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RESUMO 

 

Introdução: O uso da nanotecnologia vem modificando a forma com que diversos 

tipos de materiais são utilizados. A síntese coloidal é um método extremamente 

versátil, de custo relativamente baixo comparado a outros métodos de produção de 

nanopartículas metálicas (NP’s). Seu comportamento está relacionado ao ambiente 

em que se encontra, estabilidade, composição química, grau de agregação, 

morfologia e tamanho, e por isso modulações no momento da síntese são 

determinantes para a atividade biológica. Grande parte das rotas tradicionalmente 

utilizadas para a produção de nanopartículas metálicas, partem de solventes tóxicos, 

que acabam dando origem a resíduos nocivos à saúde e ao meio ambiente. Estudos 

com NP’s vêm mostrando que elas têm grande potencial como agentes 

antimicrobianos, entrega de drogas, dentre outros. O presente estudo teve como 

objetivo o desenvolvimento de uma metodologia sustentável para a síntese de 

nanopartículas de ouro, utilizando como agente redutor solução de resina de Virola 

oleifera, e posterior avaliação da atividade antimicrobiana e antioxidante. Métodos: 

As nanopartículas de ouro (AuNP’s) foram sintetizadas por oxi-redução, com base 

em um planejamento fatorial 3² onde as variáveis foram o tempo e a concentração 

do agente redutor. A caracterização foi realizada com análises de UV-Vis, 

Microscopia, Potencial Zeta, ICP-MS e Infravermelho. O potencial antioxidante foi 

avaliado tanto para a resina quanto para as AuNP’s. A atividade antibacteriana foi 

testada contra Staphylococcus aureus 1117 e Escherichia coli DH5α pela técnica de 

microdiluição em caldo, e a interação rápida por agitação, seguidas de análises de 

Microscopia Eletrônica de Transmissão. Resultados: A resina de Virola oleifera foi 

capaz de reduzir o ouro de modo tão eficaz quanto o citrato de sódio (agente redutor 

tradicionalmente utilizado). Dentre as variáveis apenas a concentração do agente 

redutor foi relevante para determinar as características das nanopartículas. O pico 

de absorbância ocorreu entre 520 e 540nm. Juntamente com tais dados as imagens 

de microscopia confirmam a presença de nanopartículas de ouro. A partir da síntese 

verde as AuNP’s tinham formas variadas e  potencial zeta mostrou que as AuNP’s 

eram estáveis. As análises de ICP-MS mostraram que a concentração e ouro 

reduzida com a síntese verde foi maior que com citrato. As nanopartículas de ouro 

apresentaram potencial antioxidante e foram capazes de inibir o crescimento de S. 

aureus por interação com a membrana. Conclusões: A resina de Virola oleifera se 
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mostrou uma ótima alternativa para a síntese de AuNP’s, dando origem a partículas 

com atividade antioxidante, e eficazes na inibição de S. aureus. 

 

Palavras – chave: Nanopartículas; Nanotecnologia; potencial antimicrobiano; 

potencial antioxidante 

 

ABSTRACT 

 

Introduction: The use of nanotechnology is changing the way different types of 

materials are used. Colloidal synthesis is an extremely versatile method, relatively 

low cost compared to other methods of production of metal nanoparticles (NP's). 

Their behavior is related to the environment in which it finds itself, stability, chemical 

composition, degree of aggregation, morphology and size, so modulations at the time 

of synthesis are crucial for biological activity. Much of the route traditionally used for 

the production of metal nanoparticles, start from toxic solvents that end up giving rise 

to harmful wastes to health and the environment. NP's studies have shown that they 

have great potential as antimicrobial agents, drug delivery, among others. This study 

aimed to develop a sustainable methodology for the synthesis of gold nanoparticles 

using as reducing agent Virola resin solution oleifera, and further evaluation of 

antimicrobial and antioxidant activity. Methods: The gold nanoparticles (AUNP's) 

were synthesized by oxidation-reduction, based on a factorial design 3² where 

variables were time and concentration of reducing agent. The characterization was 

performed with UV-Vis analysis, microscopy, Zeta potential, ICP-MS and IR. The 

antioxidant potential was evaluated for both the resin and for the AUNP's. The 

antibacterial activity was tested against Staphylococcus aureus and Escherichia coli 

DH5α 1117 by microdilution technique in broth, and rapid interaction by shaking, 

followed by transmission electron microscopy analyzes. Results: The resin ferrule 

oleifera was able to reduce as efficiently as gold sodium citrate (reducing agent used 

traditionally). Among the varying only the concentration of the reducing agent it was 

important to determine the characteristics of nanoparticles. The peak absorbance 

between 520 and 540nm occurred. Together with such the microscopy imaging data 

confirm the presence of gold nanoparticles. From Green synthesis had the AUNP's 

various forms and zeta potential showed that AUNP's were stable. The ICP-MS 

analysis showed that the concentration and reduced with green gold synthesis was 
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higher than with citrate. The gold nanoparticles had antioxidant potential and were 

able to inhibit the growth of S. aureus by interaction with the membrane. 

Conclusions: Ferrule oleifera resin showed an excellent alternative to AUNP's 

synthesis, yielding particles with antioxidant activity, and effective in the inhibition of 

S. aureus. 

 

Keywords: Nanoparticles; Nanotechnology; Green synthesis; Potential 

Antimicrobial; Antioxidant potential. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 1.1 Nanotecnologia 
 

 

A nanociência pode ser definida como uma área da ciência dedicada ao estudo e a 

manipulação dos materiais na escala atômica, molecular e macromolecular, que 

conduzem à construção de estruturas na escala nanomérica, em geral até 100nm, 

interessantes por possuírem propriedades únicas (MOGHIMI; HUNTER; MURRAY, 

2005). A nanotecnologia engloba ainda a compreensão da física fundamental, 

química, biologia e tecnologia de objetos em escala reduzida (IOP - Science - 

Nanotechnology, 2014).  

 

Nos últimos anos, grande parte do mundo tem voltado sua atenção para a ciência e 

tecnologia em nanoescala (DURAN; DE MORAIS; MATTOSO, 2006). O uso da 

nanotecnologia vem modificando substancialmente a forma como os diversos tipos 

de materiais são utilizados. Em escala nanométrica os materiais apresentam 

comportamento distinto de suas conhecidas propriedades físico-químicas em 

escalas maiores, principalmente no que tange as características mecânicas, 

biológicas, reatividade química, atividade catalítica, condutividade térmica e 

absorção óptica (se refere ao comportamento das partículas sob a ação da luz - 

infravermelho ou ultravioleta) (BOGUNIA-KUBIK; SUGISAKA, 2002; DANIEL; 

ASTRUC, 2004; IRAVANI, 2011; PANIGRAHI et al., 2004; ZHAROV et al., 2005). 

Outra característica diretamente relacionada ao tamanho reduzido, é que tal fato faz 

com que as nanopartículas tenham um aumento na sua área superficial, melhorando 

sua eficiência, por exemplo na entrega de drogas (MOGHIMI; HUNTER; MURRAY, 

2005).  

 

A síntese de nanopartículas metálicas tem atraído diversos pesquisadores pela 

expectativa de que tais materiais podem trazer benefícios, bem como melhorar a 

qualidade de vida, já que suas características permitem inúmeras aplicações 

(GUSZMÁN; DILLE; GODET,  2009).  
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 1.2 Colóides metálicos - nanopartículas  

 

São chamadas de dispersões coloidais, aquelas formadas por duas fases, sendo 

uma de partículas em tamanho extremamente reduzido, e uma segunda composta 

por um dispersante, de modo que a olho nu aparente ser uma solução (KARAMAN, 

2004; RANGEL, 2006).  

 

A síntese de nanopartículas por meio de redução do íon metálico dá origem então a 

um colóide. Diversas pesquisas envolvem nanopartículas de materiais distintos. 

Dentre os mais utilizados estão o ouro (BADWAIK et al., 2011; BURYGIN et al., 

2009; SALUNKE et al., 2014), a prata (BAGHIZADEH et al., 2015; KAVIYA; 

SANTHANALAKSHMI; VISWANATHAN, 2011; SALUNKE et al., 2014), o ferro 

(BESWICK et al., 2015; KHARISSOVA et al., 2013; LI et al., 2015; MORILLO; 

PÉREZ; VALIENTE, 2015; SATHYANARAYANAN et al., 2013) e o cobre (DAS; 

SRIVASTAVA, 2015; WANG et al., 2015; YANG et al., 2015).  

 

As nanopartículas de ouro (AuNP's) têm atraído a atenção devido as suas 

propriedades. O ouro é um material inerte, resistente à oxidação, o que faz com que 

seu uso seja interessante em tecnologias e dispositivos em nanoescala (BINDHU; 

UMADEVI, 2014). Vários estudos têm mostrado que possue potencial para uma 

variedade de aplicações biológicas, incluindo: conjugação de anticorpos (LOO et al., 

2004), entrega de drogas (MOGHIMI; HUNTER; MURRAY, 2005), proteção contra 

raios UV (GANESAN; PRABU, 2015), purificação de água (BINDHU; UMADEVI, 

2014), para fins de diagnóstico, como agente antimicrobiano (GANESAN; PRABU, 

2015), dentre outros. 

 

O ouro vem sendo utilizado como símbolo de nobreza à milhares de anos a.C. 

(DANIEL; ASTRUC, 2004). Apesar de tanto valor, inicialmente, por se tratar de um 

metal inerte, o ouro não despertou tanto interesse dos pesquisadores, no entanto, 

com o advento da nanotecnologia e a possibilidade de alterar as propriedades dos 

materiais fez com que este metal seja fonte de milhares de pesquisas (BONIFÁCIO, 

2006). O uso do ouro coloidal vem desde a idade média. Inicialmente era utilizado 

tanto para fins estéticos (decoração de cerâmicas) quanto para curativos (problemas 
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de coração, disenteria, epilepsia e tumores). Em 1618 foi publicado o primeiro livro 

que detalha as utilizações do ouro coloidal pelo médico e filósofo Francisci Antonii 

(DANIEL; ASTRUC, 2004).  

 

Pesquisas com nanopartículas metálicas têm aumentado desde a publicação do 

trabalho de Michael Faraday, no século XIX, onde foi feito um estudo das 

propriedades óticas de filmes finos preparados com nanopartículas de ouro. Em 

1951, Turkevich e colaboradores publicaram um método de síntese com base em 

reações de oxi-redução, utilizando citrato de sódio como agente redutor e 

estabilizante (TURKEVICH; STEVENSON; HILLIER, 1951; TURKEVICH, 1985) 

 

Soluções coloidais de nanopartículas de metais nobres como o cobre, prata e ouro  

mostram uma cor característica e muito intensa, a qual está ausente no material em 

grande escala, bem como para os átomos individuais (LINK; EL-SAYED, 1999). Ao 

contrário do ouro metálico conhecido por sua cor amarelo, o ouro coloidal se 

apresenta na coloração vermelho, quando tem tamanho médio de 20nm ( Figura 1). 

Conforme vai aumentando de tamanho, a coloração do colóide passa para roxo, 

ficando mais escuro até se tornar azul e cinza escuro (BONIFÁCIO, 2006). Tal fato 

se dá devido à oscilação coletiva dos elétrons livres nas nanopartículas, induzidos 

por um campo magnético, também chamado de Ressonância de Plasmon de 

Superfície Localizada (LINK; EL-SAYED, 1999). 

 

 

 Figura 1. Ouro coloidal. (Imagem própria) 
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A Ressonância de Plasmon de Superfície Localizado (RPSL) é uma propriedade 

óptica de metais nobres, tais como o ouro, que se manifesta na região do visível 

(400 - 700nm) do espectro eletromagnético (PEREIRA, 2009). As propriedades 

ópticas das nanopartículas têm íntima relação com seu tamanho. Os metais 

possuem propriedades dirigidas por suas bandas de energia, no entanto, em escala 

nanométrica, o comportamento varia, de modo que o caminho livre médio dos 

elétrons excede o raio da partícula, de modo que podem ser excitados pela luz 

visível. A interação dos elétrons com a radiação eletromagnética causa oscilação 

coletiva dos elétrons livres nas nanopartículas metálicas, dando origem a uma 

densidade de carga em sua superfície. Uma força de compensação é gerada, dando 

origem a um comprimento de onda ressonante único, a banda plasmon de superfície 

(Figura 2) (PEREIRA, 2009; PETRYAYEVA; KRULL, 2011a). A ressonância de 

plasmon para as nanopartículas de ouro se dá por volta de 520nm, podendo variar 

na faixa de 500 a 600nm conforme seu tamanho e grau de agregação 

(PETRYAYEVA; KRULL, 2011b; PISSUWAN et al., 2010). 

 

 

Figura 2. Efeito de Ressonância de Plasmon de Superfície Localizada (RPSL). (Imagem própria) 

 

As nanopartículas não se comportam de forma semelhante. Seu comportamento 

está relacionado ao ambiente em que se encontra, estabilidade, composição 

química, grau de agregação, morfologia e tamanho (MOGHIMI; HUNTER; MURRAY, 
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2005). A Figura 3 ilustra os principais fatores relacionados às características das 

nanopartículas. 

 

 

 

Figura 3.  Principais fatores relacionados às características das nanopartículas (ALBERNAZ, 2014). 

 

O agente redutor e as condições de síntese são pontos cruciais, uma vez que ditam 

como serão os processos de nucleação e crescimento, e por isso, definem a forma, 

tamanho, estabilidade e conseqüentemente as características ópticas das 

nanopartículas (TURKEVICH; STEVENSON; HILLIER, 1951).  

 

  1.2.1 Síntese de nanopartículas 

 

Existem vários métodos de síntese conhecidos para a obtenção de materiais em 

escala nanométrica, dentre os quais se destacam os métodos físicos, onde as 

nanopartículas são obtidas utilizando ouro metálico como precursor e reduzindo 

suas dimensões (Top-Down); e os métodos químicos (Botton-up), que se baseiam 

na construção de estruturas e nanomateriais a partir de átomos e moléculas 

individuais. Atualmente os métodos baseados em reações químicas de oxi redução 

são mais empregados, levando a formação de colóides, em geral por via aquosa 
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(OLIVEIRA, M. M, 2005; NARAYANAN; SAKTHIVEL, 2011; MARANGONI, 2012). A 

síntese coloidal é um método extremamente versátil, de custo relativamente baixo 

comparado a outros métodos de produção de nanoestruturas metálicas e que pode, 

a princípio, ser adaptado para produção em larga escala (ZANCHET, 2000). As 

nanopartículas de metais sintetizadas por via aquosa são as mais estudadas, com 

destaque para as nanopartículas de ouro, amplamente utilizadas (AHMAD et al., 

2013; LIU et al., 2012; PAL et al., 2013; PRADO et al., 2014; ZHAO et al., 2010).   

 

Um dos métodos primordiais e mais utilizados baseia-se na redução de íons AuCl4
- 

por citrato em meio aquoso através do método desenvolvido por Turkevitch, em 

1951 (TURKEVICH; STEVENSON; HILLIER, 1951; TURKEVICH, 1985). Frens, em 

1973, reportou pela primeira vez a possibilidade de controlar o tamanho médio das 

nanopartículas através da modulação da razão Au/Citrato. Os íons citrato atuam 

tanto na redução quanto na passivação (estabilização) das AuNP’s, evitando a 

agregação, graças a alta densidade de carga negativa proporcionada pelos grupos 

carboxilato ancorados na superfície. 

 

A síntese de nanopartículas de ouro (AuNP's), por reação de oxi-redução, parte de 

uma solução aquosa de ouro e um agente redutor. Ambas as soluções são 

misturadas e durante a agitação, os íons de ouro são reduzidos à Au0 (metálico). O 

processo passa pelas etapas de nucleação e crescimento, dando origem às 

nanopartículas (Figura 4). 

 

Nucleação pode ser definida como o processo inicial de redução do ouro. Os átomos 

reduzidos colidem, formando um núcleo estável e dando origem a uma nova fase ao 

sistema até então homogêneo. A etapa de crescimento responsável pelo tamanho 

das nanopartículas consiste em um processo adicional à nucleação, onde ocorrem 

depósitos de materiais sobre a partícula, de modo que esta aumenta de volume 

(TURKEVICH; STEVENSON; HILLIER, 1951). Em alguns casos pode ainda ocorrer 

o processo de agregação, que se dá quando o colóide não é estável o suficiente, e 

as nanopartículas se aproximam de modo a se aglomerarem (BONIFÁCIO, 2006; 

DU et al., 2012; WANG; SUN, 2006). 
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Em geral faz-se uso de agentes estabilizadores. Os estabilizadores (também 

chamados de passivadores), são moléculas utilizadas para evitar a agregação das 

nanopartículas, e deixar o colóide termodinamicamente estável, formando uma 

cobertura, geralmente uma monocamada, sobre a superfície das partículas, 

impedindo o contato entre elas. Além de importantes no controle de tamanho, os 

passivadores também podem funcionalizá-las (SHON; CHOO, 2003). 

 

 

 

Figura 4. Etapas de síntese de nanopartículas metálicas.(Imagem própria) 

 

A estabilidade de soluções coloidais depende intimamente da natureza e magnitude 

da interação entre as nanopartículas constituintes com o meio. Basicamente, 

existem dois mecanismos de estabilização de nanopartículas coloidais: a 

estabilização eletrostática (Figura 5-A), na qual as nanopartículas se repelem devido 

à presença de moléculas carregadas na superfície; e a estabilização estérica (Figura 

5-B), onde ocorre adsorção de aditivos poliméricos em volta das nanopartículas, de 

modo que as cadeias longas ou polímeros impedem a aproximação de umas com as 

outras (HANG et al., 2009; LOURENCO et al., 1996). A este respeito, as 

propriedades elétricas da interface sólido/líquido são essenciais na determinação da 

estabilidade das suspensões, de modo que o potencial eletro cinético e a espessura 
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da camada elétrica é fundamental para manter a estabilidade do sistema (ARIAS et 

al., 2009). 

 

 

Figura 5. Formas de estabilização de nanopartículas. A: estabilização eletrostática; B: estabilização 

estérica (MARANGONI, 2012). 

 

As nanopartículas são termodinamicamente instáveis, principalmente devido a sua 

alta superfície de contato, e por isso têm tendência natural de crescer e se agregar, 

de modo que parte do desafio está na síntese de nanomateriais que sejam estáveis, 

ou seja, que mantenham o mesmo tamanho, forma e grau de dispersão 

(TURKEVICH; STEVENSON; HILLIER, 1951). O fenômeno de agregação pode 

ocorrer tanto na etapa de síntese quanto posteriormente. A busca por novos 

métodos de síntese tem se tornado foco de estudos de diversos pesquisadores, que 

buscam nanopartículas cada vez mais estáveis e menos tóxicas aos humanos e ao 

ambiente (BADWAIK et al., 2011; BAGHIZADEH et al., 2015; DAS; BRAR, 2013; 

MITTAL; CHISTI; BANERJEE, 2013; SALUNKE et al., 2014).  

 

Grande parte das rotas tradicionalmente utilizadas para a produção de 

nanopartículas metálicas que acabam dando origem a resíduos nocivos à saúde e 

ao meio ambiente, uma vez que utilizam solventes tóxicos (CAUERHFF; CASTRO, 

2013; SALAM et al., 2012). As recentes pesquisas relacionadas à síntese de 

nanomateriais utilizando extratos de plantas abriu uma nova era de métodos rápidos 

e não tóxicos para a produção de nanopartículas (IRAVANI, 2011). Tal método, 

também designado de síntese verde, visa a utilização de compostos naturais como 

agentes redutores, tendo assim uma alternativa sustentável. Tende a utilizar 

solventes de baixa toxicidade, levando a um baixo impacto ambiental (ALBERNAZ, 

2014; IRAVANI, 2011).  
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Nos últimos anos, os extratos vegetais estão sendo amplamente utilizados como 

uma estratégia rápida e prática para a síntese de nanopartículas, substituindo o uso 

de solventes tóxicos (NARAYANAN; SAKTHIVEL, 2011b). Uma grande vantagem no 

uso de materiais vegetais como agentes redutores, é que além de levar a formação 

do colóide, também realizam a estabilização e em alguns casos a funcionalização 

das nanopartículas (IRAVANI, 2011; NARAYANAN; SAKTHIVEL, 2011b; SADEGHI; 

MOHAMMADZADEH; BABAKHANI, 2015a).  

 

(SADEGHI; MOHAMMADZADEH; BABAKHANI, 2015b) utilizando extrato da folha 

de Stevia rebaudian obteve nanopartículas de ouro esféricas, com tamanho de 5-20 

nm. Análises de UV-Vis, mostraram um pico de absorbância em 550nm, 

característico de AuNP's. A medida da estabilidade foi feita por meio de potencial 

zeta, e os valores foram próximos a - 50 mV, confirmando a alta estabilidade de 

colóides formados a partir de síntese verde. Vários pesquisadores vêm obtendo 

sucesso na síntese com extratos vegetais para nanopartículas de prata 

(BAGHIZADEH et al., 2015; DUBEY; LAHTINEN; SILLANPÄÄ, 2010; ISAAC; 

SAKTHIVEL; MURTHY, 2013; KAVIYA; SANTHANALAKSHMI; VISWANATHAN, 

2011; VILLANUEVA-IBÁÑEZ et al., 2015), ouro (BINDHU; UMADEVI, 2014; DUBEY; 

LAHTINEN; SILLANPÄÄ, 2010; ISAAC; SAKTHIVEL; MURTHY, 2013; MILANEZE et 

al., 2014; UMA SUGANYA et al., 2015) e outros materiais. A síntese de 

nanopartículas monodispersas, com tamanho e forma controlada ainda tem sido um 

grande desafio (NARAYANAN; SAKTHIVEL, 2011b). A otimização de novas 

metodologias de síntese é fundamental. 

 

 1.3 Métodos de Caracterização de Nanopartículas 
 

  1.3.1 Espectroscopia UV - Visível 
 

 

A espectroscopia de UV - Visível é uma técnica amplamente utilizada para 

caracterização de nanopartículas (MULVANEY, 1996; SADEGHI; 

MOHAMMADZADEH; BABAKHANI, 2015b; UMA SUGANYA et al., 2015; 

VILLANUEVA-IBÁÑEZ et al., 2015). Está relacionada a absorção da radiação 

ultravioleta/visível (180 a 780nm) pelo material, levando a promoção de elétrons do 
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estado fundamental ao estado excitado. O espectro é obtido pela irradiação da luz 

através da amostra (líquida e diluída) e o espectro de absorção se dá pela razão 

entre a intensidade da radiação que passa pela amostra e pela referência (SKOOG, 

2002). 

 

Em geral são utilizados comprimentos de onda de 300 a 800nm para caracterização 

de nanopartículas metálicas na gama de 2 a 100nm. A absorbância (RPSL) é 

extremamente sensível a natureza do material, dimensão, forma e grau de 

agregação das nanopartículas (SCOTT; SMITH; THOMPSON, 1953). Para AuNP's, 

o pico de absorção máxima se dá no intervalo de 500 - 600nm, de modo que se 

desloca para a direita com o aumento do tamanho (PETRYAYEVA; KRULL, 2011b; 

PISSUWAN et al., 2010; SONG; JANG; KIM, 2009). Diâmetros médios de 14nm 

mostram pico máximo em 520nm, já partículas de 99nm têm pico de absorbância em 

575nm (LINK; EL-SAYED, 1999). Já quando a formação de agregados é observada, 

são geradas ressonâncias em energias menores, levando ao surgimento de banda 

característica por volta de 650nm (BONIFÁCIO, 2006; DU et al., 2012; WANG; SUN, 

2006). 

 

  1.3.2 Potencial Zeta 
 

Diversos fatores influenciam na estabilidade de um colóide. Um bom parâmetro para 

tal medida é a análise de Potencial Zeta (PZ), ou seja o estudo de potencial de 

superfície (LU; KESSLER, 2006). O PZ corresponde ao potencial no plano de 

cisalhamento, que está à uma determinada distância da superfície. Este 

corresponde ao plano que separa as parcelas de fluido que se movem em direções 

opostas em fenômenos físicos como a eletroforese e a eletrosmose (ABREU, 2011). 

 

Em geral, todo material quando em contato com um meio líquido tende a adquirir 

carga elétrica em sua superfície. A carga líquida na superfície da partícula afeta a 

distribuição de íons na sua vizinhança, levando assim a um aumento na 

concentração de contra íons, formando assim, uma dupla camada elétrica na 

interface da partícula com o líquido, conforme ilustrado na Figura 6. 
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Figura 6. Potencia Zeta. Interfaces da nanopartícula. NP: Nanopartícula; PZ: Potencial Zeta. Imagem 

própria. 

 

Essa dupla camada possui duas regiões, uma mais interna, que incluí os íons 

fortemente ligados à superfície, que não é afetada por agitação térmica, e uma 

camada externa (Stern Layer), que neutraliza a maior parte da carga superficial. 

Embora a maior parte das cargas sejam neutralizadas, o restante é capaz de atrair 

íons para o colóide, com menos intensidade, e a uma distancia maior da superfície, 

formando a camada difusa (Diffuse Layer). A camada difusa é facilmente afetada por 

agitação térmica, concentração de sais, dentre outros. A estabilidade da partícula 

coloidal é determinada pela carga que o colóide exerce sobre a camada difusa, e a 

distancia dos íons entre as mesmas. Ou seja, se a carga da superfície do colóide e a 

distância entre os íons de superfície é grande, o colóide será estável, de modo que 

outras partículas não se aproximarão (BRUNELLE, 1980). 

 

Desse modo, o Potencial Zeta se dá em função da carga superficial da partícula e a 

composição do meio que a circunda. Pode ser determinado de modo experimental, 

de forma que reflete a carga efetiva das partículas, ou seja, pode ser correlacionado 

com a repulsão eletrostática entre elas e consequentemente com a estabilidade da 

Camada 

externa 

Camada 

difusa 

PZ 
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suspensão. A medida do PZ é realizada de forma indireta de modo que pode-se 

estimar o valor do potencial na superfície, onde a técnica mais usada e mais aceita é 

através da mobilidade eletroforética. Introduz-se uma suspensão coloidal diluída em 

uma cuba com dois eletrodos e aplica-se um potencial elétrico à suspensão. As 

espécies carregadas eletricamente irão se mover na direção do eletrodo de carga 

contrária, tão mais rapidamente quanto maior a sua carga elétrica e maior o campo 

elétrico aplicado (ABREU, 2011; BRUNELLE, 1980). 

 

O valor considerado bom pode variar de autor para autor. Segundo LU; KESSLER, 

2006, o valor absoluto do PZ deve ser superior a 25mV, para que o colóide seja 

considerado estabilizado. A Tabela 1 mostra os valores de PZ e a estabilidade 

correspondente.  

 

Tabela 1. Relação entre valores de potencial zeta grau de agregação do colóide. Adaptado de: 

(BRUNELLE, 1980; LU; KESSLER, 2006) 

Potencial Zeta (mV) Agregação coloidal 

≥ ± 30 Pouca ou nenhuma 

≥ ± 15 >± 30 Agregação moderada 

< ± 15 Agregação severa 

 

 

  1.3.3 Microscopia Eletrônica de Transmissão (MET) 

 
Dentre as técnicas de microscopia, a Microscopia Eletrônica de Transmissão (MET) 

tem sido a mais amplamente utilizada para caracterização morfológica de 

nanopartículas, tornando possível a determinação da forma e tamanho. De um modo 

geral, a técnica permite a aquisição de imagens com resolução superior às obtidas 

com microscópios ópticos. 

 

A amostra é irradiada por um feixe de elétrons de corrente uniforme. O feixe de 

elétrons é gerado por um canhão de elétrons por meio da emissão termo-iônica 

(aquecimento de um filamento de tungstênio) ou emissão de campo (pontas de 

filamento de tungstênio), e atravessa a amostra, sofrendo diferentes tipos de 

espalhamento que dependem das características do material.  Ao atravessar a 
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amostra, diferentes tipos de radiação são produzidos. Os elétrons transmitidos são 

então analisados por um detector, que traduz o sinal de imagem (RAMOS, 2013). 

 

 

  1.3.4 Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) - EDS 

 
A Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) é uma ferramenta bastante utilizada 

tanto nas áreas de materiais quanto biológicas. Fornece informações sobre a 

morfologia e permite a identificação de elementos químicos de uma amostra sólida - 

quando acoplado ao EDS (Energy Dispersive X-Ray Detector). Seu funcionamento 

se assemelha ao MET. Consiste em um feixe de elétrons que incide sob a amostra, 

ponto a ponto, fazendo varreduras, de modo que o sinal é transmitido a um detector. 

A imagem resulta na interação entre o feixe de elétrons com a superfície da amostra 

(RAMOS, 2013). 

 

  1.3.5 Espectroscopia de Infravermelho (IV) 
 

 

A espectroscopia na região do infravermelho (IV) trata-se de uma técnica muito 

utilizada na análise orgânica qualitativa, principalmente nas áreas de síntese, 

transformações orgânicas e química de produtos naturais. Juntamente com a 

espectroscopia de UV-Vis, de massas e ressonância magnética nuclear (RMN) 

constituem os principais métodos para identificação de compostos (LOPES; 

FASCIO, 2004). Um feixe de fótons incide sobre a amostra (I0) com moléculas que 

apresentam energia de vibração incompatível com a energia dos fótons, desse 

modo, nenhuma energia é absorvida, e todos os fótons passam pela amostra. O 

feixe (I), que atravessa a amostra tem a mesma intensidade do Io. No entanto, se a 

energia dos fótons forem compatíveis com a energia vibracional, cada molécula 

absorve um fóton, aumentando assim seu movimento vibracional. Desse modo, 

menos fótons atravessam a amostra, e Io passa a ser maior de I. Quanto maior o 

número de moléculas, menor é a intensidade do I, pois mais fótons podem ser 

absorvidos (SKOOG, 2001). 
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  1.3.6 Espectrometria de Massa com Fonte de Plasma (ICP-MS) 
 

 

O ICP-MS é um dos métodos mais utilizados para determinação da composição 

química de pequenas amostras e vem sendo utilizada por diversos autores (SONG; 

JANG; KIM, 2009), além de ser sensível a concentrações na escala de ng/L 

(LABORDA et al., 2013). A amostra é vaporizada, produzindo nuvens de íons 

gasosos no plasma, que podem então ser medidos por meio de sinais detectados 

pelo espectrômetro de massa. A intensidade do sinal é determinada pelo tamanho 

da partícula, e a freqüência das ondas é diretamente proporcional à concentração 

das nanopartículas (DEGUELDRE; FAVARGER; WOLD, 2006). 

 

 

 1.4 Aplicações biológicas 

 

1.4.1 Atividade antioxidante  
 

 

O processo de oxidação faz parte de qualquer metabolismo, seja animal ou vegetal, 

e leva a produção de energia, essencial à manutenção das células (ROESLER et al., 

2007; TIVERON, 2010). Os radicais livres do elemento Oxigênio, juntamente com 

seus elétrons não pareados são capazes de interagir com qualquer tipo de molécula 

encontrada no organismo, dando origem a uma molécula estável e um novo radical, 

iniciando uma cadeia de eventos que levam a destruição dos tecidos (RUFINO et al., 

2007). Os oxidantes são compostos produzidos pelo próprio metabolismo, que 

podem levar aos danos teciduais. 

  

Diversas pesquisas têm relacionado os oxidantes e radicais livres como os principais 

responsáveis pelo câncer, envelhecimento, disfunções cerebrais, envelhecimento, e 

outros (ROESLER et al., 2007; RUFINO et al., 2007; SOUSA et al., 2007). Diversos 

estudos têm mostrado que os vegetais têm grande atividade antioxidante, ou seja, 

atuam contra tais radicais (GÜLÇIN; BERASHVILI; GEPDIREMEN, 2005; LIU et al., 

2012; SOUSA et al., 2007; TIVERON, 2010).  
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  1.4.2 Potencial Antimicrobiano de Nanopartículas de Ouro 
 

 

As nanopartículas de ouro têm atraído o interesse científico significativo como uma 

nova geração de agentes antimicrobianos por causa do aumento da resistência de 

bactérias em relação a antibióticos (MISHRA et al., 2014). Estudos mostram que as 

bactérias têm maior dificuldade para adquirir resistência a elas (CUI et al., 2012). 

 

Diversos trabalhos vêm confirmando que as AuNP’s são uma boa alternativa no 

controle de microrganismos. AuNP's obtidas por síntese verde (extrato do fruto de A. 

comosus como agente redutor) foram capazes de reduzir o crescimento de 

Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosas (BINDHU; UMADEVI, 2014). 

Yan Cui e colaboradores, em 2012 , realizaram um trabalho com atividade 

antimicrobiana de NP’s de ouro e confirmaram a ação bactericida, com 

Concentração Inibitória Mínima (MIC) de 4µg/mL e Concentração Bacteriostática 

Mínima (MBC)  de 12 – 16µg/mL contra E. coli. A combinação de nanopartículas de 

ouro sintetizadas por uma rota verde com ofloxacina foi capaz de potencializar o 

efeito antibacteriano do antibiótico (AYAZ AHMED et al., 2014). 

 

O efeito antibacteriano das nanopartículas de ouro pode se dar por vários motivos. 

Quando carregadas, podem ser atraídas pela carga negativa das bactérias; AuNPs 

menores são capazes alcançar o interior das bactérias, levando à morte celular;  

(BINDHU; UMADEVI, 2014) 

 

   1.4.2.1 Microrganismos Gram positivos e Gram negativos 

 

A parede celular de bactérias forma uma estrutura rígida a redor da célula, e é 

responsável por sua morfologia (cocos, hastes, espiral). Formada basicamente de 

peptideoglicano (constituído por unidades repetidas de dissacárido de ácido N-acetil 

murâmico glucosamina-N-actyl, que são reticulados por cadeias laterais 

pentapeptídicas (VOLLMER; BLANOT; DE PEDRO, 2008), envolve a membrana 

plasmática e todo aparato celular. (SALTON MRJ AND KIM KS., 1996). Existem 
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diferenças na organização da parede celular dentre as classes, distinguidas pela 

primeira vez, a mais de um século atrás, por Hans Christian Gram, que classificou 

dois grupos gerais de parede celular tomando por base a diferença de retenção de 

cristal violeta (CABEEN; JACOBS-WAGNER, 2005; SALTON MRJ AND KIM KS., 

1996). Um grupo foi então denominado de Gram positivo, por reter a coloração, e 

outro de Gram negativo, por não ter a mesma capacidade. A base para a então 

denominada coloração de Gram se dá basicamente por diferenças estruturais 

fundamentais no envelope celular destes dois grupos de bactérias (SILHAVY; 

KAHNE; WALKER, 2010). 

 

Figura 7. a - Estrutura celular de Gram positivos; b - Estrutura celular de Gram negativos (CABEEN; 
JACOBS-WAGNER, 2005).  

 

A Figura 7 mostra as diferenças na estrutura das Gram positivas e Gram negativas. 

Em Figura 7-a, a parede celular de microrganismos Gram positivos, que é composta 
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por múltiplas camadas de peptideoglicano (20 a 80nm), ligados à ácidos teicóicos e 

ácidos lipoteicóicos, que se estendem até a membrana plasmática. Estes 

polissacarídeos aniônicos são essenciais para a viabilidade, além de contribuírem 

para a morfologia das células (CABEEN; JACOBS-WAGNER, 2005; SALTON MRJ 

AND KIM KS., 1996). Já em Figura 7-b, observa-se a parede celular de Gram 

negativos, composta por uma fina camada de peptideoglicano, localizado dentro de 

um espaço periplasmático, entre a membrana interna e externa. Esta segunda 

membrana, externa, é ligada ao peptideoglicano por lipoproteínas (7,5 a 10 nm de 

espessura). A membrana externa é ligada a lipopolissacarídeos que se estende para 

o espaço extracelular, e possui porinas, que permitem a passagem de pequenas 

moléculas hidrossolúveis (CABEEN; JACOBS-WAGNER, 2005; VOLLMER; 

BLANOT; DE PEDRO, 2008).   

 

   1.4.2.2 Staphylococcus aureus 

 

Staphylococcus aureus (S. aureus) é uma bactéria que se apresenta como cocos 

Gram-positivos e que pertence à família Staphylococcaceae. Possuem de 0,5 a 

1,5μm de diâmetro, e se encontram isoladas, aos pares, ou em pequenas cadeias (3 

ou 4 células) de forma regular na forma de cachos, ou de forma irregular. Esses 

microrganismos são imóveis, anaeróbios facultativos, resistentes à bacitracina, não 

formam esporos, normalmente, produzem a enzima catalase, são capazes de 

crescer em até 10% de cloreto de sódio (NaCl). Sua temperatura ótima de 

crescimento se encontra entre 30°C e 37°C (HOLT et al., 1994; BANNERMAN & 

PEACOCK, 2007; JAMALI et al., 2015) 

 

Sua parede celular consiste basicamente de ribitol, ácido tecóico, ligados 

covalentemente ao  peptidioglicano. O ácido lipotecóico é um polímero de fosfato de 

glicerol ligado a um terminal de glicolipídios ancorado na membrana 

citoplasmática.O peptidioglicano (subunidades alternadas de polissacarídeos) 

compõe 50 % da parede e pode estimular a liberação de citocinas por macrófagos, 

ativação do sistema complemento e agregação plaquetária (FRANKLIN D. LOWY, 

1998).  
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Desde a sua descoberta em 1880, Staphylococcus aureus têm assumido papel de 

destaque no que tange ao desenvolvimento de infecções. Podem afetar vários locais 

como corrente sanguínea, trato respiratório, pele, tecidos moles, bem como causar 

infecções de feridas pós operatórias, pneumonia necrotizante, e bateremia 

associada à cateter central (DEURENBERG et al., 2007; SCHITO, 2006), além de 

ser uma das principais causas mundiais de surtos de doenças relacionadas com o 

consumo de alimentos (JAMALI et al., 2015; NEMA et al., 2007). Trata-se de uma 

das principais causas de hospitalização e infecções adquiridas na comunidade, e 

pode resultar em conseqüências graves (MONTAZERI et al., 2015; SCHITO, 2006). 

Sua importância enquanto patógeno humano está relacionada não só a sua 

capacidade de causar várias doenças, mas também ao seu grande potencial para 

desenvolvimento de resistência aos antimicrobianos (FRANKLIN D. LOWY, 1998; 

SCHITO, 2006), o que aumenta a demanda pela descoberta de novos antibióticos. 

 

A resistência do S. aureus está relacionada principalmente a produção de  β-

lactamase (penicilinase).  Atualmente cerca de 90% dos isolados produzem tal 

enzima, que é capaz de inativar os antibióticos β-lactâmicos. Como alternativa, em 

1961 foi introduzido a Meticilina (penicilina resistente à penicilinase) (FRANKLIN D. 

LOWY, 1998; WOODFORD, 2005), mas rapidamente a resistência foi relatada (MP, 

1961). Essas cepas foram denominadas de Staphylococcus aureus resistente à 

meticilina (MRSA) e são resistentes a todos os antimicrobianos β-lactâmicos.  

 

O mecanismo de ação dos β-lactâmicos está relacionado a capacidade de se ligar a 

proteínas que participam da síntese da parede celular (PBPs - Proteínas Ligadoras 

de Penicilina), impedindo assim a formação de parede, resultando em lise e morte 

bacteriana (CHAMBERS, 1997). A resistência à meticilina está relacionada ao 

desenvolvimento de uma PBP2a, que não têm afinidade  pelo antimicrobianos. A 

codificação dessas proteínas torna o patógeno resistente, e está relacionada à 

aquisição do gene mecA "Cassete Cromossômico Estafilocócico mec - SCCmec" 

(elemento genômico), detectável em isolados de MRSA (CHAMBERS, 1997; 

WOODFORD, 2005). 
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   1.4.2.3 Escherichia coli 

 

Theodor Escherich, um bacteriologista alemão, apresentou em 1885 uma palestra 

denominada "As bactérias intestinais do recém nascido e da criança" à Sociedade 

de Morfologia e Fisiologia, onde ele descreveu pela primeira vez uma população 

bacteriana até então denominada "comuna coli bactéria", mais tarde denominada 

Escherichia coli (E. coli) (MANNING, 2010).  

 

Escherichia coli é um membro da família Enterobacteriaceae, gram-negativo, muitas 

vezes referidos como entéricas por residiram no trato gastrointestinal (MANNING, 

2010; OLIPHANT; EROSCHENKO, 2015).  

 

Trata-se de um tipo de bactéria de pequeno tamanho,  que vive em vários ambientes 

distintos. São encontradas no solo, na água, bem como em organismos vivos 

(MANNING, 2010). Em humanos, a  E. coli é tipicamente comensal,ou seja, que 

raramente causam doenças, exceto em hospedeiros imunocomprometidos (KAPER; 

NATARO; MOBLEY, 2004; LEVINE, 1984; MANNING, 2010). As cepas patogênicas 

diferem a partir de estirpes não patogênicas ou comensais pela produção de fatores 

de virulência (OLIPHANT; EROSCHENKO, 2015). Normalmente, a E. coli coloniza o 

trato gastrointestinal de bebês poucas horas após o nascimento,se tratando do mais 

abundante anaeróbio facultativo presente na microflora intestinal humana  (KAPER; 

NATARO; MOBLEY, 2004; SWEENEY et al., 1996). 

 

Desde a sua descoberta, é um dos microrganismos mais estudados. Isto se deve ao 

fato de que tal bactéria não é apenas um habitante inofensivo do trato intestinal, mas 

também um patógeno de grande importância clínica (HACKER; BLUM-OEHLER, 

2007). Existem vários clones que vieram a adquirir virulência, o que os confere maior 

capacidade de se desenvolver em diferentes ambientes, e causar um amplo 

espectro de doenças. Estas características de virulência são em geral codificadas 

em elementos genéticos que podem ser transmitidos, criando novas combinações 

(KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004). É responsável por diversas doenças, infecções 

intra-abdominais, bacteremia e sépsis. Chega a ser responsável por 75% dos casos 

de infecções do trato urinário em pacientes não complicados de UTIs e 65% dos 

complicados (FLORES-MIRELES et al., 2015). O tratamento de infecções 
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secundárias é cada vez mais dificultado devido ao aumento da incidência e 

resistência aos antibióticos (OLIPHANT; EROSCHENKO, 2015). 

 

1.4.2.4 Resistência Microbiana 
 

Até o início dos anos 1970 os médicos acreditavam que todas as infecções 

bacterianas eram tratáveis utilizando os antibióticos disponíveis, no entanto, cepas 

resistentes começaram a se disseminar (COHEN, 1992; LOWY, 2003; TOMASZ, 

1992). No início dos anos 1940, quando a penicilina G foi introduzida, cerca de 85-

90% das cepas de S. aureus isoladas em hospitais eram suscetíveis (MORTON N. 

SWARTZ, 1997; SCHITO, 2006). A resistência começou a aparecer após cerca de 3 

anos de seu uso (SCHITO, 2006). Por volta de 1948, cerca de 50% das amostras já 

eram resistentes, e no fim da década de 1950 esse número já passava de 75% 

(GOOTZ, 1990; MORTON N. SWARTZ, 1997; SCHITO, 2006). Ao longo das 

décadas as cepas resistentes se espalharam rapidamente para a comunidade, e 

foram responsáveis por 90% dos achados tanto em isolados hospitalares como na 

comunidade (MORTON N. SWARTZ, 1997). Juntamente com as cepas resistentes 

de Staphylococcus aureus outras foram surgindo, tais como de  Streptococcus 

pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa,  e  Mycobacterium tuberculosis (COHEN, 

1992; LOWY, 2003; TOMASZ, 1992). 

 

O desenvolvimento da resistência microbiana é um fenômeno natural, que é 

acelerado pelo uso abusivo de antimicrobianos em seres humanos e animais, e tal 

fato acontece, devido ao poderoso efeito seletivo, em que bactérias mais resistentes 

sobrevivem após o tratamento antibiótico (COLLIS; HALL, 1995; MORTON N. 

SWARTZ, 1997; WHO, 2014). O evento ocorre por vários fatores, que vão desde o 

uso excessivo em várias partes do mundo, a falta de tratamento adequado até ao 

fracasso em completar o tratamento, seja por falta de recursos ou de informação 

(SCHITO, 2006). No Brasil, em 2011, a Diretoria Colegiada da Agência Nacional de 

Vigilância Sanitária, adotou a Resolução da Diretoria Colegiada (RDC) nº 20, com o 

intuito de reduzir o uso indiscriminado de antimicrobianos. Tal documento trás 

critérios para a prescrição, dispensação, controle, embalagem e rotulagem de 

medicamentos a base de antimicrobianos, além de exigir a retenção da receita no 

momento da dispensação (BRASIL, 2011). 
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Um fator importante para o surgimento desse fenômeno é a aquisição de genes de 

resistência a antibióticos pelos principais patógenos (TOMASZ, 1992). Pode se 

desenvolver por meio de mutação cromossômica, aquisição de um plasmídeo de 

resistência, e outros (COLLIS; HALL, 1995). Dentre os microrganismos resistentes, 

existem ainda as bactérias multi drogas resistentes (MDR), que são definidas como 

aquelas que apresentam resistência a dois ou mais antibióticos aos quais esta 

bactéria normalmente é considerada susceptível (COUTO, 2003).    

 

Durante várias décadas, a resistência antimicrobiana tem sido uma ameaça 

crescente para o tratamento de cada vez mais um número maior de infecções 

causadas por bactérias, parasitas, vírus e fungos (WHO, 2014). A magnitude do 

problema a nível mundial quanto ao impacto dos microrganismos resistentes sobre a 

saúde humana, bem como os custos e impacto social ainda são desconhecidos 

(WHO, 2014). O mau uso constante de agentes antibacterianos em diversos setores, 

que vão desde a prática clínica até a grande liberação de agentes antibióticos na 

agricultura, pecuária e pesca, continuam favorecendo a seleção de bactérias 

resistentes a cada vez mais um número maior de antimicrobianos (TOMASZ, 1992). 

Sendo assim, existe a necessidade de utilização de drogas que não gerem 

resistência e apresentem uma boa propriedade bactericida, de modo que para 

enfrentar tal desafio global, são necessários trazer novos antibióticos para o 

mercado (GEETHALAKSHMI; SARADA, 2013; SO et al., 2011) 
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2 JUSTIFICATIVA 

 

Estudos mostram a possibilidade de utilizar material vegetal como agente redutor, de 

modo que permita ainda a estabilização e funcionalização das nanopartículas para 

atividade biológica, no entanto o potencial redutor da resina de Virola oleifera ainda 

não foi avaliado. 

 

3 OBJETIVOS 

 

 3.1 Objetivos Gerais 
 

Otimização e caracterização da síntese verde de nanopartículas de ouro com resina 

de Virola oleifera e investigação do possível efeito antioxidante e antibacteriano 

contra Escherichia coli e Staphylococcus aureus. 

 

 3.2 Objetivos Específicos 
 

 Desenvolver uma metodologia de síntese de nanopartículas de ouro (AuNP's) 

utilizando solução de resina de Virola oleifera como agente redutor, bem 

como otimizar uma condição de síntese com base em um planejamento 

fatorial; 

 Avaliar o potencial antioxidante do material vegetal antes e após a síntese das 

nanopartículas de ouro; 

 Síntese de nanopartículas de ouro (AuNP's) utilizando citrato de sódio como 

agente redutor; 

 Caracterização físico-químicas das nanopartículas; 

 Investigar uma possível interação e atividade antimicrobiana das 

nanopartículas frente a uma bactéria Gram positiva e Gram negativa. 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

  

 4. 1 Otimização de síntese de nanopartículas de ouro com resina de 
Virola oleifera 
 

 

As nanopartículas de ouro foram sintetizadas pelo método de oxi-redução, utilizando 

solução de 2,5 x 10-4 mol/L de  HAuCl4 (Sigma-Aldrich) (Figura 8-A)  e solução de 

resina de Virola oleifera (Laboratório de Produtos naturais - UVV) na concentração 

de 1g/L como agente redutor (Figura 8-B). A Virola oleifera foi escolhida por ser rica 

em compostos fenólicos, importantes por reduzirem os íons metálicos, bem como 

por possuir boa atividade antioxidante, que confere funcionalização as partículas 

formadas. 

 

Para evitar qualquer tipo de contaminação e interferência química, todas as vidrarias 

e materiais utilizados foram previamente lavados 3 vezes em solução de água régia 

(1:3 HCl/HNO3) e posteriormente 5 vezes com água destilada e secos em 

temperatura ambiente. Todas as soluções foram preparadas utilizando balança 

semi-analítica e água ultrapura. 

 

 

 

Figura 8. A - Solução de HAuCl4 na concentração de 2,5 x 10-4 mol/L; B - Solução de resina de 
Virola oleifera na concentração de 1g/L. 
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  4.1.1 Planejamento fatorial 
 
 

Para verificar o efeito das variáveis sobre a reação, bem como encontrar as 

condições mais favoráveis para a síntese das nanopartículas, foi proposto um 

planejamento fatorial do tipo 32, com três níveis (3 variações de concentração e de 

tempo) e duas variáveis (concentração e tempo de síntese), conforme Tabela 2 tais 

variáveis foram estudadas pois interferem no tamanho e na concentração das 

nanopartículas. A concentração de ouro foi fixada em 2,5 x 10 -4 mol/L. 

 

Tabela 2. Planejamento fatorial 3², com três níveis (1, 2 ou 3 mL de agente redutor; 10, 20 ou 30 
minutos) e 2 variáveis (tempo de síntese e concentração do agente redutor). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Os dados experimentais foram processados empregando o programa Statistica 

(Statistica for Windows, Statsolft, Inc, 1999. Tulsa, OK, EUA). A significância dos 

efeitos das variáveis e das possíveis interações entre elas foi checada pela 

aplicação da análise de variância (ANOVA). Foi considerado p< 0,05 como 

significância. Foram utilizados também gráficos de superfície resposta e de Pareto 

para análise dos resultados. 

 

 4. 2 Síntese das Nanopartículas de Ouro com citrato de sódio 

 

Neste trabalho, as nanopartículas de ouro (AuNP's) foram sintetizadas por redução 

química de sais, de modo a obter ouro coloidal. Para fins de comparação, as AuNP’s 

foram sintetizadas utilizando citrato de sódio, um agente redutor tradicionalmente 

Experimento 
Volume de solução 

de Virola oleifera/massa 
adicionada 

Volume 
solução 
de ouro 

Tempo 
de 

Síntese 

1 1 mL (0,09mg) 10mL 10min 

2 1 mL (0,09mg) 10mL 20min 

3 1 mL (0,09mg) 10mL 30min 

4 2mL (0,16mg) 10mL 10min 

5 2mL (0,16mg) 10mL 20min 

6 2mL (0,16mg) 10mL 30min 

7 3mL (0,32mg) 10mL 10min 

8 3mL (0,32mg) 10mL 20min 

9 3mL (0,32mg) 10mL 30min 

10 2mL (0,16mg) 10mL 20min 

11 2mL (0,16mg) 10mL 20min 
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utilizado, e solução de ouro (ácido tetracloroáurico - HAuCl4 Sigma-Aldrich)  

conforme proposto por TURKEVICH et al., 1951, seguindo algumas modificações. 

Assim como para as AuNP's sintetizadas com resina de Virola oleifera , todas as 

vidrarias e materiais utilizados foram previamente lavados 3 vezes em solução de 

água régia (1:3 de Ácido Clorídrico e Ácido Nítrico) e posteriormente lavados 5 

vezes com água destilada e secos em temperatura ambiente. Bem como, todas as 

soluções foram preparadas utilizando balança semi-analítica e água ultrapura. 

 

O volume de 10 mL da solução de HAuCl4 na concentração de 2,5 x 10-4 mol/L foi 

adicionado a um erlenmeyer e mantido sob agitação 600 rpm e aquecimento até 

ebulição. Nesse momento foi adicionado 1 mL da solução de citrato de sódio 10-3 

g/mL  em água e mantido a agitação e o aquecimento por cerca de 10 minutos. O 

aparecimento da cor vermelho confirmou a formação das nanopartículas.  

 

 

 4.3 Atividade Antioxidante (DPPH e ABTS+) 
 

 

Com objetivo de avaliar o potencial antioxidante da resina de Virola oleifera antes e 

após a síntese de nanopartículas de ouro, foram realizados os ensaios de DPPH e 

ABTS. Ambas as metodologias são baseadas na capacidade de os compostos da 

amostra seqüestrarem os radicais DPPH 2,2-difenil-1-picril-hidrazila e ABTS+ 2,2’ – 

azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-ácido-sulfônico).  

 

A atividade antioxidante contra ABTS+ foi determinada utilizando um método 

modificado descrito originalmente por (RE et al., 1999). Inicialmente, uma mistura 

aquosa de ABTS (Sigma) (7 mM) e per sulfato de potássio (Sigma) (2,45 mM) foi 

incubada a temperatura ambiente no escuro durante 16 horas. A solução formada foi 

diluída em etanol para gerar uma absorbância de 0,7 a 734 nm. Em uma microplaca 

de 96 poços, foram adicionados 300 µl de ABTS+ juntamente com 3 µL das amostras 

em diferentes concentrações (0.05 to 1.6 µg/ml). Após 5 minutos, as medições 

espectrofotométricas foram efetuadas em 734 nm usando iMark® Microplate 

Absorbance Reader, da Bio Rad Laboratories (Washington, EUA). 

 

http://pt.wikipedia.org/wiki/Erlenmeyer_%28bal%C3%A3o%29
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O ensaio espectrofotométrico de DPPH foi realizado utilizando uma solução de 

DPPH na concentração de 0,004% (massa/volume) (Sigma) em etanol, seguindo um 

método modificado descrito originalmente por Gulcin et ai. (2005)(GÜLÇIN; 

BERASHVILI; GEPDIREMEN, 2005). Em uma microplaca de 96 poços, foram 

adicionados100 µl de cada amostra com as várias concentrações (1.56 to 50 µg/ml) 

e 200 µl de solução de DPPH. Após 15 minutos à temperatura ambiente, a 

absorbância foi medida com o auxílio de um leitor de microplaca, a 540 nm. Leituras 

espectrofotométricas com 200 µl de solução de DPPH e 100 µl de etanol foram 

usadas como uma referência de absorção máxima (controle). 

 

Para ambos os testes o Trolox® foi utilizado como substância padrão, devido a sua 

alta atividade antioxidante conhecida. Os ensaios foram realizados em triplicata, com 

repetições em dias distintos. Os resultados foram expressos em porcentagem de 

inibição (% Δ), e 50% de concentração eficaz - CE 50 (concentração necessária 

para inibir 50% do radical). A porcentagem de inibição foi calculada pela equação % 

onde A0 é a absorbância do controle (sem a amostra) e A é a 

absorbância da amostra.  

 

 4.4 Caracterização das Nanopartículas 

 

  4.4.1 Espectroscopia UV - Visível 

 

Foram feitas leituras de absorbância das amostras de nanopartículas utilizando 

Espectrofotômetro Evolution® 300 Thermo Scientific do Laboratório Multiusuário de 

Análises Biomoleculares - Labiom da Universidade Federal do Espírito Santo - 

UFES. A leitura foi feita de 400 a 700 nm, com intervalo de 1 nm em 1nm, e 

velocidade de varredura de 600nm/min. Como branco foi utilizado a solução de 

agente redutor, na concentração utilizada para cada condição de síntese. O 

resultado foi expresso por meio de gráficos de absorbância por comprimento de 

onda (nm) obtidos pelo software OriginPro 8.5 (Versão Trial).  
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  4.4.2 Potencial Zeta 
 

Cerca de 2 mL do colóide foi analisado em um analisador de partículas Microtrac 

Zetatrac pertencente do Instituto Federal do Espírito Santo – IFES, de Aracruz/ES. 

Os valores são referentes a média de 10 leituras, e foram expressos em mV. 

 

  4.4.3 Microscopia Eletrônica de Transmissão (MET) 

 

As nanopartículas foram examinadas em um microscópio eletrônico de transmissão 

(JEM-1400, JEOL, USA inc.), operando a 120 kv. Cerca de 5µL das amostras foram 

gotejadas sobre grades de cobre de 400 mesh, contendo um filme suporte de resina 

formvar e secas a temperatura ambiente.  

 

As imagens do MET foram obtidas em diferentes aumentos  (25 000X; 150 000X; 

300 000X) visando obter informações gerais da amostra, e imagens mais  

detalhadas das nanopartículas quanto a forma e tamanho.  

 

   4.4.3.1 Distribuição de Tamanho das Nanopartículas 
 

As imagens obtidas do MET foram analisadas utilizando o software livre Image J 

para avaliar o diâmetro. O programa dá informações de área de cada nanopartícula. 

Os valores foram transferidos para o Excel, e por meio de fórmulas matemáticas 

inicialmente o raio foi calculado (1) e posteriormente o diâmetro (2). 

 

   (1) 

 

   (2)  

 

Todos os valores de diâmetro foram transferidos para o software OriginPro 8.5 

(Versão Trial), onde foi montado o histograma de distribuição de tamanho e 

freqüência para cada imagem. 
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  4.4.4 Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) - EDS 
 

 

As amostras foram centrifugadas a 15.000 rpm por 30 minutos e posteriormente 

destinadas à desidratação utilizando evaporador centrífugo CentriVap® da 

LABCONCO. Após secas, as amostras foram destinadas às análises, que foram 

realizadas em um Microscópio Eletrônico de Varredura (ZEISS , EVO MA10) com 

área de dispersão de energia espectroscopia de raios –X (Oxford Instruments - 

EDS);  

 

  4.4.5 Espectroscopia de Infravermelho (IV) 

 
 

As amostras foram centrifugadas a 15.000 rpm por 30 minutos e posteriormente 

destinadas à desidratação utilizando evaporador centrífugo CentriVap® da 

LABCONCO. A análise de infravermelho foi realizada no modo ATR em FT-IR/FT-

NIR Spectrum 400 PerkinElmer. Todas as bandas foram analisados por software 

Origin Pro 8.5 (Versão Trial). 

 

  4.4.6 Espectrometria de Massa com Fonte de Plasma (ICP-MS) 
 

 

Foi realizado o mesmo procedimento descrito no item 4.4.5 para secagem do 

material. Após secas, as nanopartículas foram destinas à análise, onde foi utilizado 

um Espectrômetro de Massa com Plasma Indutivamente Acoplado (ICP-MS) modelo 

NEXION300D (PerkinElmer) pertencente ao LabPetro, da Universidade Federal do 

Espírito Santo. A concentração das nanopartículas de ouro foi determinada (Limite 

de detecção 8,19 ng/L). Os resultados foram expressos em mg/L.  

 

 

 4.5 Avaliação do Potencial Antimicrobiano 
 

 

  4.5.1 Teste de esterilidade das AuNP's 
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As amostras foram incubadas em meio sólido (ágar Muller Hington) e meio líquido 

(caldo BHI), e após 24 horas à 37°C, foi verificado visualmente o crescimento 

bacteriano. 

 

  4.5.2 Cepas Utilizadas 

 

Duas cepas de microrganismos foram selecionadas, sendo uma Gram positiva 

(Staphylococcus aureus 1117) e uma Gram negativa (Escherichia coli DH5α). 

 

  4.5.3 Teste de Interação Rápida 
 

Para avaliar a interação a curto prazo das nanopartículas de ouro com as bactérias, 

foi utilizado a metodologia de (CHWALIBOG et al., 2010) com algumas 

modificações. O inóculo de cada microrganismo foi preparado pelo método de 

crescimento em placa de ágar. Uma alíquota de suspensão da bactéria foi 

transferida para uma placa de ágar Muller Hinton, e incubada em estufa 

bacteriológica por 24 horas à temperatura de 37°C. Posteriormente, algumas 

colônias foram tocadas com o auxilio de uma alça estéril, e transferidas para um 

tubo com salina 0,9% estéril, até atingir a turbidez semelhante à escala 0,5 de 

McFarland, equivalente a aproximadamente 1,5 x 108 unidades formadoras de 

colônias por mL (UFC/mL). 

 

Em um ependorff estéril, foram adicionados 200 µL de suspensão bacteriana e 800 

µL do colóide de nanopartícula de ouro. Para controle, 200 µL de suspensão 

bacteriana foi adicionado a 800 µL de água ultrapura. Com o auxílio de um vórtex, a 

mistura foi agitada a 500 rpm por 15 minutos. Logo após, cerca de 5 µL foi gotejado 

sobre uma grade de cobre 400 mesh, coberta com um filme suporte de resina 

formvar e secas a temperatura ambiente e analisadas por microscopia eletrônica.  

 

  4.5.4 Atividade antibacteriana 
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A ação das nanopartículas de ouro contra as bactérias E. coli DH5α e S. aureus 

1117 foi avaliada utilizando a técnica de microdiluição em caldo, de acordo com 

adaptações na metodologia proposta por NCCLS, 2003. Inóculos de cada 

microrganismo foram preparados pelo método de crescimento em placa de ágar 

Muller Hinton. Com o auxílio de alça estéril, o inoculo foi transferido para uma placa 

de Ágar nutriente e incubado em estufa bacteriológica, por 24 horas a 37 °C 

(temperatura ótima de crescimento). Após 24 horas, cerca de 4 a 5 colônias foram 

tocadas com o auxílio de uma alça de platina e transferidas para salina estéril, cuja 

turbidez foi ajustada de modo visual, até coincidir com a da solução padrão de 

MacFarland 0,5, correspondente a 1,5 x 10 8  UFC/mL. 

 

A concentração do inóculo foi ajustada em caldo Muller Hinton para cerca de 104 

UFC/mL. A solução estoque de cada nanopartícula estava na concentração 

resultante após a síntese (Tabela 6). Em uma microplaca de 96 poços, 100 µL da 

mistura de caldo e bactéria foi adiciona nos poços juntamente com 100 µL de cada 

colóide nas devidas concentrações. Para garantir que a possível atividade 

antimicrobiana se deu devido as nanopartículas, as soluções redutoras foram 

testadas nas mesmas concentrações utilizadas na síntese. Poços contendo apenas 

meio e bactéria foram destinados ao controle positivo e considerados como 

crescimento 100%. Poços com meio e nanopartículas foram destinados ao controle 

de esterilidade das mesmas, e poços contendo nanopartícula e água como branco 

para a leitura da absorbância (ZHAO et al., 2010).  

 

A placa foi incubada em um agitador shaker, com aquecimento, a 37°C, por 24 horas 

a 200 rpm. A leitura dos resultados se deu inicialmente de forma visual, e 

posteriormente pela leitura da absorbância dos poços a 600nm por um leitor de 

placa de ELISA (EZ READ 400 – BIOCHROM). Todo experimento foi realizado no 

mínimo em quadruplicata, e dados foram expressos em média de crescimento ± 

desvio padrão da média (LEE et al., 2015). 
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Tabela 3. Nanopartículas testadas nos ensaios bacterianos 

Nanopartículas testadas 

AuNP com resina de Virola oleifera (1mL) 

AuNP com resina de Virola oleifera (2mL) 

AuNP com resina de Virola oleifera (3mL) 

AuNP com citrato 

 

 

  4.5.5 Análise Ultraestrutural da Interação entre AuNP's e as Bactérias 
 

 

As amostras foram então transferidas dos poços para eppendorfs e lavadas 3 vezes 

em PBS (temperatura ambiente) para remover o meio de cultura. Todas as lavagens 

foram feitas a 6000 rpm, por 1minuto. O material foi então fixado com glutaraldeído 

2,5% em tampão cacodilato 0,1M, por 2 horas em temperatura ambiente. Após 

fixado, foram realizadas 3 novas lavagens com tampão cacodilato 0,1M (10 min 

cada banho). A seguir, foi adicionando Tetróxido de Ósmio (OsO4) em cacodilato 

0,1M, para a pós fixação. A mistura foi deixada em capela, no escuro por 1 hora. 

Percorrido o tempo necessário, foi realizado uma nova seqüência de lavagens: 1 em 

tampão cacodilato 0,1 (pH 7,2-7,4) e 2 vezes em água destilada, sendo que cada 

banho foi de 10 min. Após tal processo, o material foi desidratado com banhos de 

acetona em concentrações crescentes (30, 50, 70, 90 e 100%), de 10 minutos cada. 

Após a desidratação, a amostra foi infiltrada com acetona 100% e Epon, na 

proporção de 1:1, por cerca de 24 horas. Após, foi feito a inclusão em epon puro, por 

12 horas, para enfim ser emblocado em tubo beam, em estufa 60°C por 24 horas. 

O material foi então cortado com o auxílio de um ultramicrótomo. Os cortes foram 

colocados sobre uma grade 400 mesh e contrastados. 

Para E. coli, a contrastação se deu com 20 minutos de acetato de uranila 2% e 5 

minutos com  citrato de chumbo. Já para S. aureus 5 minutos com acetato de uranila 

2% e 2 minutos com citrato de chumbo.  

As grades foram então destinas à Microscopia Eletrônica de Transmissão, e as 

imagens foram feitas em diferentes aumentos, a 120kV. 
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5 RESULTADOS  

 

 5.1 Otimização da Síntese Verde 
 

O otimização da síntese verde se deu com base no planejamento fatorial, e a 

escolha dos parâmetros de síntese foram determinados com base na absorbância. A 

Figura 9 trata-se de um gráfico de absorção do ouro na sua forma iônica. Não ocorre 

absorção no visível, e por isso não será considerado nos gráficos de absorção das 

nanopartículas. Já a Figura 10 trás os valores de absorbância da solução de resina 

de Virola oleifera nas três concentrações utilizadas para a síntese (1, 2 e 

3mL/10mL). Apesar de não muito intenso, com o aumento da concentração ocorre 

absorção na faixa de 500 a 540nm, e por isso, tais soluções foram utilizadas como 

branco para as leituras das AuNP’s. 
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Figura 9. Absorbância solução de ouro na concentração de 2,5 x 10

-4
 mol/L. 
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Figura 10. Espectro de Absorbância da solução de resina de Virola oleifera  nas concentrações 

utilizadas nas sínteses 

 

A Figura 11 ilustra o espectro de varredura dos 9 experimentos, onde foram variados 

o tempo de síntese e a concentração do agente redutor. Em complemento a este 

gráfico, utilizando os valores de absorbância como variável resposta, a análise 

estatística revela que apenas a concentração foi significativa para a reação. As 

variações de tempos utilizadas não levaram a diferenças estatisticamente 

significativas (Figura 12).  
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Figura 11. UV-Vis AuNP com resina de Virola oleifera. Experimento 1: 10mL de solução de Au na 
concentração de 2,5 x 10

-4
 mol/L + 1 mL de solução de resina de Virola oleifera na concentração de 

1g/L, por 10 minutos; Experimento 2: 10mL de solução de Au na concentração de 2,5 x 10
-4

 mol/L + 
1 mL de solução de resina de Virola oleifera na concentração de 1g/L, por 20 minutos; Experimento 
3: 10mL de solução de Au na concentração de 2,5 x 10

-4
 mol/L + 1 mL de solução de resina de Virola 

oleifera na concentração de 1g/L, por 30 minutos; Experimento 4: 10mL de solução de Au na 
concentração de 2,5 x 10

-4
 mol/L + 2 mL de solução de resina de Virola oleifera na concentração de 

1g/L, por 10 minutos; Experimento 5: 10mL de solução de Au na concentração de 2,5 x 10
-4

 mol/L + 
2 mL de solução de resina de Virola oleifera na concentração de 1g/L, por 20 minutos; Experimento 
6: 10mL de solução de Au na concentração de 2,5 x 10

-4
 mol/L + 2 mL de solução de resina de Virola 

oleifera na concentração de 1g/L, por 30 minutos; Experimento 7: 10mL de solução de Au na 
concentração de 2,5 x 10

-4
 mol/L + 3 mL de solução de resina de Virola oleifera na concentração de 

1g/L, por 10 minutos; ; Experimento 8: 10mL de solução de Au na concentração de 2,5 x 10
-4

 mol/L + 
3 mL de solução de resina de Virola oleifera na concentração de 1g/L, por 20 minutos; ; Experimento 
9: 10mL de solução de Au na concentração de 2,5 x 10

-4
 mol/L + 3 mL de solução de resina de Virola 

oleifera na concentração de 1g/L, por 30 minutos; Solução de resina de Virola oleifera na 

concentração de síntese utilizada como branco para cada leitura. 
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Figura 12. Gráfico de Superfície Resposta e Gráfico de Pareto do planejamento fatorial 3² para 
AuNP’s com rerina de Virola oleifera; p< 0,05. 

 

 

Segundo a análise de variância e os gráficos (Figura 12) tem-se que a variável 

tempo não foi significativa, enquanto a variável concentração foi significativa para 

todos os experimentos.  

 

5.2 Atividade Antioxidante  
 

 

Os resultados mostram que a resina de Virola oleifera tem grande atividade 

antioxidante contra os radicais estudados, em especial contra o DPPH, muito 

próxima ao observado pelo padrão Trolox ®. Tal fato pode estar diretamente 

relacionado aos compostos fenólicos presentes no material vegetal, em especial os 

taninos e flavonóides. A Tabela 4 ilustra os resultados para o ensaio de DPPH e 

ABTS. 
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Tabela 4. Concentração Inibitória 50% (IC50) - concentração necessária para inibir em 50% as 
espécies reativas – de AuNP com resina de Virola oleifera, de Virola oleifera e do padrão Trolox® 
para ensaios de DPPH e ABTS. 

   
Amostra IC50 (μg/ml) - DPPH IC50 (μg/ml) – ABTS 

AuNP com V. oleifera 34,61 ± 4,00 Nd 

V. oleifera  8,80 ± 0,54 Nd 

Trolox® 4,6 ± 0,82 1,08 ± 0,05 

    

A Figura 13 ilustra a relação de inibição dos radicais por concentração de 

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

se aumento na atividade antioxidante. Após atuar da redução do ouro para a 

formação das nanopartículas o material vegetal perdeu parte de sua atividade 

antioxidante (AA%), no entanto as nanopartículas ainda têm AA% considerável. 

Observando o ensaio de DPPH, para a concentração de 50 µg/L, a resina pura inibiu 

94,14% dos radicais DPPH, enquanto que o colóide inibiu 67,06%.  
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Figura 13. Atividade Antioxidante (AA%) das AuNP's sintetizadas com resina de Virola 
oleifera em comparação ao material vegetal puro. Ensaio de ABTS e DPPH. 
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5.3 Caracterização das AuNp's 
 

  5.3.1 UV-Vis 
 

Uma vez que o tempo não foi significativo, apenas as variações de concentração 

foram levadas em consideração, e o tempo foi fixado em 10 minutos. A Figura 14 faz 

ai uma comparação entre os espectros obtidos pela síntese verde e pela rota 

tradicional. O padrão do espectro foi semelhante, as nanopartículas de ouro tiveram 

pico de absorbância em comprimentos de onda próximo, de modo que com a resina 

o pico variou de 532 a 540nm, e com citrato foi de 521nm. No entanto a intensidade 

de pico foi maior nas nanopartículas obtidas pela rota verde. Já quanto a base do 

gráfico (Figura 14), as AuNP's obtidas com o material vegetal apresentaram uma 

base mais alargada, e maior absorção por volta de 650nm, indicativos de maior 

variação de tamanho e possíveis aglomerados de partículas. 
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Figura 14. Absorbância das AuNP's sintetizadas com citrato de sódio em comparação às AuNP 
obtidas pela síntese verde. [AuNP com resina de Virola oleifera 1mL]: Experimento 1 - 10mL de 
solução de Au na concentração de 2,5 x 10

-4
 mol/L + 1 mL de solução de resina de Virola oleifera na 

concentração de 1g/L, por 10 minutos; [AuNP com resina de Virola oleifera 2mL]: Experimento 4 - 
10mL de solução de Au na concentração de 2,5 x 10

-4
 mol/L + 2 mL de solução de resina de Virola 
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oleifera na concentração de 1g/L, por 10 minutos; [AuNP com resina de Virola oleifera 3mL]: 
Experimento 7 - 10mL de solução de Au na concentração de 2,5 x 10

-4
 mol/L + 3 mL de solução de 

resina de Virola oleifera na concentração de 1g/L por 10 minutos; [AuNP com citrato de sódio]: 

10mL de solução de Au na concentração de 2,5 x 10
-4

 mol/L + 1 mL de citrato de sódio a 1%. 

 

 

A Figura 15 ilustra a diferença visual entre os colóides formados pela rota tradicional 

(citrato de sódio como agente redutor) e a rota verde (resina de Virola oleifera como 

agente redutor). As AuNP's sintetizadas com citrato deram a formação de colóide 

vermelho vivo, bem intenso, enquanto que o obtido com o material vegetal obteve 

tons mais próximos ao roxo. 

 

 

Figura 15. Ouro coloidal. 1 - AuNP sintetizada com 1mL de  solução de resina de Virola oleifera 1g/L; 
2 - AuNP sintetizada com 2mL de  solução de resina de Virola oleifera 1g/L; 3 - AuNP sintetizada com 
3mL de  solução de resina de Virola oleifera 1g/L; 4 -  AuNP sintetizada com 1 mL de citrato de sódio 

1%. 

 

  5.3.2 Potencial Zeta 
 

 

As análises de Potencial Zeta (PZ) mostram que as nanopartículas possuem 

estabilidade moderada (SKOOG, 2002), e que as AuNP’s sintetizadas com 1mL de 

V. oleifera pouca ou nenhuma agregação (-31,4 mV), seguidas pela de 2mL, citrato 

de sódio e 3mL (BRUNELLE, 1980). A Tabela 5 se refere aos valores de potencial 

zeta encontrados. Com o aumento da concentração do material vegetal ocorreu 

redução nos valores do potencial zeta. 
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Tabela 5. Estabilidade das nanopartículas com base em valores de potencial zeta. 

Nanopartícula Potencial Zeta (mV) 

AuNP com resina de Virola oleifera (1mL) - 31,40 

AuNP com resina de Virola oleifera (2mL) - 21,89 

AuNP com resina de Virola oleifera (3mL) - 16,96 

AuNP com citrato 21,10 

 

 

  5.5.3. MET 
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Figura 16. [A]: Imagens de Microscopia Eletrônica de Transmissão (MET) da amostra 1 (10mL 
solução de ouro a 2,5 x 10

-4
mol/L + 1mL de solução de Virola oleifera a 1g/L, sob agitação de 600 

rpm por 10 minutos). [B]: Histograma com distribuição de tamanho das nanopartículas. 

 



58 

 

As imagens de Microscopia confirmam a presença das nanopartículas metálicas. As 

AuNP’s formadas com 1ml de agente redutor V. oleifera tiveram tamanho médio de 

14-22nm. Já com 2 mL o tamanho médio foi de 12-18nm e com 3 mL de 10-24nm.  
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Figura 17. [A]: Imagens de Microscopia Eletrônica de Transmissão (MET) da amostra 4 (10mL 
solução de ouro a 2,5 x 10

-4
mol/L + 2mL de solução de Virola oleifera a 1g/L, sob agitação de 600 

rpm por 10 minutos).  [B]: Histograma com distribuição de tamanho das nanopartículas. 
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Figura 18. [A]: Imagens de Microscopia Eletrônica de Transmissão (MET) da amostra 7 (10mL 
solução de ouro a 2,5 x 10

-4
mol/L + 3mL de solução de Virola oleifera a 1g/L, sob agitação de 600 

rpm por 10 minutos). [B]: Histograma com distribuição de tamanho das nanopartículas. 

 

Em todas as condições de síntese, o uso da V. oleifera levou a formação de 

nanopartículas em formatos de esferas, triângulos, bastões, dentre outros. Dentre as 

AuNP’s obtidas pela síntese verde, as menores partículas foram formadas com 2 mL 

do agente redutor, enquanto que as maiores com 1mL.  
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Figura 19. [A]: Imagens de Microscopia Eletrônica de Transmissão (MET) de AuNP's sintetizadas 
com citrato de sódio.  (10mL solução de ouro a 2,5 x 10

-4
mol/L + 1 mL de solução de citrato de sódio 

10-3 g/mL  , sob agitação de 600 rpm por 10 minutos). [B]: Histograma com distribuição de tamanho 

das nanopartículas. 

 

As imagens de Microscopia Eletrônica de Transmissão mostram que as 

nanopartículas de ouro sintetizadas com citrato de sódio eram esféricas, estavam 

dispersas, sem a formação de aglomerados, e com pequena variação de tamanho. 

Possuíam tamanho médio de 16 nm, com variação de 8 a 24 nm, sendo que a 

maioria se encontra na faixa de 14 a 18nm. 
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  5.5.4 EDS 
 

 
 

Figura 20. EDS AuNP com resina de Virola oleifera. 
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Figura 21. EDS AuNP com citrato de sódio. 

 

As imagens do EDS mostram picos referentes ao Au, além de outros, com menor 

intensidade. Na Figura 20 também foram observados picos característicos dos 

elementos C, O, Cu, e Cl, assim como o observado na Figura 21 onde foram 

observados os elementos C, O, Na e Cl. Em ambas as AuNP’s (Virola oleifera e 
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Citrato) foram observados picos por volta de 2,2 keV e outros de menor intensidade 

do elemento Au. 

 

  5.5.5 Infravermelho 
 

 

A fim de investigarmos as possíveis interações entre as NP’s e o extrato vegetal da 

Virola oleifera, foram realizadas análises de FTIR. A Figura 22 apresenta os 

espectros de FT-IR (sobreposta) das duas amostras, uma do extrato aquoso de 

resina de Virola oleifera e outra das nanoparticulas metálicas reduzidas com o 

material vegetal. Uma análise comparativa entre os espectros na região do 

infravermelho indica a presença das principais bandas, com algumas pequenas 

distinções oriundas do processo de coordenação. A presença da absorção em 1044 

cm-1 possivelmente está relacionada com vibrações de flexão C-H (Stuart 2004), já a 

banda e 1099 cm-1 esta relacionado com o grupamento éster conforme descrito por 

(ALBUQUERQUE et al., 2003; MUTHUVEL et al., 2014). As bandas 1197 e 1280 cm-

1 são referente ao estiramento vibracional C-O das ligações de álcoois que ocorrem 

em 1.120 cm-1a 1205 cm-1 (TAVARES; PEREIRA, 2011). Outra banda é verificada 

em 1438 cm-1 que é atribuída a deformação axial dos grupos C-H alifáticos, 

conforme anteriormente relatado por (COSTA et al., 2014), assim como a banda 

1517 cm-1confirma a presença de estruturas aromáricas C=C (LOPES; FASCIO, 

2004). A banda em 1600 cm-1 é característica de vibrações de flexão do grupo 

hidroxila (ROEGES, 1994, VIEN, Lin D et al, 1991), mas também pode estar 

relacionado a um grupo carbonila (STUART, 2004a). Um alongamento aromático é 

observado nos nas bandas 2666 e 2933 cm-1, também observado por 

(KARTHISHWARAN et al., 2010; STUART, 2004b). A larga banda encontrada entre 

3000 e 3400 cm-1 possivelmente está relacionada com vibrações de alongamento O-

H ou uma amida primária CO-NH (STUART, 2004b). É válido lembrar que alguns 

deslocamentos encontrados em algumas bandas de absorção podem ser indicativo 

da coordenação do ligante ao íon metálico via oxigênio carbonílico.  
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Figura 22. Espectro de Infravermelho do extrato de Virola oleifera (preto) e das nanopartículas de 
ouro funcionalizadas com resina de Virola oleifera (azul). 
 

 

  5.5.6 ICP-MS 
 

 

Dentre as nanopartículas de ouro sintetizadas com resina de Virola oleifera, foi 

observado que conforme ocorreu aumento na concentração do agente redutor a 

concentração de ouro metálico foi menor (Tabela 6). A maior concentração de Au° 

(56,6 mg/L) foi obtido na síntese com 1mL da solução de resina de Virola oleifera, 

seguido de 48,9mg/L (2 mL de V. oleifera) e 40,9 mg/L (3 mL de V. oleifera). Quando 

se compara a eficiência da síntese verde com a redução pelo citrato de sódio, nota-

se que uma maior concentração (mg/L) de nanopartículas foi formada utilizando o 

material vegetal. A síntese com citrato de sódio levou a formação de apenas 20,6 

mg/L de ouro metálico (Tabela 6), cerca de metade da concentração obtida com a 

síntese verde.  
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Tabela 6. Concentração de AuNP's (mg/L) por análise de ICP-MS 

Amostra Concentração mg/L 

AuNP com resina de Virola oleifera (1mL) 56,6 

AuNP com resina de Virola oleifera (2mL) 48,9 

AuNP com resina de Virola oleifera (3mL) 40,9 

AuNP com citrato 20,6 

 

 

 5.6 Atividade Antimicrobiana 
 

  5.6.1 Teste de esterilidade 
 

 

Nenhuma amostra de nanopartícula e de agente redutor estava contaminada. 

 

  5.6.2 Interação Rápida 

 
Foi observado que existe forte interação entre as nanopartículas e as bactérias. Com 

o curto espaço de tempo foi observado que as AuNP’s sintetizadas com Virola 

oleifera tendem a se aproximarem da membrana dos microrganismos.  A Figura 23 é 

referente ao controle da bactéria gram positiva. É possível observar o formato 

circular característico, a organização em cachos, e a integridade da mesma. O 

controle da bactéria gram negativa está ilustrado na Figura 26. Foi observado 

formato característico de bastão, tamanho médio de 1,5 a 2nm, e que se 

encontravam de forma isolada. 

 

A Figura 24 mostra a interação rápida (5 min, 500rpm) entre AuNP's sintetizadas 

com resina de Virola oleifera e Staphylococcus aureus. Nota-se uma tendência de 

aproximação entre a bactéria e as nanopartículas, que permanecem aderidas ou 

bem próximas. Um comportamento semelhante foi observado frente à bactéria Gram 

negativa (Figura 27). Em relação à AuNP obtida com citrato, um comportamento 

semelhante foi observado frente à S. aureus e E. coli.  Na Figura 25 nota-se que as 

nanopartículas, no curto espaço de tempo também se aglomeraram ao redor da 
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membrana da bactéria. Já frente  a bactéria Gram negativa, as bactérias se 

apresentaram próximas ao microrganismo, apesar de a interação com a membrana 

ser aparentemente menor (Figura 28).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 23. Controle: imagem de Microscopia Eletrônica de Transmissão de Staphylococcus aureus  

sem processamento. 
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Figura 24. Imagem de Microscopia Eletrônica de Transmissão em diferentes aumentos, para 
interação entre Staphylococcus aureus e AuNP's com Virola oleifera, sem processamento. 
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Figura 25. Imagem de Microscopia Eletrônica de Transmissão em diferentes aumentos, para 
interação entre Staphylococcus aureus e AuNP's com citrato, sem processamento. 
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Figura 26. Controle: imagem de Microscopia Eletrônica de Transmissão de E. coli,  sem 

processamento. 

 

 

  
 
Figura 27. Imagem de Microscopia Eletrônica de Transmissão em diferentes aumentos, para 
interação entre E. coli e AuNP's com Virola oleifera, sem processamento. 
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Figura 28. Imagem de Microscopia Eletrônica de Transmissão em diferentes aumentos, para 
interação entre E. coli e AuNP's com citrato de sódio, sem processamento. 

 

 

  5.6.3 MIC  
 

 

A atividade antibacteriana foi observada apenas para S. aureus. A Figura 29 mostra 

os valores de absorbância obtidos em vários tratamentos em comparação ao 

controle positivo (crescimento máximo, 100% de S. aureus). As nanopartículas 

sintetizadas com citrato de sódio não inibiram o crescimento nem do microrganismo 

Gram negativo, nem do Gram positivo. Dentre as nanopartículas obtidas pela 

síntese verde, observou que com o aumento na concentração de Virola oleifera 

utilizada, maior foi a inibição do crescimento de S. aureus, de modo que quando se 

utilizou apenas 1 mL da solução de agente redutor não foi observado inibição 

considerável (10,56%).  Com 2 mL, a inibição foi de cerca de 65,99%. Já com 

AuNP’s sintetizadas com 3mL de resina, a inibição foi de cerca de 80% do 

crescimento da S. aureus (Tabela 7). A Figura 30 compara a inibição da 

nanopartícula com a do material vegetal puro, na mesma concentração da utilizada 

para a síntese. Observa-se que ambas inibem com a mesma intensidade o 

crescimento da bactéria, com exceção da condição de 1 mL, onde foi observado que 

o extrato sozinho inibe cerca de 42,49% do crescimento, enquanto que a 

nanopartícula apenas 10,56% . Já a Figura 31 mostra o crescimento de E. coli  

frente as nanopartículas testadas. Nenhuma nanopartícula foi capaz de inibir o 
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crescimento do microrganismo. Com base na Figura 32, observamos que nem 

mesmo o extrato sozinho foi capaz de reduzir ou inibir o crescimento da bactéria. 
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Figura 29. Crescimento de Staphylococcus aureus. Absorbância referente a taxa de crescimento; [S. 
aureus]: Crescimento máximo; [AuNP Virola 1mL]: Crescimento de S. aureus  frente a 
nanopartículas de ouro sintetizadas com 1 mL da solução de resina de Virola oleifera; [AuNP Virola 
2mL]: Crescimento de S. aureus  frente a nanopartículas de ouro sintetizadas com 2 mL da solução 
de resina de Virola oleifera; [AuNP Virola 1mL]: Crescimento de S. aureus  frente a nanopartículas 
de ouro sintetizadas com 2 mL da solução de resina de Virola oleifera; [AuNP citrato]: Crescimento 
de S. aureus frente a nanopartículas de ouro sintetizadas com citrato de sódio. 
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Figura 30: Crescimento de Staphylococcus aureus. Absorbância referente a taxa de crescimento; [S. 
aureus]: Crescimento máximo; [AuNP Virola 1mL]: Crescimento de S. aureus  frente a 
nanopartículas de ouro sintetizadas com 1 mL da solução de resina de Virola oleifeifera. [V. oleifera 
1mL]: Crescimento de S. aureus  frente solução de resina de Virola oleifeifera (1mL resina + 10mL de 
água ultrapura);  [AuNP Virola 2mL]: Crescimento de S. aureus  frente a nanopartículas de ouro 
sintetizadas com 2 mL da solução de resina de Virola oleifeifera. [V. oleifera 2mL]: Crescimento de 
S. aureus  frente solução de resina de Virola oleifeifera (2mL resina + 10mL de água ultrapura); 
[AuNP Virola 3mL]: Crescimento de S. aureus  frente a nanopartículas de ouro sintetizadas com 3 
mL da solução de resina de Virola oleifeifera. [V. oleifera 3mL]: Crescimento de S. aureus  frente 
solução de resina de Virola oleifeifera (3mL resina + 10mL de água ultrapura);   

  

Tabela 7. Potencial Antimicrobiano de AuNP’s e de solução redutora contra S. aureus. Média dos 
valores de absorbância com relação ao crescimento de S. aureus frente a diferentes nanopartículas 
sintetizadas com solução de resina de Virola oleifera e somente com o agente redutor. Desvio padrão 
da média com relação à absorbância. % de redução com relação ao crescimento 100% de S. aureus. 
Abs* - Absorbância.  

 

Amostra Abs* Desvio Padrão % Redução 

AuNP V. oleifera 1mL 0,382 ± 0,043067 10,56482 

V. oleifera 1 mL 0,245625 ± 0,031825 42,49342 

AuNP V. oleifera 2mL 0,1595 ± 0,011756 62,6573 

V. oleifera 2mL 0,14525 ± 0,020303 65,99356 

AuNP V. oleifera 3mL 0,08 ± 0,019056 81,27012 

V. oleifera 3mL 0,088125 ± 0,017602 79,36787 
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Figura 31. Crescimento de E. coli. Absorbância referente a taxa de crescimento do microrganismo; 
[E. coli]: Crescimento máximo; [AuNP Virola 1mL]: Crescimento de E. coli frente a nanopartículas 
de ouro sintetizadas com 1 mL da solução de resina de Virola oleifera; [AuNP Virola 2mL]: 
Crescimento de E. coli frente a nanopartículas de ouro sintetizadas com 2 mL da solução de resina de 
Virola oleifera; [AuNP Virola 1mL]: Crescimento de E. coli frente a nanopartículas de ouro 
sintetizadas com 2 mL da solução de resina de Virola oleifera; [AuNP citrato]: Crescimento de E. coli  

frente a nanopartículas de ouro sintetizadas com citrato de sódio. 
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Figura 32. Crescimento de E. coli. Absorbância referente a taxa de crescimento do microrganismo; 
[E. coli]: Crescimento máximo; [AuNP Virola 1mL]: Crescimento de E. coli  frente a nanopartículas 
de ouro sintetizadas com 1 mL da solução de resina de Virola oleifera; [V. oleifera 1mL]: 
Crescimento de E. coli  frente solução de resina de Virola oleifeifera (1mL resina + 10mL de água 
ultrapura);  ; [AuNP Virola 2mL]: Crescimento de E. coli  frente a nanopartículas de ouro sintetizadas 
com 2 mL da solução de resina de Virola oleifera; [V. oleifera 2mL]: Crescimento de E. coli  frente 
solução de resina de Virola oleifeifera (2mL resina + 10mL de água ultrapura);  ; [AuNP Virola 3mL]: 
Crescimento de E. coli  frente a nanopartículas de ouro sintetizadas com 3 mL da solução de resina 
de Virola oleifera; [V. oleifera 3mL]: Crescimento de E. coli  frente solução de resina de Virola 
oleifeifera (3mL resina + 10mL de água ultrapura). 
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  5.6.4 Análise ultraestrutural  
 

 

 

 
Figura 33. Imagem de Microscopia Eletrônica de Transmissão de S. aureus após processamento e 

utilização de contraste. 

 

Com o objetivo de avaliar possíveis danos estruturais, foram feitas imagens de MET 

S. aureus, após tratamento com AuNP Virola  por 24 horas. Para fins comparativos, 

uma amostra contendo apenas S. aureus  foi processada (Figura 33). Foi observado 

que a membrana se encontrava intacta, sem qualquer tipo de alteração. Já após o 

tratamento com AuNP’s algumas alterações estruturais foram observadas. A Figura 

34 mostra que as AuNP’s Virola  foram capazes de gerar danos na membrana da 

bactéria, e em alguns casos fazer com que houvesse perda de conteúdo da mesma. 
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Figura 34. Imagem de Microscopia Eletrônica de Transmissão de AuNP Virola com S. aureus. 

 

6 DISCUSSÕES 

 

O desenvolvimento de metodologias de síntese de AuNP's utilizando extratos 

naturais é de extrema relevância, principalmente no que tange sobre questões 

ambientais (GANESAN; PRABU, 2015). Se compararmos o material vegetal com o 

citrato de sódio (um agente redutor tradicionalmente utilizado) observamos que a 

resina de Virola oleifera foi capaz de levar a formação das AuNP’s de forma 

satisfatória.  O planejamento fatorial é uma ferramenta extremamente útil, e 

confirmou que a resina de Virola oleifera é um ótimo agente redutor, e uma 
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excelente alternativa para os reagentes tradicionalmente utilizados, como por 

exemplo, o citrato de sódio.  

 

Neste estudo, o potencial efeito redutor da resina de Virola oleifera foi avaliado. Em 

todas as concentrações testadas a solução de V. oleifera foi capaz de reduzir o sal 

metálico. A atividade redutora dos materiais vegetais já vem sendo utilizada em 

diversos estudos que envolvem a síntese de nanopartículas metálicas 

(BAGHIZADEH et al., 2015; CAUERHFF; CASTRO, 2013; IRAVANI, 2011; ISAAC; 

SAKTHIVEL; MURTHY, 2013). Quanto às condições de síntese, a análise estatística 

mostrou que apenas a concentração do agente redutor foi significativa para o 

processo, ou seja, a reação se completou em um tempo igual ou inferior a 10 

minutos, e por isso tempos maiores não modificaram as características das 

nanopartículas (Figura 12). Já com relação à concentração do agente redutor, foram 

observadas alterações no padrão do espectro com as alterações de volume de 

resina adicionadas. As Figura 12 e Figura 14 mostram que quanto maior a 

concentração de agente redutor adicionada, maior a intensidade do pico de 

absorbância. O espectro de varredura mostrou ainda que as nanopartículas de ouro 

sintetizadas pela rota verde tiverem pico de absorção entre 520 e 540nm. Tais 

bandas podem ser atribuídas à LSPR de AuNPs (AYAZ AHMED et al., 2014; ISAAC; 

SAKTHIVEL; MURTHY, 2013; KASTHURI; VEERAPANDIAN; RAJENDIRAN, 2009; 

LEE et al., 2015; PANIGRAHI et al., 2004). Uma vez que as propriedades eletrônicas 

e ópticas das nanopartículas são determinados por seu tamanho e forma 

(ASWATHY AROMAL; PHILIP, 2012; HENGLEIN, 1989), a posição do pico SPR 

está diretamente relacionada a tais características (BINDHU et al., 2014). A solução 

precursora contendo íons de ouro não apresentou banda característica SPR. Assim, 

pode concluir-se que a banda de SPR observada é devido apenas à formação de 

AuNPs (KASTHURI; VEERAPANDIAN; RAJENDIRAN, 2009).  

 

Quando comparamos a síntese verde com a rota tradicional, observamos que 

ambas as reações ocorreram em intervalos de tempo semelhantes, no entanto o 

material vegetal não necessita de energia térmica. Sem aquecimento o citrato de 

sódio necessita de um tempo extremamente maior para completar a reação, além de 

dar origem a nanopartículas de maior tamanho e com formação de aglomerados. 

Com a resina de Virola oleifera a cor da solução mudou para roxo dentro de cerca 
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de 2 minutos, sem necessidade de aquecimento, tempo curto se comparado a 

outras metodologias que utilizam materiais vegetais, que chegam a levar horas e até 

dias (BINDHU; UMADEVI, 2014; DU; XIAN; FENG, 2011). A mudança de cor para 

tons que variam de vermelho a roxo confirma a formação do colóide de 

nanopartículas de ouro (AYAZ AHMED et al., 2014; DUBEY; LAHTINEN; 

SILLANPÄÄ, 2010), e ocorre devido à excitação de vibrações de plasmons de 

superfície em nanopartículas de ouro, uma propriedade característica (LINK; EL-

SAYED, 1999; SHAMELI et al., 2012; SONG; JANG; KIM, 2009). 

 

Quanto à forma e variação de tamanho, as nanopartículas sintetizadas com citrato 

de sódio foram mais homogêneas, e a grande maioria era esférica. Dentre as 

sínteses com Virola oleifera ocorreu maior variação de tamanho e forma. Com 2mL 

de agente redutor as AuNP’s se mostraram com menor variação de tamanho, no 

entanto, em todas as condições foram observadas a formação de nanotriângulos e 

nanobastões, normalmente encontradas em síntese verde. Outros trabalhos 

envolvendo síntese verde também mostraram tal situação (BINDHU; UMADEVI, 

2014; LOKINA et al., 2014; LEE et al., 2015) Utilizando extrato aquoso de Inonotus 

obliquus para a síntese de nanopartículas de ouro, obteve nanopartículas esféricas, 

triangulares, hexagonais e na forma de bastão, com diâmetro médio de 23nm. A 

formação de nanotriângulos pode estar envolvida com uma redução rápida e síntese 

em temperatura ambiente (HUANG et al., 2007; PHILIP, 2009). A temperatura 

desempenha um papel importante na formação das nanopartículas, e por isso na 

síntese com citrato de sódio tais formas não foram observadas (PHILIP, 2009). Para 

a obtenção de nanopartículas com distribuição de tamanho uniforme, é necessário 

que todos os núcleos sejam formados ao mesmo tempo. Uma vez formados sob as 

mesmas condições, os núcleos apresentam tamanhos muito próximo e crescem de 

maneira uniforme (GUIMARÃES DE CASTRO, 2009). Dentre os experimentos 1, 4 e 

7 não foi observado grande variação de tamanho, onde a maior parte das 

nanopartículas tinham 10-25nm. Fato este que pode ser justificado pela pequena 

variação no padrão de absorbância. As maiores AuNP’s foram encontradas com 

3mL, o que justifica a localização do pico de absorbância, tendendo a regiões menos 

energéticas do espectro. Assim, a partir dos resultados pode-se inferir que a 

quantidade de extrato desempenha um papel crítico na determinação da distribuição 

do tamanho das nanopartículas de ouro. 
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As análises de EDS comprovaram a formação das AuNP’s. Picos de em 2,2 keV são 

característicos de ouro metálico, enquanto outros de menor intensidade são 

referentes ao ouro em outros estados de oxidação (BINDHU et al., 2014). Sinais 

mais fracos de outros elementos são comuns, e podem ter sido originados das 

biomoléculas ligadas à superfície das nanopartículas, provenientes do agente 

redutor (LEE et al., 2015). 

 

Quanto à intensidade do pico de absorbância, esta está relacionada à concentração 

das nanopartículas (HAISS et al., 2007). As nanopartículas obtidas com o extrato 

vegetal mostram picos mais intensos que as obtidas com citrato. Ao cruzarmos com 

as informações do ICP-MS, tal informação é confirmada, visto que a concentração 

de ouro metálico no colóide obtido com resina de Virola oleifera chega a ser o dobro 

do observado quando o ouro é reduzido com citrato de sódio. 

 

A partir dos ensaios de DPPH e ABTS foi observado que a Virola oleifera tem forte 

atividade antioxidante, em especial contra os radicais DPPH, bem próximos do 

observado para o padrão Trolox®. Tal característica também está relacionada à 

capacidade de reduzir o ouro. Apesar de não existir uma relação linear, o 

mecanismo de redução do ouro pode se dar pela presença de substâncias com 

potencial antioxidante, comuns em extratos vegetais (ISAAC; SAKTHIVEL; 

MURTHY, 2013), fato este comprovado durante a síntese, que ocorreu de modo 

eficiente, com poucos minutos, sem a necessidade de aquecimento, como no caso 

da utilização do citrato de sódio, e outros materiais vegetais (AYAZ AHMED et al., 

2014).  

 

Os ensaios de atividade antioxidante mostraram ainda que apesar de em menor 

intensidade, as nanopartículas obtidas pela síntese verde também mostraram 

potencial antioxidante. A redução da atividade antioxidante é esperada, já que os 

compostos que conferem tal característica ao material vegetal são os mesmos 

responsáveis pela redução e estabilização do ouro. Existem diversos tipos de 

radicais e distintos alvos de oxidação. Por esse motivo é difícil selecionar apenas um 

método que seja capaz de representar a atividade antioxidante, com precisão, de um 

composto ou material vegetal (CHOI et al., 2002). Desse modo o DPPH e ABTS, 

juntos podem oferecer um resultado mais abrangente, no que se refere a AA%, o 
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que é fundamental na avaliação do potencial antioxidante, e funcionalização das 

nanopartículas. 

 

 Além de participarem da redução do ouro, a resina também atuou na 

funcionalização e estabilização das nanopartículas. Fato este evidenciado mais uma 

vez pelas análises de infravermelho. Espectros do infravermelho foram registrados 

para o extrato puro e para as AuNP’s contendo o material vegetal. Eles mostram que 

existe uma similaridade no perfil do espectro de caracterização, indicando que a 

possibilidade de os compostos presentes no extrato do vegetal estarem 

funcionalizando a partícula metálica através de interações eletrostáticas 

irreversíveis. As bandas determinadas pelo infravermelho confirmam as moléculas 

encontradas em cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE) como quercetina, 

pirogalol, epicatequina, eriodictiol, ácido ferúlico e ácido gálico (Dados ainda não 

publicados). 

 

No que tange à estabilidade do colóide, sua relação é diretamente proporcional ao 

potencial zeta (PZ). O PZ reflete o potencial de superfície das partículas, o qual é 

influenciado pelas mudanças na interface com o meio dispersante, em razão da 

dissociação de grupos funcionais na superfície da partícula ou da adsorção de 

espécies iônicas presentes no meio aquoso de dispersão (DUBEY; LAHTINEN; 

SILLANPÄÄ, 2010; LIAO; WU; LIAO, 2009). Foi observado que as nanopartículas de 

ouro sintetizadas utilizando a resina de Virola oleifera se possuem PZ negativo, e 

com valor absoluto maior, ou seja, apresentando maior estabilidade, se comparadas 

às sintetizadas com citrato de sódio. O valor do PZ indicou que as moléculas de 

nivelamento presentes na superfície de AuNP’s são compostos principalmente de 

grupos carregados negativamente e também responsável pela estabilidade 

moderada das nanopartículas. Tal fato pode ser devido a presença de polifenóis, 

flavonóides e proteínas que são responsáveis pela estabilização das AuNP's. (AYAZ 

AHMED et al., 2014). Os flavonóides presentes no extrato de folha são agentes 

redutores fortes, que podem ser responsáveis pela redução de ácido cloroáurico. O 

grupo carboxilato presente em proteínas pode atuar como um agente tensoativo 

para fixar à superfície de AuNP e estabiliza-la através de estabilização eletrostática.  

Desse modo, verifica-se que Virola oleifera tem a capacidade de executar funções 

duplas de redução e estabilização da AuNP (MUTHUVEL et al., 2014). A 
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estabilidade de AuNPs é fundamental, principalmente para aplicação em estudos 

farmacológicos e biomédicos (UMA SUGANYA et al., 2015) 

 

Os testes de interação rápida mostraram que as nanopartículas estudadas tem a 

tendência de se aproximarem da membrana das bactérias. Apesar de todas terem 

apresentado esse comportamento, o resultado do ensaio bacteriano foi distinto. As 

nanopartículas de ouro sintetizadas com citrato de sódio não foram capazes de inibir 

o crescimento de S. aureus e de E. coli.  Já as nanopartículas de ouro sintetizadas 

utilizando resina de Virola oleifera como agente redutor mostraram grande atividade 

bacteriana contra as cepas de S. aureus, ou seja, contra o microrganismo Gram 

positivo, e nenhuma atividade contra E. coli (Figura 29 e Figura 31). Tal fato já foi 

observado em outros trabalhos. Lee et al. 2015 estudou a atividade antibacteriana 

de nanopartículas de ouro sintetizadas com extrato aquoso de Inonotus obliquus, e 

observou maior atividade antibacteriana contra S. aureus, se comparado a E. coli. 

Bindhu et al., 2014, utilizando Hibiscus cannabinus, sintetizou nanopartículas de 

ouro com grande potencial antimicrobiano frente a S. aureus. As diferentes 

respostas das AuNP's frente às bactérias Gram positivas e Gram negativas 

possivelmente se dá devido a sua estrutura celular, fisiologia, metabolismo e a sua 

interação com as AuNP’s carregadas (BINDHU; UMADEVI, 2014; BINDHU et al., 

2014) 

 

Conforme houve aumento na concentração de resina aumentou a atividade 

antimicrobiana. No entanto, se observarmos os valores do potencial zeta, quanto 

menor o valor, ou seja, menos negativo era a partícula, maior foi a atividade 

antibacteriana. Como os valores foram negativos, e S. aureus possui carga negativa, 

devido a composição de sua parede, rica em ácidos teicóicos, um menor valor 

favorece a interação entre as nanopartículas e o microrganismo (BINDHU et al., 

2014). 

 

Uma Suganya et al., 2015 observou que a atividade bacteriana das nanopartículas 

de ouro sintetizadas por uma rota verde, aumentou consideravelmente com o 

aumento da concentração das AuNP's, fato este não observado no presente estudo. 

Conforme a concentração de ouro reduzido era maior, menor foi a atividade 

antibacteriana (Tabela 7). O fato de a síntese com 1mL de V. oleifera (maior 
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concentração de ouro metálico) não ter inibido o crescimento de S. aureus como as 

demais pode ter ocorrido ou pela menor concentração do agente redutor, que foi 

consumido durante a redução do ouro ou devido ao valor mais alto de potencial zeta, 

negativo, que pode ter impedido que as partículas tenham se aproximado da 

bactéria, que também é negativa (CHWALIBOG et al., 2010). 

 

A Figura 30 compara a atividade antibacteriana das nanopartículas com a do agente 

redutor, na mesma concentração, e mostra que a atividade antibacteriana é a 

mesma, ou seja, mesmo após reduzir o ouro, a resina de Virola oleifera  

funcionalizou de modo efetivo a partícula, que continua com alto poder 

antibacteriano. Uma vez que a atividade bactericida foi diretamente proporcional à 

concentração do agente redutor, está pode ser atribuída ao material vegetal. Uma 

vantagem no uso das nanopartículas é que podem penetrar as membranas 

celulares, aumentando o efeito bactericida e o direcionamento da droga, 

aumentando assim sua atividade biológica e química (BINDHU; UMADEVI, 2014).  

Um possível mecanismo está relacionado a capacidade de as AuNPs gerarem furos 

nas paredes das células bacterianas (LEE et al., 2015; RAI; PRABHUNE; PERRY, 

2010). AuNP's menores são capazes de penetrar no interior das bactérias com maior 

facilidade (BINDHU; UMADEVI, 2014). Fato este observado nas imagens de 

Microscopia Eletrônica de Transmissão, onde é evidente que AuNPs causaram 

danos nas células por distorcer a parede celular bacteriana dando origem a buracos 

e a deformações da membrana celular, perturbando assim as funções bacterianas 

como a respiração, e permeabilidade, fato este já observado em outros estudos com 

AuNP's (LEE et al., 2015; RAI; PRABHUNE; PERRY, 2010; UMA SUGANYA et al., 

2015; ZAWRAH; EL-MOEZ, 2011). 

 

Embora, com malha grossa como peptidoglicano da parede celular nas bactérias 

Gram-positivas, as imagens do MET mostram uma acentuada destruição da 

membrana celular bacteriana, quando tratados com AuNPs, fato este já observado 

em outros estudos (UMA SUGANYA et al., 2015). As AuNPs podem inicialmente 

ficar ancorada na parede celular bacteriana, interagindo assim com a camada de 

peptidoglicano causando a quebra de ligações e entrando no interior da célula 

fazendo perfurações no exterior (PARASHAR et al., 2011; UMA SUGANYA et al., 

2015). Pode também ser possível que as nanopartículas de ouro ligar-se ao DNA de 
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bactérias e inibem o desenrolamento e transcrição de DNA, portanto, promover a 

morte das bactérias (RAI; PRABHUNE; PERRY, 2010). 

 

Devido ao seu tamanho e grande área de superfície, as AuNP’s de produzir efeitos 

eletrônicos e estes efeitos podem aumentar a força de ligação das nanopartículas 

com as bactérias. Assim, as nanopartículas de ouro se ligam facilmente à membrana 

da célula e também têm a capacidade de penetrar no interior das bactérias, 

facilitando assim o contato com resina vegetal. Especulamos que os seguintes 

mecanismos podem ser responsáveis pela atividade antibacteriana das AuNP’s. Sua 

ação está relacionada à concentração de resina utilizada, pois a ação inibitória não 

depende só do tamanho e da área de superfície, mas também do agente de 

proteção que estabiliza e funcionaliza a AuNP’s, como já observado (MUTHUVEL et 

al., 2014). 

 

 

7 CONCLUSÕES 

 

 

 A resina de Virola oleifera  na concentração de 1g/L, em todas as 3 variações 

de volume foi capaz de: 

-   Reduzir o sal metálico em todas as condições avaliadas; 

- Dar origem a nanopartículas com diferentes formas (esferas, 

triângulos e bastões), diferente do citrato de sódio, que formou apenas 

esferas; 

-  Reduzir uma maior concentração de ouro em comparação ao citrato 

de sódio; 

 As nanopartículas mostraram potencial antioxidante, principalmente contra os 

radicais DPPH+ e potencial antimicrobiano contra a cepa de S. aureus 1117. 

 

Com base nos resultados podemos concluir que a resina de Virola oleifera é uma 

excelente alternativa para a síntese de nanopartículas de ouro, e que além de 

reduzir o ouro ainda foi capaz de estabilizar e funcionalizar as NP’s.  
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