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RESUMO

A sintese de nanoparticulas metélicas utilizando extratos vegetais e
biomoléculas como agentes redutores vem ganhado um espaco consideravel
na literatura recente. No entanto, a baixa reprodutibilidade e a dificuldade no
controle do tamanho, forma e estabilidade tém dificultado a producdo em larga
escala desses nanomateriais, e em consequéncia, suas aplicacdes. A resina
liofilizada de Virola oleifera foi utilizada como modelo de agente de reducéao.
Neste trabalho é proposto uma metodologia utilizando a analise pre-fatoria e
planejamento fatorial 26D e 32 para determinagdo da melhor condicdo de
sintese de nanoparticulas de ouro monodispersas e estaveis. Assim foi o pH e
tempo foram as variaveis que influenciam a sintese de nanoparticulas. Os
nanomateriais sintetizados foram caracterizados por diferentes técnicas, tais
como: Espectroscopia de UV-Vis, Microscopia electronica de transmisséo
(TEM), Difracdo de raios X, Potencial Zeta e a Dispersdo dinamica de luz. A
superficie metélica foi investigada utilizando Infravermelho e espalhamento
Raman. A atividade antioxidante e a citotoxicidade também foram avaliadas
visando possiveis aplicacdes em sistemas bioldgicos. Os resultados apontaram
gue o planejamento experimental utilizado proporcionou processos de sintese
de nanomateriais com controle de tamanho, monodispersos e estavel. As
nanoparticulas obtidas apresentam atividade antioxidante e baixa citotoxicidade
em funcéo do pH.

Palavras chave: Planejamento fatorial, sintese verde, nanoparticulas, Virola
oleifera.
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ABSTRACT

The synthesis of metal nanoparticles using plant extracts and biomolecules as
reducing agents has gained considerable space in recent literature. However,
the low reproducibility and difficulty in controlling the size, shape and stability
have hampered the large-scale production of these nanomaterials, and
consequently their applications. This work proposes a methodology using
factorial design to determine the best reaction conditions for the synthesis of
monodispersed and stable gold nanoparticles. The lyophilized Virola oleifera
resin was used as the reducing agent model. The nanomaterials synthesized
were characterized by different techniques, such as: UV-Vis spectroscopy,
Transmission electron microscopy (TEM), X-ray diffraction, Zeta potential and
Dynamic light scattering. The metal surface was investigated using Infrared and
Raman scattering. Antioxidant activity and cytotoxicity were also evaluated for
possible applications in biological systems. The results indicated that the
experimental design wused provided processes for the synthesis of
nanomaterials with size control, monodisperse and stable. The obtained

nanoparticles have antioxidant activity and low cytotoxicity as a function of pH.

Keywords: Factorial design, Green synthesis, Nanoparticles, Virola oleifera.
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1. INTRODUCAO

Os métodos quimicos para a producdo de nanoparticulas metalicas tém sido
amplamente utilizados devido ao seu potencial para controlar adequadamente
o tamanho, a distribuicdo de tamanho e a forma das nanoparticulas [1]. No
entanto, estes métodos quimicos tradicionais utilizam agentes redutores e
estabilizadores durante a sintese, que em certa medida, sdo toxicos e
contaminantes [2, 3]. A tendéncia nos ultimos anos tem-se centrado no
desenvolvimento de métodos de sintese sob o conceito de "Quimica Verde",
que é aquele que utiliza extratos vegetais (com a possibilidade) que reduzem,
estabilizam e muitas vezes funcionalizam as nanoparticulas obtidas, com a

vantagem destes métodos serem amigaveis ao meio ambiente [4, 5].

Numerosos métodos de sintese verde projetados para a obtencdo de
nanoparticulas tém permitido sintetizar nanoparticulas de ouro (AuNPS)
(diferentes em forma e tamanho) com um elevado potencial para a
funcionalizacdo da superficie, que junto com suas propriedades Opticas
interessantes, tornam-se um dos materiais com grande potencial para a sua
aplicabilidade [6, 7]. Muitas vezes, estes métodos de sintese verde produzem
particulas com uma série de problemas fundamentais no cumprimento dos
requisitos para a sua utilizacdo. Entre estes estéo o efeito de polidispersividade
de tamanhos, fraca estabilidade ou a sua capacidade limitada para a sua

compatibilidade as sistema fisioldgico humanol[8].

Por estas razbes, a padronizacdo de um método que permite a sintese de
nanoparticulas monodispersas, estaveis, ndo téxicas e bioativas permanecem
um desafio. Assim, o objetivo deste trabalho é padronizar um método de
biossintese de nanoparticulas de ouro com Virola oleifera (AuNPSs)
considerando diferentes variaveis que influenciam o tamanho e a forma destes,
além disso se pretende avaliar a capacidade antioxidante e determinar a
citotoxicidade em uma linhagem celular, a fim de compreender e avaliar os

riscos que podem apresentar as AuNPs sintetizados com Virola oleifera.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. SINTESE DE NANOPARTICULAS

A sintese das nanoparticulas (NPs) tornou-se uma éarea de pesquisa
particularmente importante, devido as multiplas aplicacées das nanoparticulas,
como biomédica, comunicacéo, engenharia, transporte, entre outras [9 ,10]. As
NPs podem ser produzidas por dois métodos: métodos fisicos consistindo na
divisdo de materiais, também conhecida em inglés como top down, e métodos
quimicos consistindo no crescimento de NPs partindo de precursores
moleculares, que também s&o conhecidos em inglés como bottom up [11 ,12
13].

Os métodos fisicos sdo baseados na subdivisdo de metais em massa. Embora
esses métodos sejam usados para preparar varios tipos de NPs [1], eles tém a
desvantagem de serem ineficazes no controle de tamanho, forma estrutural e
composi¢do. Entre os métodos fisicos mais utilizados sdo: Moagem mecanica,

condensacao de gas inerte, entre outros [14].

Os métodos quimicos s&o possivelmente os mais utilizados para o
desenvolvimento de NPs. Em geral, esses métodos sdo baseados na
precipitacdo de um nucleo constituido por alguns atomos metélicos e seu
crescimento subsequente. Se o0 processo de crescimento pode ser
adequadamente controlado, € possivel obter uma distribuicdo monodispersa do
tamanho das NPs [15, 16, 17, 18].

O procedimento geral é realizado pela solucdo de sais contendo o metal
especifico. Na presenca de um reagente com um pH adequado, os sais sdo
decompostos, liberando os ions metélicos. Esses ions tendem a se unir
formando particulas, e se o crescimento dessas particulas é bloqueado quando

sdo pequenas (na faixa de nanémetros), as NPs sao obtidas [14, 16, 17, 18].

Para bloquear o crescimento das particulas, estes métodos podem incluir
agentes de revestimento (tensoativos) que aderem aos atomos de metal ou a
superficie da particula, impedindo a unido de outros atomos, controlando assim

o crescimento das NPs [19, 20]. Em outros casos, esses agentes interagem

2



fortemente com os atomos da superficie de NPs, modificando a carga eléctrica

e, portanto, suas propriedades [21, 22].

Existem alguns métodos quimicos para a sintese de NPs entre eles s&o:
Processos de Sol-Gel, Reacdo de Oxidacdo-reducdo, Processo de co-
precipitacdo, Ténica de poliol, entre outros. Uma alternativa a utilizacdo de
agentes redutores quimicos para a sintese de nanoparticulas é o uso de

materiais naturais, tais como plantas ou extratos dos mesmos [20, 21, 22, 23].

2.2. SINTESE VERDE DE NANOPARTICULAS

Um dos pilares de sintese verde € a utilizacdo de plantas para obter extratos
que sao capazes de reduzir os cations de uma solucdo de sal metalica. Estes
materiais contém compostos fendlicos, os taninos ou terpenos nas suas
estruturas, que podem atuar como agentes de reducéo para a sintese de NPs
de metal, As proteinas e aminoacidos serdo os compostos estabilizantes e os
fendis ou partes de polifendis os funcionalizadores [23, 24]. A utilizacdo destes
materiais vegetais representa uma alternativa muito interessante quando se
sintetiza NPs, ndo s6 por ser um método alternativo para a utilizacdo de
reagentes quimicos, mais por ser muito vantajoso de um ponto de vista
ambiental; considerando que esses materiais S80 um recurso renovavel, o uso
de extratos de plantas é interessante para a sua atratividade econémica e
sustentavel [4, 5].

A teoria LaMer [25, 26] explica o mecanismo de nucleacdo e de crescimento na
formacdo de nanoparticulas na sintese quimica em quatro etapas (reducdo,
nucleacdo, crescimento e estabilizacdo). Na reducdo: os ions Au®* sao
reduzidos a atomos Au°, aumentando a concentracdo de Au® até sua
saturacdo. A nucleacéo ocorre por colisdes entre atomos Au® formando ntcleos
ou clusters. O crescimento das nanoparticulas ocorre através de ligacdes dos
atomos de ouro a superficie dos nucleos previamente formados, processo que
pode ser reversivel. Na estabilizacdo o tamanho da particula final € conseguido
guando é consumido todo o reagente precursor e quando o tamanho das
nanoparticulas € termodinamicamente estavel; a presenca de estabilizantes é

necessario para controlar o crescimento das nanoparticulas. O resumo dos



mecanismos de sintese propostos por LaMer podem ser observados na Figura
1.[27, 28, 29, 30, 31].
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Figura 1. Processo de crescimento das particulas de ouro. Fonte: Elaborado pelo
autor.

A monodispersidade das nanoparticulas € favorecida por nucleacéo rapida, ou
seja, a formacdo simultanea dos nucleos antes de seu crescimento, por outro
lado, quando os processos de nucleacédo e de crescimento ocorre no mesmo
tempo as nanoparticulas sdo polidispersas, ou seja, de tamanho e forma
diferentes [23]. Em geral, quando o crescimento € uniforme o tamanho de
particula do nucleo de ouro é favorecido para formar nanoesferas, no entanto,
0 crescimento anisotrépico dos nucleos, em diferentes direcdes, favorece

outras formas (Figura 2) [32].
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Figura 2. Esquema de espectros UV-Vis de nanoparticulas monodispersas e
polidispersas. Fonte: Oliveira et al., 2017.

Outra grande vantagem do uso de métodos de quimica verde é a capacidade
para controlar o tamanho das nanoparticulas por variacdo da concentracdo de
extrato de planta utilizada sem o uso de agentes tensoativos, estabilizadores,
entre outros [33, 34].

Neste contexto, a sintese verde de nanoparticulas estd sujeita a muitos
aspectos flutuantes, tais como as condi¢des de operacdo (temperatura, tempo,
concentracdo, pH, agitacdo, entre outros) e a grande variabilidade dos extratos
presentes nas plantas utilizadas para a sinteses [35]. Por isso é necessario
estabelecer procedimentos padronizados para obter nanoparticulas
homogéneos em forma e tamanho, por métodos reprodutiveis. Sendo assim, a
sintese de nanoparticulas metalicas com extratos vegetais foi pesquisada e
desenvolvida a nivel laboratorial, mais apresenta grandes oportunidades de
industrializacdo, gracas aos seus processos ecologicos e de baixo custo [13,
14].

2.3. EXTRATO DE Virola oleifera

A Virola oleifera pertence a familia Myristicaceae de ordem Magnoliales, é
composta por 18 géneros e cerca de 300 espécies de arvores e arbustos,
especialmente encontrados em florestas tropicais [36, 37]. Na América esta
espécie é encontrada da Costa Rica ao Peru e Brasil. No Brasil, encontra-se
especialmente na regido amazbnica, com VAarios nomes comuns tais como:

ucuubas, bocuva, candeia de caboclo entre outros [38].



Figura 3. Fotografia de érvoreb de Virolé oleifera (A), folhas de Virola oleifera (B).
Fonte: Lorenzi, 1998.

As plantas da familia Myristicaceae e especialmente algumas virolas tém sido
estudadas desde meados do século XX, devido a crencas populares sobre a
sua utilizacdo, destacando-se como cicatrizante, estimulante cerebral,
antibiotico, para o tratamento de reumatismo, tumores, erisipela e doencas

respiratorias [37, 38].

Virola oleifera tém propriedades antioxidantes por causa de diversos
compostos fendlicos e flavonodides que séo parte dela, o que foi mostrado no
trabalho de Bba, et al., 2015 [39, 40], que determinou que o extrato de Virola
oleifera tém uma alta atividade antioxidante e contém acido ferdlico, acido
galico e quercetina, o que o torna o candidato ideal para a sintese de
nanoparticulas, uma vez que, como foi estabelecido na literatura, os polifendis
presentes em plantas desempenhan um papel-chave na sintese de

nanoparticulas como agentes redutores e estabilizadores [39, 40].

Os antioxidantes sdo compostos que podem inibir ou retardar a oxidacédo de
outras moléculas que inibem a iniciacdo e / ou propagacdo de reacfes em
cadeia de radicais livres. Os antioxidantes sao divididos principalmente em
duas categorias que sao: natural e sintética. Em geral os antioxidantes
sintéticos sdo compostos de estruturas fendlicas com varios graus de
substituicdo de grupos alquilicos, enquanto que os antioxidantes naturais

incluem: compostos fendlicos (tocoferois, flavondides e acidos fendlicos),



compostos nitrogenados (derivados de clorofila, alcaldides, aminoacidos e

aminas) ou carotenoides, bem como &cido ascorbico [27, 28].

Muitos antioxidantes naturais, especialmente os flavondides, mostram uma
grande variedade de efeitos bioldgicos, incluindo funcdes de antibacterianos,
antivirais, anti-inflamatdrios, antialérgicos, anti-trombético e vasodilatador [28].
Uma terapia antioxidante fornece uma alternativa barata para o tratamento de
doencas relacionadas com o stress oxidativo ja que tem sido demonstrado o
efeito antioxidante de produtos naturais a partir de plantas. A atividade
antioxidante e a sua relacdo com as propriedades de cura de um grande

namero de plantas foram relatadas em varias investigacoes [28].

2.4. NANOPARTICULAS DE OURO

As nanoparticulas de metais nobres, especificamente, as nanoparticulas de
ouro (AuNPs), apresentam excelentes propriedades fisicas, quimicas e
bioldgicas, (interacdo com luz, fototérmicas, solubilidade, catalise, etc.)
intrinsecas ao seu tamanho nanométrico [31, 33]. As AuNPs podem ser
produzidas em diferentes tamanhos e formas e podem ser facilmente
funcionalizadas com uma ampla gama de ligantes (anticorpos, polimeros,

sondas diagnosticas, medicamentos, material genético) [42].

As AuNPs tém grande interesse por sua fécil sintese, sendo inertes, néo
toxicas e biocompativeis. O tamanho das AuNPs variam de 1 a 150 nm, sendo
suas propriedades opticas e cataliticas que sdo dependentes do tamanho das
particulas. As AuNPs esféricas exibem uma gama de cores (marrom, laranja,
vermelho e parpura) em solucdo aquosa a medida que o tamanho do nucleo
aumenta de 1 a 100 nm e geralmente exibe uma faixa de absor¢cédo de 500 a
550 nm no visivel [32, 33, 34]. Destacamse também suas propriedades
fototérmicas, que, quando séo ativadas na presenca de um laser, liberam calor,
atuando como auténticos "nano-aquecedores”. O interesse na sua utilizacéo
tem aumentado por ser um candidato atraente no transporte especifico de
farmacos, de moléculas pequenas ou biomoléculas, tais como proteinas, ou

acidos nucleicos [35, 36].



As AuNPs apresentam um potencial extraordinario como agentes
fototerapéuticos no tratamento do cancer. Estes absorvem na regido do
infravermelho proximo (NIR) (nanoparticulas de ouro e nanorods) produzindo
calor quando e permitindo excitados pela luz em comprimentos de onda de 500
a 800 nm. Isso permite que essas hanoparticulas erradiquem tumores

direcionados [36].

As nanoparticulas de ouro também s&o usadas na fabricacdo de sensores
gracas as suas propriedades fisico-quimicas uUnicas, que sdo muito Uteis para
criar processos para o reconhecimento e transducdo de sensores bioldgicos
[43, 44].

Outros métodos, como a espectroscopia Raman de superficie melhorada,
exploram nanoparticulas de ouro como substratos para permitir a medicao de
energias vibratérias de ligacbes quimicas. Esta estratégia também pode ser
utilizada para a deteccédo de proteinas nao marcadas, contaminantes e outras
moléculas [45]. As nanoparticulas de ouro também s&o usadas para detectar
biomarcadores no diagndstico de doencas cardiacas, canceres e agentes

infecciosos [46].

2.4.1. Citotoxicidade das nanoparticulas de ouro

A citotoxicidade € um aspecto muito importante quando se pensa em
aplicacdes bioldgicas das nanoparticulas de ouro, havendo necessidade de se
avaliar a toxicidade da nanoparticula sozinha e do agente estabilizador e / ou
funcionalizador ligado a nanoparticula [44]. Em geral, as nanoparticulas de
ouro (com ou sem revestimento) mostram ser adequados para aplicacdes
terapéuticas devido a sua absorcéo celular apropriada e baixa toxicidade [44,
46].

O grau de citotoxicidade das nanoparticulas de ouro depende de seu tamanho,
como relatado por Pan, et al., 2007 [47], que avaliaram a citotoxicidade das
nanoparticulas de ouro de diferentes tamanhos; os resultados mostraram que
os tamanhos das AuNPs influenciam seu comportamento, de modo que os
menores apresentaram distribuicdo generalizada nos tecidos e maior toxicidade

[44]. Resultados sobre toxicidade das AuNPs in vivo publicados até o momento



mostram que a citotoxicidade € fortemente determinada pelo tamanho de
particula [44, 48, 49].

Alguns estudos corroboram o fato de que a linagem celular utilizada € um fator

determinante na avaliacdo da citotoxicidade induzida pelas AuNPs [44, 49].

Os estudos disponiveis sobre a toxicidade de AuNPs sdo muito escassos e as
vezes contraditorias. Por estas razdes, € necessario desenvolver um maior
numero de estudos sobre os efeitos toxicos das AuNPs, a fim de estabelecer

condi¢cbes seguras para seu uso nos diferentes campos de aplicagéo.

2.5. OTIMIZACAO DE SINTESES QUIMICAS

Para otimizar processos de sintese, condicdes de reacdo e métodos de analise
entre outros, €& necessario saber quais variaveis (fatores) influenciam
significativamente o sistema e como eles o afetam, muitas vezes, esta
informacéo nao esta disponivel e é gerada pela experimentacéo [50, 51, 52]. O
alto custo de experimentacdo e restricbes de tempo tornam necessario
executar apenas 0s experimentos essenciais. O método tradicional de variar
um fator a cada vez nao é geralmente a melhor opcédo, podendo envolver mais
experimentos do que o0 necessario e, apesar disso, fornece apenas
informacdes parciais. Por esta razdo, o planejamento estatistico de
experimentos contempla uma ampla variedade de estratégias experimentais
permitem otimizar os parametros das variaveis envolvidas na sintese das

nanoparticulas[50, 51, 52].

2.5.1. Planejamento fatorial fracionado
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O planejamento fatorial fracionado € um planejamento em que apenas se
executam um subconjunto ou "fracdo" selecionado dos experimentos que estao
incluidos no planejamento fatorial completo. Este tipo de planejamento € uma
opcdo apropriada quando os recursos sao limitados ou o numero de fatores
incluidos é grande, porque se usam menos experimentos que no planejamento
fatorial completo. Ele tem o propdsito de identificar efeitos significativos dos

fatores utilizando experimentos pilotos [50, 51].



2.5.2. Planejamento fatorial completo

O planejamento fatorial completo descreve as experiéncias mais adequadas
para conhecer simultaneamente que efeito tém os fatores em uma resposta e
descobrir se eles interagem uns com o0s outros. Os experimentos sao
planejados de tal forma que varios fatores sdo variados simultaneamente,
evitando-se experimentos redundantes. Além disso, a informacgéo procurada é
obtida combinando as respostas de todos os experimentos. Isso permite obter
a informacdo com o niumero minimo de experimentos e com a menor incerteza
possivel, ou seja, permite conhecer a melhor relacdo entre a resposta e 0s

fatores importantes [48, 49, 50].
2.6. CARACTERIZACAO DAS NANOPARTICULAS

A caracterizacdo das nanoparticulas fornece informacdes sobre as
nanoparticulas sintetizadas, informacdes tais como a forma, o tamanho, a
concentracéo, estado de distribuicdo, os grupos funcionais dos compostos que
estdo estabilizando e / ou funcionalizando as nanoparticulas, entre outros.
Existem diferentes técnicas para caracterizar os coloides, tais como:
espectroscopia de absorcédo ultravioleta visivel (UV-visivel), espectroscopia de
absorcédo no infravermelho (FTIR), espectroscopia Raman, potencial zeta (PZ),
espalhamento dindmico de luz (DLS) e microscopia eletrénica de transmisséo
(MET).

2.6.1. Caracterizacdo da forma, a concentracao e estado de
agregacdao por espectroscopia UV-vis

A espectroscopia UV-Vis, é talvez a caracterizacdo primaria mais simples ao
avaliar os produtos da sintese de nanoparticulas. A técnica pode ser utilizada
para varios sistemas, sendo especialmente Util para caracterizar nanoparticulas
metdlicas, uma vez que possuem um espectro de absorcdo diferente
dependendo da natureza do material, da forma e do tamanho da particula, o
gue pode ser explicado de acordo com o conceito de plasmon de superficie
[53, 54].

As nanoparticulas de metal nobre, também conhecidos como nanoparticulas

plasmodnicas, apresentam a ressonancia de plasmon de superficie (SPR,
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Surface Plasmon Resonance), que € o resultado da exposicdo de uma
particula do metal por um feixe de luz, gerando um campo eletromagnético
oscilante da radiacdo incidente indutor de uma oscilacdo coletiva de elétrons
livres (elétrons da banda de conducdo) do metal. Esta oscilacdo eletrostatica
em torno da superficie da particula provoca uma separacdo de carga
resultando numa oscilagdo dipolar na direcdo do campo eletromagnético da
radiacdo. A amplitude da oscilagcdo alcanca um pico maximo a uma frequéncia
especifica, chamado a Ressonancia Plasmonica de Superficie (SPR). A
oscilacdo dipolar estd em ressonancia com a radiacdo incidente a uma
frequéncia especifica, dependendo do tamanho e forma da nanoparticula. A
banda SPR induz uma forte absorcdo da radiacéo incidente e, portanto, pode
ser medida utilizando um espectrémetro de absorcdo UV-Visivel. A banda SPR
em nanoparticulas (de metais nobres, em especial Au e Ag) esta localizado na
regido do visivel e € muito mais elevada do que em outros metais, com bandas
menos intensas na regido do UV. A intensidade e comprimento de onda da
banda SPR depende de fatores que afetam a densidade dos elétrons na
superficie da nanoparticula, como o tipo de metal, tamanho e forma da
nanoparticulas, estrutura, composicdo e a constante dielétrica do meio, tal
como foi descrito na teoria do Mie. As AuUNPs mostram uma SPR cerca de 520
nm na regido do visivel. Com o aumento do tamanho das particulas, o
comprimento de onda da banda SPR se desloca para comprimentos de onda

mais longos e intensidade também aumenta [53, 54].

O estudo do espectro de UV-visivel de uma solucdo de nanoparticulas podem
fornecer informacdes sobre a sua concentracdo, o estado de agregacdo, o
tamanho, a estabilidade entre os outros. Esta informacéao é obtida pelos valores
da: Absorbancia maxima (Abs max.), Largura a meia altura (FWHM, por suas
siglas em Inglés Full Width at Half Maximum), Lambda maxima (A max.), Area
sob a curva (AUC), Delta Lambda (AA), como é mostrado na Figura 4 [54, 55].
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Figura 4. Variaveis que fornecem informagbes sobre as nanoparticulas. Fonte.
Elaborado pelo autor.

A variavel resposta que foi utilizada neste trabalho foi Delta Lambda (AA) que
nos permite conhecer o deslocamento batocrémico (deslocamento de Lambda
(A) para a direita), mostrando o crescimento das nanoparticulas como pode ser

observado na Figura 5 [56].
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Figura 5. Deslocamento do variavel lambda (Delta Lambda). Fonte. Elaborado pelo
autor.

2.6.2. Caracterizacdo estrutural de nanoparticulas

A difratometria de raios X (XRD) é uma técnica versatil aplicada principalmente

a determinacdo das estruturas moleculares e geometrias de compostos
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quimicos e a identificacdo de substancias, a partir de padrbes de difracéo

caracteristicos que podem ser usados como "impressdes digitais” [57, 58].

Esta técnica baseia-se nas interacdes entre o feixe de raios X e o material,
dando origem a uma série de raios difratados cujo padrédo de interferéncia
contém informacdes sobre as posicdes relativas dos atomos que compdem o
material em estudo. Em outras palavras, se o padréo de difracédo resultante for
conhecido, em principio, podemos construir o caminho inverso para as
estruturas periodicas das moléculas que definem as substancias quimicas.
Para isso, & necessario ter cristais bem definidos, onde as posicdes relativas
dos atomos que compdem o cristal sdo fixas, de modo que o padrdo de
difracdo resultante é caracteristico da substancia do estudo [59, 60].

2.6.3. Caracterizacédo da forma, tamanho e distribuicdo por
microscopia eletrénica de transmisséao

Uma das técnicas mais comuns para a caracterizacdo de nanoparticulas
metalicas é a microscopia eletronica de transmissao (MET). O que nos da
informacdes sobre a estrutura, forma, tamanho e distribuicdo das particulas por

imagem.
2.6.4. Caracterizagao do tamanho hidrodinamico e estabilidade

A técnica de dispersdo de luz dindmica (DLS) fornece informacdo sobre o
tamanho hidrodindmico das nanoparticulas, e esta baseada no movimento
browniano (movimento de particulas devido a colisdo aleatdéria com as
moléculas do liquido ao seu redor e entre as préprias particulas que estdo no

meio) relacionando isto ao tamanho das particulas [61].

Medindo o movimento de nanoparticulas carregadas em solucéo, na presenca
de um campo elétrico se determina o potencial zeta, que é definido como o
potencial elétrico devido aos ions na camada difusa e a solugdo. Os valores
absolutos de potencial zeta superior a 30 mV indicam que as nanoparticulas
possuem uma elevada estabilidade e aqueles com valores absolutos menores
do que 10 mV pode ser considerar neutra [62]. Como as nanoparticulas com
um alto potencial zeta se repelem umas com outras, a sua interagdo néo é

favoravel. Em vez disso, as nanoparticulas com baixo valor de potencial zeta
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Sa0 mais propensas a agregacdo porgue nao ha forca repulsiva significativa.
Entre os fatores que influenciam o potencial zeta sdo o pH e a condutividade
[63, 64, 30].

Outra maneira de avaliar a estabilidade das nanoparticulas é conhecendo o
grau de floculacdo das nanoparticulas, ja que os sistemas coloidais sdo pouco
estaveis. Existem varios agentes, fisicos e quimicos, capazes de desestabilizar
os coloides. O objetivo de alcancar a floculacdo das particulas é superar as
forcas repulsivas, que podem ser conseguidas mecanicamente, COmo no caso
de centrifugacdes e / ou liofilizacbes, diminuindo as distancias entre as
particulas ou por métodos fisico-quimicos, que envolvem todos aqueles
capazes de modificar o tamanho da dupla camada eléctrica. Exemplos destes
altimos sdo a adicdo de um sal, alteracbes no pH ou a adicdo de qualquer

molécula capaz de modificar a superficie da nanoparticula [65, 66, 67].

A possibilidade de caracterizar a estabilidade das nanoparticulas metalicas por
esta técnica baseia-se na observacdo de que a banda plasmons de superficie
destas nanoparticulas é deslocada para maiores comprimentos de onda
quando ocorre o fenbmeno da aglomeracdo. O efeito observado foi descrito
como uma consequéncia do acoplamento dos plasmons de superficie quando
as particulas entram em contato. Além disso, quanto maior o numero de
particulas em contato, maior o acoplamento e conseqiientemente maior o

deslocamento da banda [68, 69, 70].

A determinacdo da extensdo da agregacdo ou floculagdo que ocorre nas
particulas em solucdo pode ser realizada por um método proposto por
Whitesides et al., 1996 [68], que consiste na integracdo da regido espectral
entre 600 e 800 nm (Figura 6), ou seja, a regido sensivel deste fendmeno. Esta
medida normalizada é tomada como um parametro indicativo do grau de

floculacéo.
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Figura 6. Espectros de absorcdo de uma solucdo de AuNPs que limita a regido
espectral entre 600 e 800 nm em que a integracao € realizada, facilitando a medicao
do grau de floculacdo. A area sombreada corresponde a essa magnitude. Fonte.
Viudez Navarro, 2011.

2.6.5. Analise de superficie

A identificacdo das biomoléculas que estdo ligadas as nanoparticulas é
realizada por meio de duas técnicas complementares que sdo: FTIR e Raman,;
ja que o espectro infravermelho verifica as caracteristicas dos estiramentos e
das deformacgbes provocadas pela radiagcdo em uma determinada substancia
quimica, sendo assim, 0 espectro resultante apresenta as caracteristicas de
todo o ambiente onde as nanoparticulas estdo inseridas, por outro lado o
espectro Raman pode identificar o grupo quimico estabilizador ou

funcionalizador sem captar os demais grupos presentes no meio [71, 72, 73].

A espectroscopia na regido do infravermelho n&do fornece a informagdo do
tamanho ou a estrutura de nanoparticulas de metal. A informacédo fornecida € a
interacdo dos grupos funcionais dos compostos que estdo estabilizando as
nanoparticulas. Baseia-se no fato de que as ligacdes quimicas das substancias
possuem frequéncias de vibracdes especificas, as quais correspondem a niveis
de energia das moléculas (chamados de niveis vibracionais) [74, 41, 75, 76].
Os niveis de vibracdo das moléculas dependem de vérios fatores, como
geometria molecular, massas dos atomos e acoplamento de vibracdes. Se a

molécula receber radiacdo eletromagnética com a mesma energia de uma
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dessas vibracdes, a luz sera absorvida somente se a molécula sofrer uma

vibracdo no seu momento dipolar resultante [77].

A espectroscopia Raman ocupa hoje uma posicdo destacada dentre as
técnicas usadas na investigacado das estruturas presentes na superficie das
nanoparticulas, com base a energia vibracional dos atomos, representado a
“‘impressao digital” das moléculas [78, 79, 80, 81]. Esta frequéncia de vibragéo
permite descobrir como os atomos estdo ligados, ter informacdo sobre a
geometria molecular, sobre como as espécies quimicas presentes interagem

entre si e com o ambiente [81].

2.7. DETERMINACAO DA CAPACIDADE ANTIOXIDANTE E
CITOTOXICIDADE

2.7.1. Determinacgdo da atividade antioxidante das nanoparticulas

de ouro

Véarios compostos cromogénicos (ABTS, DPPH, DMPD, DMPO e FRAP) séo
usados para determinar a capacidade dos compostos fendlicos de capturar os
radicais livres gerados, operando assim contra os efeitos prejudiciais dos
processos de oxidacdo, que envolvem espécies reativas de oxigénio (EROS)
[82, 83].

A molécula de 1,1-difenil-2-picril-hidrazila (DPPH) é conhecida como um radical
livre estavel devido a deslocalizacdo de um elétron desemparelhado em a
molécula completa, em que a molécula ndo é dimerizada, como € o caso de a
maioria dos radicais livres. A deslocalizacao de elétron também intensifica a cor
violeta profundo tipico do radical, que absorve a 517 nm em metanol. Quando a
solucdo de DPPH reage com o substrato antioxidante pode doar um atomo de
hidrogénio. A mudanca de cor € monitorada espectrofotometricamente e €&
usado para determinar os parametros das propriedades do antioxidantes [42,
84, 85].

O ensaio de ABTS+, consiste em uma técnica de branqueamento, em que o
radical é gerado directamente de uma forma estavel antes da reagdo com 0s

antioxidantes [86, 87, 88]. A geracédo do radical ABTS+, envolve a producgéo
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directa do cromdéforo ABTS + verde-azul através da reacdo entre o ABTS e
persulfato de potassio (K2S20s). Isto tem trés maximos de absor¢cdo em
comprimentos de onda de 645 nm, 734 nm e 815 nm . A adicdo de
antioxidantes ao radical pré-formado reduz a ABTS. Assim, o grau de
descoloracdo como o percentual de inibicdo de radical ABTS+ € determinado
em funcédo da concentracdo e do tempo; asim como o valor correspondente,

utilizando o Trolox como padrao, sob as mesmas condic¢des. [89].

2.7.2. Determinacao da citotoxicidade das nanoparticulas de ouro

Os ensaios de citotoxicidade celular sdo um componente importante de
qualquer bateria de ensaios utilizados para prever a toxicidade de substancias
em varios tecidos e para determinar doses iniciais de toxicidade; Além disso, a
capacidade de um produto provocar uma resposta corrosiva ou toxica pode ser
predita com sucesso usando os marcadores apropriados gue mostram o grau

de dano causado pela substancia avaliada [90, 91, 92].
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3. OBJETIVOS

3.1. GERAL

Desenvolver uma rota de sintese verde de nanoparticulas de ouro

usando resina Virola oleifera através do planejamento fatorial.

3.2. ESPECIFICOS

Conhecer as variaveis que influenciam a sintese verde de

nanoparticulas de ouro com resina de Virola oleifera.

e Caracterizar as nanoparticulas de ouro com respeito ao tamanho,
forma, a estabilidade e os grupos funcionais presentes na

superficie das nanoparticulas de ouro.

e Determinar as propriedades antioxidantes da resina de Virola
oleifera e das nanoparticulas de ouro.

e Avaliar a atividade citotoxica de nanoparticulas de ouro.
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4. MATERIAIS E METODOS

A sintese padrdo de nanoparticulas foi realizada a temperatura ambiente com
uma proporcdo de 1/3, ou seja, uma parte de sal de ouro e trés partes de

extrato de planta.

Todas as vidrarias utilizadas para a sintese foram previamente lavadas com
agua régia (HNOs/ HCI, na proporcao 1/3), depois com agua destilada varias
vezes para remover as impurezas que possam afetar a formacao das AuNPs.
Os reagentes quimicos utilizados foram de grau analitico e a 4gua ultrapura
que foi utilizado para preparar as solugdes foi obtida pelo sistema Milli-Q da
Millipore 18cm.

4.1. PREPARACAO DE SOLUCOES DE Virola oleifera E HAUCIs

O extrato de V. oleifera foi obtido tal como € descrito no Anexo I. O NaOH 0,1
mol/L, foi utilizado para a preparacédo das solu¢cdes com diferentes pHs da V.
oleifera. A concentracdo das solucfes de V. oleifera utilizado para a sintese foi
de 5mg.ml* [48].

O reagente precursor das nanoparticulas de ouro utilizado foi uma solugéo
aquosa padrdo de HAuCls (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, EUA) em uma
concentragdo de 2,5 x10* mmol/L determinada por estudos anteriores do grupo
de pesquisa [93]. As medicdes dos espectros UV-Visivel foram realizadas com

agua ultrapura como branco em todos 0s casos.

4.2. OTIMIZAQAO DA SINTESE DE NANOPARTICULAS COM V.
oleifera

4.2.1. Pré-fatorial

Com base nos parametros revistos na literatura estabeleceu-se as variaveis de

analise para o pré-fatorial, conforme pode ser observado na Tabela 1.
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Tabela 1. Variaveis e parametros estudados.

Variaveis Niveis Estudados Referencias
Concentracao do extrato 0,5; 1; 3; 5; 8; 10. [11, 93, 104,
(mg/ml) 105, ]
Tempo de reagdo (min) 1,2,3,4,5/6,7,8,9,10, [8, 15,93, 104,
20. 105, ]
Temperatura (°C) 25 (ambiente), 30, 50, 70, [8, 15, 22, 93,
90. 104, 105, ]
pH do extrato 2,5; 3; 3,5; 4,7 (normal); [11, 22, 93,
6,5;7;7,5; 8; 9; 10; 10,5; 104, 105, ]
11;11,5.
Agitacao (rpm) 150, 250, 400, 800, 1000. [93, 104, 105, ]

A sintese de nanoparticulas de ouro foi feito usando extrato Virola oleifera, a
uma concentracdo constante de acido tetracloroaurico (HAuUCI4) 2,5 x104 mM.
Apés a sintese de nanoparticulas de ouro foi realizada espectroscopia de UV-
visivel com a finalidade de conhecer individualmente a influéncia de cada uma

das variaveis estudadas, sendo a variavel resposta utilizada o Delta Lambda.

4.2.2. Planejamento fatorial fracionado

Para estabelecer uma via de sintese confiavel e reprodutivel de nanoparticulas
de ouro usando V. oleifera foi realizada um Planejamento fatorial 261, para o
qual anteriormente foi feito a analise da influéncia de cada variavel
separadamente (pre-fatorial) para conhecer de modo mais adequado o0s

parametros do estudo como € apresentado na Tabela 2.

Tabela 2. Variaveis e valores assumidos pelos niveis do planejamento fatorial
fracionado.

Fatores Niveis Estudados
Baixo (-) Alto (+)
Tempo (min) 1 20
Temperatura (°C) 25 80
pH 4,7 8
Concentracédo (mg.mLt) 5 10
Agitacao (rpm) 50 200

A matriz do planejamento fatorial fracionado 2%! com os respectivos valores

estudados sao apresentados na Tabela 3.
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Tabela 3. Tabela do planejamento fatorial fracionado das 16 sinteses de

nanoparticulas de ouro sintetizadas com extrato de Virola oleifera.

#de Fatores estudados
ensaio Tempo Concentracéo pH Temperatura Agitacéo

(min) (mg/ml) °O) (rpm)
1 )1 ()5 (-) 4,7 (-) 25 (+) 200
2 (+) 20 (-)5 () 4,7 (-) 25 (-) 50
3 )1 (+) 10 (-) 4,7 (-) 25 (-) 50
4 (+) 20 (+) 10 (-) 4,7 (-) 25 (+) 200
S ()1 ()5 (+)8 (-) 25 (-) 50
6 (+) 20 ()5 (+) 8 (-) 25 (+) 200
7 -1 (+) 10 (+) 8 (-) 25 (+) 200
8 (+) 20 (+) 10 (+) 8 (-) 25 (-) 50
9 -1 (-)5 (-) 4,7 (+) 80 (-) 50
10 (+) 20 ()5 (-) 4,7 (+) 80 (+) 200
11 )1 (+) 10 (-) 4,7 (+) 80 (+) 200
12 (+) 20 (+) 10 (-) 4,7 (+) 80 (-) 50
13 )1 ()5 (+) 8 (+) 80 (+) 200
14 (+) 20 (-)5 (+) 8 (+) 80 (-) 50
15 )1 (+) 10 (+) 8 (+) 80 (-) 50
16 (+) 20 (+) 10 (+) 8 (+) 80 (+) 200

4.2.3. Analise estatistica e definicdo da variavel resposta

A andlise estatistica foi realizada utilizando o software STATISTICA 10.0,
(versdo gratuita) no qual se fez a analise de variancia (ANOVA) e Diagrama de
Pareto, com um 95% de confianca (p < 0,05) a cada uma das variaveis
respostas (Area da curva, FWHM, Lambda méxima, Absorbancia méaxima,
Delta Lambda) com a finalidade de escolher e trabalhar com a variavel

resposta que fornece informacao estatisticamente significativa.

4.2.4. Planejamento fatorial completo

Con base na informacao proporcionada no planejamento fatorial fracionado e
na analise estatistica foram definidas as varidveis mais significativas no
processo de sintese, as que foram escolhidas para a otimizacdo. A Tabela 4

apresenta os intervalos de estudo das variaveis.
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Tabela 4. Intervalos de estudo das variaveis do planejamento fatorial completo.

Variavel Intervalo de Estudo
Baixo (-) Central (0) Alto (+)
pH 4,7 7,7 10,7
Tempo (min) 1 6 11

O planejamento fatorial completo, foi feito com 11 sinteses e suas respectivas

condi¢cOes se apresenta na Tabela 5.

Tabela 5. Matriz do planejamento fatorial completo das 11 sinteses de nanoparticulas
de ouro com extrato de Virola oleifera.

Ensaio pH Tempo (min)
1 (-) 4,7 (1)1
2 (-) 4,7 (0)6
3 (-) 4,7 (+) 11
4 (0) 7,7 (1)1
5 (o) 7,7 (0) 6
6 (o) 7,7 (+) 11
7 (+) 10,7 Q!
8 (+) 10,7 (o) 6
9 (+) 10,7 (+) 11
10 (0) 7,7 (o) 6
11 (o) 7,7 (0)6

4.3. CARACTERIZACAO ESTRUTURAL E FiSICO-QUIMICA DE
NANOPARTICULAS DE OURO

Para a caracterizacdo fisico-quimica das nanoparticulas foram utilizadas

diferentes técnicas e equipamentos mesmo sao descritos abaixo.

4.3.1. Espectroscopia de absorcdo no UV-vis

O espectrofotdbmetro Evolution® 300 ThermoScientific do Laboratorio
Multiusuario de Andlises Biomoleculares da Universidade Federal do Espirito
Santo — LABIOM/UFES, foi utilizado para obtencdo dos dados de absorbancia
das nanoparticulas de ouro entre 200 a 800 nm com intervalo de 1nm e
velocidade de varredura de 240 nm/min, como branco foi utilizado agua
ultrapura. O resultado foi expresso por meio de graficos de absorbancia por
comprimento de onda (nm) obtidos pelo software OriginPro 8.0 (verséo

gratuita).
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4.3.2. Difracao de raios X

Para a andlise de raios X, o coloide de ouro sintetizado com o extrato vegetal
foi concentrado por centrifugacao (10.000 rpm, 20 min) e dessecado na estufa
a 50 °C. Um filme da amostra foi colocado em uma lamina de vidro e a
varredura foi realizada na regido 26, de 30° a 90°, sendo 0.01° por minuto, com
uma constante de tempo de 2 segundos utilizando o difratdmetro de Burke PW
1710 (Cu ka radiacdo). As medidas foram realizadas no Laboratério de

Instrumentacéo do LabPetro da UFES.

4.3.3. Microscopia Eletronica de Transmisséao

Foi utilizado para analisar forma e tamanho das nanoparticulas um microscopio
eletrbnico de transmissao JEM-1400, JEOL, USA inc. operado a 120kv com
filamento de hexaboreto de lantanio (Labe).

Aproximadamente 50uL da amostra foi gotejada sobre uma lamina de vidro até
a desidratacdo parcial. Uma grade de cobre de 400 mesh contendo um filme de
polimero Formvar foi passada lentamente sobre a amostra. A grade foi seca a
temperatura ambiente por 30 minutos e posteriormente foi realizada a
contrastacdo negativa com acetato de uranila. Esta etapa foi realizada para a
observacdo dos compostos organicos aderidos a superficie do metal. As
imagens foram obtidas em diferentes aumentos (50.000X, 300.000X,
1.000.000X) com o objetivo de obter informacdes sobre a forma, o tamanho e
aglomeracdes. Para determinacdo do didametro médio das particulas, 500

particulas foram analisadas no software Image J. (versao livre).

4.3.4. Espectroscopia no Infravermelho

As medidas de Espectroscopia de Infravermelho foram realizadas no modo FT-
IR (FT-MIR FTLA 2000 Bomem) do Laboratério de Instrumentacdo do LabPetro
da UFES. Para esta analise o coloide metélico sintetizado e uma amostra do

extrato vegetal de Virola oleifera foram secos na estufa a 50 °C.

4.3.5. Espectroscopia Raman

Para a analise em Espectroscopia Raman (ALPHA 300R Confocal Raman

Spectrometer) utilizando fonte de laser de 532 nm, medidas foram realizadas
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varrimento na regido do nimero de onda de 500 - 3500 cmt. O extrato vegetal
de Virola oleifera foi utilizado como controle. As amostras das nanoparticulas
de ouro y Virola oleifera (controle) foram preparadas através de uma gota sobre

a superficie de vidro e foram secos na estufa a 50 °C.

4.3.6. Potencial Zeta e Espalhamento de Luz Dinamico (DLS)

As amostras foram analisadas no instrumento analisador de particulas
Microtrac Zetatrac no Instituto Federal do Espirito Santo — IFES, de Aracruz/ES

utilizando cerca de 2mL da superficie coloidal. Os valores foram expressos em
mV.

4.3.7. Grau de Floculacéao

A influéncia da forca i6nica sobre a estabilidade da suspensédo de AuNPs foi
feita da seguinte maneira: Foram adicionadas diferentes solu¢des de NaCl (500
pL) em diferentes concentracdes e solugbes (500 uL) de pH diferentes, para
um volume fixo de AuNPs (500 pL), conforme é observado na Tabela 6,
finalmente, foi feito espectros de absor¢cdo das solucdes, registradas apos 30

minutos de reacédo da adi¢do das solucdes de sal e pH.

Tabela 6. Matriz dos paradmetros para a analise de grau de floculacéo.

NaCl (mmol/ml)

AuNPs-pH4,4 005 0,1 05 1 25 5 10 25 50 100 200
AuNPs-pH7,7 005 0,1 05 1 25 5 10 25 50 100 200
AuNPs- 0,05 01 05 1 25 5 10 25 50 100 200
pH10,7
pH
AuNPs-pH4,4 1 3 5 7 9 11 13
AuNPs-pH7,7 1 3 5 7 9 11 13
AuNPs- 1 3 5 7 9 11 13
pH10,7

4.4. DETERMINACAO DA CAPACIDADE ANTIOXIDANTE E
CITOTOCICIDADE
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4.4.1. Método do radical DPPH - (2,2-difenil-1-picrilhidracilo)

Baseia-se na reducdo do radical por absorcdo de um atomo de hidrogénio
presente na molécula antioxidante. O método € baseado na quantificacdo da
diminuicdo da absorbancia a 515 nm. Esta metodologia €, principalmente,

utilizada na determinacao do antiradical de compostos fendlicos.
4.4.2. Método ABTS+

Mede a capacidade de um composto para reduzir o radical catibnico ABTS - +
(2,2'-azinobis (3-etilbenztiazolina-6-sulfonato) avaliando a diminuicdo da

absorvancia a 734 nm expressa em relacéo a atividade do padréo Trolox.
4.4.3. Cultivo de células J774A.1

A linhagem celular J774A.1 de macréfagos de camundongos cultivado em
garrafas de cultura celular de plastico, com o tamanho de 125 cm?, com meio
RPMI 1640, sem antibiético, suplementado com 10% de soro fetal bovino, L-
glutamina e NaCOs. As células foram mantidas em estufa a 37°C, com 5% de
CO2, para crescimento. A remocdo das células, para serem utilizadas nos
testes, foi feito com cell scraper, seguindo da contagem das mesmas em

camara de Neubauer com a coloracdo pelo corante azul de Trypan.
4.4.4. Avaliacao da Citotoxicidade celular

Para se avaliar os efeitos citotoxicos das AuNPs, foi feito testes in vitro foram
realizada a linhagem celular J774A.1. Foi colocado 100uL de células, com a
concentracdo de 5x10* células/mL por poco, em uma placa de 96 pocos. As
células foram colocadas nos pocos um dia anterior, para que as mesmas
pudessem aderir, apos isso foi colocado as AuNPs a diferentes concentracoes.
Apoés a incubacédo por 48 horas, a viabilidade celular foi verificada através do
corante alamarBlue®. As amostras foram lidas no aparelho espectrofotémetro
Varioskan® Flash. Os dados foram analisados através do programa Microsoft®
Excel®, atraves da formula:

Intensidade= Fluorescéncia média amostra - Fluorescéncia média granco
% Inibi¢&o = [{Intensidade amostra/ INntensidade controle}-1]x100

Apés a obtencdo das porcentagens de inibicdo, os dados foram analisados no

programa GraphPad Prism 7 (Versao gratuita), para analise de regressao nao-
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linear, onde foi possivel se chegar ao IC50 (media de inibicdo da substancia)
das AuNPs nas diferentes concentracdes testadas. Os dados foram expressos

como media * devio padréo.

5. RESULTADO E DISCUSSAO

5.1. OTIMIZACAO DA SINTESE DE NANOPARTICULAS COM V.
oleifera

5.1.1. Pré-fatorial

Com o intuito de definir as varidveis a serem estudadas, uma investigacao
inicial detalhada (pré-fatorial) foi realizada conforme secdo 4.2.1 abrangendo
diversas variaveis em diferentes niveis descritos na literatura. O espectro de
absorcdo UV-Visivel foi utilizado para conhecer de maneira prévia a influéncia
de cada variavel no processo de sintese. A Figura 7 apresenta 0s espectros de
absorcdo na regido do UV-visivel e os graficos mostrando a influéncia de cada
variavel no Delta lambda (AA). Na variavel concentracdo (7A e 7B) foi possivel
perceber que acima de 3 mg/ml ndo presenta muita variacdo na sintese de
nanoparticulas de ouro. Na variavel Temperatura (7C e 7D), foi observado que
a 25 °C os espectros UV-Vis presentam um maior comprimento de onda e que
acima de 50 °C, a temperatura ndo altera a sintese. Na variavel Agitagéo (7E e
7F) notou-se que acima de 200rpm ndo existe maior variacdo na sintese
(usando um baldo Erlenmeyer de 50 ml). Na variavel Tempo (7G e 7H) néo
influéncia a sintese. Finalmente para a variavel pH (71 e 7J), pode ser
observado que entre o pH 4 e 8 ndo existe muita variagdo no processo de
sintese e acontece a mesma coisa entre o pH de 9 a 11.

26



08+

A ~———0,5mg/ml B
1mg/ml 101
& ——3mg/ml
S 06 ——5mg/ml £
g ——8mg/ml < 84
s ——10mg/ml 3
s 2 6
e o4 £
< @
P -
§ s 4
£ K]
02
§ (=R}
<
00 T T T T T T 1 o T T T T 1
450 500 550 600 650 700 750 800 o 2 4 G s 10
Comprimento de Onda (nm) . 1
Concentragao (mg.ml™)
104
C ——25°C (T. Ambiente) D
"o [
s % < E
3 s g
E 06+ é 4
s 3
S 04
= S
o = 2
£ [
S [=]
2 o2
<
0 T A,
T e P S = P 20 40 60 80 100
Comprimento de Onda (mn) Temperatura (oc)
E 06 —— 150 rpm F
—— 250 rpm 84
© ——400 rpm
'§ —— 800 rpm §
= —— 1000 rpm « 6
£ 044 ’-g
g &
.§ 3 41
g 0.2 %
§ o 24
<
00 T T r ) 0 T T T T T 1
S . - o do Ond e o0 0 200 400 600 800 1000 1200
omprimento de Onda (nm) Agitagéo (rpm)
3 08+ 5-
g £ 4
T 06 ©
£ 2
c £ 34
S 04 L
E 02 [=]
< e
00 e g 0 T r T ;
450 500 550 600 650 700 750 0 5 10 15 20
Comprimento de Onda (nm) Tempo (min)
—pH25
——pH3
06+ ——pH35
I ~ pH 6,5 J
——pH7
s ——pH75 40+
] ——pH8 £
T 04 — P8 -
E ——pH 10 « 30
S ——pH 105 =
= —pH 11 £
3 pH 11,5 T 20
e -l
-E iz pH 4,7 (Normal) s
S ©
3 % Q104
< - —
00 . , , , , s 0 . r : : ? L T .
450 500 550 600 650 700 750 800
Comprimento de Onda (nm) o 2 4 6 pH 8 10 12 14

Figura 7. UV-Vis, das sinteses feitas com intervalos de estudo e grafico da variavel
resposta utilizada Delta Lambda (AA). Concentracdo (A. B.), Temperatura (C. D.),
Agitacédo (E. F.), Tempo (G. H.), pH (1. J.).
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5.1.2. Analise estatistica

O planejamento fatorial fracionado 2 5 foi utilizado para definir quais variaveis
sdo as mais significativas no processo de sintese de nanoparticulas metalicas
monodispersas. A Figura 8 apresenta os espectros de absor¢cédo evidenciando
os deslocamentos do pico de absorcdo maxima de cada experimento de

acordo a matriz experimental mostrado na tabela 3.

—— 200rpm;25°C;pH4,7;CONC5;1min
—— 50rpm;25°C;pH4,7;CONC5;20min
0,8 1 50rpm;25°C;pH4,7;,CONC10;1min
—— 200rpm;25°C;pH4,7;CONC10;20min
50rpm;25°C;pH8;CONCS5;1min
—— 200rpm;25°C;pH8;CONCS5;20min
200rpm;25°C;pH8;CONC10;1min
545 nm —— 50rpm;25°C;pH8;CONC10;20min

g —— 50rpm;80°C;pH4,7;CONCS5;1min
‘,5 —— 200rpm;80°C;pH4,7;CONC5;20min
ﬁ —— 200rpm;80°C;pH4,7;CONC10;1min
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Figura 8. UV-Vis, das 16 sinteses de nanoparticulas de ouro sintetizadas com extrato
de Virola oleifera.

A andlise estatistica de todas as variaveis respostas (Area da curva, FWHM,
Absorbancia maxima, Lambda maxima e Delta lambda) foi feito com base nas
condi¢cOes experimentais que foram: tempo (min), concentracéo do extrato (mg.

mL-1), pH, temperatura (°C) e agitacdo (rpm) (Tabela 7).
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Tabela 7. Tabela do planejamento fatorial fracionado das 16 sinteses de
nanoparticulas de ouro sintetizadas com extrato de Virola oleifera. E as variaveis
respostas utilizadas.

Varidveis estudadas Varidveis Respostas

% £ ZCLOBM g o x
5 S 5 E r C @) zg’"%\ o = £ 3 <

o So o 25 Sa = : €
t g 88 T gteE< & 4 <
9 S = ) < <

— O ol
1 1 5 47 25 200 7,89515 52,45592 0,15511 540 18
2 20 5 4,7 25 50 7,59821 55,63638 0,13921 546 24
3 1 10 4,7 25 50 0,21482 0,97767 0,01305 529 7
4 20 10 4,7 25 200 4,84706 50,82811 0,09817 545 23
5 1 5 8 25 50 0,88017 29,96065 0,03391 522 O
6 20 5 8 25 200 1,77641 31,25382 0,05818 529 7
7 1 10 8 25 200 5,50553 44,66378 0,12712 540 18
8 20 10 8 25 50 2,27896 35,68406 0,06532 534 12
9 1 5 4,7 80 50 11,55077 54,43279 0,21618 540 18
10 20 5 47 80 200 4,9187 56,70348 0,08966 540 18
11 1 10 4,7 80 200 0,95985 29,98581 0,03368 529 7
12 20 10 4,7 80 50 3,98452 52,01493 10,0788 544 22
13 1 5 8 80 200 1,38437 31,56603 0,04438 522 O
14 20 5 8 80 50 248541 33,30483 0,07587 529 7
15 1 10 8 80 50 5,90145 44,30374 0,13665 533 11
16 20 10 8 80 200 1,92421 30,64807 0,06369 529 7

Para escolher a variadvel estatisticamente mais significativa se levou em conta
ANOVA e Diagrama de Pareto das variaveis respostas testadas, observando-
se que Delta Lambda (AA) apresenta um maior numero de variaveis
significativas (p<0,05) e mesmas que sao: pH e Tempo (Figura 9).
Estabelecendo-se a variavel Delta Lambda (AA) como nossa variavel de

trabalho.
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VARIAVEIS! ss DF MsQ F P
GpH -1,50358
(1) Tempo (MIN) 1,2536 1 1,25363 | 0,115288 | 0,741226 3
(2)Concentr: (0 ) 97593
m (2) CONCENTRAGEO (MG.ML?) 10,3568 1 10,35680 | 0,952440 | 0,352116 e -
CD (3)pH 24,5832 1 24,58318 | 2,260738 | 0,163598 (SWgitagao (rpm) - 43085
| S
. 7 7!
. < (4) TEMPERATURA (°C) 0,2790 1 0,27904 | 0,025661 | 0,875920 — e
() AciTacko 2,0186 1 2,01855 | 0,185632 | 0,675716
o 1601915
ERRO 108,7396 10 10,87396 :,
. ! - p=05
ToTAL SS 147,2308 15 Standardized Effect Estimate (Absolute Value)
| )
VARIAVEIS! ss DF msQ F P
o || Tewpo ) 0000520 | 1 | 0000520 | 0,141973 | 0,714200 i : o
\CU (2) CONCENTRAGAO (MG ML) 0,002401 1 0,002401 | 0,656154 | 0,436772 | 2yconcentragio (mg/mi) : a
i (3) PH 0,002990 1 0,002990 | 0,817075 | 0,387294 i) pooee
= || (4) Temperatura (°C) 0,000149 1 0,000149 | 0,040734 | 0,844099
u) (5)agitagso (rpm) -011125
O || Asmsro 0,000495 1 0,000495 | 0,135265 | 0,720699 .
(4)Temperatura (°C) 006105
< ERRO 0,036599 10 0,003660
ToTAL SS 0,043155 15 0.000 0.005 0010 0015 0.020 0,025 0,030
Effoct Estimate (Absolute Vakue)
VARIAVEIS® SS DF mMsQ F P
GpH -1.15843
(1) Tempo (Min) 208,278 1 208,2775 | 0,871103 | 0,372638 :
2 (2) CONCENTRAGAO (MG.MLY) 197,457 1 197,4568 | 0,825846 | 0,384855 FImp——, G
I (3) PH 320,859 1 320,8586 | 1,341963 | 0,273605 (2concentragso (mg/mi) 08761
; (4) TEMPERATURA (°C) 62,013 1 62,0128 | 0,259363 | 0,621607 :‘
ra | 5092772
I | (5) AciTagko 29,675 3 29,6752 | 0,124114 | 0,731927
(5)Agitagio (rpm) 3522979
ERRO 2390,964 10 239,0964
p=05
ToraL SS 3209'245 15 Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

VARIAVEIS! ss DF MsQ F P

T 3pH -2.87232

(1) TEMPO (MIN) 105,0625 1 105,0625 | 2,465532 | 0,147441
(1)Tempo (min) 1.570201
(2) CONCENTRAGEO (MG.ML?) 14,0625 1 14,0625 | 0,330009 | 0,578347 _
(3) PH 351,5625 1 351,5625 | 8,250220 | 0,016603 (UFemperaturs ('C) T
(4) TEMPERATURA (*C) 22,5625 1 22,5625 | 0,529481 | 0,483514
2)C (mg/mi) 5744639

(5) Acitagio 0,5625 1 0,5625 0,013200 | 0,910804

A max.

(S)Agitagdo (rpm) - 114893
ERRO 426,1250 10 42,6125
ToraL S§ 919,9375 15 =8
Standardized Effect Estimate (Absolute Value)
VARIAVEIS! ss DF MsQ F P
(1) Tempo (MiN) 105,0625 1 105,0625 22,67245 |0,002056 (3)pH —3.71011
2) CONCENTRAGAO (MG.ML 14,0625 1 14,0625 3,03468 0,125037 .
2 cha ) (1)Tempo (min) _4.761559
< (3) PH 351,5625 1 351,5625 75,86705 | 0,000053
< (4) TEMPERATURA (°C) 22,5625 1 22,5625 4,86898 0,063115
(5) AciTagAo 0,5625 1 0,5625 0,12139 0,737778
(5)Agitagao (rpm) 348407
ERRO 32,4375 7 4,6339
Tota SS 9199375 |15 p=05
Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

1- As variaveis significativas sdo apresentadas em negrito; SS — Soma dos quadrados; DF — Grau de Liberdade; MSQ

— Quadrados das Médias; F — Teste F; P — Valor de p.

Figura 9. ANOVA e Diagrama de Pareto identificando as variaveis que foram
significativas no experimento (p<0,05), das diferentes variaveis respostas testadas
Area da curva, FWHM, Absorbancia méaxima (Abs. Max.), Lambda méaxima (A max.), e
Delta Lambda (AA).
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5.1.3. Planejamento Fatorial Fraccionado

As sinteses foram realizadas conforme secéo 4.1. e o espectro de absorcao
UV-Vis, foram realizados para caracterizacdo prévia da amostra. O
deslocamento para direita (delta lambda) foi utilizado como variavel resposta,
visto que para nanoparticulas metalicas, este parametro esta relacionado com
a mudanca no tamanho das particulas [18, 21, 29]. Sendo que o tamanho das
particulas é diretamente proporcional ao lambda maximo. Além disso, para o
nosso experimento delta lambda foi a variavel resposta com maior numero de

variaveis estatisticamente significativas, como foi demostrado na se¢éo 5.1.2.

Os espectros da absorcao de UV-Visivel das 16 sinteses quimicas de acordo o
planejamento fatorial fracionado é apresentado na Figura 10, mesma que
indica a formacdo das nanoparticulas e é possivel notam-se diferencas na
absorcdo que estdo relacionados com a concentracéo final e deslocamentos

laterais indicando a producéo de nanoparticulas com tamanhos diferenciados.

— 200rpm;25°C;pH4,7,CONC5;1min
—— 50rpm;25°C;pH4,7;CONC5;20min
0,8 - 50rpm;25°C;pH4,7;CONC10;1min
—— 200rpm;25°C;pH4,7;CONC10;20min
50rpm;25°C;pH8;CONCS5;1min
—— 200rpm;25°C;pH8;CONC5;20min
200rpm;25°C;pH8;CONC10;1min
545 nm —— 50rpm;25°C;pH8;CONC10;20min

i —— 50rpm;80°C;pH4,7;CONC5;1min
G —— 200rpm;80°C;pH4,7;CONC5;20min
.c_TS —— 200rpm;80°C;pH4,7;CONC10;1min
g 50rpm;80°C;pH4,7;CONC10;20min
8 —— 200rpm;80°C;pH8;CONCS5;1min
© 50rpm;80°C;pH8;CONC5;20min
g —— 50rpm;80°C;pH8;CONC10;1min
g 200rpm;80°C;pH8;CONC10;20min
2
2 021
<

0,0 .

T T T T 1
500 600 700 800

Comprimento de onda (nm)
Figura 10. UV-Vis, das 16 sinteses de nanoparticulas de ouro sintetizadas com extrato

de Virola oleifera.

As condi¢des experimentais foram tempo (min), concentracdo do extrato (mg.
mL1), pH, temperatura (°C) e agitacdo (rpm) e a variavel resposta foi delta
lambda (AA) (Tabela 8).
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Tabela 8. Tabela do planejamento fatorial fracionado das 16 sinteses de
nanoparticulas de ouro sintetizadas com extrato de Virola oleifera. A variavel resposta
utilizada foi o delta A.

#de Varidveis estudadas Resposta
ensaio — P—
Tempo Concentracdo pH Temperatura Agitacao AA
(min) (mg/ml) (°C) (rpm)

1 1 5 4,7 25 200 18
2 20 5 4,7 25 50 24
3 1 10 4,7 25 50 I
4 20 10 4,7 25 200 23
5 1 5 8 25 50 0
6 20 5 8 25 200 7
7 1 10 8 25 200 18
8 20 10 8 25 50 12
9 1 5 4,7 80 50 18
10 20 5 4,7 80 200 18
11 1 10 4,7 80 200 7
12 20 10 4,7 80 50 22
13 1 5 8 80 200 0
14 20 5 8 80 50 7
15 1 10 8 80 50 11
16 20 10 8 80 200 7

A fim de verificar a influéncia das variaveis apresentadas na Tabela 8, a analise
de variancia (ANOVA) pode-se verificar que a 95% de confianca as variaveis
estatisticamente significativas foram o Tempo (min) e o pH, para o menor nivel
de significancia em que os efeitos sdo significantes (p < 0,05) ficando a
concentragdo (mg. mL1), temperatura (°C) e a agitacdo (rpm) abaixo desse
nivel de confianca com relacdo a resposta comprimento de onda maximo (AA)
(Tabela 9).

Tabela 9. ANOVA para sintese de nanoparticulas de ouro utilizando planejamento
fatorial fracionado.

Variaveis? SS DF MSQ F p

(1) Tempo (min) 1050625 1 1050625 22,67245 0,002056

(2) Concentracdo (mg.mL- 14,0625 1 14,0625 3,03468  0,125037
Y

(3) pH 3515625 1 3515625 75,86705 0,000053
(4) Temperatura (°C) 225625 1 22,5625 4,86898  0,063115
(5) Agitac&o 05625 1 05625  0,12139 0,737778
Erro 32,4375 7  4,6339

Total SS 919,9375 15

1- As variaveis significativas sdo apresentadas em negrito; SS — Soma dos quadrados; DF — Grau de Liberdade; MSQ
— Quadrados das Médias; F — Teste F; P — Valor de p.
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O diagrama de Pareto permite uma facil visualizacdo e identificacdo das
variaveis que afetaram a sintese de AuNPs (p< 0,05). As demais variaveis
podem ser desprezadas, uma vez que o efeito calculado pode ser

negligenciado com 95 % de confianca (Figura 11).

(3)pH _8,71011
(1)Tempo (min) 4,761559
(4)Temperatura (°C) 12,20658
(2)Concentracdo (mg/ml) 1,742034
(5)Agitacéo (rpm) -,348407
p=.05

Figura 11. Diagrama de Pareto identificando as variaveis que foram significativas no
experimento (p<0,05).

5.1.4. Planejamento Fatorial Completo
Assim os parametros: Tempo (min) e pH foram significativos na etapa de
triagem. Por conseguinte, foram selecionados para otimizacdo utilizando o

planejamento fatorial completo. A Tabela 10, apresenta os intervalos de estudo

das variaveis.

Tabela 10. Intervalos de estudo das variaveis do planejamento fatorial completo.

Variavel Intervalo de Estudo
Baixo (-) Central (0) Alto (+)
pH 4,7 7,7 10,7
Tempo (min) 1 6 11

O planejamento fatorial completo, foi feito com 11 sinteses e suas respectivas

condi¢cOes se apresenta na Tabela 11.
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Tabela 11. Matriz do planejamento fatorial completo das 11 sinteses de nanoparticulas
de ouro com extrato de Virola oleifera.

Ensaio pH Tempo (min)
1 () 4,7 ()1
2 (0) 4,7 (0) 6
3 (+) 4,7 (+) 11
4 (0) 7,7 ()1
5 0) 7,7 (0) 6
6 (0) 7,7 (+) 11
7 (+) 10,7 ()1
8 (+) 10,7 (0) 6
9 (+) 10,7 (+) 11
10 (0) 7,7 (-) 6
11 0)7,7 (-) 6

Os espectros de absorcdo de UV-Visivel das 11 sinteses de acordo o
planejamento fatorial completo indica a formacdo de nanoparticulas de ouro
com uma variagcdo no comprimento de onda, pois se observa deslocamentos
laterais, em particular, sdo observados trés picos, que estdo relacionados ao
pH de cada uma das sinteses. As sinteses que foram feitas a um pH de 4,7
tém um pico a 546nm, as feitas a um pH de 7,7 tém um pico a 535nm e,
finalmente, as que foram feitas a um pH de 10,7 tém um pico em 514nm,

indicando a producédo de nanoparticulas com diferentes tamanhos (Figura 12).

—— pH4,7,1min
— pH4,7, 6min
pH4,7, 11min
087 0,646 546 p:;; ém?n
nm — pH7,7, 6min
514nm pH7,7, 11min
— pH10,7, 1Imin
— pH10,7, 6min
—— pH10,7, 11min

Absorbancia
o
>
P
N

0,578 1~ 535nm

0,6 - AN

0,544

481 518 555 502
04 Comprimento de onda(nm)

0,2 H

Absorbancia Normalizada

0,0

5CI)0 I 6(I)0 I 7(I)0 I 8(IJO
Comprimento de onda(nm)
Figura 12. Espectroscopia de absor¢do no UV-Visivel da sintese de nanoparticulas de

ouro partir do planejamento fatorial fracionado utilizando extrato de Virola oleifera
como agente redutor.
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As variaveis estudadas foram pH e tempo, tendo como resposta delta lambda

para cada sintese feita (Tabela 12).

Tabela 12. Matriz do planejamento fatorial completo das 11 sinteses de nanoparticulas
de ouro com extrato de Virola oleifera e a variavel resposta delta lambda.

Ensaio pH Tempo (min) Delta Lambda
1 4,7 1 36
2 4,7 6 33
3 4,7 11 32
4 7,7 1 22
5 7,7 6 19
6 7,7 11 24
7 10,7 1 3
8 10,7 6 1
9 10,7 11 0
10 7,7 6 19
11 7,7 6 19

Ao analisarmos a influéncia do pH verificamos que a medida que o pH muda de
acido para basico ocorre uma evidente diminuicdo de delta lambda, o que
resulta em uma diminui¢do do tamanho das nanoparticulas (Figura 13A), e em
relacdo a tempo observamos que quando alteramos o tempo de 1 min para 6
min ou 11min ocorre uma pouca variacéo de delta lambda (Figura 13B). A partir
desses dados podemos inferir que, para esse sistema, a variacdo do pH,
influencia diretamente na variagcdo do delta lambda, isto é, na variacdo de
tamanho das nanoparticulas, o que poderia ser pbr a protonacdo dos grupos
organicos COOH presentes na Virola oleifera, em pH béasico prevalece a forma
desprotonada do acido carboxilico (COO-) e em pH mais acidos prevalece a
forma protonada do acido carboxilico (COOH). Assim o COO- (desprotonado)
tem maior interagdo com os atomos de ouro, estabilizando os nucleos mais
rapidamente e consequentemente evitando o crescimento e a coalescéncia
com outros ndcleos menores. Em pH &cido os acidos carboxilicos estédo
protonados e interagem mais fracamente e lentamente com a superficie
metalica, assim, favorece a o crescimento das nanoparticulas metalicas [100].
Em relacdo ha o tempo pode perceber que a reducéo, nucleacdo, crescimento
e estabilizacdo das nanoparticulas acontece muito rapido na sintese verde, O
que pode ser visto no grafico de superficie resposta da interacdo entre as duas
variaveis analisadas (Figura 13C).
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Figura 13. Influéncia do pH em relacdo a variavel resposta Delta Lambda (A).
Influéncia do Tempo em relacdo a variavel resposta Delta Lambda (B). Grafico de
superficie resposta apresentando interagcdo das variaveis pH e Tempo (C).

Das 11 sinteses (9 ensaios e 2 repeticdes do ponto central), foi escolhida a
melhor sintese de cada um dos grupos ou picos, 0s parametros que foram
utilizados para determinar a melhor sintese foram: Area da curva, FWHM,
Lambda maxima e Absorbancia maxima. (Tabela 13). Encolhendo os ensaios
2, 5 e 8, por apresentar principalmente nanoparticulas monodispersas (FWHM),
um tamanho meédio (A max.) e uma concentragdo media (Ab. max.) entre cada
grupo avaliado, 0s que serdo caracterizados. Assim, as nanoparticulas de cada

um dos ensaios selecionados serao caracterizadas.
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Tabela 13. Matriz de resposta variavel das 9 sinteses realizadas para escolher as
melhores condi¢bes de sintese.

Ensaio Variavel Variavel resposta
pH Tempo Area FWHM Amax. Ab.max.
(min)

1 4,7 1 6,63301 53,7481 550 0,12679
2 4,7 6 6,70494 56,3634 547 0,1246
3 4,7 11 6,7705 57,638 546 0,12046
4 7,7 1 2,76162 33,539 533 0,08315
5 7,7 6 2,76815 33,539 533 0,08315
6 7,7 11 3,16475 38,6193 539 0,08362
7 10,7 1 5,09095 47,545 518 0,11221
8 10,7 6 5,1071 47,9727 515 0,11052
9 10,7 11 4,57175 45,8979 514 0,10293

5.2. CARACTERIZACAO DAS NANOPARTICULAS DE OURO

Trés ensaios foram escolhidos para a caracterizacdo de acordo com a secéo
5.4.1., os mesmos que apresentam diferente comprimento de onda, o que pode
ser interpretado como nanoparticulas de ouro com diferentes tamanhos, assim
as nanoparticulas de ouro, menores, apresentardo uma cor mais avermelhada.
As nanoparticulas menores absorvem a luz do comprimento de onda (azul),
chegando aos nossos olhos o resto (vermelho) e, por isso, parecem
avermelhados [103]. Portanto, quanto menores forem as nanoparticulas, mais

avermelhadas as veremos (Figura 14).
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Figura 14. Nanoparticulas de ouro sintetizadas utilizando extrato de Virola oleifera
como agente redutor com diferentes pHSs.

5.2.1. Caracterizacdo da estrutura das nanoparticulas de ouro

Foi realizado um estudo de difracdo de raios-X das amostras de AuNPs (pH
4,7; 7,7; 10,7). Observado um pico largo a 38,3°, pode-se dizer que 0 pico
correspondente ao plano de reflexdo (111) do ouro (Joint Committee on
Powder Diffraction Standards [JCPDS No0.04-0784]) [62]. Esse fato esta de
acordo com o espectro XRD do ouro octaédrico que apresenta uma orientacao
preferencial das particulas ao longo dos planos (111) paralelo ao substrato. [91,
92]. No entanto, um exame mais aprofundado do espectro permite observar um
pico em angulo de reflexdo mais alto, 43,5°, 0 que coincide com a linha de
reflexdo (200) para ouro fcc (face-centered cubic) e dois picos pequenos em
torno de 65° e 77,7° correspondentes as reflexbes (220) e (311). Assim,
considerando o padrdo de difracdo, a forma mais provavel das AuNPs é o
octaedro [93, 94, 95]. (Figura 15).
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Figura 15. Difratograma de raios-X das AuNPs.

5.2.2. Caracterizagao da forma, tamanho e distribuicdo

As imagens apresentadas foram obtidas das trés condigbes Otimas de sintese
com diferentes pHs (4,4, 7,7, 10,7) de V. oleifera, observa-se principalmente
AuNPs esféricas e ndo aglomeradas, mais também observou, em quantidades
menores, AUNPs com outras geometrias, como, triangular, elipsoidal, e alguma
agregacdo entre as nanoparticulas. Nas imagens também € possivel observar
0 extrato em torno das nanoparticulas, gracas ao contraste negativo realizado
com acetato de uranila, verificando assim a presenca do extrato ligado as
nanoparticulas (Figuras 16A-B-C; 17A-B-C; 18A-B-C).

Nos histogramas de distribuicdo de tamanho de particula para cada amostra
obtida a partir das imagens TEM, se observa que as nanoparticulas
sintetizadas com V. oleifera com um pH &cido (4.7), tem um tamanho médio de
35nm, naquelas que foi usado V. oleifera com um pH neutro (7,7), tem um
tamanho médio de 22nm, e as nanopatrticulas sintetizadas com V. oleifera com

um pH basico (10,7), tem um tamanho médio de 9nm (Figuras 16D; 17D; 18D).
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A Razdo de aspecto também foi calculada a fim de conhecer a forma
predominante do coloide sintetizado, o calculo é feito dividindo o diametro
maior pelo didmetro menor de 500 nanoparticulas. Assim a os resultados
permitem inferir que as nanoparticulas sintetizadas com V. oleifera com um pH
4.7, apresentam maior esfericidade por apresentar um valor de 0,905892, coisa
que ndo acontece com as nanoparticulas sintetizadas com pH 7,7, e 10,7,
apresentado valores de 0,844786 e 0,710228, respetivamente, entendendo-se
que apresentam menor esfericidade por apresentar valores distantes de 1
(Figuras 16E; 17E; 18E) [100].
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Figura 16. Imagens de nanoparticulas de ouro sintetizadas com extrato de V. oleifera
de pH 4,7 (A, B, C). Diagrama de distribuicdo do tamanho (D). Raz&o de aspecto (E).
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Figura 17. Imagens de nanopartlculas de ouro sintetizadas com extrato de V. oleifera
de pH 7,7 (A, B, C). Diagrama de distribuicdo do tamanho (D). Razéo de aspecto (E).
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Figura 18. Imagens de nanopartlculas de ouro smtetlzadas com extrato de V. oleifera
de pH 10,7 (A, B, C). Diagrama de distribuicdo do tamanho (D). Raz&o de aspecto (E).
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5.2.3. Caracterizacdo do tamanho hidrodinamico e estabilidade

O tamanho hidrodindmico das nanoparticulas de ouro, conforme DLS, pode
nos ajudar a confirmar a presenca de biomoléculas na superficie das
nanoparticulas sintetizadas com V. oleifera, em comparacdo com o tamanho
das nanoparticulas de ouro medidas por MET, ja que as biomoléculas que
ficam estabilizando as AuNPs, influenciam nos valores do diametro
hidrodindmico, o que leva a confirmacdo da adsorcdo de biomoléculas nas
AuNPs. (Tabela 14).

Tabela 14. Diferenca entre o diametro das AuNPs por MET e DLS.

Nanoparticulas Tamanho MET Tamanho DLS

AUNPs-pH 4,7 35 nm =100 nm
AuNPs-pH 7,7 22 nm =100 nm
AuNPs-pH 10,7 9 nm =1000 nm

Pode-se observar que AuNPs-pH4,7 e AuNPs-pH7,7 tém tamanhos
hidrodinAmicos principalmente proximos de 100 nm, AuNPs-pH10,7 apresenta
um tamanho hidrodindmico préximo de 1000 nm, o que poderia ser explicado
pela possivel agregacdo das particulas, devido a sua instabilidade, o que
indicaria que as AuNPs sintetizadas com pHs diferentes teriam biomoléculas
aderidas na sua superficie (Figuras 19) [98].
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Figura 19. Gréficos de DLS para AuNPs sintetizadas com Virola oleifera pH 4,7; 7,7 e
10,7.

Em quanto a estabilidade das AuNPs sintetizadas com Virola oleifera com pHs
diferentes (4,7; 7,7; 10,7) testados, mostram que as nanoparticulas possuem
diferentes estabilidades. As AuNPs sintetizadas com Virola oleifera com pH 4,7
e pH 7,7 apresentar um valor de 21,5866 mV, e 20,3700 mV, respectivamente,
apresentando uma instabilidade incipiente, por outro lado as nanopaticulas

sintetizadas com Virola oleifera com pH 10,7 apresenta um valor de 4,2733 mV,
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fato que justifica a maior agregacao, exibindo uma rapida coagulacdo [50]
(Figura 20). Pode-se inferir que as moléculas presentes na superficie das
AuNPs sao compostas em sua maioria de grupos com carga negativa
responsaveis pela boa estabilidade das nanoparticulas. Isso pode ser atribuido
a presenca de polifenois, flavonoides e proteinas provenientes do extrato
vegetal [66, 67].
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Figura 20. Potencial zeta de nanoparticulas de ouro sintetizadas com Virola oleifera
com pHs diferentes (4,7; 7,7; 10,7).

A importancia de se estudar a estabilidade frente a diferentes condigbes
eletroliticas e de pH permite conhecer de alguma forma o que acontece com as
nanoparticulas em sistemas biol6gicos. Sabe-se que um aumento na
concentracdo de ions em uma suspensdo coloidal tende a causar sua
desestabilizacdo. A influéncia da forca idnica sobre a estabilidade das
suspensdes de AuNPs foi estudada neste trabalho por espectroscopia de
absorcdo, usando o procedimento na sec¢do 4.3.8. para determinar o grau de

floculacéo.

O grau de floculacdo das AuNPs sintetizadas com Virola oleifera com pHs
diferentes (4,7; 7,7; 10,7), para a variacdo do pH nesses coloides, mostram que
as nanoparticulas sintetizadas a 4,7, e 7,7, apresentam uma relativa

estabilidade no pH fisioldgico, comparado com as nanoparticulas sintetizadas a
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10,7, que apresentam um maior grau de floculacdo como pode ser visto na
Figura 21. Para a variacdo da concentragdo de sais nos coloides, pode-se
observar que o grau de floculagdo € maior nas nanoparticulas sintetizadas a pH
10,7, comparado com os outros coloides, mostrando que as nanoparticulas
sintetizadas a pH 4,7, e 7,7, apresentam uma relativa estabilidade a uma baixa

concentracéo de sais como pode ser visto na Figura 22.
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Figura 21. Grau de floculagdo em funcéo da variagdo do pH (A), Espectro de absorgéo
UV-visivel dos coloides AuNPs — pH4,7, AuNPs — pH7,7, AuNPs — pH10,7, ap6s de 30
minutos de reacgéo (B, C, D).
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Figura 22. Grau de floculagdo em fungédo da variacdo da concentracdo de sal (A),
Espectro de absorcao UV-visivel dos coloides AuNPs — pH4,7, AuNPs — pH7,7, AuNPs
— pH10,7, apds de 30 minutos de reacéo (B, C, D).

5.2.4. Analise de superficie

Para se investigar as possiveis interacdes entre as nanoparticulas e o extrato
de Virola oleifera foram realizadas a analise de infravermelho e Raman antes e

apos a reducao do HAuCla.

No espectro infravermelho é possivel observar uma banda a 1601 cm™ que é
atribuida ao estiramento C=0, grupo carbonila [68], e a banda em 1433 cm™
pode ser atribuida a deformacéo axial dos grupos C-H alifaticos [69]; a banda
em 1510 cm? e 1513 cm™ é atribuida a presenca de estruturas aromaticas
C=C [70, 69]. A banda em 1280 cm™ estd relacionada ao estiramento
vibracional C-O das liga¢Bes de alcoois [71]. A presenca da absorcdo em 1090
cm?® se relaciona ao grupamento éster [72, 73]. A banda de absorcdo em 1034

cm! est4 relacionada com vibracdes de flexdo C-H [68] (Figura 23).
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Figura 23. Espectro infravermelho de nanoparticulas de ouro sintetizadas com Virola
oleifera com pH diferentes (4,7; 7,7; 10,7) e extrato de Virola oleifera.

No espectro Raman foram observados os seguintes picos 1347 cm™t e 1579
cm! tanto no extrato de V. oleifera como em cada uma das AuNPs sintetizadas
a diferentes pHs. O pico de vibragdo a 1347 cm™ pode ser atribuido ao
estiramento simétrico do grupo carboxilato (COO’) e 1579 cm distenséo
assimétrica. A distancia entre os modos de alongamento também fornece
informacbes. Neste caso, a distancia de 220 cm, indica que os grupos
carboxila sdo complexos mono-dentado com o metal [74, 75] (Figura 24). O
espectro Raman apresentou alta intensidade para o complexo AuNPs. Isso se
deve ao fato das moléculas do complexo estabilizador terem sido excitadas
pelo campo elétrico intensificado da radiacdo emitida pela superficie metalica
[76].
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Figura 24. Espectro Raman de nanoparticulas de ouro sintetizadas com Virola
oleifera com pHs diferentes (4,7; 7,7; 10,7) e extrato de Virola oleifera.

Pode-se concluir que a similaridade no perfil dos espectros entre o extrato e as
AuNPs do Infravermelho e Raman, indicam a possibilidade de que os
polifendis, os grupos hidroxila, acidos carboxilicos das biomoléculas presentes
no extrato de V. oleifera sdo responsaveis pela reducdo e estabilizacdo de
nanoparticulas de ouro. Poderia também inferir-se que poderia haver alguns
flavondides e terpenos ligados as nanoparticulas alterando a posicdo da banda
de vérios grupos funcionais nos espectros, o que indicaria a presenca de
terpendides, compostos fundamentais na reducdo de ions metalicos [66, 67,
77,78, 79].

5.3. DETERMINACAO DA CAPACIDADE ANTIOXIDANTE E
CITOTOXICIDADE

Com base nas informacGes fornecidas pelas secbes 5.1., e 5.2., foram
estabelecidos alguns critérios de selecéo (Pico LSPR entre 500nm e 600 nm,
Dispersédo (Forma, Tamanho), Presenca de compostos na superficie das
AuNPs, Estabilidade Geral, (Relativa estabilidade a uma baixa concentragao de
sal, Relativa estabilidade ao pH fisioldgico) para determinar qual dos coloides
sera escolhido para seu estudo bioldgico. Assim, os coloides AuNPs - pH 4,7, e
AuNPs — pH 7,7, foram escolhidos para o estudo de atividade antioxidante e
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citotoxicidade, o coloide AuNPs - pH 10,7, foi descartado, devido a sua baixa

estabilidade, como é mostrado na tabela 15.

Tabela 15. Tabela de critérios e selecdo de nanoparticulas.

Amostras
Critérios de
selecéo

AuNPs-pH 4,7

AuNPs-pH 7,7

AuNPs-pH 10,7

Pico LSPR entre
500nm e 600 nm
(UV-Visivel)

Dispersao (Forma,
Tamanho) (MET)

Presenca de
compostos na
superficie das AuNPs
(RAMAN, FT-MIR)

Estabilidade General
(Potencial Zeta)

Relativa estabilidade a
uma baixa
concentracédo de sal
(Grau de Floculacao)

Relativa estabilidade
ao pH fisioldgico
(Grau de Floculacao)

Resultado

Bom O Ruim X
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5.3.1. Determinacao da capacidade antioxidante e Citotoxicidade

Antes da determinacdo da capacidade antioxidante e da citotoxicidade,
determinou-se a concentracdo de V. oleifera presente na superficie da
nanoparticula, foi realizado um estudo para obtencdo de uma curva padréo, a
fim de se obter uma equacéo para correlacéo entre os valores de concentracao
e absorcao de V oleifera. Isso foi possivel pelo fato de seu pico caracteristico

de absorbancia ocorrer em 280 nm. Figura 25.
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Figura 25. Curva padrdo da concentracdo de Virola oleifera.

Tabela 16. Concentragdo de V. oleifera ligada as AuNPs.

Amostras Concentracao de V. oleifera ligada as AuNPs
(mg/ml)

AuNPs-pH4,7 0,793

AuNPs-pH7,7 0,790

As AuNPs mostram grande atividade a ponto de assemelhar-se ao observado
pelo padrdo Trolox ®, devido a amplificacdo da atividade antioxidante de
biomoléculas por adsor¢cdo a superficie de AuNPs, fato que foi mostrado por
outros estudos [81, 82]. E possivel observar que os coléides de naoparticulas

de ouro sintetizadas a pH 4,7 e 7,7 apresentam uma alta porcentagem de
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inibicdo (atividade antioxidante), ainda maior do que o controle. A citotoxicidade
das nanoparticulas de ouro foi estabelecida por meio de um ensaio de
toxicidade in vitro, utilizando a linhagem celular manner: J774A.1 (ATCC®
TIB67TM). Observando que as AuNPs-pH 4,7, sédo ligeiramente menos téxicas
que o extrato de V. oleifera com o mesmo pH, em todas as concentragdes, por
outro lado, a toxicidade das AuNPs-pH 7,7, evidentemente diminuiu quando é
comparada com as AuNPs-pH 4,7, fato que poderia ser explicado pela
alteracdo do pH do meio, uma vez que o pH 6timo da cultura de células é perto
de 7 [83, 84], o que poderia aumentar a toxicidade das AuUNPs-pH 4.7 em todas
as concentracfes testadas, coisa que também pode-se observar no extrato de
V. oleifera pH 4,7 e extrato de V. oleifera pH 7,7. Figura 26. 27, 28.
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Figura 26. Atividade Antioxidante e Citotoxicidade das AuNPs sintetizadas com Virola
oleifera, com pH 4,7.
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Figura 27. Atividade Antioxidante e Citotoxicidade das AuNPs sintetizadas com Virola
oleifera, com pH 7,7.
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6. CONCLUSOES

O planejamento fatorial utilizado, permitiu conhecer que as variaveis que
influenciam a sintese de AuNPs que séo o pH e o tempo, estabelecendo uma

rota de sintese de nanoparticulas de ouro usando um extrato vegetal

Os métodos de sintese verde usando extrato Virola oleifera propostos
provaram ser reproduziveis, apresentando AuNPs de diferentes tamanhos,

monodispersos e com relativa estabilidade em funcéo do pH.

Foi possivel comprovar a adsor¢do do extrato de Virola oleifera na superficie
das AuNPs, utilizando diferentes técnicas como microscopia eletrbnica de
transmissao (MET) e espectroscopia de infravermelho (FRTI) e Raman.

Os testes para demonstrar a atividade antioxidante mostraram que as
nanoparticulas de ouro em qualquer pH apresentam alta porcentagem de
inibicdo, além de isso, o teste de citotoxicidade, mostrou que as nanoparticulas
de ouro sintetizadas a pH 7,7 apresentam baixa toxicidade.
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8. APENDICES
8.1. PARTICIPACAO EM EVENTOS

1° Simpdsio Sudeste Brasileiro de Microscopia e Microanalise e 1St
International Multidisciplinary Microscopy School and Exhibition realizado em
Vitéria - ES

BIOSSINTESE DE NANOPARTICULAS DE OURO USANDO EXTRATO DE
Virola oleifera

Luis Alberto Contreras?, Jairo Pinto de Oliveira?, Marco Cesar Cunegundes Guimaries?

!Laboratério de Ultraestrutura Celular Carlos Alberto Redins, Universidade Federal do Espirito Santo -
Av. Marechal Campos, 1468, Maruipe, Vitoria, E.S. 29.042-755 — Brasil, Tel: +55 (27) 3335-7365, email:
marco.guimaraes@ufes.br

A sintese verde de nanoparticulas surge em resposta aos processos
convencionais de sintese de nanomateriais que sdo processos complexos e
freqientemente exige um elevado consumo de reagentes quimicos, além de
exigir custos elevados e danos ambientais associados. A sintese verde de
nanoparticulas utiliza plantas para a obtencédo de extratos, que sdo capazes de
reduzir os catides de uma solucdo de sal de metal, os extratos podem as
vezes, estabilizar estas particulas nanométricas e impedi-las de serem
adicionadas porque elas estdo associadas com moléculas organicas de
extratos de plantas. Outra grande vantagem do uso deste método € o de
controlar o tamanho das nanoparticulas por variacdo da concentracdo de
extrato de planta usada sem o uso de agentes tensoativos, estabilizadores ou
palmilhas. Em vez disso, uma das desvantagens da sintese verde de
nanoparticulas, € a fraca reprodutibilidade principalmente em relacdo a
estabilidade da disperséo dos coléides.

Tomando como ponto de partida a pesquisa “BIOSSINTESE OTIMIZADA DE
NANOPARTICULAS DE OURO COM EXTRATO DE Virola oleifera” realizada
no Laboratério LUCCAR da UFES, os melhores e piores resultados do
planejamento fatorial e potencial zeta deste trabalho foram reproduzidos para
compara-los entre si. Assim levando em conta os parametros obtidos acima, foi
realizada a reproducdo da sintese de nanoparticulas de ouro com extrato de
Virola oleifera de 6 ensaios (concentracao do extrato: 0,5 mg.ml-1, pH 3,5, 7, e
Concentracdo do extrato: 3,5 mg.ml- 1, pH 3, 5, 7); recebendo a melhor
formacao de nanoparticulas de ouro sob as seguintes condi¢des (concentracao
do extrato: 0,5 mg.ml-1, pH 5, 7).

Finalmente, pode ser estabelecido que o melhor fatorial para obter
nanoparticulas de ouro € diminuir a concentracdo de extrato de planta (0,5
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mg.mL -1), e o pH influencia diretamente o tamanho das particulas, quanto
maior pH, menor é tamanho de particula.

Referencias.

[1] Ferreira D. Biossintese otimizada de nanoparticulas de ouro com extrato de
virola oleifera. Universidade Federal do Espirito Santo. 2016.

A _ B

Figura 1. Microscopia eletronica de transmisséo do ensaio (pH5 — 0,5 mg. mL*
de extrato). Aumentos: A. B. 150000X.

Figura 2. Microscopia eletrdnica de transmissdo do ensaio (pH7 — 0,5 mg. mL?
de extrato). Aumentos: A. 600000X; B. 150000X.
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26° Congresso Brasileiro de Microscopia realizado em Armacao dos Buzios,
Rio de Janeiro - Brasil.

Influence of pH on the size of gold nanoparticles synthesized using Virola
oleifera extract

Luis Alberto Contreras?, Jairo Pinto de Oliveira?, Marco Cesar Cunegundes Guimar3es?

!Laboratério de Ultraestrutura Celular Carlos Alberto Redins, Universidade Federal do Espirito Santo -
Av. Marechal Campos, 1468, Maruipe, Vitdria, E.S. 29.042-755 — Brasil, Tel: +55 (27) 3335-7365, email:
marco.guimaraes@ufes.br

In this study, we investigated the pH effects on the size of gold nanoparticles (AuNPs).
AuNPs synthesized from Virola oleifera (Schott) A. C. Smith, which has antioxidant
properties, extract was characterized using UV-Vis spectroscopy and Transmission
Electron Microscopy (TEM). The pH of the starting solution varied from 3 to 7. It was
found that pH influenced inversely on the nanoparticles sizes. As we increase the pH,
the AuNPs size becomes smaller. Moreover, we observed that the best extract
concentration was 0,5 mg.ml. Growth of gold nanoparticles was confirmed in all
conditions used by UV-Vis absorption spectroscopy (Fig. 1). Peak wavelength was
observed between 530 and 540 nm. We achieved size variations between 9 nm and 16
nm. The morphology was confirmed by TEM, observing at pH 5 hexagonal nanoparticles and at
pH 7 mostly spherical nanoparticles. (Figures 2 and 3). Concluding that the pH variation of the
Virola oleifera solution in the AuNPs synthesis allows obtaining nanoparticles of different sizes
and shapes. [1] [2]

References:

[1] BOA 1.S.F; PORTO, M.L; PEREIRA, A.C.H; RAMOS, J.P.L; SCHERER, R., OLIVEIRA, J.P.,
et al., Resin from V. oleifera Protects Against Radiocontrast-Induced Nephropathy in
Mice. Journal PLoS ONE, v.10, n.12, p.1-15, 2015.

[2] IRAVANI, S. Green synthesis of metal nanoparticles using plants. Green Chemistry,
v. 13, n. 10, p. 2638, 2011.
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Figure 1. UV-Visible absorption spectroscopy. Comparison of different pH (A - C - E). Comparison of different
concentrations of V. oleifera extract (B - D - F).

Figure 2. Transmission electron microscopy assay (pH 5 - Figure 3. Transmission electron microscopy assay (pH 7 -
0.5 mg ml -1 extract). 0.5 mg ml -1 extract).
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9. ANEXOS

9.1. ANEXO |
Colecéao e preparacao do extrato de Virola oleifera.

A resina Virola oleifera foi coletada durante o més de marcgo de 2017 na regiao
de Alfonso Claudio / Rio da Cobra, no estado do Espirito Santo - Brasil. A
resina foi retirada de uma arvore previamente identificada pelo Laboratério de
Produtos Naturais da Universidade Vila Velha.

Para coletar a resina, foram feitos alguns cortes na casca da arvore e, em
seguida, com o auxilio de seringas procedem a recolher a seiva da arvore, esta
seiva foi armazenada a 4 ° C e no escuro para transporte ao laboratério. Uma
vez no laboratério, a seiva foi filtrada para evitar contaminantes externos e seca
a 50 °C durante 24 horas, este residuo foi triturado e armazenado em uma
garrafa ambar a 4 °C para uso posterior, como é mostrado em as Figuras
abaixo.

Figura 1. Site de coleta de V. oleifera (A). Colecéo de seiva de V. oleifera (B).
V. oleifera antes da dessecacédo (C). V. oleifera depois da dessecacédo ao 50°C
(D). V. oleifera triturada (E). Extrato de V. oleifera em garrafa ambar para
armazenamento a 4 °C (F).
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