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Resumo

A presente dissertacao de mestrado apresenta um método de producdo de microcapsulas
de poliamida 6, vazias e contendo nos seus nucleos cargas Uteis magnéticas, que permitam a
imobilizacdo de proteinas.

As microcapsulas foram sintetizadas por polimerizacdo anidnica da e-caprolactama em
solucdo, na presenca das particulas de ferro e oxido de ferro em diferentes percentagens.
Através deste processo, obtiveram-se microestruturas altamente porosas. Sobre elas, foram
enxertadas ramificacdes de poli(acido acrilico) (PAA) por polimerizacdo radicalar, introduzindo
desta forma mais grupos carboxilicos na sua estrutura. Seguiu-se a imobilizacdo da proteina
albumina de soro bovino (BSA) em todas as microcapsulas, referéncia e funcionalizadas, com e
sem a presenca de um composto de carbodiimida como ativador.

Todos os materiais obtidos foram caracterizados morfologicamente através da
microscopia otica de campo claro e microscopia elétronica de varrimento, e, termicamente
através de calorimetria diferencial de varrimento e termogravimetria.

Nas microcapsulas funcionalizadas, com PAA, foi investigada a quantidade de grupos
carboxilicos incorporados por titulacdo potenciométrica e espetroscopia eletronica de
transformada de Fourier, apresentando em ambos os estudos alteracdes significativas no teor
destes grupos.

A imobilizacdo da proteina BSA nas microcapsulas, referéncia e funcionalizadas, foi
averiguado por espetroscopia UV-visivel. A percentagem de proteina imobilizada nas
microcapsulas atinge os 80%, sendo avaliada segundo o efeito: das particulas magnéticas e suas
percentagens, da funcionalizacao, da presenca de ativador e do tempo de imobilizacao.

Adicionalmente, o enxerto de ramificacdes de PAA nas microcapsulas possibilitou o seu
comportamento inteligente, apresentando suscetibilidade ao pH do meio que os envolve. O
estudo de espetroscopia UV-visivel mostrou que de acordo com o pH do meio, o PAA altera a
conformacdo das suas macromoléculas abrindo ou fechando os poros das microcapsulas, €,
consequentemente libertando ou retendo o seu contetdo.

Os resultados obtidos nesta tese permitem concluir que as novas microcapsulas
magnéticas e funcionalizadas podem ser potencialmente Uteis numa série de aplicacdes no

ramo da biomedicina e biotecnologia.






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 &-
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 Introducao

Durante décadas a comunidade de materiais tem-se esforcado para gerar materiais
biomiméticos® para alcancar caracteristicas vistas na natureza. As proteinas e os peptideos sao
os blocos de construcdo da natureza, contudo alcancar e manter as suas propriedades, tais
como o controlo da hierarquia estrutural e a atividade enzimatica a longo termo, tém
apresentado inumeros desafios.

Recentes desenvolvimentos na quimica de polimeros, a respeito da sua modificacao, e a
compreensao das proteinas levaram ao surgimento de novas oportunidades. Teoriza-se que, em
vez de imitar a natureza pode ser mais viavel gerar materiais usando proteinas, desde que a sua
estrutura e funcionalidade se mantenham sob condi¢des néo biologicas [1].

Como tal, os cientistas tém-se dedicado a produzir sistemas fechados, microcapsulas e
microesferas, que possibilitam a imobilizacao de proteinas com inspiracdo na estrutura e funcéo

celular.

1.1 Microencapsulacéo

A microencapsulacao é um processo onde minusculas particulas de uma substancia em
estado solido, liquido ou gasoso - designado nucleo - sao envolvidas por uma pelicula de

revestimento, a casca, Figura 1.

Nucleo / CQ\
[ |

\/\% .4/

Casca

Figura 1 - Constituicdo de uma microcapsula sem poros, e com poros superficiais.

Esta tecnologia proporciona a combinacao de propriedades de diferentes materiais,

permitindo [2]:

! Os materiais biomiméticos sdo desenvolvidos usando a natureza como um exemplo e fonte de inspiracao,
imitando-a.
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* melhorar o aspecto visual e o conceito de marketing;

* misturar compostos incompativeis;

e evitar a degradacao ou alteracdo do material encapsulado por contacto com
agentes ambientais;

* proteger o utilizador durante a manipulacao de produtos toxicos ou inflamaveis;

e controlar a libertacdo de uma substancia ativa ao longo do tempo e/ou quando
exposta a um parametro externo pré-definido como a temperatura, UV e pH;

* possibilitar a imobilizacao 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 impressao sem carbono. Desde
entdo, e devido as suas vantagens inerentes, a microencapsulacdo difundiu-se rapidamente
sendo aperfeicoada e aplicada a diversas areas industriais tais como a industria téxtil, agricola,
industria alimentar, e principalmente na industria farmacéutica e cosmética [3].

Os procedimentos existentes para a producdo de microcapsulas (MCs) sdo divididos em
métodos fisicos, métodos quimicos ou métodos fisico-quimicos. As principais diferencas 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 eficiéncia
das microcapsulas. O material ideal deve ser capaz de formar um filme coesivo que mantenha e
proteja o material do nucleo, deve ser ainda quimicamente compativel e ndo reativo com o
nucleo. Este pode ser selecionado a partir de uma grande variedade de materiais poliméricos

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

1.2 Microcépsulas de poliamida

A poliamida (PA) é um polimero semi-cristalino composto por grupos funcionais terminais
amina (-NH,) e carboxilicos (-COOH), e grupos amida (-C(O)-NH-) presentes na cadeia. Os
grupos amida sao as unidades principais de muitos polimeros biologicos, como é o caso dos
polipeptideos.

Existe uma grande variedade de poliamidas no mercado, sendo que geralmente estas
apresentam na sua designacdo um numero correspondente a quantidade de atomos de
carbono, que separam a unidade repetitiva do grupo funcional amida. As PA6 e 6.6 sdo as mais

usadas a nivel global, representando uma grande porcao dos polimeros de engenharia [4].
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A primeira PA foi sintetizada pelo quimico Wallace Hume Carothers, em 1935 na
DupoPont [5] onde eram usadas como fibras sintéticas. No entanto, devido a versatilidade das
suas propriedades e ao seu custo competitivo, 0 uso da PA rapidamente expandiu para varias
industrias tecnoldgicas.

0 uso da PA como material de revestimento de microcapsulas apresenta uma série de
vantagens: a sua producdo pode ser feita diretamente em po; possibilidade de obter estruturas
porosas; e o custo acessivel do monodmero base, a caprolactama. Assim, a sua producdo e
aplicabilidade tem vindo a levantar algum interesse por parte dos investigadores.

Suteu et al. [6] produziram e caracterizaram pos de PA para a purificacdo de aguas
residuais, e Vasiliu-Oprea et al. [7] na producdo de vernizes. Também na industria de materiais
foram investigadas MCs de PA como uma potencial aplicacdo em moldacao por compressao por
Ricco et al. [8], Barhoumi et al. [9] em moldacao rotacional, e Shahzad et al. [10] em técnicas
de prototipagem rapida como a sinterizacdo seletiva a laser. Mathiowitz et al. [11][12][13][14]
estudaram extensivamente o uso de MCs de PA para a libertacdo controlada do material
encapsulado.

Porém, foi o trabalho de Dencheva et al. [15] que sobressaiu e inspirou a producdo das
MCs estudadas na presente dissertacdo. Os autores, produziram e estudaram microcapsulas
sintetizadas por polimerizacdo anionica ativada da e-caprolactama (e-CL) em solucdo, na
presenca de diversos pos tais como alétropos de carbono?, nanoargilas e metais. Trata-se de um
método inovador, desenvolvido por Dencheva et al. [16] no DEP/IPC e recentemente
patenteado. Este permite a obtencdo de microcapsulas com porosidade controlada de PA6
anionica (APA6) com incorporacdo de pos.

Assim, nesta dissertacdo foram produzidas e investigadas microcapsulas de PA6 com
nucleo magnético, e PA6 vazias que serviram como referéncia. As microcapsulas foram
sintetizadas por polimerizacdo anionica ativada da &-CL em solucdo, com e sem a presenca de

pos magnéticos.

2 Materiais & base de carbono cujas estruturas assumem configuracdes poliatémicas distintas. O nimero e a
natureza das ligagdes ao atomo de carbono determinam a geometria e as propriedades dos varios aldtropos.
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1.3 Polimerizacdo aniénica ativada na produc¢do de microcapsulas de PA6

A PA6 pode ser obtida a partir de dois processos, a policondensacdo hidrolitica da -
caplolactama ou pela polimerizacdo anionica ativada da &-CL por abertura de ciclo (AAROP -
Activated Anionic Ring-Opening Polymerization). Por sua vez, o mecanismo de AAROP pode ser
realizado em solucao [8] ou em massa [9] originando PA em pé.

A polimerizacdo com solventes promove a obtencao de macromoléculas de cadeia regular,
com menos ramificacdes e uma distribuicdo de pesos moleculares mais homogénea, com
menor formacao de subprodutos indesejados [7]. O uso de solvente associado a este método
possibilita a agitacao do meio reativo, e consequentemente a dispersao adequada das particulas
magnéticas durante a polimerizacao.

A AAROP inicia quando o mondémero reage com uma base forte, o iniciador, formando
como espécies ativas os anides de e-CL. Estes ultimos reagem com a &-CL formando um dimero
imida, que é a espécie necessaria para o inicio da polimerizacao.

Esta polimerizacao é caracterizada por um periodo inicial de inducéo com taxa de reacao
baixa, a medida que a concentracao do dimero aumenta gradualmente. Para que ocorra a
polimerizacado € necessario o dimero, uma vez que a ligacao amida do lactama nao ¢é
suficientemente reativa [17]. O dimero imida atua como ativador da polimerizacao.

O processo de iniciacdo finaliza-se pela reacédo do ativador com o anido &-CL, que provoca
uma troca rapida de protdes com o monomero. Esta reacao é denominada por polimerizacao
ativada devido ao acréscimo do dimero no inicio do processo. Assim, como nao é necessario
aguardar a formacao do dimero, a polimerizacdo é mais rapida quando comparada com o

processo anionico comum, Figura 2.
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Figura 2 - Mecanismo do periodo inicial da polimerizagéo aniénica ativada por abertura de ciclo.

O centro de propagacéo é a ligacdo C-N no ativador, Figura 3. O anido do mondmero,
frequentemente referido como monomero ativado, ¢ adicionado a cadeia de propagacdo. A taxa
de propagacao depende da concentracao do monomero ativado e do ativador, que

consequentemente sdo definidos pela concentracédo de €-CL e do iniciador [7].
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Figura 3 - Periodo de propagacédo do mecanismo de polimerizagdo anionica ativada por abertura de ciclo.
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A polimerizacdo termina quando o anido é inativado por alguma reacdo de terminacao.

Segundo os principios da cinética de polimerizacao, o grau de polimerizacdo e a massa
aumentam com o aumento da concentracao do monomero e com a diminui¢cdo da porcao do
ativador. Contrariamente, com o aumento da concentracdo de ativador o tempo de
polimerizacao diminui [17]. A distribuicdo de massas ¢, geralmente mais larga do que a
distribuicao mais provavel uma vez que ocorrem ramificacoes nos estados mais tardios da
reacao.

Em suma, neste método de producdo das MCs de APA6, o tipo de ativador altera
guimicamente as cadeias poliméricas, assim como a forma de crescimento da macromolécula.
As concentracdes do iniciador e do ativador determinam a taxa de polimerizacao e,

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

1.4 Proteinas

A importancia das proteinas é incontestavel, sendo as moléculas organicas mais
abundantes em todos os seres vivos, e assumindo enumeras funcdes fundamentais nos
sistemas biologicos.

As proteinas sdo biopolimeros lineares compostas por mondémeros de aminoacidos unidos
por ligacdes peptidicas. Assim, os aminoacidos podem ser considerados os blocos de construcéo
das proteinas. Cada aminoacido é composto por um grupo carboxilico (COOH), um grupo amina

(NH,) ligado a um atomo de carbono a., e um grupo funcional (R), Figura 4.

0]
|
— (‘IH —C—OH
R Grupo Carboxilico

Figura 4 - Estrutura geral dos aminodcidos.

Os aminoacidos sao diferenciados entre si pelo grupo R, existindo 20 na totalidade cuja
combinacao possibilita um grupo diverso de macromoléculas. Este rearranjo dita a dobragem da
proteina e a sua forma unica final. Uma vez que a proteina é capaz de reconhecer e se ligar a
moléculas especificas, a sua forma correta é critica para as funcdes finais (mecanismo chave-

fechadura).
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A estrutura das proteinas é bastante complexa requerendo o conhecimento dos varios
niveis de organizacdo. Sdo quatro os niveis estruturais que podem ocorrer nas proteinas:
estruturas primaria, secundaria, terciaria e quaternaria, Figura 5.

O numero de aminodacidos, a espécie e a sequéncia linear presentes numa proteina é
designada de estrutura primaria, onde a cadeia de atomos & mantida por ligacbes covalentes.

Por sua vez, as cadeias de proteinas rearranjam-se entre si de forma a maximizar as
ligacdes intra e intermoleculares, que sao criadas por ligacbes tipo pontes de hidrogénio,
formando uma estrutura secundaria. Tais ligacdes entre os aminoacidos originam estruturas
elementares nas proteinas, hélices alfa e folhas beta.

Uma estrutura terciaria surge quando as cadeias de proteinas dobram, dando origem a
uma forma globular compacta. Por fim, algumas proteinas podem ainda apresentar uma
estrutura quaternaria que associa duas ou mais cadeias de polipeptideos que formam um

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

Estrutura Primaria Estrutura Secundaria

1 Aminoécido

el

Estrutura Terciaria

Figura 5 - Os quatro niveis estruturais das proteinas. (adaptado de [18])

As funcdes das proteinas dependem diretamente da sua estrutura tridimensional. Como
resultado dos diversos rearranjos dos aminoacidos, as proteinas possuem assim um grande
espetro de propriedades estruturais e cataliticas. Esta versatilidade faz com que estes elementos
sejam imprescindiveis nas estruturas e funcoes celulares, funcdes enzimaticas, na regulacdo

metabdlica, armazenamento, transporte e defesa.
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Proteina Albumina do Soro Bovino

As albuminas do soro sdo os principais constituintes de proteinas sollveis do sistema
circulatdrio possuindo diversas funcoes fisioldgicas [19]. Este grupo de proteinas é soluvel no
plasma presente no sistema circulatério, sendo responsavel pela manutencéo do pH no sangue
[20][21], transporte e deposito de substancias enddgenas’ e exogenas” nos seres vivos [22][23].

Devido a sua estrutura homdloga com a albumina do soro humano (HSA), a albumina de
soro bovino (BSA) é uma das proteinas mais amplamente estudadas. Consequentemente, a BSA
¢ usada extensivamente como um modelo modular da proteina albumina possuindo alta
purificacao e estabilidade em reacdes bioquimicas [24].

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

apresentando uma estrutura em forma de coracao, Figura 6.

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

Porém, com a variacao do pH no meio envolvente ocorrem mudancas reversiveis na sua
conformacdo secundaria podendo exibir as formas: expandida até um pH 2.7, fast até ao pH
4.3, normal até ao pH 8, basica até ao pH 10 e a partir daqui envelhecida [26].

A BSA foi selecionada como o modelo de proteina para o presente estudo devido a sua

biocompatibilidade e extensa utilizacao.

1.5 Imobilizacdo proteica

A imobilizacao de proteinas em geral, e enzimas em particular, tém vindo a ser

amplamente estudada [27][28].

®Elementos quimicos, reguladores de baixo peso molecular, biopolimeros de alto peso molecular que
participam no sistema metabolico e tem funcéo nitidamente fisiologica.

* Proteinas, gorduras, hidratos de carbono, vitaminas, entre outros que penetram no organismo pela
ingestao de alimentos ou medicamentos.
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0 termo ‘imobilizacdo de enzimas' foi adotado em 1971 [29] na primeira conferéncia de
engenharia enzimatica. Desde entdo, a ligacdo de enzimas a solidos tem rapidamente
progredido de uma curiosidade laboratorial para uma area em expansao.

Este € um fendmeno onde as enzimas estdo fisicamente confinadas num local ou
localizadas em determinada regiao, porém retém a sua atividade catalitica e possibilitam o seu
uso repetidamente e de forma continua [30].

Frequentemente a ligacdo de uma enzima a um solido resulta num aumento da
estabilidade da mesma. A imobilizacdo enzimatica pode ser vista como a disposicao das
enzimas num estado mais natural e estavel, uma vez que na natureza grande parte das enzimas
nao funcionam em solucdo mas sim na interface ou dentro de um substrato sélido [31]. Quando
a enzima é isolada e purificada, esta é removida do substrato onde esta ligada podendo-a
destabilizar. Assim, a ligacdo das enzimas realizada corretamente a uma superficie solida pode
imitar parte do ambiente onde estas sdo supostas atuarem [31].

A imobilizacdo de enzimas ou proteinas a um substrato sélido, produz um conjugado com
diversas caracteristicas de interesse.

A escolha do substrato adequado a imobilizacdo proteica afeta a viabilidade das
aplicacoes industriais, sendo que este deve satisfazer alguns requisitos cruciais: nao toxicidade,
resisténcia fisica e térmica, biocompatibilidade, resisténcia a ataques microbianos,
disponibilidade e baixo custo [32][33].

Os substratos para imobilizacdo de proteinas podem ser divididos em duas classes
principais, inorganicos e organicos [34]. Os ultimos podem ainda ser subdivididos em polimeros
naturais e sintéticos [35]. Ambas as classes tém sido descritas como suportes eficazes para a
imobilizacado proteica [34][36].

Na classe inorganica estao abrangidos principalmente a silica e materiais a base de dxido-
metal. Ja nos substratos organicos sao incluidos sobretudo materiais polissacarideos, polimeros
acrilicos e vinilicos, e as poliamidas.

Relativamente aos substratos poliméricos, os conjugados de proteina-polimero sao
materiais hibridos que envolvem polipeptideos biorganicos naturais com segmentos poliméricos.
Esta combinacado 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 aplicacdes biologicas e nao-biologicas.
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Tabela 1 - Caracteristicas dos peptideos/proteinas e os polimeros sintéticos . (Adaptado de [37])

Peptideos/Proteinas Polimeros Sintéticos
+ Formacao de estruturas hierarquicas - Controlo limitado sobre a nanoestrutura
+ Reconhecimento e ligacao - ‘Inatividade’ biologica
- Toxicidade + Biocompatibilidade
- Imunogenicidade + Transporte passivo (efeito de

permeabilidade e retencao - EPR)

Degradacao Enzimatica + Resisténcia a degradacao enzimatica

As caracteristicas sdo classificadas como um ponto forte (+), ou um ponto fraco (). A atribuicdo especifica de cada
caracteristica, depende da aplicacdo particular do material.

Complementarmente, os polimeros sintéticos exibem alta estabilidade térmica e quimica
podendo ser sintetizados com massa molecular controlada e baixa dispersividade (distribuicdo
estreita da massa molecular). Possibilitam ainda a incorporacao de grupos funcionais, e podem
ser idealizados para responderem a um dado estimulo biologico e ndo-bioldgico [38].

A PA é um suporte atrativo para a imobilizacdo proteica, pois aliado a sua
biocompatibilidade, esta possui similaridade quimica com as proteinas, nao fosse a proteina
uma poliamida natural. Ambas tém na sua composicao os mesmos grupos funcionais, —-NH2 e -
COOH, e amida (-NHCO-).

0 uso da PA como substrato para a imobilizacdo 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 retencdo da proteina a 30% e rendimento da imobilizacao 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 ef al. [41]
utilizaram glicose oxidase imobilizada em rede de nylon para produzir um biossensor de glicose.
Ja Cai et al. [42] prepararam microesferas de PA6 com nucleo magnético para a imobilizacao
proteica de BSA.

Também os suportes de polimeros magnéticos tém sido amplamente investigados para a
imobilizacdo de proteinas [43][44][45][46], salientando-se as microesferas de PA6 com
incorporacao de oxido de ferro (Fe;0,) que Cai et al. [42] desenvolveram. O ferro magnético so é
adequado como suporte, quando envolvido com um material inerte. Além das caracteristicas
associadas aos materiais sintéticos, estes hibridos acrescentam ainda caracteristicas

supermagnéticas. Estes, perante um campo magnético, facilitam a sua recolha e permitem que
12
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0s conjugados sejam direcionados para um local especifico. Quando o campo magnético é
retirado os polimeros magnéticos nao 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 microcapsulas, permitem uma melhor
interacdo com a enzima, aumentam a eficacia da imobilizacdo, assim como melhoram o
armazenamento a longo termo e a estabilidade da enzima [48].

Contudo, até a data nao foi possivel encontrar literatura que suporte uma possivel
imobilizacdo de proteinas em MCs de PA, com e sem nucleo magnético, sintetizadas por
polimerizacao anionica ativada.

No ambito do presente estudo, o uso de MCs de APA6 com propriedades magnéticas
como substrato da imobilizacao proteica, exibe uma série de vantagens desejadas: elevada area
superficial especifica, facil modificacdo das caracteristicas superficiais, o potencial de trazer

grupos funcionais especificos e suscetibilidade magnética.

1.6 Métodos de conjugacado de proteina-polimero

Os conjugados de proteina-polimero podem ser produzidos por varios métodos, sendo que
cada um tem as suas vantagens e desvantagens, Anexo 1, podendo ser divididos em dois tipos
de abordagem, via ligacdo nao-covalente e via ligacao covalente.

Em conjugacdes usando ligacbes nao covalentes, sao aplicadas estratégias de /ayer-by-
layer baseadas em interacoes electrostaticas, atracdes hidrofébicas ou bioafinidade altamente
seletiva. No entanto, com esta abordagem nao é possivel controlar a orientacao espacial das
proteinas na superficie do substrato, o que pode resultar no decréscimo da atividade biologica
aparente do conjugado proteina-polimero.

A segunda abordagem é baseada na ligacdo das proteinas ao substrato através de
ligacoes covalentes. Estas ligacdes sdo normalmente formadas entre os grupos funcionais
presentes na superficie do substrato e na proteina. A ligacdo covalente é uma forma eficaz de
afixar irreversivelmente as proteinas ao suporte, uma vez que a ligacdo estabelecida é mais
estavel e reprodutivel, sendo mais vantajosa quando comparada com os métodos usando ligacao
nao-covalentes. Assim, este foi o método escolhido para produzir os conjugados proteina-

polimero nesta presente dissertacao.
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A eficacia da conjugacdo depende de varios parametros tais como o numero 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 0 comprimento do ligante.

Tém sido descritas diversas abordagens no uso de ligacdes covalentes para formar a
conjugacao proteina-polimero [49][50], tais como: reacdes de adicdo-eliminacdo com amina-
aldeido [51] e reacdes quimicas entre carbodiimida e os grupos acido carboxilico-amina [52], em
qgue ambas geram conjugacdes nao especificas do local. Sendo selecionada a ultima estratégia
para a producao dos conjugados proteina-polimero.

Na revisao bibliografica, a imobilizacdo com base em ligacdes covalentes requere duas
fases, a funcionalizacdo e a ativacdo do substrato, que devem ser adequadamente concebidas

de forma a obter uma maior estabilidade e atividade biolégica da proteina.

12 Fase: Funcionalizacdo do substrato

A literatura mostra que para a imobilizacdo de proteinas em substratos de PA6, é
necessario introduzir grupos carboxilicos através da modificacdo quimica da superficie do
substrato [39][42].

A modificacao de polimeros tem vindo a receber uma enorme atencdo. De todos os
métodos utilizados, a copolimerizacao de enxerto apresenta-se como um dos mais promissores,
conferindo uma grande variedade de grupos funcionais a um dado polimero. Esta pode ser
conseguida usando técnicas que incluem o enxerto enzimatico, plasma induzido, radiacéo,
tratamento quimico, foto irradiacdo, entre outros.

No presente estudo, foram enxertados ramos de acido acrilico (AA) na superficie das
microcapsulas poliméricas. O enxerto de AA trata-se de uma reacdo de polimerizacao radicalar,
onde ocorre a transferéncia de radicais livres.

A reacdo ¢ iniciada formando um radical livre a superficie do polimero (P), através da
extracdo (libertacao) do atomo de hidrogénio (H), Equacao 1.

PH - P+ H

Na auséncia de oxigénio, o radical livre é altamente reativo com as unidades do
monodmero (M) de AA, Equacdo 2 (Logo a reacao tem de ocorrer em ambiente ausente de

oxigénio).
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P+M - PM,

A reacdo é continuada através da polimerizacao de transferéncia da cadeia, onde o radical
livre é propagado ao longo das unidades do monomero. Por sua vez, estas unidades aderem ao
terminal da cadeia, Equacao 3, onde n é o numero de unidades de mondmero.

PM, + M — PM,,

Este processo continua até que a cadeia é terminada por uma das quatro estratégias
existentes. A primeira ocorre por transferéncia de cadeia, onde os radicais livres sao transferidos
para uma unidade livre de mondémero deixando assim uma cadeia ‘morta’ de polimero. O termo
‘morta’ significa o cessar do crescimento da cadeia por propagacao radicalar [17], Equacéo 4.

PM, +M - PM, + M

Um outro método passa por combinar duas cadeias de polimeros, que reagem entre si
por acoplamento, Equacao 5.

PM, + PM; —» PM, P

A cadeia pode ainda terminar por desproporcado radicalar. Neste caso, um protdo de uma
cadeia é retirado e adicionado a uma outra cadeia, produzindo assim um polimero com um
grupo terminal insaturado e um polimero com o grupo terminal saturado, Equacéo 6.

PM, +PM, — PM, + PM,
A par destas reacdes primarias, pode ainda ocorrer homopolimerizacdo do monémero,
Equacao 7.

M, + M; - MM,

Adicionalmente, sado descritas reacdes de terminacdo menos dominantes como a

interacao da cadeia com impuridades ou inibidores.

22 Fase: Ativacdo do substrato e imobilizacdo da proteina

Sdo poucos 0s grupos quimicos que permitem uma conjugacao especifica aos acidos

carboxilicos (-COOH), tal como ocorrem em proteinas e muitas outras biomoléculas. Os mais
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comummente utilizados sdo os compostos de carbodiimida (CDI), que funcionam como ativador
[53]. Este € o método mais pratico e versatil de reticulacdo com o acido carboxilico
(crosslinking). A CDI pode ser utilizada em condicdes aquosas e ndo aquosas, permitindo ativar
os acidos carboxilicos para conjugacéo direta com aminas primarias (R-NH,) através da
formacéo de ligacdes amida.

A ativacdo do substrato foi feita em condicbes aquosas, sendo que se usou N-(3-
Dimetilaminopropil)-N'-etilcarbodiimida (EDC), que é um composto de CDI, como o ativador da
reacao.

A EDC reage com os grupos carboxilicos formando um intermediario O-acilisoureia, que
fica com um grupo ativado. Este intermediario pode ser facilmente deslocado por ataque

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

Amina Primaria

NH .~ \n/ HN—< 2 \n/

)kon + —> OKLN L» 1 )T\H/ . +
A A oA
A N N

Acido Carboxilico EDC O-acilisoureia Proteinas Reticuladas Isoureia
Ester Ativo

o=z

zZ2=

Figura 7 - Esquema da reacao de reticulagdo com EDC.

Uma amina primaria forma uma ligacdo amida com o grupo carboxilico original, sendo
que o subproduto da EDC é libertado como derivado de ureia solivel. O intermediario O-
acilisoureia é instavel em solucbes aquosas, assim, quando este ndo reage com uma amina
resulta na sua hidroélise, dando-se a regeneracao dos carboxilos € a libertacao de ureia [54][55].

A técnica de crosslinking usando EDC € mais eficaz em condigdes acidicas,
nomeadamente com pH 4.5, devendo ser realizada em solucdes tampao desprovidas de grupos
carboxilicos e aminas. Uma solucdo tampao adequada para a reacdo com a EDC é o acido 2-(N-

morfolino)etanosulfénico (MES) [56].
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1.7 Aplicacdes da conjugacédo proteina-polimero

A conjugacdo de polimeros sintéticos com proteinas permite caracteristicas e
funcionalidades adicionais, como por exemplo, comportamento de separacdo de fases e
automontagem.

As caracteristicas superiores dos conjugados permitem uma vasta gama de aplicacdes

na biomedicina, biotecnologia e nanotecnologia.

1.7.1 Suscetibilidade a Estimulos Externos

A capacidade de alguns polimeros submeterem-se a mudancas reversiveis como resposta
a um estimulo externo (stimuli responsive polymers), conferiu-lhes a designacdo de polimeros
inteligentes. Tém sido utilizados varios estimulos tais como a temperatura [57][58][59], luz [60],
pH [61][62][63][64], ides [65], campo magnético externo [15], entre outros.

Os conjugados suscetiveis 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 proteina é baseada no mecanismo reversivel que blogueia o local ativo. Perante um
dado estimulo externo, o polimero anexado ira esconder esse local ativo [69].

A combinacao dos estimulos externos com os diversos conjugados possiveis, abre o
caminho para inumeras aplicacdes. Um exemplo ¢ mediar a bioatividade e acesso ao substrato,

usando conjugados suscetiveis ao pH e/ou a temperatura [70][71].

1.7.2 Transporte de Farmacos

Novas estratégias para o transporte de farmacos tém sido uma grande prioridade para a
industria farmacéutica. As proteinas e polipeptideos sempre atrairam especial atencéo, porém os
conjugados proteinas-polimeros apresentam também um grande potencial nesta area.

As aplicacdes biomédicas de enzimas imobilizadas podem ser divididas em dois grupos
principais [72]. No primeiro grupo estdo incluidas as enzimas destinadas a circulacédo
prolongada, e as que estdo presentes em diferentes érgaos e tecidos. Ja no segundo grupo, a
enzima imobilizada ¢é destinada a deposicao local durante o tratamento de lesdes, como
tumores, ou de 6rgdos individuais [72].

Os conjugados tém o potencial de transportar e entregar farmacos a regides especificas

do corpo usando o bio-reconhecimento existente a superficie da proteina [73][74][75].
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Em alguns casos, uma proteina especifica presente na superficie do substrato, pode

auxiliar a passagem através de barreiras bioldgicas impermeaveis [76][77].

1.7.3 Outras aplicagdes

A par com as aplicacdes biomédicas, que sdo tipicamente associadas aos conjugados
proteina-polimero, existem aplicacées nao-bioldgicas destes hibridos.

Os conjugados peptideo-polimero tém sido estudados e usados em técnicas de separacao.
Estes podem ser usados para gerar filmes finos que contém canais sub-nanométricos que tém
orientacdo normal com a superficie. Assim, exibem propriedades de transporte e separacdo
unicos, que podem servir como membranas seletivas para a separacao e revestimentos
protetores [78].

Também a imobilizacao de proteinas em polimeros com incorporacdo magnética, como
oxido de ferro, facilita a separacao das proteinas em solucdes complexas quando aplicado um
campo magnético ou por centrifugacao. O processo de separacao magnética facilitado por estes
conjugados, permite diversas aplicacbes como no tratamento de agua, diagndésticos clinicos,
processamento mineral e biologia molecular [79](80].

Os hibridos proteina-polimero podem ser igualmente aplicados em nanoreatores uma vez
que permitem uma maior tolerancia a diversas condicdes experimentais, sem que ocorra a
perda de bioatividade, podendo assim aumentar significativamente a eficacia das reacoes
enzimaticas [81][82].

A conjugacao proteina-polimero apresenta aplicacdes optoelectronicas promissoras. Os
hibridos oligopeptideo-oligotiofeno que formam agregados fibrilares nanoestruturados, combinam
a sua suscetibilidade ao estimulo 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 oligopeptideos, como modelos para a nucleacao e crescimento de
nanoparticulas de prata. As propriedades oticas e elétricas das nanoparticulas permitem a
intercepcao da luz em células solares [85].

E ainda possivel desenvolver biossensores baseados nas nanoparticulas de proteina-
polimero [86][87][88], uma vez que as proteinas tém uma elevada especificidade para

determinadas substancias. Este tipo de biossensores tem sido utilizados na detecdo de varios
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compostos organicos de forma rapida e altamente seletiva, como por exemplo, a imobilizacao de

glicose oxidase permite a medicao dos niveis de glicose no sangue [89].

1.8 Conjugados suscetiveis ao pH

Polimeros com suscetibilidade ao pH podem ser definidos como polieletrolitos. Um
polieletrolito € uma macromolécula que pode dissociar-se, quando dissolvido em agua ou outros
solventes ionizantes, fornecendo ides [90].

Estes polimeros incluem na sua estrutura grupos acidos ou basicos fracos que fornecem
ou recebem protdes, respetivamente, em resposta ao pH do meio envolvente. Perante um
determinado pH, os grupos funcionais presentes no polimero sofrem ionizacao levando a uma
mudanca conformacional do mesmo, o que resulta na sua expansao ou compactacao.

Anteriormente, foi referida a necessidade da modificacdo da superficie do substrato com
acido acrilico para a imobilizacao proteica. Porém, o enxerto de AA tem dupla funcionalidade, a
incorporacao de grupos carboxilicos no substrato e tornar o conjugado proteina-polimero
suscetivel ao pH do meio envolvente [91][92].

Os poliacidos sao polimeros cuja estrutura tem um grande numero de grupos funcionais
acidos ionizaveis, tais como acidos carboxilicos. O pH que permite a ionizacdo do acido depende
da constante de dissociacdo (pKa) de cada polimero [93]. No caso particular do poli(acido
acrilico) (PAA) o pKa é de 4.28 [94].

Perante um pH acima do pKa, os grupos carboxilicos das cadeias de PAA dissociam-se
aumentando o numero de anides COO-. A repulséo electroestatica entre estes grupos, aumenta
o comprimento da molécula e a distancia entre as cadeias adjacentes. Assim, o polimero
enxertado nos poros das microcapsulas 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 microcapsulas ficam abertos

permitindo a libertacdo do material contido no seu interior, Figura 8.
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Figura 8 - Da esquerda para a direita, comportamento das microcapsulas porosas com nucleo magnético perante o
pH do meio, quando: pH > pKa; pH < pKa.

O cariz inovador na producdo das MCs de APA6 restringe o numero de artigos
relacionados com a sua técnica produtiva, porém varios autores estudaram a suscetibilidade ao
pH de microesferas e microcapsulas obtidas por outros métodos.

Uma vez mais o trabalho de Cai et al. [42] salienta-se nesta area uma vez que usaram o
grupo carboxilico, incorporado por AA nas microesferas magnéticas de PA6, como ligante para a
adsorcdo de BSA. Esta investigacdo provou a dupla suscetibilidade das microesferas: a
suscetibilidade magnética e ao pH, permitindo este ultimo, otimizar a quantidade de BSA
adsorvida através da alteracdo do pH e da concentracao inicial de BSA.

Também Liu et al [95] produziram, via polimerizacdo em emulsado, e estudaram
microesferas de poli(estireno-co-(acido acrilico)) com nucleo magnético de Fe,0,. Neste estudo,
0s autores usaram a suscetibilidade ao pH das microesferas para investigar a sua capacidade de
adsorcdo de BSA, concluindo que esta aumentava com o incremento da quantidade de AA
presente.

Yun et al. [96] prepararam microcapsulas e microesferas de polialcool vinilico com
poli(acido acrilico), através da polimerizacao em emulsao, contendo no seu interior vitamina B,,.
Os autores estudaram a suscetibilidade ao pH de ambas, sendo que os dois tipos de
microparticulas sao sensiveis ao pH do meio envolvente, protegendo ou libertando a vitamina
B,,. Porém concluiram que, as microcapsulas apresentaram uma libertacédo mais rapida do seu

contetido quando comparadas com as microesferas.
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1.9 Objetivos

O objetivo geral da presente dissertacao consiste em desenvolver microcapsulas, vazias e
com incorporacdo de varias percentagens de diferentes particulas magnéticas, para a
imobilizacdo de proteinas. Para esse efeito a poliamida 6 & usada como substrato para a
imobilizacdo, em forma de microcapsulas porosas, uma vez que é biocompativel e possui 0s
mesmos grupos funcionais, -COOH e -NH,, que as proteinas. Pretende-se aplicar um método
rapido, ecoldégico e que permite a producdo de microcapsulas porosas, em quantidades
razoaveis e com possibilidade de scale-up.

Aliado a este objetivo primordial, as microcapsulas com imobilizacdo proteica apresentam
ainda um comportamento inteligente perante dois estimulos externos. A incorporacéo das cargas
magnéticas torna as microcapsulas suscetiveis a um dado campo magnético, assim como o
enxerto de poli(acido acrilico) (PAA), tipicamente necessario para a imobilizacao de proteinas, faz
com que as microcapsulas sejam suscetiveis ao pH do meio que as envolve.

Assim, com base na revisdo bibliografica apresentada, o trabalho devera passar pelas
seguintes etapas:

* Sintetizar microcapsulas porosas de PA6, vazias e com cargas magnéticas incorporadas,
através da polimerizacdo anidnica ativada de &-CL em solvente. No caso das
microcapsulas magnéticas a polimerizacado é realizada na presenca de poés de ferro (Fe)
e Oxido de ferro (Fe;0,), ambos em quantidades de 1%, 3% e 5%;

* Modificar quimicamente as microcapsulas produzidas com o enxerto de ramos de PAA.
Esta técnica de polimerizacao radicalar permite introduzir grupos COOH na superficie
das microcapsulas, aumentando desta forma o teor destes grupos nas microcapsulas de
APA®G, sendo estes necessarios para a imobilizacao proteica;

* Produzir os conjugados proteina-polimero. Consistindo o processo em imobilizar a
proteina BSA nas microcapsulas, que tém o enxerto de PAA e nas que nao sofreram
qualquer modificacdo quimica. A imobilizacdo é realizada de duas formas: sem
interferéncia de um ativador; e na presenca de um ativador, um composto de
carbodiimida;

* Caracterizar todas as microcapsulas produzidas (MCs referéncia, MCs com PAA e MCs

com imobilizacdo de BSA) de modo a relacionar a imobilizacdo com: o tipo e
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percentagem de incorporacao magnética, a funcionalizacdo, o tempo de imobilizacéo e a
influéncia do uso de ativador na imobilizacao;

* Estudar o efeito da incorporacdo magnética, em termos de percentagem e do tipo de
particulas, na imobilizacdo proteica. Pretende-se ainda investigar a influéncia da
funcionalizacdo e o uso de ativador na percentagem de BSA imobilizada nas
microcapsulas de APA®6.

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

vitamina B,, como modelo.

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

num fluxograma cronolégico.
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Figura 9 - Fluxograma cronoldgico das etapas desenvolvidas ao longo da dissertacao.
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2 Materiais e procedimentos experimentais

Neste capitulo sdo apresentados os procedimentos experimentais, os materiais, e
equipamentos utilizados na obtencéo e caracterizacao de todas as microcapsulas obtidas neste
projeto.

Este inicia-se com a descricao das metodologias para a obtencdo das microcapsulas a
partir de uma reacao de sintese, seguindo-se a sua funcionalizacdo e imobilizacdo. Também foi
estudada a suscetibilidade das microcapsulas funcionalizadas quando sujeitas a um dado
estimulo externo, o pH. Com estes produtos foram realizados ensaios de caracterizacdo

morfoldgica e estrutural, analises térmicas, analise eletroanalitica, e ensaios espetroscopicos.

2.1 Sintese das microcapsulas de APA6 e APA6/magnética

A sintese das microcapsulas de poliamida 6 anionica vazias (APA6) e com incorporacdo
magnética (APA6/magnética), realizou-se a partir da polimerizacao aniénica ativada por abertura
de ciclo da e-caprolactama (e-CL). A reacdo de sintese das microcapsulas de poliamida esta

apresentada na Figura 10.
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Figura 10 - Reacéo de sintese das microcapsulas de APA6 e APA6/magnética [15].

2.1.1 Materiais

Na sintese das MCs de APA6 foram utilizados os materiais e reagentes seguintes, nas
proporcoes apresentadas na Tabela 2:

¢ 180 mL solvente tolueno, Sigma-Aldrich com pureza = 99.5 %;
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* 55.6 g de e-caprolactama fornecido pela Briiggemann Chemical;

* (O sistema catalitico foi constituido por um 7.97 g de iniciador, dilactamato (DL)
fornecido pelo Katchem, e 3.67 g de ativador da polimerizacdo, C20P, fornecido
pela Briggemann Chemical;

* 1.67 g de cargas magnéticas incorporadas: ferro (Fe) da BASF e éxido de ferro

(Fe,0,) da Sigma-Aldrich.

2.1.2 Procedimento experimental

A reacéo de polimerizacao foi realizada num baldo de vidro de 500 mL com um agitador,
no qual se acoplou um termémetro, um condensador de refluxo (Dean-Stark) e uma entrada de
azoto de forma a garantir uma atmosfera inerte. O baldao foi colocado numa manta de
aquecimento com agitacdo magnética, possibilitando assim o controlo da temperatura e de
rotacao do agitador na Figura 11.

A e-CL foi introduzida no baldo juntamente com o solvente e, se for o caso, a carga
magnética que foi calculada em relacdo a quantidade de monémero usado na reacéo. O baldo
foi aquecido até a ebulicdo (=115 °C) garantindo a completa dissolucado do monomero. A agua
libertada pela €-CL por ser mais densa que o solvente ficou no fundo da purga do condensador,
permitindo assim a sua separacao.

Apds estabilizada a temperatura, foi adicionado o sistema catalitico em duas etapas. Em
cada fase foi acrescentada metade da quantidade estipulada de iniciador e ativador, tendo-se
feito a segunda adicdo uma hora apés a primeira adicao.

Duas horas apos a primeira adicao do sistema catalitico as microcapsulas foram filtradas,
uma vez que nao se dissolvem no solvente, e lavadas com metanol.

Por fim, as microcapsulas filtradas foram secas na estufa a 120 °C por 4 horas, findo
esse tempo foram pesadas e o rendimento (ou taxa de conversao) da reacao de polimerizacdo
foi avaliado.

As microcapsulas com nucleo magnético apresentaram suscetibilidade perante a acdo de
um iman, movendo-se em consonancia com ele, Figura 11.

Todas as microestruturas obtidas foram posteriormente utilizadas na funcionalizacdo e

imobilizacao, por isso foram consideradas as microcapsulas referéncia.
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Figura 11 - Da esquerda para a direita: Montagem usada na sintese e funcionalizacado das microcapsulas; MCs vazias
(cor branca), com incorporacao de Fe (cor cinza) e com incorporagao de Fe,0,; Reacdo das MCs com particulas magnéticas sob

acao de um iman.

2.1.3 Designacao das amostras referéncia

As amostras foram designadas tendo em conta o tipo e a percentagem de carga
magneética incorporada. De notar que, apesar de todas as microcapsulas serem de APA6 para
facilitar a leitura deste estudo somente as vazias tém a designacdo PAMC, microcapsulas de PA,

ficando assim subentendida esta designacdo nas restantes microcapsulas com particulas

magnéticas incorporadas.

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

(referéncia).

Tabela 2 - Designacdo das amostras referéncia.

Designacéo Descricéo
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
Fe;0,_1% MCs com 1% de Fe;0,incorporado
Fe;0,_3% MCs com 3% de Fe;0,incorporado
Fe;0,_5% MCs com 5% de Fe;0,incorporado
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2.2 Funcionalizacdo das microcapsulas de APA6 e APA6/magnética

Seguiu-se o enxerto de ramificacdes de poli(acido acrilico) (PAA-G) sobre as microcapsulas

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

OH
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1 ~COOH

7 I
HO ——C—NH —{CH NH, + H,C —>» HO C—<H CH—N
2>5 2 2 /\’/ |2 5 Ho
CH,
/
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Figura 12 - Reacédo de polimerizacao radicalar nas microcapsulas de APA6 e APA6/magnética.

2.2.1 Materiais

A funcionalizacao 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 agua destilada;
* 1 gde MCs referéncia;
e 0.36 + 0.18 g em solucdo de Luperox® A75 peroxido de benzoila (BPO) da
Sigma-Aldrich;

e 2 mL de acido acrilico (AA) com pureza de 99 %, fornecido pela Sigma-Aldrich.

2.2.2 Procedimento experimental

A semelhanca da sintese das microcapsulas, a polimerizacéo radicalar foi realizada num
balao de vidro de 500 mL com agitador. Neste foi acoplado um termémetro, um condensador de
refluxo e uma entrada de azoto de forma a garantir uma atmosfera inerte. O baldo foi instalado
numa manta de aquecimento com agitacdo magnética, possibilitando assim o controlo da
temperatura e a velocidade de rotacéo do agitador, Figura 10.

No baldo foram introduzidas as microcapsulas referéncia juntamente com os solventes.
Este foi aquecido até se atingir 85 °C e consequente inicio da condensacéo dos solventes.

O iniciador, BPO, foi acrescentado em dois momentos da polimerizacdo, tendo sido
previamente dissolvido em agua destilada. Ao estabilizar a temperatura foi adicionada a primeira
porcdo 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 adicdo de BPO, as microcapsulas foram filtradas.
Num gobelé com agitador, foram adicionadas as microcapsulas filtradas e agua destilada. O
gobelé foi posto sob agitacao e temperatura controladas durante 30 minutos, seguindo-se uma
segunda filtracdo. O procedimento é repetido uma vez mais, ou seja, a solucdo de agua com as
microcapsulas filtradas é posta sob agitacao e temperatura durante 30 minutos seguindo-se a
filtracdo das mesmas. Estes passos sdo realizados de forma a extrair um possivel homopolimero
de acido poliacrilico formado aquando o processo, que iria interferir nos resultados dos ensaios

de espetroscopia.

2.2.3 Designacao das amostras funcionalizadas

As amostras com enxerto PAA foram designadas tendo em conta esse processo de
funcionalizacdo, sendo adicionado a designacao inicial (Seccdo 2.1.3) um F. Na Tabela 3, ¢

apresentada a designacao de todas as amostras funcionalizadas.

Tabela 3 - Designacao das amostras obtidas por funcionalizagéo.

Designacao Descricéo
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

MCs com 1% de Fe;0,incorporado,
Fe;0,_1%_F
funcionalizadas

MCs com 3% de Fe;0, incorporado,
Fe;0,_3%_F
funcionalizadas

MCs com 5% de Fe;0, incorporado,
Fe;0,_5%_F
funcionalizadas

2.3 Imobilizacdo de BSA nas microcapsulas

A imobilizacdo da proteina albumina de soro bovino (BSA) sobre as microcapsulas, foi

realizada na presenca e na auséncia do ativador N-(3-Dimetilaminopropil)-N'-etilcarbodiimida
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(EDC). Como substrato de imobilizacao, foram utilizadas nao sé6 microcapsulas funcionalizadas
mas também referéncia, uma vez que as ultimas ja possuem grupos funcionais NH, e COOH
necessarios para o processo de imobilizacdo covalente de BSA.

A reacdo de imobilizacao foi descrita anteriormente no estado da arte, seccdo 1.5.1 -

Figura 7.

2.3.1 Materiais

Assim, para a imobilizacéo foi necessario:
* 0.1 gde MCs referéncia e de MCs funcionalizadas;
e 1 mL de solucdo de 0.1 M de acido 2-(N-morfolino)etanosulfénico (MES) mono-
hidratado da Sigma-Aldrich;
e 2.5 mL de solucdo 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 experimental

A imobilizacdo da proteina BSA nas microcapsulas, referéncia 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 solucdo e a segunda com
EDC na solucéo, de modo a determinar a influéncia do ativador na percentagem de imobilizacéo
proteica. Na imobilizacdo sem ativador foram adicionadas microcapsulas em cada tubo de
ensaio, correspondendo cada tubo a microcapsulas distintas, seguido da adicao de MES e BSA
com o auxilio de uma micropipeta. Por outro lado, na imobilizacdo com ativador, a solucéao
anterior foi também acrescentado EDC a cada tubo.

Apds a agitacdo dos tubos, procedeu-se a medicdo do pH de cada solucdo. O pH foi
posteriormente acertado de modo a que as solucbes tivessem um pH proximo do ponto
isoelétrico® do BSA, pH 4.7 quando usado em conjugacdo com MES [97].

Em seguida, os tubos foram dispostos num agitador com angulo ajustavel, e sob agitacao

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

% 0 ponto isoelétrico de uma molécula é o pH em que esta é eletricamente neutra.
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2.3.3 Designacao das amostras com imobilizacdo proteina

As amostras com imobilizacdo de BSA foram designadas com base no tipo de
imobilizacdo, ou seja, se ocorreu na presenca de ativador (IC) ou na auséncia de ativador (IS),
sendo estes adicionados a designacdo inicial (Seccao 2.1.3). Na Tabela 4, ¢ apresentada a

designacao dada a cada uma das amostras com BSA.

Tabela 4 - Designacao das amostras obtidas por imobilizacdo com ou sem ativador presente.

Imobilizagdo nas MCs de APA6 Imobilizagdo nas MCs de APA6
com ativador sem ativador
PAMC_IC PAMC_IS
Fe_1%_IC Fe_1%_IS
Fe_3%_IC Fe_3%_IS
Fe_5%_IC Fe_5%_IS
Fe;0,_1%_IC Fe;0,_1%_IS
Fe;0,_3%_IC Fe;0,_3%_IS
Fe;0,_5%_IC Fe;0,_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
Fe;0,_1%_F_IC Fe;0,_1%_F_IS
Fe;0,_3%_F_IC Fe;0,_3%_F_IS
Fe;0,_5%_F_IC Fe;0,_5%_F_IS

2.4 Suscetibilidade ao pH

As microcapsulas 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 B,, (VB,,), e estudadas num meio com pH 2 e com pH 7, a escolha

destes pH foi explicada anteriormente na secéo 1.8.

33



Capitulo Il — Materiais e Procedimentos Experimentais

2.4.1 Materiais

Foram utilizados:
¢ 0.1 g de MCs previamente funcionalizadas;
* Solucao tampao fosférico com 0.1 mM;
* 4 mL de solucao tampao de VB,,, com 0.2 mM. A VB,, foi fornecida pela Sigma-

Aldrich.

2.4.2 Procedimento experimental

Em tubos de ensaio de 14 mL foram adicionadas as MCs funcionalizadas e a vitamina
B,,, previamente diluida na solucéo tampao fosforico 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 angulo ajustavel, sendo
posteriormente colocados sob agitacdo na estufa a 37 °C durante 5 horas.

Passadas 48 horas de carregamento das MCs com VB,,, todo o solvente foi retirado
deixando somente as microcapsulas nos tubos. Foi adicionada a metade dos tubos, uma nova
solucdo tampdo com pH 2, e nos restantes uma solucdo tampéao ajustada para um pH 7. Os
tubos foram bem agitados seguindo-se a medicdo do pH de cada tubo.

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

2.5 Caracterizacdo das amostras

2.5.1 Microscopia 6tica de campo claro

A microscopia ética € uma técnica de caracterizacdo morfolégica que permite obter uma
imagem ampliada de uma amostra, possibilitando a aquisicdo de informacdo estrutural e
molecular.

Esta técnica permite o recurso a diferentes formas de transmissdo de acordo com a
natureza das amostras. Para amostras poliméricas, as técnicas mais indicadas sao a
microscopia de reflexdo, microscopia de luz polarizada e a microscopia de campo claro.

Para a caracterizacao das microcapsulas foi usada a microscopia de campo claro, sendo

que o contraste é gerado por alteracdes na absorcdo e difusdo da luz pelos constituintes da
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amostra. Isto permite a observacdo da forma e distribuicao destes constituintes (absorcao), ou
ainda das fronteiras de separacao destes com o contorno mais escuro (difusao).

A analise foi iniciada com a recolha de imagens das amostras usando o microscopio de
transmissdo Olympus BH-2, com o acoplamento da camara 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 particulas individuais e separar particulas que se apresentam juntas através do
desenho de uma reta de separacdo. O software fornece assim dados da area, esfericidade e
diametro circular equivalente das particulas.

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

uma ocular de 1.67x.

2.5.2 Microscopia eletronica de varrimento

A microscopia eletronica de varrimento (SEM - Scanning Electron Microscope) permite a
observacdo e caracterizacdo morfologica de materiais heterogéneos, organicos e inorganicos
numa elevada resolucao, nanométrica (nm) ou micrométrica (um). O principio de funcionamento
desta técnica consiste em incidir sobre a amostra um feixe localizado de electrdes com elevada
energia, que sdo acelerados por aplicacdo de uma diferenca de potencial. A interacdo dos
eletrdes com os atomos, que constituem a amostra, gera sinais que revelam informacdes sobre
a topografia da mesma, incluindo a sua microestrutura, composicao, estrutura cristalina e a
orientacdo dos materiais que a compdem [98].

Esta analise morfologica foi efetuada as microcapsulas de APA6 vazias e as que tém
incorporacao de 3% Fe e 3% Fe,0,, as mesmas amostras foram também analisadas depois de
funcionalizadas e com a proteina imobilizada. A area a analisar foi revestida por sputtering com
uma fina camada de uma liga de ouro e paladio, com o proposito de tornar condutora a sua
superficie. Neste estudo foi utilizado o equipamento Nano SEM-FEI Nova 200, que integra o
sistema EDAX-Pegasus X4M de microanalise por raio-X (EDS - Energy Dispersive Spectrometer) e
o sistema de detecdo e andlise de padrdes de difracdo de electroes retrofundidos (EBSD -

Electron Backscatter Diffaction).
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2.5.3 Calorimetria diferencial de varrimento

A calorimetria diferencial de varrimento (DSC - Differencial Scanning Calorimetry) é uma
técnica de analise térmica que regista o fluxo de energia calorifica associado a transicées nos
materiais em funcao da temperatura ou tempo.

Neste método, a substancia em estudo e a referéncia sdo submetidas a um mesmo
programa de aquecimento ou arrefecimento, rigorosamente controlado. Assim, a diferenca no
fornecimento de energia calorifica entre a substancia em estudo e a referéncia é medida em
funcdo da temperatura.

A medicao de parametros por compensacao fornece dados qualitativos e quantitativos em
processos endotérmicos (absorcao de energia calorifica) e exotérmicos (libertacdo de energia ca-
lorifica). Desta forma permite obter informacdes referentes a alteracdes de propriedades fisicas
e/ou quimicas tais como a temperatura de fusdo, temperatura de cristalizacéo, temperatura de
transicao vitrea, grau de cristalinidade, entalpia de fusao e cristalizacao.

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

No primeiro estudo as amostras foram sujeitas a dois periodos de aquecimento, sendo
que o primeiro elimina a histdria térmica do material tornando o segundo aquecimento mais
preciso quanto a sua caracterizacdo, 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 gas de purga e de protecao.

Num segundo estudo as amostras necessitaram de preparacdo prévia, sendo que estas
foram submersas em agua durante 24h. No entanto, imediatamente antes do ensaio, as
mesmas foram escorridas e o excesso de agua 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 versao 6.0.0.

O grau de cristalinidade (x.%) da APA6 foi calculado a partir da seguinte equacao,
Equacao 8.
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o~ AH;
Xxc(%) = A_H]? x 100

Onde AH; refere-se a entalpia de fusdo da amostra e AH}’ ao valor extrapolado da
entalpia que corresponde a fusdo de uma amostra 100% cristalina de APA6. Na APA6 existem
duas estruturas cristalinas predominantes, a forma o e a forma vy, foi assim considerado o valor

intermedio de 190J/g para AHP [99].

2.5.4 Analise Termogravimétrica

A analise termogravimétrica (TGA - Thermogravimetric Analysis) € uma técnica de analise
térmica que possibilita o estudo da variacdo da massa de uma amostra em funcado da
temperatura, quando esta é submetida a um programa controlado e sob uma atmosfera
adequada (inerte ou reativa) [100].

A analise de TGA foi realizada na caracterizacao das microcapsulas de APA6 vazias e com
incorporacdo magnética, e em todas as amostras funcionalizada. Foram também analisadas
algumas microcapsulas com a proteina imobilizada com e sem funcionalizacdo. 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] versao 6.7.

Este método permite obter informacdes sobre a estabilidade térmica das amostras tais
como a velocidade de degradacao maxima, a temperatura de degradacéo a velocidade maxima e

o residuo no final da degradacéo.

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 transicoes entre estados vibracionais das moléculas. A amostra
é irradiada com um feixe de luz infravermelha, sendo que quando a frequéncia do feixe é a
mesma que a frequéncia de vibracdo de uma ligacdo ocorre absorcdo nesse respetivo

comprimento de onda [101].
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Assim, esta técnica permite identificar grupos funcionais especificos ou determinados
tipos de ligacdes presentes na estrutura quimica do material, através de picos de intensidade em
determinados comprimentos de onda.

Através deste método foram analisadas todas as MCs referéncia, funcionalizadas e com a
proteina imobilizada com e sem incorporacao magnética.

O ensaio foi iniciado com um teste em branco de forma a obter-se a linha de base.
Seguiu-se 0 ensaio com as amostras em estudo, obtendo-se espetros da percentagem de
transmitancia em funcdo do comprimento de onda. Todos os ensaios foram sujeitos as mesmas
condicdes de medicao (quantidade da amostra, condicdes atmosféricas, acoplamento de ATR, e
0 mesmo aperto de ATR) de forma a tornar os resultados comparaveis.

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

ATR acoplado, com 64 acumulacoes.

2.5.6 Titulacdo Potenciométrica

A potenciométria € um método eletroquimico que tem como base a diferenca de potencial
entre duas células, o elétrodo indicador e um elétrodo de referéncia. Esta técnica pode ser
dividida em duas, a potenciometria direta onde se utiliza uma unica medida de potencial para
determinar a concentracao de uma espécie ionica em solucao, e a titulacao potenciométrica.

Para o presente estudo realizou-se uma titulacao potenciométrica, na qual é medida a
forca eletromotriz das células apos a adicdo de um certo volume de titulante, neste caso
hidréxido de sédio (NaOH).

Foi usado um elétrodo combinado de vidro, que incorpora no mesmo corpo cilindrico o
elétrodo de vidro e o de referéncia, cuja superficie é sensivel & concentracdo hidrogenionica. Este
permite a penetracdo de ies H' e, consequentemente, o aparecimento de uma tensao elétrica
que é funcao linear do pH. Assim, durante o ensaio o potencial registado & aquele que se
observa pela transferéncia de carga através da interface solucdo/camada hidratada (superficie
externa do elétrodo), sendo o potencial total do elétrodo dado pela concentracdo hidrogeniénica
presente em solucao.

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

analisadas com as mesmas condicdes de temperatura e tempo.
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Para o presente estudo as MCs, previamente pesadas, foram acrescentadas a um goblé
com agua destilada seguindo-se a medicao do pH das mesmas. Posteriormente, as amostras
foram postas sob agitacdo magnética a 23 °C durante 30 minutos. Findo esse tempo, foi
acrescentado aos poucos uma dada quantidade de titulante, NaOH, até a neutralizacdo (pH=7)
da solucao.

Através deste método foram analisadas todas as amostras funcionalizadas, de forma a
quantificar o teor dos grupos carboxilicos presentes nas MCs calculada pela seguinte equacao,

Equacao 9.

MxV
COOH (mmol/g) = ——
m

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

A espetroscopia UV-visivel (UV-VIS) possibilita o estudo da absorcao de luz UV-visivel das
solucdes coloidais em funcdo do comprimento de onda. A absorcdo molar na faixa de energias
ultravioleta (300-400 nm) e na regiao da luz visivel (400-800 nm) depende da estrutura
eletronica da molécula.

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

imobilizacado proteica e a suscetibilidade ao pH.

2.5.7.1 Percentagem de Imobilizacdo de BSA

Primeiramente foram analisadas todas as microcapsulas com BSA, de forma a verificar a
percentagem de imobilizacdo conseguida em funcdo de cinco fatores: a carga magnética
incorporada e respetiva percentagem, a funcionalizacdo, o tempo de imobilizacdo e o uso de
ativador.

0 estudo iniciou com a construcdo da curva de calibracdo (linha de base), relacao entre a
concentracdo do BSA e absorbancia, usando varias diluicdes da solucao inicial de BSA e fazendo

a sua medicao no espetrofotometro.
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A andlise das MCs em estudo requereu a preparacao prévia das amostras. De cada
solucdo com microcapsulas (secao 2.3.2), foram extraidos 20 uL do solvente que as rodeia,
sendo essa porcao transferida para cuvettes de plastico. A cada cuvette foi adicionado 180 uL
de MES, diluindo assim 10 vezes o solvente das microcapsulas. Desta nova solucdo foram
pipetados 100 uL para provetas de vidro. A estas foi acrescentado 2 mL de acido bicinconinico
(BCA), que permite desenvolver um complexo colorido, Figura 13, seguindo-se a sua
transferéncia para novas cuvettes e inicio do ensaio.

A concentracdo de proteina imobilizada, foi medida no inicio e no fim de cada ensaio,
sendo que a leitura da absorbancia foi feita no comprimento de onda de 562 nm [42].

Este estudo foi feito de 30 em 30 minutos durante as primeiras 3 horas, apds o
acréscimo de BSA a solucdo com microcapsulas, sendo posteriormente repetido findo 24 e 48

horas apds a adicao da proteina.

Figura 13 - Amostras imediatamente antes do ensaio de UV-VIS para a verificacdo da percentagem de imobilizacao de

BSA nas microcapsulas em estudo.

2.5.7.2 Suscetibilidade ao pH

Uma segunda analise foi realizada com as MCs funcionalizadas que foram carregadas
com a vitamina B,, , Figura 14. O UV-VIS permitiu assim averiguar a libertacdo da VB, em

funcao do pH do meio dielétrico, quando o meio é acidico ou basico.
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Figura 14 - Tubos de ensaio com os distintos tipos de microcapsulas mergulhadas na solucéo de VB,,.

Antes do ensaio da suscetibilidade ao pH, foram construidas duas linhas de base, uma
para cada pH.

De cada tubo foi retirado 2 mL do solvente, solucdo tampao fosforico, sendo este
transferido para as cuvettes de ensaio. Iniciou-se o ensaio e fez-se a leitura da absorbancia no
comprimento de onda de 361 nm [96].

O estudo da suscetibilidade ao pH foi feito ao fim de 10 minutos, apés a adicao das
solucdes tampao com pH acido ou neutro (secdo 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 espetrofotometro
Shimadzu UV-2401 PC de feixe duplo, permitindo fazer a diferenca entre a solucdo e a solucéo
de controlo. Para a primeira analise foi usado MES como solugdo de controlo, e para a segunda
analise foram usadas duas solucdes tampao fosforico com pH 2 e 7.

0 ensaio foi operando a uma resolucdo 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 VB,,. Para ambas as leituras

foram utilizadas cuvettes de plastico de 2 mL.
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3 Apresentacao e discussao de resultados

Neste capitulo sdo apresentados e discutidos os resultados obtidos, segundo os
procedimentos e técnicas de caracterizacdo enunciadas no capitulo anterior, estando divididos
em quatro seccoes.

Primeiramente, sado apresentados os resultados da caracterizacdo efetuada as
microcapsulas (MCs) referéncia de APA6, vazias e com incorporacdo magnética. E estudada a
influéncia da incorporacdo magnética, tipo de particulas magnéticas e as suas percentagens, nas
caracteristicas morfologicas e térmicas das MCs. Estes resultados, servem como base
comparativa para as restantes seccoes.

Na segunda seccao, sdo expostos os resultados relativos ao estudo da influéncia da
funcionalizacdo nas propriedades das MCs referéncia. As MCs funcionalizadas sao analisadas
quanto a sua morfologia e propriedades térmicas, sendo ainda investigada a quantidade de
grupos carboxilicos (COOH) incorporados nas MCs pelo enxerto de acido acrilico (AA).

Uma terceira seccao é reservada ao estudo das MCs com a proteina albumina de soro
bovino (BSA) imobilizada, sem interferéncia de um ativador e com a influéncia do ativador N-(3-
Dimetilaminopropil)-N'-etilcarbodiimida (EDC). Assim, é avaliada a percentagem de BSA
imobilizada segundo o efeito: das particulas magnéticas e suas percentagens, da
funcionalizacéo, do ativador e do tempo de imobilizacao.

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

mudancas do pH do meio que as envolve.
3.1 Microcapsulas Referéncia

3.1.1 Resultados da sintese de microcapsulas de APA6 e APA6/magnética

As reacoes de sintese das microcapsulas de APA6, vazias e com incorporacao de cargas
magnéticas, realizadas a partir da polimerizacao anionica ativada por abertura de ciclo da e-
caprolactama, decorreram com sucesso e de forma controlada.

Na Tabela 5 sdo apresentados os rendimentos obtidos e as percentagens tedricas das

particulas magnéticas encapsuladas em cada uma das sinteses.

45



Capitulo Ill — Apresentacdo e Discussao de Resultados

Tabela 5 - Rendimento das reagdes de sintese das microcapsulas de APA6 e percentagem esperada de incorporagéao

magnética.
Carga em relacao Rendimento de Carga
Tipo de
ae-CL AAROP Esperada
Microcapsulas
(%) (%) (%)
PAMC - 37.70
Fe_1% 1 49.80 2.01
Fe_3% 3 41.00 7.25
Fe_b% 5 60.00 8.29
Fe;0,_1% 1 43.87 2,28
Fe;0,_3% 3 72.00 7,03
Fe;0,_5% 5 59.70 8.34

A reacdo de polimerizacdo das microcapsulas vazias de APA6 (PAMC) resultou num
rendimento de 37.7%, ja nas sinteses das microestruturas com cargas no nucleo obtiveram-se
rendimentos entre os 41 e 72%. Os rendimentos das sinteses com Fe e Fe,0, analogos ao das
PAMC demonstram que as particulas magnéticas ndo impedem o processo de polimerizacédo
anionica.

Relativamente a percentagem esperada de incorporacao das particulas magnéticas, esta
foi calculada através da Equacao 10.

M "
% Carga Esperada Incorporada = Magneticd w100

APA6/Magnética

Onde,
Myjagneica - Massa da carga inicial da sintese

Mapas magnetica - Massa das microcapsulas de APA6 com cargas, obtidas na sintese

3.1.2 Microscopia 6tica de campo claro

O recurso a microscopia otica de campo claro permitiu fazer uma analise granulometrica,
pela distribuicdo de tamanhos das MCs, particularmente quanto ao seu didmetro do circulo
equivalente e a sua esfericidade.

Para uma particula ndo esférica a sua dimensdo pode ser determinada a partir do
diametro do circulo equivalente (DCE), que define o diametro de uma particula hipoteticamente

esférica.
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A esfericidade (), resume a relacao entre a area da superficie de uma esfera (com o
mesmo volume que a particula em estudo) e a superficie real da particula em estudo, medindo o
quao esférica é a particula. Para uma esfera, ¢ = 1 [102].

A analise por microscopia dtica de campo claro permitiu observar que as dimensdes das
MCs com cargas magnéticas incorporadas, altera em funcéo do tipo de carga integrada, e das
dimensoes e formas dessas particulas magnéticas. O Fe e o Fe,0, por serem particulas esféricas
de pequenas dimensdes, respetivamente na ordem dos micro e nano, sdo envolvidas pela APA6
gerando microestruturas esferoides isoladas ou agregados de diversos tamanhos, Figura 15.
Evidencia-se ainda que no caso das MCs com incorporacdo de Fe surgem microestruturas cuja
forma se assemelha a bastdes, Figura 15, sendo estas uma consequéncia da agitacao
magnética utilizada no processo de polimerizacado, em que ocorre o encapsulamento de

particulas de Fe magnetizadas que se uniram de forma orientada.

ooy \':
‘9
weife N
<
- =

Figura 15 - Imagem obtida por microscopia ¢tica de campo claro das microcapsulas referéncia de APA6 contendo

particulas de ferro no seu interior.

Apds a captura das imagens panoramicas de cada amostra, o software Leica Application
Suite quantifica o nimero de microestruturas presentes numa dada amostra e calcula para cada
uma delas o seu diametro do circulo equivalente e a esfericidade. Estes parametros permitiram
a construcdo de histogramas, em que as suas classes sdo apresentadas em funcdo da
frequéncia do numero de particulas.

As Figura 16 e 17 mostram os histogramas construidos com os resultados obtidos do
DCE e esfericidade, respectivamente, das microcapsulas de APA6 vazias e com incorporacao

magnética.
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Figura 16 - Histogramas de frequéncia do diametro do circulo equivalente das microcapsulas referéncia de APA6.
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Figura 17 - histogramas de frequéncia da esfericidade das microcapsulas referéncia de APA6.
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De acordo com os dados obtidos, o0 método de polimerizacao in-situ utilizado possibilitou a
obtencdo de MCs de APA6, vazias e carregadas com Fe e Fe;O,, com uma granulometria
aproximada, Tabela 6.

Pode-se assumir que todas as amostras exibem um diametro do circulo equivalente entre
10-95 pum. Os histogramas de valores do DCE das MCs apresentam uma distribuicdo normal,
excetuando as MCs com 3% de incorporacao de Fe e com 1% de Fe,O, incorporado, que
mostram uma distribuicdo bimodal. E ainda possivel verifica que, 0 aumento da dimensdo das
MCs é proporcional ao aumento da percentagem de incorporacao de particulas de Fe e Fe;0,.

No que se refere a esfericidade, todas as MCs referéncia apresentam uma distribuicao
normal salientando-se as MCs vazias cuja distribuicdo é a mais estreita. Nas MCs com nucleo de
Fe, o aumento da percentagem incorporada desta carga € proporcional com o aumento da
dispersao da esfericidade, devido ao aparecimento de microestruturas em forma de bastdes. Por
outro lado, os histogramas das MCs com incorporacao de Fe,O, em diferentes percentagens

apresentam uma dispersao da esfericidade idéntica.

Tabela 6 - Valores médios do diametro do circulo equivalente e esfericidade das microcapsulas referéncia de APAG6.

Diametro do circulo equivalente médio
Esfericidade média

(pm)
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
Fe;0,_1% 20-35 ; 50-65 1.2-1.4
Fe;0,_3% 25-40 1.2-1.4
Fe;0,_5% 1535 1.2-1.4

3.1.3 Microscopia Eletronica de Varrimento

A interacao entre o feixe de electrdes com a superficie da amostra resulta na emissao de
electrdes secundarios, electrdes retrofundidos e os raios-X caracteristicos. Os primeiros,
electrdes secundarios, sdo pouco energéticos tendo origem nas camadas mais superficiais das
amostras fornecendo informacdes sobre a topografia da superficie. Por outro lado, os segundos

sa0 mais energéticos e facultam a informacdo do contraste que se relaciona qualitativamente
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com a composicdo quimica da amostra [103][104]. J& os raios-X emitidos pela amostra
permitem identificar e quantificar os elementos presentes na amostra [104].

A analise de microscopia eletrénica de varrimento, além de complementar o estudo
granulométrico, permite ainda avaliar a porosidade das microestruturas e a eventual presenca 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 Fe,0,
incorporado.

As particulas magnéticas de Fe e Fe;0, apresentaram morfologias distintas, Figura 18. As
particulas de Fe sao redondas e bem definidas, ja as de Fe;O, apesar de serem mais pequenas
por vezes agregam-se formando uma estrutura compacta porém é possivel verificar pequenas

particulas soltas deste material.

Figura 18 - Imagens SEM das particulas magnéticas, da esquerda para a direita, Fe e Fe,0,.

A Figura 19 apresenta a morfologia das microcapsulas vazias a varias ampliacoes.

Figura 19 - Imagens SEM das microcapsulas referéncia vazias de APA6 a varias ampliacdes.

Observa-se que as MCs vazias de APA6, PAMC, sao estruturas altamente porosas, do tipo
scaffold, consequentes da sintese conduzida na presenca do solvente, que ao ebulir liberta
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bolhas de gas que rebentam e voltam a formar-se, impossibilitando que o polimero ocupe esses
espacos. Os poros das MCs vazias apresentam diversos tamanhos, que segundo a amostra
ampliada apresentam dimensdes médias de 825 nm.

Tal como comprovam os resultados obtidos na microscopia ética de campo claro, as MCs
vazias possuem uma estrutura globular que se aproxima de uma forma esférica. Esta
configuracdo nas PAMC é resultante do seu método de sintese, uma vez que a adicao do
sistema catalitico se da em duas partes, levando a que ocorram duas polimerizacdes. A primeira
polimerizacao acontece aquando a adicao da primeira parte do sistema catalitico e, 0 acréscimo
da segunda parte despoleta uma segunda polimerizacdo que se consuma a volta das
microestruturas ja formadas. Em suma, os agregados surgem através da juncdo de varias MCs
com diferentes tamanhos.

0O mesmo processo de polimerizacao ¢ usado no fabrico das MCs com incorporacdo de
particulas magnéticas, Fe e Fe;0,, observando-se configuracoes similares.

Devido a agitacao do sistema catalitico, as microestruturas poliméricas que vao crescendo
durante a polimerizacdo chocam ndo s6 umas com as outras, mas também com as particulas
magnéticas presentes na suspensdo. Logo, a partir dos glébulos de polimero, sao originados
centros de crescimento pela adesdo das cargas magnéticas a sua superficie. A medida que estes
glébulos se formam, podem colidir entre si, formando agregados de glébulos com particulas

magnéticas no seu interior.

Figura 20 - Imagens SEM das microcapsulas referéncia de APA6 com incorporagéo de 3% de Fe a varias ampliagdes.
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A Figura 20, apresentam a morfologia da superficie das MCs com incorporacdo de 3% de
Fe. Quando comparadas com as MCs vazias, ambas apresentam configuracdes agregacionais
idénticas, porém, as particulas de Fe magnetizadas pelo sistema de agitacdo magnético
aquando a sintese, unem-se de forma orientada assemelhando-se a bastdes. Os seus poros

apresentam dimensdes médias de 600 nm.

Figura 21 - Imagens SEM microcapsulas referéncia de APA6 com incorporacao de 3% de Fe,0, a varias ampliacdes.

Também as microestruturas com 3% de Fe,0, incorporado apresentam formas igualmente
semelhantes as MCs vazias, Figura 21, todavia, sdo notdrias as diferencas superficiais. Os poros
das MCs com Fe,0, s@o mais pequenos quando comparados com as restantes MCs em estudo,
tendo uma média de 175 nm, revelando um elevado grau de cristalinidade.

E de salientar que as imagens apresentadas referem-se a uma Unica microcapsula, vazia
ou com incorporacdo de particulas magnéticas, que por sua vez foi ampliada numa sé zona.
Assim, ao ampliar outra zona da mesma microcapsula a média de tamanho dos poros pode
alterar.

A andlise 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 grafico da analise EDAX sobre as particulas de Fe,0,, e
na Figura 23 a analise realizada diretamente sobre a superficie de uma microcapsula com Fe,0,
incorporado em dois pontos distintos: ponto Z1 a superficie da microcapsula; e no ponto Z2 no
interior da microcapsula. Como se pode verificar em ambos 0s pontos ndo é detectavel a

presenca da carga.
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Figura 22 - Grafico EDAX sobre as particulas magnéticas de Fe,0,.
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Figura 23 - Gréficos EDAX sobre dois pontos de uma microcapsulas de APA6 com Fe,0, incorporado. Da esquerda

para a direita: grafico do ponto Z1 na superficie da microcapsula, grafico do ponto Z2 no interior do poro.

Em suma, as caracteristicas morfologicas destas microestruturas alargam o espetro de
aplicacdes das MCs de APA6 vazias e com cargas magnéticas, uma vez que toda a sua
superficie contém grupos funcionais que podem ser modificados de forma a possuir uma dada

propriedade ou desempenhar uma determinada funcéao.

3.1.4 Calorimetria diferencial de varrimento

A Tabela 7 apresentada os resultados da analise de calorimetria diferencial de varrimento
realizada a todas as MCs referéncia.

Em ambos os aquecimentos, a inclusado de particulas magnéticas nas MCs de APA6 altera
ligeiramente a temperatura de fusao (T), registando-se um aumento de 3 a 5°C, quando estao

incorporadas particulas de Fe, e de 2 a 9°C quando usadas particulas de Fe,0,.
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Tabela 7 - Resultados numéricos do DSC realizado as microcapsulas referéncia de APA6 - 1° e 2° Aquecimento.

1?2 Aquecimento 2% Aquecimento

Tipo de T, T, AH; Xc T, T; AH; Xc

Microcapsulas (°C)  (°C)  (J/g) (%) (°C) (°C) (J/g) (%)
PAMC - 205.9 79.24 41.71 35.8 204.2 34.89 18.36
Fe_1% - 208.7 82.45 43.39 333 205.5 35.76 18.82
Fe_3% - 208.8 78.63 41.38 327 204.8 33.29 17.52
Fe_b5% - 211.1 74.35 39.13 40.9 209.6 35.25 18.55
Fe;0,_1% - 207.5 78.29 41.21 43.6 207.4 38.28 20.15
Fe;0,_3% - 215.1 87.67 46.14 44.4 2136 43.96 23.14
Fe;0,_5% - 2125 83.80 44.11 47.4 212.1 43.40 22.84

No primeiro aquecimento, nao € possivel registar valores associados a temperatura de
transicao vitrea (T). Ja no segundo aquecimento a T, aumenta na presenca das particulas
magnéticas, principalmente nas MCs com Fe,0, incorporado apresentando um acréscimo até
9.2 °C. Este fenomeno pode ser justificado pela presenca de oxigénio no Fe,0, possibilitando
assim mais ligacdes do tipo pontes de hidrogénio entre a carga e as macromoléculas de APAS,
consequentemente, a carga restringe os movimentos das macromoléculas sendo necessaria
mais energia para libertar essas ligacoes formadas.

Os valores do grau de cristalinidade (), calculados a partir dos valores da variacao da
entalpia de fuséo, sdo muito préximos em todas as MCs em estudo. As condicdes do processo
de sintese possibilitam a obtencdo de MCs com um grau de cristalinidade superior ao
encontrado na PA6 comercial, e, também devido a essas condicdes a presenca das particulas
magnéticas nao interferem no processo de cristalizacdo. Destaca-se o caso particular das
microestruturas com 3% de Fe,0, incorporado, em que estas particulas promovem uma maior
cristalizacdo que as MCs de APA6 vazias aumentado o y. em 4.4%. Este aumento pode estar
associado as caracteristicas morfolégicas das particulas de Fe,0,, uma vez que a sua dimensao
reduzida pode fazer com que atuem como agentes de nucleacdo, acelerando o processo de
cristalizacéo e resultando numa fracdo massica cristalina mais elevada. Observa-se ainda, que o
Xc 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 rapida quando comparada com as condicdes de

95



Capitulo Ill — Apresentacdo e Discussao de Resultados

sintese, onde as MCs de APA6 estiveram varias horas a temperaturas elevadas, possibilitando

uma cristalizacao maior.

1° Aquecimento ) 2° Aquecimento

PAMC - I PAMC
Fe_1 e

Fe_5% Fe_5%
Fe;0, 1% Fe;0, 1%

. . . . . . - - v T T T T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 0 50 100 150 200 250
Temperatura, °C Temperatura, °C

Figura 24 - Curvas de DSC das microcapsulas referéncia de APA6 durante o primeiro e segundo aquecimento.

Na Figura 24 estdo apresentados os termogramas referentes ao primeiro e segundo
aquecimento, resultantes das analises de DSC realizadas as MCs de APA6 vazias e com
incorporacdo magnética, verificando-se entre os dois aquecimentos uma alteracéo na forma dos
graficos.

O termograma do primeiro aquecimento apresenta um patamar inicial entre os 30 e
100°C, aproximadamente, que impede o calculo da T, Trata-se de uma processo fisico que
engloba a T,, desaparecendo apds o primeiro aguecimento, assim permite concluir que se trata
da eliminacdo de um substancia absorvida pelas MCs ou uma relaxacéo. Averigua-se ainda que
no primeiro aquecimento surge apenas um pico de fusdo, enquanto que no segundo
aguecimento os termogramas apresentam dois picos de fusao, estando o primeiro entre os 195
e 202 °C. Estes picos devem-se a presenca das duas formas cristalinas caracteristicas da
poliamida 6, o primeiro pico, de menor temperatura, é correspondente & sua forma y, e o
segundo, mais energético, referente a sua forma a. A forma y é composta por pontes de
hidrogénio existentes entre as cadeias paralelas e surge devido ao arrefecimento mais brusco ou
a uma menor temperatura e cristalizacdo, ja a forma o 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 cristalizacdo mais elevadas.
Normalmente estas duas formas cristalinas coexistem, sendo uma predominante em relacao a

outra conforme as condicdes de obtencao das amostras.
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Como no primeiro aguecimento so6 existe um pico de fusdo, entre 205.9 e 215.1°C, torna-
se evidente que a forma cristalina predominante resultante do processo de sintese é a forma a,
porém depois da primeira fusdo seguida de arrefecimento, verifica-se um polimorfismo,
passando a estar presentes as formas y e a. Salienta-se ainda, que no segundo aquecimento o
pico da forma y é mais evidente nas MCs com incorporac¢éo de Fe;0, nas percentagens de 3% e
5%, indicando que esta carga magnética favorece a formacéao da forma y de APA6 poliamorfo.

Também é possivel ver, nos dois aquecimentos, que ocorre uma deslocacao horizontal
dos picos de fusdo. Este fenomeno acontece em ambas as cargas magnéticas, apesar de se
verificar uma maior deslocacao nas MCs com nucleo de Fe;0,. O acréscimo da percentagem
incorporada de carga leva assim a uma deslocacao dos picos no sentido crescente, ou seja, a

um aumento da temperatura de fusao.

Tabela 8 - Resultados numéricos do DSC realizado as microcapsulas referéncia de APA6 - arrefecimento.

Arrefecimento

Tipo de Te AH.
Microcapsulas (°C) (J/8)
PAMC 149.9 -47.18
Fe_1% 152.3 -47.06
Fe_3% 152.8 -45.29
Fe_b% 159.5 -46.31
Fe,0,_1% 154.6 -49.49
Fe,0,_3% 164.5 57.41
Fe,0,_5% 162.7 -56.95

PAMC
Fe_1%

Fe_5%
Fes0, 1% ___

T T T 1
0 50 100 150 200 250

Temperatura, °C

Figura 25 - Curvas de DSC das microcapsulas referéncia de APA6 durante o arrefecimento.
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A temperatura de cristalizacéo (T, das MCs magnéticas € superior a das MCs vazias,
indicando que as particulas magnéticas usadas antecipam a recristalizacdo, fazendo com que
esta ocorra a temperaturas mais elevadas, Tabela 8 e Figura 25. Assim, as particulas
magneéticas facilitam a cristalizacdo apds fusao, favorecendo a formacao da gama poliamorfa da

PAG.

3.1.4.1 Calorimetria diferencial de varrimento a baixas temperaturas

As microcapsulas foram analisadas por DSC a temperaturas baixas de forma a quantificar
0S seus poros e avaliar os respetivos tamanhos. Contrariamente ao SEM, que permite avaliar a
porosidade superficial das microestruturas numa dada zona de ampliacdo, esta técnica
possibilita 0 estudo da porosidade global das MCs, ou seja, esta é avaliada desde a superficie ao
nucleo.

Conforme referido no capitulo 2, cada amostra foi submersa em agua durante 24h sendo
escorridas imediatamente antes do ensaio. Posteriormente, as microcapsulas 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 agua nas MCs, alguma parte
penetrou nos poros das microestruturas congelando aquando o inicio do ensaio, a -20 °C.
Atingidos os 0 °C, a agua retida nos poros das microcapsulas funde, saindo lentamente.

Os graficos obtidos neste intervalo de temperaturas apresentam uma forma diferente,
revelando-se tipicamente dois picos, Figura 26. Teorizou-se que o primeiro pico corresponderia a
fusao da agua contida nos poros superficiais ou de pouca profundidade das MCs, enquanto que
0 segundo pico iria corresponder ao mesmo processo nos poros mais profundos das
microestruturas. Assim, quanto mais confinada estiver a agua mais alta sera a temperatura de

fusao registada.
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2° Pico

1° Pico

T T T T T 1
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Temperatura, °C

Fluxo de Calor, mW/mg

——PAMC
——Fe_1%
Fe_3%
——Fe_5%
Fe,0, 1%
Fe 0, 3%
Fe,0, 5%

Temperatura, °C

Figura 26 - Curvas DSC a temperaturas baixas realizado as microcapsulas referéncia de APA6. Da esquerda para a

direita: curva ilustrativa dos picos em estudo e curvas obtidas nas microcapsulas.

Na Tabela 9 estdo apresentadas as temperaturas correspondentes a cada pico e a soma

da variacao de entalpia de fusao dos dois picos.

Tabela 9 - Resultados numéricos do DSC a temperaturas baixas realizado as microcapsulas referéncia de APA6.

Tipo de T T2 ARz
Microcapsulas (°C) (°C) (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
Fe;0,_1% 4.5 10.7 170.5
Fe;0,_3% - 9.7 204.6
Fe;0,_5% 3.6 12.6 202.0

Interpretacdo da Tabela 9:
T, - Temperatura de fuséo associada ao primeiro pico;
T, - Temperatura de fuséo associada ao segundo pico;

AH,,, - Variacdo de entalpia dos dois picos das temperaturas de fusao.

Analisando as microcapsulas vazias, verifica-se que a fusdo da agua contida nos poros
mais superficiais das mesmas ocorre a 1.2 °C, e, o mesmo fendmeno para 0os poros mais
profundos acontece a 6.9 °C. Os dados obtidos mostram que a estrutura das MCs de APA6 ¢
bastante complexa, apresentado varios niveis de porosidade, sendo que estes representam um
constrangimento na deslocacao da agua e consequente fuséo.

A incorporacdo magnética leva ao aumento das temperaturas de ambos os picos,

assumindo-se que as particulas magnéticas formam ligacdes do tipo pontes de hidrogénio com a
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agua, requerendo temperaturas mais elevadas para a sua fusao. Denota-se que o incremento da
temperatura correspondente ao primeiro pico, aumenta com o incremento da percentagem de
incorporacdo, mas o mesmo nao se pode afirmar para o segundo pico, nao existindo um padréo
delimitado.

Comparando ambas as cargas magnéticas, com a incorporacao de Fe;O, é necessaria
mais energia para a fusdo da agua confinada, quer nos poros superficiais quer nos mais
profundos. Esta carga tem mais possibilidades de fazer ligacdes do tipo pontes de hidrogénio
com a agua, devido ao oxigénio nela presente, denotando-se diferencas na posicao e forma dos
picos de ambas as temperaturas. Também a sua morfologia pode afetar a energia de fusao, isto
porque as particulas de Fe;O, sdo mais pequenas que as de Fe podendo-se dispersar melhor
nos poros das MCs.

Os resultados obtidos confirmam a porosidade das MCs referéncia, provando que o seu
interior é igualmente constituido por poros que aparentam ter diversas formas e tamanhos. O
formato dos picos revela diferencas na granulometria das MCs, assim, quanto mais estreita a
forma do pico mais estreita é a distribuicdo dos tamanhos e formas dos poros, e vice-versa. As
MCs vazias apresentam curvas diferentes das MCs magnéticas, aparentando uma capacidade

menor na retencdo de agua e consequente entalpia de fusado menor.

3.1.5 Analise termogravimétrica

No presente estudo, a analise termogravimétrica foi realizada de forma a controlar a
degradacao térmica das microcapsulas. Pretende-se ainda conhecer as quantidades reais de
cargas magnéticas constituintes dos produtos em pd, avaliando assim a eficacia do método de
sintese das MCs de APA6 contendo no seu nucleo particulas magnéticas em diferentes
percentagens, e se estas influenciam a degradacao térmica.

Os resultados numéricos foram obtidos através do tratamento grafico das curvas de
retencdo da massa das amostras recolhidas no TGA, Figura 27, e sdo apresentados na Tabela

10.
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Tabela 10 - Resultados numéricos do TGA realizado as microcapsulas referéncia de APAG.

Carga
Tipo de Thox Ty mex Vo Rro Efetiva

Microcapsulas (°C) (°C) (%/°C) (%)

(%)

PAMC 306 354.47 2.18 131 -
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
Fe;0,_1% 314 344.83 2.39 2.14 0.83
Fe;0,_3% 344 429.54 1.01 2.89 1.58
Fe;0,_5% 340 368.81 1.49 4.25 2.94

Interpretacédo da Tabela 10:

T4 - Temperatura onde se registou 10% de perda de massa;

Ty msx - T€EMperatura em que a velocidade de degradacao foi maxima;

V..« - Velocidade de degradacdo maxima;

R:p - Residuo no final da degradacao;

Carga Efetiva - Carga magnética real incorporado nas MCs, calculado pela diferenca entre o residuo no final

da degradacédo das MCs vazias e o residuo no final de cada amostra de MCs incorporadas com carga.

— 25 PAMC
10— ——Fe_1%
Fe_1%
Fe_3%
Fe_3%
—Fe_5% 2,0 4 a
80 ——Fe,0, 1% Fe_5%
30, ¢ ——Fe;0, 1%
. [
Fe3043% S Fe,0, 3%
o 154
8 60 Fe;0, 5% > Fe;0, 5%
) ©
4 >
& £
8 1,04
40 Qv
o
@
)
o
20 - 0,5
|
0 T T T T T T T 1 0,0 ¥ | e— T T y T T 1
0 100 200 300 400 500 600 0 100 200 300 400 500 600
Temperatura, °C Temperatura, °C

Figura 27 - Curvas do TGA realizado as microcapsulas referéncia de APA6. Da esquerda para a direita: curvas

integrais da degradacéo térmica e velocidade de degradacéo térmica correspondente.

A Figura 27 ilustra as curvas integrais de degradacdo térmica e de velocidade de
degradacao térmica das MCs vazias e das MCs com incorporacdo magnética.

Os resultados apresentados e as curvas termogravimétricas obtidas, mostram que a
incorporacao de cargas magnéticas aumenta a estabilidade térmica das microcapsulas alterando

a forma como o polimero se degrada termicamente.
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A incorporacao de Fe nas MCs néo influencia significativamente a degradacdo da APAS,
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.

Ja as MCs com incorporacao de Fe;O, nas percentagens de 3 e 5% apresentaram um
aumento relevante na estabilidade térmica, apresentando uma T, ., de 75 °C e 14 °C,
respetivamente. Assume-se assim que a presenca de Fe,0, muda o mecanismo de
termodegradacdo das MCs, dai a existéncia de multiplos picos nas curvas da velocidade de
degradacao.

A carga de incorporacdo magnética nas MCs referéncia, determinado a partir do peso da
e-caprolactama, difere dos valores obtidos para a carga efetiva, por sua vez calculado pela
diferenca entre o residuo no final de degradacdo das MCs magnéticas e o residuo obtido nas
MCs vazias. Este fendmeno é explicado pela aderéncia das particulas de Fe e Fe,0, ao agitador
magnético, impedindo a sua inclusdo nas MCs. Desta forma, nos textos seguintes quando
referido as microcapsulas com 1% de Fe sabe-se que na realidade a percentagem incorporada é
de 1%, nas MCs com designacdo 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 inclusao de particulas magnéticas nas microcapsulas
nao impede o processo de polimerizacao anionica, ocorrendo melhorias das suas estabilidades

térmicas e consequente desaceleracéo da taxa de degradacao.

3.3 Microcapsulas Funcionalizadas

3.3.1 Microscopia 6tica de campo claro

As MCs funcionalizadas com é&cido acrilico foram analisadas por microscopia ética de
campo claro, de forma a estudar a influéncia da funcionalizacdo (F) na granulometria das MCs
referéncia.

Na Figura 28 e 29 sdo apresentados os histogramas construidos para o diametro do

circulo equivalente e a esfericidade, respectivamente, das MCs funcionalizadas.
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Figura 29 - Histogramas de frequéncia da esfericidade das microcapsulas de APA6 funcionalizadas.
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E visivel uma diferenca na distribuicdo dos valores de DCE e da esfericidade, quando
comparados com os obtidos nas MCs referéncia (Figura 16 e 17), sugerindo que com a
funcionalizacéo ha o aparecimento de mais tamanhos e formas de MCs.

Os histogramas de DCE denotam uma distribuicdo mais alargada dos seus valores. Uma
justificacdo possivel para o acréscimo das microestruturas com menor DCE, passa pelo
processo de funcionalizacao utilizado. Aquando a funcionalizacdo, é usado um sistema de
agitacao magnética, podendo este ser responsavel pela desagregacao de aglomerados em
microestruturas de menor tamanho, ainda antes de nestas serem enxertadas as ramificacdes de
poli(acido acrilico) (PAA-G). Por outro lado, o PAA-G a superficie das MCs referéncia faz com que
estas aumentem o seu tamanho e consequente DCE, apresentando um acréscimo maximo de
10 um.

A estrutura nao esférica das MCs referéncia tem também um papel preponderante na
esfericidade das microestruturas funcionalizadas, pois as primeiras assumem varias formas e
tamanhos, podendo esta distorcdo levar a uma nao uniformidade do enxerto de ramificacdes de
PAA na superficie das MCs. Assim, a esfericidade média aumentou o seu limite superior de 1.4
para 1.5 nas MCs com incorporacao de 5% de Fe e 3% de Fe;0,.

Os resultados dos valores médios obtidos no diametro do circulo equivalente e na

esfericidade sdo apresentados na Tabela 11.

Tabela 11 - Valores médios do didametro do circulo equivalente e esfericidade das microcapsulas de APA6

funcionalizadas.

Diametro do circulo equivalente médio Esfericidade

(pm) 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_b%_F 30-50 1.2-15
Fe;0,_1%_F 20-35; 50-65 1.1-1.4
Fe;0,_3%_F 30-45 1.2-15
Fe;0,_5%_F 15-30 1.1-1.4
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3.3.2 Microscopia eletrénica de varrimento

Foram selecionadas algumas microestruturas funcionalizadas para o ensaio de SEM,
iguais as amostras referéncia analisadas pelo mesmo método, onde se pretende avaliar o efeito
do PAA-G na configuracao e porosidade das MCs.

A morfologia das MCs funcionalizadas assemelha-se a deparada nas microestruturas
referéncia, ou seja, também estas sdo porosas e apresentam uma forma globular que se
aproxima de uma configuracao esférica. Porém, é visivel a variacao do tamanho dos agregados e
dos seus poros.

0O PAA-G levou ao aumento do DCE das MCs, provado anteriormente pela microscopia,
consequentemente a configuracédo agregacional das MCs funcionalizadas é alterada. O tamanho
dos agregados é notoriamente superior, aparentando a sobreposicdo de uma camada sob as
MCs referéncia (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 dimensdes
médias de 344 nm, Figura 30, que quando comparadas com as MCs vazias referéncia

apresentam uma diminuicdo do tamanho dos poros em 481 nm.

Figura 30 - Imagens SEM das microcapsulas vazias funcionalizadas a varias ampliacdes.

Ja as MCs funcionalizadas com incorporacdo magnética, Figura 31 e 32, apresentam uma

diferenca maior no tamanho dos poros, em relacdo as mesmas microestruturas referéncia
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(respetivamente Figura 20 e 21), exibindo dimensdes médias de 274 nm com a inclusdo de 3%

de Fe e 167 nm quando é incorporado 3% de Fe;0,.

Figura 31 - Imagens SEM das microcapsulas funcionalizadas com incorporacao de 3% de Fe a varias ampliagoes.

Figura 32 - Imagem SEM das microcapsulas funcionalizadas com incorporagao de 3% de Fe,0, a varias ampliacdes.

3.3.3 Espetroscopia de infravermelhos por transformada de Fourier

Para comprovar a modificacdo quimica, com o PAA-G, realizou-se uma analise
comparativa de FTIR-ATR a todas as MCs referéncia e funcionalizadas. Esta analise permiti

assim avaliar qualitativamente os grupos carboxilicos (COOH) acrescentados.

67



Capitulo Ill — Apresentacdo e Discussao de Resultados

Na Figura 33, estdo representados os espetros obtidos para as MCs vazias referéncia e
funcionalizadas, sendo possivel verificar que ambas as microestruturas tém bandas de absorcao

de luz infravermelha similares.

PAMC

PAMC_F

f T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

Numero de Onda, cm-!

Figura 33 - Espetros FTIR-ATR das microcapsulas vazias referéncia e funcionalizadas.

Os dois espetros exibem bandas de absorcdo caracteristicas das cadeias de APA6 tais
como o comprimento de onda a 1634 cm™ corresponde ao grupo amida 1, em 1528 cm™ esta
representado o grupo amida 2 e em 1451 cm® o grupo amida 3. Contudo, as bandas de
absorcdo das MCs funcionalizadas possuem uma intensidade mais fraca, sugerindo que
algumas cadeias de APA6 tenham sofrido uma degradacao termo-oxidativa tal como Cai et a/
[42] concluiram.

Tal como suporta a revisao bibliografica [39][42], com o enxerto de ramificacdes de PAA
nas MCs o espetro exibe um deslocamento na regido de 1700 a 2900 cm™, contudo o pico de
absorcdo mais intenso surge no comprimento de onda de 1720 cm. Este pico corresponde as
ligacdes do grupo carboxilico, pelo estiramento da ligacao C=0, comprovando assim o acréscimo
destes grupos nas MCs por via da polimerizacéo radicalar.

Os restantes espetros das MCs referéncia e funcionalizadas, apresentaram uma
configuracdo idéntica, salientando-se sempre o deslocamento registado anteriormente. Assim,

nos espetros seguintes foi destacada essa regiao, de grande interesse para o presente estudo.
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Figura 34 - Espetros FTIR-ATR de comparacéo entre as microcapsulas referéncia e as respectivas microcapsulas

funcionalizadas.

E possivel verificar através dos espetros representados na Figura 34, que todas as MCs

funcionalizadas apresentam o pico caracteristico de COOH, no comprimento de onda de 1720
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cm?, alterando somente a intensidade do mesmo. As MCs vazias funcionalizadas e as MCs com
incorporacao de 3% de Fe funcionalizadas destacam-se pela intensidade do pico, apontando que
nestas microestruturas ha mais grupos COOH, ou seja, ha mais PAA enxertado, respetivamente
Figura 34 Ae D.

Em suma, confirma-se o sucesso da modificacdo quimicamente das MCs pelo acréscimo
dos grupos COOH, que sao posteriormente necessarios para a imobilizacdo da proteina nas

microestruturas.

3.3.4 Titulacao potenciométrica

As MCs funcionalizadas foram ainda estudadas por titulacdo potenciométrica, que
contrariamente ao FTIR-ATR permite quantificar os grupos carboxilicos introduzidos por PAA-G.

Na Tabela 12 estdo apresentados os valores do teor de COOH nas MCs, calculados a
partir do peso de cada amostra, da quantidade de hidroxido de sodio necessaria para neutralizar

a solucao e da sua molaridade (0.0152 mmol).

Tabela 12 - Teor dos grupos COOH nas microcapsulas funcionalizadas de APAG6.

Tipo de [COOH]
Microcapsulas (mmol/g)
PAMC_F 0.171
Fe_1%_F 0.069
Fe_3%_F 0.171
Fe_5%_F 0.072
Fe,0,_1%_F 0.054
Fe;0,_3%_F 0.087
Fe;0,_5%_F 0.149

Os resultados obtidos reafirmam a funcionalizacao, porém mostram que o teor de COOH
nas MCs varia de acordo com a presenca de particulas magnéticas no nucleo das
microestruturas, assim como o seu tipo e percentagem incorporada.

No caso da incorporacao de Fe;O, nas MCs, o teor de COOH aumenta com o aumento da

percentagem integrada, porém com na incorporacao de Fe nao é visivel a mesma norma. Assim,
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nas MCs com Fe;0, o maior teor de grupos carboxilicos ocorre com a incorporacao de 5%, ja nas
MCs com Fe esse fendmeno acontece quando se incorpora uma percentagem de 3%.

Este método s6 avalia os grupos carboxilicos que se dissociam em agua e que estao
presentes na superficie das microcapsulas, logo, assume-se que devido a 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 ha mais ramificacoes de
PAA enxertados, ou, que a funcionalizacdo nestas microestruturas se deu de forma distinta das

restantes MCs.

3.3.5 Calorimetria Diferencial de Varrimento

A Tabela 13, expde os resultados obtidos da analise de DSC as MCs funcionalizadas,
vazias e com incorporacao magnética.

Os resultados em ambos os aguecimentos e arrefecimento, quando comparados com 0s
adquiridos nas MCs referéncia (Tabela 7), demostram que o PAA-G altera os valores dos

parametros em estudo.

Tabela 13 - Resultados numéricos do DSC realizado as microcapsulas funcionalizadas de APA6 - 1° e 2°

aguecimento.

1° Aquecimento 2% Aquecimento
Tipo de T, T; AH; Xc T, T; AH; Xc Teo AH¢p
Microcapsulas  (°C) (°C) (J/g) (%) (°c)  (°C) (/g (%) (°C) (J/g)
PAMC_F - 2019 5953 31.33 | 51.3 1777 1441 758 1047 -10.47
Fe_1%_F - 2042 7932 4175 | 476 199.0 3539 18.63 - -
Fe_3%_F - 2042 56.96 2998 | 56.1 179.4 29.13 1533 107.3 -6.59
Fe_b%_F - 2079 76.01 40.00 | 472 1974 29.13 1533 - -
Fe;0,_1%_F - 206.1 7417 39.04 | 583 1895 30.52 16.06 - -
Fe;0,_3%_F - 2143 86.86 4552 | 59.8 200.7 3362 17.69 - -
Fe;0,_5%_F - 210.7 7946 4182 | 548 1959 27.36 14.40 - -

Os dados da tabela mostram que a funcionalizacao leva a diminuicao dos valores de T,

nos dois aquecimentos, revelando-se que esta mudanca depende do tipo de carga incorporada e
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do teor das ramificacoes de PAA presente nas MCs, salientando-se as MCs com incorporacao de
Fe onde ocorreu o maior decréscimo da temperatura, aproximadamente 5 °C.

Contrariamente os valores da T, 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, ndo se limita a criar ligacdes superficiais mas também dentro dos poros existentes
desde a superficie até ao nucleo das microestruturas. Assim, este pode atuar com as particulas
magnéticas incorporadas, criando uma area de interface maior com o polimero e consequente
contencao dos movimentos da macromolécula, gerando desta forma valores superiores da T,
Este fendmeno é mais notorio nas MCs com Fe,0,, podendo ser comparavel com os resultados
obtidos por Yamaguchi et al. [105] que produziram compostos amorfos através da reacdo de
oxido de estanho e PAA.

Também os valores da y. diminuiram até 11.4 °C pois a presenca de PAA-G impede a
cristalizacdo de APA6, atestando que com a funcionalizacdo ocorreu a formacdo de um
copolimero.

Evidenciam-se as MCs vazias e com 3% de Fe, amostras que apresentaram maior teor de
COOH (Tabela 12), que apresentam cristalizacdo dindmica aquando o segundo aquecimento.
PAA-G impede de alguma forma a cristalizacdo nestas amostras, ndo conseguindo cristalizar

durante o arrefecimento.

1° Aquecimento 2° Aquecimento

PAMC_F _ — | PAMCF

Fe_5%_F Fe_5%_F

Fe;0,_1%_F Fes0,_1%_F

. . T - - T - 1 r - T - T . T . T - )
0 50 100 150 200 250 0 50 100 150 200 250

Temperatura, °C Temperatura, °C

Figura 35 - Curvas de DSC das microcapsulas 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 alteracdes na sua configuracao.
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No primeiro aquecimento o patamar inicial, que surge entre os 50 °C e 100 °C,
comprova a funcionalizacdo das MCs, uma vez que a qualidade higroscopica do PAA leva ao
aumento da intensidade do pico.

Os termogramas do segundo aquecimento, sdo aqueles que apresentam mais diferencas
qguando comparados com as MCs referéncia (Figura 24). Aquando o segundo aguecimento, o
patamar inicial é atenuado, a excecao as MCs vazias e com incorporacao de 3% de Fe indicando
uma vez mais que nestas microestruturas ha uma grande quantidade de PAA-G. E ainda possivel
ver, que estas microestruturas exibem perto dos 100 °C um pico exotérmico indicando uma
cristalizacado dinamica a temperaturas altas, sendo que as cristalites formadas sdo de pequenas
dimensdes e/ou imperfeitas, dai fundirem a T, muito inferiores. As mesmas MCs exibem
também um pico de fusdo menos energético e a sua deslocacdo horizontal no sentido
decrescente.

Contrariamente as MCs referéncia, ndo é possivel distinguir em nenhuma microestrutura
0 pico de temperatura de fusdo referente a forma cristalina y de PA6. Assim, a PAA-G nao
modifica a forma cristalina predominante deste polimero, a forma «, detetavel em ambos os

aquecimentos.

Tabela 14 - Resultados numéricos do DSC realizado as microcapsulas de APA6 - arrefecimento.

Arrefecimento

Tipo de Te AH.
Microcapsulas (°C) (J/8)
PAMC_F - -
Fe_1%_F 145.9 -44.63
Fe_3%_F - -
Fe_5%_F 147.3 -37.74
Fe;0,_1%_F 132.1 -34.90
Fe;0,_3%_F 148.9 -44.19
Fe;0,_5%_F 142.3 -39.78
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PAMC_F
—

Fe_1%_F ~__

Fe_5%_F —_
Fes0,_1%_F
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Figura 36 - Curvas do DSC realizado as microcapsulas funcionalizadas de APA6 durante o arrefecimento.

A Tabela 14 e Figura 36, expdem que a presenca de PAA-G dificultam ou impendem a
cristalizacdo do polimero quando esta ocorre em fase de arrefecimento.

As MCs vazias e com incorporacao de 3% de Fe ndo 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 a presenca dos dominios cristalinos pequenos ou imperfeitos, e em pouca
concentracdo, denotando-se que o AH, é muito proxima de AH; do segundo aguecimento.
Excetua-se as MCs com 1% de Fe que mostram valores mais similares as MCs referéncia com a
mesma incorporacao, aproximadamente 45 °C.

Ao relacionar os valores obtidos neste ensaio com os da titulacdo potenciometrica, pensa-
se que a penetracdo de PAA nas MCs varia com o tipo de particulas magnéticas incorporadas. A
analise de DSC mostra também a possibilidade de existirem mais PAA-G nas MCs vazias e com

3% de Fe incorporado do que revelou a titulacao.

3.3.5.1 Calorimetria diferencial de varrimento a baixas temperaturas

Na Tabela 15 encontram-se os dados referentes ao segundo ensaio de DSC realizado as
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 as microcapsulas funcionalizadas de

APAG6.

Tipo de T T A
Microcapsulas (°C) (°C) (J/g)
PAMC_F 47 10.2 161.2
Fe_1%_F 3.0 13.9 180.2
Fe_3%_F 3.2 10.7 154.5
Fe_b%_F 2.9 8.5 97.3
Fe,0, 1%_F 3.1 124 2054
Fe,0, 3%_F 35 117 2005
Fe,0, 5%_F 38 128 2107

Interpretacdo da Tabela 15:
T, - Temperatura de fuséo associada ao primeiro pico;
T, - Temperatura de fuséo associada ao segundo pico;

AH,,, - Variacdo de entalpia dos dois picos das temperaturas de fusao.

——PAMC_F
——Fe_1%_F
Fe_3%_F
——Fe_5%_F

4 —Fe,0,_1%_F

X Fe,0,_3%_F

Fe,0, 5% F

Fluxo de Calor, mMW/mg

20 30

Temperatura, °C

Figura 37 - Curvas do DSC a temperaturas baixas realizado as microcapsulas de APA6 funcionalizadas.

A Figura 37 representa os graficos obtidos no ensaio de DSC as MCs funcionalizadas,
sendo possivel verificar a mesma conformacao encontrada nas MCs referéncia (Figura 26).

Apesar do PAA ser higroscopico, aparentemente a funcionalizacdo ndo gera alteracoes na
temperatura correspondente ao primeiro pico nas MCs magnéticas. Contrastando, temos as
MCs vazias cuja temperatura aumentou 3.5 °C com a funcionalizacdo. Ja a temperatura do
segundo pico mostrou aumentar com a modificacdo quimica das MCs, aumentando
principalmente nas microestruturas vazias em 3.3 °C. Assim, supdem-se que o PAA impeca a
passagem da agua ou até de pequenos cristais de agua semicongelados contidos no interior das

microcapsulas, implicando temperaturas mais elevadas para a sua fusao.
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A presenca de Fe;O, requer mais energia para a fusdao da agua presente nas MCs
funcionalizadas, aumentando a variacdo de entalpia com o aumento da percentagem
incorporada. O oposto ocorre nas MCs funcionalizadas com inclusao de Fe, ou seja, 0 acréscimo
das percentagens de incorporacao de Fe conduz a diminuicdo da energia necessaria para a
fusdo total da agua confinada. Esta diferenca pode ser justificada uma vez mais pela
possibilidade do Fe;0, fazer mais ligacdes do tipo pontes de hidrogénio com a agua e pela sua
morfologia.

Fazendo uma comparacdo direta entre as entalpias de fusdo das amostras
funcionalizadas e das referéncia (Tabela 9), o enxerto de ramificacbes de PAA gera uma
unificacdo na distribuicdo dos poros, quer relativamente aos seus tamanhos quer na sua
disposicdo ao longo da estrutura das MCs. Denota-se ainda, que a funcionalizacdo afetou as
microcapsulas vazias de forma diferente aumentando a sua entalpia de fusdo em 89.5 J/g

enquanto que nas MCs com particulas magnéticas incorporadas as entalpia sdo muito préximas.

3.3.6 Analise Termogravimétrica

A analise de TGA a todas as MCs funcionalizadas possibilita comprovar a funcionalizacdo
e estudar a sua influéncia na estabilidade térmica das MCs, vazias e com incorporacao de

particulas magnéticas. A Tabela 16 apresenta os resultados obtidos na analise.

Tabela 16 - Resultados numéricos do TGA realizado as microcapsulas funcionalizadas de APA6.

Tipo de Tiox Ty max Vinix Reo R, AR;
Microcapsulas (°C) (°C) (%/°C) (%) (%) (%)
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
Fe;0,_1%_F 368 462.6 1.72 3.99 2.14 1.85
Fe;0,_3%_F 379 459.53 1.66 3.92 2.89 1.03
Fe;0,_5%_F 363 455.68 1.41 5.05 4.25 0.80

Interpretacdo da Tabela 16:
T,oy - Temperatura onde se registou 10% de perda de massa;
Ty max - T€Mperatura em que a velocidade de degradacao foi maxima;

V.« - Velocidade de degradacdo maxima;

76



Capitulo Ill — Apresentacdo e Discussao de Resultados

Re; - Residuo no final da degradacéo das MCs funcionalizadas;
R,s - Residuo no final da degradacao das MCs referéncia;

AR, - Calculo da diferenga entre o residuo obtido na funcionalizacdo e o residuo obtido na sintese para as

mesmas MCs.

2,04

——PAMC_F ——PAMC_F
1004 ——Fe_1%_F ——Fe_1%_F
Fe_3%_F Fe_3%_F

——Fe 5%_F ——Fe_5%_F

80+ ——Fe,0, 1%_F
Fes0, 3% F

Fe;0, 5%_F

——Fe;0, 1%_F
Fe,0, 3%_F
Fe,0, 5%_F

%I°C

60 4

Peso, %
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i
]
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T T T T T T T T T T v 1
0 10 200 30 40 500 600 0 100 200 300 40 50 600
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Figura 38 - Curvas do TGA realizado as microcapsulas funcionalizadas de APA6. Da esquerda para a direita: curvas

integrais da degradacéo térmica e curva de velocidade de degradacéo térmica correspondentes.

Os resultados obtidos e as curvas termogravimétricas, Figura 38, ndo s6 comprovam a
funcionalizacdo 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 as encontradas nas MCs referéncia (Tabela 10), salientando-se as microestruturas
com 1% de Fe incorporado, onde ha um aumento de 62 °C.

O enxerto de ramificacdes de PAA nas MCs gera varios processos de degradacao,
identificados pelos varios picos nas curvas da velocidade de degradacdo térmica. Evidencia-se
ainda que, as MCs vazias e com incorporacdo de 3% de Fe apresentam a menor velocidade de
degradacdo maxima das amostras em estudo, sendo também inferior & obtida para as mesmas
MCs referéncia diminuindo entre 1.21 e 1.3 %/°C, respectivamente (Tabela 10).

A partir da diferenca entre o residuo inorganico, no final da degradacdo, das MCs
funcionalizadas e das MCs referéncia é possivel validar o PAA-G nas microestruturas. Como se
comparam residuos obtidos em amostras diferentes, os valores calculados sdo somente
indicativos, dai o valor calculado para as MCs com 5% de Fe ser negativo, contudo, o que se

poderia aproximar mais do residuo real da funcionalizacdo seria o referente as MCs vazias.
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3.4 Microcapsulas com BSA Imobilizada

De acordo com a literatura analisada [39][42], a imobilizacdo da proteina albumina de
soro bovino (BSA) deve ocorrer nas MCs de APA6 previamente funcionalizadas com o enxerto de
ramificacoes de PAA, e na presenca de um ativador dos grupos COOH, neste caso N-(3-
Dimetilaminopropil)-N'-etilcarbodiimida (EDC).

A similaridade quimica com as proteinas e a composicdo quimica do substrato de
imobilizacdo, as MCs de APA6, gerou interesse numa possivel imobilizacdo proteica sem a
adicdo do ativador EDC. Decidiu-se ainda fazer ensaios de imobilizacdo proteica nas MCs que
nao sofreram funcionalizacao, ou seja, as MCs referéncia.

Assim, os resultados apresentados nesta seccdo fazem uma comparacao direta entre os
quatro estudos realizados:

* Imobilizacdo de BSA com ativador (IC) nas MCs funcionalizadas;
* Imobilizacdo de BSA sem ativador (IS) nas MCs funcionalizadas;
* |mobilizacdo de BSA com ativador nas MCs nao funcionalizadas;

* |mobilizacdo de BSA sem ativador nas MCs nao funcionalizadas.

3.4.1 Microscopia 6tica de campo claro

Os novos conjugados proteina-polimero foram primeiramente analisados por microscopia
otica de campo claro permitindo observar as alteracdes dimensionais ocorridas. Nos Anexos 2,
3, 4 e 5 estao representados os histogramas de frequéncia construidos com os dados obtidos.

A imobilizacdo 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 didametro do circulo equivalente e esfericidade das microcapsulas funcionalizadas e

com BSA imobilizada, com e sem ativador.

Imobilizacdo com Ativador Imobilizagdo sem Ativador
(IC) (1S)

DCE médio Esfericidade DCE médio Esfericidade
(nm) média (nm) 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_b%_F 20-35 1.1-1.4 20-35 1.1-1.4
Fe;0,_1%_F 25-40 ; 60-70 1.1-1.3 20-30 ; 55-65 1.1-1.4
Fe;0,_3%_F 10-25 1.1-1.4 15-30 1.1-1.4
Fe;0,_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 imobilizacao se faz com e sem a presenca de ativador. A imobilizacdo proteica realizada sem a
presenca de ativador, comparando com a imobilizacdo com ativador, nas MCs funcionalizadas
expdem uma diminuicdo do DCE somente nas microestruturas vazias e valores semelhantes
para as restantes. Salientam-se as microestruturas com 5% de Fe;O, incorporado, que
apresentam uma distribuicao bimodal quando a imobilizacdo ocorre sem ativador, fenémeno nao
detetdvel para as mesmas MCs funcionalizadas e ap6s a imobilizacdo com ativador.
Relativamente a esfericidade média, os dois tipos de imobilizacdo nas MCs funcionalizadas
apresentam valores muito similares.

Comparando estes valores com os obtidos nas MCs funcionalizadas (Tabela 11) a
imobilizacdo na presenca de ativador apresenta um ligeiro aumento de DCE em todas as
microestruturas, excetuando as MCs com 3% e 5% de Fe;0, integrado que diminuem até 20 um.
Por outro lado a esfericidade média ndo apresentou diferencas significativas.

A Tabela 18 apresenta os valores médios obtidos na imobilizacdo, com e sem ativador,

nas MCs nao funcionalizadas.
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Tabela 18 - Valores médios do didametro do circulo equivalente e esfericidade das microcapsulas referéncia e com

BSA imobilizada, com e sem ativador.

Imobilizacdo com Ativador Imobilizacdo sem Ativador
(IC) (IS)

DCE médio Esfericidade DCE médio Esfericidade
(pm) média (nm) 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_b% 15-30 1.2-15 20-40 1.1-1.4
Fe;0,_1% 20-35; 50-65 1.1-1.4 20-35 1.1-1.4
Fe;0,_3% 15-30 1.1-1.4 10-25 1.1-1.4
Fe;0,_5% 15-30 1.1-1.4 10-30 1.1-1.4

Em geral, a imobilizacdo sem ativador realizada nas MCs referéncia leva a diminuicao dos
valores do DCE médio, s6 nas MCs vazias e com 1% de Fe incorporado é que a tendéncia difere,
apresentando um aumento.

Fazendo uma comparacao direta com os resultados obtidos nas MCs referéncia (Tabela
6), as dimensdes das microestruturas sao similares. Porém, com a imobilizacdo na presenca de
ativador, as MCs vazias e com 1% de Fe apresentam uma diminuicdo significativa nos valores
meédios de DCE, respetivamente, até 45 um e 20 um. A esfericidade média das MCs referéncia
e com BSA imobilizada apresentam uma diminuicdo no seu primeiro valor, quando comparada
com os resultados obtidos nas MCs referéncia, implicando o aumento de microestruturas cuja

configuracdo se aproxima mais a uma esfera, esfericidade igual a 1.

3.4.2 Microscopia Eletronica de Varrimento

A imobilizacdo de BSA com auxilio de ativador sob as microestruturas previamente
estudadas, exibiu variacdes morfolégicas detectaveis no SEM. Assim, foi analisada a imobilizacao
com ativador nas MCs referéncia e funcionalizadas, vazias e com incorporacdo magnética de 3%
de Fe e 3% de Fe,0,.

Na Figura 39 sao 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 incorporacao de 3% de Fe,0,, todas elas

funcionalizadas e com BSA imobilizada com ativador.
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O processo de imobilizacdo proteica nas MCs funcionalizadas leva ao aparecimento de
uma terceira camada, a camada superior visivel, depositada sobre o revestimento/camada da
funcionalizacdo. Estas, apresentam uma morfologia muito particular, em que as camadas
superiores das microestruturas aparentam estar fundidas, sendo este fenémeno mais perceptivel
nas MCs funcionalizadas com cargas magnéticas incorporadas.

Relativamente a porosidade das microcapsulas funcionalizadas e com BSA imobilizada
com ativador, e avaliando somente a zona ampliada, é observavel que a dimensdo dos poros
visiveis aumentou. Apesar de existir a possibilidade da diminuicdo do tamanho dos poros nas
camadas adjacentes, pelo preenchimento dos mesmos com BSA, os poros visiveis pertencem
exclusivamente ao revestimento proteico externo. A dimensdo média dos poros das MCs
funcionalizadas e com BSA imobilizada varia uma vez mais com a incorporacdo magnética, as
MCs vazias apresentam uma média de 272 nm, as MCs com 3% de Fe incorporado de 1 um e a
incorporacao de 3% de Fe;O, gerou poros com tamanhos médios de 325 nm, respectivamente

Figuras 39, 40 e 41.

Figura 39 - Imagens SEM das microcapsulas vazias funcionalizadas, e com BSA imobilizada na presenca de ativador,

varias ampliacdes.
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Figura 40 - Imagens SEM das microcapsulas com incorporacdo de 3% de Fe funcionalizadas e com BSA imobilizada

com ativador, varias ampliacoes.

Figura 41 - Imagens SEM das microcapsulas com incorporagéo de 3% de Fe;0,, funcionalizadas e com BSA

imobilizada com ativador, varias ampliacoes.

Observa-se que a imobilizacao afecta as microestruturas referéncia de forma diferente,
Figura 42 e 43. Estas apresentam uma configuracdo aparente muito similar a encontrada nas
MCs referéncia, todavia, denotam-se diferencas na porosidade das mesmas de acordo com a
incorporacao de particulas magnéticas. A dimensdo média dos poros das MCs é de 531 nm com
a incorporacao de 3% de Fe e 170 nm quando é incorporado 3% de Fe,O,, Figura 42 e 43
respetivamente.

Quando comparadas com as MCs referéncia (Figura 20 e 21), a imobilizacdo nas MCs

referéncia com nucleo magnético gerou poros com tamanhos muito similares.
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Figura 42 - Imagens SEM das microcapsulas com incorporacdo de 3% de Fe, referéncia e com BSA imobilizada com

ativador, varias ampliagdes.

Figura 43 - Imagens SEM das microcapsulas com incorporacédo de 3% de Fe;0, referéncia e com BSA imobilizada

com ativador, varias ampliacoes.

As imagens obtidas pelo SEM, mostram de forma clara a diferenca da natureza do
processo de imobilizacdo de BSA quando este se realiza sob as MCs enxertadas com

ramificacdes de PAA e nas MCs referéncia.

3.4.3 Percentagem de imobilizacdo de BSA

A imobilizacdo da BSA sobre as MCs referéncia e funcionalizadas foi avaliada usando o
método colorimétrico com acido bicinconinico (BCA), baseando-se na capacidade da proteina

reduzir Cu* em Cu™. Este ultimo, em conjuncdo com o BCA forma um complexo de cor roxa
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cuja intensidade da tonalidade é diretamente proporcional a concentracdo da proteina, sendo
detétavel a absorbancia no UV-VIS no comprimento de onda de 562 nm.
Os graficos representam a percentagem de imobilizacdo de BSA nas MCs funcionalizadas

com ativador e sem ativador, Figura 44 A e C, e nas MCs referéncia com e sem ativador, Figura

44 BeD.
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Figura 44 - Percentagem de imobilizacdo de BSA entre 3h e 48h. A - Imobilizacdo com ativador nas microcapsulas
funcionalizadas; B - Imobilizacdo com ativador nas microcapsulas referéncia; C - Imobilizacdo sem ativador nas microcapsulas

funcionalizadas; D - Imobilizacdo sem ativador nas microcapsulas referéncia.

Comparando os quatro estudos realizados conclui-se que nas condicées dos ensaios o
tempo de imobilizacado ideal ¢ de 24h, ocorrendo um processo reversivel apos esse periodo.

Com este tempo de imobilizacdo a percentagem em ambos os tipos de microcapsulas,
referéncia e funcionalizadas, apresenta valores acima de 65%. Os dados obtidos sdo muito
semelhantes quando a imobilizacdo se faz com e sem a presenca de ativador, porém os
resultados sdo ligeiramente superiores quando usado EDC alcancando percentagens entre 75 e

80%. Ja no estudo de imobilizacdo sem ativador sdo apresentadas percentagens entre 65 e 77%.
84



Capitulo Ill — Apresentacdo e Discussao de Resultados

Analisando o efeito do enxerto de ramificacbes de PAA, os resultados obtidos na
percentagem de BSA imobilizada sao muito semelhantes entre as MCs funcionalizadas e as MCS
referéncia, apresentado ao fim de 24h valores compreendidos entre 65 e 80%.

Quanto a influéncia da presenca de particulas magnéticas na imobilizacdo com ativador,
nas MCs funcionalizadas salientam-se a incorporacao de 3% de Fe e 1% de Fe,0,, ja nas MCs
nao funcionalizadas as microestruturas vazias e com 1% de Fe,0, incorporado sdo as que
apresentam uma maior percentagem de imobilizacdo proteica. Na imobilizacdo sem ativador,
destaca-se claramente a incorporacao de 5% de Fe;O, nas MCs funcionalizadas, enquanto que
nas MCs nao funcionalizadas todas as microestruturas apresentam percentagens similares de
imobilizacdo de BSA.

Resumindo, assume-se que a APA6 é um bom substrato para a imobilizacdo proteica uma
vez que findas 3h de imobilizacdo se obtém percentagens altas de imobilizacao de BSA. Esta
conclusao levou ao estudo do rastreamento do processo de imobilizacdo até as 3h, sendo

selecionadas apenas algumas amostras, Figura 45.
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Figura 45 - Percentagem de imobilizacdo da BSA, com (IC) e sem (IS) ativador, durante as trés primeiras horas do

processo.

E possivel comprovar que a percentagem de imobilizacdo de BSA nas MCs selecionadas
apresenta valores superiores a 60% apoés 30 minutos, aparentando que a presenca de ativador
no processo de imobilizacdo produz resultados mais estaveis. O PAA-G nado tém grande
influéncia na percentagem de BSA imobilizada nas MCs.

E de salientar que os resultados obtidos nestes estudos, diferem dos espectaveis tendo

por base a literatura recolhida. Assim, para que ocorra a imobilizacdo proteica nos substratos de
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APA®G, ¢ dispensavel a sua funcionalizacao prévia e a presenca de ativador dos grupos COOH

aquando o processo de imobilizacao 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
influéncia do ativador EDC, complementando a autenticacdo da imobilizacdo proteica nas
mesmas.

Na Figura 46 estao representados os espetros das MCs vazias funcionalizadas, das MCs

vazias funcionalizadas cuja imobilizacao foi realizada com ativador e da proteina BSA.

PAMC_F

PAMC_F_IC

T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

Comprimento de Onda, cm-!

Figura 46 - Espetros FTIR-ATR comparando as microcapsulas funcionalizadas, microcapsulas funcionalizadas e com

BSA imobilizada com ativador, e a proteina BSA.

E possivel verificar que as microestruturas e a proteina tém bandas de absorcéo idénticas,
uma vez que a proteina € uma poliamida natural, variando a intensidade dos seus picos.

O espetro de BSA exibe bandas de absorcao de luz infravermelha no comprimento de
onda 3300 cm?, que corresponde & vibracdo de estiramento da ligacdo N-H. E ainda possivel
verificar um pico proximo de 1650 cm™ que representa a banda de amida 1, consequente do
estiramento da ligacdo C=0. Surgem picos similares correspondentes a amida 2 nos
comprimentos de onda a 1540 cm®, devido & deformacdo da ligacdo N-H, e amida 3 no
comprimento de onda a 1240 cm’, resultante do estiramento de C-N.

A grande diferenca entres os trés espetros analisados surge no comprimento de onda a

1720 cm®, pico registado nas microestruturas apds o acréscimo dos grupos COOH pela
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funcionalizacdo, nao sendo detectado na BSA. Logo, devido a similaridade detetada, nos
espetros seguintes foi destacada a regiao envolvente a esse pico.
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Figura 47 - Espetros FTIR-ATR comparando: microcapsulas funcionalizadas, microcapsulas funcionalizadas e com

BSA imobilizada com (IC) e sem (IS) ativador, e a proteina BSA
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Nas MCs funcionalizadas, Figura 47, verifica-se que a imobilizacdo de BSA altera a
configuracdo do pico no comprimento de onda a 1720 cm™. O pico apresenta uma banda mais
larga e uma reducao consideravel de intensidade, indicando que a proteina participou na

reducao dos grupos COOH, corroborando assim a imobilizacao da BSA nas MCs.
Como espectavel, os espetros obtidos nas MCs nao funcionalizadas, Figura 48, néo

exibem o pico no comprimento de onda a 1720 cm?®, representativo do PAA-G nas
microcapsulas, logo, com a imobilizacado de BSA ndo surgem variacdes nessa regido. Contudo,
salienta-se a diminuicdo da intensidade dos picos da amida 1 e 2 nos comprimentos de onda a

1634 e 1537 cm?, respectivamente, nas MCs com 3% de Fe incorporado e cuja imobilizacéo foi

realizada com ativador, Figura 47 D.
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Figura 48 - Espetros FTIR-ATR comparando: microcapsulas referéncia, microcapsulas referéncia e com BSA

imobilizada com (IC) e sem (IS) ativador, e a proteina BSA.

Por comparacdo dos diferentes espetros obtidos, nas MCs referéncia e nas MCs
funcionalizadas, relativamente aos dois tipos de imobilizacao realizados, com ativador e sem
ativador, ndo é possivel verificar diferencas no pico em estudo quanto a sua intensidade e forma
Porém, nestes espetros surge uma pequena alteracdo na regido entre 1660 e 1668 cm’,
pertencente ao estiramento da ligacdo C=C. Esta modificacdo é mais evidente nas MCs
funcionalizadas e quando a imobilizac&o é realizada na presenca do ativador.

Apesar da BSA possuir os mesmos grupos amida que a APAB, e consequentemente as
MCs de APA6, os seus picos sdo significativamente mais amplos. Assim, é possivel atribuir o

alargamento das bandas de amida 1 e 2 nas MCs com BSA imobilizada, com e sem ativador, a
contribuicdo desta proteina nas microestruturas. Este fenomeno consolida a imobilizacdo em

todas as microcapsulas, principalmente nas referéncia onde nao é detectavel o pico COOH a
1720 cm?, Figura 48.

3.4.5 Calorimetria Diferencial de Varrimento

No Anexo 6, é apresentado o grafico referente ao ensaio de DSC realizado a albumina de
soro bovino, sujeita aos mesmos intervalos de aquecimento e arrefecimento que as
microcapsulas em estudo. Este tem apenas interesse didatico, uma vez que a partir dos 40 °C
ocorre a desnaturacao da proteina e consequente perda estrutural, ndo se podendo comparar
com a APAG.

Também todos os hibridos proteina-polimero foram analisados por DSC. Na Tabela 19 e

20 sao apresentados os resultados obtidos na imobilizacao proteica sob as microcapsulas
funcionalizadas.
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Tabela 19 - Resultados numeéricos do DSC realizado as microcapsulas funcionalizadas e com BSA imobilizada, com e

sem ativador - 1° e 2° aquecimento.

Imobilizacdo com ativador Imobilizagdo sem ativador
(IC) (1S)

12 Aque. 2¢ Aque. 1¢ Aque. 2° Aque
Tipo de T; AH; Xc T, T; AH; Xc T,
Microcépsulas  (°C)  (J/g) (%) (°C) (°c) (/g (%) (°C)
PAMC_F 205 3093 16.28 56.1 204.9 7410 39.00 54.8
Fe_1%_F 204.8 39.28 20.68 54.4 205.9 4346 22.87 54.2
Fe_3%_F 206.8 26.07 13.72 51.1 207.3 2395 12.60 52.5
Fe_b%_F 208.9 4174 2197 55.1 209.1 59.28 31.20 56.9
Fe;0,_1%_F 207.3 38.82 20.43 56.1 205.3 30.66 16.14 54.8
Fe;0,_3%_F 2139 3274 17.23 52.6 213.1 2877 15.14 52.5
Fe;0,_5%_F 2119 3575 18381 54.9 2119 3275 1724 54.0

Tabela 20 - Resultados numeéricos do DSC realizado as microcapsulas funcionalizadas e com BSA imobilizada, com e

sem ativador - arrefecimento.

Imobilizagdo com Imobilizacdo sem

ativador (IC) ativador (IS)

Arrefecimento

Tipo de T, AH, T, AH,
Microcapsulas  (°C) (J/8) (°C) (J/8)
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_b%_F 147.1 -19.84 147.3 27.17
Fe;0,_1%_F 137.8 -18.03 140.6 -15.04
Fe;0,_3%_F 152.4 -16.29 154.5 -14.77
Fe;0,_5%_F 144.2 -17.44 153.4 23.20

Em ambos os estudos de imobilizacao proteica a presenca das cargas magnéticas nas
microestruturas funcionalizadas, Tabela 19, gera alteracdes na temperatura de fusdo. Com a
incorporacao de particulas magnéticas nas MCs a T, aumenta proporcionalmente, ou seja,

quanto maior a percentagem de incorporacdao maior é a temperatura registada. Também os
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valores calculados para o grau de cristalinidade sofrem algumas oscilacdes. Comparando ambas
as imobilizacdes, denota-se que a presenca de ativador gera a diminuicdo do y. até 23% nas
MCs vazias e com incorporacao de Fe.

Nos ensaios realizados ndo foi possivel assinalar a temperatura de transicao vitrea
aquando o primeiro aquecimento, contudo o segundo aquecimento mostrou que a T, apresenta
valores muito similares em todas as MCs. Evidenciam-se os valores mais elevados para esta
temperatura nas MCs vazias e com incorporacao de 1% de Fe,0,, quando a imobilizacdo ocorre
com ativador, e nas MCs com 5% de Fe incorporado na imobilizacdo sem ativador.

A T, em ambas as imobilizacdes apresenta valores proximos, Tabela 20, sendo
ligeiramente superior quando a imobilizacdo ocorre sem ativador, entre 2 e 14.8 °C.

Fazendo uma comparacdo 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 mudancas nos parametros em estudo. A T; e a T, expdem
valores muito aproximados, todavia, os valores de y. nas MCs com proteina diminuem
drasticamente, como é o caso das microestruturas com 3% de Fe incluido cuja imobilizacdo
ocorreu com ativador, em que é observavel uma diminuicdo de 16%. A imobilizacdo aparenta
nao alterar os valores de T, excetuando as MCs com 5% de Fe,O, com BSA imobilizada sem

ativador onde ocorreu um aumento de 11 °C.

Tabela 21 - Resultados numéricos do DSC realizado as microcapsulas referéncia e com BSA imobilizada, com e sem

imobilizador - 1° e 2° aquecimento.

Imobilizacdo com ativador Imobilizagdo sem ativador
(IC) (IS)

1¢ Aque. 2° Aque. 1¢ Aque. 2° Aque
Tipo de T; AH; Xc T, T; AH; Xc T,
Microcapsulas  (°C)  (J/g) (%) (°C) (°C) (/g (%) (°C)
PAMC 205.5 48.89 25.73 51.3 206.1 40.37 21.25 52.6
Fe_1% 2085 41.16 21.66 52.6 208.2 46.18 24.30 52.4
Fe_3% 209.5 3389 17.84 52.3 209.7 3474 18.28 51.4
Fe_b% 209.8 59.81 31.48 51.6 2104 37.13 19.54 52.9
Fe;0,_1% 207.1 4120 21.68 53.1 207.7 40.12 21.11 54.8
Fe;0,_3% 2134 3863 20.33 51.6 2149 3248 17.09 51.6
Fe;0,_5% 212.0 38.37 20.19 51.3 212.1 4443 2338 51.9
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Tabela 22 - Resultados numéricos do DSC realizado as microcapsulas referéncia e com BSA imobilizada, com e sem

ativador - arrefecimento.

Imobilizacdo com Imobilizacdo sem

ativador (IC) ativador (IS)

Arrefecimento

Tipo de T, AH, T, AH,
Microcapsulas (°C) (J/g) (°C) (J/8)
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_b% 158.8 -37.20 159.3 -23.42
Fe;0,_ 1% 150.2 -21.93 149.9 -21.18
Fe;0,_3% 159.8 -21.38 159.1 -19.09
Fe;0,_5% 158.3 -24.35 158.2 -24.80

O uso de ativador aquando a imobilizacao de BSA nas microestruturas referéncia, Tabela
21 e 22, nao tem influéncia significativa na T;, T, e T_ apresentando valores similares em ambas
as imobilizacoes.

Também o y. nao demostra alteracbes significativas nos seus valores quando a
imobilizacdo se da com e sem ativador, excetuando as MCs com 5% de Fe onde este parametro
diminui aproximadamente 12% sem ativador.

Comparando a influéncia da imobilizacdo nas MCs referéncia (Tabela 7 e 8), é observavel
que os valores da T, sdo muito proximos existindo oscilacdes minimas. Os valores de y. nas
MCs referéncia e com BSA imobilizada apresentam uma diminuicdo até 28%, quando
comparadas com as MCs referéncia, mas ocorre o contrario na T, em que € visivel um aumento
dos seus valores em 20 °C, particular nas MCs vazias e com inclusdo de Fe. Aquando o
arrefecimento, a T, nas MCs com proteina exibe valores semelhantes nas MCs vazias e com
incorporacao de Fe, porém apresenta uma ligeira diminuicao de até 5 °C quando incorporadas

particulas de Fe,0,.

3.4.5.1 Calorimetria diferencial de varrimento a temperaturas baixas

O ensaio de calorimetria diferencial de varrimento a temperaturas baixas realizado aos
conjugados proteina-polimero, nao sé possibilitou completar a analise granulometrica dos
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mesmos assim como permitiu compreender melhor como ocorre a imobilizacdo, com base nos
dados obtidos da fusao da agua contida nas MCs, exteriormente e interiormente.

As tabelas seguintes apresentam os resultados obtidos no DSC a temperaturas baixas, a
Tabela 23 corresponde a imobilizacdo de BSA nas MCs funcionalizadas e a Tabela 24 diz
respeito a imobilizacdo nas MCs nao funcionalizadas.

Nas MCs funcionalizadas, comparando os dois tipos de imobilizacdo, a presenca de
ativador ndo afecta significativamente as temperaturas dos picos em estudo. Ja a energia
necessaria para a fusao total da agua contida nas MCs, em geral sofreu um aumento até 34 °C
na imobilizacdo com ativador.

Avaliando os resultados obtidos da imobilizacao realizada nas MCs funcionalizadas, as
microestruturas vazias nao apresentaram qualquer pico. Nas restantes MCs, quando
comparados os valores obtidos nas mesmas microestruturas funcionalizadas (Tabela 16), o
primeiro pico, correspondente a temperatura necessaria para a fusdo da agua contida nos poros
superficiais das MCs, exibe um aumento até 1.4 °C. Assim, supde-se que a proteina imobilizada
ocupou uma area maior dos poros superficiais, limitando a fusdo da agua contida nos poros
subsequentes. Ja o segundo pico, referente a temperatura de fusdo da agua nos poros
profundos das MCs, em geral exibiu uma diminuicdo até 5.6 °C na imobilizacdo com ativador e

4.2 °C sem ativador.

Tabela 23 - Resultados numéricos do DSC a temperaturas baixas realizado as microcapsulas funcionalizadas e com

BSA imobilizada, com e sem ativador.

Imobilizacdo com Imobilizagdo sem
ativador (IC) ativador (IS)

Tipo de T, T, AH,,, T, T, AH,,,
Microcapsulas  (°C)  (°C) (J/8g) (°C) (°C) (J/8)

PAMC_F - - - - - -
Fe_1%_F 4.4 8.3 157.0 33 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
Fe;0,_1%_F 3.6 11.0 150.2 3.8 10.1 138.70
Fe;0,_3%_F 4.3 9.6 194.5 - 7.9 198.30
Fe;0,_5%_F - - - 35 8.6 150.10

Interpretacédo da Tabela 23:

T, - Temperatura de fuséo associada ao primeiro pico;
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T, - Temperatura de fusdo associada ao segundo pico;

AH,,, - Variacéo de entalpia dos dois picos das temperaturas de fus&o.

Também nas MCs referéncia, a presenca de ativador aguando a imobilizacdo nao afecta
significativamente as temperaturas em analise. Porém, contrastando com a imobilizacdo nas
MCs funcionalizadas, a energia necessaria para a fusao total da agua contida nas MCs referéncia
sofreu um aumento na imobilizacao sem ativador até 53 °C, excetuando as microestruturas com
3% de Fe,0, incorporado. Também a imobilizacdo ocorrida nas microestruturas vazias referéncia
nao gerou qualquer pico.

Relacionando com os resultados adquiridos nas MCs referéncia (Tabela 9), com a
imobilizacdo de BSA o primeiro pico sofre um ligeiro aumento de temperatura nas
microestruturas, excetuando as MCs com incorporacao de 5% de Fe e 1% de Fe,0, 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 as microcapsulas referéncia e com BSA imobilizada, com e sem

ativador.
Imobilizacdo com Imobilizagdo sem
ativador (IC) ativador (IS)

Tipo de T, T, AH,,, T, T, AH,,,
Microcapsulas (°C) (°C) (J/g) (°C) (°C) (J/g)

PAMC - - - - - -
Fe_1% 3.8 11.1 190.00 35 11.3 168.2
Fe_3% 3.9 13.1 183.90 3.8 12.9 186.5
Fe_b% 2.8 - 39.44 3.9 10.4 1433
Fe;0,_1% 3.6 10.6 169.20 33 11.2 186.6
Fe;0,_3% - 7.0 176.10 45 10.9 1453
Fe;0,_5% 37 9.0 146.70 4.2 9.5 152.6

Interpretacédo da Tabela 24:
T, - Temperatura de fuséo associada ao primeiro pico;
T, - Temperatura de fuséo associada ao segundo pico;

AH,,, - Variacao de entalpia dos dois picos das temperaturas de fusao.

A Figura 49 apresenta os graficos obtidos neste ensaio, fazendo uma comparacdo entre

0s quatro estudos realizados.
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As amostras referéncia apresentam picos relativamente coincidentes, como é o caso das
MCs com incorporacao de 1% de Fe;0,, 1% e 3% de Fe. Excecionalmente, as microestruturas
com incorporacao de 3% de Fe;O, sofrem uma clara deslocacao dos seus picos.

Por outro lado, a funcionalizacdo conduz & deslocacdo dos picos no sentido decrescente
da temperatura nas amostras com Fe,0, incorporado, 0 mesmo ocorre nas MCs magnéticas de

1% e 3% de Fe.
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Figura 49 - Curvas do DSC a temperaturas baixas realizado as microcapsulas referéncia e funcionalizadas, cuja

imobilizacao ocorreu com (IC) e sem (IS) ativador.

3.4.6 Analise termogravimétrica

A influéncia da imobilizacdo, com e sem ativador, na estabilidade térmica das MCs foi

também avaliada, assim, foram escolhidos trés conjugados proteina-polimero para a analise

termogravimétrica. Na Tabela 25 sdo apresentados os resultados obtidos na imobilizacao sob as

MCs funcionalizadas, e na Tabela 26, a imobilizacdo ocorrida nas MCs referéncia.

Tabela 25 - Resultados numéricos do TGA realizado as microcapsulas funcionalizadas e com BSA imobilizada, com

(IC) e sem (IS) ativador.

TlpO de TlpO de TlO% TV méx Vméx RFD Ri AR
Microcapsulas Imobilizagao (°C) (°C) (%/°C) (%) (%) (%)
IC 333 44417 1.36 8.15 3.73 4.42
PAMC_F
IS 372 44417 1.47 6.55 3.73 2.82
IC 376 447.95 1.38 8.83 6.81 2.02
Fe_b%_F
IS 380 448.71 1.40 9.61 6.81 2.80
IC 366 446.44 1.81 8.13 5.05 3.08
Fe,0,_5%_F
IS 387 443.38 1.54 9.42 5.05 4.37
PAMC_F Sem Imobilizagdo 334 45401 0.97 3.73 -
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Tabela 26 - Resultados numéricos do TGA realizado as microcapsulas referéncia e com BSA imobilizada, com (IC) e

sem (IS) ativador.

TIpO de Tlpo de TlO% TV max Vméx RFD Ri AR
Microcapsulas Imobilizagao (°C) (°C) (%/°C) (%) (%) (%)
IC 369 441.90 1.26 4.52 1.31 3.21
PAMC
IS 374 447.90 1.26 3.24 1.31 1.93
IC 382 464.40 1.23 14.10 7.47 6.63
Fe_5%
IS 382 445.68 1.23 12.85 7.47 5.38
IC 390 457.79 1.52 6.84 4.25 2.59
Fe;0,_5%
IS 394 454,74 1.54 7.47 4.25 3.22
PAMC Sem Imobilizacao 306 354.47 2.18 - 1.31 -

Interpretacdo das Tabela 25 e 26:

T,04 - Temperatura onde se registou 10% de perda de massa;

Ty msx - T€Mperatura em que a velocidade de degradagao foi maxima;

V..s - Velocidade de degradagao maxima;

Rep - Residuo no final da degradacao;

R,s - Residuo no final da degradacéo das MCs referéncia ou funcionalizadas;

AR - Calculo da diferenca entre o residuo obtido nas MCs com BSA imobilizada e o residuo obtido nas MCs referéncia
ou funcionalizadas para as mesmas MCs, Rq- R..

A ultima linha apresenta os resultados obtidos no TGA das MCs vazias referéncia ou funcionalizadas, sendo estas as

microestruturas que apresentaram uma maior diferenca nos parametros em estudo.

Por comparacdo com as MCs referéncia e funcionalizadas (Tabela 10 e 16,
respetivamente), os dados obtidos mostram que o processo de imobilizacdo proteica as torna
mais estaveis termicamente, aumentando nao s6 a velocidade maxima de degradacéo, assim
como a temperatura encontrada para essa mesma velocidade. As amostras que apresentaram
maiores diferencas nos parametros do TGA foram as MCs vazias, referéncia e funcionalizadas,
apresentadas nas Tabelas 25 e 26 a cinza.

A forma como ¢é realizada a imobilizacdo, com e sem a presenca de ativador, gera
algumas diferencas nos critérios em analise. O residuo final, calculado pela diferenca entre o
residuo obtido nas MCs com BSA imobilizada e o residuo obtido na sintese ou funcionalizacao,
conforme o estudo em causa, é o parametro que sofre mais alteracoes relevantes. No caso das
MCs referéncia a imobilizacdo com ativador revela o acréscimo de até 1.28% nas percentagens

do residuo final, a excecao das MCs com incorporacao de 5% de Fe;0,. O contrario ocorre nas
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MCs funcionalizadas, onde a presenca de ativador gera a diminuicdo de até 1.29% nas
percentagens residuais, excetuado as microestruturas vazias onde ocorre o oposto.

A funcionalizacao aparenta diminuir a primeira temperatura assinalada, ou seja, ocorre
10% de perda de massa a temperaturas inferiores as registadas nas MCs com proteina que ndo
foram funcionalizadas. Ja a velocidade maxima e a temperatura onde se registou a velocidade
maxima, nao apresentam variacdes significativas.

As amostras com maior percentagem de BSA imobilizada, exibem também um valor
residual superior, como é o caso da imobilizacdo nas MCs referéncia com Fe incorporado,
confirmando assim as percentagens de imobilizacao obtidas por UV-VIS (Figura 44) para essas
microestruturas.

Na Figura 50 apresenta-se a comparacao do perfil das curvas de degradacao térmica e de

velocidade de degradacao térmica relativos aos ensaios apresentados.
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Figura 50 - Curvas do TGA realizado as microcapsulas referéncia e funcionalizadas, cuja imobilizacdo ocorreu com
(IC) e sem (IS) ativador. Comparagéo entre as curvas de degradacao térmica e curvas de velocidade de degradagéo térmica

correspondentes.
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3.5 Suscetibilidade ao pH

Anteriormente, no capitulo 1, foi mencionado que o enxerto de ramificacdes de PAA nas
MCs tem dupla funcionalidade, o acréscimo de grupos COOH no substrato e tornar as
microcapsulas suscetivel ao pH do meio envolvente. Desta forma, apds a funcionalizacdo
realizou-se mais um ensaio que permita avaliar essa suscetibilidade nas MCs vazias e
magneéticas.

Todas as amostras com PAA-G foram carregadas com vitamina B,, (VB,,) durante 48h,
sendo posteriormente submersas em dois meios liquidos, um com pH acido (pH 2) e outro com
pH neutro (pH 7), durante um tempo estipulado. A VB,, possui na sua composicao cobalto,
sendo detétavel a sua absorbancia 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
conformacdo das suas macromoléculas perante o pH do meio que o envolve. A submersdo 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 libertacédo da VB,
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 libertacao da VB,, confinada no seu interior.

0O comportamento das MCs perante o pH dos meios em estudo, permitindo a construcéo
dos graficos da Figura 51.
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Figura 51 - Libertagao da vitamina B,, perante o meio com pH 2 e pH 7.

Os resultados obtidos mostram que a VB,, € inicialmente libertada em ambos os meios,

apresentando no entanto diferencas na sua concentracao.

Em geral, apés 15 minutos do processo é notoria a diferenca da concentracéo da VB,,

100

libertada, apresentando-se até duas vez mais elevada quando o meio é acidico, ou seja, quando
os poros das MCs estdo abertos. Excetuam-se as MCs vazias onde esta diferenca é menor,
podendo ser explicada pelo tempo insuficiente que as ramificacdes de PAA enxertadas nos poros
tém para mudar a sua conformacdo. Teoriza-se ainda que talvez a presenca de particulas

magnéticas nas MCs facilitem as mudancas conformacionais, ocorrendo mais rapidamente do
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qgue nas microestruturas vazias. Segue-se, em todas as amostras, um pico entre 30 e 45
minutos indicando que até & ocorreu uma libertacao rapida da VB,,, e findos aproximadamente
120 minutos atinge-se um patamar de equilibrio na libertacao.

No meio com pH 2, a libertacdo da VB,, é mais acentuada nas MCs com particulas
magnéticas incorporadas, salientando-se a incorporacao de 3% de Fe e 5% de Fe,0, onde a
libertacdo maxima da vitamina ronda os 0.025 mg/ml. Quando o pH do meio é 7, a libertacéo
da vitamina destaca-se nas MCs vazias, com incorporacao de 3% de Fe e 5% de Fe,O,,
assumindo uma libertacdo maxima de aproximadamente 0.015 mg/ml.

E de salientar que o processo de funcionalizacdo nao foi otimizado para esta finalidade,
suscetibilidade ao pH, porém este estudo releva que as microcapsulas com PAA-G tém potencial

para responderem a este estimulo eficazmente.
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4 Conclusodes

O presente estudo centrou-se primordialmente no desenvolvimento e caracterizacao de
microcapsulas de APA6, vazias e com particulas magnéticas integradas, tendo sido utilizadas
como suporte de imobilizacao de proteinas e em dispositivos de libertacdo controlada
apresentando uma suscetibilidade a estimulos magnéticos e ao pH do meio que as envolve.

Foi avaliada a influéncia das cargas magnéticas incorporadas, o tipo e percentagens de
incorporacdo, a modificacdo quimica das microcapsulas por enxerto de ramificacdes de
poli(acido acrilico) (PAA-G) e o uso de ativador aquando a imobilizacao.

As conclusdes deste trabalho podem ser sistematizadas da seguinte forma.

* Microcapsulas Referéncia

1. Foram sintetizadas com éxito microcapsulas de APA6, vazias e com particulas
magneéticas incorporadas, por polimerizacao anionica ativada da &-CL em solvente. O processo
decorreu na presenca de particulas de ferro (Fe) e dxido de ferro (Fe;O,) com percentagens,
relativamente ao peso da e-CL, de 1%, 3% e 5%;

2. A caracterizacdo morfologica realizada por microscopia o6tica de campo claro e por
SEM, provaram que as condicdes otimizadas do processo de polimerizacdo permitiram uma
granulometria controlada das microcapsulas. O Fe e Fe;O, por serem particulas esféricas de
pequenas dimensdes sdo envolvidas pela APA6, formando microestruturas esferoides isoladas
ou agregados de dimensdes na gama de 15-60 um. A inclusao de Fe gera ainda microestruturas
cuja forma se assemelham a bastdes, sendo estas uma consequéncia da auto-organizacéo (auto
assembly) das particulas devido a presenca de campos magnéticos. Todas as microcapsulas
referéncia apresentam uma estrutura altamente porosa estimada por SEM variando o tamanho
dos poros com a incorporacdo magnética, entre 175 e 825 nm;

3. O DSC revelou que a incorporacdo das particulas magnéticas leva ao aumento da
temperatura de fusado e da temperatura de cristalizacdo das microcapsulas. O Unico pico de
fusao presente no primeiro aguecimento pode ser atribuido a forma cristalina o de PA6, ja no
segundo aquecimento revela a existéncia das duas fases cristalinas y e o deste polimero. O DSC

a temperaturas baixas possibilitou o estudo da porosidade das microcapsulas provando a
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existéncia de poros na sua superficie e no interior, estando esta caracteristica dependente da
presenca, tipo e percentagem das particulas magnéticas;

4. Os ensaios de TGA evidenciaram que as particulas magnéticas ndo desativam nem
impedem a reacao de polimerizacao, tornando a taxa de degradacao térmica mais lenta e,
consequentemente torna as microcapsulas mais termicamente estaveis. A carga magnética

efetiva presente no nucleo das MCs varia entre 0.83 e 6.16%;

* Microcapsulas funcionalizadas

5. Foram eficazmente funcionalizadas com acido acrilico as microcapsulas previamente
sintetizadas, vazias e com incorporacao de particulas magnéticas, através de polimerizacao
radicalar.

6. O enxerto de ramificacdes de PAA (PAA-G) nas microcapsulas gerou uma distribuicdo
mais alargada dos valores correspondentes ao didmetro do circulo equivalente e a esfericidade,
ambos determinados por microscopia dtica de campo claro. O tamanho dos poros nas
microcapsulas funcionalizadas determinado por SEM ¢é significativamente reduzido, entre 167 e
344 nm, sendo justificado pelo seu preenchimento com as ramificacdes de PAA enxertadas.

7. A analise FTIR-ATR realizada as microcapsulas funcionalizadas, revela o aparecimento
do pico de absorcéo caracteristico dos grupos COOH, no comprimento de onda de 1720 cm?,
comprovando assim a introducao adicional destes grupos por via do enxerto de ramificacoes de
PAA. Esta, a par com a analise potenciométrica, corroboram o sucesso da funcionalizacao nas
microcapsulas, 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 a influéncia da funcionalizacdo nos parametros do DSC, todas as
amostras revelam um aumento da temperatura de transicao vitrea até 24 °C, e uma diminuicdo
da temperatura de fusdo e de cristalizacao, até 5 °C e 11.4 °C, respetivamente. O estudo de
DSC a temperaturas baixas conclui que o PAA-G ocorreu a diferentes niveis das microcapsulas,
gerando uma unificacdo nos tamanhos dos poros e na sua distribuicao ao longo da estrutura das
microestruturas, tendo sido confirmado através da semelhanca entre as entalpias de fusdo da
agua confinada nos poros. Assim, as ramificacdes de PAA ocuparam grande parte dos seus
poros superficiais e pouco profundos.

9. A andlise de TGA reafirma o sucesso da funcionalizacdo, através do acréscimo do

residuo no final da degradacdo das microcapsulas com PAA. Comparando com as
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microcapsulas referéncia, 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.

* Microcapsulas com imobilizacdo de BSA

10. O processo de imobilizacdo da proteina albumina de soro bovino (BSA) nas
microcapsulas, foi realizado com e sem a presenca de um ativador dos grupos COOH, N-(3-
Dimetilaminopropil)-N'-etilcarbodiimida (EDC). Assim, a imobilizacdo proteica foi dividida em
quatro estudos: imobilizacdo de BSA nas microcapsulas funcionalizadas e com ativador;
imobilizacdo de BSA nas microcapsulas funcionalizadas sem o auxilio do ativador; imobilizacédo
de BSA nas microcapsulas referéncia e com a presenca do ativador; imobilizacdo de BSA nas
microcapsulas referéncia e sem o ativador.

11. A analise morfolégica dos conjugados proteina-polimero através do SEM, apresenta
uma nova camada superior visivel com uma aparéncia particular. Apesar do didmetro do circulo
equivalente e a esfericidade apresentarem variacdes minimas com a imobilizacao, até 20 um , o
mesmo nao se pode afirmar em relacdo ao tamanho dos poros. Os poros visiveis, que sdo
pertencentes a camada proteica, nas microestruturas funcionalizadas aumentam de dimensao,
até 400 wm mas nas referéncia até 69 um.

12. Os ensaios de UV-VIS revelaram que as microcapsulas de APA6 sdo um bom
substrato para a imobilizacdo proteica uma vez que, findos 30 minutos do processo se obtém
aproximadamente 60% de BSA imobilizada, sendo o processo mais estavel na presenca do
ativador.

13. Os hibridos produzidos foram analisados por FTIR-ATR, que autenticaram uma vez
mais a imobilizacao proteica através da diminuicdo da intensidade do pico associado aos grupos
COOH. A largura da sua banda aumentou, indicando assim que a proteina participou na reducao
desses grupos.

14. Estudos de DSC revelaram que a imobilizacdo proteica nao alterou a forma preferivel
o do substrato, microcapsulas de APA6. As temperaturas de fusdo, comparadas com as obtidas
nas microestruturas referéncia e funcionalizadas, nao se alteraram permanecendo entre 204.8 e
214.9 °C, porém a temperatura de transicdo vitrea aumentou até 20 °C nas microcapsulas
referéncia. O grau de cristalinidade apresentou uma diminuicdo até 16% nas microcapsulas

funcionalizadas. O estudo do DSC a temperaturas baixas também revelou uma mudanca na
107



Capitulo IV — Conclusdes

forma e distribuicdo dos poros apds a imobilizacado proteica. Em geral com a imobilizacao de
BSA as entalpias de fusdo diminuem até aproximadamente 124 °C, inclusive as microcapsulas
vazias nao apresentaram picos de fusdo podendo este efeito indicar o preenchimento quase total
dos seus poros.

15. Os ensaios de TGA indiretamente confirmaram a imobilizacdo de BSA nas
microcapsulas uma vez que os residuos no final da degradacdo aumentaram entre 1.93 e 6.63
%, quando comparados com as referéncia e funcionalizadas. A imobilizacao proteica levou a uma
estabilidade térmica adicional nas microcapsulas, aumentando entre 38 °C e 68 °C as
temperaturas de degradacdo quando ha perdas de massa de 10%. As amostras vazias

apresentaram a melhor estabilidade térmica.

e Suscetibilidade ao pH

16. Num meio com pH neutro, pH 7, a libertacdo da vitamina B,, (VB,,) € impedida
devido a expansdo das ramificacdes de PAA. Este fenomeno é mais acentuado nas
microestruturas com incorporacdo magnética, onde a libertacdo maxima da vitamina confinada
ronda os 0.015 mg/mL. Quando o meio circundante é acidico, pH 2, ocorre a contracao das
macromoléculas do PAA ficando os poros das microcapsulas abertos, possibilitando a libertacéo
da vitamina confinada no seu interior. Para este caso, a libertacdo maxima ¢é de
aproximadamente 0.025 mg/mL. Como espectavel, as microcapsulas com PAA-G apresentaram

uma suscetibilidade ao pH do meio que as envolve.

Em suma, a granulometria das microestruturas referéncia, a sua porosidade e
entrelacamento das macromoléculas, permitem que ao longo da sua estrutura se encontrem
grupos funcionais, nao sé na superficie como nos seus poros.

Assim, devido & semelhanca quimica com as proteinas a APA6 mostrou ser um bom
substrato para o processo de imobilizacao proteica, uma vez que os grupos COOH e NH, nela
presentes aparentam ser suficientes para que ocorra a imobilizacdo de BSA. Com este substrato,
ndo é necessaria a sua funcionalizacdo nem o uso de ativador para que ocorra a imobilizacédo
eficazmente, abrindo portas a imobilizacdes proteicas mais simples. A introducado das cargas
magnéticas ndo impedem os processos de sintese, funcionalizacao e imobilizacao proteica nem
a suscetibilidade ao pH, significando que as microcapsulas de APA6 com cargas magnéticas

podem ser usados em dispositivos e aplicacdes biotecnoldgicas.
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5 Propostas de trabalhos futuros

A estrutura quimica e morfologica das microcapsulas de APA6 referéncia, vazias e com
incorporacao de particulas magnéticas, permitem aplicabilidades em diversas areas de estudo.
Todavia, quer o comportamento inteligente associado ao enxerto de ramificacdes de poli(acido
acrilico), quer a imobilizacdo de proteinas nas microcapsulas, amplificam grandemente as suas
aplicacoes. Um exemplo aplicacional, passa pelo controlo do teor alcodlico dos vinhos através da
utilizacao de microcapsulas com nucleo magnético e com glicose oxidase imobilizada, sendo
que, findo o tratamento estas podem ser recolhidas/separadas por acdo de um campo

magnético.

Atendendo aos resultados obtidos e conclusdes levantadas nesta dissertacdo, sugerem-se
algumas propostas de trabalhos futuros de modo a complementar o presente trabalho:

e FEstudar o efeito de diferentes concentracdes de acido acrilico, quer nas
propriedades gerais das microcapsulas quer na sua suscetibilidade ao pH, e
otimizar o processo;

e Estudar a natureza da ligacdo (covalente, idnica, adsorcao, etc) entre a proteina e
0 substrato polimérico quando o processo de imobilizacao proteica decorre na
presenca e auséncia de um ativador;

¢ Estudar o processo de imobilizacao de enzimas.
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7 Anexos

Anexo 1 - Vantagens e desvantagens dos métodos de conjugacao proteina-polimero [106].

Vantagens

Desvantagens

Aprisionamento

Nao é preciso modificar
quimicamente a enzima;

A enzima deve reter a atividade
catalitica sob condicdes de
polimerizacdo/transicao do
suporte.

Perda de enzimas;
Transferéncia de massa.

Nao é preciso modificar

Perda de enzimas;

Li 50 N3 Interacéo uimicamente a enzima- Baixa especificidade da reacdo
g;acalo tao Electroestatica gécil exeCUCHO: ' (troca de ides e a adsorcéo
ovalente ¢ao; pode se sobrepor).
~ . " Perda de enzimas;
Nao é preciso modificar . e i
~ o ) Baixa especificidade da reagéo
Adsorcao quimicamente a enzima; . N
5 px (troca de ides e a adsorcéo
Execucao facil e barata;
pode se sobrepor).
S o . E mandatari d
Bioafinidade Alta especificidade da reacao. manda arlalé presenca . ¢
grupos especificos na enzima.
L. Nao é necessario um suporte; Transferéncia de massa;
Crosslinking de L . )
. Estabilizacdo enzimatica; Processo experimental
Enzimas i L
Perdas do ativador minimizadas. complexo.
. - Possivel diminuicao da
Ligacao - o
atividade enzimatica;
Covalente

Ligacao Covalente

Forca da ligacao;
Estabilizacao enzimatica;
Perdas do ativador minimizadas;

Necessidade de modificar
guimicamente o substrato;
Ligacao usualmente
irreversivel, impedindo a
reutilizacao do substrato.
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Anexos

Anexo 2 - Histogramas do diametro do circulo equivalente e esfericidade das MCs

funcionalizadas e com BSA imobilizada com ativador (IC).
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Anexos

Anexo 3 - Diametro do circulo equivalente das MCs funcionalizadas e com BSA imobilizada

sem ativador (IS)
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Anexos

Anexo 4 - Histogramas do diametro do circulo equivalente e esfericidade das MCs

imobilizada com ativador.
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Anexos

Anexo 5 - Histogramas do diametro do circulo equivalente e esfericidade das MCs

referéncia e com BSA imobilizada sem ativador.
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Anexos

Anexo 6 - Grafico do DSC da proteina albumina de soro bovino (BSA) estando

representado a preto o primeiro aquecimento, a vermelho o segundo e a cinzento o

arrefecimento.
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