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Resumo 

 

A presente dissertação de mestrado apresenta um método de produção de microcápsulas 

de poliamida 6, vazias e contendo nos seus núcleos cargas úteis magnéticas, que permitam a 

imobilização de proteínas. 

As microcápsulas foram sintetizadas por polimerização aniónica da ε-caprolactama em 

solução, na presença das partículas de ferro e óxido de ferro em diferentes percentagens. 

Através deste processo, obtiveram-se microestruturas altamente porosas. Sobre elas, foram 

enxertadas ramificações de poli(ácido acrílico) (PAA) por polimerização radicalar, introduzindo 

desta forma mais grupos carboxílicos na sua estrutura. Seguiu-se a imobilização da proteína 

albumina de soro bovino (BSA) em todas as microcápsulas, referência e funcionalizadas, com e 

sem a presença de um composto de carbodiimida como ativador. 

Todos os materiais obtidos foram caracterizados morfologicamente através da 

microscopia ótica de campo claro e microscopia elétronica de varrimento, e, termicamente 

através de calorimetria diferencial de varrimento e termogravimetria. 

Nas microcápsulas funcionalizadas, com PAA, foi investigada a quantidade de grupos 

carboxílicos incorporados por titulação potenciométrica e espetroscopia eletrónica de 

transformada de Fourier, apresentando em ambos os estudos alterações significativas no teor 

destes grupos.  

A imobilização da proteína BSA nas microcápsulas, referência e funcionalizadas, foi 

averiguado por espetroscopia UV-visível. A percentagem de proteína imobilizada nas 

microcápsulas atinge os 80%, sendo avaliada segundo o efeito: das partículas magnéticas e suas 

percentagens, da funcionalização, da presença de ativador e do tempo de imobilização. 

Adicionalmente, o enxerto de ramificações de PAA nas microcápsulas possibilitou o seu 

comportamento inteligente, apresentando suscetibilidade ao pH do meio que os envolve. O 

estudo de espetroscopia UV-visível mostrou que de acordo com o pH do meio, o PAA altera a 

conformação das suas macromoléculas abrindo ou fechando os poros das microcápsulas, e, 

consequentemente libertando ou retendo o seu conteúdo. 

Os resultados obtidos nesta tese permitem concluir que as novas microcápsulas 

magnéticas e funcionalizadas podem ser potencialmente úteis numa série de aplicações no 

ramo da biomedicina e biotecnologia. 
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Abstract 

 

This master's dissertation presents a method to produce polyamide 6 microcapsules, 

empty and containing in their cores magnetic payloads, that allow the immobilization of proteins. 

The microcapsules were synthesized by suspension anionic polymerization of ε-

caprolactam, carried out in the presence of iron and iron oxide particles in different percentages. 

Through this process, highly porous microstructures were obtained. On top of the microcapsules 

branches of polyacrylic acid (PAA) were grafted by radical polymerization, thereby introducing 

more carboxyl groups in its structure. This was followed by bovine serum albumin (BSA) 

immobilization over all microcapsules, both synthesized and functionalized, with and without an 

addiction of a carbodiimide compound as an activator. 

All the materials obtained were characterized morphologically by optical microscopy and 

scanning electron microscopy, and thermally analysed by differential scanning calorimetry and 

thermogravimetry. 

In the functionalized microcapsules, containing PAA, the amount of carboxyl groups 

incorporated was determined by potentiometric titration and Fourier transform infrared 

spectroscopy, showing by both methods significant changes in the carboxylic groups content. 

The BSA immobilization upon the microcapsules, synthesized and functionalized, was 

examined by UV-visible spectroscopy. The percentage of protein immobilized in the 

microcapsules reaches 80%, being evaluated as a function of the following parameters: magnetic 

particles type and its percentage, functionalization, the presence of an activator and 

immobilization time. 

It was shown that, the grafting of PAA allowed the microcapsules to have stimuli 

responsive behaviour, showing susceptibility to pH of the environment surrounding them. The UV-

visible spectroscopy study showed that according to the medium pH, the PAA alters the 

conformation of their macromolecules leading to opening or closing of the microcapsules pores, 

thereby releasing or retaining their contents. 

The initial results obtained in this thesis allowed the conclusion that the new magnetic and 

COOH-functionalized microcapsules could be potentially useful in a number of applications in 

medicine and biotechnology. 
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1  Introdução 

Durante décadas a comunidade de materiais tem-se esforçado para gerar materiais 

biomiméticos1 para alcançar características vistas na natureza. As proteínas e os peptídeos são 

os blocos de construção da natureza, contudo alcançar e manter as suas propriedades, tais 

como o controlo da hierarquia estrutural e a atividade enzimática a longo termo, têm 

apresentado inúmeros desafios. 

Recentes desenvolvimentos na química de polímeros, a respeito da sua modificação, e a 

compreensão das proteínas levaram ao surgimento de novas oportunidades. Teoriza-se que, em 

vez de imitar a natureza pode ser mais viável gerar materiais usando proteínas, desde que a sua 

estrutura e funcionalidade se mantenham sob condições não biológicas [1]. 

Como tal, os cientistas têm-se dedicado a produzir sistemas fechados, microcápsulas e 

microesferas, que possibilitam a imobilização de proteínas com inspiração na estrutura e função 

celular. 

1.1  Microencapsulação 

A microencapsulação é um processo onde minúsculas partículas de uma substância em 

estado sólido, líquido ou gasoso - designado núcleo - são envolvidas por uma película de 

revestimento, a casca, Figura 1. 

 

F igura 1 – Constituição de uma microcápsula sem poros, e com poros superficiais. 

Esta tecnologia proporciona a combinação de propriedades de diferentes materiais, 

permitindo [2]: 

 
1 Os materiais biomiméticos são desenvolvidos usando a natureza como um exemplo e fonte de inspiração, 

imitando-a. 
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• melhorar o aspecto visual e o conceito de marketing; 

• misturar compostos incompatíveis; 

• evitar a degradação ou alteração do material encapsulado por contacto com 

agentes ambientais; 

• proteger o utilizador durante a manipulação de produtos tóxicos ou inflamáveis; 

• controlar a libertação de uma substância ativa ao longo do tempo e/ou quando 

exposta a um parâmetro externo pré-definido como a temperatura, UV e pH; 

• possibilitar a imobilização de enzimas e microrganismos.  

Esta tecnologia surgiu primordialmente em 1930, quando Green e Schleicher et al. [2] 

produziram tintas microencapsuladas para o fabrico de papel de impressão sem carbono. Desde 

então, e devido às suas vantagens inerentes, a microencapsulação difundiu-se rapidamente 

sendo aperfeiçoada e aplicada a diversas áreas industriais tais como a indústria têxtil, agrícola, 

indústria alimentar, e principalmente na indústria farmacêutica e cosmética [3].  

Os procedimentos existentes para a produção de microcápsulas (MCs) são divididos em 

métodos físicos, métodos químicos ou métodos físico-químicos. As principais diferenças entre 

eles recaem nas propriedades do material a encapsular e nos requisitos do produto final. 

A escolha adequada do material usado como casca é fulcral na estabilidade e eficiência 

das microcápsulas. O material ideal deve ser capaz de formar um filme coesivo que mantenha e 

proteja o material do núcleo, deve ser ainda quimicamente compatível e não reativo com o 

núcleo. Este pode ser selecionado a partir de uma grande variedade de materiais poliméricos 

sintéticos e naturais que inclui o quitosano, celulose, proteínas, entre outros. 

1.2  Microcápsulas de pol iamida 

A poliamida (PA) é um polímero semi-cristalino composto por grupos funcionais terminais 

amina (–NH2) e carboxílicos (–COOH), e grupos amida (–C(O)-NH-) presentes na cadeia. Os 

grupos amida são as unidades principais de muitos polímeros biológicos, como é o caso dos 

polipeptídeos.   

Existe uma grande variedade de poliamidas no mercado, sendo que geralmente estas 

apresentam na sua designação um número correspondente à quantidade de átomos de 

carbono, que separam a unidade repetitiva do grupo funcional amida. As PA6 e 6.6 são as mais 

usadas a nível global, representando uma grande porção dos polímeros de engenharia [4]. 
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A primeira PA foi sintetizada pelo químico Wallace Hume Carothers, em 1935 na 

DupoPont [5] onde eram usadas como fibras sintéticas. No entanto, devido à versatilidade das 

suas propriedades e ao seu custo competitivo, o uso da PA rapidamente expandiu para várias 

indústrias tecnológicas.  

O uso da PA como material de revestimento de microcápsulas apresenta uma série de 

vantagens: a sua produção pode ser feita diretamente em pó; possibilidade de obter estruturas 

porosas; e o custo acessível do monómero base, a caprolactama. Assim, a sua produção e 

aplicabilidade tem vindo a levantar algum interesse por parte dos investigadores. 

Suteu et al. [6] produziram e caracterizaram pós de PA para a purificação de águas 

residuais, e Vasiliu-Oprea et al. [7] na produção de vernizes. Também na indústria de materiais 

foram investigadas MCs de PA como uma potencial aplicação em moldação por compressão por 

Ricco et al. [8], Barhoumi et al. [9] em moldação rotacional, e Shahzad et al. [10] em técnicas 

de prototipagem rápida como a sinterização seletiva a laser. Mathiowitz et al. [11][12][13][14] 

estudaram extensivamente o uso de MCs de PA para a libertação controlada do material 

encapsulado. 

Porém, foi o trabalho de Dencheva et al. [15] que sobressaiu e inspirou a produção das 

MCs estudadas na presente dissertação. Os autores, produziram e estudaram microcápsulas 

sintetizadas por polimerização aniónica ativada da ε-caprolactama (ε-CL) em solução, na 

presença de diversos pós tais como alótropos de carbono2, nanoargilas e metais. Trata-se de um 

método inovador, desenvolvido por Dencheva et al. [16] no DEP/IPC e recentemente 

patenteado. Este permite a obtenção de microcápsulas com porosidade controlada de PA6 

aniónica (APA6) com incorporação de pós.  

Assim, nesta dissertação foram produzidas e investigadas microcápsulas de PA6 com 

núcleo magnético, e PA6 vazias que serviram como referência. As microcápsulas foram 

sintetizadas por polimerização aniónica ativada da ε-CL em solução, com e sem a presença de 

pós magnéticos.  

 
2 Materiais à base de carbono cujas estruturas assumem configurações poliatómicas distintas. O número e a 

natureza das ligações ao átomo de carbono determinam a geometria e as propriedades dos vários alótropos. 
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1.3  Pol imerização aniónica at ivada na produção de microcápsulas de PA6 

A PA6 pode ser obtida a partir de dois processos, a policondensação hidrolítica da ε-

caplolactama ou pela polimerização aniónica ativada da ε-CL por abertura de ciclo (AAROP – 

Activated Anionic Ring-Opening Polymerization). Por sua vez, o mecanismo de AAROP pode ser 

realizado em solução [8] ou em massa [9] originando PA em pó.  

A polimerização com solventes promove a obtenção de macromoléculas de cadeia regular, 

com menos ramificações e uma distribuição de pesos moleculares mais homogénea, com 

menor formação de subprodutos indesejados [7]. O uso de solvente associado a este método 

possibilita a agitação do meio reativo, e consequentemente a dispersão adequada das partículas 

magnéticas durante a polimerização. 

A AAROP inicia quando o monómero reage com uma base forte, o iniciador, formando 

como espécies ativas os aniões de ε-CL. Estes últimos reagem com a ε-CL formando um dímero 

imida, que é a espécie necessária para o início da polimerização. 

Esta polimerização é caracterizada por um período inicial de indução com taxa de reação 

baixa, à medida que a concentração do dímero aumenta gradualmente. Para que ocorra a 

polimerização é necessário o dímero, uma vez que a ligação amida do lactama não é 

suficientemente reativa [17]. O dímero imida atua como ativador da polimerização.  

O processo de iniciação finaliza-se pela reação do ativador com o anião ε-CL, que provoca 

uma troca rápida de protões com o monómero. Esta reação é denominada por polimerização 

ativada devido ao acréscimo do dímero no início do processo. Assim, como não é necessário 

aguardar a formação do dímero, a polimerização é mais rápida quando comparada com o 

processo aniónico comum, Figura 2. 
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Figura 2 -  Mecanismo do período inicial da polimerização aniónica ativada por abertura de ciclo. 

O centro de propagação é a ligação C-N no ativador, Figura 3. O anião do monómero, 

frequentemente referido como monómero ativado, é adicionado à cadeia de propagação. A taxa 

de propagação depende da concentração do monómero ativado e do ativador, que 

consequentemente são definidos pela concentração de ε-CL e do iniciador [7]. 

 

 

F igura 3 – Período de propagação do mecanismo de polimerização aniónica ativada por abertura de ciclo. 
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A polimerização termina quando o anião é inativado por alguma reação de terminação.  

Segundo os princípios da cinética de polimerização, o grau de polimerização e a massa 

aumentam com o aumento da concentração do monómero e com a diminuição da porção do 

ativador. Contrariamente, com o aumento da concentração de ativador o tempo de 

polimerização diminui [17]. A distribuição de massas é, geralmente mais larga do que a 

distribuição mais provável uma vez que ocorrem ramificações nos estados mais tardios da 

reação. 

Em suma, neste método de produção das MCs de APA6, o tipo de ativador altera 

quimicamente as cadeias poliméricas, assim como a forma de crescimento da macromolécula. 

As concentrações do iniciador e do ativador determinam a taxa de polimerização e, 

respetivamente, o número de cadeias em crescimento e a massa molecular [17]. 

1.4  Proteínas 

A importância das proteínas é incontestável, sendo as moléculas orgânicas mais 

abundantes em todos os seres vivos, e assumindo enumeras funções fundamentais nos 

sistemas biológicos.  

As proteínas são biopolímeros lineares compostas por monómeros de aminoácidos unidos 

por ligações peptídicas. Assim, os aminoácidos podem ser considerados os blocos de construção 

das proteínas. Cada aminoácido é composto por um grupo carboxílico (COOH), um grupo amina 

(NH2) ligado a um átomo de carbono α, e um grupo funcional (R), Figura 4.  

 

F igura 4 – Estrutura geral dos aminoácidos. 

Os aminoácidos são diferenciados entre si pelo grupo R, existindo 20 na totalidade cuja 

combinação possibilita um grupo diverso de macromoléculas. Este rearranjo dita a dobragem da 

proteína e a sua forma única final. Uma vez que a proteína é capaz de reconhecer e se ligar a 

moléculas específicas, a sua forma correta é crítica para as funções finais (mecanismo chave-

fechadura). 
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A estrutura das proteínas é bastante complexa requerendo o conhecimento dos vários 

níveis de organização. São quatro os níveis estruturais que podem ocorrer nas proteínas: 

estruturas primária, secundaria, terciária e quaternária, Figura 5. 

O número de aminoácidos, a espécie e a sequência linear presentes numa proteína é 

designada de estrutura primária, onde a cadeia de átomos é mantida por ligações covalentes.  

Por sua vez, as cadeias de proteínas rearranjam-se entre si de forma a maximizar as 

ligações intra e intermoleculares, que são criadas por ligações tipo pontes de hidrogénio,  

formando uma estrutura secundária. Tais ligações entre os aminoácidos originam estruturas 

elementares nas proteínas, hélices alfa e folhas beta. 

 Uma estrutura terciária surge quando as cadeias de proteínas dobram, dando origem a 

uma forma globular compacta. Por fim, algumas proteínas podem ainda apresentar uma 

estrutura quaternária que associa duas ou mais cadeias de polipeptídeos que formam um 

complexo tridimensional, como é o exemplo da hemoglobina [9].  

 

 

F igura 5 -  Os quatro níveis estruturais das proteínas. (adaptado de [18]) 

As funções das proteínas dependem diretamente da sua estrutura tridimensional. Como 

resultado dos diversos rearranjos dos aminoácidos, as proteínas possuem assim um grande 

espetro de propriedades estruturais e catalíticas. Esta versatilidade faz com que estes elementos 

sejam imprescindíveis nas estruturas e funções celulares, funções enzimáticas, na regulação 

metabólica, armazenamento, transporte e defesa. 
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Proteína Albumina do Soro Bovino 

As albuminas do soro são os principais constituintes de proteínas solúveis do sistema 

circulatório possuindo diversas funções fisiológicas [19]. Este grupo de proteínas é solúvel no 

plasma presente no sistema circulatório, sendo responsável pela manutenção do pH no sangue 

[20][21], transporte e depósito de substâncias endógenas3 e exógenas4 nos seres vivos [22][23]. 

Devido à sua estrutura homóloga com a albumina do soro humano (HSA), a albumina de 

soro bovino (BSA) é uma das proteínas mais amplamente estudadas. Consequentemente, a BSA 

é usada extensivamente como um modelo modular da proteína albumina possuindo alta 

purificação e estabilidade em reações bioquímicas [24]. 

BSA é composta por 604 aminoácidos com o peso molecular de 66462 g/mol [20], 

apresentando uma estrutura em forma de coração, Figura 6. 

Figura 6 -  Vista frontal da estrutura de BSA [25]. 

Porém, com a variação do pH no meio envolvente ocorrem mudanças reversíveis na sua 

conformação secundária podendo exibir as formas: expandida até um pH 2.7, fast até ao pH 

4.3, normal até ao pH 8, básica até ao pH 10 e a partir daqui envelhecida [26]. 

A BSA foi selecionada como o modelo de proteína para o presente estudo devido à sua 

biocompatibilidade e extensa utilização. 

1.5  Imobi l ização proteica 

A imobilização de proteínas em geral, e enzimas em particular, têm vindo a ser 

amplamente estudada [27][28]. 

 
3 Elementos químicos, reguladores de baixo peso molecular, biopolímeros de alto peso molecular que 

participam no sistema metabólico e tem função nitidamente fisiológica.  
4  Proteínas, gorduras, hidratos de carbono, vitaminas, entre outros que penetram no organismo pela 

ingestão de alimentos ou medicamentos. 
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O termo ‘imobilização de enzimas’ foi adotado em 1971 [29] na primeira conferência de 

engenharia enzimática. Desde então, a ligação de enzimas a sólidos tem rapidamente 

progredido de uma curiosidade laboratorial para uma área em expansão. 

Este é um fenómeno onde as enzimas estão fisicamente confinadas num local ou 

localizadas em determinada região, porém retêm a sua atividade catalítica e possibilitam o seu 

uso repetidamente e de forma contínua [30]. 

Frequentemente a ligação de uma enzima a um sólido resulta num aumento da 

estabilidade da mesma. A imobilização enzimática pode ser vista como a disposição das 

enzimas num estado mais natural e estável, uma vez que na natureza grande parte das enzimas 

não funcionam em solução mas sim na interface ou dentro de um substrato sólido [31]. Quando 

a enzima é isolada e purificada, esta é removida do substrato onde está ligada podendo-a 

destabilizar. Assim, a ligação das enzimas realizada corretamente a uma superfície sólida pode 

imitar parte do ambiente onde estas são supostas atuarem [31]. 

A imobilização de enzimas ou proteínas a um substrato sólido, produz um conjugado com 

diversas características de interesse.  

A escolha do substrato adequado à imobilização proteica afeta a viabilidade das 

aplicações industriais, sendo que este deve satisfazer alguns requisitos cruciais: não toxicidade, 

resistência física e térmica, biocompatibilidade, resistência a ataques microbianos, 

disponibilidade e baixo custo [32][33]. 

Os substratos para imobilização de proteínas podem ser divididos em duas classes 

principais, inorgânicos e orgânicos [34]. Os últimos podem ainda ser subdivididos em polímeros 

naturais e sintéticos [35]. Ambas as classes têm sido descritas como suportes eficazes para a 

imobilização proteica [34][36].  

Na classe inorgânica estão abrangidos principalmente a sílica e materiais à base de óxido-

metal. Já nos substratos orgânicos são incluídos sobretudo materiais polissacarídeos, polímeros 

acrílicos e vinílicos, e as poliamidas. 

Relativamente aos substratos poliméricos, os conjugados de proteína-polímero são 

materiais híbridos que envolvem polipeptídeos biorgânicos naturais com segmentos poliméricos. 

Esta combinação sinérgica beneficia das vantagens de ambos os componentes e evita as 

desvantagens de cada um separadamente, tal como Klok et al. [37] apresentaram, Tabela 1, 

abrindo uma nova variedade de aplicações biológicas e não-biológicas. 
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Tabela 1 -  Características dos peptídeos/proteínas e os polímeros sintéticos a. (Adaptado de [37]) 

Pept ídeos/Prote ínas Po l ímeros S inté t icos 

+ Formação de estruturas hierárquicas -  Controlo limitado sobre a nanoestrutura 

+ Reconhecimento e ligação -  ‘Inatividade’ biológica 

-  Toxicidade + Biocompatibilidade 

-  Imunogenicidade + Transporte passivo (efeito de 

permeabilidade e retenção - EPR) 

-  Degradação Enzimática + Resistência à degradação enzimática 

 
aAs características são classificadas como um ponto forte (+), ou um ponto fraco (-). A atribuição específica de cada 
característica, depende da aplicação particular do material. 
 

Complementarmente, os polímeros sintéticos exibem alta estabilidade térmica e química 

podendo ser sintetizados com massa molecular controlada e baixa dispersividade (distribuição 

estreita da massa molecular). Possibilitam ainda a incorporação de grupos funcionais, e podem 

ser idealizados para responderem a um dado estímulo biológico e não-biológico [38]. 

A PA é um suporte atrativo para a imobilização proteica, pois aliado à sua 

biocompatibilidade, esta possui similaridade química com as proteínas, não fosse a proteína 

uma poliamida natural. Ambas têm na sua composição os mesmos grupos funcionais, –NH2 e –

COOH, e amida (-NHCO-). 

O uso da PA como substrato para a imobilização proteica tem sido estudado ao longo dos 

anos. Silva et al. [39] investigaram e desenvolveram fibras de PA 6.6 onde foi imobilizada lacase 

com retenção da proteína a 30% e rendimento da imobilização de 2%. Também Fatarella et al. 

[40] imobilizaram lacase em filmes e nanofibras de nylon 6. Os autores concluiram que a 

quantidade de enzima imobilizada foi de 59.4% e 71.0%, respetivamente. Nan et al. [41] 

utilizaram glicose oxidase imobilizada em rede de nylon para produzir um biossensor de glicose. 

Já Cai et al. [42] prepararam microesferas de PA6 com núcleo magnético para a imobilização 

proteica de BSA.  

Também os suportes de polímeros magnéticos têm sido amplamente investigados para a 

imobilização de proteínas [43][44][45][46], salientando-se as microesferas de PA6 com 

incorporação de óxido de ferro (Fe3O4) que Cai et al. [42] desenvolveram. O ferro magnético só é 

adequado como suporte, quando envolvido com um material inerte. Além das características 

associadas aos materiais sintéticos, estes híbridos acrescentam ainda características 

supermagnéticas. Estes, perante um campo magnético, facilitam a sua recolha e permitem que 
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os conjugados sejam direcionados para um local específico. Quando o campo magnético é 

retirado os polímeros magnéticos não tem qualquer magnetismo residual [47]. 

A par com as propriedades da PA6, materiais nanoestruturados com capacidade para 

controlar o tamanho e a forma, como é o caso das microcápsulas, permitem uma melhor 

interação com a enzima, aumentam a eficácia da imobilização, assim como melhoram o 

armazenamento a longo termo e a estabilidade da enzima [48]. 

Contudo, até à data não foi possível encontrar literatura que suporte uma possível 

imobilização de proteínas em MCs de PA, com e sem núcleo magnético, sintetizadas por 

polimerização aniónica ativada. 

No âmbito do presente estudo, o uso de MCs de APA6 com propriedades magnéticas 

como substrato da imobilização proteica, exibe uma série de vantagens desejadas: elevada área 

superficial específica, fácil modificação das características superficiais, o potencial de trazer 

grupos funcionais específicos e suscetibilidade magnética.  

1.6  Métodos de conjugação de proteína-pol ímero 

Os conjugados de proteína-polímero podem ser produzidos por vários métodos, sendo que 

cada um tem as suas vantagens e desvantagens, Anexo 1, podendo ser divididos em dois tipos 

de abordagem, via ligação não-covalente e via ligação covalente. 

Em conjugações usando ligações não covalentes, são aplicadas estratégias de layer-by-

layer baseadas em interações electrostáticas, atrações hidrofóbicas ou bioafinidade altamente 

seletiva. No entanto, com esta abordagem não é possível controlar a orientação espacial das 

proteínas na superfície do substrato, o que pode resultar no decréscimo da atividade biológica 

aparente do conjugado proteína-polímero. 

A segunda abordagem é baseada na ligação das proteínas ao substrato através de 

ligações covalentes. Estas ligações são normalmente formadas entre os grupos funcionais 

presentes na superfície do substrato e na proteína. A ligação covalente é uma forma eficaz de 

afixar irreversivelmente as proteínas ao suporte, uma vez que a ligação estabelecida é mais 

estável e reprodutível, sendo mais vantajosa quando comparada com os métodos usando ligação 

não-covalentes. Assim, este foi o método escolhido para produzir os conjugados proteína-

polímero nesta presente dissertação.  
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A eficácia da conjugação depende de vários parâmetros tais como o número de 

biomoléculas ligadas ao substrato, o local e o tipo de grupos funcionais existentes quer nas 

biomoléculas quer no substrato, o tipo de ligante e o comprimento do ligante. 

Têm sido descritas diversas abordagens no uso de ligações covalentes para formar a 

conjugação proteína-polímero [49][50], tais como: reações de adição-eliminação com amina-

aldeído [51] e reações químicas entre carbodiimida e os grupos ácido carboxílico-amina [52], em 

que ambas geram conjugações não específicas do local. Sendo selecionada a última estratégia 

para a produção dos conjugados proteína-polímero. 

Na revisão bibliográfica, a imobilização com base em ligações covalentes requere duas 

fases, a funcionalização e a ativação do substrato, que devem ser adequadamente concebidas 

de forma a obter uma maior estabilidade e atividade biológica da proteína. 

 

1ª Fase: Funcionalização do substrato 

A literatura mostra que para a imobilização de proteínas em substratos de PA6, é 

necessário introduzir grupos carboxílicos através da modificação química da superfície do 

substrato [39][42]. 

A modificação de polímeros tem vindo a receber uma enorme atenção. De todos os 

métodos utilizados, a copolimerização de enxerto apresenta-se como um dos mais promissores, 

conferindo uma grande variedade de grupos funcionais a um dado polímero. Esta pode ser 

conseguida usando técnicas que incluem o enxerto enzimático, plasma induzido, radiação, 

tratamento químico, foto irradiação, entre outros. 

No presente estudo, foram enxertados ramos de ácido acrílico (AA) na superfície das 

microcápsulas poliméricas. O enxerto de AA trata-se de uma reação de polimerização radicalar, 

onde ocorre a transferência de radicais livres. 

A reação é iniciada formando um radical livre à superfície do polímero (P), através da 

extração (libertação) do átomo de hidrogénio (H), Equação 1. 

𝑃𝐻   →   𝑃   +   𝐻 

 

Na ausência de oxigénio, o radical livre é altamente reativo com as unidades do 

monómero (M) de AA, Equação 2 (Logo a reação tem de ocorrer em ambiente ausente de 

oxigénio). 
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𝑃   +𝑀   → 𝑃𝑀! 

 

A reação é continuada através da polimerização de transferência da cadeia, onde o radical 

livre é propagado ao longo das unidades do monómero. Por sua vez, estas unidades aderem ao 

terminal da cadeia, Equação 3, onde n é o número de unidades de monómero. 

𝑃𝑀!   +𝑀   → 𝑃𝑀!!! 

 

Este processo continua até que a cadeia é terminada por uma das quatro estratégias 

existentes. A primeira ocorre por transferência de cadeia, onde os radicais livres são transferidos 

para uma unidade livre de monómero deixando assim uma cadeia ‘morta’ de polímero. O termo 

‘morta’ significa o cessar do crescimento da cadeia por propagação radicalar [17], Equação 4.  

𝑃𝑀!   +𝑀   → 𝑃𝑀!   +   𝑀 

 

Um outro método passa por combinar duas cadeias de polímeros, que reagem entre si 

por acoplamento, Equação 5.  

𝑃𝑀!   + 𝑃𝑀! → 𝑃𝑀!!!𝑃 

 

A cadeia pode ainda terminar por desproporção radicalar. Neste caso, um protão de uma 

cadeia é retirado e adicionado a uma outra cadeia, produzindo assim um polímero com um 

grupo terminal insaturado e um polímero com o grupo terminal saturado, Equação 6. 

𝑃𝑀!   + 𝑃𝑀!   → 𝑃𝑀!   + 𝑃𝑀! 

 

A par destas reações primárias, pode ainda ocorrer homopolimerização do monómero, 

Equação 7. 

M!   +   M!   →   M!M! 

 

Adicionalmente, são descritas reações de terminação menos dominantes como a 

interação da cadeia com impuridades ou inibidores. 

 

2ª Fase: Ativação do substrato e imobilização da proteína 

São poucos os grupos químicos que permitem uma conjugação específica aos ácidos 

carboxílicos (-COOH), tal como ocorrem em proteínas e muitas outras biomoléculas. Os mais 
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comummente utilizados são os compostos de carbodiimida (CDI), que funcionam como ativador 

[53]. Este é o método mais prático e versátil de reticulação com o ácido carboxílico 

(crosslinking). A CDI pode ser utilizada em condições aquosas e não aquosas, permitindo ativar 

os ácidos carboxílicos para conjugação direta com aminas primárias (R-NH2) através da 

formação de ligações amida. 

A ativação do substrato foi feita em condições aquosas, sendo que se usou N-(3-

Dimetilaminopropil)-N’-etilcarbodiimida (EDC), que é um composto de CDI, como o ativador da 

reação. 

A EDC reage com os grupos carboxílicos formando um intermediário O-acilisoureia, que 

fica com um grupo ativado. Este intermediário pode ser facilmente deslocado por ataque 

nucleófilo dos grupos amino presentes na mistura reativa, Figura 7. 

 

 

F igura 7 -  Esquema da reação de reticulação com EDC. 

Uma amina primária forma uma ligação amida com o grupo carboxílico original, sendo 

que o subproduto da EDC é libertado como derivado de ureia solúvel. O intermediário O-

acilisoureia é instável em soluções aquosas, assim, quando este não reage com uma amina 

resulta na sua hidrólise, dando-se a regeneração dos carboxilos e a libertação de ureia [54][55]. 

A técnica de crosslinking usando EDC é mais eficaz em condições acídicas, 

nomeadamente com pH 4.5, devendo ser realizada em soluções tampão desprovidas de grupos 

carboxílicos e aminas. Uma solução tampão adequada para a reação com a EDC é o ácido 2-(N-

morfolino)etanosulfónico (MES) [56]. 
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1.7  Apl icações da conjugação proteína-pol ímero 

A conjugação de polímeros sintéticos com proteínas permite características e 

funcionalidades adicionais, como por exemplo, comportamento de separação de fases e 

automontagem. 

As características superiores dos conjugados permitem uma vasta gama de aplicações 

na biomedicina, biotecnologia e nanotecnologia. 

1.7.1  Suscet ib i l idade a Est ímulos Externos 

A capacidade de alguns polímeros submeterem-se a mudanças reversíveis como resposta 

a um estímulo externo (stimuli responsive polymers), conferiu-lhes a designação de polímeros 

inteligentes. Têm sido utilizados vários estímulos tais como a temperatura [57][58][59], luz [60], 

pH [61][62][63][64], iões [65], campo magnético externo [15], entre outros. 

Os conjugados suscetíveis podem ser usados para controlar o acesso do local ativo da 

enzima, ou do local de reconhecimento do receptor [66][67][68]. A estratégia para controlar a 

atividade da proteína é baseada no mecanismo reversível que bloqueia o local ativo. Perante um 

dado estímulo externo, o polímero anexado irá esconder esse local ativo [69]. 

A combinação dos estímulos externos com os diversos conjugados possíveis, abre o 

caminho para inúmeras aplicações. Um exemplo é mediar a bioatividade e acesso ao substrato, 

usando conjugados suscetíveis ao pH e/ou à temperatura [70][71]. 

1.7.2  Transporte de Fármacos 

Novas estratégias para o transporte de fármacos têm sido uma grande prioridade para a 

indústria farmacêutica. As proteínas e polipeptídeos sempre atraíram especial atenção, porém os 

conjugados proteínas-polímeros apresentam também um grande potencial nesta área. 

As aplicações biomédicas de enzimas imobilizadas podem ser divididas em dois grupos 

principais [72]. No primeiro grupo estão incluídas as enzimas destinadas à circulação 

prolongada, e as que estão presentes em diferentes órgãos e tecidos. Já no segundo grupo, a 

enzima imobilizada é destinada à deposição local durante o tratamento de lesões, como 

tumores, ou de órgãos individuais [72]. 

Os conjugados têm o potencial de transportar e entregar fármacos a regiões específicas 

do corpo usando o bio-reconhecimento existente à superfície da proteína [73][74][75]. 
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Em alguns casos, uma proteína específica presente na superfície do substrato, pode 

auxiliar a passagem através de barreiras biológicas impermeáveis [76][77]. 

1.7.3  Outras apl icações  

A par com as aplicações biomédicas, que são tipicamente associadas aos conjugados 

proteína-polímero, existem aplicações não-biológicas destes híbridos.  

Os conjugados peptídeo-polímero têm sido estudados e usados em técnicas de separação. 

Estes podem ser usados para gerar filmes finos que contêm canais sub-nanométricos que têm 

orientação normal com a superfície. Assim, exibem propriedades de transporte e separação 

únicos, que podem servir como membranas seletivas para a separação e revestimentos 

protetores [78]. 

Também a imobilização de proteínas em polímeros com incorporação magnética, como 

óxido de ferro, facilita a separação das proteínas em soluções complexas quando aplicado um 

campo magnético ou por centrifugação. O processo de separação magnética facilitado por estes 

conjugados, permite diversas aplicações como no tratamento de água, diagnósticos clínicos, 

processamento mineral e biologia molecular [79][80]. 

Os híbridos proteína-polímero podem ser igualmente aplicados em nanoreatores uma vez 

que permitem uma maior tolerância a diversas condições experimentais, sem que ocorra a 

perda de bioatividade, podendo assim aumentar significativamente a eficácia das reações 

enzimáticas [81][82]. 

A conjugação proteína-polímero apresenta aplicações optoelectrónicas promissoras. Os 

híbridos oligopeptídeo-oligotiofeno que formam agregados fibrilares nanoestruturados, combinam 

a sua suscetibilidade ao estímulo e automontagem fornecido pelos péptidos, com as 

propriedades semicondutoras do tiofeno [83][84]. Um outro exemplo, é o uso de conjugados de 

polietilenoglicol (PEG) com oligopeptídeos, como modelos para a nucleação e crescimento de 

nanopartículas de prata. As propriedades óticas e elétricas das nanopartículas permitem a 

intercepção da luz em células solares [85]. 

É ainda possível desenvolver biossensores baseados nas nanopartículas de proteína-

polímero [86][87][88], uma vez que as proteínas têm uma elevada especificidade para 

determinadas substâncias. Este tipo de biossensores tem sido utilizados na deteção de vários 
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compostos orgânicos de forma rápida e altamente seletiva, como por exemplo, a imobilização de 

glicose oxidase permite a medição dos níveis de glicose no sangue [89]. 

1.8  Conjugados suscet íveis ao pH 

Polímeros com suscetibilidade ao pH podem ser definidos como polieletrólitos. Um 

polieletrólito é uma macromolécula que pode dissociar-se, quando dissolvido em água ou outros 

solventes ionizantes, fornecendo iões [90]. 

Estes polímeros incluem na sua estrutura grupos ácidos ou básicos fracos que fornecem 

ou recebem protões, respetivamente, em resposta ao pH do meio envolvente. Perante um 

determinado pH, os grupos funcionais presentes no polímero sofrem ionização levando a uma 

mudança conformacional do mesmo, o que resulta na sua expansão ou compactação. 

Anteriormente, foi referida a necessidade da modificação da superfície do substrato com 

ácido acrílico para a imobilização proteica. Porém, o enxerto de AA tem dupla funcionalidade, a 

incorporação de grupos carboxílicos no substrato e tornar o conjugado proteína-polímero 

suscetível ao pH do meio envolvente [91][92]. 

Os poliácidos são polímeros cuja estrutura tem um grande número de grupos funcionais 

ácidos ionizáveis, tais como ácidos carboxílicos. O pH que permite a ionização do ácido depende 

da constante de dissociação (pKa) de cada polímero [93]. No caso particular do poli(ácido 

acrílico) (PAA) o pKa é de 4.28 [94]. 

Perante um pH acima do pKa, os grupos carboxílicos das cadeias de PAA dissociam-se 

aumentando o número de aniões COO-. A repulsão electroestática entre estes grupos, aumenta 

o comprimento da molécula e a distância entre as cadeias adjacentes. Assim, o polímero 

enxertado nos poros das microcápsulas dilata permitindo que os poros fechem, ou seja, o 

material contido no seu interior fica preso, Figura 8. 

Por outro lado, quando o pH fica abaixo do pKa, as cadeias poliméricas diminuem de 

tamanho ficando compactadas. Desta forma, os poros das microcápsulas ficam abertos 

permitindo a libertação do material contido no seu interior, Figura 8.  
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Figura 8 -  Da esquerda para a direita, comportamento das microcápsulas porosas com núcleo magnético perante o 

pH do meio, quando: pH > pKa;  pH < pKa. 

O cariz inovador na produção das MCs de APA6 restringe o número de artigos 

relacionados com a sua técnica produtiva, porém vários autores estudaram a suscetibilidade ao 

pH de microesferas e microcápsulas obtidas por outros métodos. 

Uma vez mais o trabalho de Cai et al. [42] salienta-se nesta área uma vez que usaram o 

grupo carboxílico, incorporado por AA nas microesferas magnéticas de PA6, como ligante para a 

adsorção de BSA. Esta investigação provou a dupla suscetibilidade das microesferas: a 

suscetibilidade magnética e ao pH, permitindo este último, otimizar a quantidade de BSA 

adsorvida através da alteração do pH e da concentração inicial de BSA. 

Também Liu et al. [95] produziram, via polimerização em emulsão, e estudaram 

microesferas de poli(estireno-co-(ácido acrílico)) com núcleo magnético de Fe3O4. Neste estudo, 

os autores usaram a suscetibilidade ao pH das microesferas para investigar a sua capacidade de 

adsorção de BSA, concluindo que esta aumentava com o incremento da quantidade de AA 

presente. 

Yun et al. [96] prepararam microcápsulas e microesferas de poliálcool vinílico com 

poli(ácido acrílico), através da polimerização em emulsão, contendo no seu interior vitamina B12. 

Os autores estudaram a suscetibilidade ao pH de ambas, sendo que os dois tipos de 

micropartículas são sensíveis ao pH do meio envolvente, protegendo ou libertando a vitamina 

B12. Porém concluíram que, as microcápsulas apresentaram uma libertação mais rápida do seu 

conteúdo quando comparadas com as microesferas. 
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1.9  Objet ivos 

O objetivo geral da presente dissertação consiste em desenvolver microcápsulas, vazias e 

com incorporação de várias percentagens de diferentes partículas magnéticas, para a 

imobilização de proteínas. Para esse efeito a poliamida 6 é usada como substrato para a 

imobilização, em forma de microcápsulas porosas, uma vez que é biocompatível e possui os 

mesmos grupos funcionais, -COOH e -NH2, que as proteínas. Pretende-se aplicar um método 

rápido, ecológico e que permite a produção de microcápsulas porosas, em quantidades 

razoáveis e com possibilidade de scale-up. 

Aliado a este objetivo primordial, as microcápsulas com imobilização proteica apresentam 

ainda um comportamento inteligente perante dois estímulos externos. A incorporação das cargas 

magnéticas torna as microcápsulas suscetíveis a um dado campo magnético, assim como o 

enxerto de poli(ácido acrílico) (PAA), tipicamente necessário para a imobilização de proteínas, faz 

com que as microcápsulas sejam suscetíveis ao pH do meio que as envolve. 

Assim, com base na revisão bibliográfica apresentada, o trabalho deverá passar pelas 

seguintes etapas:  

• Sintetizar microcápsulas porosas de PA6, vazias e com cargas magnéticas incorporadas, 

através da polimerização aniónica ativada de ε-CL em solvente. No caso das 

microcápsulas magnéticas a polimerização é realizada na presença de pós de ferro (Fe) 

e óxido de ferro (Fe3O4), ambos em quantidades de 1%, 3% e 5%; 

• Modificar quimicamente as microcápsulas produzidas com o enxerto de ramos de PAA. 

Esta técnica de polimerização radicalar permite introduzir grupos COOH na superfície 

das microcápsulas, aumentando desta forma o teor destes grupos nas microcápsulas de 

APA6, sendo estes necessários para a imobilização proteica; 

• Produzir os conjugados proteína-polímero. Consistindo o processo em imobilizar a 

proteína BSA nas microcápsulas, que têm o enxerto de PAA e nas que não sofreram 

qualquer modificação química. A imobilização é realizada de duas formas: sem 

interferência de um ativador; e na presença de um ativador, um composto de  

carbodiimida; 

• Caracterizar todas as microcápsulas produzidas (MCs referência, MCs com PAA e MCs 

com imobilização de BSA) de modo a relacionar a imobilização com: o tipo e 
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percentagem de incorporação magnética, a funcionalização, o tempo de imobilização e a 

influência do uso de ativador na imobilização; 

• Estudar o efeito da incorporação magnética, em termos de percentagem e do tipo de 

partículas, na imobilização proteica. Pretende-se ainda investigar a influência da 

funcionalização e o uso de ativador na percentagem de BSA imobilizada nas 

microcápsulas de APA6. 

• Por fim, estudar a suscetibilidade das MCs perante o pH do meio envolvente usando a 

vitamina B12 como modelo.  

 

A Figura 9, resume sequencialmente as atividades desenvolvidas ao longo da dissertação 

num fluxograma cronológico. 
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Figura 9 -  Fluxograma cronológico das etapas desenvolvidas ao longo da dissertação. 

 

 





 

 

 

 

 

 

 

 

 

Capítulo I I  

Materiais e Procedimentos Experimentais 

 





Capí tu lo I I  – Mater ia is  e Procedimentos Exper imenta is 

 

   

 

27 

2  Mater ia is e procedimentos exper imentais 

Neste capítulo são apresentados os procedimentos experimentais, os materiais, e 

equipamentos utilizados na obtenção e caracterização de todas as microcápsulas obtidas neste 

projeto. 

Este inicia-se com a descrição das metodologias para a obtenção das microcápsulas a 

partir de uma reação de síntese, seguindo-se a sua funcionalização e imobilização. Também foi 

estudada a suscetibilidade das microcápsulas funcionalizadas quando sujeitas a um dado 

estímulo externo, o pH. Com estes produtos foram realizados ensaios de caracterização 

morfológica e estrutural, análises térmicas, análise eletroanalítica, e ensaios espetroscópicos. 

2.1  Síntese das microcápsulas de APA6 e APA6/magnét ica 

A síntese das microcápsulas de poliamida 6 aniónica vazias (APA6) e com incorporação 

magnética (APA6/magnética), realizou-se a partir da polimerização aniónica ativada por abertura 

de ciclo da ε-caprolactama (ε-CL). A reação de síntese das microcápsulas de poliamida está 

apresentada na Figura 10.  

 

 

F igura 10 -  Reação de síntese das microcápsulas de APA6 e APA6/magnética [15]. 

2.1.1  Mater ia is 

Na síntese das MCs de APA6 foram utilizados os materiais e reagentes seguintes, nas 

proporções apresentadas na Tabela 2: 

• 180 mL solvente tolueno, Sigma-Aldrich com pureza ≥ 99.5 %; 
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• 55.6 g de ε-caprolactama fornecido pela Brüggemann Chemical; 

• O sistema catalítico foi constituído por um 7.97 g de iniciador, dilactamato (DL) 

fornecido pelo Katchem, e 3.67 g de ativador da polimerização, C20P, fornecido 

pela Brüggemann Chemical; 

• 1.67 g de cargas magnéticas incorporadas: ferro (Fe) da BASF e óxido de ferro 

(Fe3O4) da Sigma-Aldrich. 

2.1.2  Procedimento exper imental  

A reação de polimerização foi realizada num balão de vidro de 500 mL com um agitador, 

no qual se acoplou um termómetro, um condensador de refluxo (Dean-Stark) e uma entrada de 

azoto de forma a garantir uma atmosfera inerte. O balão foi colocado numa manta de 

aquecimento com agitação magnética, possibilitando assim o controlo da temperatura e de 

rotação do agitador na Figura 11. 

A ε-CL foi introduzida no balão juntamente com o solvente e, se for o caso, a carga 

magnética que foi calculada em relação à quantidade de monómero usado na reação. O balão 

foi aquecido até à ebulição (≈115 °C) garantindo a completa dissolução do monómero. A água 

libertada pela ε-CL por ser mais densa que o solvente ficou no fundo da purga do condensador, 

permitindo assim a sua separação. 

Após estabilizada a temperatura, foi adicionado o sistema catalítico em duas etapas. Em 

cada fase foi acrescentada metade da quantidade estipulada de iniciador e ativador, tendo-se 

feito a segunda adição uma hora após a primeira adição. 

Duas horas após a primeira adição do sistema catalítico as microcápsulas foram filtradas, 

uma vez que não se dissolvem no solvente, e lavadas com metanol. 

Por fim, as microcápsulas filtradas foram secas na estufa a 120 °C por 4 horas, findo 

esse tempo foram pesadas e o rendimento (ou taxa de conversão) da reação de polimerização 

foi avaliado. 

As microcápsulas com núcleo magnético apresentaram suscetibilidade perante a ação de 

um íman, movendo-se em consonância com ele, Figura 11. 

Todas as microestruturas obtidas foram posteriormente utilizadas na funcionalização e 

imobilização, por isso foram consideradas as microcápsulas referência. 
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Figura 11 -  Da esquerda para a direita: Montagem usada na síntese e funcionalização das microcápsulas; MCs vazias 

(cor branca), com incorporação de Fe (cor cinza) e com incorporação de Fe3O4; Reação das MCs com partículas magnéticas sob 

ação de um íman. 

2.1.3  Designação das amostras referência 

As amostras foram designadas tendo em conta o tipo e a percentagem de carga 

magnética incorporada. De notar que, apesar de todas as microcápsulas serem de APA6 para 

facilitar a leitura deste estudo somente as vazias têm a designação PAMC, microcápsulas de PA, 

ficando assim subentendida esta designação nas restantes microcápsulas com partículas 

magnéticas incorporadas. 

Na Tabela 2, é apresentada a designação de cada uma das amostras sintetizadas 

(referência). 

 

Tabela 2 -  Designação das amostras referência. 

Des ignação Descr ição 

PAMC MCs vazias 

Fe_1% MCs com 1% de Fe incorporado 

Fe_3% MCs com 3% de Fe incorporado 

Fe_5% MCs com 5% de Fe incorporado 

Fe3O4_1% MCs com 1% de Fe3O4 incorporado 

Fe3O4_3% MCs com 3% de Fe3O4 incorporado 

Fe3O4_5% MCs com 5% de Fe3O4 incorporado 
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2.2  Funcional ização das microcápsulas de APA6 e APA6/magnét ica 

Seguiu-se o enxerto de ramificações de poli(ácido acrílico) (PAA-G) sobre as microcápsulas 

previamente sintetizadas por meio de polimerização radicalar, apresentada na Figura 12. 

 

 

F igura 12 -  Reação de polimerização radicalar nas microcápsulas de APA6 e APA6/magnética. 

2.2.1  Mater ia is 

A funcionalização foi realizada com os seguintes materiais: 

• Foram usados como solventes 40 mL de tolueno da Sigma-Aldrich com pureza ≥ 

99.5 %, e 50 mL de água destilada; 

• 1 g de MCs referência; 

• 0.36 + 0.18 g em solução de Luperox® A75 peróxido de benzoíla (BPO) da 

Sigma-Aldrich; 

• 2 mL de ácido acrílico (AA) com pureza de 99 %, fornecido pela Sigma-Aldrich. 

2.2.2  Procedimento exper imental  

À semelhança da síntese das microcápsulas, a polimerização radicalar foi realizada num 

balão de vidro de 500 mL com agitador. Neste foi acoplado um termómetro, um condensador de 

refluxo e uma entrada de azoto de forma a garantir uma atmosfera inerte. O balão foi instalado 

numa manta de aquecimento com agitação magnética, possibilitando assim o controlo da 

temperatura e a velocidade de rotação do agitador, Figura 10. 

No balão foram introduzidas as microcápsulas referência juntamente com os solventes. 

Este foi aquecido até se atingir 85 °C e consequente início da condensação dos solventes. 

O iniciador, BPO, foi acrescentado em dois momentos da polimerização, tendo sido 

previamente dissolvido em água destilada. Ao estabilizar a temperatura foi adicionada a primeira 

porção de BPO. Findos 30 minutos foi acrescentado o AA gota a gota, seguindo-se o acréscimo 

da segunda parte de BPO.  
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Ao fim de duas horas depois da primeira adição de BPO, as microcápsulas foram filtradas. 

Num gobelé com agitador, foram adicionadas as microcápsulas filtradas e água destilada. O 

gobelé foi posto sob agitação e temperatura controladas durante 30 minutos, seguindo-se uma 

segunda filtração. O procedimento é repetido uma vez mais, ou seja, a solução de água com as 

microcápsulas filtradas é posta sob agitação e temperatura durante 30 minutos seguindo-se a 

filtração das mesmas. Estes passos são realizados de forma a extrair um possível homopolímero 

de ácido poliacrílico formado aquando o processo, que iria interferir nos resultados dos ensaios 

de espetroscopia. 

2.2.3  Designação das amostras funcional izadas 

As amostras com enxerto PAA foram designadas tendo em conta esse processo de 

funcionalização, sendo adicionado à designação inicial (Secção 2.1.3) um F. Na Tabela 3, é 

apresentada a designação de todas as amostras funcionalizadas. 

 

Tabela 3 -  Designação das amostras obtidas por funcionalização. 

Des ignação Descr ição 

PAMC_F MCs vazias funcionalizadas 

Fe_1%_F MCs com 1% de Fe incorporado, funcionalizadas 

Fe_3%_F MCs com 3% de Fe incorporado, funcionalizadas 

Fe_5%_F MCs com 5% de Fe incorporado, funcionalizadas 

Fe3O4_1%_F 
MCs com 1%  de Fe3O4 incorporado, 

funcionalizadas 

Fe3O4_3%_F 
MCs com 3% de Fe3O4 incorporado, 

funcionalizadas 

Fe3O4_5%_F 
MCs com 5% de Fe3O4 incorporado, 

funcionalizadas 

 

2.3  Imobi l ização de BSA nas microcápsulas 

A imobilização da proteína albumina de soro bovino (BSA) sobre as microcápsulas, foi 

realizada na presença e na ausência do ativador N-(3-Dimetilaminopropil)-N’-etilcarbodiimida 
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(EDC). Como substrato de imobilização, foram utilizadas não só microcápsulas funcionalizadas 

mas também referência, uma vez que as últimas já possuem grupos funcionais NH2 e COOH 

necessários para o processo de imobilização covalente de BSA. 

A reação de imobilização foi descrita anteriormente no estado da arte, secção 1.5.1 - 

Figura 7. 

2.3.1  Mater ia is 

Assim, para a imobilização foi necessário: 

• 0.1 g de MCs referência e de MCs funcionalizadas; 

• 1 mL de solução de 0.1 M de ácido 2-(N-morfolino)etanosulfónico (MES) mono-

hidratado da Sigma-Aldrich; 

• 2.5 mL de solução de BSA com 1wt.%, fornecido pela Sigma-Aldrich; 

• 0.2 mL de ativador carbodiimida (EDC) com 0.4 mol/L, da Sigma-Aldrich. 

2.3.2  Procedimento exper imental  

A imobilização da proteína BSA nas microcápsulas, referência ou funcionalizadas 

anteriormente, foi realizada em tubos de ensaio com tampa de 14 mL. 

Este estudo foi dividido em duas séries, a primeira sem EDC na solução e a segunda com 

EDC na solução, de modo a determinar a influência do ativador na percentagem de imobilização 

proteica. Na imobilização sem ativador foram adicionadas microcápsulas em cada tubo de 

ensaio, correspondendo cada tubo a microcápsulas distintas, seguido da adição de MES e BSA 

com o auxílio de uma micropipeta. Por outro lado, na imobilização com ativador, à solução 

anterior foi também acrescentado EDC a cada tubo. 

Após a agitação dos tubos, procedeu-se à medição do pH de cada solução. O pH foi 

posteriormente acertado de modo a que as soluções tivessem um pH próximo do ponto 

isoelétrico5 do BSA, pH 4.7 quando usado em conjugação com MES [97]. 

Em seguida, os tubos foram dispostos num agitador com ângulo ajustável, e sob agitação 

foram transferidos para uma estufa a 37 °C durante um período de tempo estipulado. 

 
5 O ponto isoelétrico de uma molécula é o pH em que esta é eletricamente neutra. 
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2.3.3  Designação das amostras com imobi l ização proteina 

As amostras com imobilização de BSA foram designadas com base no tipo de 

imobilização, ou seja, se ocorreu na presença de ativador (IC) ou na ausência de ativador (IS), 

sendo estes adicionados à designação inicial (Secção 2.1.3). Na Tabela 4, é apresentada a 

designação dada a cada uma das amostras com BSA. 

 

Tabela 4 -  Designação das amostras obtidas por imobilização com ou sem ativador presente. 

Imobi l ização nas MCs de APA6 

com at ivador 

Imobi l ização nas MCs de APA6 

sem at ivador  

PAMC_IC PAMC_IS 

Fe_1%_IC Fe_1%_IS 

Fe_3%_IC Fe_3%_IS 

Fe_5%_IC Fe_5%_IS 

Fe3O4_1%_IC Fe3O4_1%_IS 

Fe3O4_3%_IC Fe3O4_3%_IS 

Fe3O4_5%_IC Fe3O4_5%_IS 

PAMC_F_IC PAMC_F_IS 

Fe_1%_F_IC Fe_1%_F_IS 

Fe_3%_F_IC Fe_3%_F_IS 

Fe_5%_F_IC Fe_5%_F_IS 

Fe3O4_1%_F_IC Fe3O4_1%_F_IS 

Fe3O4_3%_F_IC Fe3O4_3%_F_IS 

Fe3O4_5%_F_IC Fe3O4_5%_F_IS 

2.4  Suscet ib i l idade ao pH 

As microcápsulas com enxerto de AA permitem a sua suscetibilidade ao pH do meio 

dielétrico que as rodeia. De forma a estudar este efeito, as MCs funcionalizadas foram 

carregadas com vitamina B12 (VB12), e estudadas num meio com pH 2 e com pH 7, a escolha 

destes pH foi explicada anteriormente na seção 1.8. 
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2.4.1  Mater ia is 

Foram utilizados: 

• 0.1 g de MCs previamente funcionalizadas; 

• Solução tampão fosfórico com 0.1 mM; 

• 4 mL de solução tampão de VB12, com 0.2 mM. A VB12 foi fornecida pela Sigma-

Aldrich. 

2.4.2  Procedimento exper imental  

Em tubos de ensaio de 14 mL foram adicionadas as MCs funcionalizadas e a vitamina 

B12, previamente diluída na solução tampão fosfórico com pH 2. Perfazendo na totalidade 14 

tubos/amostras, metade para o estudo do meio com pH 2 e metade para o estudo do meio com 

pH 7. 

Os tubos foram bem agitados e dispostos num agitador com ângulo ajustável, sendo 

posteriormente colocados sob agitação na estufa a 37 °C durante 5 horas. 

Passadas 48 horas de carregamento das MCs com VB12, todo o solvente foi retirado 

deixando somente as microcápsulas nos tubos. Foi adicionada a metade dos tubos, uma nova 

solução tampão com pH 2, e nos restantes uma solução tampão ajustada para um pH 7. Os 

tubos foram bem agitados seguindo-se a medição do pH de cada tubo. 

Posteriormente, os tubos foram deixados a repousar por tempo definido. 

2.5  Caracter ização das amostras 

2.5.1  Microscopia ót ica de campo claro 

A microscopia ótica é uma técnica de caracterização morfológica que permite obter uma 

imagem ampliada de uma amostra, possibilitando a aquisição de informação estrutural e 

molecular. 

Esta técnica permite o recurso a diferentes formas de transmissão de acordo com a 

natureza das amostras. Para amostras poliméricas, as técnicas mais indicadas são a 

microscopia de reflexão, microscopia de luz polarizada e a microscopia de campo claro. 

Para a caracterização das microcápsulas foi usada a microscopia de campo claro, sendo 

que o contraste é gerado por alterações na absorção e difusão da luz pelos constituintes da 
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amostra. Isto permite a observação da forma e distribuição destes constituintes (absorção), ou 

ainda das fronteiras de separação destes com o contorno mais escuro (difusão). 

A análise foi iniciada com a recolha de imagens das amostras usando o microscópio de 

transmissão Olympus BH-2, com o acoplamento da câmara digital Leica DFC 280. Todas as 

imagens recolhidas foram posteriormente tratadas usando o software Leica Application Suite 

V4.4, sendo este um processo moroso por ser semi-manual. O tratamento da imagem, permite 

identificar partículas individuais e separar partículas que se apresentam juntas através do 

desenho de uma reta de separação. O software fornece assim dados da área, esfericidade e 

diâmetro circular equivalente das partículas.  

Todas as amostras foram observadas no microscópio equipado com uma objetiva de 4x, e 

uma ocular de 1.67x. 

2.5.2  Microscopia eletrónica de varr imento 

A microscopia eletrónica de varrimento (SEM - Scanning Electron Microscope) permite a 

observação e caracterização morfológica de materiais heterogéneos, orgânicos e inorgânicos 

numa elevada resolução, nanométrica (nm) ou micrométrica (µm). O princípio de funcionamento 

desta técnica consiste em incidir sobre a amostra um feixe localizado de electrões com elevada 

energia, que são acelerados por aplicação de uma diferença de potencial. A interação dos 

eletrões com os átomos, que constituem a amostra, gera sinais que revelam informações sobre 

a topografia da mesma, incluindo a sua microestrutura, composição, estrutura cristalina e a 

orientação dos materiais que a compõem [98]. 

Esta análise morfológica foi efetuada às microcápsulas de APA6 vazias e as que têm 

incorporação de 3% Fe e 3% Fe3O4, as mesmas amostras foram também analisadas depois de 

funcionalizadas e com a proteína imobilizada. A área a analisar foi revestida por sputtering com 

uma fina camada de uma liga de ouro e paládio, com o propósito de tornar condutora a sua 

superfície.  Neste estudo foi utilizado o equipamento Nano SEM-FEI Nova 200, que integra o 

sistema EDAX-Pegasus X4M de microanálise por raio-X (EDS - Energy Dispersive Spectrometer) e 

o sistema de deteção e análise de padrões de difração de electrões retrofundidos (EBSD – 

Electron Backscatter Diffaction). 
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2.5.3  Calor imetr ia di ferencia l  de varr imento 

A calorimetria diferencial de varrimento (DSC – Differencial Scanning Calorimetry) é uma 

técnica de análise térmica que regista o fluxo de energia calorífica associado a transições nos 

materiais em função da temperatura ou tempo. 

Neste método, a substância em estudo e a referência são submetidas a um mesmo 

programa de aquecimento ou arrefecimento, rigorosamente controlado. Assim, a diferença no 

fornecimento de energia calorífica entre a substância em estudo e a referência é medida em 

função da temperatura. 

 A medição de parâmetros por compensação fornece dados qualitativos e quantitativos em 

processos endotérmicos (absorção de energia calorífica) e exotérmicos (libertação de energia ca-

lorífica). Desta forma permite obter informações referentes a alterações de propriedades físicas 

e/ou químicas tais como a temperatura de fusão, temperatura de cristalização, temperatura de 

transição vítrea, grau de cristalinidade, entalpia de fusão e cristalização. 

O DSC foi utilizado em dois estudos que permitiram analisar todas as MCs. 

No primeiro estudo as amostras foram sujeitas a dois períodos de aquecimento, sendo 

que o primeiro elimina a história térmica do material tornando o segundo aquecimento mais 

preciso quanto à sua caracterização, e um de arrefecimento. Os ensaios foram realizados num 

intervalo de temperaturas de 0 °C a 250 °C para o primeiro e segundo aquecimento, com uma 

velocidade de 10 °C/min. No caso do arrefecimento, este foi efetuado num intervalo de 

temperaturas de 250 °C a 0 °C, com uma velocidade de 20 °C/min. Neste estudo, o azoto foi 

utilizado como gás de purga e de proteção. 

Num segundo estudo as amostras necessitaram de preparação prévia, sendo que estas 

foram submersas em água durante 24h. No entanto, imediatamente antes do ensaio, as 

mesmas foram escorridas e o excesso de água foi absorvido. Cada amostra foi sujeita somente a 

um aquecimento num intervalo de temperaturas de -20 °C a 30 °C com uma velocidade de 10 

°C/min. 

Todos os ensaios foram conduzidos no equipamento Netzsch DSC 200 F3 e os dados 

foram tratados no software Netzsch Proteus Thermal Analysis versão 6.0.0. 

O grau de cristalinidade (𝜒!%)  da APA6 foi calculado a partir da seguinte equação, 

Equação 8. 
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𝜒! % =
∆𝐻!
∆𝐻!!

  ×  100   

Onde ∆𝐻!  refere-se à entalpia de fusão da amostra e ∆𝐻!!  ao valor extrapolado da 

entalpia que corresponde à fusão de uma amostra 100% cristalina de APA6. Na APA6 existem 

duas estruturas cristalinas predominantes, a forma α e a forma γ, foi assim considerado o valor 

intermédio de 190J/g para ∆𝐻!! [99]. 

2.5.4  Anál ise Termogravimétr ica 

A análise termogravimétrica (TGA - Thermogravimetric Analysis) é uma técnica de análise 

térmica que possibilita o estudo da variação da massa de uma amostra em função da 

temperatura, quando esta é submetida a um programa controlado e sob uma atmosfera 

adequada (inerte ou reativa) [100]. 

A análise de TGA foi realizada na caracterização das microcápsulas de APA6 vazias e com 

incorporação magnética, e em todas as amostras funcionalizada. Foram também analisadas 

algumas microcápsulas com a proteína imobilizada com e sem funcionalização. O intervalo de 

temperaturas estabelecido para os ensaios foi de 40 °C a 600 °C com uma velocidade de 

aquecimento estabelecida de 20 °C/min, sob atmosfera inerte de azoto. 

Os ensaios foram conduzidos num equipamento de TGA, modelo Q500 fabricado por TA 

Instruments, e os dados foram tratados através do software Q séries [Q500-0796] versão 6.7. 

Este método permite obter informações sobre a estabilidade térmica das amostras tais 

como a velocidade de degradação máxima, a temperatura de degradação à velocidade máxima e 

o resíduo no final da degradação. 

2.5.5  Espetroscopia de infravermelhos por transformada de Fourier  

A espetroscopia de infravermelhos por transformada de Fourier (FTIR - Fourier Transform 

Infrared Spectroscopy) deteta as transições entre estados vibracionais das moléculas. A amostra 

é irradiada com um feixe de luz infravermelha, sendo que quando a frequência do feixe é a 

mesma que a frequência de vibração de uma ligação ocorre absorção nesse respetivo 

comprimento de onda [101]. 
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Assim, esta técnica permite identificar grupos funcionais específicos ou determinados 

tipos de ligações presentes na estrutura química do material, através de picos de intensidade em 

determinados comprimentos de onda. 

Através deste método foram analisadas todas as MCs referência, funcionalizadas e com a 

proteína imobilizada com e sem incorporação magnética. 

O ensaio foi iniciado com um teste em branco de forma a obter-se a linha de base. 

Seguiu-se o ensaio com as amostras em estudo, obtendo-se espetros da percentagem de 

transmitância em função do comprimento de onda. Todos os ensaios foram sujeitos às mesmas 

condições de medição (quantidade da amostra, condições atmosféricas, acoplamento de ATR, e 

o mesmo aperto de ATR) de forma a tornar os resultados comparáveis. 

Para o presente estudo foi utilizado o equipamento Jasco FT/IR 4100 com o dispositivo 

ATR acoplado, com 64 acumulações. 

2.5.6  Titulação Potenciométr ica 

A potenciométria é um método eletroquímico que tem como base a diferença de potencial 

entre duas células, o elétrodo indicador e um elétrodo de referência. Esta técnica pode ser 

dividida em duas, a potenciometria direta onde se utiliza uma única medida de potencial para 

determinar a concentração de uma espécie iónica em solução, e a titulação potenciométrica. 

Para o presente estudo realizou-se uma titulação potenciométrica, na qual é medida a 

força eletromotriz das células após a adição de um certo volume de titulante, neste caso 

hidróxido de sódio (NaOH). 

Foi usado um elétrodo combinado de vidro, que incorpora no mesmo corpo cilíndrico o 

elétrodo de vidro e o de referência, cuja superfície é sensível à concentração hidrogeniónica. Este 

permite a penetração de iões H+ e, consequentemente, o aparecimento de uma tensão elétrica 

que é função linear do pH. Assim, durante o ensaio o potencial registado é aquele que se 

observa pela transferência de carga através da interface solução/camada hidratada (superfície 

externa do elétrodo), sendo o potencial total do elétrodo dado pela concentração hidrogeniónica 

presente em solução. 

Os parâmetros deste ensaio foram otimizados, sendo que todas as amostras foram 

analisadas com as mesmas condições de temperatura e tempo. 
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Para o presente estudo as MCs, previamente pesadas, foram acrescentadas a um goblé 

com água destilada seguindo-se a medição do pH das mesmas. Posteriormente, as amostras 

foram postas sob agitação magnética a 23 °C durante 30 minutos. Findo esse tempo, foi 

acrescentado aos poucos uma dada quantidade de titulante, NaOH, até à neutralização (pH=7) 

da solução. 

Através deste método foram analisadas todas as amostras funcionalizadas, de forma a 

quantificar o teor dos grupos carboxílicos presentes nas MCs calculada pela seguinte equação, 

Equação 9. 

𝐶𝑂𝑂𝐻  (𝑚𝑚𝑜𝑙/𝑔)   =   
𝑀×𝑉
𝑚

 

 

Onde M refere-se à molaridade do titulante, V o volume do titulante e m a massa das 

microcápsulas em estudo. Foi utilizado o medidor Oakton Acorn pH6 com o respetivo elétrodo e 

sonda ATC (Automatic Temperature Compensation). 

2.5.7  Espetroscopia de UV-v is ível  

A espetroscopia UV-visível (UV-VIS) possibilita o estudo da absorção de luz UV-visível das 

soluções coloidais em função do comprimento de onda. A absorção molar na faixa de energias 

ultravioleta (300-400 nm) e na região da luz visível (400-800 nm) depende da estrutura 

eletrónica da molécula. 

Esta técnica espetroscópica foi realizada em dois momentos da tese, o estudo da 

imobilização proteica e a suscetibilidade ao pH. 

2.5.7.1  Percentagem de Imobi l ização de BSA 

Primeiramente foram analisadas todas as microcápsulas com BSA, de forma a verificar a 

percentagem de imobilização conseguida em função de cinco fatores: a carga magnética 

incorporada e respetiva percentagem, a funcionalização, o tempo de imobilização e o uso de 

ativador. 

O estudo iniciou com a construção da curva de calibração (linha de base), relação entre a 

concentração do BSA e absorbância, usando várias diluições da solução inicial de BSA e fazendo 

a sua medição no espetrofotómetro. 
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A análise das MCs em estudo requereu a preparação prévia das amostras. De cada 

solução com microcápsulas (seção 2.3.2), foram extraídos 20 µL do solvente que as rodeia, 

sendo essa porção transferida para cuvettes de plástico. A cada cuvette foi adicionado 180 µL 

de MES, diluindo assim 10 vezes o solvente das microcápsulas. Desta nova solução foram 

pipetados 100 µL para provetas de vidro. A estas foi acrescentado 2 mL de ácido bicinconínico 

(BCA), que permite desenvolver um complexo colorido, Figura 13, seguindo-se a sua 

transferência para novas cuvettes e inicio do ensaio. 

A concentração de proteína imobilizada, foi medida no início e no fim de cada ensaio, 

sendo que a leitura da absorbância foi feita no comprimento de onda de 562 nm [42]. 

Este estudo foi feito de 30 em 30 minutos durante as primeiras 3 horas, após o 

acréscimo de BSA à solução com microcápsulas, sendo posteriormente repetido findo 24 e 48 

horas após a adição da proteína. 

 

F igura 13 -  Amostras imediatamente antes do ensaio de UV-VIS para a verificação da percentagem de imobilização de 

BSA nas microcápsulas em estudo. 

2.5.7.2  Suscet ib i l idade ao pH 

Uma segunda análise foi realizada com as MCs funcionalizadas que foram carregadas 

com a vitamina B12 , Figura 14. O UV-VIS permitiu assim averiguar a libertação da VB12 em 

função do pH do meio dielétrico, quando o meio é acídico ou básico. 
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Figura 14 -  Tubos de ensaio com os distintos tipos de microcápsulas mergulhadas na solução de VB12. 

Antes do ensaio da suscetibilidade ao pH, foram construídas duas linhas de base, uma 

para cada pH. 

De cada tubo foi retirado 2 mL do solvente, solução tampão fosfórico, sendo este 

transferido para as cuvettes de ensaio. Iniciou-se o ensaio e fez-se a leitura da absorbância no 

comprimento de onda de 361 nm [96]. 

O estudo da suscetibilidade ao pH foi feito ao fim de 10 minutos, após a adição das 

soluções tampão com pH ácido ou neutro (seção 2.4.2). O ensaio foi repetido diversas vezes, 

sendo o tempo entre cada ensaio previamente estipulado. 

 

Ambos os ensaios UV-VIS foram realizados usando como equipamento o espetrofotómetro 

Shimadzu UV-2401 PC de feixe duplo, permitindo fazer a diferença entre a solução e a solução 

de controlo. Para a primeira análise foi usado MES como solução de controlo, e para a segunda 

análise foram usadas duas soluções tampão fosfórico com pH 2 e 7. 

O ensaio foi operando a uma resolução de 1 nm na gama de comprimentos de onda 400-

650 nm, para o estudo de BSA, e 220-400 nm, para o estudo de VB12. Para ambas as leituras 

foram utilizadas cuvettes de plástico de 2 mL. 
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3  Apresentação e discussão de resul tados 

Neste capítulo são apresentados e discutidos os resultados obtidos, segundo os 

procedimentos e técnicas de caracterização enunciadas no capítulo anterior, estando divididos 

em quatro secções. 

Primeiramente, são apresentados os resultados da caracterização efetuada às 

microcápsulas (MCs) referência de APA6, vazias e com incorporação magnética. É estudada a 

influência da incorporação magnética, tipo de partículas magnéticas e as suas percentagens, nas 

características morfológicas e térmicas das MCs. Estes resultados, servem como base 

comparativa para as restantes secções. 

Na segunda secção, são expostos os resultados relativos ao estudo da influência da 

funcionalização nas propriedades das MCs referência. As MCs funcionalizadas são analisadas 

quanto à sua morfologia e propriedades térmicas, sendo ainda investigada a quantidade de 

grupos carboxílicos (COOH) incorporados nas MCs pelo enxerto de ácido acrílico (AA). 

Uma terceira secção é reservada ao estudo das MCs com a proteína albumina de soro 

bovino (BSA) imobilizada, sem interferência de um ativador e com a influência do ativador N-(3-

Dimetilaminopropil)-N’-etilcarbodiimida (EDC). Assim, é avaliada a percentagem de BSA 

imobilizada segundo o efeito: das partículas magnéticas e suas percentagens, da 

funcionalização, do ativador e do tempo de imobilização. 

Por fim, é estudada a suscetibilidade das MCs funcionalizadas quando sujeitas a 

mudanças do pH do meio que as envolve. 

3.1  Microcápsulas Referência 

3.1.1  Resultados da s íntese de microcápsulas de APA6 e APA6/magnét ica 

As reações de síntese das microcápsulas de APA6, vazias e com incorporação de cargas 

magnéticas, realizadas a partir da polimerização aniónica ativada por abertura de ciclo da ε-

caprolactama, decorreram com sucesso e de forma controlada. 

 Na Tabela 5 são apresentados os rendimentos obtidos e as percentagens teóricas das 

partículas magnéticas encapsuladas em cada uma das sínteses.  
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Tabela 5 -  Rendimento das reações de síntese das microcápsulas de APA6 e percentagem esperada de incorporação 

magnética. 

T ipo de 

Microcápsulas 

Carga em re lação 

a ε -CL 

(%)  

Rendimento de 

AAROP 

(%)  

Carga 

Esperada 

(%)  

PAMC - 37.70 - 

Fe_1% 1 49.80 2.01 

Fe_3% 3 41.00 7.25 

Fe_5% 5 60.00 8.29 

Fe3O4_1% 1 43.87 2,28 

Fe3O4_3% 3 72.00 7,03 

Fe3O4_5% 5 59.70 8.34 

 

A reação de polimerização das microcápsulas vazias de APA6 (PAMC) resultou num 

rendimento de  37.7%, já nas sínteses das microestruturas com cargas no núcleo obtiveram-se 

rendimentos entre os 41 e 72%. Os rendimentos das sínteses com Fe e Fe3O4 análogos ao das 

PAMC demonstram que as partículas magnéticas não impedem o processo de polimerização 

aniónica. 

Relativamente à percentagem esperada de incorporação das partículas magnéticas, esta 

foi calculada através da Equação 10. 

%  𝐶𝑎𝑟𝑔𝑎  𝐸𝑠𝑝𝑒𝑟𝑎𝑑𝑎  𝐼𝑛𝑐𝑜𝑟𝑝𝑜𝑟𝑎𝑑𝑎   =   
𝑀!"#$é!"#$

𝑀!!"!/!"#$é!"#$
  ×  100 

Onde, 

MMagnética - massa da carga inicial da síntese 

MAPA6/Magnética - massa das microcápsulas de APA6 com cargas, obtidas na síntese 

3.1.2  Microscopia ót ica de campo claro 

O recurso à microscopia ótica de campo claro permitiu fazer uma análise granulometrica, 

pela distribuição de tamanhos das MCs, particularmente quanto ao seu diâmetro do circulo 

equivalente e à sua esfericidade. 

Para uma partícula não esférica a sua dimensão pode ser determinada a partir do 

diâmetro do circulo equivalente (DCE), que define o diâmetro de uma partícula hipoteticamente 

esférica. 
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A esfericidade (φ), resume a relação entre a área da superfície de uma esfera (com o 

mesmo volume que a partícula em estudo) e a superfície real da partícula em estudo, medindo o 

quão esférica é a partícula. Para uma esfera, φ = 1 [102]. 

A análise por microscopia ótica de campo claro permitiu observar que as dimensões das 

MCs com cargas magnéticas incorporadas, altera em função do tipo de carga integrada, e das 

dimensões e formas dessas partículas magnéticas. O Fe e o Fe3O4 por serem partículas esféricas 

de pequenas dimensões, respetivamente na ordem dos micro e nano, são envolvidas pela APA6 

gerando microestruturas esferoides isoladas ou agregados de diversos tamanhos, Figura 15. 

Evidencia-se ainda que no caso das MCs com incorporação de Fe surgem microestruturas cuja 

forma se assemelha a bastões, Figura 15, sendo estas uma consequência da agitação 

magnética utilizada no processo de polimerização, em que ocorre o encapsulamento de 

partículas de Fe magnetizadas que se uniram de forma orientada. 

 

 

F igura 15 -  Imagem obtida por microscopia ótica de campo claro das microcápsulas referência de APA6 contendo 

partículas de ferro no seu interior. 

Após a captura das imagens panorâmicas de cada amostra, o software Leica Application 

Suite quantifica o número de microestruturas presentes numa dada amostra e calcula para cada 

uma delas o seu diâmetro do circulo equivalente e a esfericidade. Estes parâmetros permitiram 

a construção de histogramas, em que as suas classes são apresentadas em função da 

frequência do número de partículas.  

As Figura 16 e 17 mostram os histogramas construídos com os resultados obtidos do 

DCE e esfericidade, respectivamente, das microcápsulas de APA6 vazias e com incorporação 

magnética. 
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F igura 16 -  Histogramas de frequência do diâmetro do círculo equivalente das microcápsulas referência de APA6. 
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F igura 17 -  histogramas de frequência da esfericidade das microcápsulas referência de APA6. 
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De acordo com os dados obtidos, o método de polimerização in-situ utilizado possibilitou a 

obtenção de MCs de APA6, vazias e carregadas com Fe e Fe3O4, com uma granulometria 

aproximada, Tabela 6. 

Pode-se assumir que todas as amostras exibem um diâmetro do circulo equivalente entre 

10-95 µm. Os histogramas de valores do DCE das MCs apresentam uma distribuição normal, 

excetuando as MCs com 3% de incorporação de Fe e com 1% de Fe3O4 incorporado, que 

mostram uma distribuição bimodal. É ainda possível verifica que, o aumento da dimensão das 

MCs é proporcional ao aumento da percentagem de incorporação de partículas de Fe e Fe3O4.  

No que se refere à esfericidade, todas as MCs referência apresentam uma distribuição 

normal salientando-se as MCs vazias cuja distribuição é a mais estreita. Nas MCs com núcleo de 

Fe, o aumento da percentagem incorporada desta carga é proporcional com o aumento da 

dispersão da esfericidade, devido ao aparecimento de microestruturas em forma de bastões. Por 

outro lado, os histogramas das MCs com incorporação de Fe3O4 em diferentes percentagens 

apresentam uma dispersão da esfericidade idêntica. 

 

Tabela 6 -  Valores médios do diâmetro do circulo equivalente e esfericidade das microcápsulas referência de APA6. 

 
D iâmetro do c i rcu lo  equiva lente médio 

(µm) 
Esfer ic idade média 

PAMC 40-55 1.2-1.4 

Fe_1% 30-50 1.2-1.4 

Fe_3% 20-30 ; 45-60 1.2-1.4 

Fe_5% 20-45 1.2-1.4 

Fe3O4_1% 20-35 ; 50-65 1.2-1.4 

Fe3O4_3% 25-40 1.2-1.4 

Fe3O4_5% 15-35 1.2-1.4 

3.1.3  Microscopia Eletrónica de Varr imento 

A interação entre o feixe de electrões com a superfície da amostra resulta na emissão de 

electrões secundários, electrões retrofundidos e os raios-X característicos. Os primeiros, 

electrões secundários, são pouco energéticos tendo origem nas camadas mais superficiais das 

amostras fornecendo informações sobre a topografia da superfície. Por outro lado, os segundos 

são mais energéticos e facultam a informação do contraste que se relaciona qualitativamente 
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com a composição química da amostra [103][104]. Já os raios-X emitidos pela amostra 

permitem identificar e quantificar os elementos presentes na amostra [104]. 

A análise de microscopia eletrónica de varrimento, além de complementar o estudo 

granulométrico, permite ainda avaliar a porosidade das microestruturas e a eventual presença de 

agregados formados. Assim, foram selecionadas algumas amostras para este ensaio 

nomeadamente as MCs vazias, MCs com 3% de Fe integrado e MCs com 3% de Fe3O4 

incorporado. 

As partículas magnéticas de Fe e Fe3O4 apresentaram morfologias distintas, Figura 18. As 

partículas de Fe são redondas e bem definidas, já as de Fe3O4 apesar de serem mais pequenas 

por vezes agregam-se formando uma estrutura compacta porém é possível verificar pequenas 

partículas soltas deste material. 

 

F igura 18 -  Imagens SEM das partículas magnéticas, da esquerda para a direita, Fe e Fe3O4. 

A Figura 19 apresenta a morfologia das microcápsulas vazias a várias ampliações. 

 

 

F igura 19 -  Imagens SEM das microcápsulas referência vazias de APA6 a várias ampliações. 

Observa-se que as MCs vazias de APA6, PAMC, são estruturas altamente porosas, do tipo 

scaffold, consequentes da síntese conduzida na presença do solvente, que ao ebulir liberta 

5 µm    5 µm    

20 µm    400 µm    

5 µm    1 µm    
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bolhas de gás que rebentam e voltam a formar-se, impossibilitando que o polímero ocupe esses 

espaços. Os poros das MCs vazias apresentam diversos tamanhos, que segundo a amostra 

ampliada apresentam dimensões médias de 825 nm. 

Tal como comprovam os resultados obtidos na microscopia ótica de campo claro, as MCs 

vazias possuem uma estrutura globular que se aproxima de uma forma esférica. Esta 

configuração nas PAMC é resultante do seu método de síntese, uma vez que a adição do 

sistema catalítico se dá em duas partes, levando a que ocorram duas polimerizações. A primeira 

polimerização acontece aquando a adição da primeira parte do sistema catalítico e, o acréscimo 

da segunda parte despoleta uma segunda polimerização que se consuma à volta das 

microestruturas já formadas. Em suma, os agregados surgem através da junção de várias MCs 

com diferentes tamanhos. 

O mesmo processo de polimerização é usado no fabrico das MCs com incorporação de 

partículas magnéticas, Fe e Fe3O4, observando-se configurações similares. 

Devido à agitação do sistema catalítico, as microestruturas poliméricas que vão crescendo 

durante a polimerização chocam não só umas com as outras, mas também com as partículas 

magnéticas presentes na suspensão. Logo, a partir dos glóbulos de polímero, são originados 

centros de crescimento pela adesão das cargas magnéticas à sua superfície. À medida que estes 

glóbulos se formam, podem colidir entre si, formando agregados de glóbulos com partículas 

magnéticas no seu interior.  

 

 

 

F igura 20 -  Imagens SEM das microcápsulas referência de APA6 com incorporação de 3% de Fe a várias ampliações. 

20 µm    100 µm    

 

200 µm    

 

5 µm    2 µm    1 µm    
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A Figura 20, apresentam a morfologia da superfície das MCs com incorporação de 3% de 

Fe. Quando comparadas com as MCs vazias, ambas apresentam configurações agregacionais 

idênticas, porém, as partículas de Fe magnetizadas pelo sistema de agitação magnético 

aquando a síntese, unem-se de forma orientada assemelhando-se a bastões. Os seus poros 

apresentam dimensões médias de 600 nm. 

 

 

 

F igura 21 -  Imagens SEM microcápsulas referência de APA6 com incorporação de 3% de Fe3O4 a várias ampliações. 

Também as microestruturas com 3% de Fe3O4 incorporado apresentam formas igualmente 

semelhantes às MCs vazias, Figura 21, todavia, são notórias as diferenças superficiais. Os poros 

das MCs com Fe3O4 são mais pequenos quando comparados com as restantes MCs em estudo, 

tendo uma média de 175 nm, revelando um elevado grau de cristalinidade. 

É de salientar que as imagens apresentadas referem-se a uma única microcápsula, vazia 

ou com incorporação de partículas magnéticas, que por sua vez foi ampliada numa só zona. 

Assim, ao ampliar outra zona da mesma microcápsula a média de tamanho dos poros pode 

alterar. 

A análise EDAX efetuada sobre as MCs de APA6 com cargas magnéticas incorporadas, 

permitiu afirmar que as cargas se encontram efetivamente no interior das microestruturas. Por 

exemplo, na Figura 22 é apresentado o gráfico da análise EDAX sobre as partículas de Fe3O4, e 

na Figura 23 a análise realizada diretamente sobre a superfície de uma microcápsula com Fe3O4 

incorporado em dois pontos distintos: ponto Z1 à superfície da microcápsula; e no ponto Z2 no 

interior da microcápsula. Como se pode verificar em ambos os pontos não é detectável a 

presença da carga. 

200 µm    100 µm    20 µm    

5 µm    2 µm    1 µm    
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Figura 22 -  Gráfico EDAX sobre as partículas magnéticas de Fe3O4. 

 

F igura 23 -  Gráficos EDAX sobre dois pontos de uma microcápsulas de APA6 com Fe3O4 incorporado. Da esquerda 

para a direita: gráfico do ponto Z1 na superfície da microcápsula, gráfico do ponto Z2 no interior do poro. 

Em suma, as características morfológicas destas microestruturas alargam o espetro de 

aplicações das MCs de APA6 vazias e com cargas magnéticas, uma vez que toda a sua 

superfície contém grupos funcionais que podem ser modificados de forma a possuir uma dada 

propriedade ou desempenhar uma determinada função. 

3.1.4  Calor imetr ia di ferencia l  de varr imento 

A Tabela 7 apresentada os resultados da análise de calorimetria diferencial de varrimento 

realizada a todas as MCs referência. 

Em ambos os aquecimentos, a inclusão de partículas magnéticas nas MCs de APA6 altera 

ligeiramente a temperatura de fusão (Tf), registando-se um aumento de 3 a 5°C, quando estão 

incorporadas partículas de Fe, e de 2 a 9°C quando usadas partículas de Fe3O4.  
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Tabela 7 -  Resultados numéricos do DSC realizado às microcápsulas referência de APA6 - 1º e 2º Aquecimento. 

 1º  Aquecimento 2º Aquecimento 

T ipo de 
Microcápsulas 

Tg 

(°C) 

T f 

(°C) 

ΔHf 

(J/g)  

𝝌𝑪 

(%)  

Tg 

(°C) 

T f 

(°C) 

ΔHf 

(J/g)  

𝝌𝑪 

(%)  

PAMC - 205.9 79.24 41.71 35.8 204.2 34.89 18.36 

Fe_1% - 208.7 82.45 43.39 33.3 205.5 35.76 18.82 

Fe_3% - 208.8 78.63 41.38 32.7 204.8 33.29 17.52 

Fe_5% - 211.1 74.35 39.13 40.9 209.6 35.25 18.55 

Fe3O4_1% - 207.5 78.29 41.21 43.6 207.4 38.28 20.15 

Fe3O4_3% - 215.1 87.67 46.14 44.4 213.6 43.96 23.14 

Fe3O4_5% - 212.5 83.80 44.11 47.4 212.1 43.40 22.84 

 

No primeiro aquecimento, não é possível registar valores associados à temperatura de 

transição vítrea (Tg). Já no segundo aquecimento a Tg aumenta na presença das partículas 

magnéticas, principalmente nas MCs com Fe3O4 incorporado apresentando um acréscimo até 

9.2 °C. Este fenómeno pode ser justificado pela presença de oxigénio no Fe3O4 possibilitando 

assim mais ligações do tipo pontes de hidrogénio entre a carga e as macromoléculas de APA6, 

consequentemente, a carga restringe os movimentos das macromoléculas sendo necessária 

mais energia para libertar essas ligações formadas.  

Os valores do grau de cristalinidade (𝜒!), calculados a partir dos valores da variação da 

entalpia de fusão, são muito próximos em todas as MCs em estudo. As condições do processo 

de síntese possibilitam a obtenção de MCs com um grau de cristalinidade superior ao 

encontrado na PA6 comercial, e, também devido a essas condições a presença das partículas 

magnéticas não interferem no processo de cristalização. Destaca-se o caso particular das 

microestruturas com 3% de Fe3O4 incorporado, em que estas partículas promovem uma maior 

cristalização que as MCs de APA6 vazias aumentado o 𝜒!  em 4.4%. Este aumento pode estar 

associado às características morfológicas das partículas de Fe3O4, uma vez que a sua dimensão 

reduzida pode fazer com que atuem como agentes de nucleação, acelerando o processo de 

cristalização e resultando numa fração mássica cristalina mais elevada. Observa-se ainda, que o 

𝜒!  de todas as MCs em estudo diminuiu significativamente no segundo aquecimento. Tal 

acontece, pois a velocidade de arrefecimento estabelecida para os ensaios (20 °C/min), entre o 

primeiro e o segundo aquecimento, foi mais rápida quando comparada com as condições de 
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síntese, onde as MCs de APA6 estiveram várias horas a temperaturas elevadas, possibilitando 

uma cristalização maior.  

 

 

F igura 24 -  Curvas de DSC das microcápsulas referência de APA6 durante o primeiro e segundo aquecimento. 

Na Figura 24 estão apresentados os termogramas referentes ao primeiro e segundo 

aquecimento, resultantes das análises de DSC realizadas às MCs de APA6 vazias e com 

incorporação magnética, verificando-se entre os dois aquecimentos uma alteração na forma dos 

gráficos. 

O termograma do primeiro aquecimento apresenta um patamar inicial entre os 30 e 

100°C, aproximadamente, que impede o cálculo da Tg. Trata-se de uma processo físico que 

engloba a Tg, desaparecendo após o primeiro aquecimento, assim permite concluir que se trata 

da eliminação de um substância absorvida pelas MCs ou uma relaxação. Averigua-se ainda que 

no primeiro aquecimento surge apenas um pico de fusão, enquanto que no segundo 

aquecimento os termogramas apresentam dois picos de fusão, estando o primeiro entre os 195 

e 202 °C. Estes picos devem-se à presença das duas formas cristalinas características da 

poliamida 6, o primeiro pico, de menor temperatura, é correspondente à sua forma γ, e o 

segundo, mais energético, referente à sua forma α. A forma γ é composta por pontes de 

hidrogénio existentes entre as cadeias paralelas e surge devido ao arrefecimento mais brusco ou 

a uma menor temperatura e cristalização, já a forma α é formada por pontes de hidrogénio 

existentes entre as cadeias antiparalelas apresentando uma estrutura cristalina mais organizada, 

resultante de um arrefecimento lento ou de temperaturas de cristalização mais elevadas. 

Normalmente estas duas formas cristalinas coexistem, sendo uma predominante em relação à 

outra conforme as condições de obtenção das amostras. 
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Como no primeiro aquecimento só existe um pico de fusão, entre 205.9 e 215.1°C, torna-

se evidente que a forma cristalina predominante resultante do processo de síntese é a forma α, 

porém depois da primeira fusão seguida de arrefecimento, verifica-se um polimorfismo, 

passando a estar presentes as formas γ e α. Salienta-se ainda, que no segundo aquecimento o 

pico da forma γ é mais evidente nas MCs com incorporação de Fe3O4 nas percentagens de 3% e 

5%, indicando que esta carga magnética favorece a formação da forma γ de APA6 poliamorfo. 

Também é possível ver, nos dois aquecimentos, que ocorre uma deslocação horizontal 

dos picos de fusão. Este fenómeno acontece em ambas as cargas magnéticas, apesar de se 

verificar uma maior deslocação nas MCs com núcleo de Fe3O4. O acréscimo da percentagem 

incorporada de carga leva assim a uma deslocação dos picos no sentido crescente, ou seja, a 

um aumento da temperatura de fusão. 

 

Tabela 8 -  Resultados numéricos do DSC realizado às microcápsulas referência de APA6 - arrefecimento. 

 Arre fec imento  

Tipo de 
Microcápsulas 

Tc 

(°C) 

ΔHc 

(J/g)  

PAMC 149.9 -47.18 

Fe_1% 152.3 -47.06 

Fe_3% 152.8 -45.29 

Fe_5% 159.5 -46.31 

Fe3O4_1% 154.6 -49.49 

Fe3O4_3% 164.5 -57.41 

Fe3O4_5% 162.7 -56.95 

   

 

F igura 25 -  Curvas de DSC das microcápsulas referência de APA6 durante o arrefecimento. 
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A temperatura de cristalização (Tc) das MCs magnéticas é superior à das MCs vazias, 

indicando que as partículas magnéticas usadas antecipam a recristalização, fazendo com que 

esta ocorra a temperaturas mais elevadas, Tabela 8 e Figura 25. Assim, as partículas 

magnéticas facilitam a cristalização após fusão, favorecendo a formação da gama poliamorfa da 

PA6. 

3.1.4.1  Calor imetr ia di ferencia l  de varr imento a baixas temperaturas 

As microcápsulas foram analisadas por DSC a temperaturas baixas de forma a quantificar 

os seus poros e avaliar os respetivos tamanhos. Contrariamente ao SEM, que permite avaliar a 

porosidade superficial das microestruturas numa dada zona de ampliação, esta técnica 

possibilita o estudo da porosidade global das MCs, ou seja, esta é avaliada desde a superfície ao 

núcleo. 

Conforme referido no capítulo 2, cada amostra foi submersa em água durante 24h sendo 

escorridas imediatamente antes do ensaio. Posteriormente, as microcápsulas foram sujeitas 

somente a um aquecimento num intervalo de temperaturas de -20 °C a 30 °C, com uma 

velocidade de 10 °C/min. Apesar de absorvido o excesso de água nas MCs, alguma parte 

penetrou nos poros das microestruturas congelando aquando o inicio do ensaio, a -20 °C. 

Atingidos os 0 °C, a água retida nos poros das microcápsulas funde, saindo lentamente. 

Os gráficos obtidos neste intervalo de temperaturas apresentam uma forma diferente, 

revelando-se tipicamente dois picos, Figura 26. Teorizou-se que o primeiro pico corresponderia à 

fusão da água contida nos poros superficiais ou de pouca profundidade das MCs, enquanto que 

o segundo pico iria corresponder ao mesmo processo nos poros mais profundos das 

microestruturas. Assim, quanto mais confinada estiver a água mais alta será a temperatura de 

fusão registada. 
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Figura 26 -  Curvas DSC a temperaturas baixas realizado às microcápsulas referência de APA6. Da esquerda para a 

direita: curva ilustrativa dos picos em estudo e curvas obtidas nas microcápsulas. 

Na Tabela 9 estão apresentadas as temperaturas correspondentes a cada pico e a soma 

da variação de entalpia de fusão dos dois picos. 

 

Tabela 9 -  Resultados numéricos do DSC a temperaturas baixas realizado às microcápsulas referência de APA6. 

T ipo de 
Microcápsulas 

T1 

(°C) 

T2 

(°C) 

ΔH1+2 

(J/g)  

PAMC 1.2 6.9 71.7 

Fe_1% 3.2 11.1 161.8 

Fe_3% 3.5 12.1 202.2 

Fe_5% 3.6 11.6 163.2 

Fe3O4_1% 4.5 10.7 170.5 

Fe3O4_3% - 9.7 204.6 

Fe3O4_5% 3.6 12.6 202.0 

Interpretação da Tabela 9: 

T1  -  Temperatura de fusão associada ao primeiro pico; 

T2  -  Temperatura de fusão associada ao segundo pico; 

ΔH1+2  -  Variação de entalpia dos dois picos das temperaturas de fusão. 

 

Analisando as microcápsulas vazias, verifica-se que a fusão da água contida nos poros 

mais superficiais das mesmas ocorre a 1.2 °C, e, o mesmo fenómeno para os poros mais 

profundos acontece a 6.9 °C. Os dados obtidos mostram que a estrutura das MCs de APA6 é 

bastante complexa, apresentado vários níveis de porosidade, sendo que estes representam um 

constrangimento na deslocação da água e consequente fusão. 

A incorporação magnética leva ao aumento das temperaturas de ambos os picos, 

assumindo-se que as partículas magnéticas formam ligações do tipo pontes de hidrogénio com a 
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água, requerendo temperaturas mais elevadas para a sua fusão. Denota-se que o incremento da 

temperatura correspondente ao primeiro pico, aumenta com o incremento da percentagem de 

incorporação, mas o mesmo não se pode afirmar para o segundo pico, não existindo um padrão 

delimitado. 

Comparando ambas as cargas magnéticas, com a incorporação de Fe3O4 é necessária 

mais energia para a fusão da água confinada, quer nos poros superficiais quer nos mais 

profundos. Esta carga tem mais possibilidades de fazer ligações do tipo pontes de hidrogénio 

com a água, devido ao oxigénio nela presente, denotando-se diferenças na posição e forma dos 

picos de ambas as temperaturas. Também a sua morfologia pode afetar a energia de fusão, isto 

porque as partículas de Fe3O4 são mais pequenas que as de Fe podendo-se dispersar melhor 

nos poros das MCs. 

Os resultados obtidos confirmam a porosidade das MCs referência, provando que o seu 

interior é igualmente constituído por poros que aparentam ter diversas formas e tamanhos. O 

formato dos picos revela diferenças na granulometria das MCs, assim, quanto mais estreita a 

forma do pico mais estreita é a distribuição dos tamanhos e formas dos poros, e vice-versa. As 

MCs vazias apresentam curvas diferentes das MCs magnéticas, aparentando uma capacidade 

menor na retenção de água e consequente entalpia de fusão menor. 

3.1.5  Anál ise termogravimétr ica 

No presente estudo, a análise termogravimétrica foi realizada de forma a controlar a 

degradação térmica das microcápsulas. Pretende-se ainda conhecer as quantidades reais de 

cargas magnéticas constituintes dos produtos em pó, avaliando assim a eficácia do método de 

síntese das MCs de APA6 contendo no seu núcleo partículas magnéticas em diferentes 

percentagens, e se estas influenciam a degradação térmica. 

Os resultados numéricos foram obtidos através do tratamento gráfico das curvas de 

retenção da massa das amostras recolhidas no TGA, Figura 27, e são apresentados na Tabela 

10. 
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Tabela 10 -  Resultados numéricos do TGA realizado às microcápsulas referência de APA6. 

T ipo de 
Microcápsulas 

T10% 

(°C) 

TV máx 

(°C) 

Vmáx 

(%/°C) 

RFD 

(%)  

Carga 

Efet iva 

(%)  

PAMC 306 354.47 2.18 1.31 - 

Fe_1% 309 343.44 1.78 2.31 1.00 

Fe_3% 308 354.97 2.26 5.62 4.31 

Fe_5% 316 352.2 2.24 7.47 6.16 

Fe3O4_1% 314 344.83 2.39 2.14 0.83 

Fe3O4_3% 344 429.54 1.01 2.89 1.58 

Fe3O4_5% 340 368.81 1.49 4.25 2.94 

Interpretação da Tabela 10: 

T10% - Temperatura onde se registou 10% de perda de massa; 

TV máx - Temperatura em que a velocidade de degradação foi máxima; 

Vmáx - Velocidade de degradação máxima; 

RFD - Resíduo no final da degradação; 

Carga Efetiva - Carga magnética real incorporado nas MCs, calculado pela diferença entre o resíduo no final 

da degradação das MCs vazias e o resíduo no final de cada amostra de MCs incorporadas com carga. 

 

 

F igura 27 -  Curvas do TGA realizado às microcápsulas referência de APA6. Da esquerda para a direita: curvas 

integrais da degradação térmica e velocidade de degradação térmica correspondente. 

A Figura 27 ilustra as curvas integrais de degradação térmica e de velocidade de 

degradação térmica das MCs vazias e das MCs com incorporação magnética. 

Os resultados apresentados e as curvas termogravimétricas obtidas, mostram que a 

incorporação de cargas magnéticas aumenta a estabilidade térmica das microcápsulas alterando 

a forma como o polímero se degrada termicamente. 
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A incorporação de Fe nas MCs não influencia significativamente a degradação da APA6, 

porém o aumento da percentagem incorporada de Fe faz com que aumente em 10 °C a 

temperatura onde se registou 10% de perda de massa.  

Já as MCs com incorporação de Fe3O4 nas percentagens de 3 e 5% apresentaram um 

aumento relevante na estabilidade térmica, apresentando uma Tv máx. de 75 °C e 14 °C, 

respetivamente. Assume-se assim que a presença de Fe3O4 muda o mecanismo de 

termodegradação das MCs, daí a existência de múltiplos picos nas curvas da velocidade de 

degradação. 

A carga de incorporação magnética nas MCs referência, determinado a partir do peso da 

ε-caprolactama, difere dos valores obtidos para a carga efetiva, por sua vez calculado pela 

diferença entre o resíduo no final de degradação das MCs magnéticas e o resíduo obtido nas 

MCs vazias. Este fenómeno é explicado pela aderência das partículas de Fe e Fe3O4 ao agitador 

magnético, impedindo a sua inclusão nas MCs. Desta forma, nos textos seguintes quando 

referido as microcápsulas com 1% de Fe sabe-se que na realidade a percentagem incorporada é 

de 1%, nas MCs com designação de 3% de Fe a percentagem real incorporada é de 4.31%, 

procedendo-se de igual forma para as restantes percentagens e carga magnética. 

Estes resultados demonstram que, a inclusão de partículas magnéticas nas microcápsulas 

não impede o processo de polimerização aniónica, ocorrendo melhorias das suas estabilidades 

térmicas e consequente desaceleração da taxa de degradação. 

3.3  Microcápsulas Funcional izadas 

3.3.1  Microscopia ót ica de campo claro 

As MCs funcionalizadas com ácido acrílico foram analisadas por microscopia ótica de 

campo claro, de forma a estudar a influência da funcionalização (F) na granulometria das MCs 

referência. 

Na Figura 28 e 29 são apresentados os histogramas construídos para o diâmetro do 

circulo equivalente e a esfericidade, respectivamente, das MCs funcionalizadas. 
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F igura 28 -  Histogramas de frequência do diâmetro do circulo equivalente das microcápsulas de APA6 funcionalizas. 
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F igura 29 -  Histogramas de frequência da esfericidade das microcápsulas de APA6 funcionalizadas. 
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É visível uma diferença na distribuição dos valores de DCE e da esfericidade, quando 

comparados com os obtidos nas MCs referência (Figura 16 e 17), sugerindo que com a 

funcionalização há o aparecimento de mais tamanhos e formas de MCs.  

Os histogramas de DCE denotam uma distribuição mais alargada dos seus valores. Uma 

justificação possível para o acréscimo das microestruturas com menor DCE, passa pelo 

processo de funcionalização utilizado. Aquando a funcionalização, é usado um sistema de 

agitação magnética, podendo este ser responsável pela desagregação de aglomerados em 

microestruturas de menor tamanho, ainda antes de nestas serem enxertadas as ramificações de 

poli(ácido acrílico) (PAA-G). Por outro lado, o PAA-G à superfície das MCs referência faz com que 

estas aumentem o seu tamanho e consequente DCE, apresentando um acréscimo máximo de 

10 µm.   

A estrutura não esférica das MCs referência tem também um papel preponderante na 

esfericidade das microestruturas funcionalizadas, pois as primeiras assumem várias formas e 

tamanhos, podendo esta distorção levar a uma não uniformidade do enxerto de ramificações de 

PAA na superfície das MCs. Assim, a esfericidade média aumentou o seu limite superior de 1.4 

para 1.5 nas MCs com incorporação de 5% de Fe e 3% de Fe3O4. 

Os resultados dos valores médios obtidos no diâmetro do circulo equivalente e na 

esfericidade são apresentados na Tabela 11. 

 

Tabela 11 -  Valores médios do diâmetro do circulo equivalente e esfericidade das microcápsulas de APA6 

funcionalizadas. 

 
D iâmetro do c i rcu lo  equiva lente médio 

(µm) 

Esfer ic idade 

média 

PAMC_F 50-65 1.1-1.4 

Fe_1%_F 45-65 1.2-1.3 

Fe_3%_F 20-35 ; 45-55 1.1-1.4 

Fe_5%_F 30-50 1.2-1.5 

Fe3O4_1%_F 20-35 ; 50-65 1.1-1.4 

Fe3O4_3%_F 30-45 1.2-1.5 

Fe3O4_5%_F 15-30 1.1-1.4 
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3.3.2  Microscopia eletrónica de varr imento 

Foram selecionadas algumas microestruturas funcionalizadas para o ensaio de SEM, 

iguais às amostras referência analisadas pelo mesmo método, onde se pretende avaliar o efeito 

do PAA-G na configuração e porosidade das MCs. 

A morfologia das MCs funcionalizadas assemelha-se à deparada nas microestruturas 

referência, ou seja, também estas são porosas e apresentam uma forma globular que se 

aproxima de uma configuração esférica. Porém, é visível a variação do tamanho dos agregados e 

dos seus poros. 

O PAA-G levou ao aumento do DCE das MCs, provado anteriormente pela microscopia, 

consequentemente a configuração agregacional das MCs funcionalizadas é alterada. O tamanho 

dos agregados é notoriamente superior, aparentando a sobreposição de uma camada sob as 

MCs referência (Figura 19). 

Similarmente, a porosidade das microestruturas funcionalizadas é modificada, sendo que 

o tamanho dos poros é significativamente reduzido, podendo ser justificado pelo seu enchimento 

com o PAA enxertado. As MCs vazias funcionalizadas apresentam um espetro de dimensões 

médias de 344 nm, Figura 30, que quando comparadas com as MCs vazias referência 

apresentam uma diminuição do tamanho dos poros em 481 nm.  

 

 

F igura 30 -  Imagens SEM das microcápsulas vazias funcionalizadas a várias ampliações. 

Já as MCs funcionalizadas com incorporação magnética, Figura 31 e 32, apresentam uma 

diferença maior no tamanho dos poros, em relação às mesmas microestruturas referência 

400 µm    20 µm    

5 µm    1 µm    
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(respetivamente Figura 20 e 21), exibindo dimensões médias de 274 nm com a inclusão de 3% 

de Fe e 167 nm quando é incorporado 3% de Fe3O4.  

 

 

 

F igura 31 -  Imagens SEM das microcápsulas funcionalizadas com incorporação de 3% de Fe a várias ampliações. 

 

 

 

F igura 32 -  Imagem SEM das microcápsulas funcionalizadas com incorporação de 3% de Fe3O4 a várias ampliações. 

3.3.3  Espetroscopia de infravermelhos por transformada de Fourier  

Para comprovar a modificação química, com o PAA-G, realizou-se uma análise 

comparativa de FTIR-ATR a todas as MCs referência e funcionalizadas. Esta análise permiti 

assim avaliar qualitativamente os grupos carboxílicos (COOH) acrescentados.  

200 µm    100 µm    20 µm    

5 µm    2 µm    1 µm    

200 µm    100 µm    20 µm    

5 µm    2 µm    1 µm    
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Na Figura 33, estão representados os espetros obtidos para as MCs vazias referência e 

funcionalizadas, sendo possível verificar que ambas as microestruturas têm bandas de absorção 

de luz infravermelha similares. 

 

 

F igura 33 -  Espetros FTIR-ATR das microcápsulas vazias referência e funcionalizadas. 

 

Os dois espetros exibem bandas de absorção características das cadeias de APA6 tais 

como o comprimento de onda a 1634 cm-1 corresponde ao grupo amida 1, em 1528 cm-1 está 

representado o grupo amida 2 e em 1451 cm-1 o grupo amida 3. Contudo, as bandas de 

absorção das MCs funcionalizadas possuem uma intensidade mais fraca, sugerindo que 

algumas cadeias de APA6 tenham sofrido uma degradação termo-oxidativa tal como Cai et al 

[42] concluíram. 

Tal como suporta a revisão bibliográfica [39][42], com o enxerto de ramificações de PAA 

nas MCs o espetro exibe um deslocamento na região de 1700 a 2900 cm-1, contudo o pico de 

absorção mais intenso surge no comprimento de onda de 1720 cm-1. Este pico corresponde às 

ligações do grupo carboxílico, pelo estiramento da ligação C=O, comprovando assim o acréscimo 

destes grupos nas MCs por via da polimerização radicalar. 

Os restantes espetros das MCs referência e funcionalizadas, apresentaram uma 

configuração idêntica, salientando-se sempre o deslocamento registado anteriormente. Assim, 

nos espetros seguintes foi destacada essa região, de grande interesse para o presente estudo. 
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F igura 34 -  Espetros FTIR-ATR de comparação entre as microcápsulas referência e as respectivas microcápsulas 

funcionalizadas. 

É possível verificar através dos espetros representados na Figura 34, que todas as MCs 

funcionalizadas apresentam o pico característico de COOH, no comprimento de onda de 1720 
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cm-1, alterando somente a intensidade do mesmo. As MCs vazias funcionalizadas e as MCs com 

incorporação de 3% de Fe funcionalizadas destacam-se pela intensidade do pico, apontando que 

nestas microestruturas há mais grupos COOH, ou seja, há mais PAA enxertado, respetivamente 

Figura 34 A e D. 

Em suma, confirma-se o sucesso da modificação quimicamente das MCs pelo acréscimo 

dos grupos COOH, que são posteriormente necessários para a imobilização da proteína nas 

microestruturas.  

3.3.4  Titulação potenciométr ica 

As MCs funcionalizadas foram ainda estudadas por titulação potenciométrica, que 

contrariamente ao FTIR-ATR permite quantificar os grupos carboxílicos introduzidos por PAA-G. 

Na Tabela 12 estão apresentados os valores do teor de COOH nas MCs, calculados a 

partir do peso de cada amostra, da quantidade de hidróxido de sódio necessária para neutralizar 

a solução e da sua molaridade (0.0152 mmol). 

 

Tabela 12 -  Teor dos grupos COOH nas microcápsulas funcionalizadas de APA6. 

T ipo de 

Microcápsulas 

[COOH] 

(mmol/g)  

PAMC_F 0.171 

Fe_1%_F 0.069 

Fe_3%_F 0.171 

Fe_5%_F 0.072 

Fe3O4_1%_F 0.054 

Fe3O4_3%_F 0.087 

Fe3O4_5%_F 0.149 

 

Os resultados obtidos reafirmam a funcionalização, porém mostram que o teor de COOH 

nas MCs varia de acordo com a presença de partículas magnéticas no núcleo das 

microestruturas, assim como o seu tipo e percentagem incorporada.  

No caso da incorporação de Fe3O4 nas MCs, o teor de COOH aumenta com o aumento da 

percentagem integrada, porém com na incorporação de Fe não é visível a mesma norma. Assim, 
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nas MCs com Fe3O4 o maior teor de grupos carboxílicos ocorre com a incorporação de 5%, já nas 

MCs com Fe esse fenómeno acontece quando se incorpora uma percentagem de 3%. 

Este método só avalia os grupos carboxílicos que se dissociam em água e que estão 

presentes na superfície das microcápsulas, logo, assume-se que devido à morfologia altamente 

porosa das MCs os grupos COOH que se encontram nos poros mais profundos podem ter 

alguma dificuldade em se dissociarem. 

Tal como constatado no FTIR-ATR o teor de COOH é maior nas MCs vazias e com 3% de 

Fe incorporado, apontando uma vez mais que nestas microestruturas há mais ramificações de 

PAA enxertados, ou, que a funcionalização nestas microestruturas se deu de forma distinta das 

restantes MCs. 

3.3.5  Calor imetr ia Di ferencia l  de Varr imento 

A Tabela 13, expõe os resultados obtidos da análise de DSC às MCs funcionalizadas, 

vazias e com incorporação magnética. 

Os resultados em ambos os aquecimentos e arrefecimento, quando comparados com os 

adquiridos nas MCs referência (Tabela 7), demostram que o PAA-G altera os valores dos 

parâmetros em estudo. 

 

Tabela 13 -  Resultados numéricos do DSC realizado às microcápsulas funcionalizadas de APA6 - 1º e 2º 

aquecimento. 

 1º  Aquecimento 2º Aquecimento 

T ipo de 
Microcápsulas 

Tg 

(°C) 

T f 

(°C) 

ΔHf 

(J/g)  

𝝌𝑪 

(%)  

Tg 

(°C) 

T f 

(°C) 

ΔHf 

(J/g)  

𝝌𝑪 

(%)  

TCD 

(°C) 

ΔHCD 

(J/g)  

PAMC_F - 201.9 59.53 31.33 51.3 177.7 14.41 7.58 104.7 -10.47 

Fe_1%_F - 204.2 79.32 41.75 47.6 199.0 35.39 18.63 - - 

Fe_3%_F - 204.2 56.96 29.98 56.1 179.4 29.13 15.33 107.3 -6.59 

Fe_5%_F - 207.9 76.01 40.00 47.2 197.4 29.13 15.33 - - 

Fe3O4_1%_F - 206.1 74.17 39.04 58.3 189.5 30.52 16.06 - - 

Fe3O4_3%_F - 214.3 86.86 45.52 59.8 200.7 33.62 17.69 - - 

Fe3O4_5%_F - 210.7 79.46 41.82 54.8 195.9 27.36 14.40 - - 

 

Os dados da tabela mostram que a funcionalização leva à diminuição dos valores de Tf 

nos dois aquecimentos, revelando-se que esta mudança depende do tipo de carga incorporada e 
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do teor das ramificações de PAA presente nas MCs, salientando-se as MCs com incorporação de 

Fe onde ocorreu o maior decréscimo da temperatura, aproximadamente 5 °C. 

Contrariamente os valores da Tg aumentaram com o PAA-G, em particular nas MCs com 

3% Fe incorporado onde ocorreu um acréscimo de 24 °C. O PAA, quando enxertado nas MCs 

porosas, não se limita a criar ligações superficiais mas também dentro dos poros existentes 

desde a superfície até ao núcleo das microestruturas. Assim, este pode atuar com as partículas 

magnéticas incorporadas, criando uma área de interface maior com o polímero e consequente 

contenção dos movimentos da macromolécula, gerando desta forma valores superiores da Tg. 

Este fenómeno é mais notório nas MCs com Fe3O4, podendo ser comparável com os resultados 

obtidos por Yamaguchi et al. [105] que produziram compostos amorfos através da reação de 

óxido de estanho e PAA. 

Também os valores da 𝜒!  diminuíram até 11.4 °C pois a presença de PAA-G impede a 

cristalização de APA6, atestando que com a funcionalização ocorreu a formação de um 

copolímero. 

Evidenciam-se as MCs vazias e com 3% de Fe, amostras que apresentaram maior teor de 

COOH (Tabela 12), que apresentam cristalização dinâmica aquando o segundo aquecimento. 

PAA-G impede de alguma forma a cristalização nestas amostras, não conseguindo cristalizar 

durante o arrefecimento. 

 

F igura 35 -  Curvas de DSC das microcápsulas funcionalizadas de APA6 durante o primeiro e segundo aquecimento. 

Os termogramas, Figura 35, referentes ao primeiro e segundo aquecimento das MCs 

funcionalizadas com PAA apresentam alterações na sua configuração.  
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No primeiro aquecimento o patamar inicial, que surge entre os 50 °C e 100 °C, 

comprova a funcionalização das MCs, uma vez que a qualidade higroscópica do PAA leva ao 

aumento da intensidade do pico. 

Os termogramas do segundo aquecimento, são aqueles que apresentam mais diferenças 

quando comparados com as MCs referência (Figura 24). Aquando o segundo aquecimento, o 

patamar inicial é atenuado, à exceção as MCs vazias e com incorporação de 3% de Fe indicando 

uma vez mais que nestas microestruturas há uma grande quantidade de PAA-G. É ainda possível 

ver, que estas microestruturas exibem perto dos 100 °C um pico exotérmico indicando uma 

cristalização dinâmica a temperaturas altas, sendo que as cristalites formadas são de pequenas 

dimensões e/ou imperfeitas, daí fundirem a Tf  muito inferiores. As mesmas MCs exibem 

também um pico de fusão menos energético e a sua deslocação horizontal no sentido  

decrescente. 

Contrariamente às MCs referência, não é possível distinguir em nenhuma microestrutura 

o pico de temperatura de fusão referente à forma cristalina γ de PA6. Assim, a PAA-G não 

modifica a forma cristalina predominante deste polímero, a forma α, detetável em ambos os 

aquecimentos. 

 

Tabela 14 -  Resultados numéricos do DSC realizado às microcápsulas de APA6 - arrefecimento. 

 Arre fec imento  

Tipo de 
Microcápsulas 

Tc 

(°C) 

ΔHc 

(J/g)  

PAMC_F - - 

Fe_1%_F 145.9 -44.63 

Fe_3%_F - - 

Fe_5%_F 147.3 -37.74 

Fe3O4_1%_F 132.1 -34.90 

Fe3O4_3%_F 148.9 -44.19 

Fe3O4_5%_F 142.3 -39.78 
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Figura 36 -  Curvas do DSC realizado às microcápsulas funcionalizadas de APA6 durante o arrefecimento. 

A Tabela 14 e Figura 36, expõem que a presença de PAA-G dificultam ou impendem a 

cristalização do polímero quando esta ocorre em fase de arrefecimento. 

As MCs vazias e com incorporação de 3% de Fe não conseguiram cristalizar durante o 

arrefecimento, podendo ser justificado pela maior quantidade de PAA a elas associada. 

As restantes microestruturas cristalizaram com alguma dificuldade podendo-se associar 

este facto à presença dos domínios cristalinos pequenos ou imperfeitos, e em pouca 

concentração, denotando-se que o ΔHc  é muito próxima de ΔHf do segundo aquecimento. 

Excetua-se as MCs com 1% de Fe que mostram valores mais similares às MCs referência com a 

mesma incorporação, aproximadamente 45 °C. 

Ao relacionar os valores obtidos neste ensaio com os da titulação potenciometrica, pensa-

se que a penetração de PAA nas MCs varia com o tipo de partículas magnéticas incorporadas. A 

análise de DSC mostra também a possibilidade de existirem mais PAA-G nas MCs vazias e com 

3% de Fe incorporado do que revelou a titulação.  

3.3.5.1  Calor imetr ia di ferencia l  de varr imento a baixas temperaturas 

Na Tabela 15 encontram-se os dados referentes ao segundo ensaio de DSC realizado às 

MCs funcionalizadas, sujeitas apenas a um aquecimento num intervalo de temperaturas de -20 

°C a 30 °C com uma velocidade de 10 °C/min. 
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Tabela 15 -  Resultados numéricos do DSC a baixas temperaturas realizado às microcápsulas funcionalizadas de 

APA6. 

T ipo de 
Microcápsulas 

T1 

(°C) 

T2 

(°C) 

ΔH1+2 

(J/g)  

PAMC_F 4.7 10.2 161.2 

Fe_1%_F 3.0 13.9 180.2 

Fe_3%_F 3.2 10.7 154.5 

Fe_5%_F 2.9 8.5 97.3 

Fe3O4_1%_F 3.1 12.4 205.4 

Fe3O4_3%_F 3.5 11.7 200.5 

Fe3O4_5%_F 3.8 12.8 210.7 
 

Interpretação da Tabela 15: 

T1  -  Temperatura de fusão associada ao primeiro pico; 

T2  -  Temperatura de fusão associada ao segundo pico; 

ΔH1+2  -  Variação de entalpia dos dois picos das temperaturas de fusão. 

 

F igura 37 -  Curvas do DSC a temperaturas baixas realizado às microcápsulas de APA6 funcionalizadas. 

A Figura 37 representa os gráficos obtidos no ensaio de DSC às MCs funcionalizadas, 

sendo possível verificar a mesma conformação encontrada nas MCs referência (Figura 26).  

 Apesar do PAA ser higroscópico, aparentemente a funcionalização não gera alterações na 

temperatura correspondente ao primeiro pico nas MCs magnéticas. Contrastando, temos as 

MCs vazias cuja temperatura aumentou 3.5 °C com a funcionalização. Já a temperatura do 

segundo pico mostrou aumentar com a modificação química das MCs, aumentando 

principalmente nas microestruturas vazias em 3.3 °C. Assim, supõem-se que o PAA impeça a 

passagem da água ou até de pequenos cristais de água semicongelados contidos no interior das 

microcápsulas, implicando temperaturas mais elevadas para a sua fusão. 
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A presença de Fe3O4 requer mais energia para a fusão da água presente nas MCs 

funcionalizadas, aumentando a variação de entalpia com o aumento da percentagem 

incorporada. O oposto ocorre nas MCs funcionalizadas com inclusão de Fe, ou seja, o acréscimo 

das percentagens de incorporação de Fe conduz à diminuição da energia necessária para a 

fusão total da água confinada. Esta diferença pode ser justificada uma vez mais pela 

possibilidade do Fe3O4 fazer mais ligações do tipo pontes de hidrogénio com a água e pela sua 

morfologia. 

Fazendo uma comparação direta entre as entalpias de fusão das amostras 

funcionalizadas e das referência (Tabela 9), o enxerto de ramificações de PAA gera uma 

unificação na distribuição dos poros, quer relativamente aos seus tamanhos quer na sua 

disposição ao longo da estrutura das MCs. Denota-se ainda, que a funcionalização afetou as 

microcápsulas vazias de forma diferente aumentando a sua entalpia de fusão em 89.5 J/g 

enquanto que nas MCs com partículas magnéticas incorporadas as entalpia são muito próximas. 

3.3.6  Anál ise Termogravimétr ica 

A análise de TGA a todas as MCs funcionalizadas possibilita comprovar a funcionalização 

e estudar a sua influência na estabilidade térmica das MCs, vazias e com incorporação de 

partículas magnéticas. A Tabela 16 apresenta os resultados obtidos na análise. 

 

Tabela 16 -  Resultados numéricos do TGA realizado às microcápsulas funcionalizadas de APA6. 

T ipo de 
Microcápsulas 

T10% 

(°C) 

TV máx 

(°C) 

Vmáx 

(%/°C) 

RFD 

(%)  
 

Rs 

(%)  

ΔRf 

(%)  

PAMC_F 334 454.01 0.97 3.73  1.31 2.42 

Fe_1%_F 371 462.6 1.72 3.15  2.31 0.84 

Fe_3%_F 333 445.1 0.96 6.02  5.62 0.40 

Fe_5%_F 366 460.3 1.24 6.81  7.47 -0.66 

Fe3O4_1%_F 368 462.6 1.72 3.99  2.14 1.85 

Fe3O4_3%_F 379 459.53 1.66 3.92  2.89 1.03 

Fe3O4_5%_F 363 455.68 1.41 5.05  4.25 0.80 

Interpretação da Tabela 16: 

T10% - Temperatura onde se registou 10% de perda de massa; 

TV máx - Temperatura em que a velocidade de degradação foi máxima; 

Vmáx - Velocidade de degradação máxima; 
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RFD - Resíduo no final da degradação das MCs funcionalizadas; 

Rr/f  - Resíduo no final da degradação das MCs referência; 

ΔRf - Cálculo da diferença entre o resíduo obtido na funcionalização e o resíduo obtido na síntese para as 

mesmas MCs. 

 

 

F igura 38 -  Curvas do TGA realizado às microcápsulas funcionalizadas de APA6. Da esquerda para a direita: curvas 

integrais da degradação térmica e curva de velocidade de degradação térmica correspondentes. 

Os resultados obtidos e as curvas termogravimétricas, Figura 38, não só comprovam a 

funcionalização das MCs, assim como mostram que este processo aumenta a estabilidade 

térmica das microestruturas. 

As perdas de 10% massa das microestruturas funcionalizadas iniciam a temperaturas 

superiores às encontradas nas MCs referência (Tabela 10), salientando-se as microestruturas 

com 1% de Fe incorporado, onde há um aumento de 62 °C. 

O enxerto de ramificações de PAA nas MCs gera vários processos de degradação, 

identificados pelos vários picos nas curvas da velocidade de degradação térmica. Evidencia-se 

ainda que, as MCs vazias e com incorporação de 3% de Fe apresentam a menor velocidade de 

degradação máxima das amostras em estudo, sendo também inferior à obtida para as mesmas 

MCs referência diminuindo entre 1.21 e 1.3 %/°C, respectivamente (Tabela 10). 

A partir da diferença entre o resíduo inorgânico, no final da degradação, das MCs 

funcionalizadas e das MCs referência é possível validar o PAA-G nas microestruturas. Como se 

comparam resíduos obtidos em amostras diferentes, os valores calculados são somente 

indicativos, daí o valor calculado para as MCs com 5% de Fe ser negativo, contudo, o que se 

poderia aproximar mais do resíduo real da funcionalização seria o referente às MCs vazias. 
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3.4  Microcápsulas com BSA Imobi l izada 

De acordo com a literatura analisada [39][42], a imobilização da proteína albumina de 

soro bovino (BSA) deve ocorrer nas MCs de APA6 previamente funcionalizadas com o enxerto de 

ramificações de PAA, e na presença de um ativador dos grupos COOH, neste caso N-(3-

Dimetilaminopropil)-N’-etilcarbodiimida (EDC). 

A similaridade química com as proteínas e a composição química do substrato de 

imobilização, as MCs de APA6, gerou interesse numa possível imobilização proteica sem a 

adição do ativador EDC. Decidiu-se ainda fazer ensaios de imobilização proteica nas MCs que 

não sofreram funcionalização, ou seja, as MCs referência. 

Assim, os resultados apresentados nesta secção fazem uma comparação direta entre os 

quatro estudos realizados: 

• Imobilização de BSA com ativador (IC) nas MCs funcionalizadas; 

• Imobilização de BSA sem ativador (IS) nas MCs funcionalizadas; 

• Imobilização de BSA com ativador nas MCs não funcionalizadas; 

• Imobilização de BSA sem ativador nas MCs não funcionalizadas. 

3.4.1  Microscopia ót ica de campo claro 

Os novos conjugados proteína-polímero foram primeiramente analisados por microscopia 

ótica de campo claro permitindo observar as alterações dimensionais ocorridas. Nos Anexos 2, 

3, 4 e 5 estão representados os histogramas de frequência construídos com os dados obtidos. 

 A imobilização de BSA nas MCs funcionalizadas, com ativador e sem ativador, tem os 

valores médios do DCE e da esfericidade apresentados na Tabela 17. 
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Tabela 17 -  Valores médios do diâmetro do circulo equivalente e esfericidade das microcápsulas funcionalizadas e 

com BSA imobilizada, com e sem ativador. 

 
Imobi l ização com At ivador 

( IC)  

Imobi l ização sem At ivador 

( IS)  

 
DCE médio 

(µm) 

Esfer ic idade 

média 

DCE médio 

(µm) 

Esfer ic idade 

média 

PAMC_F 55-75 1.1-1.3 40-55 1.1-1.4 

Fe_1%_F 60-70 1.1-1.4 50-65 1.1-1.4 

Fe_3%_F 15-30 ; 45-65 1.1-1.4 15-30 ; 40-55  1.1-1.4 

Fe_5%_F 20-35 1.1-1.4 20-35 1.1-1.4 

Fe3O4_1%_F 25-40 ; 60-70 1.1-1.3 20-30 ; 55-65 1.1-1.4 

Fe3O4_3%_F 10-25 1.1-1.4 15-30 1.1-1.4 

Fe3O4_5%_F 10-20 1.1-1.4 10-20 ; 40-50 1.1-1.4 

 

Os valores associados ao DCE médio das microestruturas funcionalizadas variam quando 

a imobilização se faz com e sem a presença de ativador. A imobilização proteica realizada sem a 

presença de ativador, comparando com a imobilização com ativador, nas MCs funcionalizadas 

expõem uma diminuição do DCE somente nas microestruturas vazias e valores semelhantes 

para as restantes. Salientam-se as microestruturas com 5% de Fe3O4 incorporado, que 

apresentam uma distribuição bimodal quando a imobilização ocorre sem ativador, fenómeno não 

detetável para as mesmas MCs funcionalizadas e após a imobilização com ativador. 

Relativamente à esfericidade média, os dois tipos de imobilização nas MCs funcionalizadas 

apresentam valores muito similares. 

Comparando estes valores com os obtidos nas MCs funcionalizadas (Tabela 11) a 

imobilização na presença de ativador apresenta um ligeiro aumento de DCE em todas as 

microestruturas, excetuando as MCs com 3% e 5% de Fe3O4 integrado que diminuem até 20 µm. 

Por outro lado a esfericidade média não apresentou diferenças significativas. 

A Tabela 18 apresenta os valores médios obtidos na imobilização, com e sem ativador, 

nas MCs não funcionalizadas. 
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Tabela 18 -  Valores médios do diâmetro do circulo equivalente e esfericidade das microcápsulas referência e com 

BSA imobilizada, com e sem ativador. 

 
Imobi l ização com At ivador 

( IC)  

Imobi l ização sem At ivador 

( IS)  

 
DCE médio 

(µm) 

Esfer ic idade 

média 

DCE médio 

(µm) 

Esfer ic idade 

média 

PAMC 15-20 1.1-1.3 40-50 1.1-1.4 

Fe_1% 30-45 1.1-1.4 55-70 1.2-1.4 

Fe_3% 20-35 ; 45-60 1.1-1.4 5-20 ; 30-40 1.1-1.4 

Fe_5% 15-30 1.2-1.5 20-40 1.1-1.4 

Fe3O4_1% 20-35 ; 50-65 1.1-1.4 20-35 1.1-1.4 

Fe3O4_3% 15-30 1.1-1.4 10-25 1.1-1.4 

Fe3O4_5% 15-30 1.1-1.4 10-30 1.1-1.4 

 

Em geral, a imobilização sem ativador realizada nas MCs referência leva à diminuição dos 

valores do DCE médio, só nas MCs vazias e com 1% de Fe incorporado é que a tendência difere, 

apresentando um aumento. 

Fazendo uma comparação direta com os resultados obtidos nas MCs referência (Tabela 

6), as dimensões das microestruturas são similares. Porém, com a imobilização na presença de 

ativador, as MCs vazias e com 1% de Fe apresentam uma diminuição significativa nos valores 

médios de DCE, respetivamente, até 45 µm e 20 µm. A esfericidade média das MCs referência 

e com BSA imobilizada apresentam uma diminuição no seu primeiro valor, quando comparada 

com os resultados obtidos nas MCs referência, implicando o aumento de microestruturas cuja 

configuração se aproxima mais a uma esfera, esfericidade igual a 1. 

3.4.2  Microscopia Eletrónica de Varr imento 

A imobilização de BSA com auxílio de ativador sob as microestruturas previamente 

estudadas, exibiu variações morfológicas detectáveis no SEM. Assim, foi analisada a imobilização 

com ativador nas MCs referência e funcionalizadas, vazias e com incorporação magnética de 3% 

de Fe e 3% de Fe3O4. 

Na Figura 39 são apresentadas as imagens SEM das MCs vazias, na Figura 40 as MCs 

com 3% de Fe e por fim na Figura 41 as MCs com incorporação de 3% de Fe3O4, todas elas 

funcionalizadas e com BSA imobilizada com ativador. 



Capí tu lo I I I  – Apresentação e Discussão de Resul tados 

 

   

 

81 

O processo de imobilização proteica nas MCs funcionalizadas leva ao aparecimento de 

uma terceira camada, a camada superior visível, depositada sobre o revestimento/camada da 

funcionalização. Estas, apresentam uma morfologia muito particular, em que as camadas 

superiores das microestruturas aparentam estar fundidas, sendo este fenómeno mais perceptível 

nas MCs funcionalizadas com cargas magnéticas incorporadas. 

Relativamente à porosidade das microcápsulas funcionalizadas e com BSA imobilizada 

com ativador, e avaliando somente a zona ampliada, é observável que a dimensão dos poros 

visíveis aumentou. Apesar de existir a possibilidade da diminuição do tamanho dos poros nas 

camadas adjacentes, pelo preenchimento dos mesmos com BSA, os poros visíveis pertencem 

exclusivamente ao revestimento proteico externo. A dimensão média dos poros das MCs 

funcionalizadas e com BSA imobilizada varia uma vez mais com a incorporação magnética, as 

MCs vazias apresentam uma média de 272 nm, as MCs com 3% de Fe incorporado de 1 µm e a 

incorporação de 3% de Fe3O4 gerou poros com tamanhos médios de 325 nm, respectivamente 

Figuras 39, 40 e 41. 

 

 

F igura 39 -  Imagens SEM das microcápsulas vazias funcionalizadas, e com BSA imobilizada na presença de ativador, 

várias ampliações. 

 

20 µm    

1 µm    5 µm    

400 µm    
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Figura 40 -  Imagens SEM das microcápsulas com incorporação de 3% de Fe funcionalizadas e com BSA imobilizada 

com ativador, várias ampliações. 

 

 

F igura 41 -  Imagens SEM das microcápsulas com incorporação de 3% de Fe3O4, funcionalizadas e com BSA 

imobilizada com ativador, várias ampliações. 

Observa-se que a imobilização afecta as microestruturas referência de forma diferente, 

Figura 42 e 43. Estas apresentam uma configuração aparente muito similar à encontrada nas 

MCs referência, todavia, denotam-se diferenças na porosidade das mesmas de acordo com a 

incorporação de partículas magnéticas. A dimensão média dos poros das MCs é de 531 nm com 

a incorporação de 3% de Fe e 170 nm quando é incorporado 3% de Fe3O4, Figura 42 e 43 

respetivamente. 

Quando comparadas com as MCs referência (Figura 20 e 21), a imobilização nas MCs 

referência com núcleo magnético gerou poros com tamanhos muito similares. 

200 µm    100 µm    20 µm    

5 µm    2 µm    1 µm    

200 µm    100 µm    20 µm    

5 µm    2 µm    1 µm    
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Figura 42 -  Imagens SEM das microcápsulas com incorporação de 3% de Fe, referência e com BSA imobilizada com 

ativador, várias ampliações. 

 

 

F igura 43 -  Imagens SEM das microcápsulas com incorporação de 3% de Fe3O4 referência e com BSA imobilizada 

com ativador, várias ampliações. 

As imagens obtidas pelo SEM, mostram de forma clara a diferença da natureza do 

processo de imobilização de BSA quando este se realiza sob as MCs enxertadas com 

ramificações de PAA e nas MCs referência.  

3.4.3  Percentagem de imobi l ização de BSA 

A imobilização da BSA sobre as MCs referência e funcionalizadas foi avaliada usando o 

método colorimétrico com ácido bicinconínico (BCA), baseando-se na capacidade da proteína 

reduzir Cu2+ em Cu+1. Este último, em conjunção com o BCA forma um complexo de cor roxa 

200 µm    100 µm    20 µm    

5 µm    2 µm    1 µm    

200 µm    100 µm    20 µm    

5 µm    2 µm    1 µm    
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cuja intensidade da tonalidade é diretamente proporcional à concentração da proteína, sendo 

detétavel a absorbância no UV-VIS no comprimento de onda de 562 nm. 

Os gráficos representam a percentagem de imobilização de BSA nas MCs funcionalizadas 

com ativador e sem ativador, Figura 44 A e C, e nas MCs referência com e sem ativador, Figura 

44 B e D. 

 

 

 

F igura 44 -  Percentagem de imobilização de BSA entre 3h e 48h. A - Imobilização com ativador nas microcápsulas 

funcionalizadas; B - Imobilização com ativador nas microcápsulas referência; C - Imobilização sem ativador nas microcápsulas 

funcionalizadas; D - Imobilização sem ativador nas microcápsulas referência. 

Comparando os quatro estudos realizados conclui-se que nas condições dos ensaios o 

tempo de imobilização ideal é de 24h, ocorrendo um processo reversível após esse período. 

Com este tempo de imobilização a percentagem em ambos os tipos de microcápsulas, 

referência e funcionalizadas, apresenta valores acima de 65%. Os dados obtidos são muito 

semelhantes quando a imobilização se faz com e sem a presença de ativador, porém os 

resultados são ligeiramente superiores quando usado EDC alcançando percentagens entre 75 e 

80%. Já no estudo de imobilização sem ativador são apresentadas percentagens entre 65 e 77%. 
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Analisando o efeito do enxerto de ramificações de PAA, os resultados obtidos na 

percentagem de BSA imobilizada são muito semelhantes entre as MCs funcionalizadas e as MCS 

referência, apresentado ao fim de 24h valores compreendidos entre 65 e 80%. 

Quanto à influência da presença de partículas magnéticas na imobilização com ativador, 

nas MCs funcionalizadas salientam-se a incorporação de 3% de Fe e 1% de Fe3O4, já nas MCs 

não funcionalizadas as microestruturas vazias e com 1% de Fe3O4 incorporado são as que 

apresentam uma maior percentagem de imobilização proteica. Na imobilização sem ativador, 

destaca-se claramente a incorporação de 5% de Fe3O4 nas MCs funcionalizadas, enquanto que 

nas MCs não funcionalizadas todas as microestruturas apresentam percentagens similares de 

imobilização de BSA. 

Resumindo, assume-se que a APA6 é um bom substrato para a imobilização proteica uma 

vez que findas 3h de imobilização se obtêm percentagens altas de imobilização de BSA. Esta 

conclusão levou ao estudo do rastreamento do processo de imobilização até às 3h, sendo 

selecionadas apenas algumas amostras, Figura 45. 

 

 

F igura 45 -  Percentagem de imobilização da BSA, com (IC) e sem (IS) ativador, durante as três primeiras horas do 

processo. 

É possível comprovar que a percentagem de imobilização de BSA nas MCs selecionadas 

apresenta valores superiores a 60% após 30 minutos, aparentando que a presença de ativador 

no processo de imobilização produz resultados mais estáveis. O PAA-G não têm grande 

influência na percentagem de BSA imobilizada nas MCs. 

É de salientar que os resultados obtidos nestes estudos, diferem dos espectáveis tendo 

por base a literatura recolhida. Assim, para que ocorra a imobilização proteica nos substratos de 
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APA6, é dispensável a sua funcionalização prévia e a presença de ativador dos grupos COOH 

aquando o processo de imobilização proteica. 

3.4.4  Espetroscopia de infravermelhos por transformada de Fourier  

O ensaio de FTIR-ATR foi realizado a todas as MCs com BSA imobilizada, com e sem a 

influência do ativador EDC, complementando a autenticação da imobilização proteica nas 

mesmas. 

Na Figura 46 estão representados os espetros das MCs vazias funcionalizadas, das MCs 

vazias funcionalizadas cuja imobilização foi realizada com ativador e da proteína BSA. 

 

 

F igura 46 -  Espetros FTIR-ATR comparando as microcápsulas funcionalizadas, microcápsulas funcionalizadas e com 

BSA imobilizada com ativador, e a proteína BSA. 

É possível verificar que as microestruturas e a proteína têm bandas de absorção idênticas, 

uma vez que a proteína é uma poliamida natural, variando a intensidade dos seus picos. 

O espetro de BSA exibe bandas de absorção de luz infravermelha no comprimento de 

onda 3300 cm-1, que corresponde à vibração de estiramento da ligação N-H. É ainda possível 

verificar um pico próximo de 1650 cm-1 que representa a banda de amida 1, consequente do 

estiramento da ligação C=O. Surgem picos similares correspondentes a amida 2 nos 

comprimentos de onda a 1540 cm-1, devido à deformação da ligação N-H, e amida 3 no 

comprimento de onda a 1240 cm-1, resultante do estiramento de C-N. 

A grande diferença entres os três espetros analisados surge no comprimento de onda a 

1720 cm-1, pico registado nas microestruturas após o acréscimo dos grupos COOH pela 
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funcionalização, não sendo detectado na BSA. Logo, devido à similaridade detetada, nos 

espetros seguintes foi destacada a região envolvente a esse pico. 

 

 

 

 

F igura 47 -  Espetros FTIR-ATR comparando: microcápsulas funcionalizadas, microcápsulas funcionalizadas e com 

BSA imobilizada com (IC) e sem (IS) ativador, e a proteína BSA 
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Nas MCs funcionalizadas, Figura 47, verifica-se que a imobilização de BSA altera a 

configuração do pico no comprimento de onda a 1720 cm-1. O pico apresenta uma banda mais 

larga e uma redução considerável de intensidade, indicando que a proteína participou na 

redução dos grupos COOH, corroborando assim a imobilização da BSA nas MCs. 

Como espectável, os espetros obtidos nas MCs não funcionalizadas, Figura 48, não 

exibem o pico no comprimento de onda a 1720 cm-1, representativo do PAA-G nas 

microcápsulas, logo, com a imobilização de BSA não surgem variações nessa região. Contudo, 

salienta-se a diminuição da intensidade dos picos da amida 1 e 2 nos comprimentos de onda a 

1634 e 1537 cm-1, respectivamente, nas MCs com 3% de Fe incorporado e cuja imobilização foi 

realizada com ativador, Figura 47 D. 
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Figura 48 -  Espetros FTIR-ATR comparando: microcápsulas referência, microcápsulas referência e com BSA 

imobilizada com (IC) e sem (IS) ativador, e a proteína BSA. 

Por comparação dos diferentes espetros obtidos, nas MCs referência e nas MCs 

funcionalizadas, relativamente aos dois tipos de imobilização realizados, com ativador e sem 

ativador, não é possível verificar diferenças no pico em estudo quanto à sua intensidade e forma. 

Porém, nestes espetros surge uma pequena alteração na região entre 1660 e 1668 cm-1, 

pertencente ao estiramento da ligação C=C. Esta modificação é mais evidente nas MCs 

funcionalizadas e quando a imobilização é realizada na presença do ativador. 

Apesar da BSA possuir os mesmos grupos amida que a APA6, e consequentemente as 

MCs de APA6, os seus picos são significativamente mais amplos. Assim, é possível atribuir o 

alargamento das bandas de amida 1 e 2 nas MCs com BSA imobilizada, com e sem ativador, à 

contribuição desta proteína nas microestruturas. Este fenómeno consolida a imobilização em 

todas as microcápsulas, principalmente nas referência onde não é detectável o pico COOH a 

1720 cm-1, Figura 48. 

3.4.5  Calor imetr ia Di ferencial  de Varr imento 

No Anexo 6, é apresentado o gráfico referente ao ensaio de DSC realizado à albumina de 

soro bovino, sujeita aos mesmos intervalos de aquecimento e arrefecimento que as 

microcápsulas em estudo. Este tem apenas interesse didático, uma vez que a partir dos 40 °C 

ocorre a desnaturação da proteína e consequente perda estrutural, não se podendo comparar 

com a APA6. 

Também todos os híbridos proteína-polímero foram analisados por DSC. Na Tabela 19 e 

20 são apresentados os resultados obtidos na imobilização proteica sob as microcápsulas 

funcionalizadas.  
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Tabela 19 -  Resultados numéricos do DSC realizado às microcápsulas funcionalizadas e com BSA imobilizada, com e 

sem ativador - 1º e 2º aquecimento. 

 

Tabela 20 -  Resultados numéricos do DSC realizado às microcápsulas funcionalizadas e com BSA imobilizada, com e 

sem ativador - arrefecimento. 

 
Imobi l ização com 

at ivador  ( IC)  

Imobi l ização sem 

at ivador  ( IS)  

 Arre fec imento  

Tipo de 
Microcápsulas 

Tc 

(°C) 

ΔHc 

(J/g)  

Tc 

(°C) 

ΔHc 

(J/g)  

PAMC_F 130.6 -8.37 133.8 -24.81 

Fe_1%_F 144.0 -20.19 150.9 -22.06 

Fe_3%_F 135.0 -11.60 149.8 -11.06 

Fe_5%_F 147.1 -19.84 147.3 -27.17 

Fe3O4_1%_F 137.8 -18.03 140.6 -15.04 

Fe3O4_3%_F 152.4 -16.29 154.5 -14.77 

Fe3O4_5%_F 144.2 -17.44 153.4 -23.20 

 

Em ambos os estudos de imobilização proteica a presença das cargas magnéticas nas 

microestruturas funcionalizadas, Tabela 19, gera alterações na temperatura de fusão. Com a 

incorporação de partículas magnéticas nas MCs a Tf aumenta proporcionalmente, ou seja, 

quanto maior a percentagem de incorporação maior é a temperatura registada. Também os 

 
Imobi l ização com at ivador 

( IC)  

Imobi l ização sem at ivador 

( IS)  

 1º  Aque.  2º Aque.  1º Aque.  2º Aque 

T ipo de 
Microcápsulas 

T f 

(°C) 

ΔHf 

(J/g)  

𝝌𝑪 

(%)  

Tg 

(°C) 

T f 

(°C) 

ΔHf 

(J/g)  

𝝌𝑪 

(%)  

Tg 

(°C) 

PAMC_F 205 30.93 16.28 56.1 204.9 74.10 39.00 54.8 

Fe_1%_F 204.8 39.28 20.68 54.4 205.9 43.46 22.87 54.2 

Fe_3%_F 206.8 26.07 13.72 51.1 207.3 23.95 12.60 52.5 

Fe_5%_F 208.9 41.74 21.97 55.1 209.1 59.28 31.20 56.9 

Fe3O4_1%_F 207.3 38.82 20.43 56.1 205.3 30.66 16.14 54.8 

Fe3O4_3%_F 213.9 32.74 17.23 52.6 213.1 28.77 15.14 52.5 

Fe3O4_5%_F 211.9 35.75 18.81 54.9 211.9 32.75 17.24 54.0 
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valores calculados para o grau de cristalinidade sofrem algumas oscilações. Comparando ambas 

as imobilizações, denota-se que a presença de ativador gera a diminuição do 𝜒!  até 23% nas 

MCs vazias e com incorporação de Fe. 

Nos ensaios realizados não foi possível assinalar a temperatura de transição vítrea 

aquando o primeiro aquecimento, contudo o segundo aquecimento mostrou que a Tg apresenta 

valores muito similares em todas as MCs. Evidenciam-se os valores mais elevados para esta 

temperatura nas MCs vazias e com incorporação de 1% de Fe3O4, quando a imobilização ocorre 

com ativador, e nas MCs com 5% de Fe incorporado na imobilização sem ativador. 

A Tc em ambas as imobilizações apresenta valores próximos, Tabela 20, sendo 

ligeiramente superior quando a imobilização ocorre sem ativador, entre 2 e 14.8 °C. 

Fazendo uma comparação direta entre os resultados obtidos nas MCs funcionalizadas 

(Tabela 13 e 14) com os encontrados nas MCs funcionalizadas e com BSA imobilizada, com e 

sem ativador, denotam-se algumas mudanças nos parâmetros em estudo. A Tf e a Tg expõem 

valores muito aproximados, todavia, os valores de 𝜒!  nas MCs com proteína diminuem 

drasticamente, como é o caso das microestruturas com 3% de Fe incluído cuja imobilização 

ocorreu com ativador, em que é observável uma diminuição de 16%. A imobilização aparenta 

não alterar os valores de Tc, excetuando as MCs com 5% de Fe3O4 com BSA imobilizada sem 

ativador onde ocorreu um aumento de 11 °C. 

 

Tabela 21 -  Resultados numéricos do DSC realizado às microcápsulas referência e com BSA imobilizada, com e sem 

imobilizador - 1º e 2º aquecimento. 

 
Imobi l ização com at ivador 

( IC)  

Imobi l ização sem at ivador 

( IS)  

 1º  Aque.  2º Aque.  1º Aque.  2º Aque 

T ipo de 
Microcápsulas 

T f 

(°C) 

ΔHf 

(J/g)  

𝝌𝑪 

(%)  

Tg 

(°C) 

T f 

(°C) 

ΔHf 

(J/g)  

𝝌𝑪 

(%)  

Tg 

(°C) 

PAMC 205.5 48.89 25.73 51.3 206.1 40.37 21.25 52.6 

Fe_1% 208.5 41.16 21.66 52.6 208.2 46.18 24.30 52.4 

Fe_3% 209.5 33.89 17.84 52.3 209.7 34.74 18.28 51.4 

Fe_5% 209.8 59.81 31.48 51.6 210.4 37.13 19.54 52.9 

Fe3O4_1% 207.1 41.20 21.68 53.1 207.7 40.12 21.11 54.8 

Fe3O4_3% 213.4 38.63 20.33 51.6 214.9 32.48 17.09 51.6 

Fe3O4_5% 212.0 38.37 20.19 51.3 212.1 44.43 23.38 51.9 
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Tabela 22 -  Resultados numéricos do DSC realizado às microcápsulas referência e com BSA imobilizada, com e sem 

ativador - arrefecimento. 

 
Imobi l ização com 

at ivador  ( IC)  

Imobi l ização sem 

at ivador  ( IS)  

 Arre fec imento 

T ipo de 
Microcápsulas 

Tc 

(°C) 

ΔHc 

(J/g)  

Tc 

(°C) 

ΔHc 

(J/g)  

PAMC 152.7 -29.05 153.1 -24.78 

Fe_1% 153.7 -22.88 156.1 -25.33 

Fe_3% 155.8 -21.29 156.3 -21.56 

Fe_5% 158.8 -37.20 159.3 -23.42 

Fe3O4_1% 150.2 -21.93 149.9 -21.18 

Fe3O4_3% 159.8 -21.38 159.1 -19.09 

Fe3O4_5% 158.3 -24.35 158.2 -24.80 

 

O uso de ativador aquando a imobilização de BSA nas microestruturas referência, Tabela 

21 e 22, não tem influência significativa na Tf, Tg e Tc apresentando valores similares em ambas 

as imobilizações. 

Também o 𝜒!  não demostra alterações significativas nos seus valores quando a 

imobilização se dá com e sem ativador, excetuando as MCs com 5% de Fe onde este parâmetro 

diminui aproximadamente 12% sem ativador. 

Comparando a influência da imobilização nas MCs referência (Tabela 7 e 8), é observável 

que os valores da Tf são muito próximos existindo oscilações mínimas. Os valores de 𝜒!  nas 

MCs referência e com BSA imobilizada apresentam uma diminuição até 28%, quando 

comparadas com as MCs referência, mas ocorre o contrário na Tg, em que é visível um aumento 

dos seus valores em 20 °C, particular nas MCs vazias e com inclusão de Fe. Aquando o 

arrefecimento, a Tc nas MCs com proteína exibe valores semelhantes nas MCs vazias e com 

incorporação de Fe, porém apresenta uma ligeira diminuição de até 5 °C quando incorporadas 

partículas de Fe3O4. 

3.4.5.1  Calor imetr ia di ferencia l  de varr imento a temperaturas baixas 

O ensaio de calorimetria diferencial de varrimento a temperaturas baixas realizado aos 

conjugados proteína-polímero, não só possibilitou completar a análise granulometrica dos 
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mesmos assim como permitiu compreender melhor como ocorre a imobilização, com base nos 

dados obtidos da fusão da água contida nas MCs, exteriormente e interiormente. 

As tabelas seguintes apresentam os resultados obtidos no DSC a temperaturas baixas, a 

Tabela 23 corresponde à imobilização de BSA nas MCs funcionalizadas e a Tabela 24 diz 

respeito à imobilização nas MCs não funcionalizadas. 

Nas MCs funcionalizadas, comparando os dois tipos de imobilização, a presença de 

ativador não afecta significativamente as temperaturas dos picos em estudo. Já a energia 

necessária para a fusão total da água contida nas MCs, em geral sofreu um aumento até 34 °C 

na imobilização com ativador. 

Avaliando os resultados obtidos da imobilização realizada nas MCs funcionalizadas, as 

microestruturas vazias não apresentaram qualquer pico. Nas restantes MCs, quando 

comparados os valores obtidos nas mesmas microestruturas funcionalizadas (Tabela 16), o 

primeiro pico, correspondente à temperatura necessária para a fusão da água contida nos poros 

superficiais das MCs, exibe um aumento até 1.4 °C. Assim, supõe-se que a proteína imobilizada 

ocupou uma área maior dos poros superficiais, limitando a fusão da água contida nos poros 

subsequentes. Já o segundo pico, referente à temperatura de fusão da água nos poros 

profundos das MCs, em geral exibiu uma diminuição até 5.6 °C na imobilização com ativador e 

4.2 °C sem ativador. 

 

Tabela 23 -  Resultados numéricos do DSC a temperaturas baixas realizado às microcápsulas funcionalizadas e com 

BSA imobilizada, com e sem ativador. 

 
Imobi l ização com 

at ivador  ( IC)  

Imobi l ização sem 

at ivador  ( IS)  

T ipo de 
Microcápsulas 

T1 

(°C) 

T2 

(°C) 

ΔH1+2 

(J/g)  

T1 

(°C) 

T2 

(°C) 

ΔH1+2 

(J/g)  

PAMC_F - - - - - - 

Fe_1%_F 4.4 8.3 157.0 3.3 11.0 147.70 

Fe_3%_F - 8.2 190.6 - 9.4 156.20 

Fe_5%_F 3.6 8.2 104.9 - 5.4 72.28 

Fe3O4_1%_F 3.6 11.0 150.2 3.8 10.1 138.70 

Fe3O4_3%_F 4.3 9.6 194.5 - 7.9 198.30 

Fe3O4_5%_F - - - 3.5 8.6 150.10 

Interpretação da Tabela 23: 

T1  -  Temperatura de fusão associada ao primeiro pico; 
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T2  -  Temperatura de fusão associada ao segundo pico; 

ΔH1+2  -  Variação de entalpia dos dois picos das temperaturas de fusão. 

 

Também nas MCs referência, a presença de ativador aquando a imobilização não afecta 

significativamente as temperaturas em análise. Porém, contrastando com a imobilização nas 

MCs funcionalizadas, a energia necessária para a fusão total da água contida nas MCs referência 

sofreu um aumento na imobilização sem ativador até 53 °C, excetuando as microestruturas com 

3% de Fe3O4 incorporado. Também a imobilização ocorrida nas microestruturas vazias referência 

não gerou qualquer pico. 

Relacionando com os resultados adquiridos nas MCs referência (Tabela 9), com a 

imobilização de BSA o primeiro pico sofre um ligeiro aumento de temperatura nas 

microestruturas, excetuando as MCs com incorporação de 5% de Fe e 1% de Fe3O4 incorporado. 

Em geral, também o segundo pico exibiu um acréscimo da sua temperatura nas MCs até 2 °C. 

 

Tabela 24 -  Resultados numéricos do DSC realizado às microcápsulas referência e com BSA imobilizada, com e sem 

ativador. 

 
Imobi l ização com 

at ivador  ( IC)  

Imobi l ização sem 

at ivador  ( IS)  

T ipo de 
Microcápsulas 

T1 

(°C) 

T2 

(°C) 

ΔH1+2 

(J/g)  

T1 

(°C) 

T2 

(°C) 

ΔH1+2 

(J/g)  

PAMC - - - - - - 

Fe_1% 3.8 11.1 190.00 3.5 11.3 168.2 

Fe_3% 3.9 13.1 183.90 3.8 12.9 186.5 

Fe_5% 2.8 - 39.44 3.9 10.4 143.3 

Fe3O4_1% 3.6 10.6 169.20 3.3 11.2 186.6 

Fe3O4_3% - 7.0 176.10 4.5 10.9 145.3 

Fe3O4_5% 3.7 9.0 146.70 4.2 9.5 152.6 

Interpretação da Tabela 24: 

T1  -  Temperatura de fusão associada ao primeiro pico; 

T2  -  Temperatura de fusão associada ao segundo pico; 

ΔH1+2  -  Variação de entalpia dos dois picos das temperaturas de fusão. 

 

A Figura 49 apresenta os gráficos obtidos neste ensaio, fazendo uma comparação entre 

os quatro estudos realizados. 
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As amostras referência apresentam picos relativamente coincidentes, como é o caso das 

MCs com incorporação de 1% de Fe3O4, 1% e 3% de Fe. Excecionalmente, as microestruturas 

com incorporação de 3% de Fe3O4 sofrem uma clara deslocação dos seus picos.  

 Por outro lado, a funcionalização conduz à deslocação dos picos no sentido decrescente 

da temperatura nas amostras com Fe3O4 incorporado, o mesmo ocorre nas MCs magnéticas de 

1% e 3% de Fe.  
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Figura 49 -  Curvas do DSC a temperaturas baixas realizado às microcápsulas referência e funcionalizadas, cuja 

imobilização ocorreu com (IC) e sem (IS) ativador. 

3.4.6  Anál ise termogravimétr ica 

A influência da imobilização, com e sem ativador, na estabilidade térmica das MCs foi 

também avaliada, assim, foram escolhidos três conjugados proteína-polímero para a análise 

termogravimétrica. Na Tabela 25 são apresentados os resultados obtidos na imobilização sob as 

MCs funcionalizadas, e na Tabela 26, a imobilização ocorrida nas MCs referência. 

 

Tabela 25 -  Resultados numéricos do TGA realizado às microcápsulas funcionalizadas e com BSA imobilizada, com 

(IC) e sem (IS) ativador. 

T ipo de 
Microcápsulas 

T ipo de 
Imobi l ização 

T10% 

(°C) 

TV máx 

(°C) 

Vmáx 

(%/°C) 

RFD 

(%)  

R i 

(%)  

ΔR 

(%)  

PAMC_F 
IC 333 444.17 1.36 8.15 3.73 4.42 

IS 372 444.17 1.47 6.55 3.73 2.82 

Fe_5%_F 
IC 376 447.95 1.38 8.83 6.81 2.02 

IS 380 448.71 1.40 9.61 6.81 2.80 

Fe3O4_5%_F 
IC 366 446.44 1.81 8.13 5.05 3.08 

IS 387 443.38 1.54 9.42 5.05 4.37 

PAMC_F Sem Imobilização 334 454.01 0.97 - 3.73 - 
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Tabela 26 -  Resultados numéricos do TGA realizado às microcápsulas referência e com BSA imobilizada, com (IC) e 

sem (IS) ativador. 

T ipo de 
Microcápsulas 

T ipo de 
Imobi l ização 

T10% 

(°C) 

TV máx 

(°C) 

Vmáx 

(%/°C) 

RFD 

(%)  

R i 

(%)  

ΔR 

(%)  

PAMC 
IC 369 441.90 1.26 4.52 1.31 3.21 

IS 374 447.90 1.26 3.24 1.31 1.93 

Fe_5% 
IC 382 464.40 1.23 14.10 7.47 6.63 

IS 382 445.68 1.23 12.85 7.47 5.38 

Fe3O4_5% 
IC 390 457.79 1.52 6.84 4.25 2.59 

IS 394 454.74 1.54 7.47 4.25 3.22 

PAMC Sem Imobilização 306 354.47 2.18 - 1.31 - 
 
Interpretação das Tabela 25 e 26: 

T10% - Temperatura onde se registou 10% de perda de massa; 

TV máx - Temperatura em que a velocidade de degradação foi máxima; 

Vmáx - Velocidade de degradação máxima; 

RFD - Resíduo no final da degradação; 

Rir/f - Resíduo no final da degradação das MCs referência ou funcionalizadas; 

ΔR - Cálculo da diferença entre o resíduo obtido nas MCs com BSA imobilizada e o resíduo obtido nas MCs referência 

ou funcionalizadas para as mesmas MCs, RFD- Ri. 

A última linha apresenta os resultados obtidos no TGA das MCs vazias referência ou funcionalizadas, sendo estas as 

microestruturas que apresentaram uma maior diferença nos parâmetros em estudo. 

 

Por comparação com as MCs referência e funcionalizadas (Tabela 10 e 16, 

respetivamente), os dados obtidos mostram que o processo de imobilização proteica as torna 

mais estáveis termicamente, aumentando não só a velocidade máxima de degradação, assim 

como a temperatura encontrada para essa mesma velocidade. As amostras que apresentaram 

maiores diferenças nos parâmetros do TGA foram as MCs vazias, referência e funcionalizadas, 

apresentadas nas Tabelas 25 e 26 a cinza. 

A forma como é realizada a imobilização, com e sem a presença de ativador, gera 

algumas diferenças nos critérios em análise. O resíduo final, calculado pela diferença entre o 

resíduo obtido nas MCs com BSA imobilizada e o resíduo obtido na síntese ou funcionalização, 

conforme o estudo em causa, é o parâmetro que sofre mais alterações relevantes. No caso das 

MCs referência a imobilização com ativador revela o acréscimo de até 1.28% nas percentagens 

do resíduo final, à exceção das MCs com incorporação de 5% de Fe3O4. O contrário ocorre nas 
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MCs funcionalizadas, onde a presença de ativador gera a diminuição de até 1.29% nas 

percentagens residuais, excetuado as microestruturas vazias onde ocorre o oposto. 

A funcionalização aparenta diminuir a primeira temperatura assinalada, ou seja, ocorre 

10% de perda de massa a temperaturas inferiores às registadas nas MCs com proteína que não 

foram funcionalizadas. Já a velocidade máxima e a temperatura onde se registou a velocidade 

máxima, não apresentam variações significativas. 

As amostras com maior percentagem de BSA imobilizada, exibem também um valor 

residual superior, como é o caso da imobilização nas MCs referência com Fe incorporado, 

confirmando assim as percentagens de imobilização obtidas por UV-VIS (Figura 44) para essas 

microestruturas. 

Na Figura 50 apresenta-se a comparação do perfil das curvas de degradação térmica e de 

velocidade de degradação térmica relativos aos ensaios apresentados. 

 

 

 

 

F igura 50 -  Curvas do TGA realizado às microcápsulas referência e funcionalizadas, cuja imobilização ocorreu com 

(IC) e sem (IS) ativador. Comparação entre as curvas de degradação térmica e curvas de velocidade de degradação térmica 

correspondentes.  
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3.5  Suscet ib i l idade ao pH 

Anteriormente, no capítulo 1, foi mencionado que o enxerto de ramificações de PAA nas 

MCs tem dupla funcionalidade, o acréscimo de grupos COOH no substrato e tornar as 

microcápsulas suscetível ao pH do meio envolvente. Desta forma, após a funcionalização 

realizou-se mais um ensaio que permita avaliar essa suscetibilidade nas MCs vazias e 

magnéticas. 

Todas as amostras com PAA-G foram carregadas com vitamina B12 (VB12) durante 48h, 

sendo posteriormente submersas em dois meios líquidos, um com pH ácido (pH 2) e outro com 

pH neutro (pH 7), durante um tempo estipulado. A VB12 possui na sua composição cobalto, 

sendo detétavel a sua absorbância no UV-VIS no comprimento de onda de 361 nm. 

De acordo com a bibliografia mencionada [92] o PAA tem a possibilidade de alterar a 

conformação das suas macromoléculas perante o pH do meio que o envolve. A submersão das 

amostras funcionalizadas num meio com pH 7, faz com que as macromoléculas do PAA se 

expandam formando um novelo que tapa os poros das MCs, impedindo a libertação da VB12 

contida no seu interior. Por outro lado, quando o pH do meio é 2 as macromoléculas de PAA 

retraem-se ficando compactadas, assim os poros das microestruturas ficam abertos permitindo 

a libertação da VB12 confinada no seu interior. 

O comportamento das MCs perante o pH dos meios em estudo, permitindo a construção 

dos gráficos da Figura 51. 
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F igura 51 -  Libertação da vitamina B12 perante o meio com pH 2 e pH 7. 

Os resultados obtidos mostram que a VB12 é inicialmente libertada em ambos os meios, 

apresentando no entanto diferenças na sua concentração.  

Em geral, após 15 minutos do processo é notória a diferença da concentração da VB12 

libertada, apresentando-se até duas vez mais elevada quando o meio é acídico, ou seja, quando 

os poros das MCs estão abertos. Excetuam-se as MCs vazias onde esta diferença é menor, 

podendo ser explicada pelo tempo insuficiente que as ramificações de PAA enxertadas nos poros 

têm para mudar a sua conformação. Teoriza-se ainda que talvez a presença de partículas 

magnéticas nas MCs facilitem as mudanças conformacionais, ocorrendo mais rapidamente do 
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que nas microestruturas vazias. Segue-se, em todas as amostras, um pico entre 30 e 45 

minutos indicando que até lá ocorreu uma libertação rápida da VB12, e findos aproximadamente 

120 minutos atinge-se um patamar de equilíbrio na libertação. 

No meio com pH 2, a libertação da VB12 é mais acentuada nas MCs com partículas 

magnéticas incorporadas, salientando-se a incorporação de 3% de Fe e 5% de Fe3O4 onde a 

libertação máxima da vitamina ronda os 0.025 mg/ml. Quando o pH do meio é 7, a libertação 

da vitamina destaca-se nas MCs vazias, com incorporação de 3% de Fe e 5% de Fe3O4, 

assumindo uma libertação máxima de aproximadamente 0.015 mg/ml. 

É de salientar que o processo de funcionalização não foi otimizado para esta finalidade, 

suscetibilidade ao pH, porém este estudo releva que as microcápsulas com PAA-G têm potencial 

para responderem a este estímulo eficazmente. 
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4  Conclusões 

O presente estudo centrou-se primordialmente no desenvolvimento e caracterização de 

microcápsulas de APA6, vazias e com partículas magnéticas integradas, tendo sido utilizadas 

como suporte de imobilização de proteínas e em dispositivos de libertação controlada 

apresentando uma suscetibilidade a estímulos magnéticos e ao pH do meio que as envolve. 

Foi avaliada a influência das cargas magnéticas incorporadas, o tipo e percentagens de 

incorporação, a modificação química das microcápsulas por enxerto de ramificações de 

poli(ácido acrílico) (PAA-G) e o uso de ativador aquando a imobilização. 

As conclusões deste trabalho podem ser sistematizadas da seguinte forma. 

 

• Microcápsulas Referência 

1. Foram sintetizadas com êxito microcápsulas de APA6, vazias e com partículas 

magnéticas incorporadas, por polimerização aniónica ativada da ε-CL em solvente. O processo 

decorreu na presença de partículas de ferro (Fe) e óxido de ferro (Fe3O4) com percentagens, 

relativamente ao peso da ε-CL, de 1%, 3% e 5%; 

2. A caracterização morfológica realizada por microscopia ótica de campo claro e por 

SEM, provaram que as condições otimizadas do processo de polimerização permitiram uma 

granulometria controlada das microcápsulas. O Fe e Fe3O4 por serem partículas esféricas de 

pequenas dimensões são envolvidas pela APA6, formando microestruturas esferoides isoladas 

ou agregados de dimensões na gama de 15-60 µm. A inclusão de Fe gera ainda microestruturas 

cuja forma se assemelham a bastões, sendo estas uma consequência da auto-organização (auto 

assembly) das partículas devido à presença de campos magnéticos. Todas as microcápsulas 

referência apresentam uma estrutura altamente porosa estimada por SEM variando o tamanho 

dos poros com a incorporação magnética, entre 175 e 825 nm; 

3. O DSC revelou que a incorporação das partículas magnéticas leva ao aumento da 

temperatura de fusão e da temperatura de cristalização das microcápsulas. O único pico de 

fusão presente no primeiro aquecimento pode ser atribuído à forma cristalina α de PA6, já no 

segundo aquecimento revela a existência das duas fases cristalinas γ e α deste polímero. O DSC 

a temperaturas baixas possibilitou o estudo da porosidade das microcápsulas provando a 
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existência de poros na sua superfície e no interior, estando esta característica dependente da 

presença, tipo e percentagem das partículas magnéticas; 

4. Os ensaios de TGA evidenciaram que as partículas magnéticas não desativam nem 

impedem a reação de polimerização, tornando a taxa de degradação térmica mais lenta e, 

consequentemente torna as microcápsulas mais termicamente estáveis. A carga magnética 

efetiva presente no núcleo das MCs varia entre 0.83 e 6.16%; 

 

• Microcápsulas funcional izadas 

5. Foram eficazmente funcionalizadas com ácido acrílico as microcápsulas previamente 

sintetizadas, vazias e com incorporação de partículas magnéticas, através de polimerização 

radicalar. 

6. O enxerto de ramificações de PAA (PAA-G) nas microcápsulas gerou uma distribuição 

mais alargada dos valores correspondentes ao diâmetro do circulo equivalente e à esfericidade, 

ambos determinados por microscopia ótica de campo claro. O tamanho dos poros nas 

microcápsulas funcionalizadas determinado por SEM é significativamente reduzido, entre 167 e 

344 nm, sendo justificado pelo seu preenchimento com as ramificações de PAA enxertadas. 

7. A análise FTIR-ATR realizada às microcápsulas funcionalizadas, revela o aparecimento 

do pico de absorção característico dos grupos COOH, no comprimento de onda de 1720 cm-1, 

comprovando assim a introdução adicional destes grupos por via do enxerto de ramificações de 

PAA. Esta, a par com a análise potenciométrica, corroboram o sucesso da funcionalização nas 

microcápsulas, salientando-se as amostras vazias e com 3% de Fe incorporado que revelam 

maior teor de COOH na sua estrutura, apresentando um intervalo entre 0.05 e 0.17 mmol/g. 

8. No que concerne à influência da funcionalização nos parâmetros do DSC, todas as 

amostras revelam um aumento da temperatura de transição vítrea até 24 °C, e uma diminuição 

da temperatura de fusão e de cristalização, até 5 °C e 11.4 °C, respetivamente. O estudo de 

DSC a temperaturas baixas conclui que o PAA-G ocorreu a diferentes níveis das microcápsulas, 

gerando uma unificação nos tamanhos dos poros e na sua distribuição ao longo da estrutura das 

microestruturas, tendo sido confirmado através da semelhança entre as entalpias de fusão da 

água confinada nos poros. Assim, as ramificações de PAA ocuparam grande parte dos seus 

poros superficiais e pouco profundos. 

9. A análise de TGA reafirma o sucesso da funcionalização, através do acréscimo do 

resíduo no final da degradação das microcápsulas com PAA. Comparando com as 
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microcápsulas referência, todas as amostras funcionalizadas revelaram uma termo-estabilidade 

maior sendo que a temperatura onde se registou 10% de perda de massa apresentou um 

aumento entre 24 °C e 62 °C. 

 

• Microcápsulas com imobi l ização de BSA 

10. O processo de imobilização da proteína albumina de soro bovino (BSA) nas 

microcápsulas, foi realizado com e sem a presença de um ativador dos grupos COOH, N-(3-

Dimetilaminopropil)-N’-etilcarbodiimida (EDC). Assim, a imobilização proteica foi dividida em 

quatro estudos: imobilização de BSA nas microcápsulas funcionalizadas e com ativador; 

imobilização de BSA nas microcápsulas funcionalizadas sem o auxílio do ativador; imobilização 

de BSA nas microcápsulas referência e com a presença do ativador; imobilização de BSA nas 

microcápsulas referência e sem o ativador. 

11. A análise morfológica dos conjugados proteína-polímero através do SEM, apresenta 

uma nova camada superior visível com uma aparência particular. Apesar do diâmetro do circulo 

equivalente e a esfericidade apresentarem variações mínimas com a imobilização, até 20 µm , o 

mesmo não se pode afirmar em relação ao tamanho dos poros. Os poros visíveis, que são 

pertencentes à camada proteica, nas microestruturas funcionalizadas aumentam de dimensão, 

até 400 µm mas nas referência até 69 µm. 

12. Os ensaios de UV-VIS revelaram que as microcápsulas de APA6 são um bom 

substrato para a imobilização proteica uma vez que, findos 30 minutos do processo se obtêm 

aproximadamente 60% de BSA imobilizada, sendo o processo mais estável na presença do 

ativador.  

13. Os híbridos produzidos foram analisados por FTIR-ATR, que autenticaram uma vez 

mais a imobilização proteica através da diminuição da intensidade do pico associado aos grupos 

COOH. A largura da sua banda aumentou, indicando assim que a proteína participou na redução 

desses grupos. 

14. Estudos de DSC revelaram que a imobilização proteica não alterou a forma preferível 

α do substrato, microcápsulas de APA6. As temperaturas de fusão, comparadas com as obtidas 

nas microestruturas referência e funcionalizadas, não se alteraram permanecendo entre 204.8 e 

214.9 °C, porém a temperatura de transição vítrea aumentou até 20 °C nas microcápsulas 

referência. O grau de cristalinidade apresentou uma diminuição até 16% nas microcápsulas 

funcionalizadas. O estudo do DSC a temperaturas baixas também revelou uma mudança na 
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forma e distribuição dos poros após a imobilização proteica. Em geral com a imobilização de 

BSA as entalpias de fusão diminuem até aproximadamente 124 °C, inclusive as microcápsulas 

vazias não apresentaram picos de fusão podendo este efeito indicar o preenchimento quase total 

dos seus poros. 

15. Os ensaios de TGA indiretamente confirmaram a imobilização de BSA nas 

microcápsulas uma vez que os resíduos no final da degradação aumentaram entre 1.93 e 6.63 

%, quando comparados com as referência e funcionalizadas. A imobilização proteica levou a uma 

estabilidade térmica adicional nas microcápsulas, aumentando entre 38 °C e 68 °C as 

temperaturas de degradação quando há perdas de massa de 10%. As amostras vazias 

apresentaram a melhor estabilidade térmica. 

 

• Suscet ib i l idade ao pH 

16. Num meio com pH neutro, pH 7, a libertação da vitamina B12 (VB12) é impedida 

devido à expansão das ramificações de PAA. Este fenómeno é mais acentuado nas 

microestruturas com incorporação magnética, onde a libertação máxima da vitamina confinada 

ronda os 0.015 mg/mL. Quando o meio circundante é acídico, pH 2, ocorre a contração das 

macromoléculas do PAA ficando os poros das microcápsulas abertos, possibilitando a libertação 

da vitamina confinada no seu interior. Para este caso, a libertação máxima é de 

aproximadamente 0.025 mg/mL. Como espectável, as microcápsulas com PAA-G apresentaram 

uma suscetibilidade ao pH do meio que as envolve. 

 

Em suma, a granulometria das microestruturas referência, a sua porosidade e 

entrelaçamento das macromoléculas, permitem que ao longo da sua estrutura se encontrem 

grupos funcionais, não só na superfície como nos seus poros. 

Assim, devido à semelhança química com as proteínas a APA6 mostrou ser um bom 

substrato para o processo de imobilização proteica, uma vez que os grupos COOH e NH2 nela 

presentes aparentam ser suficientes para que ocorra a imobilização de BSA. Com este substrato, 

não é necessária a sua funcionalização nem o uso de ativador para que ocorra a imobilização 

eficazmente, abrindo portas a imobilizações proteicas mais simples. A introdução das cargas 

magnéticas não impedem os processos de síntese, funcionalização e imobilização proteica nem 

a suscetibilidade ao pH, significando que as microcápsulas de APA6 com cargas magnéticas 

podem ser usados em dispositivos e aplicações biotecnológicas. 
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5  Propostas de trabalhos futuros 

A estrutura química e morfológica das microcápsulas de APA6 referência, vazias e com 

incorporação de partículas magnéticas, permitem aplicabilidades em diversas áreas de estudo. 

Todavia, quer o comportamento inteligente associado ao enxerto de ramificações de poli(ácido 

acrílico), quer a imobilização de proteínas nas microcápsulas, amplificam grandemente as suas 

aplicações. Um exemplo aplicacional, passa pelo controlo do teor alcoólico dos vinhos através da 

utilização de microcápsulas com núcleo magnético e com glicose oxidase imobilizada, sendo 

que, findo o tratamento estas podem ser recolhidas/separadas por ação de um campo 

magnético. 

 

Atendendo aos resultados obtidos e conclusões levantadas nesta dissertação, sugerem-se 

algumas propostas de trabalhos futuros de modo a complementar o presente trabalho: 

• Estudar o efeito de diferentes concentrações de ácido acrílico, quer nas 

propriedades gerais das microcápsulas quer na sua suscetibilidade ao pH, e 

otimizar o processo; 

• Estudar a natureza da ligação (covalente, iónica, adsorção, etc) entre a proteína e 

o substrato polimérico quando o processo de imobilização proteica decorre na 

presença e ausência de um ativador;  

• Estudar o processo de imobilização de enzimas. 
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7  Anexos 

 

Anexo 1 - Vantagens e desvantagens dos métodos de conjugação proteína-polímero [106]. 

 

  
Vantagens Desvantagens 

L igação Não 
Cova lente 

Apr is ionamento 

 
Não é preciso modificar 
quimicamente a enzima; 
A enzima deve reter a atividade 
catalítica sob condições de 
polimerização/transição do 
suporte. 
 

Perda de enzimas; 
Transferência de massa. 

In teração 
E lectroestát ica  

Não é preciso modificar 
quimicamente a enzima; 
Fácil execução; 

Perda de enzimas; 
Baixa especificidade da reação 
(troca de iões e a adsorção 
pode se sobrepor). 

Adsorção 
Não é preciso modificar 
quimicamente a enzima; 
Execução fácil e barata; 

Perda de enzimas; 
Baixa especificidade da reação 
(troca de iões e a adsorção 
pode se sobrepor). 

B ioaf in idade Alta especificidade da reação. 
É mandatária a presença de 
grupos específicos na enzima. 

L igação 
Cova lente 

Cross l ink ing  de 
Enz imas 

 
Não é necessário um suporte; 
Estabilização enzimática; 
Perdas do ativador minimizadas. 
 

Transferência de massa; 
Processo experimental 
complexo. 

L igação Cova lente 
Força da ligação; 
Estabilização enzimática; 
Perdas do ativador minimizadas; 

Possível diminuição da 
atividade enzimática; 
Necessidade de modificar 
quimicamente o substrato; 
Ligação usualmente 
irreversível, impedindo a 
reutilização do substrato. 
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Anexo 2 - Histogramas do diâmetro do circulo equivalente e esfericidade das MCs 

funcionalizadas e com BSA imobilizada com ativador (IC). 

 

 

 

 

 

 



Anexos 

 

   

 

128 

 

 

 

 

 

 

 

 



Anexos 

 

   

 

129 

Anexo 3 - Diâmetro do circulo equivalente das MCs funcionalizadas e com BSA imobilizada 

sem ativador (IS). 
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Anexo 4 - Histogramas do diâmetro do circulo equivalente e esfericidade das MCs 

referência e com BSA imobilizada com ativador. 
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Anexo 5 - Histogramas do diâmetro do circulo equivalente e esfericidade das MCs 

referência e com BSA imobilizada sem ativador. 
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Anexo 6 - Gráfico do DSC da proteína albumina de soro bovino (BSA) estando 

representado a preto o primeiro aquecimento, a vermelho o segundo e a cinzento o 

arrefecimento. 

 

 

 




