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RESUMO 

Esta dissertação investiga materiais microestruturados com suscetibilidade magnética 

baseados em polipirrolidona (PPD ou PA4), com e sem impressão molecular de albumina do 

soro bovino (Bovine Serum Albumin, BSA). Utilizando um método inovador de polimerização 

aniónica ativada por abertura do anel (Activated Anionic Ring-Opening Polymerization, 

AAROP) que funcionou a 40℃, foram sintetizadas de forma reprodutiva três amostras com 

impressão molecular de BSA (PPD MIP) e três amostras sem impressão molecular (PPD NIP). 

Estas amostras foram caracterizadas morfologicamente por microscopia ótica e microscopia 

eletrónica de varrimento. A estrutura química foi comprovada por FTIR com ATR. As 

propriedades térmicas e a estrutura cristalina foram investigadas por DSC e TGA.  

 O enfoque desta tese recaiu sobre os estudos de adsorção de proteína alvo BSA e 

também sobre estudos de seletividade dos MIPs. Os estudos da cinética de adsorção 

comprovaram que os MIPs sintetizados têm uma capacidade de adsorção maior comparada 

com a dos respetivos NIPs sendo o fator de impressão entre 1.20-1.25. Os estudos das 

isotérmicas de adsorção indicaram que as amostras com impressão molecular (i.e., os MIPs) 

obedecem ao modelo de Langmuir e são influenciadas pelo pH do meio, enquanto as amostras 

sem impressão molecular (NIPs) obedecem ao modelo de Freundlich independentemente do 

pH do meio. Os estudos de seletividade efetuados com três proteínas diferentes, 

nomeadamente BSA, Ovalbumina (OVA) e Citocromo-C (Cyt.C) comprovaram a vantagem das 

amostras MIP em relação com a proteína alvo BSA. Foi também comprovado que esta 

seletividade depende fortemente do pH do meio.  

 Os resultados desta dissertação foram resumidos num artigo já publicado (Anexo X) e 

ainda mais dois artigos encontram-se em várias fases da publicação. 

 

 

 Palavras chave: Polipirrolidona, poliamida 4, MIPs, micropartículas magnéticas, adsorção de 

proteínas, isotérmicas de adsorção, adsorção seletiva, polimerização aniónica ativada por 

abertura do anel.
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ABSTRACT 

This thesis reports on microstructured materials with magnetic susceptibility based on 

polypyrrolidone (PPD or PA4), with and without molecular imprinting of bovine serum albumin 

(BSA). Using an innovative method of activated anionic ring-opening polymerization (AAROP) 

that was carried out at 40℃, three samples with molecular imprinting of BSA (PPD MIP) and 

three samples without molecular imprinting (PPD NIP) were synthesized. The morphology of 

these samples was characterized by optical microscopy and scanning electron microscopy and 

their chemical structure was validated by FTIR with ATR. The thermal properties and the 

crystalline structures of all samples were investigated by DSC and TGA. 

The focus of this thesis was placed on the adsorption studies of the target protein BSA 

upon MIPs and also on the selectivity of this adsorption. Investigating the adsorption kinetics 

proved that the newly synthesized MIPs possess an adsorption capacity that was bigger than 

that of NIPs, the imprinting factor being in the 1.20-1.25 range. The studies of adsorption 

isotherms indicated that samples with molecular imprinting (i.e., the MIPs) follow the 

Langmuir model and are influenced by the pH of the medium, while the samples without 

molecular imprinting (NIPs) follow the Freundlich model independently of the pH of the 

medium. The selectivity studies of MIPs made with three different proteins, namely BSA, 

Ovalbumin (OVA) and Cytochrome-C (Cyt.C) proved the advantage of MIP samples in relation 

to the adsorption of the target protein BSA. It was proved also that this selectivity depends 

strongly of the pH of the medium. 

The results of this dissertation were presented in a recently published article (Anexo 

X). Two more articles are in different stages of publication. 

 

 

 

Keywords: Polypirrolidone, polyamide 4, MIPs, magnetic microparticles, protein adsorption, 
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1 INTRODUÇÃO 

Atualmente a variedade de materiais poliméricos disponíveis no mercado mundial é 

enorme, sendo que o aparecimento de materiais cada vez mais especializados para diversas 

aplicações tem vindo a crescer e a suscitar um maior interesse por parte dos investigadores. 

Contudo, é na área dos novos materiais micro e nano estruturados “inteligentes”, (smart 

materials), que se tem verificado uma enorme expansão [1]. A utilização dos mesmos em 

distintas áreas possibilita uma grande capacidade de resposta às necessidades crescentes e 

desafios de uma sociedade moderna cada vez mais exigente para um desenvolvimento 

sustentável. 

Neste contexto, a presente dissertação pretende sintetizar de uma maneira 

relativamente simples, rápida e sustentável micropartículas (MP) porosas, de poliamida (PA), 

que possibilitem a impressão molecular de proteínas, e que as mesmas possam ser utilizadas 

em diferentes aplicações. Os sistemas de poliamida em pó podem ser preparados por meio 

de métodos físicos como a precipitação de soluções de poliamida com não solventes, ou por 

moagem após homopolimerização em massa. No presente estudo foi escolhida a outra 

abordagem possível, i.e., a preparação das MP através de uma polimerização in-situ [2]. Assim, 

MP de polipirrolidona (PPD, ou poliamida 4, PA4) impressas com Albumina do Soro Bovino 

(BSA) foram sintetizadas pela primeira vez a partir de uma polimerização aniónica ativada por 

abertura do anel (AAROP) da lactama 2-pirrolidona (2PD) em que não é necessário agente 

reticulante, solvente, ou temperaturas superiores a 40 ℃ como se verifica na maioria dos 

estudos relacionados com a tecnologia de impressão molecular (Molecular Imprinting 

Technology  - MIT). 

O desenvolvimento desta metodologia inovadora de produzir micropartículas de PPD 

impressas molecularmente com BSA (Molecularly Imprinted Particles- MIP), solicitou a 

elaboração de distintos testes de modo a caraterizar a sua morfologia e propriedades. 

Caraterizações morfológicas como Microscopia Eletrónica de Varrimento (MEV) e análise 

granulométrica, caraterizações térmicas como calorimetria diferencial de varrimento 

(Differencial Scanning Calorimetry - DSC) e análise termogravimétrica (Thermogravimetric 

Analysis – TGA) e caraterizações químicas como espetroscopia de infravermelhos por 

transformada de Fourier (Fourier Transform Infrared Spectroscopy - FTIR) são alguns dos testes 

realizados. Outras caraterísticas foram avaliadas através dos estudos da cinética de adsorção 
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das MIP relativamente a BSA, proteína impressa molecularmente nas MP, a análise de 

isotérmicas de adsorção para diferentes valores de pH e ainda os estudos da seletividade de 

adsorção das MIP a outras proteínas como o caso da Citocromo C (Cytochrome C - Cyt.C) e da 

Ovalbumina (Ovalbumin - OVA). Em todas as análises foi feita uma comparação com as 

respetivas partículas sem impressão molecular (Non-Imprinted Particles- NIP). No final, foi 

apresentada a avaliação da capacidade de adsorção seletiva de proteínas pelas MIP e tiraram-

se as respetivas conclusões sobre as possíveis aplicações dos novos processos e sistemas 

poliméricos.  
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2 ESTADO DA ARTE 

2.1 Princípios Gerais 

  A tecnologia de impressão molecular (MIT) é a técnica de síntese de polímeros com 

impressão molecular (MIPs). Estes polímeros possuem sítios de ligação customizados que 

completam uma molécula impressa chamada molécula modelo na sua forma, tamanho e 

grupos funcionais. Um exemplo que visualiza a arquitetura descrita é o conjunto “chave-

fechadura”. Devido a esta arquitetura específica, os MIPs têm sido estudados numa ampla 

gama de aplicações em diferentes áreas científicas [1,3-5].  

 Desde os tempos do estudo pioneiro do Polyakov dos anos 1930 em que foi utilizada 

uma matriz de sílica para preparar os primeiros MIPs [6] até aos tempos modernos, houve 

sempre um desenvolvimento constante não só na própria tecnologia MIT, mas também na 

área das aplicações. O grande interesse da comunidade académica e da indústria pela MIT e 

MIPs resultou num número elevado de estudos científicos [7-10], artigos de revisão [3, 11-16] 

e monografias [17,18].  

 Comparados a outros sistemas de reconhecimento, os MIPs possuem três vantagens 

importantes: especificidade na ação, previsibilidade na estrutura e uma grande universalidade 

nas aplicações. Por isso, existem muitas áreas de aplicação com potencialidade, como por 

exemplo purificação e separação de líquidos e gases, sensores na química e bioquímica, 

anticorpos artificiais, libertação controlada de fármacos, catálise heterogénea, entre outras 

[12]. A Fig. 1 representa um esquema com algumas das aplicações mais importantes dos MIPs. 

Relativamente à tecnologia/processo da impressão molecular referido anteriormente 

o mesmo encontra-se esquematizado na Fig. 2. 

De forma geral, a síntese dos MIPs tem três etapas [4,15]. Na primeira etapa de criação 

de MIPs ocorre a formação de um complexo entre a molécula modelo escolhida e o 

monómero funcional. Assim, os grupos químicos do monómero funcional são posicionados 

em pontos complementares àqueles provenientes da molécula modelo, permitindo a 

formação de ligações covalentes ou não covalentes (tipo ligações de hidrogénio, interações 

eletroestáticas etc). 
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Figura 1. MIPs utilizados em distintas aplicações. 

  

Figura 2. Representação esquemática da impressão molecular não covalente. 

Segue a segunda etapa de polimerização in-situ deste monómero, podendo esta acontecer 

com ou sem agente reticulante cujo papel é a formação de uma rede 3D e tornar o polímero 

insolúvel. Na etapa final ocorre a remoção seletiva do modelo do suporte polimérico, criando 

assim neste último, zonas com uma notável capacidade de reconhecimento e adsorção 

seletiva do modelo. 

 Todos os elementos e processos que participam na formação dos MIPs, 

nomeadamente modelo, monómero funcional, etapa de formação de ligações entre eles, o 

processo da polimerização e a eliminação seletiva do modelo com a formação das cavidades 

ativas serão considerados abaixo de forma mais pormenorizada. 
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2.2 Elementos e processos básicos de preparação de MIPs  

2.2.1 Molécula modelo 

Para a escolha da molécula modelo, que será utilizada em MIT, há requisitos mínimos 

que a mesma tem de satisfazer de forma a cumprir o objetivo final da impressão molecular. 

Assim, a mesma deverá: incluir grupos funcionais que não impeçam a polimerização, 

apresentar uma boa estabilidade química no decorrer da reação de polimerização e incluir 

grupos funcionais que consigam produzir complexos de automontagem molecular (self-

assembly) com o monómero funcional [12]. 

Até à data, a MIT foi testada em muitas áreas de aplicação, mas é de salientar que as 

melhores realizações foram obtidas na impressão de moléculas pequenas, com baixa massa 

molecular, como por exemplo herbicidas, iões metálicos, aminoácidos etc. A impressão 

molecular de macromoléculas e, particularmente, de biomacromoléculas (proteínas, enzimas, 

células, vírus, etc.) continua a ser um grande desafio [19]. Existindo várias razões que explicam 

este desafio. Primeiro, devido à sua estrutura sensível e solubilidade em água, as 

biomacromoléculas impõem grandes exigências na escolha de monómero funcional. Segundo, 

os bio-modelos são dificilmente removidos dos suportes poliméricos por causa da sua massa 

molecular elevada. Terceiro, o próprio bio-modelos possui inúmeros grupos funcionais que 

podem interagir com o monómero funcional e causar a adsorção não específica e indesejável, 

diminuindo assim a seletividade [15,19-20]. Para ultrapassar estes problemas, várias 

tecnologias estão em desenvolvimento, por exemplo impressão superficial, impressão de 

fragmentos do bio-modelo (“epitope”), etc [21]. No entanto, a impressão molecular de 

proteínas continua a ser uma questão problemática o que impede a introdução de MIT e MIPs 

nas biotecnologias. 

Na presente dissertação, foi escolhida uma biomacromolécula para desempenhar o 

papel de modelo. A mesma pertence às albuminas do soro. Estas são bastante abundantes no 

sistema circulatório e desempenham funções fisiológicas [22] fundamentais no mesmo.  

 Entre as albuminas soro, a Albumina do Soro Bovino (BSA) é uma proteína modelo 

bastante utilizada em biotecnologia. A mesma é constituída por 604 aminoácidos e tem como 
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peso molecular um valor de 66462 𝑔/𝑚𝑜𝑙 [23]. Esta proteína apresenta um ponto isoelétrico1 

entre 4.7-5.0 [24-25] dependendo da literatura exibindo carga positiva para pH<5 e carga 

negativa para pH>5 [26]. 

Relativamente às suas propriedades físico-químicas sabe-se que esta não é carregada 

uniformemente em toda a sua estrutura primária como se pode confirmar na Fig. 3.  

 

Figura 3. Modelo de preenchimento espacial da molécula de BSA com resíduos básicos identificados em azul, resíduos 
ácidos a vermelho e resíduos neutros a amarelo. A) vista frontal, B) vista traseira, C) lado esquerdo e D) lado direito 

(adaptada de [23]). 

2.2.2 Monómero funcional 

O monómero funcional é constituído por dois tipos de unidades: a) a unidade de 

reconhecimento; e b) a unidade polimerizável. Uma das caraterísticas evidentes de um 

monómero funcional é a capacidade do mesmo interagir com a molécula modelo pré-definida 

de maneira a criar complexos de pré polimerização como por exemplo dadores/recetores do 

tipo anticorpo/antigénio. Na interação entre o monómero funcional e o modelo, o 

fornecimento de grupos funcionais específicos por parte do monómero é fundamental [27]. 

Entre os monómeros funcionais estudados, em diferentes investigações MIPs, os monómeros 

vinílicos são os mais usuais [4,28]. 

 Dos monómeros vinílicos, o metacrilato de metilo (Methacrylic Acid- MAA) [29] é um 

dos mais utilizados em MIT. Este possui uma ligação C=C facilmente polimerizável por 

polimerização radicalar e conta com um grupo éster -C(O)OCH3 que poderá formar ligações 

por pontes de hidrogénio com variadíssimos modelos. Além disso, o MAA copolimeriza 

facilmente com monómeros de dimetacrilato que servem como agentes de reticulação.  

Apesar destas vantagens o MAA não é solúvel em água, apenas em solventes orgânicos 

o que limita o seu uso em alguns tipos de MIPs. Além disso, ao utilizar-se um processo de 

polimerização radicalar para sintetizar MIPs será necessário utilizar temperaturas >60-70℃ o 

                                                        

1 O ponto isoelétrico de uma molécula é o pH em que esta é eletricamente neutra. 
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que, na maioria dos casos, se torna destrutivo para uma biomacromolécula [27]. De forma 

geral, os monómeros vinílicos não possuem os grupos funcionais mais adequados para se 

ligarem com os modelos biológicos. 

Assim, a possibilidade de usar na tecnologia de impressão molecular outros monómeros 

funcionais como por exemplo ácidos carboxílicos, diaminas ou lactamas torna-se bastante 

interessante sendo estes os monómeros utilizados para síntese de poliamidas. 

As poliamidas são polímeros semi-cristalinos que contêm, na sua cadeia principal, 

grupos funcionais como: amina (–NH2), carboxilo (–COOH), e grupos amida (–C(O)-NH-). Os 

grupos amida são muito comuns nas unidades principais de polímeros naturais, um exemplo 

disso são os polipeptídeos (proteínas). Isto determina a possibilidade de variadíssimas 

interações entre poliamidas e moléculas modelo biológicas. 

Pela informação recolhida, existem tentativas de utilizar micropartículas de poliamida 6 

(PA6) para os fins de imobilização de proteínas [26]. No entanto, até à data apenas foi 

encontrado um artigo publicado no qual se estuda a possibilidade de usar PA6 em impressão 

de proteínas [30]. Contudo, neste estudo o MIP é formado por métodos físicos, ou seja, usa-

se PA6 sintetizada anteriormente, em que a mesma é sujeita a dissolução/precipitação, em 

solventes orgânicos altamente agressivos. Por outro lado, a PA6 não é biodegradável o que é 

um fator negativo para usos médicos. 

Muito pelo contrário, a biocompatibilidade e a biodegradabilidade em condições 

ambientais de PA4, recentemente sintetizado de forma direta em microcápsulas através de 

polimerização aniónica em suspensão de polipirrolidona (2PD) a temperaturas baixas de 40 ℃ 

[31] são caraterísticas que suscitam um real interesse para a utilização de 2PD como 

monómero funcional em MIPs. Alem disso, a PA4 possui uma grande densidade de grupos 

funcionais -CO-NH- e uma estrutura química muito parecida à das proteínas. Por estas razões, 

nesta dissertação foi escolhido o 2PD como monómero funcional. 

2.2.3 Self- assembly 

 A síntese de MIPs envolve uma auto-organização (self-assembly) de monómeros 

funcionais em torno da molécula do modelo formando assim o complexo monómero 

funcional/molécula modelo ainda antes da polimerização. Neste processo são envolvidas 

interações químicas ou físicas entre o monómero funcional e a molécula modelo [5]. 
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 Na conceção de MIPs conhecem-se dois tipos de impressão, um com interações 

covalentes entre o modelo e o monómero funcional e outro com interações não covalentes 

[1, 3-5]. 

 Relativamente ao primeiro tipo de impressão, os monómeros funcionais e o modelo 

formam ligações químicas covalentes. Este é considerado um método menos flexível uma vez 

que as reações de condensação reversíveis são limitadas. Além disso, é muito difícil alcançar 

o equilíbrio termodinâmico, visto que as fortes interações covalentes resultarão em ligações 

e dissociações lentas [5]. Assim, tudo isto poderá dificultar o processo de remoção do modelo 

e a própria impressão molecular nas MP. 

 O segundo tipo de impressão, no qual resulta de interações não covalentes, é o mais 

usual em MIT não só devido à simplicidade do processo, mas também à rapidez de ligação e 

remoção do modelo. Neste caso esta impressão baseia-se em interações físicas como: 

interações iónicas, ligações por pontes de hidrogénio, forças de van der Waals e interações 

𝜋−𝜋, sendo estas ligações mais fracas quando comparadas com as ligações covalentes. Assim, 

na presença de solventes específicos, o complexo monómero-modelo que se mantém no 

sistema MIP-modelo poderá ser desfeito de forma seletiva para produzir o MIP na sua forma 

de aplicação. 

2.2.4 Polimerização 

 Na etapa de polimerização alguns cuidados devem ser tidos em conta, pois caso o 

modelo utilizado em MIT seja uma biomacromolécula, como por exemplo uma proteína, será 

necessário utilizar baixas temperaturas de processo de modo a não desnaturar a estrutura 

peptídica terciária e quaternária da proteína. A etapa de polimerização tem de ser capaz de 

criar uma estrutura MIP 3D, em que a mesma seja mais ao menos porosa. Esta porosidade 

será essencial para que se consiga remover, com sucesso, a molécula modelo do MIP. 

Normalmente, a porosidade criada nos MIPs advém da presença de solvente ou outros 

compostos específicos denominados por porogénicos [27,32]. 

 De salientar que a porosidade dos MIPs é um fator importante que precisa de ser 

controlado cuidadosamente, uma vez que está relacionado com a etapa de eliminação 

seletiva da molécula modelo do MIP final. 
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 Também o agente reticulante é um elemento fundamental na síntese de MIPs. Este 

não só participa na criação de poros dos mesmos, como também torna o monómero funcional 

insolúvel criando uma rede tridimensional em solventes orgânicos se for o caso [27]. 

 Até agora, a maior aplicação na síntese dos MIPs está ligada à polimerização dos 

monómeros vinílicos [1]. No entanto, outros métodos como policondensação por etapas 

foram também desenvolvidos [33]. Sendo que é mais comum produzir os MIPs através de 

polimerização radicalar em massa de monómeros vinílicos [1-2, 34-35] seguido por processos 

de moagem no qual se obtém materiais em pó com partículas irregulares. Em muitas 

aplicações a falta da uniformidade das partículas é uma desvantagem, assim sendo foram 

desenvolvidos outros métodos para preparação de grânulos poliméricos, utilizando a 

polimerização em suspensão em meios aquosos ou orgânicos [36-39]. De acordo com este 

método, a polimerização decorre em gotículas formadas pela mistura polimérica ativada 

numa fase contínua – água ou solvente orgânico. Em MIT são usados também métodos de 

polimerização em emulsão [40-42] e por precipitação [43-44]. Estes métodos produzem MIPs 

em partículas o que é uma vantagem em comparação com polimerização em massa. 

 Entre todos os métodos que produzem MIPs em forma de partículas, o mais vantajoso 

é a polimerização por precipitação, uma vez que produz micropartículas MIPs com tamanhos 

uniformes. A razão é que as cadeias poliméricas são formadas e crescem individualmente, sem 

coalescência. Depois de se atingir uma certa massa molecular, a partícula polimérica precipita 

e a reação química termina.  

Nesta tese foi escolhido como método sintético a polimerização aniónica ativada por 

abertura do anel de 2PD, feita como polimerização por precipitação. 

2.2.5 Remoção da molécula modelo 

 Após a polimerização, é necessário a remoção da molécula modelo [1,3,5,27]. A 

facilidade com que o mesmo é removido vai depender da ligação criada entre o monómero 

funcional e a molécula modelo. Caso seja uma interação não-covalente, a remoção do mesmo 

será mais fácil visto que estão presentes ligações mais fracas quando comparadas a interações 

covalentes. Note-se que o facto de as interações não-covalentes serem mais fracas não 

significa que o MIP existente não tenha uma estrutura coesa. O facto das ligações se repetirem 

inúmeras vezes não deixa que o MIP seja considerado uma estrutura pouco consistente [1]. O 
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processo de remoção da molécula modelo só fica concluído quando há certeza de que toda a 

molécula modelo foi removida, pois só assim é que se criam zonas com capacidade de 

adsorção seletiva [45-46]. 

2.3 Polímeros impressos com modelos macromoleculares 

 Nos últimos anos, os MIPs sintetizados na presença de modelos macromoleculares 

(>1500 𝐷𝑎), são os que têm suscitado um maior interesse por parte da comunidade científica, 

sobretudo a partir de 2005. Esta importância traduz-se assim num aumento nos estudos 

relativos ao uso de proteínas, enquanto moléculas modelo, na impressão macromolecular 

[47]. Ainda assim, a impressão de proteínas, enzimas e outras biomacromoléculas, apresenta 

alguns desafios. Estes são relacionados com a estrutura complexa das biomoléculas [48]. Uma 

vez que foi decidido fazer impressão molecular com um modelo proteico, i.e., BSA, a seguinte 

parte da dissertação expõe as caraterísticas de um modelo proteico tal como a importância 

delas no uso básico dos respetivos MIPs, ou seja, a adsorção seletiva. 

2.3.1 Estrutura das proteínas 

 Antes de efetuar qualquer estudo com proteínas é pertinente compreender a 

composição básica e a estrutura de uma proteína com os seus diferentes níveis de 

organização. 

 As proteínas são copolímeros complexos, constituídos por sequências de aminoácidos 

específicos, unidos por ligações peptídicas. As proteínas têm quatro níveis estruturais de 

organização: primária, secundária, terciária e quaternária conforme a Fig. 4. 

A estrutura primária de uma proteína refere-se a uma sequência linear constituída por 

vários aminoácidos. Esta sequência linear é conseguida por ligações covalentes entre os 

aminoácidos no qual a junção de vários aminoácidos dá origem a uma cadeia polipeptídica. 

Por sua vez, as cadeias de proteínas rearranjam-se entre si de maneira a otimizar a 

geometria das ligações intra e intermoleculares, que são estabelecidas por ligações do tipo 

pontes de hidrogénio, originando assim a estrutura secundária da proteína. 
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Figura 4. Diferentes níveis de organização de uma proteína. 

Este rearranjo dentro e entre as cadeias proteicas provoca a formação de estruturas de duas 

dimensões denominadas por “hélices α” e “folhas β”. A estrutura terciária das proteínas é 

dada pela morfologia 3D de uma cadeia separada, sendo determinada pelas dobras dos 

segmentos da cadeia e pela sua forma globular compacta. Finalmente, algumas proteínas 

podem ainda exibir uma estrutura quaternária que associa duas ou mais cadeias de 

polipeptídeos criando assim um emaranhado tridimensional [49]. 

 As funções mais importantes das proteínas dependem diretamente das morfologias 

de três dimensões, i.e., das estruturas terciária e quaternária. As mesmas são indispensáveis 

no controlo das funções enzimáticas, na regulação metabólica, armazenamento, transporte e 

defesa celulares [26].  

2.3.2 Principais barreiras para o sucesso de MIPs de reconhecimento de proteínas 

 Apesar das inúmeras vantagens no desenvolvimento dos sistemas MIP, existem ainda 

desafios na impressão de modelos macromoleculares que incluem as proteínas. As mesmas 

apresentam propriedades inerentes como: grande tamanho molecular, extrema 

complexidade estrutural, solubilidade específica e instabilidade conformacional, entre outras. 
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Tudo isto limita ou impossibilita o uso das proteínas em múltiplas aplicações dos MIPs 

tradicionais. 

• Tamanho molecular 

 As proteínas exibem uma elevada massa molecular que pode conduzir ao 

aprisionamento das mesmas nas estruturas poliméricas reticuladas criadas após 

polimerização, dificultando assim a eliminação completa da molécula modelo no processo de 

preparação de MIP. Por outro lado, a presença da molécula modelo, não eliminada, nos MIPs 

pode influenciar de forma negativa a aplicação dos MIPs como adsorventes seletivos [35]. 

• Complexidade 

 As moléculas modelo de maior dimensão, como por exemplo o caso das 

biomacromoléculas, exibem um enorme número de possíveis locais de reconhecimento numa 

área consideravelmente grande, quando comparados a moléculas modelo em que a sua 

dimensão não é tão significativa. As distintas zonas existentes na estrutura de uma proteína 

apresentam diferentes propriedades físico-químicas. Assim, a complexidade das proteínas faz 

com que as mesmas construam diversas interações fracas não específicas o que pode diminuir 

a probabilidade de obter MIPs com características de reconhecimento seletivo [27]. 

• Solubilidade 

 A maioria das vezes a impressão molecular é realizada em solventes orgânicos. No 

entanto, existem moléculas modelo em que os solventes orgânicos apolares não podem ser 

utilizados. É o caso das proteínas que são solúveis em água e têm solubilidade insuficiente em 

solventes orgânicos [35]. Porém, a água não é um bom solvente para a tecnologia de 

impressão molecular isto porque por um lado poucos monómeros são solúveis em água e por 

outro a água pode acabar por interferir nas ligações por pontes de hidrogénio, entre o 

monómero funcional e a molécula modelo afetando assim as propriedades de seletividade 

dos MIPs [48]. 

• Instabilidade conformacional 

 O principal problema dos modelos macromoleculares encontra-se nas estruturas 

complexas e flexíveis dos mesmos. As proteínas podem ser facilmente desnaturadas (Fig. 5) 

com perda de estruturas terciárias e quaternárias durante uma síntese de um MIP que decorra 
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a temperaturas superiores a >60-70 ℃ [27,50]. Por outro lado, estas temperaturas podem 

levar à conceção de conformações ou agregados que não sejam os adequados para impressão 

molecular afetando a seletividade do polímero impresso.  

 Note-se que a proteína quando está desnaturada a mesma sofre uma alteração da sua 

estrutura 3D sem que seja necessário existir qualquer tipo de rutura das suas ligações 

peptídicas [51]. 

 

 

Figura 5. Esquema representativo da desnaturação de uma proteína (adaptada de [52]). 

2.3.3 Propriedades da superfície polimérica 

 As propriedades das proteínas não são as únicas a influenciar na interação entre 

proteína e o MIP na etapa da sua aplicação como adsorvente seletivo. Também as 

propriedades da superfície do polímero impresso molecularmente intervêm nesta interação. 

Assim, a geometria e as propriedades químicas e elétricas dos MIPs são algumas das 

caraterísticas que possuem um fator de impacto neste assunto. Quanto maior a área do MIP, 

ou a sua porosidade, ou a densidade dos grupos funcionais relevantes, espera-se que ocorra 

uma maior interação entre o MIP e a molécula-alvo da adsorção seletiva. Por exemplo, 

superfícies que contenham ranhuras ou poros, quando comparadas a superfícies lisas, espera-

se que possuam uma maior interação devido à área superficial ser maior [53]. 

 Em relação à composição química, esta determinará os grupos funcionais e a 

densidade deles na superfície do suporte polimérico disponíveis para interagirem com as 

proteínas alvo. No caso do MIP baseados em poliamidas os grupos funcionais como aminas, 

carboxilos, carbonilos ou amidas podem estar presentes na superfície.  

 Por fim, as propriedades elétricas das proteínas têm um papel preponderante na 

interação entre a proteína e a interface do MIP. As propriedades elétricas dependem do ponto 
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isoelétrico da proteína modelo, do pH do meio de polimerização, da força e molaridade da 

própria solução tampão utilizada no processo da síntese dos MIPs, etc. Os mesmos fatores 

influenciam o uso dos MIPs como adsorventes seletivos. O potencial zeta exibido na superfície 

do MIP também influencia a estrutura e composição da solução eletrolítica adjacente ao MIP. 

Portanto, a interação na interface entre o MIP e a proteína alvo vai depender não só dos 

efeitos combinados dos iões de água como das moléculas e o potencial de superfície da rede 

[53]. 

2.4 MIPs inteligentes- importância e suas possíveis aplicações 

 A indústria não só exige uma adsorção seletiva por parte dos MIPs como impõe outras 

propriedades para estes materiais. Com o desenvolvimento contínuo da MIT tem sido possível 

a produção de polímeros capazes de responder a estímulos externos (stimuli responsive 

polymers). Estes tipos de polímeros são conhecidos por MIPs inteligentes ou mais conhecidos 

por SMART MIPs [16]. Estes podem ser classificados em vários tipos dos quais os mais 

relevantes para aplicações biológicas parecem ser os MIPs sensíveis a estímulos. Os mesmos 

conseguem ser suscetíveis a diferentes estímulos, tais como campos magnéticos externos 

[54], temperatura [55], luz [56], iões [57] ou a variações de pH [58]. 

 Por exemplo, com a incorporação de elementos magnéticos, como o caso de 

micropartículas de Fe ou nanopartículas de Fe3O4 em MIPs é possível modificá-los, ficando 

estes sensíveis a um campo magnético externo. Assim sendo, os mesmos transformam-se em 

MIPs inteligentes capazes de serem extraídos da zona de reação sem que seja necessário 

efetuar uma centrifugação ou filtração destes [54,59]. Ou seja, quando introduzidos num 

campo magnético externo, os mesmos mostrarão um movimento direcional o que acaba por 

separar de uma forma rápida e eficiente as partículas magnéticas do meio da reação [54]. 

 De referir que as partículas magnéticas inseridas nos respetivos MIPs apresentam-se 

como sendo pouco tóxicas, biocompatíveis, suscetíveis a um campo magnético e ainda têm a 

capacidade de apresentar tamanhos desejáveis a partir de técnicas sol-gel ou de co-

precipitação [60]. Tais MIPs magnéticos atraem a atenção dos investigadores, uma vez que 

têm a possibilidade de ser separados e reutilizados, e também, a incorporação das partículas 

magnéticas no seu interior não afeta a sua natureza seletiva [61]. 
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 Relativamente aos MIPs desenvolvidos nesta dissertação, os mesmos pertencem aos 

MIPs inteligentes (smart MIPs) com sensibilidade magnética conforme é exibido na Fig. 6. 

 

Figura 6. Figura representativa referente ao estímulo magnético a que o MIP reage (adaptada de [62]). 

2.5 Aplicações dos MIPs como adsorventes 

 Pelo facto de os MIPs terem “impressos” específicos das moléculas do composto que 

foi utilizado como modelo, durante a síntese dos MIPs, os últimos apresentam posteriormente 

uma maior capacidade de adsorver este composto alvo em relação aos adsorventes 

convencionais. Assim, os MIPs exibem inúmeras vantagens e apresentam um papel 

importante no avanço de distintos campos no qual esta propriedade seja essencial. Uma vez 

que a avaliação dos MIPs como adsorventes seletivos passa por ensaios de adsorção, torna-

se pertinente apresentar de forma concisa a teoria desta área científica. 

2.5.1 Adsorção 

 A adsorção pode ser definida como um processo em que o material denominado por 

adsorvato) percorre de uma fase gasosa ou líquida e cria uma camada superficial sobre uma 

fase condensada sólida ou líquida denominada por substrato. 

Este processo está associado a uma quantidade de processos industriais com bastante 

interesse prático. Estando também relacionado a diversos sistemas físicos, químico naturais 

ou sistemas biológicos. Por exemplo, em determinados processos catalíticos a adsorção é a 

primeira fase a executar-se. A mesma está também inserida em aplicações em que se torna 

necessário separar misturas realizadas em laboratório ou em indústrias, assim como, em áreas 

em que é necessário a remoção de distintos poluentes que possam existir nas mais diversas 

matrizes ambientais [63]. 
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 A adsorção é um processo físico-químico de natureza espontânea. Este pode decorrer 

em distintos sistemas: gás-líquido, líquido-líquido, sólido-sólido, sólido-líquido e sólido-gasoso 

consoante o tipo de fases em contato [63]. Assim, chama-se adsorvente à superfície sólida 

em que ocorre a adsorção e adsorvato à substância adsorvida pelo sólido [64]. 

 Nas superfícies sólidas, entre as quais os MIPs, existem forças intermoleculares que 

atraem ou repelem as moléculas existentes na interface sólido líquido. Relativamente à 

ligação criada durante esta atração, entre adsorvente e adsorvato, a adsorção pode ser 

reversível ou irreversível dependendo do tipo de forças de interação em causa. Em função dos 

tipos de atração entre o adsorvente e o adsorvato podem estar presentes processos físicos 

(adsorção física) ou químicos (adsorção química) [65]. 

 Em adsorção física, entre o adsorvente e o adsorvato estabelecem-se interações 

intermoleculares como por exemplo ligações por ponte de hidrogénio ou Van der Waals, etc. 

ou seja, interações consideravelmente fracas. A adsorção física é auxiliada por um decréscimo 

na energia livre devido a um aumento na entropia do sistema de adsorção. Assim este 

mecanismo por vezes acaba por ser um processo exotérmico, em que a entalpia envolvida é 

cerca de 20 a 40 𝑘𝐽/𝑚𝑜𝑙. Sabe-se que neste processo, há formação de multicamadas a partir 

das moléculas adsorvidas [63,65]. Mais ainda, na adsorção física, a molécula/target adsorvida 

não sofre nenhuma alteração na sua ligação química apenas a mesma pode passar por 

algumas alterações conformacionais consoante alguns fatores já referidos em capítulos 

anteriores. Esta acaba por não sofrer alterações devido à energia envolvida na adsorção física 

que é insuficiente para quebrar qualquer tipo de ligação química [66]. 

 Em adsorção química, ao contrário da adsorção física, as interações estabelecidas 

entre o adsorvente e o adsorvato são mais fortes, sendo as mesmas idênticas às reações 

químicas. Neste tipo de adsorção, devido à interação dos eletrões do produto adsorvido com 

o adsorvente, ocorre a junção das moléculas do produto adsorvido na superfície dando origem 

a uma ligação química forte sendo a mesma, por norma, irreversível. Na adsorção química as 

variações de entalpia exibem valores entre os 80-240 𝑘𝐽/𝑚𝑜𝑙 sendo estes bastante superiores 

quando comparados aos valores de entalpia da adsorção física, ou seja, 20-40 𝑘𝐽/𝑚𝑜𝑙 [65]. 

Esta adsorção é bastante seletiva acabando por acontecer apenas em determinados sítios 

ativos da superfície do adsorvente e unicamente se a superfície quimicamente ativa estiver 

limpa de moléculas que tenham sido previamente adsorvidas [67]. 
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2.5.2 Modo de avaliação dos processos de adsorção 

2.5.2.1 Cinética de adsorção 

 Neste modo de avaliação estuda-se a quantidade do adsorvato captada pelo 

adsorvente num determinado tempo. Com este tipo de análise é recolhida informação de que 

forma é que a força iónica, o pH, a temperatura, a concentração tanto dos adsorventes como 

dos produtos adsorvidos pode influenciar a cinética de adsorção [68]. 

 De acordo com as ideias de Weber e Smith [69], o mecanismo de adsorção pode ser 

definido em quatro fases conforme o esquema da Fig. 7. Assim, a primeira etapa ocorre mais 

rapidamente no qual o composto da fase líquida é transferido para a zona da camada limite 

do adsorvente (ou seja, o MIP). Seguidamente, ocorre a transferência do composto da fase 

líquida, através da interface do adsorvente. Posteriormente, acontece a difusão do composto 

para a parte interna da interface do adsorvente, ou seja, a difusão dentro da própria partícula 

de MIP. Por fim, sucede-se a adsorção, ou seja, a fixação do adsorvato ao adsorvente, sendo 

esta fase final a mais rápida de todas as etapas. 

 Entre todas as etapas, a segunda etapa (a transferência de massa externa), e a terceira 

etapa (a difusão intraparticular), são as mais lentas e como tal determinam a cinética de 

adsorção [69]. 

 

Figura 7. Mecanismos de adsorção propostos por Weber e Smith em 1987 (adaptado de [69]). 

2.5.2.2 Isotérmicas de adsorção 

 Durante o processo de adsorção, após um determinado período, estabelece-se um 

equilíbrio entre a quantidade de soluto adsorvido (𝑞𝑒) e a quantidade de soluto em solução 

(𝐶𝑒). A relação matemática que descreve este equilíbrio é assim expressa pelas isotérmicas de 

adsorção. Portanto, com o estudo das isotérmicas de adsorção é possível, determinar a 

relação entre 𝑞𝑒 e 𝐶𝑒 num dado estado de equilíbrio a uma temperatura constante. A relação 
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(𝑞𝑒/𝐶𝑒) depende do tipo de adsorção em causa - adsorção por uma camada só, ou adsorção 

por multicamadas [70]. 

 Assim, características como superfície do adsorvente, calor de adsorção, capacidade 

de adsorção relativa, volume do poro e distribuição de tamanho são possíveis de determinar 

através do estudo destas isotérmicas [71]. 

 Existem vários modelos de isotérmicas de adsorção que possibilitam a previsão da 

distribuição de equilíbrio, entre quais quatro modelos são os mais usuais. Assim, as 

isotérmicas Linear, Langmuir, Freundlich e Brunauer-Emmet-Teller (BET) são os modelos mais 

estudados na literatura relativa a este tema [70]. 

 

• Modelo linear 

 Geralmente, para concentrações muito baixas os dados de equilíbrio de adsorção 

apresentam um comportamento linear sendo poucas as vezes em que existe um 

comportamento linear para concentrações elevadas [66]. A isotérmica linear ou equação de 

Henry, como também é conhecida, é representada matematicamente pela seguinte equação 

[72]: 

                                                                  𝑄𝑒=𝐾𝑙×𝐶𝑒
                                                                               (1) 

no qual, 𝑄𝑒[𝑚𝑔/𝑔], corresponde à quantidade de adsorvato no adsorvente em equilíbrio; 

𝐶𝑒[𝑚𝑔/𝑙], corresponde à concentração em equilíbrio do adsorvato restante em solução 

quando a quantidade adsorvida é igual a 𝑄𝑒 ; 𝐾𝑙[𝑙/𝑔], corresponde à constante da isotérmica 

linear. 

 Assim, segundo este modelo matemático no final dos estudos de adsorção obtém-se 

uma reta idêntica à da Fig. 8. 

 

 

Figura 8. Isotérmica de adsorção linear [70]. 
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• Modelo Langmuir 

 O modelo de Langmuir permite compreender a adsorção da superfície em 

monocamada numa superfície ideal. 

 O presente modelo tem pressupostos na sua teoria: i) a adsorção acontece 

unicamente em zonas específicas estabelecidas na superfície do adsorvente; ii) Para cada zona 

somente uma molécula de adsorvato pode ser adsorvida; iii) não existe interação entre 

moléculas adsorvidas vizinhas; e iv) a entalpia de adsorção é igual para as diversas zonas [66]. 

Em geral, o modelo Langmuir (Fig. 9) descreve a adsorção em monocamada, i.e., adsorção 

“química” e pode ser definida através da seguinte equação [72]: 

                                                                 𝑄𝑒 =
𝑄𝑚𝑎𝑥𝐾𝐿𝐶𝑒

1+𝐾𝐿𝐶𝑒
                                                                       (2) 

Após linearização da equação 2 temos: 

                                                              
𝐶𝑒

𝑄𝑒
=

1

𝐾𝐿𝑄𝑚𝑎𝑥
+

𝐶𝑒

𝑄𝑚𝑎𝑥
                                                                 (3) 

no qual, 𝐶𝑒[𝑚𝑔/𝑙], corresponde à concentração de adsorvato na solução em equilíbrio; 

𝑄𝑒[𝑚𝑔/𝑔], corresponde à quantidade de adsorvato no adsorvente em equilíbrio; 

𝑄𝑚𝑎𝑥[𝑚𝑔/𝑔], corresponde à capacidade máxima de cobertura da monocamada; 𝐾𝐿[𝑚𝑔/𝑙], 

corresponde à constante de Langmuir relacionada com o calor de adsorção. 

 

Figura 9. Isotérmica de adsorção de Langmuir [70]. 

• Modelo de Freundlich 

 O modelo de Freundlich carateriza-se por ser utilizado em sistemas sólido-líquido. 

Trata-se de um modelo empírico e o mesmo segue dois postulados importantes: i) pode ser 

aplicado a adsorventes que possuam superfícies energeticamente heterogéneas e ii) 

considera interações entre as moléculas adsorvidas [66]. O modelo é aplicado em adsorção 

multicamada em adsorventes porosos. A isotérmica de adsorção de Freundlich, Fig. 10, é 

assim representada matematicamente a partir da seguinte forma [72]: 

                                                                      𝑄𝑒 = 𝐾𝐹𝐶𝑒
1/𝑛                                                                  (4) 
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Após linearização da equação 4 temos: 

                                                       𝑙𝑜𝑔 𝑄𝑒 = 𝑙𝑜𝑔 𝐾𝐹 +
1

𝑛
𝑙𝑜𝑔 𝐶𝑒                                                         (5) 

no qual, 𝑄𝑒[𝑚𝑔/𝑔] corresponde à quantidade de adsorvato no adsorvente em equilíbrio; 𝐾𝐹 

[(𝑚𝑔/𝑔)(𝑙/𝑔)1/𝑛] corresponde à constante da isotérmica de Freundlich relacionada com a 

capacidade de adsorção; 𝐶𝑒[𝑚𝑔/𝑙], corresponde à concentração de adsorvato em equilíbrio; 

𝑛 [𝑙/𝑚𝑔], corresponde à intensidade de adsorção. 

 

Figura 10. Isotérmica de adsorção Freundlich [70]. 

 Relativamente à variável 𝑛, esta também carateriza a heterogeneidade da superfície e 

caso o valor resultante de 
1

𝑛
 fique inferior a 1 ou aproximadamente zero significa que está 

presente uma isotérmica com adsorventes heterogéneos. Caso contrário, se o valor de 
1

𝑛
 for 

igual ou maior que 1 significa que está presente uma adsorção cooperativa com adsorventes 

homogéneos [73]. 

• Modelo de Brunauer-Emmett-Teller  

 O modelo de Brunauer-Emmett-Teller (BET) representa uma extensão da teoria de 

Langmuir e foi o primeiro a admitir a adsorção multicamadas sendo o mais utilizado em 

sistemas em equilíbrio sólido-gás [72]. O seguinte modelo foi elaborado inicialmente para uma 

dada superfície plana sem qualquer tipo de curvatura e o mesmo não restringia o número de 

camadas que se pudessem alojar na superfície. A mesma teoria também se baseou nos 

pressupostos referidos na teoria de Langmuir, no qual, a superfície é energeticamente 

homogénea (a energia de adsorção não se altera com a evolução da adsorção na mesma 

camada) e não existe qualquer interação entre as moléculas adsorvidas [70]. A isotérmica de 

adsorção de BET, Fig. 11, é assim representada pela seguinte equação [72]: 

                                                         𝑄𝑒 =
𝑞𝑠𝐶𝐵𝐸𝑇𝐶𝑒

(𝐶𝑠−𝐶𝑒)[1+(𝐶𝐵𝐸𝑇−1)(
𝐶𝑒
𝐶𝑠

)]
                                                        (6) 
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Após linearização da equação 6 temos: 

                                                   
𝐶𝑒

𝑄𝑒(𝐶𝑠−𝐶𝑒)
=

1

𝑞𝑠𝐶𝐵𝐸𝑇
+

(𝐶𝐵𝐸𝑇−1)

𝑞𝑠𝐶𝐵𝐸𝑇

𝐶𝑒

𝐶𝑠
                                                       (7) 

no qual, 𝐶𝑠[𝑚𝑔/𝑙], corresponde à concentração de saturação de adsorvato, ou seja, limite de 

solubilidade; 𝐶𝑒[𝑚𝑔/𝑙], corresponde à concentração de adsorvato em equilíbrio; 𝑞𝑠[𝑚𝑔/𝑔], 

corresponde à capacidade teórica de saturação isotérmico; 𝑄𝑒[𝑚𝑔/𝑔], corresponde à 

quantidade de adsorvato no adsorvente em equilíbrio; 𝐶𝐵𝐸𝑇[𝑙/𝑚𝑔], corresponde ao 

parâmetro que relaciona a intensidade de ligação para todas as camadas. 

 

Figura 11. Isotérmica de adsorção BET [70]. 
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3 OBJETIVOS 

Tendo em conta os resultados do estado da arte, o objetivo geral da presente 

dissertação consiste em sintetizar MIPs inteligentes na forma de micropartículas porosas de 

poli(2-pirrolidona) (PPD), i.e., PPD - vazias e com incorporação de cargas magnéticas, para a 

impressão molecular de uma proteína modelo nas mesmas. Para esse efeito a lactama 2PD foi 

a escolhida para desempenhar o papel de monómero funcional e Albumina do Soro Bovino foi 

a molécula modelo selecionada. A polimerização ativada aniónica por abertura do anel 

(AAROP) feita por precipitação foi o processo escolhido para o desenvolvimento dos MIPs 

inteligentes. 

A PPD pura é relativamente pouco utilizada e até agora ainda não apresentou aplicações 

industriais importantes. A razão principal é a fraca resistência térmica de PPD e algumas 

dificuldades na síntese industrial. No entanto, a investigação recente [31] sobre a AAROP de 

2PD resultou na produção de micropartículas, com e sem carga útil, com porosidade e 

granulometrias bem controladas. Note-se que este processo pode ser realizado a 40 ℃ e usa 

como solvente o próprio monómero de 2PD. No decorrer da polimerização aniónica a PPD 

inicia a sua cristalização. Assim, as micropartículas porosas de PPD semi-cristalina já não têm 

a capacidade de se dissolver em solventes orgânicos comuns. Tudo isto torna-se muito 

vantajoso para a produção de MIPs com base em PPD, uma vez que não necessita de qualquer 

tipo de agente reticulante para se tornar insolúvel. O facto de não usar agente reticulante é 

muito importante quando se trata de impressão molecular de uma proteína, pois a eliminação 

do modelo torna-se muito mais fácil. 

É de salientar ainda que as micropartículas de PPD são um produto biodegradável e o 

monómero 2PD poderá ser produzido através de processos sustentáveis. Mais ainda, até à 

data nunca foram estudadas micropartículas de PPD na produção de MIPs nem como uma 

possível aplicação. 

A Fig. 12 resume sequencialmente as atividades desenvolvidas ao longo da dissertação 

num fluxograma cronológico. Na etapa inicial, foram sintetizadas micropartículas de PPD com 

e sem impressão molecular de BSA (MIPs e NIPs), com e sem carga de partículas magnéticas 

(Fe e Fe com revestimento fosfático). Estes MIPs e NIPs foram lavados e purificados. No caso 

dos MIPs, a molécula modelo de BSA foi removida completamente.  
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Figura 12 . Fluxograma cronológico das etapas desenvolvidas ao longo da dissertação. 

Na segunda etapa, todas as NIPs e MIPs foram caracterizadas por métodos 

microscópicos, espetroscópicos e térmicos. Na terceira etapa foram executados três estudos 

separados com MIPs e NIPs sobre: i) a cinética de adsorção de BSA usando dissoluções com 

concentração fixa; ii) a influência da concentração da BSA sobre a capacidade de adsorção em 
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MIPs e NIPs avaliadas pelas respetivas isotérmicas e iii) estudos de seletividade da adsorção 

usando MIPs impressos com BSA para adsorção de outras proteínas – Ovalbumina e 

Citocromo-C. Em todos os estudos mencionados o pH das soluções de BSA foi variado 

avaliando assim a influência do pH sobre a capacidade adsorvente dos MIPs, em comparação 

com a respetiva capacidade das micropartículas NIPs sem impressão molecular. 

Com base nos resultados adquiridos foram formuladas conclusões e diretrizes para 

trabalhos futuros e possíveis aplicações dos MIPs inteligentes. 
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4 MATERIAIS E PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS 

Neste capítulo são expostos os procedimentos experimentais, os materiais e 

equipamentos utilizados na síntese e caraterização de todos os sistemas poliméricos obtidos 

na presente dissertação. 

4.1 Síntese das micropartículas de PPD e PPD/magnéticas com e sem 

impressão molecular 

A síntese das micropartículas de polipirrolidona (PPD) com ou sem incorporação de 

carga magnética (PPD/magnéticas), impressas ou não impressas molecularmente, realizou-se 

a partir da polimerização aniónica ativada por abertura de anel (AAROP) da 2-pirrolidona 

(2PD). A reação de síntese das micropartículas de poliamida está representada na Fig. 13. 

 

Figura 13. Reação química que ocorre durante a AAROP de 2PD para micropartículas: C20 é a estrutura química da 
substância ativa do ativador C20; DL é a estrutura química de dicaprolactamato-bis- (2-methoxyethoxo)- aluminato 

(iniciador), R= OCH2CH2OCH3; 2PD= 2-pirrolidona [31]. 

4.1.1 Materiais 

Na síntese das micropartículas de PPD com impressão molecular de BSA foram 

utilizados os seguintes materiais e reagentes: 

• 2-pirrolidona, “purum” fornecido pela Sigma- Aldrich (2PD); 

• Proteína Albumina do Soro Bovino fornecido pela Sigma- Aldrich (BSA); 

• Sistema catalítico: iniciador dilactamato (DL) fornecido pelo Katchem, (80% em 

tolueno), e ativador da polimerização, C20P, fornecido pela Brüggemann Chemical. 
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Na síntese das micropartículas de PPD/magnéticas para além dos reagentes referidos 

anteriormente adicionou-se 1% em massa (em relação ao 2PD) de partículas de ferro macias 

e não isoladas (99%), com diâmetro médio entre 3-5 𝜇𝑚, fornecidos pelo fabricante BASF 

Ludwigshafen. Dois tipos destas partículas de Fe foram utilizados com e sem revestimento de 

fosfato. 

4.1.2 Procedimento experimental  

 A reação de AAROP realizou-se num balão de vidro acoplado a um sistema de vácuo. 

Durante a polimerização, com duração de 7 ℎ, este sistema esteve a uma temperatura de 40 

℃ e uma pressão de 50 𝑚𝑏𝑎𝑟. 

4.1.2.1 Síntese de micropartículas de PPD molecularmente impressas com BSA 

 Para a síntese dos sistemas PPD MIP, inicialmente introduziu-se num balão a BSA, 

juntamente com as respetivas quantidades do monómero 2PD. O sistema foi agitado durante 

30 minutos. Finalizado este tempo, adicionou-se o ativador C20 e o iniciador DL e depois de 

uma agitação vigorosa, numa atmosfera inerte, aplicou-se vácuo e iniciou-se a polimerização 

da 2PD e a produção das micropartículas de PPD impressas molecularmente com BSA. 

 No caso da síntese de MIPs com cargas magnéticas, na etapa inicial de mistura do 2PD 

e BSA foram adicionadas as respetivas partículas de ferro ou ferro revestido com fosfato, 

dependendo da amostra a ser sintetizada. 

• Isolamento das micropartículas impressas 

No final da síntese dos sistemas MIP, foi necessária a remoção de todo a molécula modelo 

de BSA através de um processo de filtração e lavagem realizada com alternância de soluções 

de diferentes pH. A remoção completa do modelo de BSA foi validada através de análise UV-

Vis até ao desaparecimento total do pico a = 𝑛𝑚. Terminada a etapa de isolamento, 

efetuou-se uma extração através da técnica Soxhlet (Fig. 14). Este tipo de extração tem como 

principal objetivo extrair os oligómeros de PPD ainda presentes nas micropartículas. O 

solvente usado foi metanol.  
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Figura 14. Foto representativa do extrator de Soxhlet. 

 A extração Soxhlet realizou-se durante 4 horas. Terminado este tempo as 

micropartículas foram secas na estufa e assim foi possível medir a percentagem de 

oligómeros. 

• Designação das amostras impressas 

As micropartículas de PPD MIP sintetizadas, Tabela 1, foram designadas da seguinte 

forma: 

Tabela 1. Designação das amostras MIP sintetizadas. 

Designação Descrição 

PPD_MIP Micropartículas de PPD impressas com BSA 

PPD_Fe 1%_MIP 
Micropartículas de PPD com incorporação de 

1% de ferro, impressas com BSA 

PPD_Fe(C) 1%_MIP 

Micropartículas de PPD com incorporação de 

1% de ferro revestido com fosfato, impressas 

com BSA 

 

4.1.2.2 Síntese das micropartículas de PPD não impressas (PPD NIP) 

 Para avaliar os efeitos da impressão molecular, foram sintetizadas amostras 

semelhantes a MIPs mas sem impressão de BSA denominados como NIP (Non-Imprinted 

Polymers), Tabela 2. Na síntese das micropartículas de PPD NIP foram utilizadas as mesmas 

condições (temperatura, pressão, e duração de polimerização) e as mesmas quantidades de 

monómero 2PD, sistema catalítico e partículas magnéticas, como na síntese descrita 

anteriormente. O procedimento de isolamento dos NIPs foi muito mais simples comparado 

com o isolamento das amostras MIPs. Depois de adicionar acetona e criar uma suspensão, a 

última foi filtrada por vácuo e lavada várias vezes com metanol para eliminar todo o 

monómero que não polimerizou, junto com os oligómeros de PPD. Por fim, os sistemas NIP 

foram secos na estufa a 50 ℃ durante 4 horas seguido por pesagem, conseguindo-se assim 
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calcular o rendimento (ou taxa de conversão de 2PD em PPD) da reação de polimerização. No 

final, foi efetuada uma extração Soxhlet nas condições referidas acima.  

Tabela 2. Designação das amostras NIP sintetizadas. 

Designação Descrição 

PPD_NIP Micropartículas de PPD vazias. 

PPD_ Fe 1%_NIP Micropartículas de PPD com incorporação de 

1% de ferro. 

PPD_Fe(C) 1%_NIP Micropartículas de PPD com incorporação de 

1% de ferro revestido com fosfato. 

 

Obtidos os materiais em pó, micropartículas de PPD e PPD/magnéticas com e sem 

impressão molecular, procedeu-se à sua caraterização. 

4.2 Caraterização das amostras PPD MIP e PPD NIP 

4.2.1 Caraterização morfológica 

4.2.1.1 Análise granulométrica 

Através de uma análise granulométrica consegue-se não só determinar as dimensões 

das partículas que constituem as amostras em estudo como a sua esfericidade. Posto isto, é 

possível efetuar o tratamento estatístico das informações obtidas. 

No presente estudo das micropartículas utilizou-se a microscopia ótica. Neste caso, o 

contraste é produzido por alterações na absorção e difusão da luz pelos constituintes da 

amostra em estudo. Assim, é possível observar a forma e a distribuição destes constituintes 

(absorção), ou as fronteiras de separação dos mesmos com o contorno mais escuro (difusão). 

Para esta análise utilizou-se um microscópio de transmissão da marca Olympus BH-2, 

tendo o mesmo uma câmara digital incorporada da marca Leica DFC 280. Para a análise de 

imagens e tratamento de dados dos parâmetros avaliados, como o diâmetro equivalente e a 

esfericidade das partículas, foi necessário usar o software Leica Application Suite V4.4. As 

amostras foram observadas com uma ampliação de 4x e 20x, e uma abertura numérica de 

1.67. 
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4.2.1.2 Microscopia eletrónica de varrimento (MEV) 

 Para este tipo de caraterização morfológica recorreu-se a um microscópio eletrónico 

de varrimento de alta resolução Nova Nano-SEM200 da FEI. Antes de se iniciar este ensaio foi 

necessário um tratamento prévio da amostra em estudo. Assim sendo, as amostras foram 

revestidas com uma camada de liga de ouro e paládio através da técnica de sputtering, de 

modo a tornar a superfície da amostra condutora. O MEV permite averiguar o tamanho, a 

forma e a porosidade das micropartículas de MIP e NIP sintetizadas, bem como a formação de 

possíveis agregados, tudo isto em função das condições da síntese e a composição das 

amostras. 

4.2.2 Caraterização térmica 

4.2.2.1 Calorimetria diferencial de varrimento (DSC) 

 Todos os ensaios DSC foram realizados num equipamento NETZSCH DSC 200 F3 e o 

tratamento de dados realizou-se a partir do software Netzsch Proteus Thermal Analysis versão 

6.0.0. Durante o ensaio foi utilizado nitrogénio como gás de purga e o peso típico das amostras 

esteve entre 9-10 𝑚𝑔. Com a técnica DSC foi possível registar as transições térmicas nos 

materiais poliméricos semi-cristalinos de NIP e MIP em função da temperatura ou tempo.  

 Assim sendo, foram determinadas a temperatura de fusão (𝑇𝑓), a temperatura de 

cristalização (𝑇𝑐), e a temperatura de transição vítrea (𝑇𝑔), em todas as amostras de MIP e NIP. 

É de salientar que o PPD é uma poliamida que começa a degradar a uma temperatura logo 

acima da temperatura de fusão [31]. Por isso, o regime de estudo de DSC foi escolhido de 

forma a limitar o máximo possível o processo de degradação do polímero. Assim, foi aplicado 

o seguinte programa de temperaturas: 

- Aquecimento inicial entre 0 a 110℃ para eliminar o historial térmico das amostras MIP e NIP 

e eliminar os vestígios de solventes e outros materiais voláteis; 

- 1º Aquecimento entre 0 a 250℃ para registrar a 𝑇𝑔 e 𝑇𝑓 de todas amostras. No entanto, 

devido a um processo muito intenso de degradação observado em amostras NIP sem 

partículas metálicas, a temperatura final de aquecimento com estas amostras foi diminuída 

para 230℃.    

- Arrefecimento de 250 (ou 230℃) a 0℃ de forma a registar a 𝑇𝑐  em todas amostras; 
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- 2º Aquecimento entre 0 a 250℃ para estudar o comportamento térmico e transições 

possíveis nas amostras que passaram por processos de fusão e recristalização. 

Todos os aquecimentos e arrefecimentos foram feitos com uma taxa de 10 ℃/min. 

4.2.2.2 Análise Termogravimétrica (TGA) 

 Todos os ensaios relativos a esta técnica foram efetuados num equipamento de TGA, 

modelo Q500 fabricado por TA Instruments, no qual o tratamento de dados ocorreu através 

do software Q séries [Q500-0796], versão 6.7. Relativamente ao programa de temperaturas 

utilizado nesta análise, é de referir que o mesmo decorreu num intervalo de 40 a 600℃ a uma 

velocidade de aquecimento 20℃/min, sob atmosfera inerte de nitrogénio.  

 O TGA apresenta informação sobre temperatura inicial de degradação (𝑇𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙 𝑑𝑒𝑔.), 

temperatura e a velocidade de degradação máxima (𝑇𝑉𝑚á𝑥  e 𝑉𝑚á𝑥 respetivamente). O método 

expõe também informação sobre a massa do resíduo carbonizado no final da degradação 

(𝑅𝐹𝐷). Estes dados são importantes para caraterizar o comportamento térmico das amostras 

MIP e NIP em relação à sua composição, estrutura e morfologia.   

4.2.3 Caraterização química 

4.2.3.1 Espetroscopia de infravermelhos por transformada de Fourier 

 A estrutura química foi estudada através de espetroscopia de infravermelhos por 

transformada de Fourier. Os espectros FTIR foram registados utilizando um aparelho marca 

Jasco modelo FT/IR-4100. Os mesmos foram obtidos à temperatura ambiente, resultando da 

média de 16 acumulações, na gama 4000 a 600 𝑐𝑚−1, e uma resolução de 4 𝑐𝑚−1, usando o 

dispositivo ATR (Attenuated Total Reflection). Os ensaios foram submetidos às mesmas 

condições de medição (quantidade da amostra, condições atmosféricas, e o mesmo aperto de 

ATR).  

 Com este tipo de ensaio é possível a identificação dos grupos funcionais e ligações 

químicas presentes nos MIPs e NIPs. 

4.3 Ensaios de adsorção 

 Para avaliar o efeito da impressão molecular nas amostras MIP e NIP, realizaram-se 

ensaios de adsorção da mesma proteína BSA, neste caso usada como proteína alvo. Estes 
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ensaios foram feitos em três etapas. Na primeira etapa foi estudada a cinética de adsorção 

usando uma certa concentração de BSA, numa solução tampão com pH 7.0 e uma 

temperatura de 37℃. Assim, foi possível determinar o tempo necessário para se atingir o 

equilíbrio entre os processos de adsorção – dessorção nestas condições. Na segunda etapa 

realizaram-se ensaios de isotérmicas de adsorção, num intervalo de diferentes concentrações 

de proteína, o que permitiu caracterizar o próprio processo e ajustá-lo a um modelo de 

adsorção apropriado. Por fim, numa terceira etapa realizaram-se estudos de adsorção seletiva 

usando três diferentes proteínas alvo examinando assim as vantagens dos sistemas PPD MIP.   

 Para determinar a quantidade em equilíbrio de proteína em solução, em todos os 

ensaios de adsorção, foi usado o método de UV-Vis, analisando a intensidade de absorbância 

típica para proteínas com λ=286 𝑛𝑚.   

4.3.1 Estudo da cinética de adsorção das micropartículas de PPD MIP e PPD NIP 

relativamente à proteína alvo BSA 

 Nesta etapa, analisou-se a variação da capacidade de adsorção dos MIPs e NIPs em 

função do tempo e estudou-se qual a influência que o tipo de carga magnética incorporada e 

a impressão molecular provocam neste comportamento. 

 Assim, num tubo de ensaio, foram adicionadas 0.1𝑔 de micropartículas MIP ou NIP a 

3.5 𝑚𝑙 de solução de BSA com concentração 1.0 wt. % (pH 7.0, 0.1 M de solução tampão de 

fosfato) e incubadas durante um período de 180 minutos a 37 ℃, sob agitação. 

 Em tempos definidos, nomeadamente: 15 min; 30 min; 45 min; 60 min; 90 min; 120 

min e 180 min, retirou-se 0.1 𝑚𝑙 do líquido sobrenadante e colocou-se numa cuvette de 

análise UV-Vis. A essa última adicionaram-se mais 1.9 𝑚𝑙 de solução tampão de fosfato (pH 

7.0, 0.1 M). Assim que preparadas as soluções, as mesmas foram submetidas à análise de UV-

Vis. Para este fim utilizou-se um espectrofotómetro de UV-2501PC (Shimadzu), medindo a 

intensidade de absorbância a λ=286 𝑛𝑚, comprimento de onda caraterístico para BSA. A 

quantidade de proteína em solução (𝑚𝑔), ou como concentração (𝑚𝑔/𝑚𝑙), foi determinada 

através de reta de calibração, construída anteriormente com BSA padrão. Tendo em conta 

que cada ensaio é feito em sete momentos (15 min; 30 min; 45 min; 60 min; 90 min; 120 min 

e 180 min), com sistemas MIP e NIP, na totalidade efetuaram-se 42 ensaios.  
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 Posto isto, foi possível medir a capacidade de adsorção (𝑄) das micropartículas perante 

a proteína modelo (BSA) através da seguinte equação 8 [74]:   

                                                                           𝑄 =
(𝐶0−𝐶)𝑉

𝑚
                                                                   (8)  

 Em que 𝑄 (𝑚𝑔/𝑔) é a capacidade de adsorção das micropartículas, 𝐶0 (𝑚𝑔/𝑚𝑙) é a 

concentração inicial da solução de BSA, 𝐶 (𝑚𝑔/𝑚𝑙) é a concentração de BSA na solução de 

sobrenadante, 𝑉 (𝑚𝑙) é o volume da solução de BSA e 𝑚 (𝑔) é a massa das micropartículas. 

 Para cada amostra, calculou-se o fator de impressão (Imprinting Factor -IF) [74], 

equação 9, a fim de determinar a capacidade de ligação do MIP (𝑄𝑀𝐼𝑃) sobre a do polímero 

não impresso (𝑄𝑁𝐼𝑃) 

                                                                               𝐼𝐹 =
𝑄𝑀𝐼𝑃

𝑄𝑁𝐼𝑃
                                                                  (9)  

4.3.2 Ensaios de isotérmicas de adsorção 

 Este estudo foi realizado com todos os sistemas MIP e NIP, na totalidade 6 amostras. 

Cinco concentrações iniciais de BSA foram preparadas: 0.25, 0.5, 1.0, 1.5 e 2.0 wt. %. em 

soluções tampão de fosfato com molaridade 0.1M. Cada concentração foi preparada com três 

pH diferentes 4.0, 5.0 e 7.0. Estes índices de pH foram escolhidos tendo em conta o ponto 

isoelétrico (pl) de BSA que varia entre 4.7-5.0 [23-24]. Em todos os ensaios a temperatura foi 

fixada a 37℃. Uma vez que os ensaios da cinética indicaram que os sistemas atingem o 

equilíbrio entre a BSA na solução e BSA adsorvida no intervalo 60-120 min, nos ensaios de 

isotérmicas de adsorção as análises foram efetuadas depois de uma incubação de 60, 90 e 120 

min para cada um dos sistemas estudados.  

 O procedimento para o sistema PPD_MIP para uma determinada concentração de BSA 

e numa determinada solução tampão foi o seguinte. Num tubo de ensaios foram colocados 

0.1 𝑔 de micropartículas PPD_MIP. De seguida, adicionaram-se 3.5 𝑚𝑙 de solução de BSA com 

concentrações 0.25 wt. % em solução tampão de fosfato com pH 4.0, 0.1M. Segue incubação 

sob agitação durante 120 min a 37℃. Durante esta incubação retiraram-se três amostras de 

0.1 𝑚𝑙 do sobrenadante, nos minutos 60, 90 e 120. Cada uma destas amostras do 

sobrenadante foi colocada numa cuvette com 1.9 𝑚𝑙 de solução tampão de fosfato com o 

respetivo índice de pH. As cuvettes com as três amostras foram submetidas consecutivamente 

a UV-Vis, determinando a intensidade do pico da absorção a 286 𝑛𝑚.  



 

65 

 

Este procedimento foi repetido para cada concentração de BSA, cada índice de pH e cada 

amostra MIP ou NIP, realizando-se na totalidade 90 ensaios. Tendo em conta que cada ensaio 

é feito em três momentos (ao minuto 60, 90 e 120), na totalidade efetuaram-se 270 análises 

UV, cada uma repetida no mínimo duas vezes para determinar o desvio padrão.   

4.3.3 Estudo da seletividade de adsorção 

 Com o intuito de averiguar a capacidade de reconhecimento seletivo das 

micropartículas impressas com BSA efetuou-se um ensaio de seletividade. Consoante 

diferentes pesos moleculares (𝑀𝑤) e pontos isoelétricos (pl) dois tipos de proteínas, 

Ovalbumin (OVA, com 𝑀𝑤 de 43 𝑘𝐷𝑎 e pl = 4.7) e Cytochrome C (Cyt. C, 𝑀𝑤 = 12.4 𝑘𝐷𝑎 e pl = 

10.2) foram selecionadas como proteínas concorrentes de BSA (𝑀𝑤  = 68 𝑘𝐷𝑎 e pl = 4.9) [74]. 

Assim, a OVA tem uma massa molecular um pouco mais baixa que BSA e um ponto isoelétrico 

semelhante, enquanto a Cyt. C possui uma macromolécula muito mais pequena e um pl 

bastante alto. Este estudo foi efetuado com as três amostras MIP, nomeadamente PPD_MIP, 

PPD_Fe 1%_MIP e PPD_Fe(C) 1%_MIP. Foram preparadas soluções de cada uma das três 

proteínas estudadas com concentração 0.1 wt. % variando as soluções tampão de fosfato com 

pH=7.0, 5,0 e 4.0.  

 Para cada estudo utilizaram-se 0.1 𝑔 de micropartículas MIP. O procedimento foi 

semelhante ao referido em cima. A única diferença neste caso foi que os ensaios UV-Vis foram 

efetuados com amostras incubadas a 60, 120 e 180 min para assegurar que o equilíbrio 

adsorção/dessorção fosse atingido com OVA e Cyt. C. Assim sendo, foram efetuados na 

totalidade 27 ensaios. Tendo em conta que cada ensaio é feito em três momentos (ao minuto 

60, 120 e 180), na totalidade efetuaram-se 81 análises UV-Vis, cada uma repetida no mínimo 

duas vezes para determinar o desvio padrão. É de salientar que as concentrações de OVA e 

BSA foram calculados com base na intensidade do pico de absorção a 286 𝑛𝑚. No caso de Cyt. 

C o UV-Vis foi feito a λ = 410 𝑛𝑚. Utilizando as respetivas retas de calibração, calculou-se a 

concentração da proteína em solução e daí a quantidade adsorvida pelos MIPs.  
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5 DISCUSSÃO DE RESULTADOS 

No presente capítulo são expostos e discutidos todos os resultados obtidos, segundo os 

procedimentos e técnicas de caraterização referidas no capítulo anterior. O mesmo capítulo 

divide-se em várias etapas. 

Inicialmente, são apresentados todos os resultados provenientes da caraterização 

efetuada às micropartículas de PPD, vazias e com incorporação magnética, impressas ou não 

molecularmente 

Posteriormente, é estudada a influência da incorporação de partículas magnéticas, e 

o tipo de partículas magnéticas, nas caraterísticas morfológicas e térmicas das 

micropartículas, bem como a influência da impressão molecular nessas mesmas caraterísticas. 

Posto isto, é estudada a cinética de adsorção das micropartículas relativamente a 

albumina do soro bovino, o efeito da concentração inicial de BSA na capacidade de adsorção 

dos MIPs e também o estudo da seletividade de adsorção. 

5.1 Síntese e características das amostras 

5.1.1 Síntese das amostras 

As reações de síntese das micropartículas de PPD vazias ou PPD/magnéticas com ou 

sem impressão molecular, executadas a partir da polimerização aniónica ativada por abertura 

de anel (AAROP) da lactama 2-pirrolidona (2PD), com o ativador (C20) e iniciador (DL) 

selecionados, decorreram com sucesso e de maneira controlada. 

Na Tabela 3 seguem-se as quantidades dos reagentes utilizados na síntese das 

micropartículas, as quantidades das diferentes cargas incorporadas nas MP, o rendimento (de 

Conversão) alcançado em cada uma das sínteses (C, %) bem como a percentagem de 

oligómeros extraídos durante a extração por Soxhlet. 

Da reação de polimerização das micropartículas MIPs e NIPs resultou um rendimento 

numa gama entre 45-70%. A existência de uma diferença de rendimentos de amostra para 

amostra pode dever-se a perdas maiores no processo de lavagem e purificação das 

micropartículas. 



 

70 

Tabela 3. Designação e caraterização inicial das micropartículas de PPD. 

Designação da 

amostra 

2PD, 

𝒎𝒍 

DL, 

𝒎𝒍 

C20, 

𝒈 

BSA, 

𝒈 

Fe,  

𝒈 

Fe(C), 

𝒈 

C,  

% 

% 

oligómeros 

PPD_NIP 15.196 3.180 1.475 - - - 59.4 8.4 

PPD_MIP 7.600 1.600 0.735 0.100 - - 44.7 4.5 

PPD_Fe 1%_NIP 15.196 3.180 1.475 - 0.171 - 69.9 3.5 

PPD_Fe 1%_MIP 7.600 1.600 0.735 0.100 0.085 - 61.2 6.9 

PPD_Fe(C) 

1%_NIP 
15.196 3.180 1.475 - - 0.171 62.7 4.7 

PPD_Fe(C) 

1%_MIP 
7.600 1.600 0.735 0.100 - 0.085 54.3 6.4 

  

 Ou seja, ao analisar estes valores constata-se que tanto a incorporação de cargas 

magnéticas como a impressão molecular nas micropartículas não impedem o processo de 

polimerização aniónica.  

5.1.2 Granulometria 

5.1.2.1 Microscopia ótica  

 Os histogramas relacionados com a distribuição de tamanhos de diâmetros e forma 

equivalentes obtidos por microscopia ótica são apresentados na Fig. 15.  

A Tabela 4 indica os dados relativos à distribuição do tamanho de partículas (DCE 

médio) e forma (esfericidade média) para todas as micropartículas de PPD. 

Analisando os dados na Fig. 15 e da Tabela 4, pode-se concluir que os valores de 

micropartículas de PPD puro variaram entre 2-3 µ𝑚 sendo estes valores inferiores aos das 

micropartículas de PPD impresso os quais variaram entre 4-5 µ𝑚. Estes dados confirmam que 

para PPD_NIP obtém-se micropartículas com tamanhos mais pequenos e uniformes 

comparativamente a micropartículas PPD_MIP. Ou seja, na presença de proteína (BSA) os 

tamanhos das micropartículas são superiores e perdem uniformidade resultando numa 

distribuição mais ampla. 



 

71 

 

Figura 15. Resultados típicos de microscopia ótica representando as distribuições médias de tamanho e forma para 
micropartículas de PPD com e sem carga. 

Tabela 4. Designação e caraterização granulométrica das micropartículas de PPD. 

Designação da amostra DCE médio (µ𝒎) Esfericidade média 

PPD_NIP 2-3 1.1;1.2 

PPD_MIP 4-5 1.2;1.3 

PPD_Fe 1%_NIP 4-8 1.2;1.3 

PPD_Fe 1%_MIP 3-5 1.2;1.3 

PPD_Fe(C) 1%_NIP 4-7 1.2;1.3 

PPD_Fe(C) 1%_MIP 3-4 1.2;1.3 

  

 Relativamente à esfericidade das MP tanto para MIPs como para NIPs mantem-se na 

área 1.2 a 1.3 não exibindo variações significativas. 
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5.1.2.2 Microscopia eletrónica de varrimento 

 Mais detalhes sobre a morfologia das micropartículas de PPD podem ser obtidos por 

MEV. A Fig. 16 mostra as imagens do ensaio MEV em várias ampliações das micropartículas 

de PPD vazias.  

 

Figura 16. Imagens MEV com diferentes ampliações das micropartículas: 1) PPD_NIP; 2) PPD_MIP_bw; 3) PPD_MIP_aw. 

 As micrografias MEV da Fig. 16 da fila 1 exibem a amostra PPD_NIP com 

micropartículas individuais entre 5 a 20 µ𝑚 e formas quase esféricas. Imagens de maiores 

ampliações visualizam a morfologia porosa da MP pura, sendo os diâmetros visíveis dos poros 

na gama de 70 a 150 𝑛𝑚.  
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 No que se refere às micropartículas vazias impressas com BSA antes e depois da 

remoção do modelo (fila 2 e 3 respetivamente) entende-se que estas exibem um tamanho 

superior às amostras NIP. 

Relativamente à amostra da fila 2, PPD_MIP_bw, esta apresenta uma porosidade 

inferior quando comparada com PPD_NIP. A superfície da partícula foi coberta pela BSA 

justificando assim esta porosidade reduzida. 

 Analisando a amostra PPD_MIP_aw e tendo em conta a porosidade observada na 

imagem de maior ampliação da fila 3 da Fig. 16 entende-se que a remoção/ eliminação do 

modelo no processo de lavagem foi conseguida uma vez que se observa cavidades impressas 

bem definidas de aproximadamente 180 𝑛𝑚 de diâmetro. 

 Estes dados confirmam o observado no ensaio de microscopia ótica. Ou seja, as 

micropartículas NIP vazias exibem tamanhos de partículas menores que as MIP vazias. 

 A Fig. 17 exibe as imagens de MEV referentes às micropartículas onde foi incorporada 

carga magnética. Quando a carga de ferro é introduzida (Fig. 17, fila 1-4), as micropartículas 

mantêm a sua forma mais ao menos esférica exibindo partículas de maiores dimensões em 

comparação com as micropartículas de PPD vazias.  

 Relativamente às cavidades impressas em PPD_Fe 1%_MIP (Fig 17, fila 2) e em 

PPD_Fe(C) 1%_MIP (Fig. 17, fila 4) estas variam na faixa de 100-125 𝑛𝑚 e 130-170 𝑛𝑚 

respetivamente. Ou seja, para micropartículas MIP com incorporação de cargas funcionais, a 

estrutura destas continua a ser bastante porosa e com cavidades específicas bem definidas 

após a remoção /eliminação da molécula modelo. 

Assim, este estudo revela que a estrutura das micropartículas sintetizadas favorece os 

mecanismos de adsorção devido à sua porosidade e cavidades bem definidas. 
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Figura 17. Imagens MEV com diferentes ampliações das micropartículas: 1) PPD_Fe 1%_NIP; 2) PPD_Fe 1%_MIP; 3) 
PPD_Fe(C) 1%_NIP; 4) PPD_Fe(C) 1%_MIP. 

5.1.3 Estrutura química 

5.1.3.1 Espetroscopia de infravermelhos por transformada de Fourier 

 A estrutura química das micropartículas sintetizadas na presente dissertação é 

confirmada por FTIR, Fig. 18. 
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 Todos os espectros de FTIR das micropartículas de PPD com ou sem cargas magnéticas 

incorporadas mostram os picos caraterísticos gerais de uma poliamida: a ca. 3300 𝑐𝑚-1 para 

os grupos N-H associados e os grupos Amida I e Amida II a 1640 𝑐𝑚-1 e 1540 𝑐𝑚-1, 

respetivamente. 

 

Figura 18. Espectros de FTIR com ATR de amostras selecionadas de PPD com e sem e cargas úteis: 1) PPD_NIP; 2) 
PPD_MIP_bw; 3) PPD_MIP_aw; 4) PPD_Fe 1%_NIP; 5) PPD_Fe 1%_MIP_aw. 

 De uma forma geral, através da seguinte análise é percetível que a incorporação de 

cargas magnéticas nas micropartículas ou AAROP de 2PD feita na presença de BSA não 

modificam a posição ou a intensidade relativa às bandas de absorção dos grupos funcionais 

referidos anteriormente. 

5.1.4 Propriedades térmicas 

5.1.4.1 Calorimetria Diferencial de Varrimento 

 A elevada temperatura de fusão de PPD adquirida por um processo AAROP em massa 

foi descrita por distintos autores, em que os mesmos referem nos seus estudos valores de 

temperatura de fusão na gama de 257-268℃, sempre antecedidos ou acompanhados por uma 

degradação térmica [75]. Nesta dissertação a PPD foi sintetizada através de um processo de 

AAROP por precipitação no qual se aplicou um sistema, inovador, composto por 

iniciador/ativador, ou seja, DL e C20 respetivamente e uma temperatura de polimerização de 

40℃, na presença ou ausência de BSA, sem o uso de qualquer solvente.  
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 Tendo em conta estas condições especiais, pareceu interessante estudar e comparar 

o comportamento térmico das 3 amostras NIP com os 3 sistemas MIP (antes e depois da 

remoção seletiva da molécula modelo por lavagem com água).  

 Com cada amostra foi realizado um aquecimento entre 0-250℃ (ou 0-230℃ para a 

PPD-NIP) Fig. 19, fila a, seguido por arrefecimento no mesmo intervalo (Fig. 19, fila b) e um 

segundo aquecimento entre 0-250℃ (Fig. 19 fila c).  

Analisando as curvas do primeiro varrimento de aquecimento das amostras NIP (Fig. 

19 fila a), é de notar que PPD_NIP, PPD_Fe 1%_NIP e PPD_Fe(C) 1%_NIP (curvas 1,4 e 7 

respetivamente) possuem endotérmicas estreitas de fusão por volta de 210℃. Todas as 

amostras MIP_bw (i.e., antes da remoção da BSA) que ainda contêm o modelo proteico e 

resíduos de oligómeros PPD mostram curvas de DSC do primeiro aquecimento com dois picos 

a 175℃ e a 205-218℃ seguidos pelo pico endotérmico da degradação. Aparentemente, o 

primeiro pico pode ser atribuído a BSA e o segundo à fusão da matriz de PPD seguida pela 

degradação térmica da mesma. 

Finalmente, as curvas na Fig. 19 fila a) das amostras MIPs_aw (depois da remoção do 

modelo) mostram um pico único a 247-250℃ que corresponde a fusão de PPD. Esta 

temperatura de fusão é cerca de 40℃ mais alta do que a temperatura de fusão de PPD_NIP, 

ou seja, AAROP do 2PD na presença de BSA resultou em partículas PPD_MIP muito mais 

estáveis termicamente.  

 Analisando as curvas do arrefecimento, (Fig. 19 fila b), das amostras NIP as mesmas 

indicam que PPD_NIP exibe um pico de recristalização de PPD a 160℃. Notavelmente, o 

PPD_MIP_aw (depois da eliminação da molécula modelo) aquecido a 250℃ mostra um único 

pico de recristalização a 197℃, enquanto o respetivo PPD_MIP_bw (antes da remoção da 

molécula modelo) recristalizou a 149℃. Ao comparar as curvas de arrefecimento destas três 

amostras, é possível concluir que a remoção da BSA em todas as amostras MIP resulta numa 

temperatura de fusão de cerca de 250℃ e numa recristalização num intervalo entre 191-

197℃. É de salientar que a presença de ferro aumentou a temperatura de cristalização com 

7℃ o que poderá ser explicado com a nucleação mais simples neste caso, i.e., as partículas 

metálicas servem como núcleos de cristalização heterogénea. 

O segundo aquecimento, Fig. 19 fila c), verifica um comportamento semelhante ao das 

amostras NIP e MIP_bw (ausência de picos de fusão ou picos muito fracos, causado pela 

degradação intensa durante o 1º aquecimento) e uma fusão a 240-246℃ nas amostras MIP 
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(depois da eliminação do modelo). Este facto experimental indica uma elevada estabilidade 

térmica dos MIPs após remoção seletiva do modelo em comparação com as NIPs e MIPs antes 

de eliminação do modelo. 

 

 

Figura 19.Curvas DSC das micropartículas de PPD MIP e NIP em atmosfera de nitrogénio: (a) e 1ª aquecimento; (b) ensaio 
de cristalização; (c) 2º aquecimento. 1- PPD_NIP; 2- PPD_MIP_bw (antes da remoção do modelo); 3- PPD_MIP_aw (depois 

da remoção do modelo; 4- PPD_Fe 1%_NIP; 5- PPD_Fe 1%_MIP_bw; 6- PPD_Fe 1%_MIP_aw; 7- PPD_Fe(C) 1%_NIP; 8-
PPD_Fe(C) 1%_MIP_bw; 9- PPD_Fe(C) 1%_MIP_aw. 

  

 

 

 

 

 

 

PPD PPD_Fe 1% PPD_Fe(C) 1% 
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Os dados extraídos das curvas DSC são apresentados na Tabela 5.      

Tabela 5. Dados relativos ao ensaio de DSC. 

Designação da amostra 1º Aquecimento Arrefecimento 2º Aquecimento 

 
𝑇𝑓1, 

℃ 

𝑇𝑔, 

℃ 

𝛥𝐶𝑝, 

𝐽/𝑔𝐾 

𝑇𝑐𝑟, 

℃ 

-∆𝐶𝑟 , 

 𝐽/𝑔 

𝑇𝑓2, 

 ℃ 

PPD_NIP 211.4 62.5 0.083 160.1 47.250 228.3 

PPD_MIP 244.2 52.9 0.018 197.3 26.290 240.5 

PPD_Fe 1%_NIP 209.1 56.3 0.023 149.6 4.925 - 

PPD_Fe 1%_MIP 247.9 57.9 0.035 191.3 31.670 246.2 

PPD_Fe(C) 1%_NIP 210.2 63.8 0.021 167.8 9.952 - 

PPD_Fe(C) 1%_MIP 247.5 58.8 0.055 193.9 54.580 243.1 

 
𝑇𝑓1- Temperatura de fusão do 1º Aquecimento; 𝑇𝑓2- Temperatura de fusão do 2º Aquecimento; 𝑇𝑔 Temperatura de transição vítrea; 

𝑇𝑐𝑟 Temperatura de cristalização; 𝛥𝐶𝑝- Variação da capacidade calorífica; ΔHcr - Entalpia de cristalização. 

Nota: Visto que depois da fusão de PPD inicia-se o processo de degradação da mesma, o valor da entalpia de 
fusão (𝛥𝐻𝑓) não foi possível calcular.  Na Tabela 5 apenas constam os resultados das amostras MIP no qual houve 

a remoção da molécula modelo. 
 

 Para explicar estes resultados, nesta altura é possível apresentar a hipótese de que a 

AAROP na presença de BSA, mesmo a temperaturas de 40℃, resulta na inclusão de 

fragmentos da molécula proteica na cadeia principal das partículas de PPD ou, pelo menos, na 

modificação dos grupos terminais da poliamida, o que advém uma estabilidade térmica 

superior das amostras MIPs_aw.  

5.1.4.2 Análise Termogravimétrica 

 A finalidade dos estudos de TGA das micropartículas MIP e NIP é estabelecer a 

estabilidade térmica das amostras em função: i) do tipo de carga incorporada; ii) da sua 

quantidade e iii) da presença de BSA.  

 Os resultados numéricos foram obtidos através do tratamento gráfico das curvas de 

retenção de massa das amostras analisadas no TGA, Fig. 20, e são exibidos na Tabela 6. 
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Figura 20. Curvas do TGA realizado às MP 1) PPD_NIP; 2) PPD_MIP_bw; 3) PPD_MIP_aw; 4) PPD_Fe 1%_NIP; 5) PPD_Fe 
1%_MIP_bw; 6) PPD_Fe 1%_MIP_aw; 7) PPD_Fe(C) 1%_NIP; 8) PPD_Fe(C) 1%_MIP_bw; 9) PPD_Fe(C) 1%_MIP_aw. Em que 

a), b), c) correspondem às curvas integrais da degradação térmica e d), e), f) velocidade de degradação térmica. 
 

 

Tabela 6. Dados relativos ao ensaio de TGA. 

Designação da amostra 
𝑻𝒊𝒏𝒊𝒄𝒊𝒂𝒍 𝒅𝒆𝒈. 

(℃) 

𝑻𝑽.𝒎á𝒙 

(℃) 

Vmáx 

(%/℃) 

𝑹𝑭𝑫  

(%) 

𝑪𝒆𝒇𝒆𝒕𝒊𝒗𝒂 

(%) 

PPD_NIP 205.41 219.84 1.471 1.114 - 

PPD_MIP_bw 187.09 209.29 1.056 5.814 - 

PPD_MIP_aw 238.13 255.90 1.562 2.377 - 

PPD_Fe 1%_NIP 205.52 221.82 1.364 4.206 3.092 

PPD_Fe 1%_MIP_bw 167.04 214.85 1.147 5.092 - 

PPD_Fe 1%_MIP_aw 246.33 271.20 2.101 3.315 0.938 

PPD_Fe(C) 1%_NIP 206.37 223.12 1.448 4.920 3.806 

PPD_Fe(C) 1%_MIP_bw 168.66 212.15 1.014 5.278 - 

PPD_Fe(C) 1%_MIP_aw 242.83 272.02 1.846 4.020 1.643 

 
𝑇𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙 𝑑𝑒𝑔.- Temperatura inicial de degradação; 𝑇𝑉.𝑚á𝑥.- Temperatura em que a velocidade de degradação é máxima; 𝑉𝑚á𝑥.- Velocidade de 

degradação máxima; 𝑅𝐹𝐷- Resíduo no final da degradação para uma temperatura de 600 ℃; 𝐶𝑒𝑓𝑒𝑡𝑖𝑣𝑎- Carga magnética real incorporada nas 

MP, calculada pela diferença entre o resíduo no final da degradação das MP e o resíduo no final de cada amostra de MP magnéticas.  

 

Todas as amostras NIP têm uma temperatura inicial de degradação cerca de 206℃, o 

que está em acordo com os resultados de DSC, que mostraram degradação logo depois da 
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temperatura de fusão. Estas amostras exibem uma temperatura de degradação à velocidade 

máxima na área de 219- 223℃. Como a Fig. 20 e a Tabela 6 indicam. Todas as amostras com 

impressão molecular (MIP_aw) têm uma temperatura inicial de degradação entre o intervalo 

238-246℃ sendo mais elevada comparativamente às amostras NIP, o que também está de 

acordo com os dados de DSC. A 𝑇𝑉𝑚á𝑥.  fica na área de 255-272℃.  

Estes dados confirmam o observado pelo ensaio de DSC. Ou seja, quando a AAROP é 

feita na presença de proteína, mesmo depois da remoção da mesma, o MIP resultante fica 

termicamente muito mais estável do que o NIP. Este poderá ter alguma importância industrial, 

pois uma das razões da pouca aplicação da PA4 é precisamente a instabilidade térmica deste 

polímero.   

 No que diz respeito á incorporação de ferro nas micropartículas com e sem impressão 

molecular pode-se concluir que a carga efetiva de Fe incorporado varia entre 0.9 e 3.8 wt. %. 

As percentagens de Fe incorporado superiores a 1 wt. % deve-se ao facto de se efetuar o 

cálculo de quantidade inicial de Fe com base no monómero 2PD, i.e. antes da polimerização, 

enquanto a percentagem de Fe efetiva foi estabelecida em micropartículas, i.e. depois de 

polimerização.  No entanto, a conversão de 2PD é sempre inferior a 100%, entre 45-70%. 

5.2 Estudos da cinética de adsorção 

 Com o objetivo de avaliar se os MIPs sintetizados possuem adsorção seletiva em 

relação ao composto- modelo (BSA), foi estudada a cinética de adsorção de todos os MIPs e 

comparada com a das partículas NIP sem impressão molecular. O estudo foi efetuado com 1.0 

wt. % BSA em solução tampão fosfato 0.1M, pH = 7.0, num período entre 0 a 180 min. A 

quantidade de BSA adsorvido foi determinada com espetroscopia de UV-Vis, medindo a 

intensidade do pico a λ=286 𝑛𝑚. A descrição pormenorizada desta experiência está 

apresentada na parte experimental (p. 63 e 64). Os resultados são apresentados na Fig. 21 a), 

b) e c) apresentam dados comparativos de MIP/NIP em % BSA adsorvida para os sistemas PPD, 

PPD_Fe 1% e PPD_Fe(C) 1%; d), e) e f) apresentam os respetivos dados de BSA adsorvida em 

mg/g.   
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Figura 21. Cinética de adsorção das micropartículas 1) PPD_NIP; 2) PPD_MIP; 3) PPD_Fe 1%_NIP; 4) PPD_Fe 1%_MIP; 5) 
PPD_Fe(C) 1%_NIP; 6) PPD_Fe(C) 1%_MIP.  

 Para todas as amostras MIP a quantidade de BSA adsorvido é maior do que nas 

amostras NIP. A diferença é de cerca de 11-14% (Fig. 21, a-c) ou 40-50 𝑚𝑔/𝑔, (Fig. 21, d-f), o 

que confirma o efeito da impressão molecular da BSA. Notavelmente, os próprios NIPs 

baseados em PPD possuem uma grande afinidade às moléculas de BSA. Isto era de esperar, 

tendo em conta a presença de grupos funcionais quimicamente idênticos (i.e., -CO-NH-) na 

cadeia principal, tal como grupos terminais de NH2 e –COOH em ambos (adsorvente e 

adsorvato - PPD_NIP e BSA, respetivamente). Este facto pressupõe uma interação forte 

(eletrostática ou do tipo ligações de hidrogénio) entre adsorvente e adsorvato. Uma maior 

quantidade adsorvida nos MIPs indica que para além das referidas interações eletrostáticas, 

neste caso existem também fatores adicionais: i) formação de cavidades com forma, ii) 

tamanho e iii) centros ativos formados durante a impressão molecular, que facilitam a 

adsorção de BSA. 

 Em geral, as curvas cinéticas dos três sistemas MIP-NIP estudados são semelhantes e 

podem ser divididas em três zonas. Assim, a primeira zona está inserida no intervalo 0 a 40 

minutos onde a quantidade adsorvida cresce em função do tempo de forma linear. Depois, a 

segunda zona entre 40 a 120 min no qual o processo de adsorção perde a linearidade. Na 

terceira zona, a partir de 120 min já se atinge o equilíbrio, i.e., as taxas de adsorção e 

dessorção igualam-se [74, 76-77].  
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 Na primeira zona linear verifica-se um maior declive em cada uma das curvas. Este 

declive acentuado é semelhante em todos os sistemas NIPs/MIPs e provavelmente deve-se às 

interações não-covalentes do tipo pontes de hidrogénio ou interações eletroestáticas, 

formadas entre os grupos funcionais da BSA e PPD. Depois da fase inicial onde as interações 

eletroestáticas são predominantes, na segunda zona aumenta a importância de outros 

fatores, i.e., a arquitetura do adsorvente. Precisamente nesta zona é que se verifica de forma 

mais clara as vantagens dos MIPs sobre NIPs. Nota-se também que os sistemas MIPs atingem 

o equilíbrio mais rapidamente que os NIPs e as quantidades adsorvidas no equilíbrio são 

maiores.   

 O reconhecimento dos MIPs em relação aos NIPs pode ser comprovado quando se 

analisa o fator de impressão. Este parâmetro possibilita verificar se o MIP foi sintetizado 

acertadamente em relação à impressão da molécula alvo, ou seja, a Albumina do Soro Bovino 

(BSA). Na Fig. 22 para além da comparação da capacidade de adsorção entre amostras 

MIP/NIP consta também o fator de impressão para cada sistema MIP. 

 

Figura 22. Capacidades de adsorção de BSA em relação às amostras MIP e NIP das micropartículas de PPD com e sem cargas 
úteis incorporadas e respetivo fator de impressão. 

 Ao analisar a Fig. 22 entende-se que todos os sistemas MIP estudados apresentam um 

fator de impressão IF >1. 

 Os resultados demonstram que as amostras PPD_MIP/NIP, PPD_Fe 1%_ MIP/NIP e 

PPD_Fe(C) 1%_ MIP/NIP preparadas utilizando BSA no processo de síntese alcançaram um 

fator de impressão (IF) de 1.22, 1.25 e 1.19 respetivamente, mostrando que os sítios 

específicos para BSA produziram-se com maior eficácia na amostra PPD_Fe 1%_MIP.  
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 A Tabela 7 sumariza os dados extraídos das curvas cinéticas na Fig. 21: a quantidade 

adsorvida depois de 15 min e a capacidade máxima de adsorção de BSA no momento de 

equilíbrio.  

Tabela 7. Capacidade de adsorção dos MIPs e NIPs para 15 minutos e quando atingido o equilíbrio. 

 

 

 

 

 

 

Este estudo deu uma avaliação comparativa das amostras sintetizadas e revelou que o 

objetivo de preparar MIPs baseados em PPD com o modelo BSA está atingido. Por outro lado, 

os tempos necessários para atingir o equilíbrio, foram utilizados nos ensaios seguintes com 

diferentes modelos de adsorção. 

5.3 Estudos de modelos de adsorção 

5.3.1 Isotérmicas de adsorção com MIPs  

 Como já foi mencionado no Estado da Arte e na Parte Experimental, o estudo do 

processo de adsorção no equilíbrio é importante visto que está relacionado com a quantidade 

máxima do adsorvato sobre o adsorvente. Assim, baseando-se nos resultados experimentais  

no momento do equilíbrio, é possível prever como é que um adsorvato irá interagir com 

adsorvente e avaliar os parâmetros da adsorção. Essa avaliação faz-se através das isotérmicas 

de adsorção. Uma isotérmica de adsorção visualiza a relação entre a concentração do soluto 

adsorvido e a concentração do mesmo que ainda está na solução no momento do equilíbrio. 

Tanto a isotérmica de adsorção como as conclusões que nela se baseiam são válidas para uma 

dada temperatura e um determinado intervalo de concentrações. 

 As isotérmicas de adsorção estudadas nesta tese foram determinadas para todos os 

sistemas MIP e NIP a uma temperatura de 37℃ e no intervalo de concentrações iniciais do 

adsorvato BSA entre 0.25 – 2.0 wt. % em três momentos diferentes – depois do minuto 60, 90 

e 120 da adsorção, assegurando assim que os sistemas se encontravam em equilíbrio. Um 

Designação 

Capacidade de adsorção, 

depois de 15 min, 𝒎𝒈/𝒈, 

(%) 

Capacidade de 

adsorção em 

equilíbrio, 𝒎𝒈/𝒈 (%) 

PPD_ MIP 151.6 ±4.2  (43.3% ±1.0) 248.1±8.1  (70.9% ±3.2) 

PPD_NIP 141.7 ±3.2  (40.5% ±1.0) 203.2±7.4  (58.0% ±2.2) 

PPD_Fe 1%_MIP 169.3 ±5.4  (48.4% ±1.6) 252.3±1.2  (72.1% ±0.4) 
PPD_Fe 1%_NIP 127.8 ±5.4  (36.5% ±1.5) 202.4±0.4  (57.8% ±0.1) 

PPD_Fe(C) 1%_MIP 138.1 ±0.6  (39.4% ±0.2) 236.1±4.4  (67.5% ±1.2) 

PPD_Fe(C) 1%_NIP 143.9 ±1.0  (41.1% ±0.3) 198.8±7.7  (56.8% ±2.2) 
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outro parâmetro que foi alterado neste estudo foi o pH da solução com BSA. Assim, usaram-

se três diferentes soluções tampão de fosfato, nomeadamente com pH 7.0, 5.0 e 4.0 para 

avaliar a influência da acidez da solução com BSA sobre os parâmetros da adsorção. 

5.3.1.1 Isotérmicas de adsorção- pH 7.0 

A Fig. 23 apresenta o perfil das isotérmicas de adsorção dos três sistemas MIP 

estudados, nomeadamente PPD_MIP, PPD_Fe 1%_MIP e PPD_Fe(C) 1%_MIP em 𝑄𝑒  vs 𝐶𝑒, em 

que 𝑄𝑒  representa a quantidade em equilíbrio de BSA adsorvido, (𝑚𝑔 BSA adsorvido/𝑔 

adsorvente MIP), e 𝐶𝑒 representa a concentração em equilíbrio do soluto BSA em solução 

(𝑚𝑔/𝑚𝑙), solução tampão de fosfato, 0.1 M, pH 7.0 

 

Figura 23. Isotérmicas de adsorção dos MiPs a) PPD_MIP; b) PPD_Fe 1%_MIP; c) PPD_Fe(C) 1%_MIP para pH 7.0. 

 De acordo com o trabalho teórico do Giles et al. [78], que propõe um modelo 

generalizado das isotérmicas de adsorção e descreve 4 tipos básicos de isotérmicas, as 

isotérmicas dos três sistemas PPD MIP correspondem ao tipo “L”. Neste tipo, a relação entre 

a concentração da BSA em solução (𝐶𝑒) e a quantidade da BSA adsorvida (𝑄𝑒) diminui com o 
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aumento da concentração do soluto, proporcionando assim uma concavidade da curva, 

indicando que foi atingida uma saturação progressiva na superfície do MIP.   

 Os dados experimentais dos sistemas MIP foram processados usando os modelos de 

adsorção de Langmuir e Freundlich. Os resultados desse tratamento são apresentados na Fig. 

24 e Fig. 25 respetivamente. 

 

Figura 24. Isotérmicas de adsorção, adaptadas ao modelo de Langmuir, dos MIPs a) PPD_MIP; b) PPD_Fe 1%_MIP; c) 
PPD_Fe(C) 1%_MIP em solução tampão de fosfato, 0.1 M, pH 7.0. 
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Figura 25. Isotérmicas de adsorção, adaptadas ao modelo de Freundlich, dos MIPs a) PPD_MIP; b) PPD_Fe 1%_MIP; c) 
PPD_Fe(C) 1%_MIP em solução tampão de fosfato, 0.1 M, pH 7.0. 

 Pelos declives e interceções das respetivas retas de regressão linear das isotérmicas 

de Langmuir e usando a equação (3), foram determinadas a constante de Langmuir (𝐾𝐿) e a 

capacidade máxima de adsorção (𝑄𝑚𝑎𝑥). Da mesma maneira, os declives e interceções dos 

gráficos das isotérmicas Freundlich foram calculadas, através da equação (5), os valores da 

constante de Freundlich (𝐾𝐹) e o coeficiente (𝑛). Os dados são apresentados na Tabela 8. 

A análise linear indica que os coeficientes de correlação (𝑅2) das isotérmicas de 

Langmuir são mais elevados que os correspondentes valores dos coeficientes de correlação 

do modelo Freundlich.  Isto significa que no intervalo das concentrações estudadas e num 

meio neutro com pH 7.0, é o modelo de Langmuir que descreve da melhor forma o processo 

da adsorção de BSA nas micropartículas dos três MIPs sintetizados. Assim sendo, pode-se 

afirmar que, de acordo com as aproximações do modelo de Langmuir, a adsorção da BSA alvo 

sobre MIPs é monomolecular, ou seja, a superfície dos MIPs é energeticamente homogénea 

e não existe interação lateral entre as moléculas BSA adsorvidas. 
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Tabela 8. Parâmetros de adsorção dos modelos Langmuir e Freundlich relativos às amostras MIP em pH 7.0. 

Modelo Langmuir pH 7.0 Modelo de Freundlich pH 7.0 

PPD_MIP PPD_MIP 

 60 min 90 min 120 min  60 min 90 min 120 min 

Declive 2.72E-03 

±1.53E-04 

3.04E-03 

±1.24E-04 

2.27E-03 

±3.88E-05 

Declive 5.89E-01 

±1.23E-02 

4.94E-01 

±5.20E-02 

6.04E-01 

±3.44E-02 

Interseção 1.22E-02 

±1.12E-03 

8.01E-03 

±8.84E-04 

1.06E-02 

±2.55E-04 

Interseção 1.87E+00 

±7.65E-03 

1.94E+00 

±3.81E-02 

1.90E+00 

±2.44E-02 

𝑹𝟐 0.98747 0.99339 0.99883 𝑹𝟐 0.95834 0.95719 0.98714 

𝐐𝐦𝐚𝐱, 

𝒎𝒈/𝒈 
3.68E+02 3.29E+02 4.41E+02 

𝟏/𝒏 
5.89E-01 4.94E-01 6.04E-01 

𝐊𝐋, 𝒎𝒍/𝒈 2.23E-01 3.80E-01 2.15E-01 𝒏 1.70E+00 2.02E+00 1.66E+00 

    𝑲𝑭, 𝒎𝒍/𝒈 7.33E+01 8.76E+01 7.89E+01 

 PPD_Fe 1%_MIP PPD_Fe 1%_MIP 

 60 min 90 min 120 min  60 min 90 min 120 min 

Declive 4.38E-03 

±2.96E-04 

3.44E-03 

±1.59E-04 

2.80E-03 

±6.97E-05 

Declive 3.23E-01 

±9.65E-02 

4.00E-01 

±9.69E-02 

4.23E-01 

±7.01E-02 

Interseção 4.04E-03 

±2.29E-03 

4.11E-03 

±1.08E-03 

3.90E-03 

±4.19E-04 

Interseção 2.03E+00 

±7.03E-02 

2.06E+00 

±6.58E-02 

2.11E+00 

±4.61E-02 

𝑹𝟐 0.98203 0.98203 0.99767 𝑹𝟐 0.71872 0.80089 0.89865 

𝑸𝒎𝒂𝒙, 

𝒎𝒈/𝒈 
2.28E+02 2.91E+02 3.57E+02 

𝟏/𝒏 
3.23E-01 4.00E-01 4.23E-01 

𝐊𝐋, 𝒎𝒍/𝒈 1.08E-01 8.37E-01 7.18E-01 𝒏 3.09E+00 2.50E+00 2.36E+00 

    𝑲𝑭, 𝒎𝒍/𝒈 1.06E+02 1.16E+02 1.29E+02 

 PPD_Fe (C)_1%_MIP PPD_Fe(C) 1%_MIP 

 60 min 90 min 120 min  60 min 90 min 120 min 

Declive 3.13E-03 

±7.03E-05 

2.20E-03 

±1.00E-04 

2.20E-03 

±6.12E-05 

Declive 4.23E-01 

±6.92E-02 

5.41E-01 

±5.67E-02 

5.47E-01 

±5.60E-02 

Interseção 4.84E-03 

±4.57E-04 

6.60E-03 

±5.67E-04 

6.10E-03 

±3.37E-04 

Interseção 2.06E+00 

±4.71E-02 

2.03E+00 

±3.62E-02 

2.05E+00 

±3.51E-02 

𝑹𝟐 0.99799 0.9924 0.99707 𝑹𝟐 0.90086 0.95762 0.95935 

𝑸𝒎𝒂𝒙, 

𝒎𝒈/𝒈 
3.19E+02 4.55E+02 4.55E+02 

𝟏/𝒏 
4.22E-01 5.42E-01 5.47E-01 

𝑲𝑳, 𝒎𝒍/𝒈 6.47E-01 3.33E-01 3.61E-01 𝒏 2.37E+00 1.85E+00 1.83E+00 

    𝑲𝑭, 𝒎𝒍/𝒈 1.14E+02 1.07E+02 1.11E+02 

 

 Quando o pH tem um valor igual a 7.0, a BSA encontra-se acima do seu ponto 

isoelétrico, portanto tem carga negativa. Os estudos de potencial zeta nos sistemas MIP, 

realizados em laboratório, mostraram que com pH=7.0 os mesmos também exibem uma carga 

negativa com potencial de -35 𝑒𝑉 aproximadamente. O fato que observamos, altas 

capacidades de adsorção máxima 𝑄𝑚𝑎𝑥. que chegam a 450 𝑚𝑔 BSA/𝑔 adsorvente, demostra 

que a força impulsora deste processo é devido à especial “arquitetura” 3D dos MIPs produzida 

durante a impressão molecular. Esta interação é tão forte que supera a repulsão eletroestática 

entre o adsorvente (MIP) e o adsorvato (BSA). 
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5.3.1.2 Isotérmicas de adsorção – pH 5.0 

 No presente estudo, realizaram-se experiências de adsorção semelhantes aos 

anteriores utilizando os três sistemas PPD_MIP e soluções de BSA em solução tampão de 

fosfato com pH 5.0. A Fig. 26 apresenta o perfil das isotérmicas obtidas. 

 

Figura 26. Isotérmicas de adsorção dos MiPs a) PPD_MIP; b) PPD_Fe 1%_MIP; c) PPD_Fe(C) 1%_MIP para pH 5.0. 

 É de salientar que as isotérmicas dos três sistemas MIP são do mesmo tipo L. Da 

mesma forma, as curvas foram ajustadas com os modelos de Langmuir e Freundlich. Os 

gráficos com as respetivas curvas e as respetivas análises da regressão linear são apresentadas 

em anexo I e II respetivamente. Pelos declives e interseções das respetivas retas, foram 

determinados os parâmetros de adsorção nestes sistemas (Tabela 9). 

A análise das isotérmicas de adsorção nos sistemas MIPs em solução tampão de 

fosfato com pH 5.0 mostraram que para este caso o modelo de Langmuir também é o mais 

adequado, tendo em conta que os respetivos coeficientes de regressão linear são superiores 

a 0.99. Em consequência é possível afirmar que a adsorção decorre também em monocamada, 

sobre superfície homogénea, sem interações entre as moléculas da BSA adsorvida. 
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Tabela 9. Parâmetros de adsorção dos modelos Langmuir e Freundlich relativos às amostras MIP em pH 5.0. 

Modelo Langmuir pH 5.0 Modelo de Freundlich pH 5.0 

PPD_MIP PPD_MIP 

 60 min 90 min 120 min  60 min 90 min 120 min 

Declive 
2.80E-03 

±5.34E-05 
2.20E-03 
±3.37E-05 

1.95E-03 
±3.04E-05 

Declive 
5.19E-01 

±4.03E-02 
6.20E-01 

±4.03E-02 
6.40E-01 

±4.69E-02 

Interseção 
9.20E-03 

±3.60E-04 

1.16E-02 

±2.14E-04 

9.76E-03 

±1.74E-04 
Interseção 

1.97E+00 

±2.82E-02 

1.87E+00 

±2.75E-02 

1.93E+00 

±3.02E-02 

𝑹𝟐 0.99856 0.99907 0.99903 𝑹𝟐 0.9764 0.98335 0.97885 

𝑸𝒎𝒂𝒙,  

𝒎𝒈/𝒈 
3.57E+02 

4.55E+0

2 
5.13E+02 𝟏/𝒏 5.19E-01 6.20E-01 6.40E-01 

𝑲𝑳, 𝒎𝒍/𝒈 3.04E-01 1.90E-01 2.00E-01 𝒏 1.93E+00 1.61E+00 1.56E+00 

    𝑲𝑭,𝒎𝒍/𝒈 8.44E+01 7.48E+01 8.57E+01 

 PPD_Fe 1%_MIP PPD_Fe 1%_MIP 

 60 min 90 min 120 min  60 min 90 min 120 min 

Declive 
1.63E-03 

±4.84E-05 

2.91E-03 

±4.75E-05 

1.71E-03 

±2.03E-05 
Declive 

7.24E-01 

±3.49E-02 

4.76E-01 

±5.56E-02 

6.95E-01 

±3.98E-02 

Interseção 
1.42E-02 

±2.92E-04 

6.42E-03 

±3.07E-04 

1.21E-02 

±1.18E-04 
Interseção 

1.82E+00 

±2.34E-02 

2.01E+00 

±3.78E-02 

1.87E+00 

±2.60E-02 

𝑹𝟐 0.99646 0.9989 0.99944 𝑹𝟐 0.99076 0.94755 0.98703 

𝑸𝒎𝒂𝒙,  

𝒎𝒈/𝒈 
6.13E+02 

3.44E+0

2 
5.85E+02 𝟏/𝒏 7.24E-01 4.76E-01 6.95E-01 

𝑲𝑳, 𝒎𝒍/𝒈 1.15E-01 4.53E-01 1.41E-01 𝒏 1.38E+00 2.10E+00 1.44E+00 

    𝑲𝑭, 𝒎𝒍/𝒈 6.57E+01 1.01E+01 7.43E+01 

 PPD_Fe (C)_1%_MIP PPD_Fe(C) 1%_MIP 

 60 min 90 min 120 min  60 min 90 min 120 min 

Declive 
1.80E-03 

±4.49E-05 

2.17E-03 

±3.03E-05 

2.30E-03 

±3.73E-05 
Declive 

6.67E-01 

±4.67E-02 

5.93E-01 

±4.57E-02 

4.75E-01 

±4.86E-02 

Interseção 
1.03E-02 

±2.52E-04 

8.86E-03 

±1.78E-

04 

4.3E-03 

±1.98E-04 
Interseção 

1.92E+00 

±2.98E-02 

1.96E+00 

±2.98E-02 

2.13E+00 

±3.06E-02 

𝑹𝟐 0.99752 0.99922 0.99902 𝑹𝟐 0.98070 0.97663 0.95948 

𝑸𝒎𝒂𝒙,  

𝒎𝒈/𝒈 
5.56E+02 

4.61E+0

2 
4.35E+02 𝟏/𝒏 6.67E-01 5.93E-01 4.75E-01 

𝑲𝑳, 𝒎𝒍/𝒈 1.75E-01 2.45E-01 5.35E-01 𝒏 1.50E+00 1.69E+00 2.11E+00 

    𝑲𝑭, 𝒎𝒍/𝒈 8.35E+01 9.07E+01 1.34E+01 

 

  É de notar que no meio de pH 5.0 a BSA encontra-se no seu ponto isoelétrico (4.7-

5.0), ou seja, não possui carga. Por outro lado, nestas condições o potencial zeta dos MIPs é 

negativo, mas com valores um pouco mais baixos (entre -13 𝑒𝑉 para PPD_Fe %_MIP e -17.5 

𝑒𝑉 para PPD_Fe(C) 1%_MIP) em comparação com pH neutro. Estes factos experimentais 

explicam os maiores valores de 𝑄𝑚𝑎𝑥 em comparação com pH=7.0, que atingem cerca de 600 

𝑚𝑔/𝑔 com o sistema PPD_Fe 1%_MIP. Ou seja, nas condições de pH 5.0 é possível observar 

o efeito “puro” da impressão molecular da molécula-alvo BSA, não influenciado pela presença 

de forças de repulsão eletroestática entre adsorvato e adsorvente. 
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5.3.1.3 Isotérmicas de adsorção- pH 4.0 

 Seguem as curvas relativas às experiências de adsorção de BSA com os três sistemas 

MIP em solução tampão sendo o pH = 4.0. A Fig. 27 apresenta o perfil das isotérmicas obtidas. 

 

Figura 27. Isotérmicas de adsorção dos MiPs a) PPD_MIP; b) PPD_Fe 1%_MIP; c) PPD_Fe(C) 1%_MIP para pH 4.0. 

 Os gráficos com as respetivas curvas e as respetivas análises da regressão linear são 

apresentados em anexo III e anexo IV respetivamente. A Tabela 10 apresenta a informação 

obtida da análise da regressão linear. 

É de salientar que depois dos minutos 60 e 90, o processo de adsorção com a participação dos 

três sistemas MIP numa solução de BSA com pH 4.0 é muito parecido com os casos anteriores 

quando o pH era 7.0 e 5.0. Observa-se o mesmo tipo “L” das isotérmicas e os coeficientes de 

regressão linear 𝑅2 do modelo Langmuir são superiores a 0.99. O único desvio deste conceito 

refere-se à amostra PPD_Fe 1%_MIP onde esse coeficiente exibe um valor entre 0.79 e 0.96 

parecendo o modelo Freundlich o mais adequado para este sistema. 
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Tabela 10. Parâmetros de adsorção dos modelos Langmuir e Freundlich relativos às amostras MIP em pH 4.0. 

Modelo Langmuir pH 4.0 Modelo de Freundlich pH 4.0 

PPD_MIP PPD_MIP 

 60 min 90 min 120 min  60 min 90 min 120 min 

Declive 
1.50E-03 

±1.95E-05 
2.00E-03 
±4.97E-05 

1.90E-03 
±3.45E-04 

Declive 
7.32E-01 

±4.82E-02 
6.08E-01 

±5.91E-02 
4.92E-01 

±2.50E-02 

Interseção 
1.09E-02 

±1.05E-04 

8.40E-03 

±2.82E-04 

4.70E-03 

±1.57E-03 
Interseção 

1.89E+00 

±3.02E-02 

1.97E+00 

±3.77E-02 

2.16E+00 

±1.55E-02 

𝑹𝟐 0.99938 0.99774 0.88739 𝑹𝟐 0.98292 0.96327 0.98975 

𝑸𝒎𝒂𝒙, 

𝒎𝒈/𝒈 
6.67E+02 5.00E+02 5.26E+02 𝟏/𝒏 7.32E-01 6.08E-01 4.92E-01 

𝑲𝑳, 𝒎𝒍/𝒈 1.38E-01 2.38E-01 4.04E-01 𝒏 1.37E+00 1.64E+00 2.03E+00 

    𝑲𝑭, 𝒎𝒍/𝒈 7.76E+01 9.35E+01 1.45E+01 

 PPD_Fe 1%_MIP PPD_Fe 1%_MIP 

 60 min 90 min 120 min  60 min 90 min 120 min 

Declive 
2.58E-03 

±2.28E-04 

2.79E-03 

±6.93E-04 

2.00E-03 

±7.88E-04 
Declive 

5.64E-01 

±1.30E-02 

4.03E-01 

±7.13E-02 

5.46E-01 

±7.88E-02 

Interseção 
1.28E-02 

±1.57E-03 

1.13E-02 

±4.77E-03 

1.15E-02 

±4.68E-03 
Interseção 

1.85E+00 

±9.29E-03 

1.97E+00 

±5.32E-02 

1.94E+00 

±5.42E-02 

𝑹𝟐 0.96945 0.79137 0.59438 𝑹𝟐 0.9979 0.88568 0.92171 

𝑸𝒎𝒂𝒙, 

𝒎𝒈/𝒈 
3.88E+02 3.58E+02 5.00E+02 𝟏/𝒏 5.64E-01 4.03E-01 5.46E-01 

𝑲𝑳, 𝒎𝒍/𝒈 2.01E-01 2.47E-01 1.74E-01 𝒏 1.77E+00 2.48E+00 1.83E+00 

    𝑲𝑭, 𝒎𝒍/𝒈 7.15E+01 9.38E+01 8.74E+01 

 PPD_Fe (C)_1%_MIP PPD_Fe(C) 1%_MIP 

 60 min 90 min 120 min  60 min 90 min 120 min 

Declive 
2.9E-03 

±9.65E-05 

2.70E-03 

±1.31E-04 

2.30E-03 

±6.09E-04 
Declive 

4.39E-01 

±6.22E-02 

5.01E-01 

±5.10E+00 

4.50E-01 

±5.77E-02 

Interseção 
4.40E-03 

±5.97E-04 

7.60E-03 

±8.46E-04 

7.70E-03 

±3.44E-03 
Interseção 

2.08E+00 

±4.14E-02 

1.98E+00 

±3.48E+00 

2.03E+00 

±3.85E-02 

𝑹𝟐 0.99574 0.99092 0.76867 𝑹𝟐 0.92431 0.95988 0.9487 

𝑸𝒎𝒂𝒙, 

mg/g 
3.45E+02 3.70E+02 4.35E+02 𝟏/𝒏 4.39E-01 5.01E-01 5.00E-01 

𝑲𝑳, 𝒎𝒍/𝒈 6.59E-01 3.55E-01 2.99E-01 𝒏 2.28E+00 2.00E+00 2.00E+00 

    𝑲𝑭, 𝒎𝒍/𝒈 1.19E+02 9.52E+01 1.07E+02 

 

 No entanto, depois de 120 minutos de adsorção, todos os três sistemas MIP 

apresentam uma divergência significativa do modelo Langmuir, baseando-se essa conclusão 

tanto na forma “S” da isotérmica, como na diminuição do coeficiente 𝑅2. O modelo Freundlich 

neste caso apresenta maiores valores de 𝑅2 acima de 0.92, ou seja, descreve de melhor forma 

o processo de adsorção. Isto significa que num meio ácido com pH 4.0 o processo de adsorção 

homogéneo torna-se num processo de adsorção em superfícies heterogéneas. Tendo em 

conta que todos os MIPs apresentam o valor do parâmetro 𝑛 acima de 1 e muito próximo de 

2, pode-se concluir que o processo de adsorção heterogénea é bastante favorável. A afinidade 

entre o adsorvente MIP e o adsorvato BSA é maior no caso do sistema PPD_MIP no qual os 

valores do parâmetro 𝑛 e da constante 𝐾𝐹 são os maiores. Uma possível explicação é que em 

meios com pH 4.0, ou seja, abaixo do ponto isoelétrico do soluto BSA, este último fica com 
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carga positiva. Por outro lado, a análise mostrou que todos os três sistemas MIP em solução 

tampão com pH 4.0 têm um potencial zeta negativo entre -10 𝑒𝑉 para PPD_Fe(C) 1%_MIP e -

12.8 𝑒𝑉 para PPD_Fe 1%_MIP. Isto significa que neste caso (pH=4.0, 120 min) as interações 

devidas à “arquitetura” 3D com impressão molecular da BSA dos sistemas MIP são 

complementadas pelas interações eletroestáticas positivas entre BSA e MIP. O resultado é um 

processo de adsorção heterogéneo, onde a quantidade adsorvida tende para infinito, 

correspondendo à formação de multicamadas de moléculas de BSA adsorvidas. 

5.3.2 Isotérmicas de adsorção com amostras não impressas NIPs 

 Para avaliar os efeitos da impressão molecular de forma mais detalhada, compararam-

se os processos de adsorção da proteína alvo BSA em micropartículas de PPD com e sem 

impressão molecular dessa mesma proteína. Com este objetivo os estudos de adsorção nos 

sistemas MIP foram complementados com ensaios de isotérmicas de adsorção com os 

respetivos sistemas NIP, nomeadamente: PPD_NIP, PPD_Fe 1%_NIP e PPD_Fe(C) 1%_NIP. As 

condições do estudo foram as mesmas como nos sistemas MIP:  

• Temperatura de 37℃; 

• Soluções de BSA com concentrações 0.25, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0 wt. % em solução tampão; 

• Variação do pH das soluções tampão: pH 7.0, pH 5.0 e pH 4.0; 

• Duração da adsorção: 60, 90 e 120 min. 

5.3.2.1 Isotérmicas de adsorção – pH 7.0 

 A Fig. 28 apresenta o perfil das isotérmicas de adsorção dos três sistemas NIP 

estudadas, nomeadamente PPD_NIP, PPD_Fe 1%_NIP e PPD_Fe(C) 1%_NIP em 𝑄𝑒  vs 𝐶𝑒. O 

parâmetro 𝑄𝑒  representa a quantidade em equilíbrio de BSA adsorvido, em mg/g adsorvente 

NIP, e 𝐶𝑒 a concentração em equilíbrio do soluto BSA em solução, em 𝑚𝑔/𝑚𝑙. 

A Fig. 28 demonstra que com os sistemas NIP, a pH 7.0, são observadas para todos os 

casos isotérmicas do tipo C. O processo de adsorção é linear no qual a relação entre a 

concentração de BSA absorvida (𝑄𝑒) e a tal na solução (𝐶𝑒) é a mesma para cada uma das 

concentrações no intervalo estudado sem que seja atingida uma capacidade de adsorção 

máxima. 
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Figura 28. Isotérmicas de adsorção dos NiPs a) PPD_NIP; b) PPD_Fe 1%_NIP; c) PPD_Fe(C) 1%_NIP para pH 7.0. 

 Os dados experimentais do sistema PPD_NIP foram processados utilizando os modelos 

de adsorção de Langmuir e Freundlich. Os resultados desse tratamento são apresentados na 

Fig. 29 e Fig. 30 respetivamente. 

O tratamento da regressão linear demostra que o modelo de Freundlich descreve de 

forma mais adequada a adsorção de BSA sobre todos os sistemas sem impressão molecular 

PPD_NIP num meio neutro. Os parâmetros extraídos da análise linear e os respetivos 

coeficientes calculados são apresentados na Tabela 11. Todos os coeficientes de regressão do 

modelo de Freundlich são superiores a 0.99, i.e., muito acima dos coeficientes do modelo de 

Langmuir. O significado físico deste facto experimental é que neste caso observa-se uma 

adsorção heterogénea do tipo multicamada. 
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Figura 29. Isotérmicas de adsorção, adaptadas ao modelo de Langmuir, dos NIPs a) PPD_NIP; b) PPD_Fe 1%_NIP; c) 
PPD_Fe(C) 1%_NIP em solução tampão de fosfato, 0.1 M, pH 7.0. 

Mais ainda, o parâmetro n tem valores entre 0.95-1.15 o que indica uma adsorção 

favorável. A constante 𝐾𝐹 que, em função da duração da adsorção varia entre 23-40 𝑚𝑙/𝑔 é 

um indicador relativo da capacidade máxima da adsorção.        
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Figura 30. Isotérmicas de adsorção, adaptadas ao modelo de Freundlich, dos NIPs a) PPD_NIP; b) PPD_Fe 1%_NIP; c) 
PPD_Fe(C) 1%_NIP em solução tampão de fosfato, 0.1 M, pH 7.0. 
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Tabela 11. Parâmetros de adsorção dos modelos Langmuir e Freundlich relativos às amostras NIP em pH 7.0. 

Modelo Langmuir pH 7.0 Modelo de Freundlich pH 7.0 

PPD_NIP PPD_NIP 

 60 min 90 min 120 min  60 min 90 min 120 min 

Declive 
7.28E-04 

±1.20E-04 
9.63E-04 
±1.64E-04 

9.27E-04 
±7.27E-05 

Declive 
9.00E-01 

±1.16E-02 
8.62E-01 

±2.22E-02 
8.68E-01 

±1.76E-02 

Interseção 
3.09E-02 

±8.41E-04 

2.66E-02 

±1.11E-03 

2.59E-02 

±4.87E-04 
Interseção 

1.52E+00 

±8.58E-03 

1.58E+00 

±1.61E-02 

1.59E+00 

±1.27E-02 

𝑹𝟐 0.89902 0.89331 0.97589 𝑹𝟐 0.99934 0.99735 0.99835 

𝑸𝒎𝒂𝒙, 

𝒎𝒈/𝒈 
1.37E+03 1.04E+03 1.08E+03 𝟏/𝒏 9.00E-01 8.62E-01 8.68E-01 

𝑲𝑳, 𝒎𝒍/𝒈 2.36E-02 3.62E-02 3.58E-02 𝒏 1.11E+00 1.16E+00 1.15E+00 

    𝑲𝑭, 𝒎𝒍/𝒈 3.32E+01 3.84E+01 3.92E+01 

 PPD_Fe 1%_NIP PPD_Fe 1%_NIP 

 60 min 90 min 120 min  60 min 90 min 120 min 

Declive 
5.10E-04 

±1.95E-04 

2.36E-05 

±1.22E-04 

-2.85E-04 

±1.91E-04 
Declive 

9.31E-01 

±2.01E-02 

9.91E-01 

±1.57E-02 

1.05E+00 

±2.35E-02 

Interseção 
3.51E-02 

±1.40E-03 

3.30E-02 

±8.04E-04 

3.11E-02 

±1.18E-03 
Interseção 

1.47E+00 

±1.51E-02 

1.49E+00 

±1.14E-02 

1.50E+00 

±1.64E-02 

𝑹𝟐 0.59346 -0.31691 0.23478 𝑹𝟐 0.99814 0.99899 0.99799 

𝑸𝒎𝒂𝒙, 

𝒎𝒈/𝒈 
1.96E+03 4.24E+04 -3.51E+03 𝟏/𝒏 9.31E-01 9.91E-01 1.05E+00 

𝑲𝑳, 𝒎𝒍/𝒈 1.45E-02 7.15E-04 -9.16E-03 𝒏 1.07E+00 1.01E+00 9.55E-01 

    𝑲𝑭, 𝒎𝒍/𝒈 2.92E+01 3.07E+01 3.16E+01 

 PPD_Fe (C)_1%_NIP PPD_Fe(C) 1%_NIP 

 60 min 90 min 120 min  60 min 90 min 120 min 

Declive 
-6.70E-04 

±2.65E-04 

2.83E-05 

±2.15E-04 

3.38E-04 

±9.47E-05 
Declive 

1.09E+00 

±3.06E-02 

9.90E-01 

±2.87E-02 

9.50E-01 

±1.54E-02 

Interseção 
4.21E-02 

±1.82E-03 

3.30E-02 

±1.42E-03 

2.69E-02 

±5.94E-04 
Interseção 

1.36E+00 

±2.27E-02 

1.49E+00 

±2.08E-02 

1.57E+00 

±1.08E-02 

𝑹𝟐 0.57293 -0.32573 0.7461 𝑹𝟐 0.99683 0.99665 0.99895 

𝑸𝒎𝒂𝒙, 

𝒎𝒈/𝒈 
-1.49E+03 3.53E+04 2.96E+03 𝟏/𝒏 1.09E+00 9.90E-01 9.50E-01 

𝑲𝑳, 𝒎𝒍/𝒈 -1.59E-02 8.58E-04 1.26E-02 𝒏 9.20E-01 1.01E+00 1.05E+00 

    𝑲𝑭, 𝒎𝒍/𝒈 2.30E+01 3.06E+01 3.75E+01 

 

5.3.2.2 Isotérmicas de adsorção – pH 5.0 

 No seguinte estudo, executaram-se experiências de adsorção idênticas às anteriores 

utilizando os três sistemas PPD_NIP e soluções de BSA em solução tampão de fosfato com pH 

5.0. A Fig. 31 apresenta o perfil das isotérmicas obtidas. 

As isotérmicas de adsorção dos sistemas NIP, obtidas no meio de pH 5.0, são do tipo 

C. Mais uma vez para as amostras NIPs o processo de adsorção é linear no qual a capacidade 

de adsorção máxima não chega a ser alcançada. 
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Figura 31. Isotérmicas de adsorção dos NiPs a) PPD_NIP; b) PPD_Fe 1%_NIP; c) PPD_Fe(C) 1%_NIP para pH 5.0. 

 Para este estudo também os valores experimentais do sistema PPD_NIP foram 

processados utilizando os modelos de adsorção de Langmuir e Freundlich. Os gráficos com as 

respetivas curvas e as respetivas análises da regressão linear são referidos no anexo V e anexo 

VI respetivamente. A Tabela 12 expõe a informação obtida do estudo da regressão linear. 
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Tabela 12. Parâmetros de adsorção dos modelos Langmuir e Freundlich relativos às amostras NIP em pH 5.0. 

Modelo Langmuir pH 5.0 Modelo de Freundlich pH 5.0 

PPD_NIP PPD_NIP 

 60 min 90 min 120 min  60 min 90 min 120 min 

Declive 
-1.33E-03 
±2.68E-04 

-7.90E-04 
±7.81E-04 

-1.86E-03 
±5.80E-04 

Declive 
1.16E+00 
±3.92E-02 

1.13E+00 
±8.93E-02 

1.27E+00 
±3.74E-02 

Interseção 
4.61E-02 

±1.79E-03 

3.76E-02 

±5.01E-03 

4.07E-02 

±3.43E-03 
Interseção 

1.31E+00 

±2.89E-02 

1.40E+00 

±6.37E-02 

1.35E+00 

±2.58E-02 

𝑹𝟐 0.85461 0.00601 0.69933 𝑹𝟐 0.99545 0.97528 0.99653 

𝑸𝒎𝒂𝒙, 

𝒎𝒈/𝒈 
-7.52E+02 -1.27E+03 -5.38E+02 𝟏/𝒏 1.16E+00 1.13E+00 1.27E+00 

𝑲𝑳, 𝒎𝒍/𝒈 -2.88E-02 -2.10E-02 -4.57E-02 𝒏 8.62E-01 8.88E-01 7.88E-01 

    𝑲𝑭, 𝒎𝒍/𝒈 2.05E+01 2.52E+01 2.22E+01 

 PPD_Fe 1%_NIP PPD_Fe 1%_NIP 

 60 min 90 min 120 min  60 min 90 min 120 min 

Declive 
9.09E-04 

±9.54E-05 

5.28E-04 

±1.32E-04 

1.17E-03 

±2.34E-04 
Declive 

8.70±E-01 

1.24E-02 

9.25E-01 

±2.26E-02 

7.85E-01 

±1.65E-02 

Interseção 
2.69E-02 

±6.47E-04 

2.61E-02 

±8.38E-04 

1.69E-02 

±1.37E-03 
Interseção 

1.58E+00 

±8.98E-03 

1.59E+00 

±1.59E-02 

1.77E+00 

±1.10E-02 

𝑹𝟐 0.95734 0.79077 0.8584 𝑹𝟐 0.99919 0.99762 0.99824 

𝑸𝒎𝒂𝒙, 

𝒎𝒈/𝒈 
1.10E+03 1.89E+03 8.55E+02 𝟏/𝒏 8.70E-01 9.25E-01 7.85E-01 

𝑲𝑳, 𝒎𝒍/𝒈 3.38E-02 2.02E-02 6.93E-02 𝒏 1.15E+00 1.08E+00 1.27E+00 

    𝑲𝑭, 𝒎𝒍/𝒈 3.79E+01 3.85E+01 5.92E+01 

 PPD_Fe (C)_1%_NIP PPD_Fe(C) 1%_NIP 

 60 min 90 min 120 min  60 min 90 min 120 min 

Declive 

-1.80E-04 

±2.35E-04 

 

-7.89E-04 

±5.08E-04 

 

-7.72E-05 

±9.31E-05 

 

Declive 
1.04E+00 

±2.72E-02 

1.13E+00 

±5.12E-02 

1.02E+00 

±1.21E-02 

Interseção 
3.61E-02 

±1.58E-03 

3.51E-

02±3.15E-
03 

2.65E-02 
±5.46E-04 

Interseção 
1.43E+00 
±1.99E-02 

1.43E+00 
±3.58E-02 

1.57E+00 
±8,21E-03 

𝑹𝟐 -0.1153 0.26066 -0.08464 𝑹𝟐 0.99724 0.99187 0.99943 

𝑸𝒎𝒂𝒙, 

𝒎𝒈/𝒈 
-5.56E+03 -1.27E+03 -1.30E+04 𝟏/𝒏 1.04E+00 1.13E+00 1.02E+00 

𝑲𝑳, 𝒎𝒍/𝒈 -4.99E-03 -2.24E-02 -2.91E-03 𝒏 9.66E-01 8.84E-01 9.82E-01 

    𝐊𝐅, 𝒎𝒍/𝒈 2.71E+01 2.69E+01 3.73E+01 

 

 Para pH 5.0 a maioria dos coeficientes de regressão do modelo de Freundlich são 

superiores a 0.99, estando os mesmos bastante acima dos coeficientes do modelo de 

Langmuir. Assim sendo, observa-se uma adsorção heterogénea do tipo multicamada.  

 Relativamente ao parâmetro n, este exibe valores entre 0.78-1.27 o que aponta para 

uma adsorção favorável. Já a constante 𝐾𝐹, em função da duração da adsorção, varia entre 

20-59 𝑚𝑙/𝑔 sendo esta um indicador relativo da capacidade máxima da adsorção.      

5.3.2.3 Isotérmicas de adsorção – pH 4.0 

 Sucedem as curvas referentes às experiências de adsorção de BSA com os três sistemas 

NIP em solução tampão sendo o pH 4.0. A Fig. 32 exibe o perfil das isotérmicas obtidas. 
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Figura 32. Isotérmicas de adsorção dos NiPs a) PPD_NIP; b) PPD_Fe 1%_NIP; c) PPD_Fe(C) 1%_NIP para pH 4.0. 

 A figura anterior indica que para sistemas NIP, em meio com pH 4.0, as isotérmicas de 

adsorção são do tipo C, ou seja, o processo de adsorção é linear.  

 Os dados experimentais do sistema PPD_NIP foram processados utilizando os modelos 

de adsorção de Langmuir e Freundlich. Relativamente, aos gráficos com as respetivas curvas 

e análises da regressão linear os mesmos são exibidos no anexo VII e anexo VIII 

respetivamente. A Tabela 13 exibe a informação adquirida da análise da regressão linear. 

Para pH 4.0 quaisquer valores relativos ao coeficiente de regressão do modelo de 

Freundlich são superiores a 0.99, ou seja, muito acima dos coeficientes obtidos a partir do 

modelo de Langmuir. Mais uma vez observa-se uma adsorção heterogénea do tipo 

multicamada. Para o parâmetro n este exibe valores entre 1.03-1.28 o que indica uma 

adsorção favorável. Relativamente à constante 𝐾𝐹 a mesma varia entre 40-56 𝑚𝑙/𝑔. 
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Tabela 13. Parâmetros cinéticos de adsorção dos modelos Langmuir e Freundlich relativos às amostras NIP em pH 4.0. 

Modelo Langmuir pH 4.0 Modelo de Freundlich pH 4.0 

PPD_NIP PPD_NIP 

 60 min 90 min 120 min  60 min 90 min 120 min 

Declive 
6.34E-04 

±1.83E-04 
1.79E-04 
±1.53E-04 

3.12E-04 
±1.58E-04 

Declive 
8.94E-01 

±1.93E-02 
9.74E-01 

±2.57E-02 
9.38E-01 

±1.71E-02 

Interseção 
2.33E-02 

±1.12E-03 

2,47E-02 

±8.99E-04 

2.22E-02 

±8.96E-04 
Interseção 

1.64E+00 

±1.33E-02 

1.61E+00 

±1.74E-02 

1.66E+00 

±1.14E-02 

𝑹𝟐 0.73356 0.08476 0.42107 𝑹𝟐 0.998 0.99722 0.99867 

𝑸𝒎𝒂𝒙, 

𝒎𝒈/𝒈 
1.58E+03 5.59E+03 3.21E+03 𝟏/𝒏 8.94E-01 9.74E-01 9.38E-01 

𝑲𝑳, 𝒎𝒍/𝒈 2.72E-02 7.25E-03 1.41E-02 𝒏 1.12E+00 1.03E+00 1.07E+00 

    𝑲𝑭, 𝒎𝒍/𝒈 4.36E+01 4.05E+01 4.58E+01 

 PPD_Fe 1%_NIP PPD_Fe 1%_NIP 

 60 min 90 min 120 min  60 min 90 min 120 min 

Declive 
1.18E-03 

±4.21E-04 

9.75E-04 

±2.79E-04 

9.06E-04 

±2.95E-04 
Declive 

7.82E-01 

±3.72E-02 

8.18E-01 

±2.45E-02 

8.23E-01 

±2.64E-02 

Interseção 
2.06E-02 

±2.66E-03 

1.93E-02 

±1.66E-03 

1.82E-02 

±1.69E-03 
Interseção 

1.71E+00 

±2.61E-02 

1.73E+00 

±1.66E-02 

1.75E+00 

±1.75E-02 

𝑹𝟐 0.63315 0.73697 0.67831 𝑹𝟐 0.99099 0.99641 0.9959 

𝑸𝒎𝒂𝒙, 

𝒎𝒈/𝒈 
8.47E+02 1.03E+03 1.10E+03 𝟏/𝒏 7.82E-01 8.18E-01 8.23E-01 

𝑲𝑳, 𝒎𝒍/𝒈 5.73E-02 5.05E-02 4.98E-02 𝒏 1.28E+00 1.22E+00 1.21E+00 

    𝑲𝑭, 𝒎𝒍/𝒈 5.10E+01 5.33E+01 5.63E+01 

 PPD_Fe (C)_1%_NIP PPD_Fe(C) 1%_NIP 

 60 min 90 min 120 min  60 min 90 min 120 min 

Declive 
1.03E-03 

±3.98E-04 

7.80E-04 

±3.14E-04 

4.45E-04 

±2.43E-04 
Declive 

8.06E-01 

±3.96E-02 

8.44E-01 

±3.56E-02 

9.05E-01 

±2.84E-02 

Interseção 
2.08E-02 

±2.46E-03 

1.93E-02 

±1.80E-03 

1.93E-02 

±1.31E-03 
Interseção 

1.70E+00 

±2,75E-02 

1.73E+00 

±2,37E-02 

1.72E+00 

±1,83E-02 

𝑹𝟐 0.58604 0.56349 0.37039 𝑹𝟐 0.9904 0.99294 0.99607 

𝑸𝒎𝒂𝒙, 

𝒎𝒈/𝒈 
9.71E+02 1.28E+03 2.25E+03 𝟏/𝒏 8.06E-01 8.44E-01 9.05E-01 

𝑲𝑳, 𝒎𝒍/𝒈 4.95E-02 4.04E-02 2.31E-02 𝒏 1.24E+00 1.19E+00 1.11E+00 

    𝑲𝑭, 𝒎𝒍/𝒈 5.05E+01 5.36E+01 5.31E+01 

 

 Resumindo, a investigação da adsorção de soluções de BSA com pH entre 4.0 e 7.0 

sobre microcápsulas de PPD sem impressão molecular mostrou que dos dois modelos 

aplicados o de Freundlich descreve o processo de forma mais adequada. Sendo assim, todos 

os sistemas NIP adsorvem BSA através de um processo de adsorção heterogénea, em 

multicamadas. Isto significa que existem interações laterais entre as moléculas de BSA 

adsorvidas que podem ser eletroestáticas, especificamente em meios com pH 4.0 quando o 

BSA e os PPD_NIPs têm cargas opostas. Também, não podem ser excluídas interações 

absorvente-adsorvato do tipo ligações de hidrogénio, especialmente no caso de pH 5.0, i.e., 

no ponto isoelétrico da proteína quando as forças eletrostáticas devem ser mínimas. O tipo 

das isotérmicas sugere que o processo da adsorção é muito perto do linear com todos os 

sistemas PPD_NIP. Isto significa que não existe uma capacidade máxima de adsorção, ou 
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saturação do adsorvente. Este efeito podia ser útil quando é necessária a adsorção de grandes 

quantidades de proteína sobre o mesmo substrato. No entanto, neste caso perder-se-á a 

especificidade da adsorção, uma vez que o processo decorre em multicamadas. Em 

alternativa, a grande vantagem dos PPD_MIPs é que a especificidade do processo é sempre 

controlada, pois o processo é homogéneo e decorre apenas numa camada sobre uma 

superfície devidamente ativada através do processo de impressão. Esta adsorção tem 

saturação no momento quando todos os centros ativos já estão ocupados pelas moléculas do 

adsorvato BSA. No entanto, as capacidades máximas de adsorção dos PPD_MIP são maiores 

do que a dos respetivos sistemas NIP. Portanto, ambos sistemas MIP ou NIP poderiam ter 

importância de acordo com a aplicação pretendida, ajustando a capacidade de adsorção ou a 

especificidade do processo. 

5.4  Estudos de seletividade 

 Para avaliar a eficácia da impressão molecular das micropartículas de PPD impressas 

com BSA foi realizado um estudo para analisar a capacidade de reconhecimento seletivo 

usando, para além de BSA mais duas proteínas: Ovalbumina (OVA, com 𝑀𝑤 =43 𝑘𝐷𝑎 e pI =4.7) 

e Citocromo C (Cyt. C, 𝑀𝑤 =12.4 𝑘𝐷𝑎 e pI =10.2). Na Parte Experimental da presente 

dissertação (4.3.3.) foi justificada a escolha dessas proteínas e apresentou-se o procedimento 

pormenorizado do estudo. A proteína OVA tem uma massa molecular um pouco mais baixa 

que a BSA (𝑀𝑤= 68 𝑘𝐷𝑎) e um pI semelhante (pl = 4.9), enquanto Cyt. C é uma macromolécula 

muito mais pequena e possui um pI elevado.  

 Assim, o estudo de seletividade foi efetuado com as três amostras com impressão 

molecular PPD_MIPs nas soluções das três proteínas: BSA, OVA e Cyt. C de concentração inicial 

de proteína de 0.1wt. % em solução tampão de fosfato variando o pH 7.0, 5.0, 4.0. Todas as 

amostras foram incubadas a 37℃ durante 3 horas, retirando amostras do sobrenadante para 

análise UV-vis nos minutos 60, 120 e 180. A Fig. 33 representa os resultados obtidos depois 

do minuto 180. A linha vermelha a tracejado nas três subfiguras indica a quantidade da 

adsorção máxima possível.  

Em geral, os três sistemas MIP mostram uma capacidade de adsorção bastante elevada 

que no caso de BSA atinge 92%. 
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Figura 33. Capacidade de adsorção de BSA e proteínas concorrentes (OVA e Cty C) em micropartículas PPD_MIP; PPD_Fe 
1%_MIP e PPD_Fe(C) 1%_MIP em a) pH 7.0; b) pH 5.0; c) pH 4.0. 

 No caso do meio com pH 7.0, Fig. 33 a), todos os três sistemas adsorvem com 

preferência BSA uma vez que a quantidade de BSA adsorvida é maior comparada com as 

outras proteínas. Mais notável é esta diferença no caso de OVA, cuja adsorção é 2-3 vezes 

menor do que a de BSA. As duas proteínas BSA e OVA possuem o mesmo pI o que significa 

que a pH 7.0 ambas as proteínas são eletronegativas. OVA ainda tem uma massa molecular 

inferior comparada com BSA, no entanto, os MIPs adsorvem preferencialmente a BSA. Mais 

ainda, o Cyt. C em pH 7.0 é eletropositivo e os MIPs têm um potencial zeta de -35 𝑒𝑉 

aproximadamente, i.e., existem forças de atração eletrostática. A molécula de Cyt. C é muito 

menor do que a de BSA, o que devia facilitar a adsorção desta proteína. Apesar de tudo isto, 

é a molécula modelo BSA que mostra adsorção máxima. Este facto experimental comprova a 

grande seletividade dos três MIPs sintetizados.  

 No caso de pH 5.0, Fig. 33 b), a seletividade na adsorção por MIPs é mais acentuada 

em relação com a Cyt. C. Esta molécula proteica é mais pequena e, por outro lado existem 
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possibilidades para interações eletroestáticas uma vez que a Cyt. C e os MIPs têm cargas 

opostas nestas condições. Mesmo assim, os três MIPs mostram capacidade de adsorção mais 

baixa comparativamente com a Cyt. C. Nota-se também que BSA e OVA demostram 

capacidades de adsorção quase idênticas. As duas proteínas estão no seu ponto isoelétrico, 

ou seja, não possuem carga elétrica. Provavelmente, o que faz a diferença, é que a OVA 

quando dissolvida em meios de pH 5.0 assume uma configuração 3D muito semelhante à de 

BSA o que facilita o processo da adsorção.      

 No caso de pH 4.0, Fig. 33. c), os três MIPs mostram mais uma vez a sua seletividade 

em relação a BSA. Enquanto a adsorção de OVA e Cyt. C, as capacidades da adsorção ficam na 

área de 60% e 55% respetivamente, os MIPs atingem a sua capacidade máxima de adsorção 

de BSA – 92% com o sistema PPD_MIP, 85% com PPD_Fe 1%_MIP e 83% com PPD_Fe(C) 

1%_MIP. Notavelmente, com este pH temos uma situação única quando existe possibilidade 

de interações eletrostáticas positivas entre os MIPs e BSA. Com pH 4.0 o BSA tem carga 

positiva e a sua conformação ainda é muito compacta e parecida como no ponto isoelétrico. 

Em consequência, o fator estereoquímico obtido através de impressão molecular é reforçado 

pelas interações eletroestáticas positivas entre BSA e sistemas PPD MIP. 

 Este estudo de seletividade demonstra que a impressão molecular de BSA em 

micropartículas de PPD com e sem carga magnética resulta em sistemas MIP que possuem 

uma grande capacidade de absorver a proteína alvo e uma seletividade notável que se pode 

controlar através do índice pH do meio da adsorção. Os resultados justificam futuros estudos 

de otimização para ajustar as caraterísticas dos MIPs conforme a sua aplicação. 
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6 CONCLUSÕES 

A presente dissertação investiga materiais poliméricos baseados em poliamidas, com 

impressão molecular de proteínas modelo, particularmente a Bovine Serum Albumin (PPD 

MIPs). O enfoque do trabalho não era na própria síntese visto que esta foi dominada na etapa 

do projeto individual. Esta dissertação apresenta uma continuação lógica focada sobre:  

-A síntese dos PPD MIPs de forma reprodutível; 

-Caraterização das amostras para conhecer a morfologia, a estrutura e algumas propriedades 

básicas; 

-Estudos da cinética de adsorção para esclarecer as noções básicas relacionadas com a 

natureza deste processo e a sua seletividade em PPD MIPs; 

As conclusões desta investigação podem ser agrupadas e resumidas da seguinte forma: 

1. Síntese das amostras 

1.1. Foram sintetizadas pela primeira vez três amostras com impressão molecular 

(PPD_MIP, PPD_Fe 1%_MIP, PPD_Fe(C) 1%_MIP), baseadas em poli(2-pirrolidona) com 

e sem carga magnética, impressos com BSA, 40℃ através de AAROP de 2-pirrolidona 

sem uso de solventes ou agentes de reticulação. A polimerização ocorreu com 

rendimentos (i.e., taxa de conversão de 2PD em PPD) entre 45-61%.  

1.2. Para os fins de análise comparativa, sintetizaram-se também três amostras 

com a mesma composição sem impressão molecular (PPD_NIP, PPD_Fe 1%_NIP, 

PPD_Fe(C) 1%_NIP). Utilizaram-se as mesmas condições da AAROP mas na ausência de 

proteína BSA. A taxa de conversão neste caso era entre 59-70%.  

1.3. A polimerização AAROP traçada para estre trabalho é um processo inovador 

conduzido a baixa temperatura e em vácuo o que permitiu evitar a desnaturação da 

proteína, por um lado, e obter uma conversão do monómero razoável, por outro. 

 

2. Caracterização das amostras 

2.1. A microscopia ótica mostrou que todas as amostras existem na forma de 

micropartículas porosas com tamanhos dependentes da composição e o tipo (MIP ou 



 

108 

NIP) que variam entre 5-25 micrómetros. As imagens MEV comprovaram uma 

porosidade visível dos MIPs de 100-180 nanómetros e dos NIPs 70-150 nanómetros.     

2.2. Os ensaios FTIR com ATR comprovaram a estrutura química de micropartículas 

obtidas por AAROP a 40℃ mostrando em todos os MIPs e NIPs as bandas Amida I e 

Amida II entre 1640 𝑐𝑚−1 e 1540 𝑐𝑚−1 típicas para poliamidas.  

2.3. Os ensaios DSC mostraram que as amostras com MIP são semicristalinas e 

exibem 𝑇𝑓 no intervalo entre 247 a 250℃ , valores mais elevados em comparação com 

os respetivos NIPs. Também, os MIPs mostram uma temperatura de degradação 

térmica inicial, (238-246℃), mais elevada do que os NIPs que exibiram temperaturas 

de 206℃. 

2.4. Os ensaios TGA mostraram que a percentagem real de Fe e Fe(C) incorporada 

nos MIPs e NIPs varia entre 0.938-3.806 wt. %. Comprovou-se também uma maior 

estabilidade térmica das amostras MIP cuja temperatura de degradação máxima era a 

256-272℃ sendo a mesma superior à temperatura de degradação dos respetivos NIPs.  

 

3. Estudos de adsorção e seletividade  

3.1. Os estudos de cinética de adsorção foram feitos só com uma única 

concentração de BSA nomeadamente 1.0 wt. % em solução tampão de fosfato 0.1M,  

pH = 7.0. Confirmou-se que as amostras MIP atingem capacidades maiores de 

adsorção de BSA comparando com os respetivos NIPs, no meio com 10-14% o que 

corresponde a 40-50 𝑚𝑔 BSA adsorvido por 𝑔 PPD_MIP. O fator de impressão IF fica 

entre 1.19-1.25 sendo que a maior eficácia mostrou a amostra PPD_Fe 1%_MIP. Este 

estudo demostrou também que o equilíbrio de adsorção é atingida com uma duração 

do processo entre 60-120 min dependendo da composição. Todas as amostras MIP 

mostraram uma capacidade de adsorção em equilíbrio notável de 230-250 𝑚𝑔/𝑔.  

3.2.  Os estudos das isotérmicas de adsorção foram concretizados usando 5 

concentrações de BSA (0.25, 0.5, 1.0, 1.5 e 2.0 wt. %) em soluções tampão de fosfato 

com 0.1 M e três diferentes pH: 4.0, 5.0 e 7.0. Os dados experimentais foram ajustados 

com dois modelos – de Langmuir e de Freundlich. A adsorção de todos os MIPs 

independentemente da concentração de BSA utilizada, em pH=7.0 e 5.0, foi ajustada 

com sucesso ao modelo de Langmuir. Isto significa que a adsorção de BSA decorre em 

monocamadas sobre superfície homogénea, sem interações laterais entre as 
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moléculas de BSA. A maior capacidade possível de adsorção de 585 𝑚𝑔/𝑔 registou-se 

com o sistema PPD_Fe 1%_MIP em solução tampão com pH=5.0, i.e., quando BSA está 

no seu ponto isoelétrico e não possui carga elétrica. Nestas condições as interações 

eletroestáticas entre BSA e o MIP não são significativas e é possível observar o efeito 

puro da impressão molecular. Para os MIPs o modelo de Freundlich é o mais adequado 

no caso de pH = 4.0. Nestas condições a BSA é eletropositiva enquanto todos os MIPs 

possuem potencial zeta negativo, i.e., existe possibilidade de interações 

eletroestáticas. Isto resulta num processo de adsorção heterogéneo onde a 

quantidade adsorvida tende para infinito com formação de multicamadas de BSA 

adsorvido. A adsorção das todas as amostras NIP em todas as concentrações e valores 

de pH é descrita pelo modelo de Freundlich i.e., processo de adsorção heterogéneo 

em multicamadas.  

3.3. Os estudos de seletividade de adsorção foram feitos com três proteínas: BSA, 

OVA e Cyt. C com concentração de proteína de 0.1% em pH=7.0, 5.0 e 4.0. As vantagens 

dos MIPs nos termos de seletividade registaram-se com pH = 7.0 onde a quantidade 

de BSA adsorvida é 2-3 vezes superior do que a tal de OVA. Notavelmente, a Cyt. C 

comparada com a BSA mostrou menores adsorções independentemente de que em 

condições neutras possam existir interações eletroestáticas fortes com o MIP 

enquanto com BSA existe repulsão.  

 

De uma forma geral, os estudos desta dissertação demostraram que a 

impressão molecular de BSA em micropartículas de PPD com e sem carga magnética 

resulta em sistemas MIP que possuem uma grande capacidade de absorver a proteína 

alvo e uma seletividade notável que se pode controlar através do índice pH do meio 

da adsorção. Os resultados justificam futuros estudos de otimização para ajustar as 

caraterísticas dos MIPs conforme a sua aplicação. 
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Propostas de Trabalhos Futuros 

 



 

 

  



 

113 

7 PROPOSTAS DE TRABALHOS FUTUROS 

Os estudos desta dissertação mostraram que a adsorção da proteína alvo depende do 

tipo de proteína, da acidez do meio e da concentração inicial da proteína. A adsorção decorre 

de maneira diferente nos mesmos sistemas com e sem impressão molecular, aplicando-se 

modelos diferentes. Os estudos desta tese indicaram os modelos adequados nos casos de 

MIPs e NIPs mas não revelaram os mecanismos concretos da adsorção. São necessários 

estudos adicionais para revelar estes mecanismos para poder explicar alguns resultados que 

pareçam controversos. Por exemplo, nos casos de adsorção homogénea em monocamada (o 

caso dos MIPs) a capacidade máxima de adsorção depois de 2 horas é maior do que a adsorção 

heterogénea em multicamadas (o caso dos NIPs) dentro do mesmo tempo. Para explicar este 

facto experimental são precisos estudos sobre a dessorção de maneira a esclarecer se os 

processos são reversíveis ou irreversíveis. É importante também esclarecer de que maneira o 

processo da adsorção influencia a estrutura 3D da proteína. Isto seria muito importante para 

a impressão molecular de enzimas o que poderia ser o passo seguinte no desenvolvimento de 

biocatalizadores.   
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9 ANEXOS 

ANEXO I – ISOTÉRMICAS DE ADSORÇÃO DE LANGMUIR PH 5.0 PARA 

MIPS 

 
Figura 34. Isotérmicas de adsorção, adaptadas ao modelo de Langmuir, dos MIPs a) PPD_MIP; b) PPD_Fe 1%_MIP; c) 

PPD_Fe(C) 1%_MIP em solução tampão de fosfato, 0.1M, pH 5.0. 
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ANEXO II – ISOTÉRMICAS DE ADSORÇÃO DE FREUNDLICH PH 5.0 PARA 

MIPS 

 
Figura 35. Isotérmicas de adsorção, adaptadas ao modelo de Freundlich, dos MIPs a) PPD_MIP; b) PPD_Fe 1%_MIP; c) 

PPD_Fe(C) 1%_MIP em solução tampão de fosfato, 0.1 M, pH 5.0. 
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ANEXO III – ISOTÉRMICAS DE ADSORÇÃO DE LANGMUIR PH 4.0 PARA 

MIPS 

 

Figura 36. Isotérmicas de adsorção, adaptadas ao modelo de Langmuir, dos MIPs a) PPD_MIP; b) PPD_Fe 1%_MIP; c) 
PPD_Fe(C) 1%_MIP em solução tampão de fosfato, 0.1M, pH 4.0. 
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ANEXO IV – ISOTÉRMICAS DE ADSORÇÃO DE FREUNDLICH PH 4.0 PARA 

MIPS 

 

Figura 37. Isotérmicas de adsorção, adaptadas ao modelo de Freundlich, dos MIPs a) PPD_MIP; b) PPD_Fe 1%_MIP; c) 
PPD_Fe(C) 1%_MIP em solução tampão de fosfato, 0.1 M, pH 4.0. 
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ANEXO V – ISOTÉRMICAS DE ADSORÇÃO DE LANGMUIR PH 5.0 PARA 

NIPS 

 
Figura 38. Isotérmicas de adsorção, adaptadas ao modelo de Langmuir, dos NIPs a) PPD_NIP; b) PPD_Fe 1%_NIP; c) 

PPD_Fe(C) 1%_NIP em solução tampão de fosfato, 0.1M, pH 5.0. 
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ANEXO VI – ISOTÉRMICAS DE ADSORÇÃO DE FREUNDLICH PH 5.0 PARA 

NIPS 

 
Figura 39. Isotérmicas de adsorção, adaptadas ao modelo de Freundlich, dos NIPs a) PPD_NIP; b) PPD_Fe 1%_NIP; c) 

PPD_Fe(C) 1%_NIP em solução tampão de fosfato, 0.1M, pH 5.0. 
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ANEXO VIII – ISOTÉRMICAS DE ADSORÇÃO DE LANGMUIR PH 4.0 PARA 

NIPS 

 
Figura 40. Isotérmicas de adsorção, adaptadas ao modelo de Langmuir, dos NIPs a) PPD_NIP; b) PPD_Fe 1%_NIP; c) 

PPD_Fe(C) 1%_NIP em solução tampão de fosfato, 0.1M, pH 4.0. 
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ANEXO IX – ISOTÉRMICAS DE ADSORÇÃO DE FREUNDLICH PH 4 PARA 

NIPS 

 

Figura 41. Isotérmicas de adsorção, adaptadas ao modelo de Freundlich, dos NIPs a) PPD_NIP; b) PPD_Fe 1%_NIP; c) 
PPD_Fe(C) 1%_NIP em solução tampão de fosfato, 0.1M, pH 4.0. 
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ANEXO X – PUBLICAÇÃO NA REVISTA POLYMER  

 




