuNPs sintetizadas com citrato é 

calculado a partir da razão a seguir:  

AASPR
d

450
           Equação (2) 

 

 
          A partir de então, a concentração (c) de AuNPs é calculada pela seguinte 

razão:           

                                           450450
 Ac            Equação (3) 

O coeficiente de extinção decimal molar (ε450) depende da frequência da radiação 

incidente e é característico de cada substância. Essa propriedade cuja definição é a 

capacidade da matéria em extinguir a luz em um comprimento de onda específico. 

Assim, no caso específico de coexistência de várias substâncias em solução e em 

concentrações distintas, o valor desse coeficiente é o somatório dos produtos entre 

cada coeficiente individual e a concentração molar de cada uma (WEDLER, G., et 

al., 2001). Aqui os ε450  foram previamente estabelecidos e tabulados para diferentes 

razões ASPR / A450  de AuNPs. Após a obtenção da concentração de AuNPs em mol.L-

1 a concentração foi transformada em g.L-1, por meio do cálculo da massa individual 

de uma partícula a partir da equação 4:  
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 Eq. 4 
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 As AuNPs sintetizadas com citrato tiveram ainda sua estrutura cristalina analisada 

por meio de drifração de raios-X. Nessa análise, o difratograma obtido resulta do 

espalhamento elástico desses raios, que não mudam de frequência após a colisão 

com os átomos da amostra. Ou seja, permanecem com a mesma quantidade de 

energia original. No caso de um arranjo periódico de átomos, ou seja, de um arranjo 

cristalino, as relações de fase entre os espalhamentos também será periódica, 

possibilitando então a observação dos efeitos de difração de raios X em ângulos 

diversos, como ilustra a figura 5. A lei de Bragg, descrita pela equação 5, estabelece 

uma correlação entre o parâmetro de rede e o comprimento de onda da radiação 

incidente (SCHEFFER, 2014): 

                 dsenn 2                Eq. 5 

Por meio das interferências construtivas e destrutivas que ocorrem quando a 

estrutura ordenada de um cristal espalha radiação incidente de comprimento de 

onda pequeno (no caso raios-X), podemos identificar a fase cristalina das AuNPs. O 

fenômeno descrito anteriormente e que permite a definição dessa estrutura 

denomina-se difração e ocorre devido à proximidade entre a ordem das distâncias 

entre os centros de espalhamento e o comprimento de onda da radiação incidente 

(EGERTON, 2008). 

 
Figura 5: Lei de Bragg. Fonte (BLEICHER, SASAKI, 2000). 
 

A análise de amostras sólidas é realizada focalizando-se um feixe de elétrons sobre 

as mesmas situadas no centro de uma câmara denominada de Debye-Scherrer. No 

interior desta câmara há um filme fotográfico que, ao ser sensibilizado por alguns 

raios difratados, permite a geração de cones de difração. Ela permite a coleta de 

raios X entre 0° e 180°, em termos de 2 Ө (SCHEFFER, 2014).  

Para a análise de raios-X, o coloide de ouro sintetizado com o extrato vegetal foi 

concentrado por centrifugação (14.000 rpm, 10 min) e colocado numa placa de petri 

e seco numa estufa a temperatura de 60 °C por cerca de 10 minutos, para posterior 
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remoção do material com uma lâmina. O pó obtido foi analisado varredura realizada 

na região 2θ, de 10° a 100°, sendo 0.01° por minuto, com uma constante de tempo 

de 2 segundos. Para realização das medidas foi  utilizado um difratômetro da Phillips 

PW 1710 (Cu k  radiação), pertencente ao Laboratório de Instrumentação do 

LabPetro da UFES. 

4.2 Triagem das variáveis influentes no capeamento 

Como diversos fatores influenciam no processo de adsorção, há necessidade de 

uma triagem prévia das faixas de pH, concentração do extrato, temperatura e 

agitação, assim como do tempo para saturação da superfície. No entanto, optou-se 

pela realização dos experimentos a 25 °C em razão da comparação das atividades 

antioxidantes entre os resultados do estudo anterior, em que nanopartículas foram 

sintetizadas utilizando diretamente o extrato, nessa temperatura e a formulação 

otimizada pelo planejamento fatorial 32. 

O extrato de Virola oleífera foi solubilizado em meio aquoso em água ultrapura em 

todo o trabalho. Esse extrato foi fornecido seco e pulverizado pelo Laboratório de 

Produtos Naturais da Universidade Vila Velha. Após a triagem do intervalo de pH, 

tempo e concentração que levassem à maior quantidade de Virola adsorvida à 

superfície das AuNPs. Foi realizado um planejamento fatorial com objetivo de se 

determinar a melhor condição de capeamento. Para isso, foram consideradas as 

variáveis pH e concentração de extrato, em mg/mL. Os dados considerados em tal 

planejamento estão na Tabela 2: 

Tabela 2. Dados do planejamento fatorial.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

   Condições 
 Experimentais 

Conc. (mg.mL
-1

) pH 

0,1 (-)  3 (-)  

0,1 (-)  4 (0)  

0,1 (-)  5 (+)  

0,2 (0)  3 (-)  

0,2 (0)  4 (0)  

0,2 (0)  5 (+)  

0,3 (+)  3 (-)  

0,3 (+)  4 (0)  

0,3 (+)  5 (+)  

0,2 (0) 4(0) 

0,2 (0) 4 (0) 
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4.3 Preparo das AuNPs capeadas  
 
As nanopartículas capeadas foram preparadas pela adição de extrato de Virola 

oleifera, após ajuste de pH com soluções de 0,1 mol.L-1 de NaOH e HCl, de forma 

que as concentrações finais da mesma fossem de 0,1, 0,2 e 0,3 mg/mL, sob 

agitação a 200 rpm por 5 minutos.  

4.4 Caracterização das AuNPs pela Microscopia Eletrônica de Transmissão. 

Foram feitas imagens de nanopartículas resultantes da síntese com citrato e da 

condição ótima do fatorial (0,1 mg/mL de extrato e pH 4) por microscopia eletrônica 

de transmissão. Para isso, foi utilizado um microscópio eletrônico (JEM-1400, JEOL, 

USA inc.), operando a 120 kV. Cerca de 10μL das amostras foram gotejadas sobre 

grades de cobre de 400 mesh, contendo um filme suporte de resina formvar e secas 

a temperatura ambiente. 

Foi realizada contrastação negativa com adição de acetato de uranila sobre a grade 

das amostras da condição ótima, 30 minutos após a adição do coloide sobre a 

mesma. As imagens foram obtidas após secagem total. 

As imagens do Microscópio Eletrônico de Transmissão foram obtidas em diferentes 

aumentos (80.000X; 200.000X) visando obter informações gerais da amostra, e 

imagens mais detalhadas das nanopartículas quanto a forma e tamanho. 

A distribuição de tamanho das partículas foi determinada pela análise das imagens 

obtidas utilizando o software Image J, que fornece informações sobre área de cada 

nanopartícula. Por meio dos valores de área foi possível calcular o raio e 

consequentemente o diâmetro, usando o Excel. Como apenas a parte inorgânica 

aparece nas imagens de microscopia de transmissão, o procedimento foi realizado 

apenas para as AuNPs sintetizadas com citrato e não capeadas.  

Com os valores de diâmetro de 1000 partículas, foi obtido um histograma para 

avaliação da frequência de cada diâmetro utilizando o software Statistica versão 6.0.  

Além disso, foi calculada a razão de aspecto, conferindo uma medida da 

esfericidade das partículas. Para isso, foram medidos os diâmetros maior e menor 

de 1000 partículas. Considera-se como esférica uma partícula cujo valor da razão de 
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aspecto situe-se entre 0,9 e 1,0. 

A razão de aspecto é calculada pela divisão do diâmetro menor de cada partícula 

pelo diâmetro maior da mesma ou pela divisão do maior pelo menor de um grupo de, 

em geral, 500 ou 1000 nanopartículas. No entanto, optou-se por dividir-se o menor 

diâmetro pelo maior, de forma a obter-se um valor com significado plausível, o que 

não seria possível procedendo-se de modo contrário.  Esses valores obtidos são 

somados e então divididos pelo número total de nanopartículas. A determinação dos 

diâmetros foi realizada utilizando-se o software Gatan Digital Micrograph e o cálculo 

de seu valor no Excel. 

4.5 Estudo da estabilidade coloidal utilizando o Potencial Zeta 

A função da dupla camada elétrica é impedir a coalescência das partículas. Isso 

poderia ocorrer caso as colisões entre elas contivessem uma quantidade de energia 

capaz de rompê-la. Uma perturbação capaz de provocar tal fenômeno poderia ser 

um aumento suficiente da temperatura, devido à agitação térmica (ATKINS, 2008).  

O raio denominado de cisalhamento, que delimita a camada difusa, é o ponto cujo 

potencial elétrico (também denominado potencial zeta (ζ)) é um importante 

parâmetro para mensuração da estabilidade de uma dispersão coloidal (MAHMOUDI 

et al., 2011).  

Como o potencial zeta fornece uma medida da intensidade das forças repulsivas 

entre as partículas. Assim, quanto maior o módulo do potencial zeta, mais estável a 

dispersão. Essa estabilidade deve-se a uma maior contraposição às forças atrativas 

entre as partículas, culminando numa tendência menor à agregação. O cálculo 

desse potencial é realizado a partir da medida da velocidade (mobilidade 

eletroforética) de deslocamento da partícula entre dois eletrodos de carga oposta. 

Para obtenção de seu valor, substitui-se o da mobilidade eletroforética na fórmula de 

mobilidade de Smoluchowski, equação 6: 
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Eq. 6 
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Onde µ é a mobilidade eletroforética, ε é a permissividade do meio, ε0 a 

permissividade no vácuo, ξ o módulo do potencial zeta e η a viscosidade do meio.  

Há outras formas de se calcular o potencial zeta, considerando a influência de 

fatores diferentes dos considerados a partir da equação de Henry. Enquanto ele 

considerou a influência do tamanho da partícula, força iônica e natureza de ligantes 

quando presentes (AGNIHOTRI, S. et al., 2009, TENNYSON, L.D. et al., 2012), 

outras formas podem considerar o parâmetro de Debye-Huckel, (κ, cujo recíproco κ-1 

representa a espessura da camada difusa) bem como o raio R da partícula. No 

entanto, como Smoluchowski atribui à função de Henry um valor constante de 1.5, 

as equações apresentam o mesmo resultado como consequência de suas 

aplicações: 

 
 





5,1

Rf
         

 

 
Onde µ é a mobilidade eletroforética, ξ o módulo do potencial zeta, é a função de 

Henry, na qual κ é o parâmetro de Debye-Hückel e R o raio da partícula e η a 

viscosidade do meio.  

Como descrito na seção 2.5.2.1, o potencial zeta pode ser calculado pela equação 7:   
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Onde ε é a constante dielétrica do meio, ξ o potencial zeta , η a viscosidade do 

coloide,  κ o parâmetro de Debye-Hückel, e R o raio da partícula. 

A correlação entre força iônica do meio e espessura da camada e, 

consequentemente estabilidade coloidal se dá pela equação 8: 
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Onde o termo  representa a força iônica do meio, onde zi é a carga do íon em 

questão e , ni quantidade de íons em solução. Desse modo, aumentando-se o valor 

deste termo, ocorre um aumento do parâmetro de Debye-Hückel, diretamente 

proporcional a ele. E como a espessura da camada é o inverso desse parâmetro, ela 

diminui com o aumento da força iônica (ATKINS, 2008). Dessa forma a 

compreensão do significado físico do parâmetro de Hückel fornece um 

embasamento teórico para a correlação entre modificação da estabilidade da 

dispersão devido a mudanças no valor do pH, por exemplo.  

As análises de potencial zeta foram realizadas para amostras de todas as condições 

de capeamento que foram avaliadas no planejamento fatorial, bem como para as 

nanopartículas sintetizadas com citrato. As análises foram realizadas em triplicata 

para as partículas preparadas. Para as da condição ótima e não capeadas também 

foram realizadas em triplicata. O equipamento utilizado foi o Analisador de tamanho 

de partículas da Microtrac modelo Zetatrac NPA152. Para o teste, uma alíquota de 2 

mL da dispersão coloidal de nanopartículas são adicionados em uma cubeta de 

teflon contendo um par de eletrodos de paládio para a medida do potencial zeta. 

4.6 Caracterização das AuNPs utilizando a Espectroscopia Raman.  

A espectroscopia Raman é uma técnica útil na identificação de moléculas. Isso só é 

possível devido à especificidade na frequência vibracional de cada ligação numa 

determinada molécula. O espectro Raman consiste em um gráfico de intensidade de 

energia versus deslocamento de um pico característico da vibração. A intensidade 

pode ser tomada como arbitrária, considerando-se apenas o deslocamento caso não 

se deseje estudar os efeitos de intensificação.   

A preparação da amostra foi realizada pela centrifugação de 2 mililitros do coloide 

em um tubo eppendorf estéril de 2 mililitros à velocidade de 16873 g por 10 minutos. 

Após o procedimento foi descartado o sobrenadante e adicionada água ultrapura 

para nova etapa de centrifugação. Após nova re-suspensão em água ultrapura, uma 

gota do coloide metálico foi seca sobre a superfície de vidro e levados para análise 

em Espectroscopia Raman (ALPHA 300R Confocal Raman Spectrometer) utilizando 

fonte de laser de 532 nm e varredura na região de 600-4000 cm-1. Foram realizadas 
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análises das AuNPs sintetizadas com citrato, do extrato de Virola oleifera e das 

nanopartículas capeadas.   

4.7 Caracterização das AuNP utilizando a Espectroscopia no                             

Infravermelho. 

Apesar de ambas as técnicas realizarem identificação de moléculas, elas são 

complementares. Isso porque os modos vibracionais ativos em uma e em outra não 

são os mesmos. Por exemplo, os estiramentos simétricos são modos vibracionais 

ativos apenas no Raman. Uma explicação para esse fato é a necessidade de um 

momento de dipolo intrínseco para a atividade no infravermelho. Nesse caso, o 

campo elétrico incidente precisa de um momento de dipolo oscilando de forma 

rítmica, com a frequência de vibração da molécula para ser acoplado. Ou seja, 

precisa encontrar um campo oscilante de mesma frequência. No caso do Raman, é 

necessária a mudança na polarizabilidade para uma molécula ter atividade. 

A espectroscopia no infravermelho tem sido utilizada para caracterizar 

nanopartículas produzidas por diversas rotas de síntese (YALLAPPA et al.,2005; N. 

PURREZA et al., 2015). O espectro infravermelho revela assinaturas vibracionais 

dos constituintes presentes no meio em que a dispersão coloidal estava inserida, ou 

seja, durante a síntese ou quando as nanopartículas são inseridas em um meio 

complexo tal como o extrato biológico, revelando proteínas e metabólitos por meio 

de grupamentos funcionais amina, álcool, cetonas, aldeídos, e ácidos carboxílicos. 

Dessa forma essa técnica permite a detecção de grupamentos funcionais e 

moléculas adsorvidas à superfície das nanopartículas, bem como o monitoramento 

da superfície química. 

Com o objetivo de confirmar a adsorção dos constituintes do extrato e a presença do 

citrato na superfície das AuNPs as medidas de Espectroscopia de Infravermelho 

foram realizadas no modo FT-IR (FT-MIR FTLA 2000 Bomem) do Laboratório de 

Instrumentação do LabPetro da UFES. Para esta análise as amostras foram 

preparadas a partir de centrifugação de 2 mililitros do coloide em um tubo eppendorf 

estéril de 2 mililitros à velocidade de 16.873 g por 10 minutos. Após o procedimento 

foi descartado a sobrenadante e adicionada água ultrapura para nova etapa de 

centrifugação. Foram realizadas análises das AuNPs sintetizadas com citrato, do 



39 
 

extrato de Virola oleifera e das nanopartículas capeadas (0,1 mg/mL e pH 4) após 

secagem em um recipiente fechado e ao abrigo de luz e calor, com sílica. A 

transmitância/absorbância foi mensurada nas frequências vibracionais entre 4.000 

cm-1 a 600 cm-1.        

4.8 Análise de atividade antioxidante  

4.8.1 Análise de atividade antioxidante pelo método DPPH  

A atividade antioxidante das AuNPs sintetizadas com citrato de sódio (controle) e 

das capeadas da formulação otimizada foi determinada através do método do 

sequestro do radical livre 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) segundo Scherer e 

Godoy (2009) modificado, no qual foram utilizadas 20 µL de uma solução etanólica 

do extrato de Virola oleifera,  AuNPs sintetizadas com citrato de sódio (controle), das 

capeadas da formulação otimizada e trolox (controle positivo) e 280 µL de uma 

solução etanólica de DPPH 40 µg/mL. Todos os testes foram realizados em 

triplicata. As microplacas foram mantidas no escuro, em temperatura ambiente (25 ° 

C) por 90 min, e após esse período, a absorbância foi medida a 517 nm. A atividade 

de eliminação dos radicais foi calculada conforme a equação 9:  

Abs
AbsAbs

0

01
100)x  - (

% I   

 Onde a absorbância Abs0 é a do branco e Abs1 é a absorbância do teste. 

 4.8.2 Análise de atividade antioxidante pelo método FRAP 

O segundo método utilizado para determinar a atividade antioxidante das amostras. 

AuNPs sintetizadas com citrato de sódio (controle) e das capeadas da formulação 

otimizada foi o método FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) de acordo com 

BENZIE et al. (1996), modificado. Para o preparo do reagente FRAP foram 

misturados 25 mL da solução de acetato de sódio tri hidratado (0, 3M; pH 3.6) + 2,5 

mL da solução de TPTZ (2,4,6-Ris (2-piridil) -s-Triazine (10 mM/L) em HCl 40 mM + 

2,5 mL da solução aquosa de cloreto férrico (20 mM), totalizando 30 mL de solução 

FRAP, que foi utilizada imediatamente após a sua preparação. Uma alíquota de 30 

µL das soluções dos testes foi adicionada juntamente com 270 µL do reagente 

Eq. 9 
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FRAP. No branco foram adicionados 30 μL de etanol e 270 µL do reagente FRAP. 

Após 5 minutos de reação, a leitura foi realizada em 595 nm, utilizando leitora de 

microplacas. A atividade antioxidante foi calculada da seguinte forma:  

Abs
AbsAbs

0

01
100)x  - (

% I   

Onde a absorbância Abs0 é a do branco e Abs1 é a absorbância na presença das 

amostras em diferentes concentrações. 

 4.9 Ensaio de citotoxicidade  

 

Para se avaliar os efeitos citotóxicos das AuNPs capeadas, foram realizados testes in 

vitro utilizando a linhagem celular J774A.1. Foi colocado 100µL de células, com a 

concentração de 5x104 células/mL por poço, em uma placa de 96 poços. As células 

foram colocadas nos poços um dia anterior, para que as mesmas pudessem aderir,  

nas respectivas concentrações dos testes de viabilidade com células da linhagem 

J774A 1. 

Após a incubação por 48 horas, a viabilidade celular foi verificada através do corante 

alamarBlue®. As amostras foram lidas no aparelho espectrofotômetro Varioskan® 

Flash, com os mesmos parâmetros utilizados nas leituras de viabilidade de 

promastigotas. 

Os dados foram analisados através do programa Microsoft® Excel®, através da 

Equação 9: 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO   

5.1 Síntese e caracterização de AuNPs 

As AuNPs foram sintetizadas segundo a metodologia descrita na seção 4.1. Como 

primeiro passo da caracterização, realizou-se análise de espectroscopia no UV-

Visível, para o monitoramento do comportamento óptico da dispersão. Nessa 

análise, foi confirmada a formação de AuNPs de tamanho em torno 20 nm, pelo pico 

de RPSL em 522 nm, característico de AuNPs esféricas com esse diâmetro, 

conforme descrito na literatura (EUSTIS, S. et al. 2006).  Além disso, a dispersão 

apresentou-se monodispersa pelo fato da banda de plasmon ter se apresentado 

bastante estreita. E por não haver nenhuma banda após 600 nm, pressupõem-se 

não haver agregação significativa entre as moléculas da dispersão coloidal.  

A técnica de difração de raios-x caracteriza a amostra por meio de análise 

elementar. Como a estrutura cristalina apresenta um parâmetro de rede, ou seja, 

distância característica entre os centros espalhadores podemos encontrar seus 

ângulos específicos de difração. Por meio do cálculo da intensidade relativa de cada 

pico, frente ao de maior intensidade, pode-se buscar a estrutura a partir do banco de 

dados disponibilizado pela ICDD (International Center of Diffraction Data). E pelo 

fato de tais parâmetros estarem catalogados, podemos então identificar a estrutura 

cristalina da AuNP, cuja identificação é feita pelos valores de 2 (SCHEFFER, 

2014).  

O difratograma de raios-x apresentou cinco picos: a 38,17°; 44,29°; 64,86° e 77,88° 

e 81,65° na região 2θ que estão relacionados, respectivamente, aos seguintes 

planos cristalográficos (111), (200), (220), (311) e (222), como pode ser visto na 

figura 6B. Isso confirma a estrutura cristalina cúbica de face centrada das AuNPs 

sintetizadas com citrato de utilizadas para o capeamento.  

Por meio das imagens de microscopia eletrônica de transmissão, foi possível 

determinar por meio do software Image J o diâmetro médio das partículas. A curva 

de distribuição Gaussiana mostra um desvio padrão de 14,92 ± 2,12 nm, conforme 

pode ser observado no histograma da figura 6 C. A razão de aspecto é um 

parâmetro que fornece uma medida da esfericidade das nanopartículas e apresenta 

importância em aplicações biológicas, como na penetração de nanopartículas em 
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tecidos (AGARWAL, R. et al., 2015; KERSEY, F. R., 2012). Avaliando-se então este 

parâmetro, foi possível confirmar a esfericidade de tais partículas por meio do 

cálculo da razão de aspecto, utilizando-se 1000 partículas para o cálculo. Como a 

medida que o valor de tal parâmetro se aproxima da unidade, a esfericidade da 

partícula aumenta, e o valor obtido foi de 0,9369 ± 0,0666 nm, confirmou-se a 

esfericidade de tais partículas quantitativamente.  

Tal esfericidade também pode ser determinada qualitativamente, pelas imagens de 

microscopia eletrônica de transmissão (Figuras 6D, 6E e 6F). Essas imagens 

também confirmaram monodispersividade e homogeneidade na distribuição de 

tamanho de partículas, confirmada estatisticamente.  

 

  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6. Espectro de UV-Visível (A), Difratograma de raios-x (B), histograma de distribuição de 
tamanho (C) valor da razão de aspecto e imagens de microscopia eletrônica de transmissão das 
AuNPs sintetizadas com citrato (D, E e F). 

 

 

5.2 Avaliação do capeamento com Virola oleifera  

Como descrito na metodologia, as nanopartículas foram sintetizadas com citrato, a 

partir do resultado de um estudo prévio do grupo para otimização da síntese 

(OLIVEIRA, 2017). Como a mudança no pH da dispersão pode promover 

modificações por si só na banda de RPSL por mudança no índice de refração do 
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meio, fez-se necessário tomar o espectro de absorção das AuNPs sintetizadas com 

citrato, como parâmetro para avaliação da quantidade de Virola adsorvida.  

 

Previamente, foi realizado um estudo para obtenção de uma curva padrão, a fim de 

se obter uma equação para correlação entre os valores de concentração e absorção 

de Virola. Isso foi possível pelo fato de seu pico característico de absorbância 

ocorrer em 280 nm, como pode ser visto na Figura 7: 
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Figura 7. Espectros de absorbância de diferentes concentrações de extrato de 
Virola oleifera em mg/mL. 
 
Portanto, foram escolhidos os valores de concentração de 0,1, 0,2 e 0,3 mg/mL para 

o capeamento das nanopartículas previamente sintetizadas, seguindo o intervalo de 

concentrações utilizado anteriormente em estudo de síntese de AuNPs com Virola 

oleifera (MILANEZE, 2015). Uma observação importante é que, os valores de 

concentração são os finais, após a adição do extrato ao coloide de AuNPs 

sintetizadas com citrato, a partir de uma solução de extrato de 1,0 mg/mL.  

Após o estabelecimento do intervalo de concentração, foi realizada uma análise do 

tempo ótimo, considerando-se como ótimo aquele em que, não haveria mudanças 
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expressivas na concentração de Virola adsorvida. Para isso, foram realizadas 

retiradas de alíquotas de 5 em 5 minutos, durante o tempo de 1 h e agitação 

constante de 200 rpm, para a concentração média de 0,2 mg/mL de extrato. O 

experimento foi realizado em triplicata e, foi analisada a absorbância do 

sobrenadante a 280 nm, após centrifugação a 16873 g por 10 minutos, condição 

avaliada anteriormente em pesquisas do grupo, mostrando sedimentação total das 

AuNPs sintetizadas com citrato. A análise dos resultados mostrou que, até 5 

minutos, a concentração de Virola no sobrenadante caiu linearmente, atingindo 60 % 

da absorbância, conforme a figura 8 A, estabilizando-se após esse período. Isso 

indica que após esse tempo, não houve acréscimo na quantidade de Virola 

adsorvida à superfície. 

Outro ponto importante foi a realização da triagem do melhor intervalo de pH para a 

adsorção. Para isso, a absorbância do sobrenadante a 280 nm foi analisada, 

considerando-se o tempo de 5 minutos, a concentração de 0,2 mg/mL e os valores 

de pH de 3,0; 5,0; 7,0; 9,0 e 11,0. Já que a concentração de Virola não passou de 

0,02 mg/mL (Fig. 8 B), os resultados mostraram que para os valores de pH mais 

ácidos, entre 3 e 5, a concentração de Virola no meio foi mínima, enquanto que para 

valores de pH acima de 5, praticamente todo extrato adicionado permaneceu no 

meio. Uma possível justificativa é o fato de que com o aumento do pH, aumenta a 

quantidade de flavonoides desprotonados. E, uma vez que a superfície da partícula 

está carregada negativamente, a repulsão eletrostática impede a adsorção desses 

flavonoides à superfície das partículas. Os melhores resultados de capeamento 

estão relacionados com o pKa de boa parte dos constituintes orgânicos do extrato, 

correspondentes aos grupamentos ácido carboxílico (COOH), conforme Tabela 3. 
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Figura 8. Determinação do tempo ótimo para o capeamento (A) e triagem dos valores de pH com 
base no aumento da adsorção de extrato (B). 
 
 
 
Tabela3. Valores de pKa dos flavonoides em maior quantidade na resina de Virola oleífera.  

Flavonoide  Estrutura pKa Referência  

Ácido gálico  

 

 

 

4.40 

 

PATTY, F. 1963. 

Ácido 

ferúlico 
 

pKa = 4.42 (hydroxy) 
(est)  pKa = 4.58 

SPARC, 2008;  

Serjeant EP; Dempsey B, 
1979. 

Quercetina  

 

 

pKa1 = 7.17 pKa2 = 
8.26  pKa3 = 10.13  
pKa4 = 12.30 pKa5 = 
13.11 (est) 

(Fenol) 

SPARC, 2006; SPARC, 2008.  

Epicatequina 

 

3 (Fortemente ácido) 

9 (Fortemente básico) 

http://foodb.ca/compounds/FD
B002576 

 

5.3 Espectroscopia no UV-visível 

De posse dos dados resultantes da triagem do pH, concentração e determinação do 

tempo ótimo, foi realizado um planejamento fatorial 32 com três pontos centrais, para 

avaliação da condição que resultaria em maior concentração de partículas após o 
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processo de centrifugação para remoção do excesso de extrato. Como se verifica na 

Tabela 4, as variáveis estudadas foram pH e concentração do extrato, sendo a área 

sob o pico de RPSL e o valor da absorbância máxima as propriedades monitoradas. 

Essa tabela apresenta os valores de área e absorbância máxima dos espectros de 

UV-visível obtidos para cada uma das condições de capeamento. Optou-se por 

trabalhar apenas em temperatura ambiente de 25 °C, a fim de evitar uma possível 

degradação dos constituintes do extrato. 

 

Tabela 4. Área – absorbância máxima dos espectros de Virola para os experimentos do planejamento 
fatorial 3

2
. 

   Condições 
 Experimentais 

      Variáveis  
      Resposta 

Conc. (mg.mL
-1

) pH   Área Abs. Máx. 

0,1 (-)  3 (-)  1,83739 0,1345 

0,1 (-)  4 (0)  8,03915 0,35704 

0,1 (-)  5 (+)  5,37726 0,26965 

0,2 (0)          3 (-)  0,71614 0,1003 

0,2 (0)  4 (0)  5,32841 0,26871 

0,2 (0)  5 (+)  3,55089 0,19572 

0,3 (+)  3 (-)  1,84977 0,14505 

0,3 (+)  4 (0)  4,96933 0,26871 

0,3 (+)  5 (+)  3,2376 0,20181 

0,2 (0)  4 (0)  6,17139 0,29701 

0,2 (0)  4 (0)  7,09074 0,32472 

 

Para verificar a influência das variáveis apresentadas na Tabela 2, a análise de 

variância (ANOVA) foi realizada e os resultados são apresentados nas Tabelas 5 e 

6, para as variáveis área e absorbância máxima, respectivamente. Pode-se verificar 

que a 95% de confiança somente a variável pH foi significativa para ambas.  

 

Tabela 5. ANOVA para a variável Absorbância Máxima da dispersão de AuNPs capeadas utilizando 
planejamento fatorial 3

2
. 

Variáveis SS DF MSQ F P 

(1) Concentração L+Q 0,005596 2 0,002798 3,61269 0,093375 

(2) pH L+Q 0,060851 2 0,030425 39,28746 0,000357 

       Error 0,004647 6 0,000774   
       Total SS 0,069199 10    

As variáveis significativas são apresentadas em negrito; SS – Soma dos quadrados; DF – Grau de 
Liberdade; MSQ – Quadrados das Médias; F – Teste F; P – Valor de p, L+Q – Soma quadrática em 
torno da média (soma quadrática devido à regressão linear + soma quadrática residual, 
respectivamente). 
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Tabela 6. ANOVA para a variável área da dispersão de AuNPs capeadas utilizando planejamento 
fatorial 3

2
. 

Variáveis SS DF MSQ F P 

(3) Concentração L+Q 5,54381 2 2,77191 3,82026 0,085106 

(4) pH L+Q 45,27602 2 22,63801 31,19987 0,000675 

       Error 4,35348 6 0,72558   
       Total SS 54,47117 10    

 As variáveis significativas são apresentadas em negrito; SS – Soma dos quadrados; DF – Grau de 

Liberdade; MSQ – Quadrados das Médias; F – Teste F; P – Valor de p. L+Q – Soma quadrática em 

torno da média (soma quadrática devido à regressão linear + soma quadrática residual, 
respectivamente). 
 

O cálculo da concentração de AuNPs resultante da síntese com citrato foi realizado 

seguindo a metodologia de Haiss e colaboradores (2007), utilizando os dados de 

absorbância no UV-visível. Como resultado, obtivemos a concentração de 26,63 

mg/mL, condizente com os dados obtidos anteriormente para a mesma síntese em 

estudos prévios do grupo de pesquisa, por meio da técnica de ICP-MS (OLIVEIRA, 

2017).      

Por meio do diagrama de pareto (Figuras 9 A e 9C) é possível ver que, tanto para a 

variável área quanto para absorbância máxima, apenas o pH foi significativo. E 

como pode ser observado por meio do gráfico de superfície que representa a 

interação entre as variáveis, a maior área e a maior absorbância máxima foram 

encontradas para a concentração de 0,1 mg/mL e para o pH 4. O resultado do 

fatorial mostrou que o aumento do pH causa um aumento na área e também na 

intensidade de absorbância máxima. 
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Figura 9. Gráficos de superfície resposta (área sob o pico de RPSL  e absorbância máxima) 
apresentando interação entre as variáveis pH e concentração final de extrato. O diagrama de pareto 
para a variável área (A), mostra que apenas o pH foi significativo. Isso também pode ser visto no 
diagrama de pareto para a absorbância máxima (B). E os gráficos de superfície mostram que a maior 
absorbância máxima (Figura D) e a maior área sob o pico de LSPR se deram para 0,1 mg/mL e pH 4.  

 

Analisando-se ainda as contribuições individuais das variáveis avaliadas para os 

fatores pH e concentração, observa-se que os maiores valores da área e da 

absorbância máxima ocorreram para as concentrações de 0,1 mg/mL e pH 4, como 

pode ser visto na Figura 10: 

 
Figura 10. Contribuição individual do pH e da concentração nos parâmetros área sob o pico de RPSL 
e absorbância máxima.  
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Os espectros de absorção das nanopartículas de ouro capeadas com Virola oleifera 

apresentaram deslocamentos em relação ao pico de absorção de 522 nm, 

característico das AuNPs não capeadas, como pode ser visto na figura 11. Assim, 

com pico de absorção entre 533 e 540 nm, pode-se inferir a adsorção da Virola 

oleifera sobre a superfície das AuNPs sintetizadas com citrato de sódio (AYAZ 

AHMED et al., 2014). 
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Figura 11. Espectros de RPSL obtidos para os experimentos do planejamento fatorial (A). Efeito do 
pH sobre o deslocamento do comprimento de onda máximo dos espectros de RPSL (B, C e D). 

  
Para o pH 3, observa-se um deslocamento de banda bastante expressivo para todas 

as concentrações (Figura 11 B). No entanto, para pH 4 e 5, o deslocamento de 

banda apresenta-se discreto (Figura 11 C e D, respectivamente). Isso pode indicar 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

A 

C D B 
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uma instabilidade maior das suspensões a pH 3 em quaisquer concentrações 

utilizadas. A absorbância também diminui de forma bastante expressiva para esse 

valor de pH, assim como há um alargamento de banda, que é característico de 

agregação. Isso pode indicar uma maior instabilidade da dispersão no pH 3, 

condição sob a qual visualmente foi possível observar tendência à agregação.  

 

5.4 Estudo da estabilidade da melhor condição  

 

          5.4.1 Análise de espectroscopia no UV-visível 

 

Foi observada a ocorrência de deslocamentos de banda mais intensos com a 

alteração da concentração de eletrólitos no meio do que com a mudança de pH. O 

abaixamento da absorbância e o deslocamento de banda mostram uma progressão 

do nível de agregação com o aumento da concentração de NaCl, como pode ser 

visto na figura 12:  

 

 

 
Figura 12: Espectro de absorção mostrando o coloide de AuNPs capeadas com Virola oleifera da 
formulação otimizada, em diferentes concentrações de NaCl 0,25; 0,50; 1,0; 5,0 e 10,0 mM) e em 
diferentes faixas de pH (3,0; 5,0; 7,0; 9,0; 11,0) e o controle (sem alteração no pH do meio).  
 
 

5.4.2 Análise de Potencial zeta    

Como a solução de Virola normalmente apresenta pH em torno de 5,0 a adição de 

ácido promove aumento da força iônica do meio. E com esse aumento da força 

iônica, a espessura da camada difusa (inverso do valor do parâmetro de Debye-

Comprimento de onda (nm) Comprimento de onda (nm) 
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Hückel), também diminui, reduzindo assim a intensidade da repulsão que se 

contrapunha às forças atrativas impedindo a agregação. Desse modo, a redução do 

pH do extrato reduz a estabilidade dessa dispersão coloidal.  Pode-se observar 

também que o potencial zeta torna-se menos negativo que o das AuNPs sintetizadas 

com citrato e não capeadas, para todas as condições estudadas, como pode ser 

visto na figura 13. Essa modificação do potencial zeta para negativo com a redução 

do pH poderia ser justificada pela ocorrência de protonação dos grupos hidroxila dos 

flavonoides da Virola de forma intensa o suficiente para provocar uma repulsão 

eletromagnética molecular a ponto de dificultar a aproximação dos flavonoides da 

partícula.  

Pode-se observar também que, com o aumento da concentração de Virola, o 

potencial zeta apresentou redução de seu módulo para todos os valores de pH. O 

aumento da concentração de Virola, e por consequência, o aumento da espessura 

do revestimento da AuNP favoreceu a redução do módulo do potencial zeta, uma 

vez que a carga líquida resultante se torna menos negativa à medida que 

flavonoides são adsorvidos. Pode-se observar que, em relação ao pH, há uma 

relação entre o intervalo de maior redução do potencial zeta e os valores de pKa de 

diversos grupamentos funcionais dos flavonoides presentes no extrato.   

 
Figura 13. Tendência dos valores de potencial zeta em função do pH e da concentração de extrato 
final na dispersão coloidal. 
 

Os valores de potencial zeta da formulação otimizada a partir do planejamento 

fatorial, de 0,1 mg/mL e pH 4 e do citrato, apresentaram magnitudes semelhantes. 

No entanto, o potencial zeta do citrato apresentou-se negativo. Isso era esperado 

em virtude da densidade de carga negativa devido às moléculas de citrato 

desprotonadas e adsorvidas à sua superfície. Já o da formulação otimizada 
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apresentou-se positivo, como pode ser visto na figura 14. Uma explicação para o 

valor positivo do potencial zeta das partículas protonadas é a adsorção de 

biomoléculas protonadas.  

Essa redução da negatividade do potencial zeta também foi observada por 

Chakraborti e colaboradores (2013), num estudo de capeamento de AuNPs com 

quercetina, após síntese com citrato.  

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 14. Potencial zeta da dispersão da condição ótima de capeamento (0,1 mg/mL e pH 4), 
determinada a partir do planejamento fatorial e da dispersão de AuNPs sintetizadas com citrato.  

 

Para verificação da estabilidade de AuNPs variou-se a concentração de NaCl e 

verificando modificações no potencial zeta bem como na distribuição de tamanho 

das partículas. Pode-se observar na figura 15 que o potencial zeta apresentou 

redução com o aumento da concentração de NaCl sendo monitorado o diâmetro 

médio das mesmas aumentou. Isso mostra que os dados apresentam concordância 

entre si, pois o aumento do diâmetro é indicativo de redução da estabilidade, 

conforme apresentando na Figura 15, pela redução do potencial zeta. Tais dados 

concordam com os ensaios feitos nas mesmas condições em análise de UV-vis.  

 

 

 



 

 

 

 

 

Figura 15: ​Avaliação da variação do potencial zeta e do diâmetro médio das AuNPs capeadas com                
Virola oleifera (0,1 mg/mL e pH 4) com a variação da concentração de NaCl (0,25; 0,50; 1,00; 5,00 e                   
10,00​ ​mM).  
 
Já em relação à variação de pH, os mais alcalinos resultaram em tamanhos médios              

de partícula muito menores, indicando maior estabilidade por levarem a menor           

agregação das partículas. O potencial zeta apresentou aumento com o aumento do            

pH, o que condiz com aumento do diâmetro médio resultante desse aumento, como             

mostra​ ​a​ ​figura​ ​16: 

 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
Figura 16: ​Avaliação da variação do potencial zeta e do diâmetro médio das AuNPs capeadas com                
Virola​ ​oleifera​​ ​(0,1​ ​mg/mL​ ​e​ ​pH​ ​4)​ ​com​ ​a​ ​variação​ ​do​ ​pH​ ​(3,0;​ ​5,0;​ ​7,0;​ ​9,0​ ​e​ ​11,0).  
  

5.5 Identificação dos grupamentos adsorvidos à superfície das AuNPs         
capeadas 

5.5.1 ​ ​Espectroscopia​ ​no​ ​infravermelho 

A confirmação da adsorção de uma biomolécula à superfície da nanopartícula é            

obtida ​ ​por​ ​análises​ ​de​ ​FTIR​ ​e​ ​Raman. 
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A figura 17 mostra os espectros do extrato de Virola, bem como das partículas 

capeadas e não-capeadas: 
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Figura 17. Comparação entre os espectros de FTIR das AuNPs sintetizadas com citrato, da Virola 
oleifera e das AuNPs capeadas. 

 
No espectro das AuNPs capeadas os picos de 2918 cm-1 e 2862 cm-1 

(correspondentes aos picos 2953 cm-1 e 2862 cm-1 das AuNPs sintetizadas com 

citrato após deslocamento, respectivamente), são característicos de estiramento de 

ligações C-H de alcanos (SILVERSTEIN, 2007). A similaridade no perfil do espectro 

indica a presença de polifenóis, pois a banda 1517 cm-1 confirma a presença de 

estruturas aromáricas C=C (LOPES; FASCIO, 2004). A presença de grupos hidroxila 

(a banda em 1611 cm-1, característica de flexão do grupo hidroxila ROEGES, 1994; 

VIEN, Lin D et al., 1991) indicando a presença de grupos quelados das biomoléculas 

presentes no extrato de Virola oleifera são responsáveis pela redução e 

estabilização de nanopartículas de ouro. A banda em 1096 cm-1 relaciona-se com o 

grupamento éster (ALBUQUERQUE et al., 2003; MUTHUVEL et al., 2014). 

Além disso, existe uma ligeira alteração na posição da banda de vários grupos 

funcionais no espectro das nanopartículas de ouro sintetizadas e estabilizadas com 

extrato que indica a presença de algumas proteínas e seus metabólitos, tais como 
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terpenóides (MORAES, 2008). A adsorção na superfície das nanopartículas de metal 

é uma característica das flavanonas e terpenóides que possivelmente podem ser 

capazes de interagir através de grupos carbonila, na ausência de outros agentes de 

ligação fortes em concentração suficiente. É também possível que os terpenóides 

desempenham um papel na redução de íons metálicos, por oxidação de grupos 

aldeídos em moléculas de ácidos carboxílicos (IRAVANI, 2011; MITTAL et al., 2013; 

BÔA et al., 2015; ISLAM et al., 2015). 

A presença de estruturas aromáticas pode ser confirmada pela banda observada a 

1516 cm-1, situada entre 1400-1600 cm-1, e característica de ligações C=C 

(SILVERSTEIN, 2007). Isso reafirma a presença do extrato de Virola oleifera, pela 

presença de anéis aromáticos em estruturas como a da molécula de quercetina, 

constituinte majoritário no extrato, em caracterização realizada no estudo prévio. E 

os picos de 1096,57 cm-1 e 1048,73 (correspondentes aos picos 1097,31 cm-1 e 

1042,23 cm-1 do extrato de Virola) correspondem ao estiramento vibracional de 

éster, que apresentam como característica o aparecimento de duas ou mais bandas, 

entre as frequências de 1000-1300 cm-1 (SILVERSTEIN, 2007). 

 5.5.2 Espectroscopia Raman 

Quando um fóton de radiação eletromagnética incide sobre a molécula, pode ser 

espalhado com energia maior, menor ou igual à sua de origem. Isso significa que, 

sua energia posterior dependerá do estado energético da molécula no instante da 

colisão. Estando a molécula excitada, o fóton éespalhado com energia maior  

caracteriza um deslocamento Anti-Stokes. O oposto corre no deslocamento Stokes, 

onde o espalhamento ocorre com a diminuição de energia, menos frequente que os 

espalhamentos Rayleigh.   

Comparando-se os espectros Raman para o extrato e AuNPs capeadas com Virola 

oleifera, observamos a existência de dois picos, um situado em 664,57 cm-1 e o 

outro a 1575,96 cm-1, como pode ser visto na Figura 18.  A intensificação da 

intensidade dos picos nas AuNPs capeadas, indica a adsorção do extrato de Virola à 

superfície das AuNPs sintetizadas com citrato, pelo efeito de intensificação de 

superfície, SERS. A banda localizada em 1109 cm-1 é indicativa de estiramento de 

uma ligação C-OH, presente na molécula de citrato. Portanto, a redução na 
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intensidade dessa banda no espectro das AuNPs capeadas pode ser indicativa de 

deslocamento do citrato pelo extrato de Virola ou da adsorção da Virola sobre as 

moléculas de citrato adsorvidas à superfície das AuNPs.  
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Figura 18. Comparação entre os espectros Raman das AuNPs capeadas, AuNPs sintetizadas com 
citrato de sódio e extrato de Virola oleifera. 
 
 

 5.6 Microscopia eletrônica de transmissão 

A microscopia eletrônica de transmissão é uma técnica cuja importância reside na 

determinação do diâmetro das nanopartículas e também de sua forma. As imagens 

mostradas na figura 19 são da condição ótima determinada a partir do resultado do 

planejamento fatorial (0,1 mg/mL e pH 4) e das nanopartículas sintetizadas com 

citrato. É possível visualizar o extrato no entorno das partículas, como resultado da 

contrastação prévia com acetato de uranila. Esse procedimento foi realizado com o 

intuito de comprovar visualmente a adsorção do extrato. Já a imagem 20 compara 

as AuNPs capeadas e não capeadas.  
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Figura 19. Nanopartículas capeadas contrastadas com acetato de uranila para visualização da parte 
orgânica (extrato de Virola), com magnificação de 200.000x (a) e 800.000x (b, c e d).  

 
 
 
 
 
 



58 
 

 
Figura 20. AuNPs sintetizadas com citrato (A) e capeadas com Virola oleifera da condição       
ótima, 0,1 mg/mL (magnificação de 500.000x) (B e C) e 200.000x, D. Abaixo imagens obtidas 
após contrastação do material com acetato de uranila, sendo possível observar a presença do 
extrato no entorno das partículas.  
 

 
 5.7 Espalhamento de luz dinâmico (DLS). 
 

Por meio da correlação entre intensidade do espalhamento de luz e tamanho de 

partículas, o DLS fornece informações também a respeito da distribuição de 

tamanho das mesmas. No caso de nanopartículas capeadas, a diferença entre o 

diâmetro médio obtido por microscopia eletrônica de transmissão (14 ± 2,12 nm) e 

por DLS (em torno de 100 nm) leva à confirmação da adsorção, visto as diferenças 

devido ao raio hidrodinâmico, como pode ser visto no gráfico da Figura 21: 

A B 

C D 
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Figura 21: Gráficos de DLS para AuNPs capeadas com Virola oleifera (0,1 mg/mL e pH 4). 

 
 
Foi observado que a maior parte das AuNPs capeadas apresentou diâmetros de 

cerca de 100 nm de diâmetro, com padrão de distribuição normal. A diferença entre  

os diâmetros observados majoritariamente para as AuNPs por microscopia 

eletrônica de transmissão e os obtidos por DLS se deve ao raio hidrodinâmico das 

partículas.  Esse é um indicativo importante da adsorção dos flavonoides e demais 

constituintes do extrato à superfície das AuNPs (WANG et al., 2007; 

CHAKRABORTI, 2013). Além disso, o pico adicional em torno de 1000 nm sugere a 

formação de pequenos agregados pela interação entre as moléculas do substrato 

que estariam adsorvidas à superfície das AuNPs. 

Os resultados da análise de DLS para as demais condições mostrou maiores 

diâmetros para o pH 3, para o qual as análises de UV-visível e potencial zeta 

indicavam maior instabilidade coloidal e, portanto, maior tendência à agregação, 

conforme a Figura 22: 
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Figura 22. Gráficos de DLS para todas as condições avaliadas no planejamento fatorial.    

 

 

 5.8 Atividade antioxidante  

 

Os resultados mostram intensificação da atividade antioxidante da resina de Virola 

oleifera, apresentando grande atividade a ponto de assemelhar-se ao observado 

pelo padrão Trolox ®. A amplificação da atividade antioxidante de biomoléculas por 

adsorção à superfície de AuNPs foi constatada em alguns estudos (NIE et al., 2007; 

KRISHNAIAH et al., 2015). Tal fato pode estar diretamente relacionado a 

modificações na densidade eletrônica das moléculas pela interação, seja covalente 

ou eletrostática com a nanopartícula metálica (NIE et al., 2007).  

 

A Figura 23 ilustra a relação de inibição dos radicais por concentração de 

nanopartícula ou resina de Virola oleifera. Com o aumento na concentração observa-

se aumento na atividade antioxidante. Após o capeamento o material vegetal 

apresentou aumento de sua atividade antioxidante (AA%), apresentando atividade 

antioxidante maior que as AuNPs não capeadas e do que o controle positivo, trolox. 

 0,1 mg/mL 0,2 mg/mL 0,3 mg/mL 
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Isso foi observado tanto para os ensaios de DPPH quanto para o de FRAP.  

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 23. Atividade Antioxidante (AA%) das AuNP's sintetizadas com resina de Virola oleifera em 
comparação ao material vegetal puro. Ensaio de DPPH e FRAP. 

 

 

 5.9 Atividade citotóxica  

 

Os efeitos citotóxicos das AuNPs sintetizadas com citrato e as capeadas foram 

comparados por meio de um ensaio de toxicidade in vitro, utilizando a linhagem 

celular manner: J774A.1 (ATCC® TIB­67TM). Essa linhagem de células é 

proveniente de sarcoma de camundongo, sendo de macrófagos de fêmeas.  

 

Após incubação por 48 h, observou-se que, apesar da baixa toxicidade de ambas, 

as AuNPs capeadas mostraram uma maior toxicidade sobre as células utilizadas, 

como mostra o gráfico da figura 24, que mostra essa tendência. Visto que tais 

células são originadas de sarcoma de camundongos, e que a atividade antioxidante 

das AuNPs capeadas se apresentou consideravelmente maior que a das AuNPs não 

capeadas, pode-se esperar uma possível atividade anticancerígena das AuNPs 

capeadas e atribuir tal atividade à sua maior atividade antioxidante, conforme a 

figura 23.  
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Figura 24. Comparação entre os resultados do ensaio de citotoxicidade para as AuNPs capeadas e 
não-capeadas com Virola oleífera.  

 

O aumento da toxicidade pode ser devido a densidade de carga superficial positiva 

das AuNPs capeadas, pois conforme alguns estudos sugerem, a densidade de 

carga positiva favorece a internalização das partículas pelas células (TATUR et al., 

2013; PAN et al., 2007).  
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         6 CONCLUSÃO 

 

 

A formulação otimizada de AuNPs capeadas com Virola oleifera obtida pelo 

planejamento fatorial 32 apresentou partículas monodispersas e com relativa 

estabilidade, comprovada por potencial zeta. Além disso, foi possível comprovar a 

adsorção do extrato de Virola à superfície das AuNPs por meio das imagens de 

microscopia eletrônica de transmissão bem como pelas bandas características 

encontradas nos espectros de infravermelho (FTIR) e Raman. Outro dado 

importante para confirmação da adsorção foi o deslocamento de banda no espectro 

de absorção em relação ao controle, AuNPs sintetizadas com citrato de sódio. As 

nanopartículas de ouro sintetizadas com citrato apresentaram uniformidade de 

tamanho e forma, com esfericidade comprovada pelo cálculo da razão de aspecto, 

de 0,9369. O planejamento fatorial permitiu determinar a condição que apresentou 

maior concentração de partículas, sendo obtida com concentração final de 0,1 

mg/mL de Virola oleifera, e pH 4. O planejamento fatorial revelou que o pH foi um 

parâmetro que influenciou no capeamento das AuNPs, enquanto que o aumento da 

concentração de Virola não provocou nenhuma alteração. O resultado dos ensaios 

para verificação da atividade antioxidante mostrou um aumento expressivo desta 

propriedade com o capeamento das AuNPs. Além disso, o ensaio de atividade 

citotóxica mostrou baixa toxicidade das AuNPs capeadas.  
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     7 PERSPECTIVAS 

 

● Estudos de capeamento de AuNPs com constituintes isolados do extrato de 

Virola oleífera.  

 

● Verificação da natureza das interações existentes entre moléculas isoladas e 

as de citrato desprotonadas na superfície das AuNPs e realização de estudos 

teóricos de tais interações. 

 

● Estudo da cinética de adsorção das moléculas à superfície das AuNPs, 

considerando a influência da temperatura nesse processo. 

 

 Estudo completo da toxicidade das AuNPs capeadas com realização de 

novos ensaios de citotoxicidade, além de verificação da mesma frente a 

outras linhagens de células.  
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Estudo da funcionalização de nanopartículas de ouro com extrato de Virola oleífera  
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A Virola oleifera é uma espécie vegetal da família Myristicaceae e a resina da sua casca 

apresenta uma série de componentes fenólicos e flavonoides que possuem elevadas 

propriedades antioxidantes [1]. Em razão disso, várias pesquisas tem relatado a aplicação do 

exsudato deste vegetal em uma série de aplicações biológicas, como atividade antimicrobiana 

[2], neuroprotetora, anti- Leishmania [3], antifúngica [4], antioxidante [5], etc. A utilização de 

extratos vegetais para a redução e funcionalização de nanopartículas metálicas tem sido 

vastamente explorada, embora a grande maioria dos trabalhos não trazem protocolos 

reprodutíveis de síntese e conjugação e as discussões acerca das etapas de funcionalização são 

na maioria das vezes pouco exploradas. O objetivo deste trabalho foi determinar as condições 

ótimas de conjugação do extrato de Virola oleifera com nanopartículas de ouro sintetizadas 

pelo método de redução química tradicional com o citrato. Para determinação dessas 

condições ótimas foi realizada uma curva padrão da resina de Virola oleifera a partir dos 

valores de absorbância em 280 nm. Em seguida, os ensaios de funcionalização foram 

realizados variando as condições experimentais (tempo, concentração e pH) em função da 

quantidade remanescente de Virola oleífera avaliada pelo decaimento da absorção óptica na 

região do ultravioleta (280nm) no sobrenadante após a centrifugação (14000 rpm, 10 min). Os 

resultados apontaram que os componentes químicos do extrato de Virola oleífera foram 

adsorvidos na superfície do metal e as condições ótimas experimentais para esta 

funcionalização foram no tempo de 5 min, concentração de 0,2 mg.mL
-1

 e pH 3. As imagens 

obtidas por microscopia eletrônica de transmissão confirmaram a presença do extrato vegetal 

na superfície metálica e indicaram um certo guiamento das nanopartículas de ouro. Este fato 

pode estar relacionado a presença de ligações covalentes entre grupos químicos dos 

componentes do extrato e à superfície metálica. O presente trabalho apresenta-se como uma 

fonte potencial de informações para funcionalização de nanomateriais metálicos utilizando 

extratos vegetais, possibilitando o emprego para várias aplicações em sistemas biológicos. 
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Figura 1: Espectros de absorção na região do ultravioleta do extrato de virola oleífera em diferentes 

concentração para obtenção da curva padrão e espectro de absorção óptica das nanopartículas de ouro 

sintetizadas pelo método de redução com o citrato; à esquerda, no canto superior, curva padrão do 

extrato de virola oleifera (A); Gráfico mostrando a variação do tempo para funcionalização das 

AuNP’s (B); Gráfico mostrando a variação do pH para funcionalização das AuNP’s (C). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2:  Nanopartículas de virola sintetizadas com citrato e funcionalizadas com virola na 

concentração de 0,2 mg/mL (A e C) e pH 3 e 0,2 mg/mL de virola (B e D).  
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The greener synthesis of gold nanoparticles using plant extracts are usually non-reproducible 

[1-3]. For this reason, we choose to synthesize capped citrate gold nanoparticles using Virola 

oleifera extract. The extract, rich in phenolic and flavonoid compounds, exhibits high inherent 

antioxidant property [4, 5]. Here, we report the interaction between gold nanoparticles and 

Virola oleifera extract and the optimal capping conditions. The synthesized AuNPs were 

characterized by UV-Vis spectroscopy, transmission electron microscopy (TEM), x-ray 

diffraction (XDR), and Fourier transform infrared (FTIR) spectroscopy, RAMAN 

spectroscopy and zeta potential measurements. The best capping time was 5 minutes, because 

no significant changes were observed in absorbance of supernatant from that time before the 

nanoparticles were centrifuged at 14000 rpm for 10 minutes (Figure 1A). Subsequently, the 

optimum pH range was determined, evaluating the adsorption of Virola extract on the 

nanoparticles surfaces at pH 3, 5, 7, 9 and 11. As can be seen in Figure 1B, the adsorption was 

most intense between pH 3 and 5. Based on this information, we use a 3
2 

factorial design with 

3 levels and 2 variables (pH and extract concentration) to verify the optimal capping 

conditions.  The UV absorption spectra of each capping condition was assessed, and 0,1 

mg/mL and pH 4 shows higher concentration of nanoparticles (Figure 1C). The capping of 

flavonoids on the citrate gold nanoparticles surface was confirmed by charge inversion 

(Figure 1D). The TEM images shows the citrate gold nanoparticles with the mean size 14, 92 

± 2,12. Furthermore, the aspect ratio was 0,936 confirmed quasi spherical aspects (TEM). The 

interaction is confirmed by different biophysical techniques, such as Fourier-Transform 

InfraRed (FTIR) and RAMAN. This study indicates that gold clusters are covered by organic 

compounds present in the extract by the aromatic characteristic bands (664,57 and 1575, 96 

cm
-
1, Raman and 1516 cm

-
1, FTIR in Figure 2E)[6], as well as the TEM images (Figure 2: A, 

B, C e D). The DRX confirmed the face-centered cubic structure of citrate AuNPs (Figure 

2F). The result of this study shows the synthesis of monodisperse AuNPs, with potential 

biological activities by confirmed adsorption of flavonoids and other biocompounds. 

Furthermore, we show a reproducible and simple methodology of synthesis and capping.  
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Figure 1.  Time and pH in Virola adsorption (A and B), UV-Vis spectra of capped AuNPs 

under different conditions (C), and AuNPs and Virola capped AuNPs zeta potential (D).  

 

  
 

 

 
Figure 2.TEM images of AuNPs used to determine the monodispersity of Virola oleifera capped 

AuNPs (A, B, C and D). FTIR spectra of the citrate gold nanoparticles in blue, Virola oleifera extract 

in red and Virola oleifera capped AuNPs (0,1 mg.mL
-1  

and pH 4). Raman spectra of V. oleifera is in 

black, and the Virola oleifera capped AuNPs are in red (E), and XDR patterns confirmed the face-

centered cubic structure (F). 
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Abstract

The development of new routes and strategies for nanotechnology applications that only employ green synthesis
has inspired investigators to devise natural systems. Among these systems, the synthesis of gold nanoparticles using
plant extracts has been actively developed as an alternative, efficient, cost-effective, and environmentally safe method
for producing nanoparticles, and this approach is also suitable for large-scale synthesis. This study reports reproducible
and completely natural gold nanocrystals that were synthesized using Virola oleifera extract. V. oleifera resin is rich in
epicatechin, ferulic acid, gallic acid, and flavonoids (i.e., quercetin and eriodictyol). These gold nanoparticles play three
roles. First, these nanoparticles exhibit remarkable stability based on their zeta potential. Second, these nanoparticles
are functionalized with flavonoids, and third, an efficient, economical, and environmentally friendly mechanism can be
employed to produce green nanoparticles with organic compounds on the surface. Our model is capable of reducing
the resin of V. oleifera, which creates stability and opens a new avenue for biological applications. This method does
not require painstaking conditions or hazardous agents and is a rapid, efficient, and green approach for the fabrication
of monodisperse gold nanoparticles.

Keywords: Gold nanoparticles, Green synthesis, Virola oleifera, Flavonoids

Background
The emergence of nanotechnology has significantly ex-
panded the applications of nanoparticles by allowing intim-
ate interfaces among materials science, chemistry, physics,
and biology to better manipulate and utilize their properties
[1, 2]. Several current studies have been devoted to the
synthesis, stabilization, and functionalization of gold nano-
particles (AuNPs) [3, 4].
The interest in AuNPs is largely due to the relative

ease of their synthesis, which offers good control of their
sizes and shapes as well as their optical characteristics.
Moreover, the versatile surface chemistry of gold nano-
particles allows them to be coated with a wide range of
molecules [5, 6]. Therefore, various applications [7–12]
have been integrated into different areas to enable the
development of new manufacturing processes [13, 14].

Recently, structural studies of nanoparticles have indi-
cated that chemical synthesis can be replaced by an
environmentally friendly process using plant extracts
[15–20], in which nanoparticles that are traditionally
synthesized in a chemical process are attached to and
subsequently released from rigid delivery substrates for
biomedical applications [21, 22]. Therefore, the main
roles of the plant extract are to act as reducing and cap-
ping agents during the synthesis process [23]. Moreover,
plant extracts appear to be the best route for the large-
scale synthesis of nanoparticles. The green growth of
nanoparticles depends on many polyphenol quantities
[24]. In this study, gold nanoparticles were synthesized
using a V. oleifera extract.
V. oleifera offers numerous distinct advantages, such

as biocompatibility, non-toxicity, aqueous solubility,
and their beneficial composition that is rich in phe-
nols (i.e., ferulic and gallic acid, epicatechin, tannins,
and quercetin) [25].
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Here, we have investigated the design of a new route
for the production of gold nanoparticles using a vege-
table extract, and the AuNPs produced in this study
were distinct from those previously reported [26, 27].
Our method offers several advantages in terms of easy
scale-up, environmental friendliness, and low cost. We
believe that the broad application of this strategy will
contribute to the development of the next generation of
green nanotechnology.

Methods
Plant Material
Virola oleifera (Schott) A. C. Smith is grown in the Atlantic
forest in the southeastern region of Brazil. The plant ma-
terial was verified by D.Sc. Luciana Dias Thomaz from the
Department of Botany, Federal University of Espírito
Santo, where the voucher specimen was deposited (VIES
19648). The fluid exudate was obtained by creating a 0.5-m
incision in the tree trunk and collecting the resin in an
aseptic plastic container, and this resin was transferred to
an amber glass vial that was stored at 4 °C prior to analysis.
Then, the fluid exudate was subjected to drying at 40 °C
followed by grinding to yield 24 g of dried resin.

Experimental Design and Statistical Analysis
Two variables that influence the nanoparticle size and
concentration were evaluated in this study including the
reducing agent concentration and synthesis time. To re-
duce the number of process variables, the concentration
of the gold precursor agent was fixed. A 32 factorial design
with 3 levels and 2 variables (Table 1) was assembled to
verify its influence on the conversion of the reaction
and to determine the optimal conditions for nanoparti-
cle synthesis.
The effects of each selected variable on the nanoparti-

cle size were analyzed using STATISTICA version 10.0.
The inputs included the absorbance values of the as-
prepared samples at 530 nm, and the corresponding
diameters were calculated using a trial version of the
ImageJ software. An analysis of variance (ANOVA) of
the data was also performed, and the values were con-
sidered significant at p values <0.05. The optimal values
of the independent variables were determined using a
three-dimensional analysis of the response surface of the
independent and dependent variables.

Gold Nanoparticles Synthesis
To produce AuNPs, we performed a 32 factorial design
with 3 levels and 2 variables (Table 1) to investigate the
cause and effect relationship between the reducing agent
and the time. For the gold nanoparticle synthesis, a
2.5 × 10−4 M gold chloride solution (Sigma-Aldrich, St
Louis, MO, USA) was employed, and three percentages
of the reducing agent (V. oleifera) were added according
to the experimental plan. The plant extract was added to
the gold precursor solution. The mixture was main-
tained at room temperature (25 °C) under stirring
(200 rpm) for three time periods (Table 1) and protected
from light. The AuNP formation was observed by the
appropriate color change.

Electrochemical Measurements
The electrochemical measurements were carried out
using a Metrohm Autolab PGSTAT 128n instrument.
Three electrodes were employed. The working electrode
was Pt (0.5 cm2), a leak-free saturated Ag/AgCl/KCl
electrode was employed as the reference electrode, and
the counter electrode consisted of a Pt plate (3.0 cm2).

Characterization of Gold Nanoparticles (UV-Vis, TEM, DLS,
SEM, HR-SEM, FTIR, Raman, and X-ray)
A UV-visible spectrophotometer (UV-1800 Shimadzu,
Japan) was used to determine the surface plasmon reson-
ance absorption (SPR) by scanning from 400 to 700 nm.
For transmission electron microscopy (TEM) visualization,
AuNPs were mounted on formvar-coated 200 mesh grids
(Ted Pella Inc., USA), negatively stained using an 5 %
aqueous uranyl acetate solution (Sigma-Aldrich) and visu-
alized using a transmission electron microscope JEM-1400
(JEOL, São Paulo-SP, Brazil) at 120 kV with lab6 filament.
The particle size distribution and zeta potential were de-
termined using dynamic light scattering (DLS) technology
(NPA152 Zetatrac, Microtrac Instruments, York, USA)
combined with the interaction of random Brownian mo-
tion and the driven electric field motion of the particle
suspensions. The total mass of the recovered nanoparticles
that were obtained after the washing step was suspended
in 50 mL of deionized water and sonicated at 50 Hz for a
period of 1 min. The zeta potential values represent the
average standard deviations for three independent prepa-
rations of nanoparticles. The total AuNP concentration
was determined using ICP-MS (Perkin Elmer, Optima
7000, USA). The surface, shape, and dispersity characteris-
tics were determined by SEM (JEM 6610-LV, JEOL, São
Paulo-SP, Brazil) and HRSEM (Auriga, Zeiss, German).
The monodispersity of the AuNPs was determined based
on the aspect ratio (length to diameter, L:D) using the
ImageJ software (N = 200 nanoparticles). After the AuNP
synthesis, the samples were centrifuged at 15,000 rpm for
30 min and freeze-dried using a speed vac. A Fourier

Table 1 Experimental design

Variables Levels

Low Medium High

Volume of Virola oleifera 1 mL 2 mL 3 mL

Time of the synthesis 10 min 20 min 30 min

In this study, the following concentrations were employed: 1 g/L Virola oleifera
and 2.5 × 10−4 mol/L tetrachloroauric acid trihydrate (HAuCl4·3H2O). Ten
milliliters of a gold solution was used in all of the experiments
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transform infrared spectroscopy (FTIR) analysis was
performed in ATR mode (FT-MIR FTLA 2000 Bomem) to
investigate the interactions between the organic com-
pounds of the V. oleifera extract and the nanoparticles, and
the functionalized AuNPs were characterized by Raman
spectrometry (ALPHA 300R Confocal Raman Spectrom-
eter) in the 500–3500 cm−1 region at a laser power of
532 nm. Finally, the crystal structure was determined using
X-ray diffraction (XRD). The AuNP samples were prepared
by drop-coating the pelletized AuNPs on a glass slide and
scanning in a 2θ region from 30° to 90° at 0.01° per minute
with a time constant of 2 s using a D8 Advance (Bruker-
axs) X-ray diffractometer.

Results and Discussion
Fabrication of Colloidal Gold Nanoparticles and Effects of
Two Parameters on AuNP Formation
The influence of the volume of the V. oleifera extract
and the reaction time on the formation of AuNPs was
evaluated to determine the optimal conditions for this
synthesis. We applied a 32 factorial design that was per-
formed by varying the values of the studied parameters,
as shown in Table 1. The details of the experimental
procedures and characterizations are provided in the
“Methods” section.
A three-dimensional plot and contour map for

−log(N/N0) of the absorbance for the AuNP synthesis as
a function of time and the volume of the V. oleifera ex-
tract was obtained using response surface modeling
(RSM). The results indicated that an increase in the
volume of the V. oleifera extract caused an increase in
the absorbance value, suggesting an increase in the

number of AuNPs (Fig. 1a). However, the same influence
on the AuNP formation was not observed as the reac-
tion time increased.
The relative contributions from the concentration and

time to the AuNP growth are presented in a Pareto chart
(Fig. 1b). When we independently analyzed the variables,
only the concentration resulted in a significant effect
(value 7.916) (Fig. 1b). No significant combined effect
was observed for the preparation of the nanoparticles.
The relative importance of the independent variables
was specified by the standardized main effect of the
Pareto chart (Fig. 1b). The significance was based on
the F values and P values. A larger F value and a smaller
P value indicate a more significant variable and corre-
sponding coefficient.

Electrochemical Performance of AuNPs Versus V. oleifera
Extract
To evaluate the role of V. oleifera in the AuNP synthesis,
the electrooxidation of the V. oleifera extract was per-
formed. We compared the cyclic voltammetry of the V.
oleifera extract and the AuNPs at three different scan-
ning speeds (i.e., 10, 50, and 100 mV/s) (Fig. 2). The
current and potential reduction in the V. Oleifera system
could not be accurately determined (Fig. 2a) because it
had not been oxidized. The AuNPs that were synthe-
sized using V. oleifera (Fig. 2b) exhibited more defined
cathodic regions due to the system being previously oxi-
dized. In addition, an oxidation peak was observed in
the region close to −0.25 V.
This process may be related to the initial oxidation. To

compare V. oleifera and AuNPs, we focus on the results

Fig. 1 a Response surface curve and b standardized Pareto chart for the effect of the volume of Virola oleifera and the reaction time on the
AuNP formation. The bars that exceed the vertical line on the graph indicate that the corresponding factor terms are significant (p < 0.05)
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Fig. 2 Cyclic voltammograms of Virola oleifera (i.e., scan recorded at 10, 50, and 100 mV/s). Cyclic voltammetry of colloidal gold nanoparticles
synthesized with V. oleifera at different scan rate (10, 50, and 100 mV/s). Comparison between V. oleifera and colloidal gold nanoparticles at 100 mV/s

Fig. 3 a UV-visible spectra of gold nanoparticles (AuNPs) under different conditions. Note the plasmon peak in the inset. b–d TEM images of
AuNPs produced using 1, 2, and 3 mL of Virola oleifera, respectively, and a reaction time of 20 min. b TEM images of AuNPs produced with 1 mL
and 20 min. (The scale bars are 0.5 μm for the enlarged image, 0.2 μm for the top image, and 100 nm for the bottom image.) c TEM images of
AuNPs produced with 2 mL and 20 min. (The scale bars are 0.5 μm for the enlarged image, 0.2 μm for the top image, and 20 nm for the bottom
image.) d TEM images of AuNPs produced with 3 mL and 20 min. (The scale bars are 200 nm for the enlarged image, 100 nm for the top image,
and 50 nm for the bottom image)
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using a scan rate of 100 mV/s (Fig. 2c). Notably, the gold
system undergoes a reduction process that is much more
defined. However, the system containing only V. oleifera
does not exhibit the same characteristic due to a lack of
previous oxidation.

Characterization of Gold Nanoparticles
The transmission electron microscopy results indicate
that the Au-synthesized nanoparticles were typically
spherical in shape and monodisperse (Figs. 3b–d and 4).
To examine the growth, size, and shape of the AuNPs in
aqueous suspensions by surface plasmon resonance
(SPR), a UV-visible spectrophotometer was employed.
The UV-visible spectra of the reaction solutions exhib-
ited a characteristic surface plasmon resonance band
corresponding to the AuNPs at approximately 539 nm
under all of the conditions (Fig. 3a). The sharpness of
the UV peak also indicates that the sizes of the AuNPs
in these samples were nearly monodisperse. The size of
the nanoparticles can be monitored indirectly by the
integrated area of the suspension absorbance spectra
(AISAS) in the region where no AuNP absorbance was
observed. Because the light scattering for a nanoparticle
is proportional to the square of the particle volume, a
suspension with smaller particles scatters less light, and
its absorbance spectrum has a smaller integrated area

[28]. The AISAS increased from 49 to 55 and 58, and
the volume of the V. oleifera extract increased from 1 to
2 and 3 mL, respectively, for a reaction time of 20 min.
The same results were observed for the other reaction
times. This result indicated that an increase in the extract
volume resulted in an increase in the AuNP size, which
was most likely due to the adsorption of a greater amount
of V. oleifera on the AuNP surface, which increased the
nanoparticle size. This result was confirmed by monitor-
ing the average size of the nanoparticles using dynamic
light scattering measurements because the average size
increased from 1.1 to 43 and 73 nm when the volume
changed from 1 mL to 2 mL and 3 mL, respectively.
Gold nanoparticle properties are dependent on their

dimensions. Therefore, a monodispersity analysis is im-
portant for evaluating the nanoparticles’ synthesis and
application. The aspect ratio (D/L) was calculated. As
observed in the TEM images (Fig. 4a–d) and confirmed
by HR-SEM (Fig. 4e, f ), the resulting particles are
relatively monodisperse under these nucleation and
growth conditions.
The amount of Au present in the AuNP nanoparticle

was quantified using inductively coupled plasma mass
spectrometry (ICP-MS). The ICP-MS analysis indicated
that the total amount of AuNPs changed from 60.0 to
49.9 and 42.8 mg/L when the synthesis was performed

Fig. 4 TEM images of AuNPs used to determine the monodispersity (a–d) with the aspect ratio (AR) value inset. The scale bars represent a 200 nm
and b–d 100 nm. HR-SEM images of the AuNPs (e, f), and the scale bars represent 200 nm
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with 1, 2, and 3 mL of the V. oleifera extract, respectively.
The adsorption of a larger amount of V. oleifera extract
on the nanoparticle surface may limit the increase in the
amount of Au in the nanoparticle.
The colloidal stability of the AuNPs was initially con-

firmed by measuring the zeta potential to estimate the
charge on the nanoparticle surface. The zeta potential
analysis revealed that the charge on the AuNP surface
decreased from −41.67 to −30.26 and −32.34 mV as the
volume of the V. oleifera extract increased from 1 to 2
and 3 mL, respectively (Fig. 5). This result confirmed
that the extract was adsorbed on the nanoparticle

surface, which decreased the zeta potential. The AuNPs
synthesized with 1 and 2 mL of V. oleifera generated
stable nanoparticles in distilled water. In general, nano-
particles with a zeta potential greater than +25 mV or
less than −5 mV possess sufficient electrostatic repulsion
to remain stable in solution [29]. A larger negative value
may be due to the capping layer of the V. oleifera com-
position. The repulsive forces between negatively
charged particles prevent agglomeration.
An aliquot of the sample synthesized with the inter-

mediate conditions of the experimental design (i.e., syn-
thesis time of 20 min and V. oleifera volume of 2 mL)
were characterized to better understand the composition
of the as-synthesized nanoparticles. Energy-dispersive X-
ray spectroscopy (EDS) (Fig. 6) was performed to confirm
the composition of the AuNPs and the presence of other
elements. The more intense Au peaks were acquired at
approximately 2.3 Kev for Virola-AuNPs. The elemental
mapping was performed for a selected region (5 × 5 μm2)
and indicated a high deposition of carbon (red), gold (or-
ange), and oxygen (green) with the presence of other
elements (i.e., copper (purple) and chlorine (cyan)).
Finally, the crystalline nature of the biosynthesized gold

nanoparticles was further confirmed from XRD analysis.
The XRD patterns of the synthesized gold nanoparticles
are shown in Fig. 7. Four intense diffraction peaks were
observed at 2θ values of 38.31°, 44.45°, 64.64°, and 77.73°,
corresponding to the (111), (200), (220), and (311) reflec-
tions of metallic crystalline gold, respectively. A strong

Fig. 5 Surface charge measurements based on the zeta potential of
the AuNPs under different conditions. Measurements of the zeta
potential of the AuNPs at various Virola oleifera/HAuCl4·3H2O ratios

Fig. 6 SEM images and corresponding energy-dispersive X-ray spectroscopy (EDS) elemental maps of the AuNPs spectra collected at the numbered
sites indicated on the micrographs. Different colors and intensities represent the concentration of these elements. The scale bars represent 2 μm
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diffraction peak corresponding to the (111) facet was ob-
served, and the peaks corresponding to the three other
facets were less intense. This observation suggested that
the (111) plane was the predominant orientation of the
as-prepared AuNPs using the V. oleifera extract.

Presence of Phenolic Compounds on the Surface of the
AuNPs Synthesized with V. oleifera Ace
Phenolic compounds possess biologically beneficial activ-
ities and are frequently utilized as antioxidants. To con-
firm the presence of macromolecules that play a key role
in biological activity on the surface of the as-synthesized
AuNPs, FTIR and RAMAN measurements were per-
formed on both the nanoparticles and the pure extract.
Infrared spectrometric analysis was applied to determine
whether the nanoparticle modifies the chemical profile of

the V. oleifera resin (Fig. 8a). The pure V. oleifera extract
(in red) exhibited two strong characteristic bands. The
band at approximately 1600 cm−1 that corresponds to a
C=O stretching vibration [30] is associated with carbonyl
bonding from a component of the V. oleifera extract (e.g.,
ferulic and gallic acid, epicatechin, tannins, and quercetin).
Its components are typically observed between 1590 and
1820 cm−1 or 3000 and 3400 cm−1, which are characteris-
tic of OH vibrational stretching [31, 32]. Moreover, less in-
tense peaks were observed at 775 and 820 cm−1 (benzene
ring vibrations) [30], 1044 cm−1 (C–H) [33], 1099 cm−1

(C–O–C) [34], 1197–1280 cm−1 (C–O) [35], 1438 cm−1

(C–O–H) [36], and 1517 cm−1 (C=C) [37]. The same
spectral profile was observed for the AuNPs, suggesting
that the V. oleifera resin was linked with the nanoparticles.
Moreover, the shifts in peak positions between the
extract and the AuNPs spectra may indicate bonding
to the metal surface.
To investigate the Raman scattering performance, the

signal of the AuNPs coated with organic compounds from
V. oleifera was measured (with 633-nm laser excitation at
17 mW for 1 s) (Fig. 8b). To analyze the AuNP-associated
biomolecules, two characteristics are extremely important:
similarity and intensity. The V. oleifera and AuNPs-V.
oleifera spectra were similar, and the spectrum of a
molecule in contact with the nanocrystal was enhanced,
which indicated that the compounds present in the
plant extract functionalized the nanoparticles via irre-
versible electrostatic interactions. The Raman spectra
for the HAuCl4 incubation conditions contained two
very strong peaks at 1358 and 1571 cm−1. The position
peaks corresponding to the symmetric and asymmetric
stretching carboxylic groups (COO−1) are related to the
peaks observed at 1358 and 1571 cm−1, respectively [38].
The observed vibrations have also been reported for free
and Na feluric acid salt [39].

Fig. 7 Powder X-ray diffraction pattern for a gold nanoparticle prepared
with 2 mL of Virola oleifera extract over 20 min. Broad peaks were
observed and are characteristic of nanocrystals. The Au 111 peak at
38.1° was very intense due to the orientation of the Au

Fig. 8 Relative infrared spectra of the Virola oleifera extract and AuNPs synthesized with V. oleifera under different conditions. V. oleifera is in red,
and the AuNPs are in blue (a). Raman spectra of the V. oleifera extract, and AuNPs recorded at 532 nm (b)
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Conclusions
The green synthesis of biofunctionalized AuNPs from V.
oleifera was simple, environmentally friendly, and eco-
nomical. Due to the reducing and capping nature of the
bioactive compounds present in the aqueous extract of
V. oleifera, a cap was formed around the gold ions of the
stable biofunctionalized NPs. The presence of the func-
tional group of the bioactive compounds was confirmed
by FTIR and Raman spectroscopy. The particle size,
quasi-spherical shape, and monodispersity of the AuNPs
were determined by TEM, SEM, HRSEM, and XRD ana-
lyses. V. oleifera may serve as a source of biofunctiona-
lized NPs for a wide range of in vitro assays. The results of
this study are as follows: (i) the synthesis using V. oleifera
allows for the preparation of monodisperse AuNPs that
are homogenous in size and shape and stable in solution,
(ii) the presence of organic compounds that can poten-
tially offer important biological activity for these nanopar-
ticles, and (iii) a new route for the production of bioactive
gold nanoparticles.
Our studies provide an important basis for the appli-

cation of the green synthesis of gold nanoparticles using
V. Oleifera.
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