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Resumo 

 

Nesta tese as técnicas de Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de 

Fourier (FTIR), Espectroscopia Raman convencional e Espectroscopia Raman 

Amplificada por Superfície (SERS) foram utilizadas para estudar nanocarreadores 

baseados em nanopartículas lipídicas e metálicas carregados com moléculas bioativas. A 

estabilidade temporal quanto ao estado de oxidação da nanoemulsão a base de óleo de 

peixe (FO), rico em Ácido Docosahexaenoico (DHA) e Ácido Eicosapentaenoico (EPA) 

foi avaliada ao longo do tempo de preparo, aos 0, 365 e 730 dias. Os dados de FTIR 

evidenciaram a presença de diversos marcadores químicos que mostraram uma continua 

oxidação da nanoemulsão de FO com o decorrer do tempo de preparo. Os resultados 

demonstraram que devido às suas características insaturadas, os lipídios estão sujeitos a 

alterações moleculares, as quais se iniciam com a isomerização das ligações duplas cis 

para dupla trans. Essas alterações levam a processos de oxidação e clivagens com a 

geração de subprodutos. A interação entre diferentes concentrações do complexo 

[Fe(phen)3]
2+ e nanopartículas lipídicas sólidas foi investigada. Os resultados mostraram 

formação de uma ligação quelante bidentada entre o grupo carboxilato do oleato de sódio, 

presente na nanopartícula lipídica, e o íon de Fe2+ do complexo [Fe(phen)3]
2+. Por fim, 

foi demostrado o sucesso da funcionalização do anticorpo anti-SARS-CoV-2 na 

superfície de nanopartículas de Au, pré-revestidas com 3,3’-ditiobis (Propionato de 

Sulfossuccinimidil-DTSSP). Os dados mostraram que os grupos aminas primárias do 

anticorpo estão ligadas covalentemente ao grupo éster succinimidil terminal, formando 

uma ligação amida secundária pelo ataque nucleofílico da amina ao carbono da carbonila 

do éster presente na superfície da nanopartícula de Au.  

 

Palavras-chave: FTIR; Raman; sistema de entrega de drogas; lipídio nanoestruturado; 

nanoemulsão de óleo de peixe; tris-(1,10-fenantrolina) ferro (II); SARS-CoV-2. 
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Abstract 

 

In this thesis, Fourier Transform Infrared (FTIR), conventional Raman spectroscopy 

and Surface-Enhanced Raman Spectroscopy (SERS) techniques were used to study 

nanocarriers based on lipidic and metallic nanoparticles loaded with bioactive molecules. 

The temporal stability regarding the oxidation state of the nanoemulsion based on fish oil 

(FO), rich in Docosahexaenoic Acid (DHA) and Eicosapentaenoic Acid (EPA) was 

evaluated over time after preparation, at 0, 365 and 730 days.  The FTIR data evidenced 

the presence of several chemical markers that showed a continuous oxidation of the FO 

nanoemulsion with the course of the preparation time. The results showed that due to their 

unsaturated characteristics, lipids are subject to molecular changes, which begin with the 

isomerization of double bonds cis to trans. These changes lead to oxidation processes and 

cleavages with the generation of by-products. The interaction between different of 

[Fe(phen)3]
2+ complex contents and solid lipid nanoparticles was investigated. The results 

showed the formation of a bidentate chelating bond between the carboxylate group from 

sodium oleate, present on lipid nanoparticle, and the Fe2+ ion of the [Fe(phen)3]
2+ 

complex. Finally, the successful functionalization of the anti-SARS-CoV-2 antibody onto 

Au nanoparticles surface, precoated with 3,3'-dithiobis (Sulphosuccinimidyl Propionate-

DTSSP) was demonstrated. The data showed that the primary amine groups of the 

antibody are covalently bound to the terminal succinimidyl ester group, forming a 

secondary amide bond by the nucleophilic attack of the amine to the ester carbonyl carbon 

present on the Au nanoparticle surface.  

 

Keywords: FTIR; Raman; drug delivery system; nanostructured lipid; fish oil 

nanoemulsion; tris-(1,10-phenanthroline) iron (II); SARS-CoV-2. 
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Capítulo 1 

Introdução geral 

A nanotecnologia é definida como a capacidade de projetar, produzir, caracterizar 

e aplicar estruturas, equipamentos e sistemas por meio do controle da forma e do tamanho 

em escala nanométrica. Ela apresenta grande potencial em vários setores produtivos, indo 

desde a indústria pesada até a alimentícia, incluído a biomedicina [1], [2]. 

A pesquisa e o desenvolvimento de sistemas nanométrico vêm crescendo nos 

últimos anos, promovendo grandes benefícios para a sociedade. No setor agrícola, por 

exemplo, a nanotecnologia tem proporcionado uma melhora tanto na produção de 

alimentos quanto no seu teor de nutrientes [3]. Também tem contribuído para o 

prolongamento do tempo de armazenamento, na detecção e combate de patógenos e 

toxinas [4]. Devido a maior proporção superfície/volume os sistemas nanoestruturados 

exibem uma maior atividade catalítica, elevada capacidade de adsorção e reatividade 

enzimática. A modificação da superfície das nanopartículas (NPs) possibilita a 

solubilidade e o transporte de drogas e moléculas bioativas a alvos previamente 

selecionados. Além do mais, a baixa dimensão destes sistemas leva a efeitos quânticos 

que por sua vez afetam as propriedades físicas dos materiais, como por exemplo, as 

elétricas, ópticas e magnéticas [1], [5]. 

Na biomedicina, os sistemas nanoestruturados como as nanopartículas metálicas, 

magnéticas, poliméricas, lipídicas sólidas e nanoemulsões funcionalizadas com diferentes 

moléculas e biomoléculas tem sido empregada nas mais diversas aplicações [6], [7]. As 

nanoemulsões (NEs) por exemplo, possuem um grande potencial como dispersões de 

gotículas deformáveis que podem conter propriedades de fluxo, variando do líquido ao 

sólido, e que também apresentam propriedades ópticas que variam do opaco ao 
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translúcido [8], [9]. Por sua vez, os sistemas lipídicos sólidos nanoestruturados, por serem 

solúveis em água, tem sido empregados no transporte de substâncias bioativas a alvos 

específicos [2]. Já as NPs metálicas têm sido amplamente utilizadas como etiquetas de 

detecção por causa de suas excelentes propriedades ópticas [10]. Outra promissora 

abordagem para o desenvolvimento de biomarcadores é a associação de NPs metálicas 

funcionalizada com anticorpo, podendo ser usado como sonda de marcação e captura.  

As aplicações das NEs têm sido relatadas em diversos campos, desde a indústria 

de alimentos e cosméticos até o farmacêutico. Existe também um interesse crescente na 

engenharia de NEs para aplicações na indústria de petróleo e gás. Isso ocorre porque as 

propriedades comuns das NEs incluem, alta área de superfície em volume, relativamente 

insensível à gravidade, melhor eficiência de varredura, baixa tensão interfacial e outras 

condições ambientais, bem como alta incorporação e solubilização de óleo [11]. Além 

destas diversas aplicações citadas, as NEs atualmente estão sendo bastante utilizadas para 

administração oral de fármacos e suplementos alimentares bem como na aplicação em 

Terapia Fotodinâmica (do inglês Photodynamic Therapy-PDT). Na PDT as NEs podem 

ser usadas para encapsular os agentes fotossensibilizantes (PS), promovendo assim sua 

solubilidade e consequentemente sua eficiência, já que melhora sua penetração no tecido 

alvo, minimiza os efeitos colaterais fototóxicos, aumenta a biodisponibilidade e a 

estabilidade [12].  

Além das NEs, os sistemas lipídicos nanoestruturados (do inglês Nanostructured 

Lipid System - NLS), tem sido intensivamente investigados pois apresentam grande 

potencial de aplicações em diversas áreas. Os NLS é um sistema de transporte de 

moléculas bioativas de segunda geração com matriz sólida à temperatura ambientes. Este 

sistema carreador é constituído por materiais lipídicos e surfactantes fisiológicos, 

biodegradáveis e biocompatíveis e é aceito pelas autoridades reguladoras para aplicação 

https://www.sciencedirect.com/topics/engineering/petroleum-industry
https://www.sciencedirect.com/topics/engineering/interfacial-tension
https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/solubilization
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/photosensitizer
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em diferentes sistemas de liberação de fármacos. Os NLS exibem vantagens superiores 

sobre outros transportadores coloidais, como nanoemulsões, nanopartículas poliméricas, 

lipossomas, SLN etc. e, portanto, têm sido explorados em maior extensão na tecnologia 

farmacêutica. Entre as vantagens dos NLS estão sua maior capacidade de carregamento 

de drogas, prevenção à expulsão de drogas, maior flexibilidade para a modulação da 

liberação do fármaco e versatilidade por várias vias de administração. Além de possuir 

outras vantagens como: alta carga útil de drogas, sem biotoxicidade do transportador, 

evita solventes orgânicos, não apresenta problemas em relação à produção em larga escala 

e esterilização e aumenta a estabilidade do medicamento [13]. 

Um outro sistema nanoestruturado que têm atraído interesse significativo como 

uma nova plataforma para nanobiotecnologia e biomedicina [14], devido à conveniente 

bioconjugação de superfície com sondas moleculares e notáveis propriedades ópticas são 

sistemas relacionados com a Ressonância Plasmônica de Superfície Localizada (do inglês 

Localized Surface Plasmonic Resonance-LSPR).  A LSPR é um fenômeno de ressonância 

envolvendo oscilações coletivas de carga superficial de elétrons livres em um metal [15].  

As propriedades extraordinárias do LSPR, como fortes campos elétricos locais, variações 

espaciais drásticas em uma única partícula ou alta sensibilidade a mudanças ambientais 

em escala nanométrica, oferecem uma maneira atraente de realizar a manipulação de 

radiação eletromagnética na faixa do infravermelho ao ultravioleta, dependendo apenas 

da composição das NPs (Au, Ag e liga) e de seu tamanho. Os LSPR possibilita a 

construção de biosensores altamente sensível e livre de rótulos para sondar a afinidade 

entre moléculas biológicas e tem sido amplamente utilizado em biologia, bioquímica e 

engenharia genética.  

Dentre todas as NPs plasmônicas citadas anteriormente, as AuNP (do inglês Gold 

Nanoparticle-AuNP) têm sido amplamente empregado na genômica [16], biosensores 
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[17],  imunoensaios [18], detecção e controle de microorganismos [19], entrega 

direcionada de drogas ou outras substâncias [20], entre outras.   

 

As técnicas de espectroscopia vibracional, como espectroscopia no infravermelho 

por transformada de Fourier (do inglês Fourier-Transform InfraRed-FTIR), 

Espectroscopia Raman convencional e Espectroscopia Raman Intensificada por 

Superfície (do inglês Surface-Enhanced Raman Scattering-SERS) usadas nesta tese, são 

fortemente dependentes das estruturas químicas e físicas dos sistemas nanoestruturados, 

bem como de suas interações com o meio vizinho. Em razão disso, estas técnicas 

tornaram-se ferramentas essenciais para a análises químicas e estruturais de materiais 

nanoestruturados e de ensaios biológicos. As informações sobre o arranjo molecular são 

obtidas pela interpretação dos espectros vibracionais, permitido assim, correlacionar as 

alterações químicas e conformacionais decorrentes das interações moleculares por meio 

do deslocamento de suas energias vibracionais, do alargamento da banda associada ao 

modo vibracional, bem como da intensificação ou do surgimento de novos modos, quando 

comparados às moléculas livres [7]. Portanto, as alterações espectrais podem ser usadas 

para estudar os efeitos diretos ou indiretos das interações inter e intramolecular de grupos 

químicos das moléculas de interesse em virtude de suas interações.  

Assim, o objetivo deste trabalho é investigar as interações entre moléculas 

bioativas e sistemas nanoestruturados, como nanoemulsões a base de óleo de peixe, 

nanopartícula lipídica sólida carregadas com complexo [Fe(phen)3]
2+ e nanopartículas de 

ouro bioconjugadas com anticorpo anti-SARS-CoV-2. Para isso, às técnicas de 

Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR), Espectroscopia 

Raman convencional e Espectroscopia Raman Amplificada por Superfície (SERS) forma 

empregadas.  
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Esta tese está organizada em quatro capítulos. Com o objetivo de fundamentar as 

ideais do Capítulos 3, o Capítulo 1 aborda uma introdução geral, Capítulo 2 relata, de 

forma breve, os sistemas lipídicos nanoestruturados (na forma de nanoemulsões e 

nanopartículas lipídicas sólidas). No Capítulo 3 são apresentados os resultados referentes 

ao estudo do estado de oxidação de Nanoemulsões de óleo de peixe, ricos em ácido 

docosahexaenoico (DHA) e ácido eicosapentaenoico (EPA) (Seção 3.1).  Em seguida são 

abordados o estuda da interação entre o complexo [Fe(phen)3]
2+ e sua matriz hospedeira 

(nanopartículas lipídicas solidas) (Seção 3.2) e por fim, a funcionalização do anticorpo 

anti-SARS-CoV-2 sobre nanopartículas de Au.  No Capítulo 4 é feita uma conclusão geral 

do trabalho. 
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Capítulo 2 

Nanopartículas Lipídicas  

2.1 Lipídios e triglicerídeos  

Os lipídios estão entre os grupos de biomoléculas mais abundantes em nosso 

organismo, eles constituem um grupo heterogêneo de moléculas orgânicas, com 

característica de ser insolúvel em água, ou seja, hidrofóbica [21]. Estando em meio 

aquoso, essa classe de molécula tende a apresentar agregação com estruturas diversas, 

formando tipicamente lamelas, vesículas e micelas. Apresentando dimensões 

microscópicas ou nanoscópicas. Uma das principais funções biológicas dos lipídios são 

o isolamento térmico e reserva de energia, que podem exercer funções regulatórias, além 

de serem componentes de membrana celulares. Alguns dos exemplos mais comuns de 

lipídios são os triacilgliceróis, compostos esteroidais, ácidos graxos (AG), esfingolipídios 

e glicerofosfolipídios (do inglês glycerophospholipids-GPL) [8], [22]. 

Os ácidos carboxílicos são ácidos graxos com cadeias abertas de hidrocarbonetos 

com comprimento variando de 4 a 36 átomos de carbono, onde o grupo carboxila é 

encontrado em uma das extremidades da cadeia. Os AG podem ser divididos em duas 

grandes famílias, chamadas de AG saturados, quando não têm ligações duplas, ou AG 

insaturados quando têm de 1 a 6 ligações duplas. Os AG insaturados podem ser ainda 

denominados como monoinsaturados quando têm uma ligação dupla ou poli-insaturados–

PUFAs (do inglês Polyunsaturated Fatty Acids-PUFAs) quando têm mais de uma ligação 

dupla. O seu ponto de fusão fica mais alto à medida que o comprimento da cadeia 

aumenta. Os AG de cadeia curta são geralmente líquidos a temperatura ambiente, 

enquanto os com 10 ou mais átomos de carbono são geralmente sólidos à temperatura 

ambiente [23]. 
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Estes ácidos graxos insaturados podem ser apresentados tanto na configuração de 

isomeria cis quanto na trans. Simplificadamente, o isômero cis possui em cada átomo de 

carbono da ligação dupla um ligante igual que está no mesmo lado do plano espacial. Já 

no isômero trans apresentam forma similar ao isômero cis, mas em lados opostos do plano 

espacial. No caso dos ácidos graxos, esse ligante é o hidrogênio. Na maior parte dos 

ácidos graxos naturais as ligações duplas estão na isomerização cis, pois a trans ocorre 

em processos de hidrogenação, enzimáticos ou oxidativos [24], [25]. Usualmente, a 

nomenclatura dos ácidos graxos representa o número de carbonos da cadeia e o número 

de ligações duplas, separada por dois pontos [26]. Por exemplo, a representação para o 

ácido oleico é 18:1 cis-9, ou seja, 18 carbonos com uma ligação dupla na posição 9, com 

hidrogênios na configuração cis. 

No corpo humano os ácidos graxos livres são difíceis de serem encontrados, pois 

eles costumam estar ligados a um glicerol (Fig. 2.1 (a)), constituindo assim, os 

triacilgliceróis (TAG) ou esfingosina, formando os esfingolipídios[22]. Os TAG, são 

constituídos por três moléculas de ácidos graxos esterificados a uma molécula de glicerol 

(Fig. 2.1 (b)). Essa ligação ocorre entre os terminais polares das moléculas hidroxila do 

glicerol e carboxila dos ácidos graxos, tornando assim a molécula de TAG essencialmente 

apolar, hidrofóbica e insolúvel em meio aquoso. A maioria dos TAGs encontrados na 

natureza contém as cadeias de ácidos graxos diferentes entre si  [27]. 

 

 

(a) 
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Figura 2.1: Estrutura molecular do glicerol (a) e triglicerídeo (b). 

 

A disposição química de uma molécula TAG em fase sólida possui 

frequentemente uma geometria análoga a um diapasão ou a letra h do alfabeto (Fig. 2.2), 

com duas cadeias retas ligadas nas posições sn-1 e sn-2 (sentido oposto) e uma cadeia 

dobrada ligada na posição sn-3, estando paralela a direção sn-1, que possui ligação gauche 

nas proximidades do grupo éster ligado ao glicerol [28], [29]. 
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Figura 2.2: Diferente arranjos de TAG. 
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 Os esfingolipídios são uma das três principais classes lipídicas em todas as células 

eucarióticas, onde elas funcionam como moléculas estruturais de membranas, assim 

como, podem atuar como moléculas de sinalização altamente ativas [30]. Nos neurônios 

por exemplo, a sua cobertura é geralmente feita por ceramidas e bainhas de mielina 

(esfingomielina). Na Fig. 2.3 abaixo é mostrada a estrutura molecular da esfingolipídio, 

sendo sua estrutura composta por um ácido graxo insaturado. 

 

 

Figura 2.3: Estrutura molecular do esfingolipídico típico de uma ceramida (figura 

adaptada da referência [31]). 

 

 

Os esteroides são compostos lipossolúveis, que não possuem AG em sua estrutura. 

Sendo originado do ciclopentanoperidrofenantreno, composto que possui uma estrutura 

com quatro anéis não-planares fundidos entre si, denominado núcleo esteroide. Três 

desses anéis apresentam seis átomos de carbono e o quarto anel tem cinco carbonos. Para 

a formação de esteroides, uma substância fundamental é o colesterol, que possui um grupo 

hidroxila ligado em uma extremidade do núcleo esteroide e uma cadeia de 

hidrocarbonetos na outra extremidade, como mostrado na Fig. 2.4  [8], [22]. 
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Figura 2.4: Estrutura molecular do colesterol. 

 

Os glicerofosfolipídios (GPL), assim como os esfingolipídico apresentam uma 

infinidade de funções em sistemas vivos, tendo papel importante na composição das 

membranas biológicas, influenciando diretamente a estabilidade e a permeabilidade da 

membrana. Desempenhado um papel importante no transporte de íons, indução de sinais 

e tráfico de substâncias. Os GPL são substâncias anfifílica, com uma componente polar 

composto por um glicerol e uma porção de fosfato, que também pode ser ligar a outros 

grupos, como por exemplo, a colina. Na parte lipofílica a GPL contém resíduos de ácidos 

carboxílicos insaturados, que são substratos perfeitos para oxidação livre-radical devido 

à presença de ligação C=C  [32]. 

Nos GPLs, as cadeias sn-1 e sn-2 apontam para as mesmas direções e o grupo 

principal polar para direção oposta, como mostrado a Fig. 2.5. Devido estas 

características, a molécula dos glicofosfolipídios contém uma região polar (grupo fosfato 

e seus ligantes) e outra apolar (devido aos ácidos graxos ligantes por meio do glicerol). 

Assim, por conterem fosfato, os glicerofosfolipídios são denominados fosfolipídios [7]. 
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Figura 2.5: Estrutura molecular da fosfatidilcolina (figura adaptada da referência [33]). 

 

O óleo de peixe – FO (do inglês Fish Oil - FO) é classificado com um gordura boa 

e seu consumo regular é altamente recomendado, pois ele atua na modulação da resposta 

anti-inflamatória, na prevenção de doenças cardiovasculares e nos distúrbios autoimunes. 

Encontrado em abundância nas carnes de peixes gordos, o óleo de peixe é uma fonte rica 

em ômega 3 e PUFAs, contendo 90% de TAGs [34].  Os ácidos graxos exercem 

importantes funções biológicas, com funções especiais no equilíbrio homeostático, e em 

componente estrutural das membranas celulares e do tecido cerebral, além de representar 

uma fonte de energia fundamental para o corpo humano. O ômega 3 por sua vez, age na 

formação de um componente dos neurônios, a bainha de mielina, e é responsável pela 

manutenção do sistema nervoso central. A principal substância na composição do ômega 

3 é o ácido alfa linolênico que resulta na produção dos ácidos EPA (do inglês 

Eicosapentaenoic Acid-EPA) e DHA (do inglês Docosahexaenoic Acid-DHA) no 

organismo, que atuam em prol da diminuição de triglicérides – um tipo de gordura que, 

em níveis elevados, prejudica a saúde do corpo – e o aumento do colesterol bom (HDL). 

O principal pilar para uso do óleo de peixe fundamenta-se na questão de que os mamíferos 
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não são capazes de sintetizá-lo naturalmente no corpo, sendo necessário adquirir as 

substâncias DHA e EPA por meio de dietas usando óleo de peixe [35]. 

 A composição de ácidos graxos dos óleos derivados de peixes e algas variam em 

torno de 30,9 a 64,4% de PUFAs, 5,1 a 12,7% de EPA e 10,5 a 52,4% de DHA. Onde a 

estabilidade relativa do DHA, muda após 48h. Assim, esses ácidos apresentam variações 

de acordo com sua composição de PUFAs, estados físicos e coloidais dos lipídios, assim 

como, o conteúdo de antioxidante [14]. 

Os óleos ricos em PUFAs com n-3 de cadeia longa tem sido bastante utilizado por 

sua importância nutricional [14]. Porém, uma das grandes incógnitas é a sua instabilidade 

ao longo do tempo, devido a sua oxidação. Todos os lipídios contendo PUFAs oxidam 

facilmente ao longo do tempo, sejam eles em cápsulas ou grandes recipientes, levando a 

um sabor rançoso. Nos óleos ricos em DHA e EPA, a degradação está ligada ao odor ou 

sabor do peixe [15].  

Por ser altamente hidrofóbicos os FOs são mal absorvidos oralmente devido à sua 

baixa solubilidade na água. A biodisponibilidade oral dos ácidos graxos DHA e EPA em 

fontes de FO está fortemente ligada à solubilização no trato gastrointestinal, e sua 

estrutura lipídica pode influenciar sua biodisponibilidade [24]. Uma das formas de driblar 

esta limitação é a ingestão dos FO na forma de nanoemulsões a base de óleo de peixe, 

justificando assim, o estudo da estabilidade destas nanoemulsões.  

 

2.2 Sistemas Lipídicos Nanoestruturados  

Nos últimos anos tem havido uma crescente demanda e interesse na indústria 

farmacêutica e de alimentos para incorporar, proteger e entregar compostos bioativos em 

sistemas lipídicos nanoestruturados. Embora alguns compostos bioativos possam ser 

https://www.sciencedirect.com/topics/food-science/bioactive-compound


27 

 

administrados diretamente no organismo, moléculas hidrofóbicas muitas vezes não são 

eficientemente conduzidas ao alvo desejado devido à sua hidrofobicidade. Resultando em 

baixas concentrações destes compostos no local desejado, o que leva a uma atividade 

biológica reduzida. Para superar esse problema, tem sido proposto o uso de sistemas de 

entrega coloidal, o qual tem-se mostrado ser um agente competente para superar as 

dificuldades inerentes às moléculas hidrofóbicas.  

O pequeno tamanho das partículas nos sistemas coloidais (D < 1000 nm) tem 

levado a uma série de benefícios para diversas aplicações, tais como: capacidade de 

solubilizar ingredientes farmacêuticos ativos com características hidrofílicas ou 

lipofílicos, aumentar a biodisponibilidade e a estabilidade a longo prazo dos fármacos, 

possuir alta clareza óptica, ser formado a partir de ingredientes simples, entre outros [25], 

[26],[40]. Assim, os sistemas coloidais podem ser usados como substitutos para 

lipossomas e vesículas, contribuindo assim, para a melhora da estabilidade física e na 

solubilização de drogas lipofílica. Elas possuem também gotículas de maior área 

superficial, proporcionando maior absorção de suplementos solúveis em óleos, podendo 

ser formulado nas formas de espumas, cremes, sprays e líquidos [28]. 

Entre os vários tipos de sistemas de entregas coloidais de compostos bioativos os 

Sistema Lipídico Nanoestruturado (do inglês Nanostructured Lipid System – NLS) tem 

se destacado. Para moléculas lipofílicas, vários tipos de sistemas de entrega baseados em 

lipídios como nanoemulsões lipídicas (do inglês Nanostructured Lipid Carriers - NLC), 

nanopartículas de lipídios sólidos (do inglês Solid Lipid Nanoparticles -SLN), lipossomas 

e emulsões têm recebido atenção considerável [41]. 

Emulsões são sistemas coloidais metaestáveis constituído por gotículas de um 

líquido, de um determinado tamanho, disperso dentro de outro líquido imiscível. São 

produzidas a partir do cisalhamento mecânico para formar uma única fase. Para a 

https://www.sciencedirect.com/topics/food-science/bioactive-compound
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formação de uma emulsão não basta a presença de somente dois líquidos imiscíveis puros. 

Para que uma suspensão de um líquido em outro seja estável, um terceiro componente 

deve estar presente. O terceiro componente é chamado de agente emulsificante ou 

surfactante, que geralmente é um agente tensoativo [7], [32]. O surfactante tem como 

objetivo reduzir a tensão interfacial existentes entre as moléculas das duas fases. Os 

surfactantes são de natureza anfifílica com uma cabeça polar e uma cauda apolar que se 

orientam na interface das fases duas fases líquidas, geralmente óleo e água [27], [28]. 

Atualmente, existe uma confusão considerável na literatura científica sobre o uso 

dos termos ‘‘microemulsões’’ e ‘‘nanoemulsões’’. No entanto, estes são tipos distintos 

de dispersões coloidais: uma microemulsão é termodinamicamente estável, enquanto uma 

nanoemulsão não é [44]. Portanto, é importante distinguir entre elas, pois isso afeta os 

métodos usados para fabricá-las, as estratégias usadas para estabilizá-las e as abordagens 

usadas para projetar seus atributos funcionais.  Em geral, existem três tipos principais de 

sistemas de emulsão: (1) macroemulsões, emulsões opacas de partículas com diâmetros 

> 400 nm; (2) microemulsões, dispersões transparentes de partículas com diâmetros < 

100 nm de tamanho; e (3) nanoemulsões, um tipo azul-esbranquiçado, com diâmetros de 

partículas entre os dois primeiros tipos (100–400 nm) [44], [45]. Em contraste com as 

microemulsões, onde o emulsificante é geralmente de 15 – 30% da fase óleo, nas 

nanoemulsões o emulsificante é geralmente da ordem de 1-3% da fase óleo.  As 

nanoemulsões são geralmente usadas na preparação de cosméticos e em sistemas de 

liberação de fármacos farmacêuticos.  

A estrutura da nanoemulsão pode ser produzida sob condições especiais para 

suprir as necessidades da aplicação desejada [28]. Diante disto, existem quatro tipos de 

nanoemulsão (Fig. 2.6) que são: óleo em água (O/A), água em óleo (A/O), água, óleo e 

água (A/O/A) e óleo, água em óleo (O/A/O), respectivamente.  Portanto, as três 
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componentes principais que tornam uma nanoemulsão estável são: fase aquosa, oleosa e 

surfactante [33], como ilustrado na ampliação (Fig. 2.6 (a-d)).   

 

 

Figura 2.6: Representação esquemática dos tipos de nanoemulsões e suas conformações 

espaciais. Óleo em água (O/A) (a), água em óleo (A/O) (b), água em óleo em água (c) 

(A/O/A) e óleo em água em óleo (O/A/O) (d) (figura adaptada da referência [9]). 

 

Na formulação das nanoemulsões a fase oleosa pode incluir triglicerídeos, tri-, di-

, ou monoacilgliceróis, ácidos graxos, óleos minerais e vegetais [34]. A seleção dos óleos 

geralmente é baseada na solubilidade do fármaco. As fases oleosas que suporta alta carga 

de droga são geralmente usadas para desenvolvimento de nanoemulsões. Vários 

surfactantes com diversas características (iônicas ou não iônicas) têm sido utilizados para 

a fabricação das nanoemulsões. Os mais amplamente utilizados para a entrega de drogas 

são, geralmente ingredientes alimentares como: span (ésteres de ácidos graxos de 

sorbitanos), polissacarídeos (derivados de goma e amido), proteína anfifílicas (isolado e 
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caseinato de proteína de soro e leite), fosfolipídios (soja, ovo ou lecitina láctea), tweens 

(polioxietileno (POE) derivados de éster de ácido graxo de sorbitano), CremophorⓇ EL 

(óleo de rícino polioxil-35) e macrogolglicerídeos de lauroil (GelucireⓇ 44/14) [27]. 

Nanopartículas lipídicas sólidas–SLN representam um sistema de transporte 

alternativo para os transportadores coloidais tradicionais, como emulsões, lipossomas e 

nanopartículas poliméricas [48]. As SLNs são produzidas usando lipídios que são sólidos 

à temperatura ambiente e corporal. Na preparação das SLNs, o componente do núcleo 

lipídico é aquecido acima de seu ponto de fusão, homogeneizado com o composto ativo 

desejado, e em seguida, submetido a tecnologia de microemulsão, ou seja, misturado a 

uma solução aquosa e submetido ao cisalhamento mecânico para forma uma única fase.  

A principal dificuldade associada à produção de SLNs é controlar o polimorfismo 

lipídico. Os triglicerídeos, por exemplo, podem estar presentes em três estruturas 

cristalinas diferentes α, β’ e β, o que produz nanopartículas com diferentes formatos [49]. 

Outras desvantagens são:  alta compactação da matriz lipídica cristalizada, pois oferece 

pouco espaço para encapsulamento do fármaco, levando a uma baixa capacidade de 

carregamento do fármaco, expulsão do fármaco após a cristalização durante o 

armazenamento [50]. 

Os surfactantes utilizados para a estabilização de SLNs também podem modificar 

o comportamento da fase lipídica e influenciar a taxa e a temperatura da cristalização 

lipídica e transições polimórficas. Por exemplo, se o emulsificante cristalizar mais cedo 

que o lipídio do núcleo das partículas, esse emulsificante pode agir como impureza 

catalítica e acelerar a nucleação superficial da fase do óleo. Além do mais, as moléculas 

emulsificantes na interface muitas vezes aumenta a ordenação das moléculas de óleo a 

um nível suficiente para formar núcleos de tamanho crítico para iniciar a cristalização 

[51]. 
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As SLN combinam as vantagens dos sistemas tradicionais, mas evita algumas de 

suas principais desvantagens como a baixa estabilidade física e a impossibilidade de secar 

o sistema nanoparticulado. Uma das principais vantagens dos SLNs está relacionada a 

imobilização dos compostos ativos pela estrutura sólida da partícula, levando a uma maior 

proteção química, menor vazamento e liberação sustentada. Esta propriedade física 

permite um melhor controle da estabilidade física (contra a recristalização) e química 

(contra a degradação) dos nutrientes fornecidos. Portanto, as NLSs podem ser uma 

estratégia promissora para a proteção de compostos ativos lipofílicos a serem 

incorporados em alimentos [52].   
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Capítulo 3 

Resultados e discussões  

3.1 – Investigação dos processos oxidativos das moléculas formadoras da 

nanoemulsão (O/A) de óleo de peixe e solutol.  

 

3.1.1 Introdução 

Óleos ricos em ômega 3, ricos em DHA e EPA, como os óleos de peixe e de algas 

marinhas, atuam na modulação das reações inflamatórias, pois produzem mediadores 

biológico de baixo potencial inflamatório [16]. Além disso, o EPA é um nutriente que 

ajuda a manter os triglicerídeos em níveis saudáveis. Este efeito favorece a saúde 

cardiovascular e previne problemas circulatórios. Por outro lado, o DHA é um ótimo 

alimento para o cérebro, visto que 20 % dos lipídios presentes no cérebro são DHA.  

Contudo, os mamíferos não são capazes de sintetizar naturalmente esses ácidos 

graxos, tornando necessário obtê-los a partir da dieta alimentar. Os níveis recomendados 

de DHA e EPA podem ser obtidos por meio da ingestão de peixes ou de suplementos 

[54]. Todavia, por serem hidrofóbicos, os ácidos graxos DHA e EPA são poucos 

absorvidos por via oral, pois apresentam baixa solubilidade no trato gastrointestinal. 

Outro ponto importante a ser considerado é que por possuírem várias insaturações em sua 

cadeia lipídica, os ácidos graxos DHA e EPA, são muito suscetíveis a processos 

oxidativos, os quais comprometem a integridade das duplas ligações e a funcionalidade 

desses ácidos, além de colocarem em risco a saúde humana [55]. 

Para contornar essas limitações, nosso grupo de pesquisa tem desenvolvido 

pesquisas para a produção e aplicação de nanoemulsões a base dos ácidos graxos 

contendo DHA e EPA, com o objetivo de aumentar a absorção desses ácidos graxos pelo 

trato gastrointestinal e protegê-lo de processo oxidativos inerentes ao seu envelhecimento 
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durante a armazenagem. Neste contexto este trabalho tem como objetivo analisar os 

processos oxidativos de nanoemulsões a base de FO por meio de técnicas de 

espectroscopia vibracional.  

 

3.1.2 Metodologia 

 

Amostras 

 

A preparação da nanoemulsão de óleo de peixe rico em ômega 3 (NEW3) foi 

realiza utilizando o método da temperatura de inversão de fase, segundo Solans e Solé, 

com adaptações [56]. Para a preparação foi utilizado cápsulas de óleo de peixe (ômega-

3: Nu3 Health DHA-500) contendo uma mistura de 0,5 g e 0,1 g de DHA e EPA, 

respectivamente, obtido comercialmente da Natue Trade in Food Products Ltda). Para a 

formulação da amostra NEW3 foram consideradas os ácidos graxos DHA e EPA, nas 

concentrações de 6,25 mg/mL e 1,25 mg/mL de nanoemulsão, respectivamente. Ambos 

contidos em 12,25 mg/mL de FO. A fim de prevenir oxidação, os ácidos graxos DHA e 

EPA foram previamente solubilizados em óleo de babaçu (BBS) na concentração de 5,0 

mg/mL de nanoemulsão. A água ultrapura Milli-Q foi utilizada como veículo na 

formulação e o Solutol® HS 15-polioxietileno ésteres do ácido 12-hidroxiesteárico 

(Sigma-Aldrich, EUA) foi usado como emulsificante.  

A amostra NEW3 foi avaliada quanto a seu estado de oxidação em diferentes 

tempos (0, 365 e 730 dias). Neste período, as amostras foram armazenas a 25ºC em 

ambiente escuro. Os diâmetros hidrodinâmico médios < 𝑫𝑫𝑳𝑺 > e polidispersão (PDI), 

determinados por espalhamento dinâmico de luz, foram, de 160,0 ± 3,5 nm (0.234 ± 

0.013) para o dia 01 e de 145,2 ± 6,6 nm (0,210±0,034) para o dia 365. Estes resultados 

indicam que a amostra NEW3 não apresentou sinais de instabilidade macroscópica [35].  
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O estado oxidativo da amostra NEW3 foi avaliada por FTIR nos tempos 0, 365 e 

730 dias. A amostra NEW3 foi produzida no Departamento de Genética e Morfologia do 

Instituto de Biologia-IB na Universidade de Brasília.  

 

Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR) 

 

Os espectros FTIR foram obtido em um espectrômetro de Infravermelho por 

Transformada de Fourier-FTIR da marca Bruker, modelo Vertex 70, na configuração de 

Refletância Total Atenuada (ATR).  Foram executadas em média 96 scans, com resolução 

espectral de 4 cm-1, na região de 400 cm-1 a 4000 cm-1, com background realizado antes 

de medir cada amostra. Sendo usado em cada medição 5µL de amostra. É importante 

mencionar que a precisão do número de onda do instrumento é melhor que 0,01 cm-1 até 

uma região de 2000 cm-1 na medição ATR-FTIR (Bruker Vertex 70). Portanto, 

deslocamentos do número de onda da ordem de 1 cm-1 são considerados significativos.  

A análise de dados foi realizada usando o LabSpec® para correção da linha de base 

e normalização pela intensidade da banda. Para plotagem dos dados foi utilizado o 

OriginPro® 9 e o fitting das razões das bandas foram realizadas no Peakfit®. Todas as 

medidas experimentais foram realizadas no Laboratório de Espectroscopia Óptica-LEO 

do Instituto de Física da Universidade de Brasília. 

É importante mencionar que os espectros Raman convencional da amostra NEW3, 

medidos nos tempos 0, 365 e 730 dias podem ser encontrados na referência [35]. 
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3.1.3 Resultados e discussões 

Para investigar a estabilidade química da nanoemulsão NEW3 em função do 

tempo de preparo, foram realizadas medidas de FTIR em t = 0, 365 e 730 dias. Os 

espectros de FTIR da amostra NEW3, com idades de 0 (ii), 365 (iii) e 730 (iv) dias são 

mostrados na Fig. 3.1.1.  Para comparação os espectros de FTIR do óleo de peixe puro 

(FO) e do surfactante solutol HS são mostrados em (i) e (v), respectivamente.  
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Figura 3. 1.1: Espectro FTIR da amostra NEW3 e seus constituintes: (i) FO, (ii) NEW3-

0, (iii) NEW3-365, (iv) NEW3-730 e (v) Solutol HS. 
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Para facilitar as comparações os espectros foram normalizados segundo a 

intensidade da banda localizado em torno de 1460 cm-1, associada às vibrações de 

deformação das ligações CH2 e CH3. Note da Fig. 3.1.1 que os espectros da amostra 

NEW3, com diferentes idades, são semelhantes entre si, e aparentam ser superposições 

dos espectros do surfactante solutol HS e do oleio de peixe (FO). Contudo, uma análise 

mais aprofundada mostra diferenças espectrais importantes.   

Na região de mais alta energia, a banda em torno de 3430 cm-1 é atribuída a 

contribuições de uma variedade de modos de estiramento O-H. Grupos carboxilas e 

hidroxilas presentes nas amostras certamente contribuem para esta banda. O perfil 

espectral desta banda indica que vários grupos contendo -OH estão presentes em 

diferentes ambientes químicos. As bandas centradas em 2850 e 2930 cm-1 são atribuídas 

às vibrações de estiramento simétrico e assimétrico do grupo CH2. Por sua vez, os modos 

de estiramento simétrico e assimétrico do grupo CH3 são encontrados em 

aproximadamente 2870 e 2960 cm-1, respectivamente.  

As vibrações de estiramento do grupo éster carbonil C=O e da dupla ligação 

insaturada C=C são observados em ~ 1740 e 1640 cm-1, respectivamente. As bandas 

centradas em torno 1460 cm-1 são principalmente devido às vibrações de deformação dos 

grupos alifáticos CH2 e CH3.  Vibrações de estiramento dos grupos C-O-C e COH são 

encontras em 1100 cm-1 e 1150 para o HS e 1150 cm-1 para o FO. Para a amostra NEW3 

é observado uma aparente superposição destas duas bandas, cuja intensidades aumenta 

com a idade da amostra. A banda em torno de 3010 cm-1, presente no espectro de absorção 

da amostra NEW3 e da amostra FO é devido ao estiramento axial CH, adjacente a dupla 

ligação insaturada (=CH). Os modos de flexão CH fora do plano, adjacente às ligações 

(C=C)cis são encontrados em torno de 720 cm-1. Por sua vez, os modos de flexão 

adjacentes às ligações (C=C)trans não conjugados e conjugados são encontradas em torno 



37 

 

de 950 e 988 cm-1, respectivamente [57], [58].  Um resumo das atribuições das bandas de 

absorção de infravermelho pode ser encontrado na Tabela 3.1. 

 

Tabela 3.1: Atribuições dos modos vibracionais de FTIR das amostras HS, FO e NEW3  

[8], [59]–[62]. 

Pico (cm-1) Atribuição 

720 δ(=CH)cis 

842 ν(CC) 

944 δ(=CH)trans (não conjugado)  

988 δ(=CH)trans (conjugado) 

1100 ν(COC) 

1150 ν(CO) 

1286 ν(C-OH) 

1350 νs(COO-) 

1460 δ(CH2/CH3) 

1580 νas(COO-) 

1640 ν(C=C) 

1738 ν(C=O) 

2856 νs(CH2) 

2871 νs(CH3) 

2922 νas(CH2) 

2960 νas(CH3) 

3012 ν(=CH)cis 

3300-3700 ν(OH) 
ν-modo de estiramento, νs- estiramento simétrico, νas- estiramento assimétrico, δ-modo de deformação. 

 

As mudanças nos espectros de FTIR da amostra NEW3 durante o processo de 

envelhecimento mostra um padrão geral que pode estar associado a processos de oxidação 

que ocorrem com o passar do tempo de preparação. As Fig. (3.1.2 – 3.1.4) mostram as 

mudanças espectrais mais importantes para os diferentes tempos de preparação. 

É conhecido da literatura que lipídios insaturados são altamente suscetíveis a 

oxidação por radicais livres ou oxigênio singleto devido à presença das duplas ligações 

[63].  A oxidação produzida por radical livre começa com a subtração do átomo de 

hidrogênio bisilílico pelo radical livre (X●) resultando em um radical pentadienil, que 

combina com O2 gerando um radical peroxil, que se propaga em reação em cadeia, 
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subtraindo outro átomo de hidrogênio de outra molécula lipídica [63]. A autoxidação das 

PUFAs na presença de bons doadores de hidrogênio gera peróxidos (ROO●) e 

hidroperóxidos (ROOH) como produtos primários de oxidação, os quais são 

intermediários instáveis que se decompõe em produtos secundário de natureza mais 

diversa, obtidos por cisão e rearranjos dos peróxidos (aldeídos alifáticos, cetonas, 

lactonas, álcoois, epóxidos), cujas estruturas dependem da natureza dos ácidos graxos 

presentes [62]. São justamente a presença destes produtos os responsáveis pelas alterações 

espectrais observadas nas Fig. (3.1.2– 3.1.4).  
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Figura 3.1.2: (a) Espectro de absorção FTIR das amostras NEW3 na região de 2600 -

3700 cm-1 em diferentes tempos de produção. (b) Gráfico de barra da razão entre as 

intensidades integradas da banda 𝜈(𝑂𝐻) com relação às bandas 𝜈𝑠(𝐶𝐻2) – 

(𝐼𝜈(𝑂𝐻)/𝐼𝜈𝑠(𝐶𝐻2)) e 𝜈𝑎𝑠(𝐶𝐻2) (𝐼𝜈(𝑂𝐻)/𝐼𝜈𝑎𝑠(𝐶𝐻2)). 
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Figura 3.1.3: Espectro de absorção FTIR das amostras NEW3 com diferentes tempos 

de produção. Fittings dos espectros de absorção FTIR das amostras NEW3 das regiões 

de 1300-1500 cm-1 (a) e 1500-1800 cm-1 (b). Gráfico de barra da razão entre as áreas 

integradas 𝐼𝜈𝑠(𝐶𝑂𝑂−)/𝐼𝛿(𝐶𝐻2/𝐶𝐻3), 𝐼𝜈𝑎𝑠(𝐶𝑂𝑂−)/𝐼𝛿(𝐶𝐻2/𝐶𝐻3)  e 𝐼𝜈(𝐶=𝑂)/𝐼𝛿(𝐶𝐻2/𝐶𝐻3) (c). 
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Figura 3.1.4: Espectro de absorção FTIR das amostras NEW3 com diferentes tempos 

de produção. Ampliações das regiões de 600-1010 cm-1 associados aos modos cis e 

trans (não conjugado e conjugado) (a) e 2950-3050 cm-1 ao modo cis (b).  Gráfico de 

barra da razão entre as áreas integradas 𝐼(=𝐶𝐻)𝑐𝑖𝑠
/𝐼𝛿(𝐶𝐻2/𝐶𝐻3) (𝑐) 𝑒  𝐼(=𝐶𝐻)𝑡𝑟𝑎𝑛𝑠

/

𝐼𝛿(𝐶𝐻2/𝐶𝐻3) (d). 

Na região 3100 a 3700 cm-1 (Fig. 3.1.2), as bandas de absorção dos grupos OH 

sofrem fortes alterações com o aumento do tempo de preparo. A banda em torno de 
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3480 cm-1, para a amostra em t = 0 dias, originalmente associada a absorção do 

glicerídeo éster carbonila, torna-se mais larga e mais intensa enquanto a absorbância 

máxima é deslocada para menores número de onda (de 3460 cm-1 em t = 365 dias para 

3450 em t = 730 dias). De acordo com Guillen e Cabo [64],  o deslocamento desta 

banda deve-se a sobreposição entre a banda original e novas absorções causadas por 

hidroperóxidos gerados no processo de oxidação. A fim de avaliar o efeito do tempo 

de preparo na intensidade da absorbância da banda ν(OH) a Fig. 3.1.2 (b) mostra as 

razões das intensidades integradas desta banda com relação às intensidades integradas 

das bandas νs(CH2) e νas(CH2), as quais não mudam com o grau de oxidação. Como 

pode ser observado da Fig. 3.1.2 (b) as razões 𝑰𝝂(𝑶𝑯)/𝑰𝝂𝒔(𝑪𝑯𝟐) e 𝑰𝝂(𝑶𝑯)/𝑰𝝂𝒂𝒔(𝑪𝑯𝟐) 

crescem continuamente com o aumento do tempo de preparo. Este comportamento 

pode ser explicado levando-se em conta a degradação lipídica a qual leva a formação 

de hidroperóxidos como produtos de primários de oxidação [65]. É conhecido que 

amostras de óleo que apresentam banda larga na região de 3100 – 3600 cm-1 são óleos 

em que o processo de oxidação já foi iniciado [64].  

Efeitos dos produtos secundários de oxidação podem ser observados nas regiões 

em torno de 1350, 1585, e 1700 - 1750 cm-1, onde são observadas bandas associadas às 

vibrações do carboxilato (νs(COO-) e νas(COO-)) e carbonila (ν(C=O)),  

respectivamente (ver Fig  3.1.3 (a) e (b)).  

A Fig. 3.1.3 (c) mostra as variações das intensidades integradas das bandas 

νs(COO-) e νas(COO-) com relação as intensidades integradas das banda marcadoras 

(CH2/CH3) (usada na normalização dos espetros e que não mudam com o grau de 

oxidação) para as diferentes tempos de preparação de amostra. Note da Fig. 3.1.3 (a) e 

(c) que as intensidades das bandas dos grupos carboxilato aumentam com o passar do 

tempo de preparo. Este comportamento pode estar associado a reações químicas de 
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desassociação do tipo HCOOH ⇆ H+ + HCOO-, decorrente do processo de 

hidroperoxidação.   Adicionalmente, a Fig. 3.1.3 (b) mostra que para t = 0, a banda 

ν(C=O) apresenta um perfil intenso, estreito e relativamente simétrico, enquanto o 

perfil da mesma banda, observado em t = 730 dias, se apresenta menos intenso, largo e 

assimétrico. Este comportamento pode ser explicado considerando que com o avanço 

do estado de oxidação, surgem novos derivados da carbonila. Ajustando os espectros, 

usando curvas lorentzianas, é possível verificar a presença de ao menos quatro 

derivados da carbonila os quais poder ser atribuídos a ácidos carboxílicos (1700 – 1725 

cm-1), cetonas (1705 – 1725 cm-1), aldeídos (1720 – 1740 cm-1) e ésteres (1730 e 1770 

cm-1) [66]. 

  Vale ressaltar que a oxidação lipídica é geralmente precedida da isomerização, 

já que os isômeros cis são termodinamicamente menos estáveis, de modo que as 

ligações duplas cis das cadeias de hidrocarbonetos se reorganizam para formar ligações 

duplas trans [67].  Com isso, ocorre um decréscimo no grau de insaturação cis e um 

aumento no nível de insaturação trans. Note que este comportamento pode ser 

observado na Fig. 3.1.4 (a) e (b), onde é mostrado que as intensidades dos modos 

vibracionais  (=(CH)trans) (não-conjugado em 950 cm-1 e conjugado em 988 cm-1) 

aumentam com o tempo de preparo, enquanto as intensidades integradas dos modos 

(=(CH)cis), (=(CH)cis), respectivamente em 723 e 3010 cm-1, diminuem com o 

aumento do tempo de preparo. Com o objetivo de acessar o grau de oxidação da amostra 

NEW3 ao longo do tempo de preparo, foram tomadas as razões entre as integradas das 

bandas associadas com as ligações dupla cis e trans, com relação a banda marcadora 

(CH2/CH3). Estes resultados são mostrados nas Fig. 3.1.4 (c) e (d), respectivamente.   
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3.1.4 Conclusão 

Em resumo, nesta parte do trabalho é reportado à aplicação bem sucedida da 

técnica de FTIR na investigação do efeito do tempo de preparo no estado de oxidação de 

nanoemulsão a base de oleio de peixe (FO), rico em ácido docosahexaenoico (DHA) e 

ácido eicosapentaenoico (EPA).  A amostra foi investigada nos tempos em t = 0, 365 e 

730 dias. As crescentes intensidades das bandas OH, na região de 3100 – 3600 cm-1, com 

o tempo de preparo, permitiram concluir que a degradação lipídica leva a formação de 

hidroperóxidos como produtos de primários de oxidação. Produtos secundários de 

oxidação foram observados nas regiões de vibração da carbonila e do carboxilato, o que 

permitiu verificar a geração de derivados da carbonila, tais como: ácidos carboxílicos, 

cetonas, aldeídos e ésteres. Por fim, mudanças espectrais em torno das vibrações 

associadas às ligações insaturadas permitiram concluir que o processo de oxidação se 

inicia com a isomerização das ligações duplas cis para dupla trans, o que favorece a 

hidroperoxidação das cadeias de hidrocarboneto. 

.   
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3.2 Estudo das interações entre o complexo tris (1,10 fenantrolina) de 

ferro (II) [Fe(phen)3]2+ e moléculas bioativas em sistema lipídico sólido 

nanoestruturado por meio das técnicas de espectroscopias vibracionais  

 

3.2.1 Introdução 

 

O uso de íons metálicos nos processos biológicos é conhecido há muito tempo. 

Por exemplo, a hemoglobina, que tem em sua estrutura um derivado da porfirina de ferro, 

é a proteína responsável pelo transporte de oxigênio dos pulmões para os tecidos. Já, uma 

das várias funções do íon de magnésio é regular o transporte de cálcio e potássio através 

de membranas celulares. Em complemento, há relatos de cerca de 5000 anos que remetem 

ao uso medicinal dos metais no tratamento de enfermidades [68]. Os chineses e os árabes, 

por exemplo, usaram o ouro em vários medicamentos há mais de 3500 anos, na crença de 

que metais preciosos possuem valor medicinal. O cloreto de mercúrio, por sua vez, foi 

usado como diurético durante o período renascentistas na Europa. Por fim, Paul Ehrlich, 

denominado fundador da quimioterapia, desenvolveu a arsfenamina (Salvarsan - a base 

de arsênio), usado no tratamento da sífilis [69]. 

A introdução de íons ou compostos metálicos em um sistema biológico tem 

provado ser útil tanto para fins diagnósticos quanto terapêuticos. Um dos exemplos mais 

emblemáticos do uso de íons metálicos para o diagnóstico de enfermidades são os agentes 

de contraste contendo isótopos de metais radioativos ou o uso do íon Gd3+ como agente 

de contraste na ressonância magnética. No que diz respeito ao tratamento de enfermidade 

destaca-se o complexo cis-diaminodicloroplatina (II)-cis[Pt(NH3)2Cl2], comumente 

chamado de “cisplatina”, e que é um dos compostos metálicos mais utilizados no 

tratamento de câncer.  

https://en.wikipedia.org/wiki/Arsphenamine
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Os metalofármacos também são muito utilizados como agentes antimicrobianos e 

antiparasitário como os a base de arsênio e o antimônio usados no tratamento da 

tripanossomíase (doenças de chagas) e leishmaniose cutânea, respectivamente [68]. No 

entanto, devido a sua toxidade, muitos dos metalofármacos atualmente utilizados, vem 

sendo substituídos por drogas menos tóxicas, com os a base de Bi, Ag, Cu e Fe.  

O complexo de coordenação de íons metálicos com ligantes nitrogenados, como 

1,10 fenantrolina (1,10-fen), exibem propriedades farmacológicas. Este composto 

funciona como quelante para o cobre, rutênio e ferro, com isso promovem processos 

antioxidantes e oxidativos. Assim, os complexos metálicos podem interagir com proteínas 

e ácidos nucleicos, quando complexados com aminoácidos. Portanto, a 1,10 fenantrolina 

é um composto heterocíclico policondensado da classe dos agentes quelante, pertencente 

à família dos ligantes α, α’ diiminas. A força do composto ligante é dada pela perspectiva 

eletrônica que ocorre devido a sua habilidade como aceitador π de elétrons que é 

responsável pela força de ligação com o metal, contribuindo para a formação do complexo 

[70]. 

Como mostrado na Fig. 3.2.1, a 1,10-fen possui em sua estrutura 14 elétrons π, 

constituída por ligações de C-C e C-N, onde a ligação com o complexo metálico é feita 

pelo nitrogênio, ou seja, Me-N [70]. A estrutura molecular da 1,10-fen, vem sendo 

amplamente utilizada com um ligante em química analítica e de coordenação, possuindo 

características hidrofóbica, planar, rígida e seus átomos de nitrogênio possuem 

propriedades favoráveis à ligação de cátions. Estas características estruturais determinam 

a capacidade de coordenação em relação a íons metálicos [71]. 
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Figura 3.2.1: Estrutura molecular da 1,10-fenantrolina. 

 

 

A integração de íons metálicos na estrutura do medicamento oferece diversidade 

estrutural, possível acesso a vários estados de oxidação do metal e o potencial de aumentar 

a eficácia de um medicamento orgânico estabelecido por meio de sua coordenação com 

o metal [72]. Entre os candidatos a metalofármacos promissor está fenantrolina a base de 

Fe (tris- (1,10-fenantrolina) ferro (II) ([Fe(phen)3]
2+), um composto químico barato e 

disponível comercialmente.  

 

Complexo [Fe(Phen)3]
2+  

 

O Fe está entre os elementos de transição mais abundantes na natureza, sendo um 

dos micronutrientes essenciais utilizados por quase todos os organismos vivo para realizar 

processos bioquímicos. Ele também é importante para a realização de processos 

metabólicos e fisiológicos em seres vivos.  Possuindo a capacidade de formar complexos 

de grande estabilidade nos estados bi e trivalente. A formação do complexo 

[Fe(phen)3]
2+, como mostrado na Fig. 3.2.2, é resultante da complexação do íon de ferro 

(II) com moléculas de 1,10-fenantrolina. 

https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/trometamol
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Figura 3.2.2: Estrutura molecular da tris-(1,10—fenantrolina). 

 

O complexo [Fe(Phen)3]
2+ tem sido utilizados como indicadores redox úteis para 

à absorção na região da luz visível e a mudança de cor que produzem nas reações de 

oxidação. Assim, o complexo [Fe(Phen)3]
2+

 ultimamente tem sido utilizado não apenas 

como reagentes catalíticos, como também materiais para  células solares sensibilizadas 

por corante, bioquímica, na capacitação de coordenação de DNA e catalisadores [73]. 

Existem numerosos exemplos em que complexos de metais de transição 

mostraram inibir o crescimento de Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis - bacilo 

patógeno responsável pela turbeculose) in vitro. Pesquisas recentes mostraram que o M. 

tuberculosis pode ser altamente suscetível a tipos específicos de espécies reativas de 

oxigênio (ROS) [74]. É justamente neste contexto que a fenantrolina  a base de Fe (tris-

(1,10-fenantrolina) ferro (II) - ([Fe(phen)3]
2+) tem se destacado, pois ela exibe grande 

potencial redox e tem sido amplamente utilizado como precursor de outras reações 

químicas, que leva a atividades antifúngicas [75].  

https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/trometamol
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/trometamol
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A baixa solubilidade dos compostos metálicos em água prejudica a atividade 

biológica em animais. Por este motivo, têm se buscado alternativas para veiculação destes 

compostos metálicos por meio de estratégias tecnológicas que visam compartimentalizar, 

de maneira efetiva, diversos grupos de moléculas e modificar seu comportamento no 

organismo. Neste contexto, o presente trabalho tem como objetivos produzir e 

caracterizar nanocarreadores a base de nanopartículas lipídicas sólidas carregadas com o 

complexo [Fe(phen)3]
2+, com diferentes concentrações, e estudar a interação molecular 

entre eles.  

 

3.2.2 Metodologia 

 

Amostras 

 

Oleato de sódio, colesterol e [Fe(phen)3]
2+ foram adquiridos da Sigma Aldrich® 

(St. Louis, MO, EUA). A fosfatidilcolina de soja foi adquirida na Lucas Meyer Gmbh & 

Co (Hamburgo, Alemanha). A solução tampão de fosfato foi preparada a partir de mono-

hidrogenofosfato de sódio e di-hidrogenofosfato que foram adquiridos na Merck 

(Darmstadt, Alemanha). O óleo de rícino hidrogenado polioxil-40 foi adquirido da 

Pharma Special (Itapevi, São Paulo, Brasil).  

A NLS carregada com complexo [Fe(phen)3]
2+ é composta por 10% de fase 

oleosa (colesterol), 10% de surfactante (uma mistura de soja, oleato de sódio e Eumulgin® 

HRE 40 [Óleo de rícino polioxil hidrogenado 40]; 3:6:8) e 80% de fase aquosa (tampão 

de fosfato salino [PBS], pH 7.4). A mistura foi sonicada usando um sonicador de haste 

(Q700 da QSonica®, Newtown, CT, EUA), 700 watts, em modo descontínuo por 10 

minutos com intervalo de 30 segundos a cada minuto, usando um banho de gelo durante 
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o processo. Em seguida, o NLS obtido foi centrifugado a 11.000 rpm por 15 minutos. O 

complexo [Fe(phen)3]
2+ foi primeiro liofilizado e então carregado na NLS (amostra 

denominada - NLS@[Fe(phen)3]
2+) na concentração de 3000 µg/mL, para isso a amostra 

foi sonicada por 3 minutos [76]. 

A estabilidade coloidal das amostras NLS foi avaliada por Espalhamento de Luz 

Dinâmico (Dynamic Light Scattering-DLS) e o potencial ζ. Para isso foi utilizado o 

equipamento Malvern modelo Zetasizer nanoseries Nano Z590. Por meio destas técnicas foi 

verificado que os valores dos diâmetros hidrodinâmicos médios das amostras NLS e 

NLS@[Fe(phen)3]
2+, foram de 140 ± 5 nm e 163 ± 7 nm, respectivamente.  Por sua vez, 

o potencial zeta das amostras NLS e NLS@[Fe(phen)3]
2+ foram de – 38 ± 2 mV e – 37 ± 

2 mV, respectivamente.  

 

Espectroscopias no Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR) e Raman 

convencional. 

 

As medidas FTIR foram realizadas usando um espectrômetro de Infravermelho 

por Transformada de Fourier da marca Bruker, modelo Vertex 70. Usando o módulo de 

pastilha prensada de Brometo de Potássio FTIR-KBr contendo ~1w/w das amostras 

investigadas. Foram executadas em média 96 varreduras, com uma resolução espectral de 

4 cm-1, no intervalo de 400 a 4000 cm-1, sendo realizado a correção do sinal da atmosfera 

e de sinal de fundo (background) antes de cada medição. De cada amostra foi usado 3 µL 

para a realização da medida. É relevante também informar que a precisão do número de 

onda do instrumento é melhor do que 0,01 cm−1 em 2000 cm−1 na medição FTIR. 

Portanto, os deslocamentos do número da ordem de 1 cm−1 são considerados 

significativos. A pastilha de KBr, foi preparada usando 10 mg de KBr macerada usando 
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um almofariz e em seguida gotejada 3 µL, e posteriormente colocado na prensa usando 8 

T por 2 minutos, para posteriormente ser produzido a pastilha e colocada no FTIR para 

medida no modo absorbância. 

As medidas micro Raman foram feitas usando o espectrômetro LabRam HR 

Evolution, da marca HORIBA Scientific. O espectrômetro Raman é equipado com 

microscópio confocal, detector CCD (Charge Coupled Device) e grade de 1800 

linhas/mm. Usando laser de diodo de 532 nm com potência de aproximadamente 25 mW 

para as amostras líquidas e 50 mW para amostras em pasta, sendo focado com uma 

objetiva de 50x. As amostras líquidas medidas por espectroscopia Raman foram 

adicionadas em uma esfera de aço sobrepostas com uma lamínula, para em seguida ser 

realizada a medida, já as amostras em pasta e pó foram depositadas sobre uma lâmina 

patológica para posteriormente serem medidas. 

A análise de dados foi realizada usando o LabSpec® para correção da linha de base 

e normalização pela intensidade da banda. Para plotagem dos dados foi utilizado o 

OriginPro® 9 e o fitting das razões das bandas foram realizadas no Peakfit®. Todas as 

medidas experimentais foram realizadas no Laboratório de Espectroscopia Óptica-LEO 

do Instituto de Física da Universidade de Brasília. 

 

 

3.2.2 Resultados e discussões 

 

Espectros FTIR 

A Fig. 3.2.3 (a) mostra os espectros de FTIR das amostras NLS@[Fe(phen)3]
2+ 

nas concentrações de 0,75 (ii), 1,5 (iii) e 3,0 (iv) mg/mL de complexo [Fe(phen)3]
2+.  Para 
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comparação, em (i) é mostrado os espectros de FTIR das amostras NLS (branca - sem o 

complexo [Fe(phen)3]
2+). Os espectros de FTIR dos constituintes individuais de todas as 

nanoemulsões são mostrados na Fig. 3.2.3 (b): (i) complexo [Fe(phen)3]
2+, (ii) 

fosfatidilcolina, (iii) eumulgin, (iv) colesterol e (v) oleato de sódio. Note da Fig. 3.2.3 (a) 

que os espectros das amostras NLS@[Fe(phen)3]
2+ com diferentes concentrações de 

complexo [Fe(phen)3]
2+) (iii–v) aparentam ser superposições dos espectros dos 

constituintes: fosfatidilcolina, eumulgin, colesterol e oleato de sódio. Não há, nos 

espectros, evidências direta da presença do complexo [Fe(phen)3]
2+. A única evidência 

espectral da presença da fosfatidilcolina nos espectros absorção IR das nanoemulsões 

NLS é a forte banda em torno de 1740 cm-1, associada às vibrações ν(C=O). O mesmo 

ocorre com o eumulgin, o qual mostra somente uma forte banda em ~1100 cm-1, associada 

com às vibrações (C-O). O colesterol por sua vez, contribui com bandas em torno de 

800, 840 e 920, 960 1025 e 1055 cm-1, sendo as duas primeiras bandas atribuídas às 

vibrações de estiramento dos anéis do esteroide e as seguintes, às vibrações 𝜈(𝐶 − 𝐶)) do 

esqueleto. Por fim, o oleato de sódio é o que mais contribui para as características do 

espectro das nanoemulsões, com bandas em torno de 725, 1425, 1445, 1460 e 1560 cm-1. 

A primeira banda está associada à vibração do (=CH), as três bandas intermediárias e a 

última são devido aos modos de estiramento simétrico (𝜈𝑠(−𝐶𝑂𝑂−)) e assimétrico 

(𝜈𝑎𝑠(−𝐶𝑂𝑂−)) do carboxilato, respectivamente. Este resultado indica que os grupos 

carboxila do oleato do sódio adotam uma configuração protonado.  Um resumo das 

atribuições das bandas de absorção no infravermelho é mostrado na Tabela 3.2. 
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Figura 3.2.3: (a) Espectros FTIR das amostras NLS (i), NLS@[Fe(phen)3]
2+ nas 

concentrações de 0,75 (ii), 1,5 (iii) e 3,0 (iv) mg/mL de complexo de [Fe(phen)3]
2+. (b) 

Espectros FRIR dos constituintes da amostra NLS@[Fe(phen)3]
2+: complexo 

[Fe(phen)3]
2+ livre(i), fosfatidilcolina (ii), eumulgin (iii), colesterol (iv) e oleato de 

sódio (v). 

 

Uma comparação entre os espectros das nanoemulsões com as diferentes 

concentrações de complexo [Fe(phen)3]
2+ e a amostra NLS (branca) mostra que, com 

exceção de bandas provenientes do oleato de sódio, não há mudanças espectrais 

significativas. A Fig. 3.2.4 (a–g) mostra ampliações de diferentes regiões espectrais 

relacionadas aos diferentes constituintes das nanoemulsões. Como pode ser observado, 

não é verificado qualquer alteração nas energias dos modos vibracionais associados com 

o colesterol (a), eumulgin (b) e fosfatidilcolina (c). O mesmo não ocorre para o oleato de 

sódio, onde foi verificado, que após carregados com complexo [Fe(phen)3]
2+, os modos 

de estiramento simétrico do carboxilato são deslocados para maiores números de onda. 

Além do mais, foi também verificado um aumento da intensidade integrada das bandas  

𝜈𝑠(−𝐶𝑂𝑂−)) com relação ao (𝜈𝑎𝑠(−𝐶𝑂𝑂−)) com o aumento do teor de complexo 
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[Fe(phen)3]
2+ nas amostras (ver Fig. 3.2.4 (e-g)). Esses comportamentos sugerem a 

formação de um complexo coordenação carboxila ⋯ Fe2+, por meio do grupo carboxilato 

do oleato de sódio.  
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Figura 3.2.4: Ampliações em diferentes regiões dos espectros FTIR das amostras NLS 

(banca) (i), NLS@[Fe(phen)3]
2+ nas concentrações de 0,75 (ii), 1,5 (iii) e 3,0 (iv) 

mg/mL.  Para o colesterol, eumulgin e fosfatidilcolina são apresentadas ampliações das 

regiões de 790-860 cm-1 (a), 1075-1130 cm-1 (b) e 1710-1750 cm-1 (c), respectivamente. 

Nas regiões espectrais característica do oleato de sódio, são apresentadas ampliações 

em 690-710 cm-1 (d), 1443-1450 cm-1 (e), 1455-1475 cm-1 (f) e 1550-1570 cm-1 (g). 
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Tabela 3. 2: Tabela com as posições dos modos vibracionais obtidos a partir das 

técnicas de FTIR e Raman convencional das amostras NLS@[Fe(Phen)3]
2+. 

Amostras: NLS@[Fe(Phen)3]
2+ 

 

(cm-1)  Atribuições  origem 

    FTIR  Raman   

310    δ(CCC)  [Fe(Phen)3]
2+ 

420    ν(CCC)  Cho 

445    δ(CCC)  [Fe(Phen)3]
2+ 

560    ν(Fe-δanel)  [Fe(Phen)3]
2+ 

608    ν(CCC)  Cho 

700    δ(CH2)  Cho 

700  δ(=CH)    NaOl 

738    ν(NFeN)  [Fe(Phen)3]
2+ 

800    δ(CH2)  Cho 

878    δ(CH)  [Fe(Phen)3]
2+ 

1100  ν(CO)    Eum 

1150    δ(CCH)anel  [Fe(Phen)3]
2+ 

1210    δ(CCH)anel  [Fe(Phen)3]
2+ 

1240  τ(CH2)    Eum 

1300    τ(CH2)  PC 

1340 - 1380  δ(CH2)    Cho 

1430 - 1465  νs(-COO-)    NaOl 

1440  δ(CH2)    PC 

1455    δ(CCH)anel  [Fe(Phen)3]
2+ 

1485    νs(COO-)  Olea. 

1514    δ(CCH)anel  [Fe(Phen)3]
2+ 

1560  νas(-COO-)    NaOl 

1579    ν(C-C)  [Fe(Phen)3]
2+ 

1595    νas(COO-)  Olea. 

1631    ν(C-C)anel  [Fe(Phen)3]
2+ 

1660  ν(C=C)    PC 

1670  ν(C=C)    Cho 

1733  ν(C=O)    PC  

2850  νs(CH2)  νs(CH2)  NaOl 

2870  νs(CH3)  νas(CH2)  NaOl 

2930  νas(CH2)  νs(CH3)  NaOl 

2970  νas(CH3)  νas(CH3)  PC 

3010  ν(=CH)  ν(=CH)  NaOl 

ν-modo de estiramento, νs- estiramento simétrico, νas- estiramento assimétrico, δ-modo de deformação. 

Colesterol- Cho; Fosfatidilcolina-PC; Oleato de Sódio-NaOl; Tris-fenantrolina com Complexo de Ferro 

(II)-[Fe(Phen)3]2+ . 



55 

 

Espectros Raman convencional 

A Fig. 3.2.5 (a) mostra os espectros de Raman convencional das amostras 

NLS@[Fe(phen)3]
2+ nas concentrações de 0,75 (ii), 1,5 (iii) e 3,0 (iv) mg/mL de 

complexo [Fe(phen)3]
2+. Para comparação em (i) é mostrado o espectro Raman 

convencional da amostra NLS (branca - sem o complexo [Fe(phen)3]
2+). A Fig. 3.2.5 (b) 

mostra os espectros Raman convencional dos constituintes das nanoemulsões 

NLS@[Fe(phen)3]
2+: complexo [Fe(phen)3]

2+ livre (i), fosfatidilcolina (ii) eumulgin (iii), 

colesterol (iv) e oleato de sódio (v). Diferentemente do FTIR, onde os espectros de 

absorção foram caracterizados por modos vibracionais do oleato de sódio e colesterol, as 

principais contribuições para os espectros Raman das amostras de NLS@[Fe(phen)3]
2+ 

são modos vibracionais provenientes da fosfatidilcolina, colesterol e complexo 

[Fe(phen)3]
2+. Na região de 2750 – 3100 cm-1 são mostrados os modos de estiramento C-

H dos grupos metil e metileno. Onde os modos de estiramento simétrico e antissimétrico 

das ligações CH2, são encontrados em ~2850 e ~2870 cm-1, respectivamente. As bandas 

em ~2930 e ~2960 cm-1 são atribuídas em parte aos modos de estiramento C-H do grupo 

metil das cadeias de hidrocarboneto e aos modos de estiramento simétrico C-H da porção 

colina da fosfatidilcolina. O pico ~3010 cm-1 é atribuído ao modo vibracional (=CH) 

presentes nas cadeias de hidrocarboneto. Os picos de deformações do CH2, da 

fosfatidilcolina foram observados nas regiões em torno de 1300 e 1440 cm-1. O colesterol, 

por sua vez, apresentou modos Raman em torno de 420, 600, 700, 800 e 1670 cm-1, sendo 

os dois primeiros atribuídos às vibrações de estiramento dos anéis do esteroide ((CCC)), 

o último associada às vibrações de estiramento (C=C) e os demais às vibrações de 

deformação do CH2. Os modos típicos do complexo [Fe(phen)3]
2+, ausentes no FTIR, 

foram encontrados em torno de 560 cm-1 (deformação no plano do anel devido a flexão 

dos átomos de hidrogênio combinada com o movimento do N em direção ao Fe-anel), 
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740 cm-1 (estiramento no plano envolvendo movimento do N em direção ao Fe acoplados 

dos átomos de carbono e hidrogênio (HCN-Fe-NCH)) e 880 cm-1 (deformações fora do 

plano do anel δ(CH)anel). As bandas em 1150, 1210, 1450 e 1510 cm-1 são todas 

associadas ao estiramento no plano do anel ((CCH)anel), enquanto a banda em 1576 cm-

1 é atribuída ao estiramento C-C com o carbono próximo ao nitrogênio vibrando em 

direção ao Fe. Por fim, o pico em 1630 cm-1 está associada com o modo (C-C)anel [77], 

[78]. Algumas das representações esquemáticas das vibrações do complexo [Fe(phen)3]
2+ 

são mostras nas inserções da Fig. 3.2.6. Estes modos são por esta razão, esperados serem 

mais influenciados pela interação do complexo [Fe(phen)3]
2+ com superfície das 

nanopartículas.  Um resumo das atribuições dos modos vibracionais Raman pode ser 

encontrado na Tabela 3.2. 

Embora pequenas, o carregamento do complexo [Fe(phen)3]
2+ sobre as 

nanopartículas de NLS causam mudanças espectrais importantes. Comparações entre os 

espectros Raman das amostras NLS@[Fe(phen)3]
2+ com os das amostras NLS (branca) e 

complexo [Fe(phen)3]
2+ livre são mostradas de forma ampliada na Fig. 3.2.6 (a-d). Note 

que o espectro da amostra NLS (linha magenta) mostra os picos típicos do colesterol (545, 

608, 1440 e 1670 cm-1), os quais permanecem com a mesma energia vibracional quando 

comparado com as amostras NLS@[Fe(phen)3]
2+. Contudo, os picos característicos do 

complexo [Fe(phen)3]
2+ (559, 738, 878, 1455, 1514, 1579 e 1631 cm-1) sofrem 

progressivos deslocamentos para maiores número onda à medida que a concentração de 

complexo [Fe(phen)3]
2+ aumenta (para a amostra de 3,0 mg/mL de complexo 

[Fe(phen)3]
2+ estes picos deslocam-se para 562, 741, 880, 1457, 1514, 1582 e 1634 cm-

1, respectivamente).  
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Figura 3.2.5: (a) Espectros Raman convencional das amostras de NLS (i), 

NLS@[Fe(phen)3]
2+ nas concentrações de 0,75 (ii), 1,5 (iii) e 3,0 (iv) mg/mL de 

complexo de [Fe(phen)3]
2+. (b) Amostras constituintes da NLS@[Fe(phen)3]

2+ com as 

atribuições vibracionais observadas em (a) e destacadas com as linhas pontilhadas, 

associadas as amostras de [Fe(phen)3]
2+ (i), fosfatidilcolina (ii), eumulgin (iii), 

colesterol (iv) e oleato de sódio (v). 

 

Mudanças nas energias vibracionais associadas aos movimentos dos átomos de 

nitrogênio ao longo da ligação N-Fe ou dos modos de estiramento CC vizinhos ao 

nitrogênio indica possíveis interações entre o Fe2+ do complexo [Fe(phen)3]
2+ com 

grupos funcionais ativos das moléculas que compões as nanopartículas de NLS. O 

aumento da energia vibracional dos modos típicos do complexo [Fe(phen)3]
2+ evidencia 

um encurtamento da distância entre os átomos de C e N do anel após o carreamento do 

complexo [Fe(phen)3]
2. Um encurtamento da distância significa que a ligação ganha 

densidade eletrônica e se torna mais forte mudando suas energias vibracionais [79].  

Além do mais, dois picos extras em ~1488 e 1595 cm-1, foram observados nos 

espectros Raman nas amostras NLS@[Fe(phen)3]
2+, quando comparados com os das 

amostras de complexo [Fe(phen)3]
2+ livre e NLS.  Estes comportamentos sugerem que o 
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complexo [Fe(phen)3]
2+ interage com as moléculas de oleato de sódio em detrimento da 

interação com as moléculas de colesterol e de fosfatidilcolina.   

É bem conhecido da literatura que os grupos funcionais da carboxila possui forte 

afinidade para se ligarem a íons metálicos, o que resulta na formação de complexos de 

coordenação carboxila-íon metal [80], [81].  Foi proposto que a diferença entre as energias 

vibracionais das bandas 𝜈𝑠(−𝐶𝑂𝑂−) e (𝜈𝑎𝑠(−𝐶𝑂𝑂−) dos grupos carboxila desprotonado 

são sensíveis à estrutura do grupo carboxilato, à natureza do solvente, à natureza do 

ligante e à identidade do íon metálico a eles ligados [82]. Portanto, a separação entre estas 

bandas (ou seja, Δ𝜈 = 𝜈𝑎𝑠(−𝐶𝑂𝑂−) − 𝜈𝑠(−𝐶𝑂𝑂−)) é indicativa da estrutura de um 

determinado carboxilato. Deacon e Phillips [83], propuseram que para ligações 

monodentadas verifica-se 200 ≤ Δ𝜈 ≤ 320 cm-1. Para ligações quelante bidentada tem-

se 40 ≤ Δ𝜈 ≤ 110 cm-1 e para ligações tipo ponte bidentada constata-se 140 ≤ Δ𝜈 ≤

190 cm-1.  No presente caso foi constatado que íon de Fe2+ presente no complexo de 

[Fe(phen)3]
2+, induz a formação dos modos 𝜈𝑠(−𝐶𝑂𝑂−) em torno de 1488 cm-1 e 

𝜈𝑎𝑠(−𝐶𝑂𝑂−) em torno de 1595 cm-1. Portanto, verificou-se um Δ𝜈 ≈ 110 cm-1, 

sugerindo uma ligação quelante bidentada entre o grupo carboxilato do oleato de sódio e 

o íon de Fe2+ do complexo [Fe(phen)3]
2+.  
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Figura 3.2.6: Ampliações de regiões dos espectros Raman convencional das amostras 

NLS (i), complexo-[Fe(phen)3]
2+ (ii), NLS@[Fe(phen)3]

2+ nas concentrações de 0,75 

(iii), 1,5 (iv) e 3,0 (v) mg/mL de complexo de [Fe(phen)3]
2+.  Para as regiões de 540-

615 cm-1 (a) 720-890 cm-1 (b), 1420-1480 cm-1 (c), 1500-1600 cm-1 (d) e 1610-1690 

cm-1 (e) são apresentadas as principais mudanças vibracionais associadas as amostras 

NLS e o complexo-[Fe(phen)3]
2+. 
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3.2.4 Conclusão 

Nesta parte do trabalho é reportado à aplicação das técnicas de espectroscopias 

FTIR e Raman na investigação de nanocarreadores baseadas em nanopartículas lipídicas 

sólidas carregados com diferentes concentrações de complexo [Fe(phen)3]
2+. Os 

espectros de FTIR das amostras NLS@[Fe(phen)3]
2+ não mostraram evidências da 

presença do complexo [Fe(phen)3]
2+, evidenciando apenas uma aparente superposição 

dos espectros dos constituintes: fosfatidilcolina, eumulgin, colesterol e oleato de sódio. 

As mudanças espectrais observadas para a banda 𝜈𝑠(−𝐶𝑂𝑂−)) com relação ao 

(𝜈𝑎𝑠(−𝐶𝑂𝑂−)) com o aumento do teor do complexo [Fe(phen)3]
2+, sugere formação de 

um complexo de coordenação carboxila ⋯ Fe2+, através do grupo carboxilato do oleato 

de sódio.  Diferentemente dos espectros de FTIR, os espectros Raman das amostras 

NLS@[Fe(phen)3]
2+ foram caracterizados por modos vibracionais da fosfatidilcolina, 

colesterol e complexo [Fe(phen)3]
2+. Os resultados mostraram que o complexo 

[Fe(phen)3]
2+ apresenta interações com o oleato de sódio por meio de uma ligação 

quelante bidentada entre o grupo carboxilato do oleato de sódio e o íon de Fe2+ do 

complexo [Fe(phen)3]
2+. 
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3.3 Estudo da bioconjugação do anticorpo anti-SARS-CoV-2 spike na 

superfície de Nanopartículas de Au. 

 

3.3.1 Introdução 

 

Corononvirus  

 

Os Coronavírus compreendem uma família de aproximadamente 40 vírus que 

infectam diversas espécies de animais. Os coronavírus possuem um genoma constituído 

por um RNA de fita simples, polaridade positiva e tamanho da ordem de 30 kb [84]. A 

maioria dos Coronavírus replica-se inicialmente nos tratos respiratório inferiores, 

semelhante à gripe. Contudo, diferentemente do vírus da gripe, a infecção pelo 

coronavírus pode levar a sérias complicações, requerendo muitas vezes que o paciente 

seja internado em virtude da insuficiência respiratória devido à lesão pulmonar que pode 

levar a morte [85], [86]. Em dezembro de 2019, casos de pneumonia de etiologia 

desconhecida foram relatados na cidade de Wuhan, na China [87], causando uma 

epidemia considerável de Covid-19 na China, alastrando-se globalmente e sendo 

declarado uma pandemia em março de 2020 [88], [89].  

Segundo dados da OMS, desde o início da Covid-19 foram contabilizados até os 

dias atuais aproximadamente 6.921.614 mortes [90][91].  Mesmo após a produção de 

vacinas, o Covid-19 continua a causar uma imensa crise de saúde global. Tendo uma taxa 

de letalidade no mundo de aproximadamente 1%, sendo de que 3 a 20% das pessoas 

contaminadas necessitando de internação, do qual um subconjunto considerável (~10-

30%) requer cuidados intensivos, colocando assim uma grande pressão sobre os sistemas 

de saúde [92]. 



62 

 

Os testes sorológicos para detectar imunoglobulinas do tipo M e G não são 

adequadas para o diagnóstico precoce de Covid-19, devido as respostas imunológicas 

perceptíveis levarem alguns dias após a infecção [93]. A presença de anticorpos IgM 

indicam o início da resposta imune, enquanto o IgG associa-se ao estágio de imunização 

contra SARS-CoV-2. A detecção de proteínas de vírus (S e N), por outro lado, produzem 

testes mais rápidos e baratos, especialmente usando nanobiosensores [94]. Estes 

imunossensores podem conter NPs metálicas cujas propriedades físico-químicas são 

ajustadas para amplificar sinais ópticos, elétricos e eletroquímicos [95], [96].  

 

Nanopartículas metálicas 

Uma das principais propriedades ópticas das nanoestruturas metálicas é a 

ressonância de plasmon de superfície localizada (LSPR) (do inglês localized surface 

plasmon resonance). Sendo constituída de uma oscilação coletiva de elétrons de 

condução excitados por um campo eletromagnético. Plasmons na superfície de 

nanopartículas metálicas dão origem a propriedades ópticas que dificilmente seriam 

alcançados por outros processos físicos. A incidência de uma onda eletromagnética sobre 

uma partícula metálica, leva a um deslocamento dos elétrons desta partícula no sentido 

contrário ao campo elétrico da onda incidente. Este deslocamento das cargas promove a 

indução de um dipolo elétrico na partícula que por sua vez promove o aparecimento de 

um campo elétrico restaurador. O campo elétrico restaurador e o dipolo induzido, quanto 

acoplados geram a ressonância plasmônica [97]. 

A absorção de luz por NPs metálicas pode ser facilmente calculada pelo modelo 

de aproximação de dipolo desde que o tamanho das NPs seja menor que o comprimento 

de onda da luz. Considerando que a banda de ressonância de plasmons de superfície 

localizada esteja dentro da região visível do espectro eletromagnético (∼450 –720 nm), a 



63 

 

condição de ressonância é geralmente alcançada para diâmetros de NPs abaixo de ∼50 

nm. Neste caso, pode ser considerado que a NP está dentro de um campo elétrico uniforme 

e a partícula pode ser representada por um dipolo elétrico. Assim, as nanopartículas 

metálicas apresentam propriedades ópticas diferenciadas quando o seu tamanho é 

reduzido [98].  

São diversos os materiais que apresentam ressonância de plasmon de superfície 

localizada, porém nanoestruturas fabricadas com metais como Au, Ag e Cu apresentam a 

frequência LSPR na região do visível e infravermelho próximo, tornando-os mais 

atraentes para aplicações ópticas. As NPs metálicas a base de Au e Ag mostram absorções 

em diferentes regiões do espectro eletromagnético visível, tornando-as atraentes para 

serem utilizadas em sensores baseados em modificações de suas propriedades ópticas de 

acordo com a presença ou ausência do analito desejado. Os sensores que utilizam o 

fenômeno LSPR para obter uma informação biológica pela interação com uma superfície 

plasmônica modificada e a transforma em um sinal analítico.  

A ressonância plasmon em AuNPs é variada pela mudança e distribuição de 

tamanho e forma das partículas [99]. Elas são adequadas para ancorar camadas ativas, 

pois são biocompatíveis com a ligação de biomoléculas [100], [101]. Imunosensores 

baseados em AuNPs conjugados com anticorpos são capazes de reconhecer antígenos, 

células, microrganismos e proteínas através de princípios variados de detecção [102]. 

Por muitas décadas, a espectroscopia Raman tem sido usada com sucesso no 

estudo de materiais de origem biológica [103],[104].  Este sucesso está relacionado, em 

parte, à enorme contribuição da espectroscopia Raman na elucidação de muitos caminhos 

biológicos em termos de estrutura molecular, avaliando informações de vibrações 

moleculares que fornecem uma impressão digital altamente específica de estruturas 

https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/plasmon
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moleculares e composição bioquímica de células e tecidos. Em geral, as patologias são 

acompanhadas por alterações em estruturas moleculares específicas e, consequentemente, 

em seus espectros vibracionais. Contudo, os sistemas biológicos são constituídos por 

muitas macromoléculas, de modo que o efeito Raman convencional pode ser um pouco 

desafiador pois geralmente apresentam centenas de átomos e, por isso, contém um enorme 

número de modos Raman vibracionais a serem resolvidas. Outras dificuldades 

apresentadas pela espectroscopia Raman convencional é a baixa seção de choque Raman 

(intensidade reduzida) e os efeitos de fluorescências, geralmente presentes nos materiais 

de origem biológica, que dificultam a obtenção dos espectros Raman. Nesse contexto, é 

conveniente usar o efeito SERS (do inglês Surface-Enhanced Raman Scattering), pois 

com ele pode-se obter fatores de intensificações que variam de 𝟏𝟎𝟒 − 𝟏𝟎𝟏𝟐 vezes em 

comparação com o Raman convencional. Para que esta intensificação seja alcançada, 

nanopartículas, predominantemente de Au ou Ag, tem sido utilizadas devido ao efeito 

LSPR. Assim, o efeito SERS tem sido aplicado com sucesso no estudo de sistemas 

biológicos, como na rotulagem de células, tecidos e biomarcadores [105],[106] e na 

produção de biosensores [107]. 

Imunosensores baseados em AuNPs conjugados com anticorpos são capazes de 

reconhecer antígenos, proteínas e microrganismos [108]. A bioconjugação afeta tanto a 

região de absorção de luz quanto o diâmetro hidrodinâmico das AuNPs, permitindo assim 

ensaios colorimétricos e dispersão dinâmica de luz (DLS) [109]. Driskell et al., [110], por 

exemplo, relataram o uso de DLS para detectar o vírus H1N1. Neste trabalho os autores 

usaram DLS para medir a extensão da agregação e o diâmetro hidrodinâmica médio os 

quais estavam correlacionados com a concentração de vírus.  

Neste contexto, recentemente, estivemos envolvido em um projeto de pesquisa 

que teve como objetivo a produção de um detector  do vírus SARS-CoV-2, usando AuNPs 

https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/bioconjugation
https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/photon-correlation-spectroscopy
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funcionalizados com a anticorpo da glicoproteína spike do SARS-CoV-2 (anti-SARS-

CoV-2), baseado na técnica DLS [95].  Neste trabalho, o anticorpo anti-SARS-CoV-2 

spike foi funcionalizado na superfície de nanopartículas de Au após pré-recobrimento 

com 3,3′-dithiobis (sulfosuccinimidyl propionate – DTSSP) (amostra denominada 

pAbS1N36@AuNPs). A detecção do vírus SARS-CoV-2 foi realiza por DLS, onde foi 

verificado que o diâmetro hidrodinâmica médio do sistema pAbS1N36@AuNPs aumenta 

de ~ 80 nm, quando livre, para mais de 200 nm após sua interação com o vírus SARS-

CoV-2.  Nosso objetivo neste trabalho é comprovar o sucesso da bioconjugação do 

anticorpo anti-SARS-CoV-2 com a AuNPs. Para isso foi utilizado as técnicas de FTIR, 

Raman convencional e SERS.  

 

 

3.3.2 Metodologia 

Amostras 

 

O ácido bórico foi adquirido da VetecTM (Duque de Caxias, RJ, Brasil). 

Nanopartículas de ouro (50 nm, ~ 3,5 × 1010 partículas/mL), Albumina de Soro Bovina 

(BSA) e 3,3’-ditiobis (Propionato de Sulfossuccinimidil-DTSSP) foram obtidos da 

Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA). A solução de Tampão Fosfato-Salino (PBS) foi 

adquirida da Laborclin (Pinhais, PR, Brasil). O tetraborato de sódio foi obtido da 

Dinâmica (Indaiatuba, SP, Brasil). O anticorpo policlonal contra o N-terminal da proteína 

spike do SARS-CoV-2 de coelhos foram doadas pelo Laboratório de Virologia e 

Microscopia da Universidade de Brasília, Brasil. Amostras dos vírus influenza e SARS-

CoV-2 foram doadas pelo Instituto Butantan (São Paulo, Brasil).  

 

https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/glycoprotein


66 

 

 

Figura 3.3.1: Funcionalização das AuNPs com DTSSP seguida da formação da ligação 

cruzada do anticorpo. 

 

Na Fig. 3.3.1 é mostrado um esquema da funcionalização da AuNP com o DTSSP 

e anticorpo. Onde no esquema da Fig. 3.3.1, a hidrólise do éster succinimidil é mais rápida 

que a aminólise. Caso ocorra a hidrólise antes da aminólise, as nanopartículas de ouro 

ficariam negativamente carregadas e interagiriam com o anticorpo por atração 

eletrostática ao invés de ligação covalente [111]. Para evitar este problema, o DTSSP 

pode ser ligado ao anticorpo e, em seguida, adicionado à suspensão das nanopartículas de 

ouro. Driskeel et al., mostraram que é possível ligar o DTSSP ao anticorpo IgG e em 

seguida, acoplá-lo à AuNPs levando à formação de um conjugado estável independente 

[112]. 

Para a produção do sistema final funcionalizado com o anticorpo, uma alíquota de 

1,2 mL de suspensão de AuNPs teve seu pH ajustado para 8,9 em tampão borato (50 mM, 

pH 8,9). Em seguida, 10 μL de 3,3′-ditiobis (propionato de sulfossuccinimidil – DTSSP) 

(10 mM) foi adicionado à suspensão de AuNPs e incubadas a temperatura ambiente sob 

proteção da luz por 40 minutos. Essa suspensão foi transferida para um tudo Lobind® 

Eppendorf de 2mL (Eppendorf, Hamburgo, Alemanha) e centrifugada a 7.000 rpm por 5 

minutos a 5 °C. O sobrenadante contendo o excesso de DTSSP foi removido e as AuNPs 

foram ressuspensas em 1100 µ𝑳 de tampão borato (2 mM, pH 8,9) contendo 0,25 % de 
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BSA. Em seguida, o anticorpo policlonal (21,6 µg, 32,4 µg ou 43,2 µg) foi adicionado à 

suspensão de AuNPs e incubado à temperatura ambiente por 90 min. Após este tempo, a 

suspensão foi centrifugada a 7000 rpm por 5 min a 5 °C.  O sobrenadante contendo 

excesso de anticorpo foi removido. Para remoção completa do anticorpo, o processo de 

centrifugação/ressuspensão foi repetido mais de duas vezes. A amostra 43,2 µ𝑔 foi 

nomeada pAbS1N36@AuNPs. Uma micrografia de microscopia eletrônica de 

transmissão, típica do sistema pAbS1N36@AuNPs é mostrado na Fig. 3.3.2.  

 

  

 

Figura 3.3.2: Imagens de microscopia eletrônica de transmissão das 

nanopartículas de Au (AuNPs) (a) e das AuNPs conjugadas com anti-SARS-

CoV-2 spike (pAbS1N36@AuNPs) (b) (figura adaptada da referência [95]). 

 

 

Espectroscopias no Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR), Raman 

convencional e SERS  

 
Os experimentos de FTIR foram realizados utilizando um espectrômetro Bruker 

(modelo Vertex 70). A análise foi realizada utilizando o módulo de Reflectância Total 

Atenuada (ATR). As medições foram calculadas em 96 varreduras, que foram feitas com 

uma resolução de 4 cm-1 e região espectral de 400 a 4000 cm-1. 

 

(a) (b) 
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A conjugação de anticorpos na superfície das AuNPs foi avaliada por SERS. Os 

filmes de prata utilizados como substrato para as medidas de SERS foram preparados 

pelo método eletrolítico, utilizando uma solução de AgNO3 (0,1 mg/mL) como eletrólito. 

Para estudos SERS, uma solução de 10 μL de BSA, anticorpo pAbS1N, DTSSP@AuNPs 

e pAbS1N36@AuNPs amostras foram diluídas em 10 μL de água destilada e gotejadas 

no filme de prata, depois secas com nitrogênio seco.  

As análises SERS foram realizadas utilizando LabRAM HR Evolution (Horiba 

Scientific, Palaiseau, França) equipado com grade de 1800 linhas/mm e detector Charge-

Coupled Device-CCD. As medições foram realizadas com uma fonte de excitação de laser 

de 532 nm (10 mW) usando um sistema de imagem DuoScan Raman (Horiba Scientific) 

com uma objetiva de 50X. O DuoScan foi utilizado para distribuir o feixe de laser na 

superfície da amostra obtendo uma informação espectral média de uma série de 

𝟐𝟎 × 𝟐𝟎 µ𝒎𝟐. 

A análise de dados foi realizada usando o LabSpec® para correção da linha de base 

e normalização pela intensidade da banda. Para plotagem dos dados foi utilizado o 

OriginPro® 9 e o fitting das razões das bandas foram realizadas no Peakfit®. Todas as 

medidas experimentais foram realizadas no Laboratório de Espectroscopia Óptica-LEO 

do Instituto de Física da Universidade de Brasília. 

 

3.3.3 Resultados e discussões 

 

A Fig. 3.3.3 mostra os espectros FTIR do anticorpo anti-SARS-CoV-2 spike antes 

(pAbS1N) (i) e após a conjugação às AuNPs (pAbS1N36@AuNPs) (ii). Para comparação 

o espectro de FTIR das AuNPs livre é mostrado em (iii). O espectro mostrado em (iii) 

fornece informações sobre as AuNPs cobertas com citrato. A adsorção do citrato nas 
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AuNPs é confirmada pela presença dos modos vibracionais do carboxilato, com bandas 

de absorção em 1400 e 1630 cm-1, atribuídas, respectivamente, aos modos de estiramento 

simétrico e assimétrico das ligações COO-. O espectro FTIR do anti-SARS-CoV-2 livre 

(Fig. 3.3.3 (i)) mostra a presença das bandas de amida I, II e III em 1644, 1540 e 1239 

cm-1, respectivamente. As bandas observadas em torno de 1400 e 1451 cm-1 estão 

associados ao estiramento simétrico do grupo COO- e vibração em tesoura CH2, 

respectivamente. A banda em 1080 cm-1 é atribuída ao estiramento das ligações C-O-C e 

C-O. A região de impressão digital entre 500 e 900 cm-1 compreende às vibrações 

associadas aos aminoácidos, ou seja, fenilalanina, tirosina, triptofano etc. [113]. A Fig. 

3.3.3 (ii) mostra o espectro FTIR do anticorpo conjugado com a AuNPs 

(pAbS1N36@AuNPs), com bandas em 1654, 1543 e 1243 cm-1 correspondente às bandas 

amida I, II e III, respectivamente. Observe que, a posição da banda amida I, II e III 

associadas ao anticorpo livre deslocam-se para números de ondas mais alto após suas 

funcionalizações com as AuNPs. Além do mais, também foi observado que a razão entre 

as intensidades integradas das bandas amida I e II é aproximadamente de 1,95 para 

anticorpo livre e decresce para 1,0 após sua funcionalização com as AuNPs. Este 

resultado sugere que funcionalização leva a mudanças conformacionais do anticorpo após 

funcionalização. A partir dos dados de FTIR infere-se que os efeitos dos grupos NH2, 

doadores de elétrons, bem como dos íons carboxilato, são responsáveis pelo acoplamento 

do anticorpo ao terminal éster succinimidil, formando uma ligação amida secundária pelo 

ataque nucleofílico da amina ao carbono carbonílico do éster [114]. 
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Figura 3.3.3: Espectro FTIR para amostras de pAbS1N (i), pAbS1N36@AuNPs (ii) 

e AuNPs (iii). 

 

Com objetivo de avaliar a eficiência da funcionalização do anticorpo anti-SARS-

CoV-2 com as AuNPs, a espectroscopia Raman convencional e efeito SERS foram 

utilizados. Estas ferramentas permitiram rastrear a bioconjugação da superfície das 

nanopartículas de ouro desde o pré-revestimento até a funcionalização do anticorpo.  

Primeiramente, os espectros Raman e SERS de DTSSP livre e adsorvido na 

superfície das AuNPs foram obtidos e comparados. O espectro Raman convencional do 
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DTSSP livre (Fig. 3.3.4 (ii)) mostra bandas características do anel pirrolidina com picos 

em 665 cm-1 (modo de deformação simétrico do pirrol), 780 cm-1 (modo de respiração 

pirrol) e 1364 cm-1 (estiramento da ligação C-N do anel pirrol) e 1397 cm-1 atribuído à 

vibrações de estiramento do anel pirrólico. Além do mais, os picos Raman em 1065, 1160 

e 1210 cm-1 podem ser atribuídos aos modos de estiramento de ν(NCO), ν(CO) e νs(CNC), 

respectivamente [115],[116]. Vibrações envolvendo átomos enxofre são observadas em 

942 cm-1, devido ao modo de flexão da ligação SH e em 615, 640 e 670 cm-1 associados 

aos modos de estiramento das ligações CS. Os modos de estiramento da ligações S-S são 

encontrados em 490, 508 e 520 cm-1 [117], [118].  Finalmente, o pico observado em 1748 

e 1790 cm-1 indica os modos de estiramento assimétrico e simétrico dos grupos éster 

carbonil, respectivamente. O pico em 1820 cm-1 indica o alongamento da ligação C=O 

do pirrol [119], [120]. 

O espectro SERS da amostra DTSSP@AuNPs Fig. 3.3.4 (i) mostra significantes 

mudanças quando comparado com o espectro Raman convencional do DTSSP livre (Fig. 

3.3.4 (ii)). Devido ao efeito SERS, muitas bandas adicionais são agora perceptíveis. Por 

exemplo, os modos de estiramento simétrico e assimétrico das ligações S=O são 

encontrados em 1190 e 1335 cm-1, respectivamente. Por fim, as vibrações das ligações 

CH podem ser encontradas em 860 cm-1 (γ(CH)) e 1100 cm-1 (δ(CH)) e, os modos 

vibracionais νs(COO-) e νas(COO-) são encontrados em 1420 e 1690 cm-1, 

respectivamente. No entanto, a característica mais apreciável é o redshift do modo ν(C-

S) e a extinção dos modos vibracionais do dissulfeto (região 490-520 cm-1). Este 

comportamento indica que as ligações dissulfeto foram quebradas e que o DTSSP foi 

absorvido com sucesso na superfície da nanopartícula de ouro. Todos os picos e as 

respectivas atribuições das amostras DTSSP, DTSSP@AuNPs, BSA, pAbS1N e 

pAbS1N@AuNPs são expostas na Tabela 3.3. 
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Figura 3.3.4: Espectro SERS (i) e espectro Raman convencional (ii) para 

DTSSP@AuNPs e DTSSP em pó, respectivamente. 
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. 

Tabela 3. 3: Bandas SERS observadas nos espectros registrados das amostras DTSSP, 

DTSSP@AuNPs, BSA, pAbS1N e pAbS1N@AuNPs e as tentativas de atribuições. 

Raman 

(cm-1) 

 
 

SERS (cm-1) 

 

 
 

Tentativa de 

atribuição 

DTSSP  DTSSP@AuNPs 

 
BSA 

  

 

pAbS1N  

 

 

pAbS1N@AuNPs 

 
  

486    ν(S – S) ggg 
508    512   ν(S – S)tgg 
520  540 550 550 526  ν(S – S)tgt 

  550     γ (NH2) 
610  630 625 625 620  ν(C − S) 
640  640     pyr deform 
648   652 652   ν(C − S) 

    - 652  γ (COO−) 
666  686 678 682   ν(C − S)-H 

   756 757 

 

750  Trp 
780  780     Pyr breathing 

ring 
   796    g(CH), (NH) 
   828 828 828  Tyr 
   858 851 852  Tyr 
   887 890 890  Tyr 
   895 890 890  Trp 
   917  917  ν(C − COO−) 

942  940     δ(SH) 
   950 950 950  ν(C-N-C) skel 
   1002 1002 1003  Phe 

1025   1030 1030 1033  ν(C − C) 
1065  1052     (𝑁𝐶𝑂) 

   1070 1073 1078  g(NH2) 
   1127 1125 1126  ν(C-N) 
   1180 1178 1178  Tyr, ν(C-N) 
  1190     𝜈𝑠(𝑆 = 𝑂) 
   1203 1203 1212  Tyr, Phe 
   1245 1242 1242  amida III 
   1279  1286  ν(C − O)+δ(OH) 
   1325  1325  δ(CH2, CH3) 
  1335     𝜈𝑎(𝑆 = 𝑂) 
   1342 1340 1338  g(CH2,CH3), Trp 

1402  1402     ν (CN) pyr ring 
1415       ν(pyr ring) 

   1450 1450 1456  δ(CH2,CH3) 
   1460 1460 1460  γ (CH2,CH3) 
  1420 1502 1505 1505  νs (COO−) 
   1567 1565 1565  Amida II 
  1690 1584 1590 1584  νas(COO−) 
   1615 1610 1610  Amida I 
     1640  ν(C=O) 
  1694     νa (COO−) 

1743  1750     νs (C=O) 
1795       νa (C=O) 
1815       ν (C=O) pyr 



74 

 

 

A Fig. 3.3.5 (a-i) mostra os espectros de SERS do anticorpo pAbS1N 

bioconjugado de com a AuNPs (pAbS1N36@AuNPs). Para comparação, os espectros 

SERS do anticorpo pAbS1N e o BSA são mostrados na Fig. 3.3.5 (a - ii e iii). No espectro 

SERS da amostra pAbS1N36@AuNPs, como esperado, nenhuma banda de DTSSP foi 

identificada. O espectro SERS da amostra pAbS1N36@AuNPs é semelhante aos 

espectros SERS do anticorpo pAbS1N e BSA, com bandas associadas aos aminoácidos 

que compõe o anticorpo pAbS1N e o BSA, ambos bioconjugados a nanopartículas de 

ouro.  

No espectro da amostra pAbS1N36@AuNPs existem bandas características do 

modo de estiramento S-S (550 cm-1) e C-S (620, 650 e 680 cm-1)  [121]. Na região entre 

750-1400 cm-1 existem modos vibracionais associados a ligação peptídicas, entre outros: 

alongamento da ligação N-H do triptofano em 750 cm-1, da tirosina em 830 e 890 cm-1 e 

da fenilalanina em 1002 cm-1 [122].  Os modos encontrados em 850, 915, 950, 1032, 1126 

e 1178 cm-1 são atribuições das respectivas ligações: Tyr, ν(C − COO−), ν(C-N-C), ν(C 

− C), ν(C-N), C-N ou Tyr. Além do mais, os modos de tesoura do grupo amina NH2, 

deformações dos grupos CH2/CH3 e estiramento simétrica e assimétrica dos grupos 

carboxilato COO- são encontrados em 1078, 1325, 1358, 456, 1505 e 1584 cm-1, 

respectivamente [123]. A banda associada à amida II (NH acoplado ao alongamento CN) 

pode ser encontrado em 1565 cm-1. As bandas associadas às amidas I, II e III são 

encontradas em 1610, 1565 e 1242 cm-1, coincidindo com os valores encontrados para o 

anticorpo pAbS1N Fig. 3.3.5 (a - ii). Essas energias vibracionais são típicas da estrutura 

β-sheet, confirmando que o anticorpo se organiza nesta estrutura [124]. Por outro lado, 

no espectro SERS do BSA, as mesmas bandas são encontradas em 1615, 1567 e 1245 cm-

1. É bem conhecido que o BSA tem uma estrutura rica em α-helix, que possuem vibrações 
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mais altas do que o tipo β-sheet [125]. Assim, é possível inferir que a intensidade do sinal 

Raman dominante no espectro da amostra pAbS1N36@AuNPs deve-se principalmente 

ao sinal proveniente do anticorpo. 
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Figura 3.3.5: (a) Espectros SERS de AbS1N36@AuNPs (i), pAbS1N (ii) e BSA (iii). 

(b) Zoom de espectros SERS na faixa 1530-1680 cm−1 para pAbS1N36@AuNPs (linha 

preta), pAbS1N (linha verde) e BSA (linha vermelha). 
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Outro fato importante a ser observado no espectro SERS da amostra 

pAbS1N36@AuNPs é a presença do pico Raman em 1640 cm-1, mas ausente no espectro 

de anticorpo livre, assim como no espectro BSA. Este pico pode ser atribuído ao 

alongamento C=O de uma amida secundária. Assim, pode-se concluir que a presença 

deste pico se deve à vibração de um grupo carbonila formado após a conjugação da 

nanopartículas de ouro com o anticorpo [126], comprovando assim o sucesso da 

conjugação.  

 

3.3.4 Conclusão 

 

Nesta parte do trabalho foi investigado a bioconjugação do anticorpo anti- SARS-

CoV-2 sobre nanopartículas de ouro. Para isso foram utilizados espectros de absorção de 

Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR), espectroscopia Raman convencional 

e SERS. Análises comparativas e detalhada por dos espectros de FTIR permitiram 

determinar que as energias de absorção das bandas amida I, II e III associados com 

anticorpo livre (pAbS1N) deslocam-se para maiores número de onda após sua 

funcionalização com as AuNPs (pAbS1N36@AuNPs). Também foi observado que a 

razão entre as intensidades integradas das bandas de amida I e II é de ~1,95 para anticorpo 

livre e decresce para ~1,0 após sua funcionalização com as AuNPs.  Sugerindo haver 

mudanças conformacionais do anticorpo após funcionalização. Os dados de FTIR 

indicam que o efeito doador de elétrons do grupo NH2 são responsáveis por acoplar o 

anticorpo ao terminal éster succinimidil formando uma ligação amida secundária.  

Complementar ao FTIR, a técnica SERS foi usado para avaliar a eficiência da 

ligação do anticorpo com a nanopartícula de Au. Os espectros de Raman convencional e 

SERS permitiram rastrear a bioconjugação do anticorpo anti- SARS-CoV-2 sobre a 
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superfície das nanopartículas de Au desde o primeiro pré-revestimento com o DTSSP até 

o anticorpo. Os dados mostraram que os grupos aminas primárias do anticorpo estão 

ligadas covalentemente ao grupo éster succinimidil terminal, formando uma ligação 

amida secundária pelo ataque nucleofílico da amina ao carbono da carbonila do éster 

presente na superfície da nanopartícula de Au.   

 

Capítulo 4 

4 Conclusões gerais 

Nesta tese as técnicas de Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de 

Fourier (FTIR), Espectroscopia Raman convencional e Espectroscopia Raman 

Amplificada por Superfície (SERS) foram utilizadas para estudar nanocarreadores 

baseados em nanopartículas lipídicas e metálicas carregados com moléculas bioativas. Os 

nanocarreadores foram: (i) Nanoemulsões de óleo de peixe, ricos em Ácido 

Docosahexaenoico (DHA) e Ácido Eicosapentaenoico (EPA) (denominada NEW3), (ii) 

Nanopartículas lipídicas solidas carregadas com diferentes concentrações do complexo 

[Fe(phen)3]
2+ (denominada NLS@[Fe(phen)3]

2+, (iii) nanopartículas de Au 

funcionalizadas com o anticorpo anti-SARS-CoV-2 (denominada pAbS1N36@AuNPs). 

No estudo da amostra NEW3 foi investigado o efeito do tempo de prepara no seu estado 

oxidativo. Verificou-se que embora apresente estabilidade estrutural ao longo de tempo 

de preparo (diâmetro hidrodinâmico aproximadamente constante), os espectros de FTIR 

permitiram identificar mudanças espectrais dos marcadores químicos do FO, os quais 

foram associados a processos oxidativos dependentes do tempo de prepara.  As mudanças 

espectrais ocorridas nos modos de estiramento O-H, C=O e C=C permitiram concluir 

que o processo de oxidação se inicia com a isomerização das ligações duplas cis para 
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dupla trans, o que favorece a hidroperoxidação das cadeias de hidrocarbonetos levando a 

geração de subprodutos derivados da carbonila, tais como: ácidos carboxílicos, cetonas, 

aldeídos e ésteres 

No segundo caso, foi estudado a interação entre o complexo [Fe(phen)3]
2+ e 

nanopartículas lipídicas sólidas. Comparando os espectros de FTIR e Raman dos 

constituintes das amostras NLS@[Fe(phen)3]
2+ foi possível sugerir que as moléculas do 

complexo [Fe(phen)3]
2+estão interagindo com as nanopartículas lipídicas por meio de 

uma ligação quelante bidentada entre o grupo carboxilato do oleato de sódio e o íon de 

Fe2+ do complexo [Fe(phen)3]
2+. Por último, os resultados obtidos da análise dos 

espectros SERS demostraram que as nanopartículas de Au, pré-cobertas com 3,3′-

dithiobis (sulfosuccinimidyl propionate – DTSSP) foram funcionalizadas com sucesso ao 

anticorpo anti-SARS-CoV-2 spike.  

A conjugação do anticorpo com a molécula de DTSSP modificada, foi comprovada 

por meio das alterações espectrais dos modos vibracionais do DTSSP e, pelo surgimento 

do modo de estiramento associado a ligação C=O no espectro da amostra 

pAbS1N36@AuNPs. Estas mudanças estão associadas aos grupos de aminas primárias 

do anticorpo os quais estão ligadas covalentemente ao grupo éster succinimidil terminal, 

formando uma ligação amida secundária pelo ataque nucleofílico da amina ao carbono da 

carbonila do éster presente na superfície da nanopartícula de Au.   

Perspectivas de trabalhos futuros 

 Desenvolver metodologia baseado em espectroscopia vibracional para quantificar 

a concentração de moléculas adsorvidas em nanocarreadores lipídicos e metálicos.   

 Utilizar a espectroscopia FTIR, Raman convencional e SERS no estudo de 

diferentes complexos metálicos (Cu, Ru, Pd e Zn) em NLS. 
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